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1 Einleitung 

1.1 Morbus Alzheimer 

Seit ihrer Erstbeschreibung durch den deutschen Arzt Alois Alzheimer vor mehr als einem 

Jahrhundert (Alzheimer 1907) ist die gleichnamige Alzheimer-Krankheit (auch Morbus 

Alzheimer/M. Alzheimer) Gegenstand intensiver Forschungsbemühungen. Trotz 

zahlreicher wichtiger Entdeckungen liegen noch viele Aspekte besonders im Bereich der 

Prävention und Therapie im Dunkeln. Dies ist insofern von großer Bedeutung, als M. 

Alzheimer in der heutigen Zeit des medizinischen Fortschritts und der damit verbundenen 

steigenden Lebenserwartung und Zunahme an Demenzerkrankungen eine wichtige 

medizinische Herausforderung für die Zukunft darstellt (Milan und Fetzer 2019). 

1.2 Epidemiologische Daten 

Im Jahre 2019 litten schätzungsweise weltweit über 50 Millionen Menschen an einer 

demenziellen Erkrankung (Lynch 2020). In Deutschland betrug die Zahl der 

Demenzkranken in diesem Jahr nach Berechnungen der Deutschen Alzheimer Gesellschaft 

1,6 Millionen, davon mehr als 300 000 Neuerkrankungen p.a. (Deutsche Alzheimer 

Gesellschaft 2020). Mit einem Anteil von ca. 60 bis 80 Prozent stellt die Alzheimer-Krankheit 

die Hauptursache für Demenzen dar (Alzheimer's Association 2016; Barker et al. 2002). 

Nach einer Analyse der Kohorte aus der Framingham-Studie lag die durchschnittliche 

Prävalenz bei 0,01 für Männer bzw. 0,03 für Frauen (Bachman et al. 1992). Nach heutigen 

Schätzungen der Bevölkerungsentwicklung wird sich die Anzahl der an M. Alzheimer 

erkrankten Menschen bis zum Jahre 2050 nahezu verdreifachen, sollte kein nennenswerter 

Fortschritt in Prävention und Behandlung gelingen (Hebert et al. 2003; Hebert et al. 2013). 

1.3 Risikofaktoren 

1.3.1 Nicht-genetische Risikofaktoren 

Einige der Risikofaktoren für M. Alzheimer, die keinen Zusammenhang mit dem genetischen 

Phänotyp des Patienten haben, sind ebenfalls für die vaskuläre Gesundheit von Bedeutung. 

So ist Arteriosklerose besonders der Hirngefäße mit einer erhöhten Wahrscheinlichkeit, an 
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M. Alzheimer zu erkranken, verbunden  (Yarchoan et al. 2012). Auch zurückliegende 

Schlaganfälle erhöhen das Erkrankungsrisiko und können sogar das Alter, in dem die 

Krankheit eintritt, im Vergleich zum Bevölkerungsdurchschnitt senken (Honig et al. 2003). 

Neben den direkten Schäden an Gefäßen und Störungen der Organdurchblutung sind auch 

andere vaskuläre Risikofaktoren, die z. B. eine Arteriosklerose zur Folge haben können, eng 

mit M. Alzheimer verknüpft. So tragen z. B. eine arterielle Hypertonie oder Rauchen zu 

einem erhöhten Erkrankungsrisiko bei (Prince et al. 1994; Livingston et al. 2017; Livingston 

et al. 2020). Auch Patienten, die an Diabetes mellitus Typ 2 leiden, stellen eine Risikogruppe 

für M. Alzheimer dar (Ott et al. 1999; Cheng et al. 2011). Von Bedeutung ist des Weiteren 

auch die Konzentration der Blutfette. Eine Hyperlipidämie und eine erhöhte 

Cholesterinkonzentration im Blut sind auch hier mit einem gesteigerten Risiko verbunden  

(Kivipelto und Solomon 2006). All diese teilweise potenziell reversiblen Einflussgrößen 

verstärken sich gegenseitig. Bei einer Anhäufung der einzelnen Risikofaktoren kommt es zu 

einem deutlichen Anstieg des Risikos, an M. Alzheimer zu erkranken, wobei Rauchen und 

Diabetes mellitus Typ 2 der größte Einfluss zugerechnet werden (Luchsinger et al. 2005). 

Ebenfalls sind traumatische Hirnverletzungen mit einem früheren Eintrittsalter der 

Alzheimer-Krankheit verbunden (LoBue et al. 2016). Auch Depressionen und 

Schlafstörungen erhöhen das Risiko sowohl für eine leichte kognitive Beeinträchtigung als 

auch für eine Demenz vom Alzheimer-Typ (Jacob et al. 2016; Burke et al. 2016). 

Einen nicht beeinflussbaren Faktor stellt das Geschlecht dar. Frauen zeigen im Vergleich zu 

Männern eine erhöhte Prävalenz für die Alzheimer-Krankheit (Bachman et al. 1992). Die 

weitere wichtige nicht beeinflussbare Größe ist das Alter. Von den 5,4 Millionen in den USA 

an Alzheimer erkrankten Menschen sind 5,2 Millionen 65 Jahre oder älter (Alzheimer's 

Association 2016). Ebenso nimmt die Prävalenz von Demenz im Allgemeinen und M. 

Alzheimer im Besonderen exponentiell im Alter zu (Prencipe et al. 1996). So steht in Europa 

im Zeitraum von 1980 bis 1990 eine Prävalenz im Alter zwischen 60 und 69 Jahren von 0,3 

einer Prävalenz von 3,2 bzw. 10,8 für die Altersgruppen der 70- bis 79-jährigen bzw. der 80 

bis 89-jährigen gegenüber (Rocca et al. 1991). Somit ist das Alter der größte nicht-genetische 

Risikofaktor für eine Alzheimer-Erkrankung. 

1.3.2 Genetische Risikofaktoren 

Im Laufe der Jahre konnte die Forschung zahlreiche genetisch bedingte Risikofaktoren für 

M. Alzheimer identifizieren. Die wichtigsten Ursachen für die familiäre Form mit früher 

Erstmanifestation (EOFAD, early onset familial Alzheimer‘s disease) stellen Mutationen im APP-
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Gen und in den Genen PSEN1 und PSEN2 dar, die für die Proteine Präsenilin-1 bzw. 

Präsenilin-2 kodieren (Goate et al. 1991). Infolge von Punktmutationen in bestimmten 

Bereichen des APP-Gens kommt es zu einer Überproduktion von β-Amyloid  (Citron et al. 

1992; Suzuki et al. 1994). Auch Präsenilin-1 und -2 (PS-1 bzw. -2) sind als Teil des γ-

Sekretase-Komplexes an der Prozessierung des APP zu Amyloid-β (Aβ) beteiligt. Mutationen 

in denen für diese beiden Transmembranproteine kodierenden Genen können zu einer 

relativen Erhöhung der Spiegel von Aβ1-42 führen, das im Vergleich zu Aβ1-40 schneller 

Plaques formen kann (Schellenberg et al. 1992; Levy-Lahad et al. 1995). Da sich das APP-

Gen auf Chromosom 21 befindet,  geht mit der Trisomie 21 ebenfalls ein genetisch erhöhtes 

Risiko einher, da es hierbei zu einer Überexpression des Gens und somit zu einer 

Überproduktion von APP kommt, das im Verlauf weiter zu Aβ gespalten wird (Zheng und 

Koo 2011). 

Ein weiterer genetischer Risikofaktor für M. Alzheimer ist eine Isoform des Strukturproteins 

Apolipoprotein E auf Chromosom 19, dem Apolipoprotein Epsilon 4 (ApoE4). Träger des 

ApoE4-Allels sind im Gegensatz zu Nicht-Betroffenen einem beachtlich höheren Risiko für 

sporadischen und familiären M. Alzheimer ausgesetzt. Corder et al. (1993) berichten von 

einer Risikosteigerung von 20 auf nahezu 90 Prozent. Zudem korreliert eine erhöhte Anzahl 

der ApoE4-Allele ebenfalls mit einem früheren Beginn der-Krankheit. Während ApoE4 also 

das Risiko, an M. Alzheimer zu erkranken, erhöht, so ist der Typ 2 des ApoE mit einem 

geringeren relativen Risiko für die Entwicklung einer Alzheimer-Krankheit assoziiert 

(Serrano-Pozo et al. 2015). Ein geringer Plasmaspiegel von ApoE, egal welchen Typs, ist 

hingegen mit einem erhöhten Risiko für Alzheimer und Demenz verbunden (Rasmussen et 

al. 2015). 

Diese Beispiele für genetische Ursachen des M. Alzheimer sind schon einige Jahrzehnte 

bekannt. In jüngster Zeit konnten noch andere identifiziert werden, die vermutlich in der 

Entstehung von einigen Formen des M. Alzheimer beteiligt sind. So konnte für einige 

Varianten des CLU-Gens, das für das Protein Clusterin kodiert, eine Verbindung mit M. 

Alzheimer gezeigt werden (Harold et al. 2009). Auch korrelierten bei Alzheimer-Patienten 

die Clusterin-Konzentration im Plasma mit der Schwere der Krankheit (Thambisetty et al. 

2010).  Ein weiteres Beispiel ist das SORL1-Gen (sortilin related receptor). SORL1 ist an der 

Prozessierung von APP beteiligt und führt letztendlich zu einer Reduktion der Produktion 

von Aβ. Bei an M. Alzheimer erkrankten Patienten konnte eine verminderte Expression von 

SORL1 festgestellt werden (Rogaeva et al. 2007). Mutationen im TREM2-Gen sind ebenfalls 

mit einem erhöhten Alzheimer-Risiko verbunden, wobei hier mehr Varianten im Exon 2 

vorlagen  (Jonsson et al. 2013; Guerreiro et al. 2013).  
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1.4 Klinischer Verlauf  und Symptome 

Wie die meisten Demenzformen entwickelt sich M. Alzheimer zunächst unerkannt und lässt 

sich in seinem Verlauf in mehrere Abschnitte einteilen. Die S3-Leitlinie „Demenzen“ der 

Deutschen Gesellschaft für Neurologie (DGN) und der Deutschen Gesellschaft für 

Psychiatrie und Psychotherapie, Psychosomatik und Nervenheilkunde (DGPPN) nennen 

hierzu die Kriterien des National Institute on Aging und der Alzheimer's Association (NIA-

AA) sowie die Kriterien der International Working Group (IWG).  Im Falle der Alzheimer-

Krankheit legen die NIA-AA-Kriterien drei Stadien fest: das präklinische Stadium, das 

Stadium der leichten kognitiven Beeinträchtigung (mild cognitive impairment, MCI), sowie 

das Stadium der Alzheimer-Demenz (Khachaturian 2011; Jack et al. 2011). Im präklinischen 

Stadium zeigen betroffene Patienten keinerlei Symptome. In den Gehirnen ist es jedoch 

schon zu pathologischen Veränderungen gekommen, was sich auch häufig durch die 

Messung verschiedener Biomarker nachweisen lässt (Sperling et al. 2011; Price und Morris 

1999). Dieser Zeitabschnitt beginnt oft Jahre bzw. Jahrzehnte, bevor die Diagnose einer 

Demenz gestellt wird (Morris 2005). Im Stadium der leichten kognitiven Beeinträchtigung 

kommt es zu ersten auffälligen Symptomen, die sich im alltäglichen Leben bemerkbar 

machen (Petersen 2004). Hierzu zählen sowohl Vergesslichkeit und eine Abnahme des 

Erinnerungsvermögens als auch von Aufmerksamkeit, Sprache und der visuellen 

Raumvorstellung. Trotzdem behalten Patienten in diesem Stadium noch weitestgehend ihre 

Unabhängigkeit im Alltag (Albert et al. 2011). In 10 bis 15 % der Fälle pro Jahr kommt es zu 

einem Übergang einer leichten kognitive Beeinträchtigung in das Stadium der Demenz, die 

eigentliche Alzheimer-Krankheit (Petersen et al. 1999). Es kommt zur Verstärkung von 

bereits vorhandenen sowie zur Entwicklung von neuen Symptomen, z. B. 

Persönlichkeitsänderungen wie Apathie, Verlust von Empathie oder kompulsiven und 

obsessiven Verhaltensweisen (McKhann et al. 2011). Hat sich die Demenz voll entwickelt, 

so sind die Patienten in der Bewältigung des Alltags häufig komplett auf fremde 

Unterstützung durch Angehörige oder Pflegepersonal angewiesen. Meist versterben die 

Patienten an begleitenden Infektionen, wobei hier vor allem Pneumonien eine besondere 

Bedeutung zukommt (Wada et al. 2001). Die Einteilung der IWG ist der der NIA-AA sehr 

ähnlich. Hier wird jedoch auf das Stadium der Demenz als eigentliche Alzheimer-Entität 

verzichtet und bereits das präklinische Stadium sowie die leichte kognitive Beeinträchtigung 

der Alzheimer-Krankheit zugeordnet (Dubois et al. 2014). 

Der Übergang der einzelnen Stadien ineinander verläuft häufig graduell, weswegen die exakte 

individuelle Einordnung häufig nicht eindeutig möglich ist. Der Übergang einer leichten 

kognitiven Beeinträchtigung in eine Demenz misst sich im Allgemeinen daran, ob aufgrund 
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der Symptome die Fähigkeit im Alltag oder Berufsleben zurechtzukommen signifikant 

beeinträchtigt ist (McKhann et al. 2011).  

1.5 Diagnostik 

Aufgrund der Tatsache, dass es lange vor dem Auftreten von Auffälligkeiten zu einer 

Abnahme der kognitiven Fähigkeiten kommt, ist eine frühe Diagnose von M. Alzheimer 

schwierig (Wilson et al. 2012). Es existieren jedoch einige kurze und schnelle Tests, mit denen 

sich die kognitiven Leistungen der Patienten abschätzen lassen und ein grobes Screening auf 

eine demenzielle Entwicklung erfolgen kann. Im klinischen Alltag finden neben einigen 

anderen beispielsweise der Mini-Mental-Status-Test (MMST) und der Uhrentest (clock drawing 

test; CDT) Anwendung (Olazarán et al. 2016). Beim MMST muss der Patient elf vom 

Untersucher vorgegebene Aufgaben erfüllen, die bei korrekter Ausführung mit Punkten 

bewertet werden. Anhand der Gesamtpunktzahl kann die Abschätzung von Konzentration, 

Orientierung, Gedächtnis, Sprache und Motorik erfolgen (Folstein et al. 1975). Trotz 

gewisser Einschränkungen ist der MMST die am häufigsten genutzte Screening-Methode 

zum Ausschluss einer Demenz. Der Uhrentest, bei dem die Aufgabe darin besteht, das 

Ziffernblatt einer Uhr möglichst genau aufzuzeichnen ist ebenfalls zum schnellen 

Abschätzen kognitiver Einschränkungen z. B. aufgrund von frühen Alzheimerformen und 

in Kombination mit dem MMST sogar begrenzt zur Differenzierung von Demenzursachen 

geeignet (Manos und Wu 1994; Moretti et al. 2002).  

Eine weitere Möglichkeit im Rahmen der Alzheimer Diagnostik besteht in der Untersuchung 

des durch Lumbalpunktion gewonnenen Liquors. Hierbei wird der Schwerpunkt vor allem 

auf die Konzentrationen von Tau-Protein und β-Amyloid (Aβ) gelegt. Im Rahmen der 

Alzheimer-Krankheit finden sich hier erniedrigte Werte für Aβ und erhöhte Werte für Tau. 

Diese Kombination spiegelt die Amyloid-Ablagerungen im Extrazellularraum und die 

intrazellulären Neurofibrillenbündel wider und eignet sich zur Diagnose von beginnenden 

Veränderungen im Gehirn  (Tapiola et al. 2009; Seppala et al. 2012). Im Bereich des Tau-

Proteins lässt sich noch genauer zwischen der Konzentration des Gesamt-Tau und des 

phosphorylierten Tau (pTau) unterscheiden, deren jeweilige Konzentrationen Rückschlüsse 

auf den Grad der neuronalen Schädigung bzw. die Bildung von Neurofibrillenbündeln 

erlauben (Hesse et al. 2001). 

Bildgebende Verfahren wie CT und MRT kommen ebenfalls regelmäßig zum Einsatz, häufig 

mit dem Zweck des Ausschlusses einer reversiblen Ursache (z. B. 

Normaldruckhydrozephalus, Hämatom oder Tumor) oder der Differenzialdiagnostik einer 
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demenziellen Entwicklung (Hejl et al. 2002; Scheltens et al. 2002). In fortgeschrittenen 

Krankheitsstadien lässt sich auch eine Abnahme des Hirnvolumens mit Vergrößerung der 

Liquorräume darstellen, was sich ebenfalls zur Verlaufskontrolle eignet (Frisoni et al. 2010). 

Im Bereich der funktionellen Bildgebung finden bei der Alzheimerdiagnostik vorwiegend die 

beiden Verfahren FDG-PET sowie PiB-PET Anwendung. Bei der FDG-PET wird mithilfe 

des Radiopharmakons 18F-2-Fluor-2-desoxy-D-Glukose die Stoffwechselaktivität des 

Gehirns dargestellt. Die FDG-PET eignet sich durch die Darstellung der bei M. Alzheimer 

veränderten metabolischen Struktur des Gehirns als diagnostisches Instrument  bereits zum 

Erkennen des Übergangs vom normalen Altern zu einer milden Alzheimer-Demenz (Pagani 

et al. 2016). Beim PiB-PET wird das Radiopharmakon Pittsburgh Compound B (2-(4′-

[11C]Methylaminophenyl)-6-hydroxybenzothiazol) verwendet. Es eignet sich zur 

Darstellung von Aβ-Ablagerungen, da es vor allem in Bereichen des Gehirns aufgenommen 

wird, die eine hohe Konzentration von Aβ-Plaques enthalten (Cohen und Klunk 2014).  

Eine sichere Diagnose des M. Alzheimer kann erst nach dem Tode des Patienten anhand 

von Hirnschnitten und neuropathologischen Untersuchungen gestellt werden. 

1.6 Neuropathologische Charakteristika 

1.6.1 Amyloid-Ablagerungen 

Bereits in der Erstbeschreibung der später nach ihm benannten Krankheit berichtete der 

deutsche Psychiater Alois Alzheimer über charakteristische histologische Veränderungen in 

Hirnschnitten seiner verstorbenen Patientin Auguste Deter. Diese Veränderungen stellten 

sich als extrazelluläre Ablagerungen dar (Alzheimer 1907). Hauptbestandteil dieser 

Ablagerungen, auch Plaques genannt, sind Peptide des Typs Amyloid-β (Aβ; (Glenner und 

Wong 1984). Aβ-Peptide entstehen physiologisch im menschlichen Organismus durch 

Schneiden des amyloid precursor protein, (Amyloid-Vorläuferprotein, APP) mittels der β- und γ-

Sekretase (De Strooper et al. 2010).  

Die Amyloid-Ablagerungen können in zwei Unterarten aufgeteilt werden, die sich anhand 

ihres Anfärbeverhaltens und ihres Aufbaus unterscheiden: Die diffusen Plaques und die 

neuritischen Plaques. Neuritische Plaques bestehen aus einem dichten Kern von fibrillärem 

β -Amyloid. Aufgrund ihres Aufbaus in β-Faltblatt-Struktur lassen sie sich gut mit Thioflavin-

S anfärben (Schmidt et al. 1995). Im Umkreis dieser dichten Ablagerungen finden sich 

typischerweise dystrophe Neuriten, sowie aktivierte Astrozyten und Mikroglia (Itagaki et al. 

1989; Pike et al. 1995a). Neuritische Plaques sind zusätzlich mit einem Verlust an Synapsen 
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verbunden (Serrano-Pozo et al. 2011). Weitere Bestandteile von neuritischen Plaques sind u. 

a. Tau und APP (Cras et al. 1991; Su et al. 1993). Nach Thal et al. erfolgt die Ausbreitung der 

Plaques von isokortikal über allokortikal/limbisch nach subkortikal (Thal et al. 2002). Diffuse 

Plaques können neben Alzheimer-Patienten auch in den Gehirnen älterer Menschen, die 

keine abnormen kognitiven Einschränkungen aufweisen, nachgewiesen werden (Serrano-

Pozo et al. 2011). Sie bestehen aus nicht-fibrillären Aβ. Ihre Größe variiert stark mit 

Durchmessern von unter 10 µm bis über 200 µm (Joachim et al. 1989). Im Gegensatz zu 

neuritischen Plaques führen diffuse Plaques nicht zu einem Synapsenverlust und lassen das 

Neuropil weitestgehend intakt (Yamaguchi et al. 1989; Masliah et al. 1990).  

1.6.2 Neurofibrillenbündel 

Ein weiteres Charakteristikum der Alzheimer-Krankheit sind Einlagerungen in Neuronen, 

die sogenannten Neurofibrillenbündel. Grundbaustein dieser intrazellulären Ablagerungen 

ist das Tau-Protein (Wischik et al. 1988; Goedert et al. 1988). Das Tau-Protein liegt in 

mehreren Isoformen vor, deren Ursprungsgen sich auf Chromosom 17 befindet (Goedert et 

al. 1989). Tau-Proteine besitzen Bindungsstellen für Mikrotubuli und sind unter anderem für 

deren Stabilität von Bedeutung (Butner 1991). Beim Menschen kommt Tau vorwiegend in 

Neuronen, aber auch in anderen Zellen wie Oligodendrozyten oder Astrozyten vor (Dehmelt 

und Halpain 2005). Im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung wird dieses Protein abnormal 

phosphoryliert und hyperphosphoryliert, wodurch es in der Folge zu unlöslichen 

Ablagerungen innerhalb von Neuronen und Gliazellen kommt (Bramblett et al. 1993; 

Khatoon et al. 1994). Heutzutage geht man davon aus, dass die abnormale Phosphorylierung 

und die Anreicherung der Zellen mit Tau-Protein lange vor dem Auftreten von Symptomen 

beginnt (Bateman et al. 2012). Zu Beginn des M. Alzheimer kommt es zu Tau-Ablagerungen 

in Zellen der Area entorhinalis und des Hippocampus. Im weiteren Krankheitsverlauf breiten 

sich die Einschlüsse in den okzipitotemporalen Kortex und die Inselrinde aus. Im letzten 

Stadium finden sich Ablagerungen von Tau-Protein in der gesamten Hirnrinde (Braak und 

Braak 1999). Aktuelle Forschungsarbeiten mit in vivo-Versuchen an transgenen Mäusen 

deuten darauf hin, dass die Verbreitung der Proteineinschlüsse innerhalb des Gehirns über 

anatomisch verbundene Gebiete erfolgt und sich prionenähnlich verhält (Ahmed et al. 2014; 

Sanders et al. 2014). Neben M. Alzheimer gibt es noch mehrere andere Erkrankungen, bei 

denen es zu pathologischen intrazellulären Ablagerungen von Tau-Proteinen kommt. Als 

Beispiele für diese sogenannten Tauopathien seien hier die frontotemporale Demenz, die 

progressive supranukleäre Blickparese und die kortikobasale Degeneration genannt (Arendt 

et al. 2016). 
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1.6.3 Kortikale Atrophie und Nervenzellverlust 

Im Rahmen der Alzheimer-Krankheit kommt es zu einer kortikalen Atrophie, deren 

typisches Verteilungsmuster sich u. a. auf die Hippocampi, die Temporal- und Parietallappen 

und die Area entorhinalis erstreckt (Jack et al. 1992; Killiany et al. 1993; Juottonen et al. 

1998). Der Volumenverlust in den einzelnen Hirnarealen lässt sich im fortgeschrittenen 

Stadium magnetresonanztomographisch darstellen und somit ein M. Alzheimer mit hoher 

Wahrscheinlichkeit diagnostizieren (Norfray und Provenzale 2004). Die oben beschriebene 

kortikale Atrophie ist Ausdruck eines Untergangs an Neuronen in den betroffenen Gebieten, 

ein weiteres wichtiges histopathologisches Charakteristikum des M. Alzheimer (Serrano-

Pozo et al. 2011). Der  Nervenzellverlust korreliert dabei teilweise mit der Anzahl an 

Neurofibrillenbündel und übersteigt diese sogar, sodass er sich besser mit dem Ausmaß der 

kognitiven Einschränkungen betroffener Patienten verbinden lässt (Gomez-Isla et al. 1997). 

Häufig sind die Area entorhinalis, die Regionen CA1 und CA3 des Hippocampus sowie die 

Parietal- und Temporalrinde betroffen (West et al. 1994; Giannakopoulos et al. 1996; Zhang 

et al. 2009; Serrano-Pozo et al. 2011). Als eine weitere Ursache für den Untergang an 

Neuronen wird die neurotoxische Wirkung von intrazellulärem Aβ diskutiert (Bayer und 

Wirths 2010). In normal alternden Gehirnen lässt sich im Gegensatz zu Gehirnen von 

Alzheimer-Patienten kein nennenswerter Nervenzellverlust nachweisen (Morrison und Hof 

1997). Neben einem Verlust an Nervenzellen kommt es bei der Alzheimer-Erkrankung auch 

zu einem Untergang von Synapsen (Davies et al. 1987). Bereits in frühen Stadien der 

Alzheimer-Krankheit kommt es zu einer Abnahme der Synapsendichte (Masliah et al. 2001; 

Scheff et al. 2006). Das Ausmaß des Synapsenuntergangs zeigt einen starken Zusammenhang 

mit kognitiven Einschränkungen und korreliert mit ihnen sogar noch besser als der 

Neuronenverlust (DeKosky und Scheff 1990; Terry et al. 1991). 

1.7 Pathogenese des M. Alzheimer 

1.7.1 Das amyloid precursor protein 

Das amyloid precursor protein (Amyloid-Vorläuferprotein, APP) ist ein Typ-1-

Transmembranprotein. Es besitzt eine kleine intrazelluläre Domäne am C-Terminus, eine 

Aβ-Peptid-Region sowie eine große extrazelluläre Domäne am N-Terminus (Kang et al. 

1987). APP ist Mitglied einer Peptidfamilie, zu denen bei Säugetieren auch das amyloid 

precursor-like protein 1 (APLP1) und 2 (APLP2) gehören (Coulson et al. 2000; Wasco et al. 

1992). Die Aβ-Peptid-Region findet sich jedoch nur bei APP (Zheng und Koo 2011). Beim 

Menschen befindet sich das Gen für APP auf Chromosom 21 (Lamb et al. 1993; Zheng und 
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Koo 2011). APP existiert in verschiedenen Isoformen und wird in einer Vielzahl von 

Gewebetypen exprimiert, wobei sich die Isoform APP695 vor allem in Neuronen findet 

(Nhan et al. 2015). Die Funktion von APP ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht endgültig 

geklärt. So wird APP zum Beispiel die Funktion eines Oberflächenrezeptors ähnlich dem 

Notch-Rezeptor zugesprochen (Selkoe und Kopan 2003). Als möglicher Ligand wird Aβ 

postuliert (Lorenzo et al. 2000). Neben der Synaptogenese scheint APP auch u. a. bei der 

Ausbildung von Zellverbänden, dem Wachstum von Neuriten und dem Transport von 

Proteinen innerhalb der Zelle beteiligt zu sein (Moya et al. 1994; Zheng und Koo 2011). 

Ebenso werden APP auch neurodegenerative Funktionen zugewiesen (Nhan et al. 2015). 

Auch im Hinblick auf die Alzheimer-Krankheit spielt APP eine entscheidende Rolle, da der 

Hauptbestandteil von Amyloid-Plaques, wie oben beschrieben eines der Charakteristika von 

M. Alzheimer, durch Proteolyse von APP entsteht. Die weitere Prozessierung und 

proteolytische Spaltung von APP wird durch verschiedene Sekretasen vorgenommen (α-, β-

, und γ-Sekretasen). Je nach beteiligter Sekretase und der damit korrespondierenden 

Spaltungsstelle werden verschieden Wege der Proteolyse eingeschlagen, an deren Ende 

verschiedene Endprodukte stehen. Zwei dieser Wege, der nicht-amyloidogene und der 

amyloidogene Weg werden im Folgenden kurz beschrieben. 

1.7.1.1 Nicht-amyloidogener und amyloidogener Weg 

Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP zunächst durch α-Sekretase gespalten. Es existiert 

nicht eine bestimmte α-Sekretase sondern verschieden Mitglieder der ADAM-Familie (a 

disintegrin and metalloprotease) übernehmen diese Aufgabe (Lichtenthaler 2011, Nhan et al. 

2015). Nach Spaltung durch α-Sekretase entstehen die lösliche Ektodomäne sAPPα (soluble 

ectodomain of APP) und das intrazelluläres C-terminales Fragment C83 (De Strooper 2010). 

C83 wird durch eine γ-Sekretase weiter zu dem löslichen C-terminalem Fragment p3 und der 

APP intracellular domain (AICD) geschnitten. Da die Spaltung durch α-Sekretase innerhalb des 

Aβ-Abschnitts von APP geschieht, entsteht hierbei keine β -Amyloide in voller Länge 

(Zheng und Koo 2011).  

Im amyloidogenen Weg wird APP durch die β-Sekretase BACE1 gespalten (Hussain et al. 

1999; Vassar et al. 1999) und es entstehen ein kürzeres lösliches APP-Fragment (sAPPβ) und 

ein dementsprechend längeres C-terminales Fragment C99 (Nhan et al. 2015; Biernaskie und 

Corbett 2001). C99 wird anschließend durch eine γ-Sekretase zu AICD und Aβ geschnitten. 

Die γ-Sekretase kann C99 an verschiedenen Stellen schneiden, sodass verschieden lange Aβ-

Peptide entstehen können (De Strooper et al. 1998). Die im Gesunden am häufigsten 

vorliegenden Aβ-Peptide enden an Val-40 bzw. Ala-42 und heißen dementsprechend Aβ40 
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und Aβ42 (De Strooper et al. 1998; De Strooper 2010), wobei Aβ42 im Vergleich zu Aβ 40 

in deutlich geringerem Ausmaß vorliegt (Zheng und Koo 2011). 

 

Abbildung 1: Spaltung des amyloid precursor proteins (APP). Vereinfachte Darstellung 

der Spaltung von APP über den nicht-amyloidogenen Weg (rechts) und den amyloidogenen 

Weg (links). Im nicht-amyloidogenen Weg wird APP zunächst durch eine α-Sekretase 

innerhalb des Aβ-Abschnitts zur löslichen Ektodomäne sAPPα und dem intrazellulären C-

terminalen Fragment C83 gespalten. Die γ-Sekretase schneidet dann C83 weiter zum 

löslichen C-terminalem Fragment p3 und der APP intracellular domain (AICD). Im 

amyloidogenen Weg schneidet zunächst die β-Sekretase APP in das C-terminale Fragment 

C99 sowie die lösliche Ektodomäne sAPPβ. Anschließend wird C99 durch γ-Sekretase zu 

AICD und Aβ gespalten. Da die γ-Sekretase C99 an verschiedenen Stellen schneiden kann, 

sind Aβ-Peptide unterschiedlicher Länge möglich. Zur besseren Anschaulichkeit ist hier nur 

eine Spaltungsstelle eingezeichnet. 

1.7.2 Amyloid-Hypothese 

Die Amyloid-Hypothese, die vor über 20 Jahren aufgestellt wurde, stellt die wohl 

grundlegendste Annahme im Hinblick auf die Erklärung der Pathogenese der Alzheimer-

Krankheit dar. Gemäß dieser Hypothese werden die extrazellulären Ablagerungen von Aβ 

als ursprüngliche Ursache der Alzheimer-Krankheit angesehen, die weitere pathologische 

Prozesse, wie zum Beispiel den Untergang von Neuronen und Synapsen oder die Bildung 

von Neurofibrillenbündeln, nach sich ziehen (Hardy und Allsop 1991). Die Überlegung, dass 

Amyloidablagerungen ein wichtige Rolle in der Pathologie der Alzheimer-Erkrankung 

spielen, existiert schon seit der Identifizierung von Aβ als Hauptkomponente der 

extrazellulären Plaques (Glenner und Wong 1984; Masters et al. 1985). Mehrere 

Beobachtungen stützen diese Theorie. Der wichtigste diese These untermauernde Faktor ist 

sicherlich der genetische Hintergrund der Patienten, die an der familiären Frühform der 
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Alzheimer-Krankheit leiden.  So führt der Großteil der Mutationen, die für die Entwicklung 

der familiären Alzheimerform verantwortlich sind, z. B. Mutationen am APP-Gen oder den 

Präsenilinen, zu einer Erhöhung von Aβ42, einer unlöslichen Form des Amyloid- Peptids 

(Tanzi und Bertram 2005). An Down-Syndrom erkrankte Patienten können schon in jungen 

Jahren an einer Alzheimer-Demenz (AD) erkranken, da sich das APP-Gen auf Chromosom 

21 befindet und es so zu einer verstärkten Bildung von Aβ und Amyloidplaques kommt 

(Beyreuther et al. 1993). Einer der wichtigsten Risikofaktoren des M. Alzheimer, ApoEε4, 

geht mit erhöhter Ablagerung und vermindertem Abbau von Aβ einher (Selkoe und Hardy 

2016). Des Weiteren zeigen zahlreiche transgene Mausmodelle, die auf Mutationen der 

familiären Alzheimerdemenz (FAD) beruhen, altersabhängige Pathologien, die denen 

menschlicher Patienten stark ähneln, u. a. Gliose, Aβ-Plaques, sowie kognitive 

Einschränkungen (Duyckaerts et al. 2008).  

1.7.3 Modifizierte Amyloid-Hypothese 

Lange Zeit galten die extrazellulären Amyloidablagerungen im Gehirn als die für die 

Ätiologie der Alzheimer-Krankheit hauptverantwortliche Pathologie. Trotz einer 

weitreichenden und allgemeinen Akzeptanz, die die Amyloid-Hypothese über die Jahre 

erfahren hat, existieren einige Sachverhalte, die sich nicht mit diesem Modell in Einklang 

bringen lassen. So lassen sich z. B. mittels PiB-PET auch in den Gehirnen von normal 

gealterten Populationen Amyloidablagerungen nachweisen, ohne dass sich eine signifikante 

kognitive Einschränkung daraus ergeben hätte (Aizenstein et al. 2008).  Weitere Studien mit 

PiB-PET zeigten keine direkte Korrelation der Menge der extrazellulären Amyloidplaques 

mit dem Ausmaß des Verlusts an kognitiven Fähigkeiten, sondern konnten diesen eher der 

Neurodegeneration zuordnen. (Engler et al. 2006; Jack et al. 2009). Auch die Menge der 

Neurofibrillenbündel korreliert besser mit den kognitiven Einschränkungen als das Ausmaß 

der Amyloidablagerungen (Arnold et al. 1991; Braak und Braak 1991).  

Bei Patienten mit Down-Syndrom kommt es bereits vor einer extrazellulären Plaquebildung 

zu einer intrazellulären Akkumulation von Aβ (Mori et al. 2002). Auch bei verschiedenen 

murinen Alzheimermodellen konnte diese zeitliche Abfolge nachgewiesen werden (Wirths 

et al. 2001; Blanchard et al. 2003). Zusätzlich kommt es schon vor der Amyloidablagerung 

zu einer Entzündungsreaktionen und einem Untergang von Neuronen im Gehirn (Wright et 

al. 2013). 

Aufgrund dieser und weiterer Gegebenheiten wurde das Modell der Amyloid-Hypothese 

modifiziert. Diese Hypothese besagt im Kern, dass für den Neuronenverlust und damit die 
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kognitive Degeneration anstatt wie bisher angenommen der extrazellulären Amyloidplaques 

vielmehr das intrazelluläre -Amyloid verantwortlich ist (Bayer und Wirths 2010). Das 

intraneuronal angesammelte Aβ hat dabei seinen Ursprung aus zwei verschiedenen 

Mechanismen. Ein Teil wird in der Zelle selbst durch Spaltung von APP hergestellt, der 

andere Teil stammt aus der Wiederaufnahme des bereits im Extrazellularraum vorhandenen 

Aβ (Wirths et al. 2004; Guerreiro et al. 2013). Bislang wurden zahlreiche Rezeptorklassen 

vorgeschlagen, die bei der Wiederaufnahme von Aβ eine Rolle spielen, u. a. ApoE-

Rezeptoren, nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChR), N-methyl-D-Aspartat-

Rezeptoren (NMDA-Rezeptoren), bestimmte Integrine und sog. Rezeptoren für AGE 

(advanced glycation endproducts). Aβ42 wird nur schlecht abgebaut und die Anreicherung im 

Inneren von Nervenzellen hat eine Vielzahl von negativen Effekten zur Folge, die abhängig 

von der Lokalisation der Aβ-Ablagerung im Intrazellularraum und den Organellen sind 

(Mohamed und Posse de Chaves 2011). So führen z. B. Ablagerungen von Aβ in Lysosomen 

zu einem Verlust der lysosomalen Permeabilität und zudem zu Austritt von Cathepsinen und 

Proteasen, was wiederum zu Untergang der Zelle führt (Ditaranto et al. 2001; Liu et al. 2010). 

Eine Akkumulation in späten Endosomen (sog. Multivesikulären Körperchen) kann deren 

Lokalisation beeinträchtigen und pathologische Auswirkungen auf deren Abbaufunktion 

haben (Takahashi et al. 2002; Mohamed und Posse de Chaves 2011). Ebenso bestehen 

Zusammenhänge zwischen intrazellulärem Aβ und Apoptosemarkern in Tiermodellen für 

M. Alzheimer und humanen Patienten (Chui et al. 2001; Mohamed und Posse de Chaves 

2011). Die hier aufgeführten Entdeckungen deuten in der Zusammenschau darauf hin, dass 

intrazelluläres Aβ eine entscheidende Rolle beim Morbus Alzheimer, sowohl in der 

Entstehung als auch im Voranschreiten der Krankheit, spielen können. Aus diesem Grund 

wurde die modifizierte Amyloidhypothese entwickelt, die auf diesen Sachverhalt eingeht. 
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Abbildung 2: Amyloidhypothesen.  Darstellung der Kaskaden von erhöhter Amyloidkonzentration zur 

Demenz nach der ursprünglichen Amyloidhypothese (links) und der modifizierten Amyloidhypothese (rechts). 

(verändert nach Wirths et al., 2004). 

1.8 Amyloid-β-Aggregation 

Die durch Proteolyse entstandenen Aβ-Monomere können sich zu Dimeren, Trimeren und 

höhermolekularen Oligomeren zusammenlagern , die zunächst in einer nicht-fibrillären 

löslichen Struktur vorliegen (Benilova et al. 2012; Walsh und Selkoe 2007). Sobald eine 

gewisse Konzentrationsschwelle überschritten ist, kommt es zur Polymerisation dieser 

Oligomere. Es bilden sich zunächst Protofibrillen und in der Folge Fibrillen aus, die ein 

Hauptbestandteil von Amyloidplaques sind (Walsh und Selkoe 2007). Die verschiedenen Aβ-

Spezies neigen aufgrund ihrer voneinander abweichenden biochemischen Eigenschaften 

unterschiedlich stark zur Ausbildung von Fibrillen. Aβ1-42 beispielsweise bildet sowohl in vivo 

als auch in vitro äußerst häufig Fibrillenaggregate aus (Jarrett et al. 1993). Die Ausbildung und 

Ablagerung von neurotoxischen Aβ-Oligomeren stellt einen entscheidenden Faktor in der 

Entstehung und dem Fortschreiten des M. Alzheimer dar (Kayed et al. 2003; Haass und 

Selkoe 2007). Die ursprüngliche Annahme lautete, dass die unlöslichen Aβ-Ablagerungen 
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hauptverantwortlich für die Neurotoxizität sind (Walsh und Selkoe 2007). Es konnte jedoch 

gezeigt werden, dass lösliches, in Oligomeren vorliegendes Aβ42 am besten mit 

Synapsenverlust und dem Abbau kognitiver Fähigkeiten bei Patienten mit M- Alzheimer 

korreliert (Bayer und Wirths 2010; Viola und Klein 2015). Ebenso korreliert die 

Konzentration von löslichen Aβ-Oligomeren mit synaptischer Dysfunktion (Lue et al. 1999). 

Aus Gehirnen von Alzheimer-Patienten und transgenen Mausmodellen konnten die 

Oligomere ebenfalls isoliert werden (Shankar et al. 2008; Lesné et al. 2008).  

1.9 Amyloid-Varianten 

Aβ kommt regelhaft im Plasma und im Liquor cerebrospinalis  gesunder Menschen vor und 

wird ebenso in vitro von Zellen im Rahmen des normalen Metabolismus produziert (Seubert 

et al. 1992; Haass et al. 1992). Die so entstandenen Aβ-Peptide sind von einer großen 

Heterogenität geprägt. Hierbei machen Aβ40 bzw. Aβ42 den Großteil dieser Peptide aus, 

wobei unter basalen Bedingungen der Anteil von Aβ40 am gesamten produzierten Aβ ca. 90% 

beträgt (Nhan et al. 2015). Im Vergleich zu Aβ40 findet sich Aβ42 in deutlich größeren Mengen 

und zu einem früheren Zeitpunkt in neuritischen Plaques und stellt so deren 

Hauptbestandteil dar (Iwatsubo et al. 1994; Lemere et al. 1996). Aβ42 zeigt eine hohe Neigung 

zur Bildung von Fibrillen und Plaquebildung ( Jarrett et al. 1993; Walsh und Selkoe 2007). 

Aber auch löslichen Aβ42-Formen konnten neurotoxische Eigenschaften nachgewiesen 

werden (Mucke et al. 2000; Lacor et al. 2007; Shankar et al. 2007). Aβ40 gilt im Allgemeinen 

als weniger toxisch als Aβ42 und kann sogar deren Oligomerisation verhindern (Murray et al. 

2009). Des Weiteren scheint Aβ40 in vitro sogar protektive Einflüsse auf Neuronen und deren 

Vorläuferzellen zu haben (Whitson et al. 1989; Chen und Dong 2009). 

Neben Aβ1-42 und Aβ1-42 gibt es unter den verschiedenen Aβ-Isoformen eine hohe 

Heterogenität sowohl am C- als auch am N-Terminus des Peptids. Im menschlichen Liquor 

cerebrospinalis von Alzheimer-Patienten konnten z. B. unter anderem Aβ1-15, Aβ1-16, Aβ1-33, Aβ1-

37,  Aβ1-38 und Aβ1-39 nachgewiesen werden (Wiltfang et al. 2002; Portelius et al. 2006; Portelius 

et al. 2012). 

Ebenso wie am Carboxy-Terminus trunkierte Aβ-Isoformen existieren bei der 

Alzheimererkrankung auch zahlreiche Aβ-Varianten, die im Gegensatz zum Aspartat an 

erster Position unterschiedliche N-Termini aufweisen. Diese liegen z. B. an Position 4, 5, 8 

und 9 (Masters et al. 1985; Sergeant et al. 2003; Takeda et al. 2004; Wirths und Zampar 2019). 

Ebenso wie bei den C-terminal veränderten Aβ-Spezies hat eine Änderung am 

Aminoterminus Einfluss auf die Eigenschaften des Peptids. Nach Pike et al. (1995b) z. B. 
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fördert eine Verkürzung am N-Terminus die Aggregationsfähigkeit. Die Heterogenität am 

N-Terminus  entsteht durch Trunkierung durch verschiedene Proteasen wie z. B. BACE1, 

Aminopeptidase A, angiotensin converting enzyme (ACE) und Neprilysin zwischen 

unterschiedlichen Aminosäuren des Peptids (Bayer und Wirths 2014; Wirths und Zampar 

2019). Im Anschluss kann es noch zu weiteren posttranslationalen Modifikationen kommen. 

Diese beinhalten u. a. Oxidation, Phosphorylierung, Racemisierung, Nitrierung, Isomerisierung, 

Glycosylierung und Pyroglutamylierung (Kummer und Heneka 2014). Im Gehirn von 

Alzheimerpatienten liegt der Großteil der Aβ-Isoformen als N-trunkierte Varianten vor 

(Sergeant et al. 2003). Neben Aβ1-40  und Aβ1-42 wurden die Isoformen AβpE3-42 und Aβ4-42 als 

dominante Spezies im Gehirn von an M. Alzheimer erkrankten Menschen beschrieben 

(Portelius et al. 2010). Auf letztere Variante wird im Folgenden gesondert eingegangen.  

1.9.1 Aβ4-42 

Aβ4-42 wurde bereits vor Jahrzehnten als häufige Aβ-Isoform beschrieben. Im Rahmen seiner 

Forschung an Gehirnen von Patienten mit M. Alzheimer wies Masters et al. (1985) eine N-

trunkierte Aβ-Variante nach, deren Peptid an Position 4 mit einem Phenylanalinrest begann. 

Dies Variante machte mit einem Anteil von 64% den Großteil der Aβ-Isoformen in den 

Untersuchten Plaques aus (Masters et al. 1985). Aβ4-42 liegt nicht nur beim M. Alzheimer, 

sondern auch in den Gehirnen von Patienten mit vaskulärer Demenz und gesunden 

Kontrollen vor (Lewis et al. 2006). Diese Befunde konnten durch Arbeiten von Portelius et 

al. (2010), in denen sich Aβ4-42 neben Aβ1-42  als die häufigste Isoform im Hippocampus und 

Kortex von Patienten mit familiärer bzw. sporadischer Alzheimerdemenz herausstellte, 

untermauert werden. Im Vergleich zu längeren am N-Terminus trunkierten Aβ-Varianten 

bildet Aβ4-42 schneller lösliche Oligomere und neigt eher zu Aggregation (Pike et al. 1995b; 

Bouter et al. 2013). Bouter et al. (2013) konnten eine hohe neuronale Toxizität von Aβ4-42 

sowohl in vitro als auch in vivo nach intraventrikulärer  Injektion bei Wildtypmäusen 

nachweisen. Die Expression von Aβ4-42 im transgenen Mausmodell Tg4-42 führt bei 

homozygoten und im späteren Verlauf auch heterozygoten Tieren zu einem massiven 

Untergang von hippocampalen Neuronen und ausgeprägten kognitiven Defiziten (Bouter et 

al. 2013). Kürzlich wurde die Metalloprotease ADAMTS4 (a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs 4) als ein mögliches Kandidatenenzym zur Generierung von A4-42 

Peptiden beschrieben (Walter et al. 2019). 
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1.10 Mausmodelle des Morbus Alzheimer 

Mausmodelle spielen in der Erforschung der Mechanismen der AD eine entscheidende Rolle 

und erlauben auch das Untersuchen therapeutischer Ansätze, wie sie in dieser Form am 

Menschen nicht möglich wären (Esquerda-Canals et al. 2017). Aktuell existiert eine Vielzahl 

verschiedener Alzheimer-Mausmodelle. Alle Mausmodelle bilden typische Charakteristika 

des M. Alzheimer (siehe Absatz 1.6) ab, jedoch in unterschiedlicher Ausprägung. Ebenso 

existiert zur Zeit auch kein Modell, das zuverlässig alle neuropathologischen Alzheimer-

Charakteristika ausbilden kann (Hall und Roberson 2012).  

Die meisten transgenen Mausmodelle beruhen auf Mutationen, wie sie auch bei der 

autosomal-dominanten familiären Alzheimer-Demenz (FAD) vorkommen. So exprimieren 

zum Beispiel viele Modelle mutiertes humanes APP. Als Beispiele seien hier das erste auf 

einer APP-Mutation beruhende Mausmodell PDAPP (Games et al. 1995) und das Tg2576-

Modell genannt (Hsiao et al. 1996), das eines der am genauesten untersuchten AD-Modelle 

ist. Es existieren auch noch weitere Mausmodelle, die auf einer APP-Mutation beruhen. Im 

Allgemeinen zeigen diese Tiere erhöhte Konzentrationen von β -Amyloiden sowie 

extrazelluläres Aβ und entwickeln Verhaltensdefizite und kognitive Einschränkungen 

(Sturchler-Pierrat et al. 1997; Chishti et al. 2001).  

Neben den auf APP-Mutationen basierenden transgenen Mausmodellen existieren ebenso 

zahlreiche Präsenilin-Modelle (Duff et al. 1996; Guo et al. 1999). Besonders bei diesen Tieren 

ist, dass sie trotz erhöhter Aβ-Konzentrationen keine Plaques entwickeln (Cavanaugh et al. 

2014). Vertreter dieser Mauslinien entwickeln u. a. einen veränderten axonalen Transport 

und milder ausgeprägte kognitive Defizite (Duyckaerts et al. 2008).  

Um mehr, deutlicher ausgeprägte und schneller auftretende Alzheimerpathologien zu 

erreichen, wurden Modelle entwickelt, bei denen eine Kombination verschiedener APP- 

und/oder PSEN-Mutationen gleichzeitig vorliegen (Sturchler-Pierrat et al. 1997; Chishti et 

al. 2001; Blanchard et al. 2003). Die Anzahl dieser Kombinationen kann unterschiedlich sein. 

Das 3xTg-Mausmodell ist ein Beispiel für eine Dreifachkombination (Oddo et al. 2003), bei 

der APP/PS1KI-Modell liegen hingegen vier Mutationen vor (Casas et al. 2004). Das 

5xFAD-Modell z. B. weist sogar  fünf verschiedene Mutationen auf (Oakley et al. 2006). 

Ein Problem ist jedoch, dass nur wenige transgene Mausmodelle einen deutlichen 

Neuronenverlust abbilden (Wirths und Bayer 2010; Wirths und Zampar 2020). Des Weiteren 

exprimieren diese Modelle, wenn überhaupt, N-terminal trunkierte Aβ-Peptide nur in 

geringem Maße., was jedoch nicht die realen Verhältnisse dieser Aβ-Varianten im Gehirn 

von Alzheimer-Patienten widerspiegelt (Bayer und Wirths 2014). Ein weiterer Punkt ist, dass 
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die o.g. transgenen Modelle auf einer oder mehreren Mutationen der familiären Alzheimer-

Demenz (FAD) beruhen. Der Anteil von FAD an den gesamten Fällen von Morbus 

Alzheimer ist jedoch nur gering (Harvey et al. 2003). 

Das transgene Mausmodell Tg4-42, das in dieser wissenschaftlichen Arbeit verwendet wurde, 

wurde in unserer Arbeitsgruppe entwickelt. Sie sind auf dem genetischen Hintergrund der 

C57BL/6J-Linie aufgebaut. Die Mäuse dieses Typs tragen ein unter der Kontrolle des 

neuronalen Thy-1-Promotor exprimiertes Transgen, das an murines prä-pro-TRH 

(Thyreotropin-Releasing-Hormon) fusioniertes Aβ4-42 exprimiert (Wittnam et al. 2012; 

Bouter et al. 2013). Das TRH fungiert hierbei als Signalpeptid für die Lokalisation im 

sekretorischen Weg und wird während der Prozessierung abgespalten. Tg4-42 eignet sich als 

Modell für den sporadischen Morbus Alzheimer, da es ohne die typischen FAD-Mutationen 

auskommt. Die genauen Eigenschaften dieses transgenen Mausmodells werden unter Absatz 

2.2.1 gesondert dargestellt.  

1.11 Therapie 

Bis heute sind die Möglichkeiten einer Therapie des Morbus Alzheimer stark begrenzt. Diese 

stützt sich vornehmlich auf die Behandlung der Symptome, die mit der Erkrankung assoziiert 

sind. Im klinischen Alltag haben vor allem verschiedene Wirkstoffe aus der Klasse der 

Cholinesterasehemmer sowie der NMDA-Rezeptorblocker Memantin einen Stellenwert in 

der Alzheimer-Therapie.  

Im Bereich der Cholinesterasehemmer existieren momentan die drei Wirkstoffe Galantamin 

(Janssen), Donepezil (Pfizer) und Rivastigmin (Novartis), die zur Behandlung im Rahmen 

einer milden bis moderaten Alzheimer-Krankheit zum Einsatz kommen (Lahiri et al. 2002). 

Die Wirkweise der Cholinesteraseinhibitoren stützt sich auf die cholinerge Hypothese bei M. 

Alzheimer. Diese Hypothese besagt, dass die für diese Krankheit typischen Störungen des 

Gedächtnisses und andere kognitive Defizite der Patienten zumindest zu einem Teil auf 

einen frühen Untergang von cholinergen Neuronen im Gehirn zurückzuführen sind 

(Schliebs und Arendt 2006; Bartus et al. 1982; Cummings und Back 1998; Schliebs und 

Arendt 2006). Dadurch kommt es in der Folge zu einem Mangel des Botenstoffes 

Acetylcholin. Wie der Name schon vermuten lässt, hemmen Cholinesterasehemmer den 

Abbau des Botenstoffes Acetylcholin im synaptischen Spalt durch die Cholinesterase. 

Dadurch kann das Acetylcholin länger an den postsynaptischen Rezeptoren wirken. Im 

Krankheitsverlauf kann die Entwicklung der kognitiven Einschränkungen verzögert werden 

(Cummings 2003).  
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Memantin ist der zweite wichtige Wirkstoff für die Behandlung von Alzheimersymptomen. 

Dieses Derivat des Amantadins stellt einen nichtkompetitiven Antagonisten des N-Methyl-

D-Aspartat (NMDA)-Rezeptors dar und greift somit hemmend in das glutamaterge System 

ein. Die Neuronen werden so vor der Exozytotoxizität des Glutamats geschützt (Chen et al. 

1992; Danysz und Parsons 2003). Randomisiert-kontrollierte Studien zeigten nach einer 

Einnahmedauer von sechs Monaten einen deutlich positiven Effekt auf kognitive 

Funktionen und Alltagskompetenzen bei Patienten mit moderatem bis schwerem M. 

Alzheimer (Areosa und Sherriff 1996; McShane et al. 2006). Beide oben genannten 

Wirkstoffgruppen können sowohl in Mono- als auch als Kombinationstherapie verschrieben 

werden. Bei einer kombinierten Gabe von Cholinesteraseinhibitoren und Memantin konnte 

bei Patienten mit moderat bis schwerem M. Alzheimer ein signifikant positiver Effekt auf 

die kognitiven Fähigkeiten im Vergleich zu alleiniger Gabe von Memantin festgestellt werden 

(Tariot et al. 2004). Bei Patienten, die an mild ausgeprägten Symptomen litten, ließen sich 

hingegen keine deutlichen Effekte feststellen (Areosa und Sherriff 1996). 

Im klinischen Alltag treten häufig Begleitsymptome der Alzheimer-Erkrankung auf, die 

ebenfalls behandlungsbedürftig sind. Schlafstörungen können mit Neuroleptika behandelt 

werden. Hier bietet sich bespielweise der Wirkstoff Melperon an, da er als atypisches 

Neuroleptikum keine anticholinergen Wirkungen zeigt, die wie oben beschrieben, 

unerwünscht sind. Psychotischen Zuständen, und aggressivem Verhalten können ebenfalls 

Neuroleptika entgegengestellt werden. Aufgrund ihrer geringen Neigung parkinsonähnliche 

Symptome hervorzurufen, werden atypische Neuroleptika bevorzugt (Ballard et al. 2011). 

Schwere Depressionen, an denen Alzheimer-Patienten im Laufe der Krankheit häufig leiden, 

können mit selektiven Serotonin-Wiederaufnahmehemmern (selective serotonine reuptake 

inhibitors, SSRIs) oder Serotonin-Noradrenalin-Wiederaufnahmehemmer (selective serotonine 

and noradrenaline reuptake inhibitors, SSNRIs) behandelt werden (Zec et al. 2008: Ballard et al. 

2011). Allerdings ist die Wirkung i.R. einer Alzheimer-Erkrankung nicht eindeutig belegt. 

Eine Studie mit Sertralin ergab beispielsweise keine positiven Effekte auf mit M. Alzheimer 

assoziierte Depressionen (Weintraub et al. 2010). Regelmäßige körperliche Betätigung kann 

sich ebenfalls positiv auf die begleitenden Depressionen auswirken (Teri et al. 2003). 

Weitere neuere therapeutische Behandlungsmethoden befinden sich aktuell noch in der 

Entwicklung. Ein Großteil dieser Therapieansätze hat hier das Aβ-Peptid im Fokus. Hierzu 

gehören zum Beispiel unter anderem passive und aktive Immunisierungen sowie 

modulierende bzw. inhibierende Substanzen (Müller et al. 2019).  Modulatoren und 

Inhibitoren haben vor allem die an der Spaltung von APP beteiligten α-, β- und γ-Sekretasen 

als Angriffspunkt. Das Ziel hierbei ist, eine Verminderung der Aβ-Produktion zu erreichen. 
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Die Herausforderung bei der Entwicklung entsprechender Wirkstoffe ist, dass nicht nur APP 

ein Substrat dieser Enzyme darstellt und somit Einfluss auf zahlreiche andere wichtige 

Prozesse im Körper genommen wird (Mangialasche et al. 2010). Aktive und passive 

Immunisierungen zielen im Gegensatz dazu auf den Abbau bereits bestehender 

Ablagerungen von Aβ ab. Die aktive Immunisierung hat eine langanhaltende körpereigene 

Bildung von Antikörpern gegen ein zuvor verabreichtet Antigen (hier Aβ) als Ziel. Als 

Beispiel sei hier eine Studie genannt, bei der humanes Aβ1-42 verwendet wurde. Nach 

vielversprechenden Ergebnissen in Tierversuchen musste die entsprechende Phase II-Studie 

jedoch abgebrochen werden, nachdem es zu mehreren Fällen von am ehesten T-Zell-

vermittelten aseptischen Meningoenzephalitiden kam. Zudem zeigten nur eine geringe 

Anzahl der behandelten Patienten eine Antikörperantwort (Gilman et al. 2005). Aktive 

Immunisierungen der zweiten Generation versuchen eine T-Zell-Antwort zu vermeiden. 

Von diesen hat aktuell nur ein Wirkstoffkandidat die Phase 3 erreicht (van Dyck 2018). 

Aufgrund der o.g. Nebenwirkungen und der Tatsache, dass aktive Immunisierungen bei 

älteren Menschen häufig eine sehr variable Antikörperantwort zur Folge haben, hat das 

Konzept der passiven Immunisierung in der Alzheimer-Forschung an Attraktivität 

gewonnen (van Marum 2008). Die passive Immunisierung basiert auf gegen Aβ gerichteten 

monoklonalen Antikörpern (oder selten auch polyklonalen Immunglobulinen), die dadurch 

den Abbau von Aβ-Ablagerungen fördern (Mangialasche et al. 2010). Studien an 

Tiermodellen konnten zeigen, dass entsprechende Antikörper die Bildung von Oligomeren 

verhindern und Amyloidablagerungen im Gehirn reduzieren können. Damit einhergehend 

ließen sich Verbesserungen in kognitiven Funktionen feststellen (Wilcock und Colton 2008). 

Ein Nachteil im Vergleich zur aktiven Immunisierung ist, dass bei der passiven 

Immunisierung die Immunglobuline wiederholt verabreicht werden müssen, was diese 

Therapieform weniger kosteneffektiv macht (Lemere 2013).  Über das letzte Jahrzehnt 

wurden viele verschiedene monoklonale Antikörper, die Aβ binden können, entwickelt und 

einige wurden zu Studien an Menschen zugelassen (van Dyck 2018). Beispielhaft wird im 

Folgenden kurz auf die Wirkstoffe Aducanumab, Bapineuzumab, Crenezumab sowie 

Solanezumab eingegangen, da diese alle die Phase 3 entsprechender klinischer Studien 

erreicht hatten. 

Bapineuzumab (Pfizer und Janssen) ist ein humanisierter monoklonaler IgG1-Antikörper 

und bindet an den N-Terminus von Aβ und ist sowohl bei löslichem als auch fibrillärem Aβ 

wirksam. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass der Antikörper in das zentrale 

Nervensystem eindringt und die Phagozytose von Aβ-Ablagerungen induziert (Bard et al. 

2000). Als erster monoklonaler Antikörper wurde Bapineuzumab zu Phase-I-Studien am 
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Menschen zugelassen. Hierbei zeigte sich zunächst eine gute Verträglichkeit, bei einigen 

Patienten, die die höchste Dosis erhalten hatten, konnten in MRT-Untersuchungen jedoch 

vasogene Ödeme gesehen werden (Black et al. 2010). In einer darauffolgenden Phase-II-

Studie konnte in Aufnahmen mittels PiB-PET ein gewisser Abbau von Aβ festgestellt werden 

(Rinne et al. 2010). Eine weitere Phase II-  und zwei Phase III-Studien ergaben jedoch keine 

signifikanten Unterschiede in den verwendeten kognitiven Tests (ADAS-Cog11 bzw. 

Disability Asessment for Dementia) und somit wurden die primären Endpunkte verfehlt 

(Salloway et al. 2009; Salloway et al. 2014). Letztendlich wurden 2012 alle Studien mit 

Bapineuzumab eingestellt. 

Solanezumab (Lilly) ist ein humanisierter monoklonaler IgG1-Antikörper, der an die mittlere 

Domäne von Aβ bindet und vor allem zum Abbau von löslichem Aβ beiträgt (DeMattos et 

al. 2001). In den klinischen Studien der Phase III zeigte Solanezumab eine gute 

Verträglichkeit, scheiterte jedoch ebenfalls an den primären Endpunkten, sodass die 

Entwicklung eingestellt wurde (Doody et al. 2014). 

Der humanisierte monoklonale IgG4-Antikörper Crenezumab (Genetech) ist ebenfalls 

gegen die mittlere Aβ-Domäne gerichtet, wobei es sowohl Fibrillen als auch Mono- und 

Oligomere bindet (Ultsch et al. 2016; Cummings et al. 2018). In einer Phase-II-Studie ließen 

sich im Allgemeinen keine signifikanten Ergebnisse bei behandelten Patienten mit milder bis 

moderater Alzheimer-Demenz feststellen. Eine post-hoc-Subgruppenanalyse der 

Patientenkohorte, die die höchste Dosis erhalten hatten, zeigte eine leichte Verbesserung in 

den kognitiven Tests der Patienten mit den mildesten Symptomen (Cummings et al. 2018). 

Aktuell wird Crenezumab in hoher Dosierung im Rahmen einer Phase-III-Studie an 

Patienten in sehr frühen Alzheimerstadien untersucht. 

Im Gegensatz zu den o.g. Antikörpern ist Aducanumab (Biogen) ein vollständig humaner 

monoklonaler IgG1-Antikörper. Er bindet an den N-Terminus des Aβ-Peptids, reagiert auch 

mit Oligomeren und Fibrillen und zeigte im Mausmodell eine Reduktion von löslichem und 

unlöslichen Aβ (Sevigny et al. 2016). Am Menschen zeigten sich im Rahmen einer Phase-Ib-

Studie Hinweise auf eine Reduktion von fibrillärem Aβ im Gehirn von Patienten mit 

Alzheimer-Demenz in frühen Stadien. Zudem konnte eine Verlangsamung in der 

Verschlechterung bei den verwendeten kognitiven Test gezeigt werden (Sevigny et al. 2016). 

Vor kurzem wurden zwei Phase-III-Studien durchgeführt, die nach anfänglichen Aussagen 

des Herstellers ihre primären Endpunkte nicht erreichen würden und somit vorzeitig 

abgebrochen wurden. Kurz darauf erfolgte jedoch eine Neubewertung der zwischenzeitlich 

zusätzlich verfügbaren Daten, die zeigte, dass in einer der beiden Studien (EMERGE, 
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NCT02484547) der primäre Endpunkt, eine signifikante Verzögerung des Abbaus im 

kognitiven Test CDR-SB, doch erreicht werden konnte (Biogen 2020). Im November 2020 

reichte Biogen bei der U.S. Food and Drug Administration (FDA) einen Antrag auf Zulassung 

von Aducanumab vor, dem diese im Sommer 2021 trotz eines negativen Expertenvotums 

stattgab (Cavazzoni 2021). 

Die oben beschriebenen Umstände machen deutlich, dass die Entwicklung von Therapeutika 

gegen M. Alzheimer äußerst langsam vonstattengeht und eine sehr lange Zeit verstreicht, bis 

diese im klinischen Alltag Anwendung finden. Die aktuellen Therapiekonzepte sind seit 

Jahrzehnten nicht wesentlich verändert worden und lediglich auf Symptomlinderung 

ausgelegt. Ein kausaler pharmakologischer Therapieansatz existiert zurzeit nicht außerhalb 

von klinischen Studien.  Auch wenn das Konzept der passiven Immunisierung auch vor dem 

Hintergrund der Ergebnisse der EMERGE-Studie in der Zukunft an Bedeutung gewinnen 

könnte, so ist zu bedenken, dass zum jetzigen Zeitpunkt die (wenigen) signifikanten Effekte 

bei Patientenkollektiven gemessen wurden, die an M. Alzheimer in frühen Krankheitsstadien 

litten. Diese Tatsachen, die lange präklinische Phase des M. Alzheimer, sowie der in 

Metaanalysen beschriebene Umstand, dass ca. ein Drittel der Alzheimererkrankungen 

weltweit auf modifizierbare Risikofaktoren zurückzuführen ist, verdeutlicht den Stellenwert 

präventiver Interventionsstrategien (Norton et al. 2014).  Hierbei hat unter anderem ein 

aktiver, sportlicher Lebensstil große Bedeutung (Müllers et al. 2019). 

1.12 Kognitive Reserve 

Die Alzheimer-Krankheit ist u. a. charakterisiert durch eine sehr große klinische 

Heterogenität, d.h. dass es bei vielen Alzheimer-Patienten eine starke Diskrepanz zwischen 

dem Ausmaß an neuropathologischen Veränderungen und der Schwere der 

Krankheitssymptome gibt. So konnten Katzman et al. (1988) in einer Arbeit in den späten 

Achtzigerjahren, bei der post mortem die Gehirne von Bewohnern eines Altersheimes 

untersucht worden waren, zeigen, dass einige Bewohner mit ausgeprägten pathologischen 

Veränderungen zu Lebzeiten nur milde Alzheimersymptome aufwiesen. Dies führte zu der 

Überlegung, dass im Gehirn also eine Art „Reserve“ vorliegen muss, auf die einige Patienten 

zurückgreifen können und so trotz umfassender pathologischer Veränderungen die 

Funktionalität weiter erhalten bleibt. Als diese Reserve wurde zunächst die Größe des 

Gehirns, und daraus folgernd die Menge an Neuronen und Synapsen, deren Verlust im 

Verlauf der Krankheit toleriert werden können, vermutet (Katzman et al. 1988; Schofield et 

al. 1997). Später wurde dieses rein quantitative Konzept der sog. brain reserve durch das 
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Konzept der Kognitiven Reserve erweitert, bei der im Gegensatz zur Hirngröße die Funktion 

des Gehirns den zwischen Pathologie und klinischen Symptomen vermittelnden Faktor 

darstellt. Beim Konzept der Kognitiven Reserve hat das selbe Ausmaß an krankhaften 

Veränderungen im Gehirn unterschiedliche Auswirkungen auf die Krankheitsausprägung, 

selbst wenn die Gehirngröße konstant gehalten wird (Stern 2012). Relativ früh wurde u. a. 

Bildung als wichtige Einflussgröße auf die Wahrscheinlichkeit, eine Demenz zu entwickeln, 

vermutet (Zhang et al. 1990). Stern et al. (1992) konnten in einer Arbeit zeigen, dass es bei 

nach ähnlichen klinischen Symptomen geordneten Alzheimer-Patienten im PET-CT ein 

inverses Verhältnis zwischen dem regionalen cerebralen Blutfluss (rCBF), der als Maß für die 

Hirnfunktion gesehen wird, und den Jahren an genossener Bildung gab. Später konnte 

gezeigt werden, dass Menschen, die während Ihres Lebens weniger als 8 Jahre auf ihre 

Bildung verwendet hatten, einem mehr als doppelt so großen Risiko, an einer Demenz zu 

erkranken, ausgesetzt waren (Stern et al. 1994). Dieser Sachverhalt konnte auch durch post-

mortem-Studien untermauert werden (Bennett et al. 2003).  Neben Bildung spielt ebenfalls 

das Ausmaß der während der mittleren und späteren Lebenszeit nachgegangen 

Freizeitaktivitäten eine wichtige Rolle für die kognitive Reserve.  Hier zeigt sich ein ähnlicher 

Zusammenhang: Ein ausgiebig und mit vielen Freizeitaktivitäten verbrachtes Leben reduziert 

das Risiko für eine Alzheimer-Erkrankung (Scarmeas et al. 2001). Paillard-Borg et al. (2012) 

konnten zeigen, dass geistige, soziale und körperliche Aktivität den Beginn von kognitivem 

Abbau verzögern kann und dass dieser Zeitpunkt weiter nach hinten geschoben werden 

kann, je breiter die Kombination dieser Aktivitätentypen war. Weitere auf dem bildgebenden 

Verfahren der PET-CT beruhende Arbeiten konnten bei Patienten mit M. Alzheimer 

ebenfalls eine umgekehrte Beziehung zwischen dem Ausmaß an Bildung und 

Freizeitaktivitäten und den neuropathologischen Veränderungen im Gehirn aufzeigen 

(Alexander et al. 1997; Landau et al. 2012; Perneczky et al. 2006). Diese Sachverhalte legen 

nahe, dass die kognitive Entwicklung im fortschreitenden Lebensalter aktiv durch 

Entscheidungen im Bereich der Lebensumstände beeinflusst werden kann. Genetische 

Begebenheiten in Bezug auf die Hirnstruktur und deren neuronale Verschaltungen können 

jedoch ebenfalls einen Einfluss auf die Kompensationsfähigkeit des Gehirns haben, sodass 

sich die Kognitive Reserve aus genetischen und Umwelteinflüssen zusammensetzt (Stern 

2009; Swan und Carmelli 2002). 
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1.13 Enriched Environment 

Um die oben beschriebenen Effekte eines aktiven und kognitiv simulierenden 

Lebenswandels tiefergehend untersuchen zu können, wurde dieses Konzept auf 

tierexperimentelle Modelle übertragen. Hierzu kommt das Paradigma des Enriched 

Environment (EE) zur Anwendung. In der Standardhaltung steht den Tieren, wenn überhaupt, 

nur eine kleine Menge an Objekten, mit denen interagiert werden kann, zur Verfügung.  Das 

EE zielt darauf ab, die Lebensräume der Versuchstiere abwechslungsreicher und komplexer 

zu gestalten und somit die sensorische Stimulation und kognitive und körperliche Aktivität 

zu steigern (Nithianantharajah und Hannan 2006). Dies wird meist durch das Einbringen 

von Objekten unterschiedlicher Formen und Farben in die Tierkäfige erreicht. Des Weiteren 

kommen auch Objekte, die zum Ziel haben, die körperliche Aktivität der Versuchstiere zu 

steigern, zum Einsatz. Beispielsweise seien hier Häuser, Tunnel, Laufräder und -teller 

genannt. Die Position und Anzahl dieser Gegenstände wird während des Versuchszeitraums 

regelmäßig verändert. Zusätzlich steht den Tieren häufig ein größerer Käfig und zusätzliches 

Nistmaterial zur Verfügung. Außerdem leben die Tiere im EE im Vergleich zur 

Standardhaltung häufig in größeren Gruppen zusammen, was die soziale Interaktion der 

Tiere untereinander fördert. EE beruht also sowohl auf der körperlichen und geistigen 

Stimulation durch Objekte als auch durch soziale Wechselwirkungen (Rosenzweig et al. 

1978b). Man geht davon aus, dass durch die „angereicherte Umgebung“ die Nervenaktivität 

durch verschiedene Systeme gesteigert wird und es zudem zu Veränderungen auf einer 

zellulären und molekularen Ebene kommt (Hannan 2014). Es muss jedoch beachtet werden, 

dass der Begriff des EE nicht einheitlich festgelegt ist, sondern nur einen Unterschied zu den 

Bedingungen der Standardtierhaltung beschreibt, die von Einrichtung zu Einrichtung 

verschieden sein können. Die EE-Protokolle können sich beispielsweise im Hinblick auf die 

Gruppengröße, Anzahl und Abwechslungsreichtum der stimulierenden Objekte und der 

Versuchsdauer stark voneinander unterscheiden (Nithianantharajah und Hannan 2006). Die 

erste Form von EE wurde bereits in den Vierzigerjahren des vergangenen Jahrhunderts 

durch den Neurowissenschaftler Donald Hebb beschrieben. Er beobachtete bei Ratten, die 

sich bei ihm zu Hause frei bewegen konnten, positive Auswirkungen auf Problemlösung im 

Vergleich zu einer unter Standardbedingungen gehaltenen Kontrollgruppe (Hebb 1947).  

Seitdem wurden zahlreiche Arbeiten zum Thema EE durchgeführt und dessen 

Auswirkungen auf sowohl Wildtypen als auch genetisch veränderte Tiermodelle untersucht. 

Es konnte u. a. gezeigt werden, dass EE einen positiven Einfluss auf die Neurogenese und 

Zellproliferation im Gyrus dentatus gesunder Mäusehirne hat (van Praag et al. 1999; 

Kempermann et al. 1997).  Außerdem konnte in mehreren Studien eine Verbesserung des 
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räumlichen Lernens nachgewiesen werden (Pacteau et al. 1989; Fordyce und Farrar 1991; 

Wainwright et al. 1993). Auf genetischer Ebene führt EE zu einer geänderten Expression 

von Genen, die in Verbindung mit neuronaler Plastizität, Signalübertragung, Erinnerung und 

Lernen stehen (Rampon et al. 2000). 

1.14 Hypothese und Zielsetzung dieser Arbeit 

Innerhalb der letzten Jahre ist es zu einer wachsenden Evidenz protektiver Eigenschaften 

von körperlicher und geistiger Aktivität auf die Entwicklung und das Fortschreiten von M. 

Alzheimer gekommen (Heyn et al. 2004; Rovio et al. 2005; Scarmeas et al. 2011). Aβ4-42 liegt 

in Gehirnen an AD erkrankten Patienten in hoher Konzentration vor und hat seine 

Bedeutung als möglicher wichtiger Faktor zur Entstehung von M. Alzheimer gezeigt 

(Masters et al. 1985; Bouter et al. 2013). Das in unserer Arbeitsgruppe entwickelte transgene 

Mausmodel Tg4-42 exprimiert menschliches Aβ4-42 und zeigt entsprechende intraneuronale 

Ablagerungen in Abwesenheit von Amyloidplaques. Im Altersverlauf präsentiert es 

zuverlässig Defizite in Motorik- und Verhaltenstest und zeigt einen deutlichen Untergang 

von hippocampalen Neuronen, vor allem in der Pyramidenzellregion CA1 (Bouter et al. 

2013). Aufgrund der Tatsache, dass bei diesem Mausmodell keine Mutationen des familiären 

M. Alzheimer vorliegen, liegt nahe, dass sich Tg4-42-Tiere als Modellsystem zur 

Untersuchung der sporadischen AD eignen könnten. 

Aufgrund der oben beschrieben Begebenheiten sollte die Hypothese geprüft werden, dass 

gesteigerte körperliche und kognitive Aktivität im Sinne einer präventiven Maßnahme 

positive Auswirkungen auf  das transgene AD-Modell Tg4-42hom, vor allem in Hinblick auf 

Gedächtnisfunktionen und vermindertem Untergang hippocampaler Neuronen, haben 

könnte. Aufgrund von Vorarbeiten war bereits bekannt, dass Tg4-42hom-Mäuse im Alter von 

acht Monaten bereits erhebliche Einschränkungen des räumlichen Gedächtnisses im Morris 

Water Maze Test (MWM), verbunden mit einer im Vergleich zu Wildtyptieren (WT) deutlich 

verminderten Neuronenzahl im Abschnitt CA1 des Hippocampus aufweisen. Im Alter von 

zwei Monaten war dies noch nicht zu beobachten (Bouter et al. 2013). Es war weiterhin nicht 

bekannt, zu welchem Zeitpunkt sich die oben beschriebenen Defizite messbar manifestieren.  

Diese Arbeit ist deshalb in zwei Abschnitte aufgeteilt: Im ersten Abschnitt wurde das 

Mausmodell Tg4-42hom weiter im Altersverlauf untersucht, wobei hier unter 

Standardbedingungen gehaltene Tiere (siehe  2.3.1) im Alter von fünf, sechs und sieben  

Monaten verschiedenen Motorik- und Verhaltenstests unterzogen (Abschnitt 2.1) wurden 

und im Anschluss mittels design-basierter Stereologie die Neuronenzahl im Abschnitt CA1 
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des Hippocampus bestimmt wurde. In den jeweiligen Altersgruppen befanden sich sowohl 

männliche als auch weibliche Tiere.  Die Experimente dieses Abschnitts wurden zusammen 

mit Henning Borgers durchgeführt. Die dort erhobenen Daten finden sich dementsprechend 

auch in der entsprechenden Dissertationsschrift  wieder (Borgers 2017). 

Der zweite Teil der Arbeit zielte auf die Klärung der o.g. Hypothese ab. Für die körperliche 

und geistige Stimulation wurde das Paradigma des EE (siehe 1.13) herangezogen. Hierzu 

wurden transgene Tg4-42hom Tiere nach zwei Monaten aus der Standardhaltung (SH) in EE-

Haltungsbedingungen überführt. Der gewählte Zeitpunkt beruht auf der Beobachtung, dass 

Tg4-42hom-Tiere in diesem Alter noch keine messbaren Defizite bzw. Neuronenverlust zeigen 

(Bouter et al. 2013). Anschließend wurden die Versuchstiere bis zu dem entsprechenden 

Alter unter diesen Bedingungen gehalten, in dem sich bei den Vergleichstieren des ersten 

Arbeitsabschnitts auffällige Einschränkungen in den Verhaltenstests manifestierten. 

Abschließend wurden die Tiere aus dem EE den gleichen Verhaltensversuchen wie die SH-

Tiere unterzogen und die Neuronenzahl in der CA1-Region mittels designbasierter 

Stereologie bestimmt. In der Auswertung wurden die Ergebnisse auf mögliche 

Verbesserungen in Gedächtnisfunktion bzw. Neuronenzahl untersucht. Da sich in er EE-

Gruppe nur weibliche Tiere befanden, erfolgte der Vergleich ebenfalls mit weiblichen Tieren 

aus der gleichaltrigen SH-Gruppe. Der Aufbau dieser Arbeit ist in Abbildung 3 vereinfacht 

dargestellt. 
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Abbildung 3: Aufbau dieser Arbeit. (A) Im ersten Abschnitt dieser wissenschaftlichen 

Arbeit wurde das Mausmodell Tg4-42hom im Altersverlauf beleuchtet. Hierzu wurden 3 

verschiedene Tiergruppen unter Standardhaltungsbedingungen (SH) gehalten. Anschließend 

wurden sie einer ca. 15 Tage dauernden Testbatterie unterzogen und das Hirngewebe 

stereologisch untersucht (Analyse, siehe Kapitel 2.1). Zum Versuchsende waren die Tiere der 

drei Gruppen etwa fünf, sechs bzw. sieben Monate alt. (B) Nachdem im ersten Abschnitt 

der genaue Zeitpunkt, an dem sich messbare Defizite in Gedächtnisfunktionen bei Tg4-

42hom-Mäusen manifestieren, bestimmt wurde, wurde der Einfluss des EE untersucht. Hierzu 

werden einige Tiere nach zwei Monaten unter Standardhaltung in EE-Bedingungen 

überführt. Anschließend wurden die Tiere unter diesen Bedingungen gehalten, bis sie das im 

ersten Abschnitt ermittelte Alter erreichten, bei dem sich messbare Defizite zeigten. Zuletzt 

erfolgte die Analyse analog den anderen Altersgruppen.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Allgemeiner Versuchsaufbau 

Der Aufbau dieser wissenschaftlichen Arbeit gliederte sich in zwei Bausteine. Zunächst 

wurden die Mäuse im Alter von ungefähr fünf, sechs und sieben Monaten verschiedenen 

Verhaltenstests zum Einschätzen von Gedächtnisfunktionen sowie motorischen Fähigkeiten 

ausgesetzt. Diese Testbatterie dauerte mindestens 15 Tage. Anschließend wurden die Tiere 

nach den unten beschrieben Verfahren getötet, das Hirngewebe entsprechend aufbereitet 

und die Anzahl der Neuronen in der CA1-Region des Hippocampus mittels Stereologie 

bestimmt. Nachdem der richtige Zeitpunkt zur Untersuchung der Effekte des EE festgestellt 

wurde, wurden die unter EE-Bedingungen gehaltenen Versuchstiere in dem entsprechenden 

Alter den gleichen Tests unterzogen und die Neuronenzahl im Abschnitt CA1 bestimmt. 

Zur Benennung der Altersgruppen der Tiere wurde das Alter zum Versuchsende verwendet 

und auf den nächsten ganzen Monat aufgerundet. So ergibt sich, dass die Tiere zum 

Zeitpunkt der motorischen Untersuchungen und Verhaltenstests zum Teil mehrere Tage 

jünger als ihre angegebene Altersgruppe sein können. Dieses Vorgehen wurde zur 

Vereinheitlichung und besseren Übersicht gewählt, um das Alter zum Zeitpunkt der 

stereologischen Analyse besser darzustellen.  
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Abbildung 4: Allgemeiner Versuchsaufbau. Schematische Übersicht der Gliederung der im 

Folgenden beschriebenen Versuche. Die Tg4-42hom-Mäuse der verschiedenen Altersklassen (fünf, 

sechs und sieben Monate) aus der Standardhaltung wurden ebenso wie die Tg4-42hom-Tiere aus dem 

EE verschiedenen Versuchen zugeführt. Zur Testung der motorischen Fähigkeiten kamen der String 

Suspension Test sowie der Balance Beam Test zum Einsatz. Als Verhaltenstest wurden der Morris Water 

Maze Test und der Cross Maze Test durchgeführt. Im Anschluss an diese Testbatterie wurden die Tiere 

getötet und Hirnschnitte zur Stereologie präpariert. Hierdurch ließ sich der Neuronenverlust in der 

Pyramidenzellschicht CA1 des Hypocampus bestimmen. Die Benennung der Altersklassen erfolgte 

anhand des Alters zum Zeitpunkt des Todes (auf ganzen Monat aufgerundet). 

2.2 Verwendete Tiere 

Die Tiere, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, gehören allesamt der Spezies Mus 

musculus (Hausmaus) an. Die Haltung erfolgte analog den Richtlinien der „Gesellschaft für 

Versuchstierkunde/Society of Laboratory Animal Science“ (GV-SOLAS) sowie der 

„Federation of European Laboratory Animal Science Associations“ (FELASA). Die im 

Folgenden aufgeführten Versuche wurden durch das Niedersächsische Landesamt für 

Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) genehmigt. 

2.2.1 Das Mausmodell Tg4-42hom 

Für alle Versuche und Verhaltenstests dieser Arbeit wurden homozygote Tiere des 

Alzheimer-Mausmodells Tg4-42 verwendet, das in unserer Arbeitsgruppe entwickelt und 

beschrieben wurde (Wittnam et al. 2012; Bouter et al. 2013; Bouter et al. 2014).  Bei diesem 

Tiermodell handelt es sich um transgene Mäuse, die das humane Aβ4-42-Peptid ohne eine 

entsprechende FAD-Mutation exprimieren, Dieses Aβ4-42 ist an das murine prä-pro-TRH-
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Peptid (Thyreotropin Releasing Hormon) gebunden, das unter der Kontrolle eines Thy1-

Promotors steht. Dieser murine Thy1-Promotor stellt die neuronale Expression des prä-pro-

TRH-Aβ4-42-Fusionspeptids sicher. Im endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat des 

Neurons wird dieses Peptid weiter prozessiert und Aβ4-42 durch Sekretion freigesetzt. Die für 

diese Arbeit verwendete homozygote Linie Tg4-42hom wurde in vorhergegangenen Arbeiten 

durch Bouter et al. (2013) mittels Kreuzung heterozygoter Tiere und anschließender 

Kontrolle durch Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (Real Time PCR) generiert. 

Anschließend wurden homozygote Tiere miteinander verpaart. 

 

 

Abbildung 5: Das Tg4-42-Transgen. Schematische Darstellung der Produktion von Aβ4-42 im 

Mausmodel Tg4-42. Die neuronale Expression des Prä-pro-TRH-Aβ4-42 -Fusionspeptids wird durch 

den murinen Thy1-Promotor angetrieben. Durch eine N-terminale Signalsequenz gelangt das Prä-

Pro-Peptid in das endoplasmatische Retikulum, wo es durch eine Signalpeptidase gespalten und das 

Pro-Peptid freigesetzt wird. Im Trans-Golgi-Netzwerk und sekretorischen Vesikeln wird der Rest des 

TRH-Signalpeptids durch Prohormon-Konvertasen geschnitten und es wird Aβ4-42 sekretiert 

(Darstellung nach Wittnam (2012)). 
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2.3 Tierhaltung 

2.3.1 Standardhaltung 

Alle für die Versuche verwendeten Mäuse wurden in der Zentralen Tierexperimentellen 

Einrichtung (ZTE) der Universitätsmedizin Göttingen (UMG) gezüchtet. Die Tierhaltung 

erfolgte von Geburt der Tiere an in 33 cm x 18 cm x 14 cm großen sog. individually ventilated 

cages (IVC, individuell belüftete Käfige, Tecniplast, Hohenpeißenberg, Deutschland). Als 

Unterlage diente Tierstreu, ebenso wurde den Mäusen zum Nestbau grob zerrissener 

Zellstoff zur Verfügung gestellt. Die Wasser- und Nahrungsaufnahme wurde durch eine 

Wasserflasche und ausreichend bereitgestellte Nahrung ad libitum ermöglicht. Die 

Gruppengröße betrug für Weibchen vier bis fünf Individuen pro Käfig, während männliche 

Tiere in Einzelkäfigen gehalten wurden. Ein Tag-Nachtzyklus mit jeweils 12 Stunden 

dauernden Hell- bzw. Dunkelphasen wurde durchgehend aufrechterhalten. Einmal 

wöchentlich erfolgte das Umsetzen der Mäuse in saubere Käfige während der Dunkelphasen. 

Im Folgenden wird die Standardhaltung auch mit SH abgekürzt. 

2.3.2 Enriched Environment 

Im Alter von zwei Monaten wurden weibliche Mäuse aus den IVCs in 55 cm x 34 cm x 20 

cm große Käfige, die normalerweise für die Haltung von Ratten vorgesehen sind, verbracht. 

Hierbei wurden die bereits bestehenden Tiergruppen mit einer Gruppengröße von 4-5 

Individuen beibehalten. Der Zeitpunkt für den Beginn des EE wurde deswegen gewählt, da 

aus vorangegangen Arbeiten bereits feststand, dass Tg4-42hom-Tiere im Alter von zwei 

Monaten noch keine messbaren Verhaltensdefizite oder signifikanten Untergang von 

Neuronen zeigen. Zusätzlich zu den oben genannten Nistmaterialien erhielten die Mäuse 

zusätzliche Gegenstände zur Interaktion. Die Ausstattung pro Käfig bestand aus einem 

vertikalen und einem horizontalen Laufrad, die sich durchgehend in den Käfigen befanden. 

Neben diesem festen Bestandteil der Käfigausstattung wurden einige andere Gegenstände 

intermittierend angeboten, wie z. B. Tunnel, Häuser und bunte Spielsteine. Die Interaktion 

mit diesen Gegenständen war den Tieren ungehindert möglich. Es bestand ebenfalls ein 

jeweils 12-stündiger Tag-Nachtzyklus. Einmal pro Woche erfolgte während der 

Dunkelphasen die Reinigung der Käfige. Gleichzeitig wurde die Position der Laufräder 

innerhalb der Käfige verändert, die anderen Gegenstände wurden nach dem Zufallsprinzip 

aus den Käfigen entfernt oder neu hinzugefügt. Hierdurch wurden den Tieren im Vergleich 

zur Haltung in den IVCs regelmäßig neue kognitive Reize präsentiert und eine gesteigerte 

körperliche Aktivität ermöglicht. 
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Abbildung 6: Tierhaltungsbedingungen im Vergleich. (A) Beispiel für Standardhaltung. 

Die Versuchstiere wurden von Geburt an in 33 cm x 18 cm x 14 cm großen IVC gehalten. 

Zur Unterlage in Form von Tierstreu wurde den Mäusen Zellstoff angeboten. Die Wasser- 

und Nahrungsaufnahme erfolgte ad libitum. (B) Im Alter von zwei Monaten wurden die Tiere 

in 55 cm x 34 cm x 20 cm große Käfige überführt. Deutlich zu erkennen ist hier die erweiterte 

Käfigausstattung mit Laufrädern und -tellern sowie wechselnden zusätzlichen 

Gegenständen, hier z. B. Tunnel und Bausteinen (modifiziert nach Hüttenrauch et al. 

(2016a), die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung der Nature publishing 

group)  

2.4  Genotypisierung  

Um sicherzustellen, dass alle in dieser Arbeit getesteten Mäuse Träger des Aβ4-42-Transgens 

waren, wurden sie vor Beginn der Versuche noch einmal mittels PCR genotypisiert. Die 

hierbei verwendete DNS wurde aus den Biopsien der Schwanzspitzen der Mäuse gewonnen, 

die kurz nach deren Geburt durchgeführt worden waren. 

2.4.1 DNS-Isolierung 

Zunächst wurde die Schwanzspitzenbiopsie in ein Mikroreaktionsgefäß (Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland) gegeben und 400 µl Lysepuffer (s.u.) hinzugefügt. Die Probe wurde 

nun für mindestens 20 Stunden bei einer Temperatur von 55 °C in einem „Thermomixer 

Compact“ (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bei 400 U/min inkubiert. Ziel war die 

vollständige Lyse des Biopsiegewebes. Anschließend erfolgte eine Trennung der festen und 

flüssigen Phasen bei 17000 U/min über einen Zeitraum von 20min in einer Zentrifuge 

(Heraeus Biofuge® Stratos, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachussetts, USA). Der 

flüssige Überstand wurde nun in ein weiteres Mikroreaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland), das bereits 400 µl auf 4 °C gekühltes Isopropanol (Carl Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) enthielt, überführt. Die Probe wurde kurz auf einem Strudelmischer (Vortex 
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Genie 2®, Scientific Industries, Bohemia, New York, USA) gemischt, bis das DNS-Präzipitat 

sichtbar wurde. Im Anschluss wurde das Präparat für 10 Minuten bei 13000 U/min 

zentrifugiert und der flüssige Überstand verworfen. Das so erhaltene Pellet wurde mit 400 µl 

70% Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) gewaschen und erneut für 10 Minuten bei 

13000 U/min zentrifugiert. Nun wurde der flüssige Überstand verworfen und etwaige im 

Gefäß verbliebene Ethanolreste vorsichtig abpipettiert. Das Pellet wurde bei einer 

Temperatur von 55 °C für zwei Stunden getrocknet. Anschließend wurde das Pellet in 55 µl 

demineralisiertem Wasser gelöst, für eine halbe Stunde auf 55 °C erwärmt und bei 4 °C 

gekühlt gelagert.   

Lysepuffer: 200 mM Tris/HCl pH 8.5 (Carl Roth), 0.2 % Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl 

sulfate, SDS; Biomol, Hamburg, Deutschland), 10 mM EDTA (AppliChem, Darmstadt, 

Deutschland), 200 mM NaCl (Carl Roth), 5 µl Proteinase K (20 mg/ml; Peqlab, Erlangen, 

Deutschland) 

2.4.2 Bestimmung der DNS-Konzentration 

Am folgenden Tag wurden die DNS-Konzentrationen der Proben mittels eines Photometers 

(BioPhotometer®, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) bestimmt. Hierzu wurden 2 µl der 

gelösten DNS mit 78 µl demineralisiertem Wasser in einer 220 – 1600nm Küvette (UVette®, 

Eppendorf) vermischt. Als Nullprobe wurden 80 µl Reinstwasser verwendet. Zur 

Durchführung einer Vervielfältigung der DNS mittels PCR (s.u.) wurde nach Bestimmung 

der DNS-Konzentrationen eine Probenverdünnung von 20 ng/µl hergestellt. 

2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion 

Zur Vervielfältigung der DNS mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion polymerase chain reaction, 

PCR) wurden 2 µl der gelösten DNS mit einem Mastermix bestehend aus 2 µl 

Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs; Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA), 1,6 µl 

25 mM MgCl2, 2 µl 10x Reaktionspuffer (Axon, Kaiserslautern, Deutschland), 10,2 µl Wasser, 

0,2 µl Taq-Polymerase (5 U/µl, Axon) sowie jeweils 1 µl der beiden Primer Aβ3-42 for2 (5‘3‘-

Sequenz GTGACTCCTGACCTTCCAG) beziehungsweise Aβ3-42 rev2 (5‘3‘-Sequenz 

GTTACGCTATGACAACACC) vermischt (Hersteller beider Primer: Eurofins Genomics, 

Ebersberg, Deutschland). Die eigentliche PCR erfolgte in einem Thermocycler (LabCycler®, 

SensoQuest, Göttingen, Deutschland) nach dem in Tabelle 1 dargestellten Protokoll. 
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Tabelle 1: PCR-Protokoll 

Durchgang Temperatur [°C] Dauer [s] 

1 94 180 

2 94 45  

3 58 60 

4 72 60 

 35 Wiederholungen der Durchgänge 1 bis 4  

5 72 30 

6 4 ∞ 

 

2.4.4 Gelelektrophorese 

Die wie unter Punkt 2.4.3 mittels PCR vervielfältigte DNS wurde anschließend mittels 

Gelelektrophorese analysiert. Hierzu wurde zunächst ein Trägergel hergestellt. 160 ml 

Wasser, 40 ml 5x TRIS-Borsäure-EDTA-Puffer (TBE-Puffer) und 4g Agarosepulver (Lonza, 

Basel, Schweiz) miteinander vermischt und in einer Mikrowelle bei 600 W aufgekocht. 

Anschließend wurde als DNS-bindender Farbstoff 6 µl Ethidiumbromid (10 mg/ml, Carl 

Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugefügt und mithilfe eines 20-zahnigen Gelkammes 

etwaige im Gel verbliebene Luftblasen entfernt. Dann wurde das Gel unter Bellassen des 

Gelkammes zur Polymerisation abgekühlt. Das erhärtete Gel wurde in eine mit TBE-Puffer 

befüllte Gelelektrophoresekammer (Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA) gelegt und der 

Gelkamm entfernt, wodurch sich im Gel ausgesparte Taschen bildeten. Die erste Tasche 

wurde mit einer 100bp DNS-Leiter (Bioron, Ludwigshafen, Deutschland) gefüllt, die 

folgenden Taschen wurden mit jeweils 10 µl PCR-Produkt (siehe Kapitel 2.4.3) gemischt mit 

1 µl DNS-Ladepuffer (Life Technologies, Carlsbad Kalifornien, USA) beladen. In den letzten 

beiden Taschen befanden sich eine Negativ- sowie eine Positivprobe für Aβ4-42. Nun wurde 

eine Spannung von 120V an die Elektrophoresekammer angelegt und die Elektrophorese für 

ca. 30 Minuten durchgeführt. Die Auswertung erfolgte im Gel Doc 2000 (Bio-Rad) mit der 

Software Quantity One® (Bio-Rad) unter UV-Licht mit einer Wellenlänge von 366nm. 
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2.5 Gewinnung des murinen Hirngewebes 

2.5.1 Perfusion und Kryoprotektion 

Zur intrakardialen Perfusion mittels 4% in phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate buffer 

saline, PBS, PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland) gelöstem Paraformaldehyd (PFA) zur 

schnellen Fixierung von Hirngewebe wurde zunächst das Perfusionspumpensystem 

Ismatec® ISM861 (Idex, Lake Forest, Illinois, USA), bestehend aus einem Pumpenrad und 

einem Schlauch aufgebaut. An eines der Schlauchenden wurde eine sterile Injektionskanüle 

(Sterican® 0,9 x 70 mm, Braun, Melsungen, Deutschland) angebracht. Anschließend wurde 

die Konstruktion mit gekühltem 0,01 M PBS vollständig gespült, um Luft aus dem 

Schlauchsystem zu entfernen. 

Zur Anästhesie der Mäuse wurde eine Mischung aus Ketamin (Medistar, Ascheberg, 

Deutschland), Xylazin (Ecuphar, Oostkamp, Belgien) und Reinstwasser für 

Injektionszwecke (Braun, Melsungen, Deutschland) verwendet und mittels intraperitonealer 

Injektion durch eine Feindosierungsspritze (Omnican® F, Braun) verabreicht. Die Tiefe der 

Anästhesie wurde durch Beobachtung von Reflexantworten auf Schmerzreize mittels einer 

Pinzette getestet. Ein Ausbleiben der Reflexe zeigte eine ausreichende Sedierungstiefe an. 

Nun wurden die betäubten Mäuse auf einer Styroporunterlage fixiert. Das Abdomen wurde 

mithilfe einer chirurgischen Schere eröffnet und das Zwerchfell vorsichtig eingeschnitten, 

um einen Zugang zum Thorax zu ermöglichen. Anschließend wurde die anteriore Brustwand 

mitsamt den Rippen mittels einer kleinen Schere und einer Pinzette entfernt und so das 

schlagende Herz freigelegt. Die Kanüle der Perfusionspumpe wurde nun vorsichtig in den 

linken Ventrikel eingeführt, zudem wurde der rechte Vorhof des Herzens durch einen 

kleinen Schnitt geöffnet, um einen Abfluss des Blutes zu gewährleisten. Nun wurden das 

Herz und die Gefäße der Maus mit ca. 50 ml gekühltem 0,01M PBS perfundiert und so das 

gesamte Blut aus dem kardiovaskulären System entfernt. Anschließend erfolgte die Perfusion 

mit gekühltem 4% Paraformaldehyd (PFA; Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland). Nach der 

Perfusion wurde die Maus von der Styroporunterlage entfernt und auf eine eisgekühlte 

Unterlage gelegt. Der Kopf wurde mittels einer großen chirurgischen Schere vom Körper 

getrennt und die Haut über dem knöchernen Schädel geöffnet. Die Schädeldecke wurde 

mithilfe einer kleinen Schere in zwei Hälften eingeschnitten und vorsichtig eröffnet, 

anschließend wurden die nun losen Schädelplatten mit einer feinen Pinzette entfernt. Das 

Gehirn wurde mittels eines kleinen Spatels aus der Schädelgrube gehoben. Anschließend 

erfolgte die Trennung der Gehirnhälften durch einen longitudinalen Schnitt eines 

chirurgischen Skalpells. Die linke Hirnhälfte wurde zunächst über Nacht bei 4 °C in 10 ml 
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PFA gelagert. Am nächsten Tag wurde die Hirnhemisphäre zur Kryoprotektion in 10 ml 

30% Saccharose (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) gelöst in 0,01M PBS überführt und 

mehrere Tage bei 4 °C gelagert, bis das Gewebe auf den Boden des Behälters gesunken war. 

Anschließend wurde die Gehirnhälfte aus der Saccharoselösung entfernt und auf Trockeneis 

gefroren. Die weitere Lagerung erfolgte tiefgekühlt bei -80 °C. 

2.5.2 Herstellung der Hirngewebeschnitte 

Zur Quantifizierung der Neuronen wurden Gehirnschnitte mit Kresylviolett gefärbt. Hierzu 

wurden die durch Perfusion mit PFA (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) fixierten 

Hirnhemisphären wie unter 2.5.1 beschrieben verwendet. Das Cerebellum sowie der frontale 

Kortex wurden mithilfe eines chirurgischen Skalpells entfernt. Anschließend wurde das 

Hirngewebe mittels Tissue-Tek® O.C.T. Compound Einbettmedium (Sakura Finetek, 

Alphen aan den Rijn, Niederlande) auf einem Probensockel aus Metall fixiert und vollständig 

mit Kleber ummantelt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass sich keine Blasen innerhalb des 

Einbettmediums bildeten. Der Metallsockel wurde nun in eine Kryostathalterung (CM1850 

UV, Leica, Wetzlar, Deutschland) eingespannt und 30 µm dicke Schnitte in der koronalen 

Ebene der Hirnhemisphären hergestellt. Als Klingen kamen Mikrotomklingen des Typs C35 

(Feather, Osaka, Japan) zum Einsatz. Die Hirnschnitte wurden alternierend auf zehn 

Glasbehälter verteilt, sodass sich jeder zehnte Schnitt in einem Behälter befand. Es wurde 

das gesamte Gewebe geschnitten und auf die Glasbehälter verteilt. Die Glasbehälter wurden 

vor der Färbung mit Kresylviolett bei einer Temperatur von -80 °C gekühlt gelagert. 

2.6 Bestimmung der Neuronenzahl im CA1 

2.6.1 Färbung der Gewebeschnitte mittels Kresylviolett 

Zur Färbung der Hirnschnitte mit Kresylviolett wurde pro untersuchtes Tier jeweils ein 

Glasbehälter mit Probenmaterial verwendet, sodass eine Serie jedes zehnten Schnitts in die 

spätere Analyse einbezogen wurde. Zunächst wurde das Probenglas vorsichtig und 

vollständig mit gekühltem PBS befüllt, sodass sich überschüssiges Klebermaterial auflösen 

konnte. Anschließend wurde der Inhalt in eine flache mit PBS befüllte Petrischale gegossen. 

Mithilfe eines feinen Pinsels wurden nun die einzelnen, wie unter 2.5.2 beschrieben, 

hergestellten Gewebeschnitte auf Objektträger (Superfrost®, Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, Massachusetts, USA) aufgezogen und in einem Trockenschrank bei 37 °C 

getrocknet. 
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Zur anschließenden Färbung wurden zunächst drei verschiedene Lösungen hergestellt: 

Lösung 1: 13,61g Natriumacetattrihydrat (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) wurden in 100 

ml demineralisiertem Wasser (ddH2O) gelöst, um 1M Natriumacetat herzustellen. 

Anschließend wurden 40 ml des gelösten Natriumacetats 9,6 ml reine Essigsäure (Merck 

Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland) hinzugefügt. Zuletzt wurde die Lösung mit ddH2O 

auf ein Volumen von 1l aufgefüllt. 

 Lösung 2: Zunächst wurden 20 ml Triton X-100 (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit 

980 ml demineralisiertem Wasser gemischt und die entstandene Lösung für eine Stunde 

gerührt. Anschließend wurden 2,5 ml dieser Lösung mit 150 ml 100% Ethanol (Merck, 

Darmstadt, Deutschland) und 50 ml ddH2O gemischt. 

Lösung 3: Zur Herstellung der Färbelösung wurde 0,1 g Kresylviolettacetat (Fluka, St, Louis, 

Missouri, USA) in 1l der Lösung 1 gelöst und für mindestens 30 Minuten gerührt. 

Zur Entfernung von Lipiden wurden die Objektträger mit den Gewebeschnitten zunächst 

mithilfe eines Färbegestelles nacheinander für jeweils 10 Minuten in zwei mit Lösung 1 

gefüllten Färbewannen inkubiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 20 Minuten in 

einer Färbewanne mit Lösung 2 und zwei weitere Inkubationsschritte für jeweils 10 Minuten 

in Lösung 1. Die eigentliche Färbung der Schnitte erfolgte für jeweils 8 Minuten in zwei 

Färbewannen, die mit der Färbelösung (Lösung 3) befüllt waren. Die Dehydrierung der 

Gewebeschnitte erfolgte dreimal für jeweils eine Minute in Lösung 1, drei Minuten in 100 % 

Ethanol, 10 Minuten in Isopropanol (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und abschließend 

zweimal fünf Minuten in Xylol (Carl Roth). Zuletzt wurden die Objektträger mit dem 

Einschlussmittel Roti®-Histokitt (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) benetzt und mit 

einem Deckgläschen (Menzel-Gläser 24 x 60 mm, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) bedeckt. Die Objektträger mit den gefärbten Schnitten wurden 

lichtgeschützt aufbewahrt. 

2.6.2 Stereologie 

Die Anzahl der Neuronen wurde in der Zellregion CA1 des Hippocampus proprius 

bestimmt. Hierzu wurden die mit Kresylviolett gefärbten Gewebeschnitte (siehe Abschnitt 

2.6.1) einer objektiven stereologischen Zählung unterzogen. Es kam ein Auflichtmikroskop 

mit automatisch beweglichem Objekttisch des Modells BX 51 (Olympus, Shinjuku, Japan) 

sowie die das Programm Stereo Investigator 7 (MBF Bioscience, Williston, Vermont, USA) 

zum Einsatz. In den nach o.g. Verfahren präparierten Gewebeschnitte wurden zunächst 

unter einer vierfachen Vergrößerung die CA1-Region des Hippocampus im Bregma von 
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-1,22 mm bis -3,80 mm identifiziert (Paxinos und Franklin 2013) und der Zählbereich 

softwarebasiert ausgewählt. Anschließend wurde auf eine hundertfache Vergrößerung 

gewechselt. Nun wurden die Neuronen innerhalb mehrerer Zählraster von 14 µm x 14 µm, 

die zufällig innerhalb eines Probenrasters mit einer Größe von 49 µm x 10 µm ausgewählt 

wurden, gezählt. Es wurden die Grundprinzipien der design-basierten Stereologie verwendet 

(West et al. 1991; Schmitz und Hof 2005). Hierzu wurde die mikroskopischen Schnitte 

gefächert und alle scharf sichtbaren Zellkerne nach den Zählregeln, die in Abbildung 7 

erläutert werden, markiert. An jeder Zählposition wurde die Schnittdicke bestimmt mit einer 

dissector height von 5 µm. Anhand der optical dissector- Methode und der optical fractionator-

Methode mit einer top guard zone von 2 µm (West et al. 1991) wurde die Gesamtzahl der 

Neurone eines einzelnen mikroskopischen Gewebeschnittes ermittelt. Im Anschluss wurde 

die Gesamtzahl der Neurone berechnet. Hierzu kamen die Formeln 1) 2) und 3) zum Einsatz. 

Die vollständigen Parameter für die stereologische Analyse sind in Tabelle 3 angegeben. Alle 

Gewebeschnitte wurden vor dem stereologischen Zählverfahren verblindet, um einen 

untersucherabhängigen Einfluss zu unterbinden. 

 

1) � =  ��� ×  ��� ×  ��� 
 

2) 	
�����  =  P × Q 
 

3) 	������  =   ∑ 	
�����

� � � � 

Tabelle 2: Erläuterungen 

Abkürzung Erläuterung 

asf 
area sample fraction  

��ä��� ����������� [µ�"]

��ä��� $ä�������� [µ�"]
 

ssf section sampling fraction (Anzahl der gezählten Schnitte, siehe 2.5.2 und 2.6.1) 

tsf thickness sampling fraction  

������%��&� [µ�]

�'����� %�������� ������ [µ�]
 

Q Total markers counted (von Software ermittelt) 

	
����� Neuronenzahl eines einzelnen Schnitts 

	������ Gesamtneuronenzahl in der Region CA1 
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Tabelle 3: Stereologieparameter 

Parameter Wert 

Probenraster x [µm] 49 

Probenraster (y) [µm] 105 

Fläche Probenraster (xy) [µm] 5145 

Zählraster (x) [µm] 14 

Zählraster (y) [µm] 14 

Fläche Zählraster (xy) [µm]  196 

asf  26,25 

Ssf 10 

optical dissector height [µm] 5 
 
 

 

Abbildung 7: Zählregeln. Vereinfachte Darstellung der Sicht durch das Mikroskop während des 

stereologischen Zählvorgangs. Es werden nur scharfe Zellkerne (blau) gezählt, die sich in dem 14 

µm x 14 µm großen Zählraster befinden, oder die grünen Linien schneiden (A). Zellkerne, die die 

roten Linien schneiden (B) oder sich außerhalb des Zählrasters befinden, werden nicht gezählt. 

2.7 Motorik- und Verhaltenstests 

Zum Abschätzen von Funktionen der Motorik und des Gedächtnisses wurde eine Reihe an 

Verhaltenstests durchgeführt. Die motorischen Fähigkeiten wurden durch den String 

Suspension Test und den Balance Beam Test überprüft, Gedächtnisfunktionen wurden mithilfe 

des Cross Maze Tests und des Morris Water Maze Tests untersucht. Es wurden keine 

geschlechterbezogenen Einschränkungen vorgenommen. Während eines Tages wurde jede 

Maus höchstens einem motorischen und einem Verhaltenstest unterzogen. 
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2.7.1 String Suspension Test 

Der String Suspension Test wurde zum Abschätzen von motorischer Koordination und 

Greifkraft der Mäuse verwendet. Hierzu wurde eine 50 cm lange Baumwollschnur mit 2 mm 

Durchmesser in 30 cm Höhe zwischen zwei Holzstangen straff gespannt. Der Boden unter 

dem Aufbau wurde gepolstert. Die Mäuse wurden nun an den Vorderpfoten in die Mitte der 

Schnur platziert. Anhand eines 5-Punkte-Systems wurden die Halte- und Kletterbewegungen 

entlang der Schnur bewertet (Tabelle 4; Moran et al. 1995; Arendash et al. 2001). Jede Maus 

wurde während eines Tages in drei 60 Sekunden dauernden Durchgängen getestet, zwischen 

denen jede Maus mindestens 10 Minuten Zeit zur Erholung bekam. Abschließend wurde der 

Mittelwert der Ergebnisse der einzelnen Durchgänge gebildet. Zur Eliminierung von 

eventuellen Gerüchen, an denen sich die Mäuse hätten orientieren können, wurde die 

Baumwollschnur zwischen jedem einzelnen Versuch mit 70 % Ethanol (Merck, Darmstadt, 

Deutschland) gereinigt. 

 

 

Abbildung 8: Versuchsaufbau String Suspension Test.  Die Versuchstiere werden einzeln an den 

Vorderpfoten an einer in ca. 50 cm Höhe zwischen zwei Holzstangen gespannten Baumwollschnur 

platziert. Die Halte- und Kletterbewegungen werden anschließend über einen Zeitraum von 60 

Sekunden anhand des in Tabelle 4 angegebenen Punktesystems bewertet. Insgesamt werden 3 

Durchgänge pro Versuchstier durchgeführt. 
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Tabelle 4: Bewertung der Halte- und Kletterbewegung im String Suspension Test 

Punkte Beschreibung 

0 Maus fällt von der Schnur 

1 hängt passiv an Vorder- oder Hinterbeinen an der Schnur 

2 hängt an Vorder- oder Hinterbeinen an Schnur und versucht auf 
Schnur zu klettern 

3 hängt an Vorder- und Hinterbeinen an Schnur, ohne sich zu bewegen 

4 Hängt an allen vier Beinen und Schwanz an Schnur und bewegt sich 

5 Erreicht das Ende der Schnur und berührt eine der Holzstangen 

2.7.2 Balance Beam Test  

Zur weiteren Einschätzung der feineren motorischen Koordinationsfähigkeiten der 

getesteten Mäuse wurde der Balance Beam Test verwendet (Luong et al. 2011). Der 

Versuchsaufbau bestand hier aus zwei hölzernen 44,5 cm hohen Pfeilern, zwischen denen 

ein Stab aus Holz mit 1 cm Durchmesser angebracht worden war. An beiden Enden des 

Stabes befand sich jeweils eine 15 cm x 9 cm große hölzerne Plattform. Die Unterlage 

unterhalb der Konstruktion wurde gepolstert, um mögliche Verletzungen zu vermeiden. 

Während eines Probedurchlaufs wurden die Mäuse auf dem Stab platziert, um sich an den 

Test zu gewöhnen. Über drei Durchgänge, die während eines Tages stattfanden, wurde die 

Fähigkeit jeder Maus bestimmt, sich entlang des Stabes zu bewegen. Jeder Durchgang 

dauerte maximal 60 Sekunden mit mindestens 10 Minuten Erholungszeit zwischen den 

einzelnen Durchgängen. Zur Bewertung wurde die auf dem Stab verbrachte Zeit gemessen. 

Erreichte eine Maus während eines Durchganges eine der Plattformen am Ende des Stabes, 

so erhielt sie die vollen 60 Sekunden als Score. Auch hier wurde der Mittelwert der einzelnen 

Durchgänge gebildet. Zwischen jedem einzelnen Versuch wurden die Stange und die 

Plattformen mit 70 % Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) gereinigt, um Gerüche zu 

entfernen, die die Tiere beeinflussen könnten. 
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Abbildung 9: Versuchsaufbau Balance Beam Test.  Die Versuchstiere werden einzeln in die 

Mitte eines Holzstabs mit 1 cm Durchmesser platziert, der zwei 9 x 15 cm große hölzerne Plattformen 

in 44,5 cm Höhe miteinander verbindet. Anschließend wird die Zeit gemessen, die die Tiere auf dem 

Stab verbringen (maximal 60 Sekunden). Erreicht die Maus eine der Plattformen, so werden die vollen 

60 Sekunden gewertet. Es werden pro Versuchstier je drei Durchgänge durchgeführt. 

2.7.3 Morris Water Maze Test 

Das räumliche Lernen und das räumliche Bezugsgedächtnis wurde mithilfe des Morris Water 

Maze Tests (MWM) analysiert (Morris 1984). Der Grundaufbau bestand aus einem 

kreisrunden Metallbecken mit einem Durchmesser von 110 cm, das vollständig mit Wasser 

gefüllt worden war. Das Wasser wurde mittels einer ungiftigen weißen Farbe eingefärbt, die 

Wassertemperatur wurde durchgehend auf 20 °C (+/- 2 °C) gehalten. Unter der 

Wasseroberfläche befand sich eine mobile Plattform, deren Position im Wasserbecken 

beliebig verändert werden konnte und die aufgrund ihrer weißen Farbe im Wasser nicht zu 

sehen war. Die Höhe des Wasserspiegels wurde so gewählt, dass sich die Mäuse sicher auf 

der Plattform aufhalten konnten, ohne diese von der Wasseroberfläche aus zu sehen. Um 

das Becken herum wurden ebenfalls weißgefärbte Kunststoffvorhänge angebracht, um 

Ablenkung oder eine Orientierung durch unbeabsichtigte Hinweisreize innerhalb des 

Raumes zu verhindern. Das Wasserbecken wurde in vier gedachte, gleich große Quadranten 

eingeteilt (right, left, target, opposite). Über dem Becken befand sich eine Kamera (CBC, 

Commack, New York, USA), mit der die Schwimmbewegungen sowie die Position der Tiere 

aufgezeichnet wurden. Die Auswertung der aufgenommenen Bilder erfolgte mithilfe der 

Video-Tracking-Software „Any-Maze“ (Stoelting Co, Wood Dale, Illinois, USA). Der 

eigentliche neuntägige MWM bestand aus drei kleineren Testabschnitten: Dem sog. Cued 

Training, dem Acquisition Training, sowie dem abschließenden Probe Trial. Jedes Tier musste 

diese Abschnitte vollständig durchlaufen. Mäuse, die aufgrund von körperlichen 

Einschränkungen Defizite im Schwimmverhalten zeigten, wurden nicht weiter analysiert. 
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2.7.3.1 Cued Training 

Die ersten drei Tage des Versuches bestanden aus dem sog. Cued Training. Dieser Teil diente 

dazu, die Tiere an den Versuchsaufbau und besonders die unter der Wasseroberfläche 

versteckte Plattform zu gewöhnen und die intakte visuelle Wahrnehmung der Tiere zu 

überprüfen. Hierzu wurde diese in der Mitte eines der vier Quadranten positioniert und mit 

einer blauen Markierung versehen, die von jeder Position im Wasserbecken sichtbar war. Die 

Mäuse wurden nun nacheinander vorsichtig an der Schwanzwurzel gegriffen und am Rand 

des der Plattform gegenüberliegenden Quadranten in das Wasser gesetzt. Die eigentliche 

Testdauer betrug eine Minute. Die Tiere, die die Plattform selbständig gefunden hatten, 

wurden dort für ca. 10 Sekunden sitzen gelassen, die anderen wurden durch den 

Experimentator vorsichtig und ruhig mit der Hand zur Plattform geführt. Nach jedem 

Versuch wurden die Mäuse vorsichtig mit Zellstoff abgetupft und für mindestens zwei 

Minuten unter einer Wärmelampe getrocknet. Während eines Tages durchlief jede Maus vier 

solcher Versuchseinheiten. Vor jeder neuen Einheit wurde die Position der Plattform und 

des Quadranten, in dessen Rand die Tiere ins Wasser gesetzt wurden, verändert (Tabelle 5). 

Zwischen den einzelnen Test konnten die Tiere für mindestens 15 Minuten pausieren. Die 

während des Cued Trainings aufgezeichneten und ausgewerteten Parameter enthielten die 

Schwimmgeschwindigkeit sowie die Zeit, die zum Auffinden der Plattform benötigt wurde. 
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Abbildung 10: Versuchsaufbau MWM, Cued Training. Draufsicht und perspektivische 

Darstellung. Das Cued Training dient dazu, die Mäuse mit dem Versuchsaufbau vertraut zu machen. 

In der Mitte eines von vier gleichgroßen Quadranten wird eine sich knapp unter der Wasseroberfläche 

befindliche Plattform positioniert und mit einer blauen Markierung versehen. Aufgrund des weiß 

gefärbten Wassers ist nur die Markierung sichtbar, die Plattform selbst bleibt unter der Oberfläche 

verborgen. Die Versuchstiere werden einzeln am Rand des der Plattform gegenüberliegenden 

Quadranten ins Wasser gesetzt. Anschließend erhalten sie eine Minute Zeit, die Plattform zu finden. 

Hat das Tier die Plattform gefunden, so wird es dort für 10 Sekunden sitzen gelassen, ansonsten wird 

es zunächst mit der Hand zur Plattform geführt. Insgesamt werden pro Tier 4 Durchgänge innerhalb 

eines Tages durchgeführt. Zwischen jedem Durchgang erhält das Tier mindestens 15 Minuten 

Ruhezeit. Die Positionen der Plattform (Ziel) und der entsprechende Startquadrant für jeden 

Durchgang sind in 

 

Tabelle 5 aufgeführt. 

 

Tabelle 5: Start- und Zielpositionen im Cued Training 

 Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3 Durchgang 4 

 Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel 

Tag 1 N SO O NO S SW W SO 

Tag 2 S NO N NW W NO O SO 

Tag 3 W NW S SO O SW N SW 
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2.7.3.2 Acquisition Training 

Das sogenannte Acquisition Training begann 24 Stunden nach Abschluss des Cued Trainings. 

Hierzu wurden am Rand des Wasserbeckens vier nahe Hinweisreize in Form farbiger 

Markierungen angebracht. Die zuvor weißen Kunststoffvorhänge um das Becken herum 

wurden ebenfalls farbig markiert und boten den Tieren weitere Hinweise zur Orientierung, 

während die Markierung auf der Plattform stattdessen entfernt wurde. Wie oben beschrieben 

wurden die Mäuse am Rand des Beckens vorsichtig ins Wasser gesetzt und ihnen 60 

Sekunden Zeit gegeben, die nun komplett unsichtbare Plattform zu finden. Scheiterten sie 

an dieser Aufgabe, so wurden sie vorsichtig per Hand zur Plattform geleitet. Wie beim Cued 

Training wurden die Tiere für 10 Sekunden auf der Plattform belassen, bevor sie aus dem 

Becken entfernt wurden. Anschließend wurden sie wie oben beschrieben mit Zellstoff 

abgetupft und unter einer Wärmelampe getrocknet. Das Acquisition Training wurde über fünf 

Tage durchgeführt. Während dieser Zeit durchlief jede Maus vier Versuchsdurchläufe pro 

Tag. Zwischen jedem Durchlauf bestanden fünfzehnminütige Ruhephasen. Während des 

gesamten Acquisition Trainings wurde lediglich die Position verändert, an der die Tiere ins 

Wasser gesetzt wurden, die Plattform befand sich durchgehend an derselben Position 

(Tabelle 6). Auch hier wurden die Schwimmgeschwindigkeit und die benötigte Zeit zum 

Auffinden der Plattform aufgezeichnet.  
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Abbildung 11: Versuchsaufbau MWM, Acquisition Training. Im Gegensatz zum Cued Training 

sind nun am Beckenrand vier farbige Markierungen als nahe Hinweisreize angebracht. Ebenso 

wurden die weißen Kunststoffvorhänge um das Becken herum zur Orientierung farbig markiert (hier 

nicht abgebildet). Die blaue Markierung der Unterwasserplattform wurde entfernt. Analog zum Cued 

Training werden die Tiere einzeln am Rand am Rand des Wasserbeckens ins Wasser gesetzt und 

erhalten zum Auffinden der nun komplett unsichtbaren Plattform 60 Sekunden Zeit gegeben. Im 

Falle eines Scheiterns werden sie vorsichtig per Hand zur Plattform geführt. Wie beim Cued Training 

wurden die Tiere für 10 Sekunden auf der Plattform sitzen gelassen, bevor sie aus dem Becken 

entfernt wurden. Im Anschluss eines jeden Versuchseinheit erhält das Tier mindestens 15 Minuten 

Ruhepause. Das Acquisition Training wird über fünf Tage durchgeführt mit je vier Durchläufen pro 

Tag und Tier. Hierbei blieb die Position der Plattform durchgängig gleich, die Startpositionen wurde 

vor jedem einzelnen Durchgang geändert (siehe Tabelle 6). 

Tabelle 6: Start- und Zielposition im Acquisition Training 

 Durchgang 1 Durchgang 2 Durchgang 3 Durchgang 4 

 Start Ziel Start Ziel Start Ziel Start Ziel 

Tag 1 N SW O SW SO SW NW SW 

Tag 2 SO SW N SW NW SW O SW 

Tag 3 NO SW SO SW O SW N SW 

Tag 4 O SW NW SW N SW SO SW 

Tag 5 N SW SO SW O SW NW SW 
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2.7.3.3 Probe Trial 

Nach weiteren 24 Stunden wurde der sogenannte Probe Trial durchgeführt. Hierzu wurde die 

Plattform aus dem Wasserbecken entfernt, die Markierungen am Beckenrand und den 

Vorhängen wurden belassen. Nun wurde jede Maus nacheinander für nur einen einzigen 

Durchgang am Rande des Quadranten, der sich im Acquisition Training gegenüber der 

Plattform befunden hatte, ins Wasser gesetzt. Während der folgenden 60 Sekunden wurde 

die Position der Maus bestimmt und die Zeit gemessen, die sich das Tier in den einzelnen 

Quadranten aufhält. Anschließend wurden Tiere aus dem Wasserbecken gehoben und wie 

oben beschrieben getrocknet und gewärmt. 

 

 

Abbildung 12: Versuchsaufbau MWM, Probe Trial. Der Probe Trial besteht aus einem einzigen 

Durchgang. Im Vergleich zum Acquisition Training ist im Probe Trial die Plattform aus dem 

Versuchsaufbau entfernt. Die Tiere werden einzeln am Rand des der ehemaligen Plattformposition 

gegenüberliegenden Quadranten ins Wasser gesetzt. In einem Zeitraum von 60 Sekunden wird die 

Zeit gemessen, in der sich die Versuchstiere in den einzelnen Quadranten aufhält.  

Tabelle 7: Startposition im Probe Trial 

 Durchgang 1 

 Start Ziel 

Tag 1 NO - 
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2.7.4 Cross Maze Test 

Anhand des Cross Maze Test lassen sich Rückschlüsse auf die Funktion des 

Arbeitsgedächtnisses der untersuchten Mäuse ziehen. Hierbei wurde das 

Erkundungsverhalten der Mäuse beobachtet.  

Das für den Versuch verwendete Labyrinth bestand aus vier 30 cm langen und 8 cm breiten 

und im rechten Winkel zueinander angeordneten Armen. Die Höhe der Wände jedes Armes 

betrug 15 cm. Boden und Wände der Arme waren einheitlich graugefärbt, um den 

Versuchstieren keine Orientierung anhand visueller Hinweise zu ermöglichen. Die zentrale 

Region, in der sich die vier Arme trafen, war 8 cm x 8 cm groß. Die gesamte Konstruktion 

wurde unter einer Kamera positioniert. 

Nun wurden die Mäuse mit dem Blick zur Wand in das Ende eines zufällig ausgewählten 

Arms gesetzt. Mithilfe der Video-Tracking-Software „Any-Maze“ (Stoelting Co, Wood Dale, 

Illinois, USA) wurde während eines 10-minütigen Testintervalls gemessen, wie oft und in 

welcher Reihenfolge die Arme durch eine Maus besucht wurden. Hierbei war entscheidend, 

dass die Maus den Arm vollständig mit allen 4 Pfoten betreten hatte. Ein sofortiger erneuter 

Besuch des Armes wurde als einfaches Betreten gewertet. Wurden alle vier Arme ohne 

Wiederholung durch eine Maus besucht, so wurde dies als Alternation gewertet (z. B. 3-4-2-

1). Zuletzt wurde der Prozentsatz der Alternationen als der Quotient der tatsächlich 

durchgeführten Alternationen von den während des Tests theoretisch möglichen 

Alternationen gebildet (entspricht Gesamtanzahl der Armbesuche – 3) (Wietrzych et al. 

2005). Gesunde Mäuse erkunden typischerweise die einzelnen Gänge nacheinander und 

neigen dazu, den zuletzt besuchten Gang zu vernachlässigen und stattdessen einen Gang zu 

erkunden, dessen Besuch länger zurückliegt (Wietrzych et al. 2005). Nach jedem Test wurde 

der gesamte Versuchsaufbau mit 70 % Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) gereinigt 

um etwaige Gerüche, die die nachfolgenden Mäuse irritieren bzw. zur Orientierung nutzen 

könnten, zu entfernen. 
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Abbildung 13: Versuchsaufbau Cross Maze Test, Draufsicht (A) und perspektivische 

Darstellung (B). Im Cross Maze Test wird das Erkundungsverhalten der Mäuse beobachtet. Der 

Aufbau besteht aus vier rechtwinklig zueinander angeordneten Armen. Die Versuchstiere werden 

einzeln mit dem Gesicht zur Wand in das Ende eines zufällig ausgewählten Armes gesetzt. 

Anschließend wird über einen Zeitraum von 10 Minuten gemessen, wie oft und in welcher 

Reihenfolge das Tier die einzelnen Arme besucht. Zur Beurteilung des Arbeitsgedächtnisses wird der 

Quotient der von der Maus durchgeführten Alternationen (Betreten aller vier Arme ohne 

Wiederholung) von den während des Tests theoretisch möglichen Alternationen gebildet. 

2.8 Statistik 

Die zum Vergleichen der verschiedenen Testgruppen in den Motor- und Verhaltenstest 

sowie der stereologischen Analyse verwendeten statistischen Test setzten sich aus 

Zweistichproben-t-Test, Abhängigen t-Test, sowie der einfaktoriellen und zweifaktoriellen 

Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur zusammen. Nähere Informationen zu den in den 

einzelnen Versuchen verwendeten statistischen Analysen werden in den jeweiligen 

Abschnitten im Ergebnisteil (Kapitel 3) angegeben. Sofern nicht weiter beschrieben, werden 

folgende Signifikanzniveaus vorausgesetzt: ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05. Sämtliche 

statistischen Berechnungen wurden mithilfe der Software GraphPad Prism (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA) durchgeführt. Unter den Legenden der Abbildungen der 

jeweiligen Testergebnisse werden des weiteren Angaben über die verwendete 

Stichprobengröße n gemacht. Alle Ergebnisse werden als Durchschnitt M ± Standardfehler 

angegeben.  
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2.9 Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Folgende Geräte bzw. Verbrauchsmaterialen wurden während dieser Arbeit verwendet 

(Tabelle 8): 

Tabelle 8: Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Gerät / Verbrauchsmaterial Hersteller 

BioPhotometer® (Photometer) Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

BX 51 Fluoreszenzmikroskop Olympus, Shinjuku, Japan 

C 35 Mikrotomklingen Feather, Osaka, Japan 

CM 1850 UV Kryostat Leica, Wetzlar, Deutschland 

Gel Doc 2000® Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA  

Gelelektrophoresekammer  Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA  

Heraeus Biofuge® Stratos Zentrifuge Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachussetts, USA 

Ismatec® ISM 861 Peristaltikpumpe Idex, Lake Forrest, Illinois, USA 

Kleintierkäfige (Individually Ventilated Cages, 
IVC) 

Tecniplast, Hohenpleissberg, Deutschland 

LabCycler® (Thermocycler) SensoQuest, Göttingen, Deutschland 

Menzel-Gläser 24 x 60 mm Deckgläser Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachussetts, USA 

Mikroreaktionsgefäß Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Omnican® F 1 ml Feindosierspritze Braun, Melsungen, Deutschland 

Sterican® 0,9x70 mm Injektionskanüle Braun, Melsungen, Deutschland 

Superfrost® Objektträger Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachussetts, USA 

Thermomixer Compact  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

UVette® 220-1600 nm Küvette Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Vortex Genie 2® (Vortexer)   Scientific Industries, Bohemia, New York, 

USA 
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2.10 Chemikalien und Reagenzien  

Die verwendeten Chemikalien und Reagenzien sind in Tabelle 9 aufgelistet: 

Tabelle 9: Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalie/Reagenz Hersteller 

100bp DNS-Leiter Bioron, Ludwigshafen, Deutschland 

10x Reaktionspuffer Axon, Kaiserslautern, Deutschland 

Agarose Lonza, Basel, Schweiz 

Desoxyribonukleosidtriphosphate Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

DNS-Ladepuffer Life Technologies, Carlsbad, Kalifornien, 
USA 

Essigsäure Merck Schuchardt, Hohenbrunn, 
Deutschland 

Ethanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Ethidiumbromid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ethylendiamintetraacetat (EDTA) AppliChem, Darmstadt, Deutschland 

Isopropanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ketamin Medistar, Ascheberg, Deutschland 

Kresylviolettacetat Fluka, St. Louis, Missouri, USA 

Magnesiumchlorid (MgCl2) Axon, Kaiserslautern, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Natriumdodecylsulfat Biomol, Hamburg Deutschland 

Natriumtriaetattrihydrat Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Paraformaldehyd (PFA) Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

phosphate buffer saline, PBS PAN-Biotech, Aidenbach, Deutschland 

Proteinase K Peqlab, Erlangen, Deutschland 

Reinstwasser Braun, Melsungen, Deutschland 

Roti®-Histokit Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Saccharose Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Salzsäure (HCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Taq DNA-Polymerase  Axon, Kaiserslautern, Deutschland 

Tissue-Tek® O.C.T. Compound 
Einbettmedium 

Sakura Finetek, Alpen aan den Rijn, 
Niederlande 

Tris Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Xylazin Ecuphar, Oostkamp, Belgien 

Xylol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
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2.11 Software 

Folgende Software wurde zum Erfassen der Daten und zum Erstellen dieser Dissertation 

verwendet (Tabelle 10): 

Tabelle 10: Verwendete Software 

Software Hersteller 

ANY-Maze  Stoelting, Wood Dale, Illinois, USA 

GIMP v.2.8.18 The GIMP Development Team 

GraphPad PRISM v5.01 GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien, USA 

Inkscape v1.0 Inscape.org 

Lucidchart Lucid Software, South Jordan, Utah, USA 

Microsoft Word 2019 Microsoft, Redmond, Washington, USA 

Quantity One Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA 
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3 Ergebnisse 

3.1 Nachweis des Tg4-42-Transgens bei allen untersuchten Tieren 

Vor Beginn der eigentlichen Untersuchungen zu Motorik, Verhalten und Anzahl der 

Neuronen in der Pyramidenzellregion CA1 musste zunächst verifiziert werden, dass das Tg-

4-42-Transgen im Erbgut aller für diese Arbeit verwendeten Mäuse vorliegt. Hierzu wurde 

aus Schwanzspitzenbiopsien, die den Mäusen direkt nach der Geburt entnommen wurden, 

die DNS isoliert und mittels anschließender Polymerase-Kettenreaktion mit spezifischen 

Primern vervielfältigt. Dann wurde in der Gelelektrophorese das Genmaterial aufgetrennt, 

unter UV-Licht sichtbar gemacht und mit jeweils einer Positiv- und Negativprobe für Aβ4-

42 verglichen. Abbildung 14 zeigt ein Beispielbild dieser Untersuchungen. In den Proben 

aller für diese Arbeit ausgewählten Mäuse konnte Aβ4-42 nachgewiesen werden (Abbildung 

14). Somit sind alle Mäuse Träger des Tg4-42-Transgens.  

 

 

Abbildung 14: Beispiel für Nachweis von Aβ4-42 mittels Gelektrophorese. In den Proben des 

Genmaterials aller verwendeten Mäuse konnte das von Mäusen des Typs Tg4-42 exprimierte Aβ4-

42-Transgen nachgewiesen werden. Pos. = Positivprobe, Neg. = Negativprobe. 
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3.2 Motortests 

3.2.1 Homozygote Mäuse des Typs Tg4-42 zeigen keine Verluste ihrer 

motorischen Fähigkeiten in den untersuchten Altersgruppen 

Zur genaueren Betrachtung der motorischen Entwicklung bei homozygoten Trägern (Tg4-

42hom) im Laufe des Lebens wurden die drei Testgruppen (n = 9 - 17) im Alter von jeweils 

fünf, sechs und sieben Monaten, untersucht. Hierzu kamen der unter 2.7.1beschriebene String 

Suspension Test sowie der Balance Beam Test (siehe 2.7.2) zur Anwendung. Im String Suspension 

Test wurde die Bewegung der Mäuse entlang einer gespannten Schnur mittels eines Scores 

von 1 bis 5 bewertet. Hier erzielten alle Gruppen durchgehend hohe Werte, die im 

Altersverlauf nicht abnahmen, sondern eher anstiegen (5M: M = 3,313 ± 0,4446; 6M: M = 

4,118 ± 0,225; 7M: M = 4,333 ± 0,3727). Zwischen den einzelnen Altersgruppen gab es 

keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 15 A). 

Im Balance Beam Test zeigte sich ein ähnliches Bild. Hierbei wurde die Zeit gemessen, die sich 

die Mäuse auf einem in 44,5 cm Höhe waagerecht angebrachten Stab halten konnten. Auch 

hier erzielten die Mäuse im Alter von fünf bzw. sechs Monaten durchweg hohe Zeiten (5M: 

M = 50,46 s ± 4,015; 6M: M = 50,43 s ± 3,827), während Mäuse im Alter von sieben 

Monaten etwas weniger lang auf dem Stab halten konnten (7M: M = 36,56 s ± 5812). Ein 

statistischer Vergleich der drei Gruppen untereinander ergab jedoch keine signifikanten 

Unterschiede (Abbildung 15 B). Zusammenfassend ließ sich also feststellen, dass es bei Tg4-

42-Mäusen zu keinen altersabhängig zunehmenden Einschränkungen der Motorik kam, 

wobei hier kein Vergleich mit einer Kontrollgruppe bestehend aus Wildtyptieren 

durchgeführt wurde. Aufgrund einer motorischen Einschränkung musste ein Tier der sechs 

Monate alten Gruppe aus den Motoriktests und (bei daraus resultierender Unfähigkeit zu 

schwimmen) dem MWM entfernt werden. Das Laufen auf waagerechtem Untergrund war 

nicht beeinträchtigt, sodass im Cross Maze Test die Altersgruppe entsprechend um ein Tier 

größer ist.  
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Abbildung 15: Entwicklungen des motorischen Phänotyps im Altersverlauf. Homozygote 

Mäuse des Typs Tg4-42hom wurden in drei Gruppen aufgeteilt und im Alter von fünf (n = 16), sechs 

(n = 17) und sieben Monaten (n = 9) motorischen Tests unterzogen. (A) Mäuse aller Altersgruppen 

erzielen hohe Werte im String Suspension Test und steigern sich mit zunehmendem Alter. Im 

statistischen Vergleich liegen keine signifikanten Unterschiede vor (einfaktorielle Varianzanalyse). (B) 

Im Balance Beam Test können sich Tg4-42hom-Mäuse aller getesteten Altersstufen lange Zeit auf dem 

Stab halten. Mäuse der Altersgruppe 7M erreichen hier den niedrigsten Wert, während die der 

Gruppen des Alters von fünf bzw. sechs Monaten ähnlich hoch ausfielen. Signifikante Unterschiede 

ließen sich jedoch nicht feststellen (einfaktorielle Varianzanalyse).  

3.2.2 Enriched Environment führt nicht zu einer signifikanten Verbesserung der 

motorischen Fähigkeiten 

Weibliche Mäuse, die seit dem Alter von zwei Monaten unter EE-Bedingungen des (siehe 

Kapitel 2.3.2) gehalten wurden, wurden ebenfalls den beiden oben genannten Tests 

unterzogen und mit der unbehandelten Gruppe desselben Alters aus 3.2.1 verglichen. Wie 

bereits unter 1.14 beschrieben, wurden hier weibliche Tiere miteinander verglichen. Hierbei 

erzielten die Tiere im String Suspension Test eine hohe Punktzahl (EE: M = 4 ± 0,3519), die 

sich nicht signifikant von den unter Standardbedingungen gehaltenen Tieren des gleichen 

Alters (SH: M = 4 ± 0,3015) unterschied (Abbildung 16 A). 

Im Balance Beam Test konnte für Tiere aus der Enrichment-Gruppe (EE: M = 53,42 s ± 2,4475) 

kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu der unter Standardbedingungen gehaltenen 

gleichaltrigen Gruppe (SH: M = 47,39 s ± 5,151) festgestellt werden (Abbildung 16 B).  
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Abbildung 16: Einfluss von EE auf den motorischen Phänotyp. Eine Gruppe von Mäusen Tg4-

42hom die für drei Monate im EE gehalten wurde (EE; n = 15), wurde im Alter von sechs Monaten 

mit unter Standardbedingungen gehaltenen Tieren verglichen (SH; n = 12). (A) Mäuse aus dem EE 

erzielen eine vergleichbar hohe Punktzahl im String Suspension Test (EE: M = 4 ± 0,3519; SH: M = 4 

± 0,3015), es liegen keine signifikanten Unterschiede vor. (B) Im Balance Beam Test zeigen EE-Mäuse 

keinen signifikanten Unterschied zur SH-Kontrollgruppe (EE: M = 53,42 s ± 2,4475; SH: M = 47,39 

s ± 5,151) (t-Test). 

3.3 Morris Water Maze Test 

3.3.1 Verlust der Fähigkeit des räumlichen Bezugsgedächtnisses im Altersverlauf 

bei Tg4-42hom-Mäusen 

Durch vorangegangene Arbeiten konnte gezeigt werden, dass es bei Mäusen des Typs Tg4-

42hom im fortgeschrittenen Lebensalter zu deutlichen Einschränkungen des räumlichen 

Lernvermögens kommt (Bouter et al. 2013). Bisher war jedoch nicht klar, zu welchem 

genauen Zeitpunkt sich dies messbar manifestiert. Zur weiteren Klärung dieser Frage wurden 

Tg4-42hom-Tiere im Alter von vier, fünf und sechs Monaten im MWM untersucht (n = 9 - 

17). Der MWM bestand aus drei Teilversuchen: Dem dreitägigen Cued Training, dem 

fünftägigen Acquisition Training sowie dem abschließenden Probe Trial. 

Das Cued Training diente dazu, relevante Einschränkungen der Motorik oder optischen 

Wahrnehmung in den untersuchten Tieren auszuschließen. Hierzu wurde über eine Spanne 

von drei Tagen die Zeit gemessen, die die Mäuse benötigten, um eine in einem mit 

eingefärbtem Wasser gefüllten Becken befindliche, mit einer blauen Fahne markierte, 

Plattform zu erreichen. Diese Plattform befand sich unter der Wasseroberfläche und war bis 

auf die Markierung nicht zu sehen. Die Position der Plattform wurde mehrmals nach einem 

vorher festgelegten Muster verändert. Außerdem wurde während des gesamten 

Versuchsabschnitts die Schwimmgeschwindigkeit der einzelnen Mäuse aufgezeichnet. 
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Während des dreitägigen Cued Trainings verringerte sich die Zeit, die durchschnittlich zum 

Auffinden der markierten Plattform benötigt wurde in allen drei Altersstufen stetig 

(Abbildung 17 A, 5M: Tag1: M = 39,17 s ± 3,014; Tag3: M = 18,94 s ± 2,609; 6M: Tag1: M 

= 43,23 s ± 2,644; Tag3: M = 22,09 s ± 2,236 7M: Tag1: M = 47,98 s ± 2,052; Tag3: M = 

27,14 s ± 3,787). Somit stand fest, dass alle Mäuse weder motorisch noch in ihrer optischen 

Wahrnehmung beeinträchtigt und das Testprinzip erlernt hatten.  

 

Abbildung 17: Cued Training im Altersverlauf.  Während des Cued Trainings wurde über einen 

Zeitraum von drei Tagen die durchschnittlich zum Auffinden der sich unter Wasser befindenden 

Plattform benötigte Zeit (Fluchtzeit) gemessen. Hierfür wurden Tg4-42hom-Mäuse der o.g. 

Altersstufen verwendet. (A) Über den Verlauf des Cued Trainings nimmt die durchschnittliche 

Fluchtzeit (in Sekunden) in allen Altersgruppen stetig ab. (B) Die Schwimmgeschwindigkeit fünf- 

und siebenmonatiger Tiere ist während des Cued Trainings vergleichbar, wobei die der sechs Monate 

alten Tiere an allen Tagen signifikant niedriger im Vgl. zu den anderen Altersgruppen liegt (an Tag 1 

sign. langsamer als 7M, an Tag 2 sign. langsamer als 5M, an Tag 3 sign. langsamer als 5M (***) und 

7M (**). Angaben in m/s. (Schwimmgeschwindigkeit und Fluchtzeit: zweifaktorielle Varianzanalyse 

mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur, ***p < 0,001; **p < 0,01; *p < 0,05 n = 9 - 17). 

Nach 24 Stunden wurden dieselben Mäuse dem Acquisition Training unterzogen. Dazu wurde 

die Markierung von der Plattform entfernt und zusätzliche Orientierungshilfen am 

Beckenrand angebracht. Die Position der Plattform blieb während des gesamten Acquisition 

Trainings gleich, lediglich der Ort, an dem die Mäuse ins Wasser gesetzt wurden, wurde nach 

einem festen Schema verändert. Wie beim Cued Training wurde nun über einen 

Versuchszeitraum von fünf Tagen die durchschnittlich benötigte Zeit zum Auffinden der 

versteckten Plattform sowie die Schwimmgeschwindigkeit der Mäuse gemessen. Tiere aller 

untersuchten Altersgruppen zeigten während der fünf Tage eine stetige Verbesserung 

(Abbildung 18). Es kam in allen untersuchten Gruppen zu einer signifikanten Verringerung 

der benötigten Zeit vom ersten zum fünften Tag kam. (5M: Tag1: M = 46,08 s ± 2,632; 
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Tag5: M = 21,26 s ± 2,766; 6M: Tag1: M = 40,59 s ± 2,343; Tag5: M = 29,96 s ± 3,338; 7M: 

Tag1: M = 34,28 s ± 4,317; Tag5: M = 23,39 s ± 2,646).  

 

Abbildung 18: Acquisition Training im Altersverlauf.  Analog zum Cued Training wurde während 

des fünftägigen Acquisition Trainings ebenfalls die Fluchtzeit sowie die Schwimmgeschwindigkeit 

gemessen. (A) Während des Zeitverlauf verbesserten sich die Mäuse der einzelnen Altersgruppen 

stetig (Angaben in Sekunden). (B) Die Schwimmgeschwindigkeit blieb innerhalb der einzelnen 

Altersgruppen während des gesamten Versuches vergleichbar. Bei der Altersgruppe der sechs Monate 

alten Tiere liegt diese signifikant niedriger als die der fünf Monate alten Tiere. Angaben in m/s. 

(Schwimmgeschwindigkeit und Fluchtzeit: zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit 

Bonferroni-Korrektur, **p < 0,01; *p < 0,05; n = 9 - 17). 

Weitere 24 Stunden später erfolgte der abschließende Probe Trial. Hierzu wurde die mobile 

Plattform aus dem Versuchsaufbau entfernt. Die Mäuse wurden für einen einzigen 

Durchgang vorsichtig ins Wasser gelassen und ihre Position innerhalb des Beckens über 

einen Zeitraum von 60 Sekunden aufgezeichnet. Diese Position wurde anschließend 

automatisch dem entsprechenden Quadranten (Goal, Left, Right, Opposite) zugeordnet und 

die jeweilige Aufenthaltsdauer berechnet. Der Zielquadrant („Goal“) war der Quadrant, in 

dem sich während des Acquisition Trainings die Plattform befunden hatte. Tg4-42hom-Mäuse 

im Alter von fünf Monaten hielten sich durchschnittlich signifikant länger im Zielquadranten 

im Vergleich zu den anderen Quadranten auf (einfaktorielle Varianzanalyse; 5M: Goal: M = 

33,19 % ± 2,949; Left: M = 22,28 % ± 2,609; Right: M = 23,11 % ± 2,413; Opposite: M = 

21,49 % ± 2,670, Abb. 19A). Es ist also in diesem Alter noch von einem intakten örtlichen 

Lernen und Gedächtnis auszugehen. Mäuse von sechs und sieben Monaten zeigten keine 

eindeutige Präferenz für den Zielquadranten mehr. In der statistischen Analyse ließ sich kein 

signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Quadranten feststellen (6M: Goal: M = 

29,76 % ± 3,536; Left: M = 27,32 % ± 2,743; Right: M = 21,00 % ± 3,262; Opposite: M = 

21,91 % ± 2,711; 7M: Goal: M = 31,56 % ± 4,435; Left: M = 24,02 % ± 3,538; Right: M = 

22,96 % ± 2,237; Opposite: M = 21,44 % ± 2,356, Abb. 19A). In diesem Zeitraum scheint 
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sich also eine messbare Beeinträchtigung des räumlichen Gedächtnisses im MWM bei Tg4-

42hom Mäusen zu manifestieren (Abbildung 19A). Während des Probe Trials wiesen fünf und 

sechs Monate alte Mäuse eine ähnliche Schwimmgeschwindigkeit auf, während die sieben 

Monate alte Gruppe eine signifikant höhere Schwimmgeschwindigkeit aufwies (einfaktorielle 

Varianzanalyse; 5M: M = 0,1643 m/s ± 0,00909 

 6M: M = 0,1482 m/s ± 0,01294 7M: M = 0,1963 m/s ± 0,01149; Abbildung 19B). Die 

Schwimmgeschwindigkeit ist in diesem Abschnitt des Versuches jedoch zu vernachlässigen, 

da sie keinen Einfluss auf die in den einzelnen Quadranten verbrachte relative Zeitspanne 

hat. 

 

Abbildung 19: Entwicklung der räumlichen Gedächtnisleistung im Probe Trial. Während des 

Probe Trials wurde die Position der Tg4-42hom-Mäuse aus den drei Altersgruppen im Wasserbecken 

bestimmt, dem jeweiligen Quadranten zugeordnet und anschließend ausgewertet. (A) Während sich 

Mäuse im Alter von fünf Monaten noch signifikant länger im Zielquadranten („G“) als zu den 

Quadranten „L“ und „O“, (im Vgl. zum Quadranten „R“ lässt sich die Präferenz statistisch nicht 

belegen, deutet sich jedoch in der graphischen Darstellung an) aufhielten, ließ sich diese Präferenz 

im Altersverlauf nicht mehr nachweisen (einfaktorielle Varianzanalyse, *p < 0,05; Beschriftung: Alter 

in Monaten; Angaben in Prozent an der Gesamtzeit). Je intensiver die Färbung, desto größer die 

Summe der Aufenthaltsdauer der Mäuse an dieser Position. Der Zielquadrant ist mit „*“ 

gekennzeichnet. (B) Mäuse im Alter von sieben Monaten schwammen signifikant schneller als sechs 

Monate alte Tiere. Angaben in m/s. Die Schwimmgeschwindigkeit ist für den Probe Trial nicht von 

Bedeutung (n = 9 - 17). 
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3.3.2 Enriched Environment rettet Defizite des räumlichen Lernens im Morris 

Water Maze Test bei Tg4-42hom-Mäusen 

Im Kapitel 3.3.1 konnte gezeigt werden, dass sich bei Mäusen des Typs Tg4-42hom im Alter 

von sechs Monaten objektivierbare Defizite im Bereich des räumlichen Lernens feststellen 

ließen. Um den Einfluss des EE auf diesen Befund zu untersuchen, wurde eine Gruppe von 

Mäusen, die vom zweiten bis zum fünften Lebensmonat unter den in Kapitel 2.3.2 genannten 

Bedingungen gehalten wurde, dem gleichen Versuchsaufbau im MWM unterzogen. Wie 

bereits vorangehend erläutert, wurden in diesem Abschnitt weibliche Tiere verglichen. 

Während des dreitägigen Cued Trainings zeigte sich ebenfalls eine deutliche und 

kontinuierliche Abnahme der zum Erreichen der markierten Plattform benötigten Zeit. Es 

konnte kein Unterschied zu gleichaltrigen, unter SH-Bedingungen gehaltenen Tg4-42hom-

Mäusen festgestellt werden (EE: Tag1: M = 44,02 s ± 1,581; Tag3: M = 22,82 s ± 2,729 

bzw. SH: Tag1: M = 41,97 s ± 3,260; Tag 3: M = 24,67 s ± 2,638). Tiere unter EE-

Bedingungen zeigten dabei eine signifikant höhere Schwimmgeschwindigkeit (Abbildung 

20).   

 

 

Abbildung 20: Auswirkungen von EE auf das Cued Training. Mäuse des Typs Tg4-42hom, die 

seit dem zweiten Lebensmonat unter Bedingungen des EE gehalten worden waren, wurden im Alter 

von sechs Monaten getestet und mit gleichaltrigen Mäusen aus der Standardtierhaltung (SH) 

verglichen. (A) Während des dreitägigen Cued Trainings nahm die Fluchtzeit konstant ab und verhielt 

sich ähnlich zu unbehandelten Altersgenossen. (B) Tiere aus dem EE schwimmen im Vergleich zu 

den Tieren aus der Standardhaltung an Tag 2 und 3 signifikant schneller (Schwimmgeschwindigkeit 

und Fluchtzeit: zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur). 

Angaben in m/s (***p < 0,001; n = 12 - 15). 
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Im Acquisition Training zeigten sich ähnliche Befunde. Auch hier nahm die Zeit, die von EE-

Mäusen zum Auffinden der unsichtbaren Plattform benötigt wurde, mit jedem Tag konstant 

ab. Die Anfangs- und Endwerte sind bei EE und Mäusen aus der Standardtierhaltung (SH) 

sehr ähnlich, jedoch zeigten  die EE-Mäuse eine frühere Verbesserung, während es bei SH-

Mäusen erst am letzten Tag des Trainings zu einer deutlichen Verringerung der Zeit kommt 

(Abbildung 21A, EE: Tag1: M = 39,60 s ± 2,778; Tag5: M = 29,48 s ± 3,297 bzw. SH: : 

Tag1: M = 40,07s  ± 3,034; Tag5: M = 28,82 s ± 3,954). Ein signifikanter Unterschied 

zwischen den Gruppen liegt nicht vor. Die Schwimmgeschwindigkeit von EE-Mäusen lag 

auch während dieses Versuchsabschnitts durchgehend über der der unbehandelten Tg4-

42hom-Mäuse, jedoch ohne statistische Signifikanz (Abbildung 21B). 

 

 

Abbildung 21: Auswirkungen von EE auf das Acquisition Training. (A) Sechs Monate alte EE-

Mäuse zeigen im Acquisition Training   ähnlich wie Tg4-42hom-Mäuse aus der Standardtierhaltung (SH) 

über den Zeitraum des Acquisition Trainings eine konstante Verbesserung der Zeit zum Erreichen der 

Plattform. (B) Auch im Acquisition Training zeigen EE-Mäuse an manchen Tagen höhere 

Schwimmgeschwindigkeiten, allerdings ohne statistisch signifikant zu sein (Schwimmgeschwindigkeit 

und Fluchtzeit: zweifache Varianzanalyse mit Messwiederholungen mit Bonferroni-Korrektur). 

Angaben in m/s (n = 12 - 15). 

Am letzten Versuchstag wurde die Positionen der Tiere aus dem EE im Becken, wie schon 

bei den unbehandelten Tg4-42hom-Mäusen, während eines einzigen 60 Sekunden dauernden 

Probe Trials aufgezeichnet und den vier Quadranten zugeordnet. Anschließend wurde der 

Anteil an der gesamten Zeit gemessen, die sich die Mäuse in den jeweiligen Quadranten 

aufhielten. Hierbei ließ sich ein deutlicher Unterschied der sechs Monate alten EE-Mäuse zu 

denen aus der Standardtierhaltung (SH) ausmachen. Mäuse aus dem EE hielten sich 

signifikant länger im Zielquadranten als in den anderen drei Quadranten auf, während die 

SH-Mäuse desselben Alters keine deutliche Präferenz für einen der Quadranten aufwiesen 
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(EE: Goal: M = 36,44 % ± 3,708; Left: M = 17,61 % ± 1,634; Right: M = 24,11 % ± 3,359; 

Opposite: M = 21,87 % ± 2,676; SH: Goal: M = 30,32 % ± 3,725; Left: M = 24,82 % ± 

2,716; Right: M = 24,56 % ± 3,947; Opposite: M = 20,29 % ± 3,179; Abbildung 22 A). Diese 

Präferenz der EE-Mäuse für den Zielquadranten fiel sogar deutlicher als bei unbehandelten 

Tg4-42hom-Mäusen im Alter von fünf Monaten aus. Es lässt sich also postulieren, dass das 

EE einen positiven Einfluss auf räumliche Gedächtnisfunktionen im MWM hat. Während 

des Probe Trials schwammen Mäuse aus dem EE schneller als SH-Mäuse, jedoch nicht 

statistisch signifikant (EE: M = 0,1757 m/s ± 0,009128; SH: M = 0,1538 m/s ± 0,01576; 

Abbildung 22 B). 

 

 

Abbildung 22: Einfluss von EE auf räumliche Gedächtnisleistung im Probe Trial. Während 

des Probe Trials wurde die Schwimmposition der Tg4-42hom-Mäuse aus dem EE bestimmt und mit 

der der gleichaltrigen unbehandelten Tg4-42hom-Mäuse (SH, siehe Kapitel 3.3.1) verglichen. (A) Im 

Gegensatz zu den SH-Mäusen zeigten EE-Mäuse eine signifikant bis hoch signifikante Präferenz für 

den Zielquadranten („G“) im Vergleich zu allen anderen Quadranten („L“, „R“, „O“; einfaktorielle 

Varianzanalyse, *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001). (B) EE-Mäuse schwammen während des Probe 

Trials schneller als SH-Mäuse, es gab jedoch keinen signifikanten Unterschied (t-Test). Angaben in 

m/s (n = 12 - 15). 
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3.4 Cross Maze Test 

3.4.1 Kein Verlust von Funktionen des Arbeitsgedächtnisses von Tg4-42hom-

Mäusen im Cross Maze Test 

Zum Abschätzen der Funktionen des Arbeitsgedächtnisses wurden die Mäuse u. mithilfe des 

Cross Maze Tests untersucht. Die Mäuse wurden am Ende eines Labyrintharms platziert und 

ihr Bewegungsmuster sowie die Besuche der einzelnen Arme über einen Zeitraum von 10 

Minuten aufgezeichnet. Anschließend wurde die Prozentzahl der während des Versuches 

stattgefundenen Alternationen, also Besuche aller Arme nacheinander ohne Wiederholung, 

im Vergleich zu den insgesamt möglichen Alternationen bestimmt (Wietrzych et al. 2005; 

siehe 2.7.4).  Die getesteten homozygoten Tg4-42 Mäuse zeigten im Alter von fünf, sechs 

bzw. sieben Monaten gemessen an den prozentual möglichen Alternationen keine 

signifikanten Unterschiede zueinander. (5M: M = 32,85 % ± 3,351; 6M:  M = 35,34 % ± 

1,949; 7M: M = 34,94 % ± 3,083; einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur). 

Diese Daten deuten auf ein intaktes Arbeitsgedächtnis hin, wobei hier als Einschränkung ein 

Vergleich mit nicht-transgenen Wildtyptieren fehlt. Sie liegen jedoch im Bereich 

vorangegangener Arbeiten von Bouter (2014), wo ein entsprechender Vergleich ohne 

signifikante Unterschiede zu Wildtyptieren durchgeführt wurde  (Abbildung 23 A). 

3.4.2 Enriched Environment führt nicht zu einer signifikanten Steigerung des 

Arbeitsgedächtnisses im Cross Maze Test   

Neben den unter SH-Bedingungen gehaltenen Tieren wurde ebenfalls eine Gruppe von 

sechs Monate alten Tieren aus dem EE dem Cross Maze Test unterzogen. Hierbei ließ sich 

kein signifikanter Unterschied zu der entsprechenden SH-Vergleichsgruppe feststellen. Im 

Vergleich zu den gleichaltrigen Tieren aus der der SH wurde insgesamt ein leicht höherer 

Prozentsatz an Alternationen erreicht (EE: M = 40,62 % ± 2,422), der jedoch statistisch 

nicht signifikant ausfiel (Abbildung 23 B). 
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Abbildung 23: Cross Maze Test; Entwicklungen im Altersverlauf und Einfluss von EE.  (A) 

Alle untersuchten Altersgruppen von Mäusen des Typs Tg4-42hom führten eine vergleichbare Menge 

an Alternationen aus (Angabe als Prozentzahl an möglichen Alternationen). Statistisch zeigten sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Altersgruppen (einfaktorielle 

Varianzanalyse; Gruppengrößen n = 9 - 18) (B) Im Vergleich zu gleichaltrigen Artgenossen aus der 

Standardhaltung (SH: M = 35,38 % ± 2,363) führten weibliche EE- Mäuse mehr vollständige 

Alternationen durch (EE: M = 40,62 % ± 2,422), was jedoch statistisch nicht signifikant war (t-Test, 

Gruppengrößen n = 13 - 15) 

3.5 Stereologie 

3.5.1 Tg4-42hom Mäuse zeigen im Altersverlauf einen deutlich zunehmenden 

hippocampalen Neuronenverlust in der CA1-Region 

Wie bereits in vorhergehenden Arbeiten beschrieben, kommt es bei heterozygoten Tg4-42 

Tieren zu einer massiven Abnahme der Zahl an hippocampalen Nervenzellen (Bouter et al. 

2013). Um diesen Nervenzellverlust auch bei homozygoten Trägern zu bestimmen und in 

den Altersverlauf einzuordnen, wurden die Neuronen in der Pyramidenzellregion CA1 des 

Hippocampus mittels der in Kapitel 2.6 beschriebenen stereologischen Verfahren ausgezählt 

und berechnet (Bregma -1,22 mm bis -3,80 mm). Hierzu wurden 30 µm dicke Gehirnschnitte 

von Tiergruppen im Alter von fünf, sechs und sieben Monaten mit Kresylviolett gefärbt und 

untersucht. Bereits bei fünf Monate alten Tieren zeigte sich ein im Vergleich zu bereits aus 

anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe ermittelten Wildtyp-Daten (Antonios et al. 2015; 

Hüttenrauch et al. 2016b) weit fortgeschrittener Verlust von Neuronen im Abschnitt CA1 

(6M: M = 168997,5 ± 6018,09), der über den weiteren Altersverlauf stetig zunahm (7M: M 

= 151092,2 ± 1665,49; 7M: M = 141224 ± 5944,37). Nach statistischer Analyse aller drei 

Gruppen zeigte sich zwischen der Gruppe im Alter von fünf Monaten und derjenigen im 

Alter von sechs Monaten ein signifikanter Unterschied (*p < 0,05), zwischen fünf und sieben 
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Monate alten Mäusen bestand ein hoch signifikanter Unterschied (***p < 0,001; Abbildung 

24 A). 

3.5.2 Enriched Environment verzögert hippocampalen Neuronenverlust im 

Abschnitt CA1 

Um die Auswirkung des EE auf den hippocampalen Nervenzellverlust von homozygoten 

Tg4-42-Mäusen zu untersuchen, wurden die Gehirne von sechs Monate alten Mäusen, die 

zuvor unter den unter 2.3.2 beschriebenen Bedingungen gehalten worden waren, aufbereitet 

und in einer Dicke von 30 µm geschnitten. Diese Hirnschnitte wurden anschließend analog 

denen der Schnitte aus den Gruppen der Standardhaltungsbedingungen mit Kresylviolett 

gefärbt und die Neuronen im Abschnitt CA1 des Hippocampus ausgezählt (siehe Kapitel 

2.6.2). Es zeigte sich ein deutlich verminderter Untergang der Neuronen in diesem Abschnitt. 

Im Vergleich zu den unter Standardbedingungen gehaltenen Tieren lag ein statistisch hoch 

signifikant geringerer Nervenzellverlustverlust vor (EE: M = 172852 ± 4401,04) (t-Test, *** 

p < 0,001; Abbildung 24 B). 

 

 

 

Abbildung 24: Entwicklung der Neuronenzahl in CA1 und Einfluss durch EE. Zum 

Abschätzen des Neuronenverlusts bei Mäusen des Tg4-42hom wurden die Nervenzellen in der 

Pyramidenzellschicht CA1 des Hippocampus ausgezählt. (A) Bereits im Alter von fünf Monaten 

kommt es bei Tg4-42hom-Mäusen im Vergleich zu bereits vorliegenden Daten zu Wildtyptieren  zu 

einem deutlichen Verlust von Neuronen (Antonios et al. 2015; Hüttenrauch et al. 2016b). Mäuse im 

Alter von sechs bzw. sieben Monaten zeigen zusätzlich eine signifikant bzw. hochsignifikante 

Steigerung des Zellverlustes (einfaktorielle Varianzanalyse, * p < 0,05, *** p < 0,001). (B) Unter dem 

Einfluss des EE kommt es zu einer deutlichen Verzögerung des Neuronenverlusts. EE-Mäuse zeigen 

verglichen mit der gleichaltrigen Gruppe aus der Standardtierhaltung (SH) eine hoch signifikant 

größere Neuronenpopulation in der CA1-Region (t-Test, *** p < 0,001). Gruppengrößen n = 5 - 11.  
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4 Diskussion 

4.1 Aß4-42 als Ursache des zunehmenden Untergangs von Neuronen 

im Hippocampus und konsekutiven Verhaltensdefiziten im 

Altersverlauf  beim transgenen Mausmodell Tg4-42hom  

Seit ihrer Erstbeschreibung durch Alois Alzheimer (1907) vor mehr als einhundert Jahren ist 

die nach ihm benannte Alzheimer-Krankheit eng mit ihren neuropathologischen 

Charakteristika verknüpft. Neben einem Untergang von Nervenzellen und 

Neurofibrillenbündeln sind dies extrazelluläre Eiweißablagerungen im Gehirn, die sog. 

senilen Plaques. Diese Ablagerungen bestehen hauptsächlich aus Peptiden des Typs 

Amyloid-β (Glenner und Wong 1984), das durch Schneiden von APP mittels bestimmter 

Enzyme, sog. Sekretasen, entsteht (De Strooper 2010). Lange hat man die 

Alzheimerforschung sich auf die mit der Aminosäure Aspartat beginnenden vollständigen 

Amyloidpeptide Aβ40 und Aβ42 konzentriert, wobei Aβ42 der Hauptanteil an der Pathogenese 

des M. Alzheimer zugesprochen wird. Diese Variante lässt sich früher und in größerer 

Konzentration in den Plaques nachweisen, weist eine höhere Neigung zur Ausbildung von 

Fibrillen auf und besitzt auch im löslichen Zustand neurotoxische Eigenschaften (Jarrett et 

al. 1993; Iwatsubo et al. 1994; Lemere et al. 1996; Shankar et al. 2007).  

Bei genauerer Betrachtung weisen die vorhandenen Aβ-Spezies im Gehirn von Patienten mit 

AD jedoch eine hohe Heterogenität auf und es existieren zahlreiche Varianten, die am 

Carboxy- oder am Amino-Terminus trunkiert sind. In den letzten Jahren haben diese 

zunehmend an wissenschaftlicher Bedeutung gewonnen (Wirths und Zampar 2019). 

Massenspektrometrische Analysen von Aβ-Peptiden aus löslichen und unlöslichen 

Aggregaten im Gehirn von sechs Patienten mit bestätigtem Morbus Alzheimer und schwerer 

Demenz konnten z. B. zeigen, dass 30 % der Peptide Verkürzungen am C-Terminus und 

sogar über 70 % am Amino-Terminus aufweisen (Wildburger et al. 2017). Auch bei Patienten 

mit einer Alzheimer-Erkrankung im präklinischen Stadium zeigen sich bereits 

Akkumulationen von N-trunkierten Varianten (Sergeant et al. 2003). Ebenso konnte in 

verschiedenen transgenen Mausmodellen für den M. Alzheimer eine heterogene Mischung 

von N-terminal verkürzten Aβ-Spezies nachgewiesen werden, im Gegensatz zum Menschen 

ist der Anteil am Gesamt-Aβ jedoch deutlich geringer (Kawarabayashi et al. 2001; Casas et 

al. 2004). Deletionen am N-Terminus sind mit veränderten Eigenschaften des Aβ-Peptids 

verbunden. Nach Pike et al. (1995b) beschleunigen sie die Ausbildung von löslichen 

Oligomeren. Ebenso bleiben N-terminal verkürzte Aβ-Varianten länger löslich und besitzen 
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eine größere Neurotoxizität (Bayer und Wirths 2014). Zudem korrelieren lösliche Aβ-

Oligomere besser mit kognitiver Dysfunktion als das Ausmaß von Amyloidplaques und es 

bestehen wachsende Hinweise darauf, dass neben extrazellulären Plaques auch toxische 

Effekte von intrazellulärem Aβ eine wichtige Rolle spielen könnten (Tseng et al. 2004; Lesné 

et al. 2006; Benilova et al. 2012). Zusammengefasst sind in den letzten Jahren die Hinweise 

dafür, dass Aβ-Spezies mit Kürzungen am Amino-Terminus eine wichtige Rolle in der 

Entstehung der Alzheimer-Krankheit spielen, stetig gewachsen und haben diese weiter in 

den Fokus der Forschung gerückt (Jawhar et al. 2011; Kummer und Heneka 2014; Wirths 

und Zampar 2019). 

Eine dieser oben beschriebenen N-terminal verkürzten Aβ-Varianten ist Aβ4-42. Bereits 1985 

ergaben Untersuchungen von Masters et al. (1985), dass der Großteil (nämlich 64 %) der 

untersuchten Aβ-Spezies in Amyloidplaques bei Patienten mit sporadischem M. Alzheimer 

mit einem Phenylalaninrest an Position 4 (Aβ4-42) beginnt. Auch bei Arbeiten von Lewis et 

al. (2006) war dies die vorherrschende Isoform von Aβ-Peptiden. Andere Autoren konnten 

massenspektrometrisch zeigen, dass Aβ4-42 neben Aβ1-42 die dominante Aβ-Variante im 

Kortex und Hippocampus von Patienten, die an einer familiären oder der sporadischen Form 

des M. Alzheimer erkrankt waren, darstellt (Portelius et al. 2010). Trotz der frühen 

Entdeckung wurde Aβ4-42 und seine Rolle in der Alzheimerpathogenese bisher in der 

Forschung nur wenig beachtet. Zur weiteren Erforschung bietet sich hier die Arbeit mit 

transgenen Tiermodellen an. Einige transgene Mausmodelle, z. B. Mäuse der Linien 5XFAD 

und APP/PS1KI bilden u. a. Aβ4-42 aus (Casas et al. 2004; Wittnam et al. 2012). Da bei diesen 

Modellen jedoch auch eine große Menge weiterer N-terminal verkürzter Aβ-Spezies gebildet 

werden und sie zudem auch verschiedene Mutationen der familiären Form des M. Alzheimer 

unterliegen, eignen sie sich nicht zur speziellen Erforschung des Einflusses von Aβ4-42. Aus 

diesem Grund wurde in unserer Arbeitsgruppe das transgene Mausmodell Tg4-42 entwickelt 

(siehe 2.2.1). Diese Tiere exprimieren unter Kontrolle eines murinen Thy1-Promotors 

humanes Aβ4-42. Mutationen für eine familiäre Form der Alzheimer-Krankheit liegen hier 

nicht vor. In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, das Aβ4-42 stabile Aggregate bildet 

und es bei Mäusen zu einem alters- und Gendosisabhängigen Verlust von Neuronen im 

Hippocampus und deutlichen Einschränkungen in Gedächtnisfunktionen führt. Dies 

geschieht ohne die Ausbildung relevanter extrazellulärer Plaqueablagerungen oder 

Neurofibrillenbündel (Bouter et al. 2013; Antonios et al. 2013). Stereologische 

Untersuchungen sowie Verhaltenstest aus vorherigen Arbeiten ergaben bisher, dass 

heterozygote und homozygote Tiere im Alter von drei Monaten noch keine 

Einschränkungen des räumlichen Bezugsgedächtnisses im MWM zeigen. Im Alter von zwölf 



 67 

Monaten sind bei heterozygoten Tieren ausgeprägte Defizite auffällig. Homozygote Tiere 

sind von den Auswirkungen schon deutlich früher betroffen. Hier ließen sich bereits im Alter 

von acht Monaten deutliche Einschränkungen erkennen (Bouter et al. 2013). Der genaue 

Zeitpunkt, an dem sich diese Defizite objektiv messbar manifestieren, war zu Beginn dieser 

Arbeit noch nicht geklärt. Daher wurden im Rahmen dieser Dissertation Versuche 

unternommen, diesen Zeitpunkt genauer zu bestimmen, indem homozygote Tiere des Typs 

Tg4-42 im Altersverlauf von fünf, sechs und sieben Monaten untersucht wurden. Zusätzlich 

sollte mittels stereologischer Untersuchungen ein Bezug zum Neuronenverlust in der 

Pyramidenzellschicht CA1 des Hippocampus hergestellt werden. 

Im Rahmen der Alzheimer-Erkrankung kann es auch zu motorischen Beeinträchtigungen 

kommen, die sogar früher  als der als charakteristisch angesehene fortschreitende Abbau 

kognitiver Funktionen beginnen können (Wirths und Bayer 2008; Albers et al. 2015). Einige 

transgene Mausmodelle des M. Alzheimer (z. B. 5XFAD und APP/PS1KI) weisen ebenso 

im Altersverlauf deutliche motorische Einschränkungen auf (Wirths et al. 2008; Jawhar et al. 

2012; O'Leary et al. 2018). Um die motorischen Fähigkeiten der Tiere zu beurteilen, wurden 

diese vor den Verhaltenstest zwei motorischen Test unterzogen. Dies ist auch insofern 

wichtig, als die Folgeversuche, v. a. der MWM, von den motorischen Fertigkeiten der 

untersuchten Tiere abhängig sind und entsprechende Einschränkungen die Ergebnisse 

verfälschen können. Mithilfe des String Suspension Test wurde die Greifkraft und die 

Koordination grober Motorik bewertet. Die feineren motorischen Koordinationsfähigkeiten 

wurde mithilfe des Balance Beam Tests geprüft (Luong et al. 2011). Tg4-42hom-Mäuse aller 

untersuchten Altersgruppen zeigten in beiden Tests keine signifikanten Einschränkungen, 

wobei die Altersgruppe von sieben Monaten im Balance Beam Test eine etwas eingeschränktere 

Leistung zeigte. Wagner et al. (2019) konnten jedoch eine signifikant schlechtere Leistung 

von sieben Monate alten Tg4-42hom-Mäusen im Vergleich zu WT-Mäusen im Balance Beam 

Test herausarbeiten. Wie bereits oben erwähnt, ist auch in dieser Arbeit eine Tendenz zur 

Verschlechterung zu erkennen, deren Ausmaß hier aber (noch) nicht signifikant ausfällt. In 

einer aktuellen Arbeit (Stazi und Wirths 2021a) schneiden Tg4-42hom-Tiere desselben Alters 

neben dem Balance Beam Test zudem signifikant schlechter im Rotarod-Test im Vgl. zu WT-

Tieren ab. Es deutet sich somit an, dass ab dem sechsten bis siebten Lebensmonat bei Tg4-

42hom-Mäusen, die motorischen Defizite ersichtlich werden. 

Der MWM wurde bereits in den Achtzigerjahren des vergangenen Jahrhunderts durch den 

namensgebenden Forscher Richard G. Morris entwickelt und findet seitdem weit verbreitete 

Anwendung (Morris 1981). Dieser Test ist vor allem zur Überprüfung der Funktion des 

Hippocampus geeignet, aber auch Fehlfunktionen in anderen Bereichen des zentralen 
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Nervensystems können sich auf das Abschneiden im MWM auswirken (Morris 1984; 

Whishaw et al. 1997; Savage et al. 1997; Decker et al. 1995; D’Hooge und Deyn 2001). 

Aufgrund seines Aufbaus lässt das MWM eine Abgrenzung des räumlichen Lernens zum 

räumlichen Bezugsgedächtnis zu (Vorhees und Williams 2006). Viele transgene Mausmodelle 

der Alzheimer-Krankheit weisen Einschränkungen im MWM auf (Hsiao et al. 1996; Billings 

et al. 2005; Webster et al. 2013; Edwards et al. 2014; Bouter et al. 2014). Bei Mäusen der Tg4-

42-Linie konnten sowohl bei heterozygoten als auch homozygoten Tieren Defizite im MWM 

gezeigt werden (Bouter et al. 2013). Über die drei Tage des Cued Trainings zeigten alle Tg4-

42hom-Tiere sich stetig verkürzende Fluchtzeiten zum Erreichen der Plattform. Das Cued 

Training dient vor allem zur Bestätigung, dass die untersuchten Tiere über ausreichende 

visuelle und motorische Fertigkeiten verfügen, um den MWM absolvieren zu können. Dies 

deckt sich mit den oben beschriebenen Ergebnissen der motorischen Tests. Im Acquisition 

Training, das zur Bewertung des räumlichen Lernens dient, zeigten die Mäuse aller 

Altersgruppen stetig und signifikant abnehmende Fluchtzeiten. Signifikante Unterschiede an 

den einzelnen Tagen im Vergleich der einzelnen Gruppen zeigten sich hier nicht, sodass an 

den hier vorhandenen Daten keine Verschlechterung des räumlichen Lernens zu erkennen 

ist. Weiterführende Arbeiten, in denen die Anzahl der Tiere in den einzelnen Gruppen 

vergrößert wurde und die Altersgruppen zudem um eine weitere Gruppe von Tg4-42hom-

Tieren im Alter von vier Monaten ergänzt wurde, ergeben signifikant kürzere Fluchtzeiten 

der vier Monate alten Tiere im Vergleich zu den anderen Altersgruppen (Antonios et al. 

2015). Somit ist von einer Verschlechterung des räumlichen Lernens bereits im Alter von 

fünf Monaten auszugehen, was anhand der Daten in dieser Arbeit nicht zur Darstellung 

kommt. Im Probe Trial des MWM zeigen die Tiere der Altersgruppe von fünf Monaten noch 

eine signifikante Präferenz für den Zielquadranten, wobei diese bereits eingeschränkt scheint. 

Das in diesem Alter (noch) intakte Lernverhalten bestätigt sich auch in einer aktuellen Arbeit, 

in der u. a. Tg4-42hom-Mäuse im Alter von drei, fünf und neun Monaten untersucht wurden 

(Zampar und Wirths 2021). Die Mäuse in den Altersgruppen von sechs und sieben Monaten 

zeigen keine signifikante Präferenz für den Zielquadranten mehr. Somit ist bei Mäusen des 

Typs Tg4-42hom davon auszugehen, dass das räumliche Bezugsgedächtnis im Alter von fünf 

Monaten bereits leicht und ab sechs Monaten deutlich eingeschränkt ist. Zwischenzeitlich 

weitere erhobene Daten durch Antonios et al. (2015) stützen diese Annahme. Hier zeigen 

Tiere im Alter von vier Monaten noch eine signifikante Präferenz für den Zielquadranten 

gegenüber allen anderen Quadranten. Einige der in dieser Arbeit durchgeführten 

Experimente sind ebenfalls in diese Publikation eingeflossen.  
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Mithilfe des Cross Maze Test wurde das Arbeitsgedächtnis der Mäuse untersucht. Hierbei wird 

wie unter 2.7.4 beschrieben der Quotient der tatsächlich durchgeführten spontanen 

Alternationen von den während des Tests theoretisch möglichen Alternationen gebildet. Die 

spontanen Alternationen sind hierbei Ausdruck des natürlichen Erkundungsverhaltens von 

Mäusen (Dember und Fowler 1958). Obwohl zahlreiche transgene Mausmodelle des M. 

Alzheimer ausgeprägte Einschränkungen im Cross-, T-, Y-Maze oder anderen ähnlichen 

Versuchsaufbauten ausbilden (Lovasic et al. 2005; Oakley et al. 2006; Webster et al. 2014), 

zeigten die hier untersuchten Tg4-42hom-Tiere im Altersverlauf keine signifikanten 

Unterschiede untereinander. Dies deckt sich mit Ergebnissen vorangegangener Arbeiten, in 

denen Tg4-42hom keine signifikanten Unterschiede in den spontanen Alternationen im 

Vergleich zu Wildtyptieren zeigten (Bouter 2014). Eine mögliche Ursache dieses Sachverhalts 

könnte sein, dass im Cross Maze Test neben dem Hippocampus auch andere Hirnareale  von 

Bedeutung sind (Lalonde 2002). Möglicherweise kann die Funktion des Hippocampus trotz 

deutlichem Untergang von Neuronen hier noch entsprechend kompensiert werden.  

Obwohl der Untergang von Nervenzellen und die damit verbundene kortikale Atrophie 

histopathologische Charakteristika der Alzheimer-Krankheit sind, weisen längst nicht alle 

transgenen Mausmodelle für den M. Alzheimer einen Neuronenverlust auf (Wirths und 

Zampar 2020). Dies ist eine der Einschränkungen der transgenen Tiermodelle. Tiermodelle, 

die einen signifikanten Nervenzellverlust aufweisen, sind z. B. 5XFAD und APP/PS1KI, die 

beide einen Untergang von Neuronen in Hirnabschnitten zeigen, die vorwiegend 

intraneuronales Aβ und interessanterweise keine oder wenige Plaques aufweisen, was die 

modifizierte Amyloid-Hypothese stützt  (Oakley et al. 2006; Bayer und Wirths 2008). Bouter 

et al. (2013) konnten zeigen, dass es bei Mäusen der Tg4-42-Linie zu einem ausgeprägten 

Untergang von Neuronen im CA1-Abschnitt des Hippocampus kommt. Gleiches gilt auch 

für Mausmodelle, die intraneuronales AβpE3-42 exprimieren (Wirths et al. 2009; Alexandru et 

al. 2011; Meißner et al. 2015).  Die Ergebnisse dieser Arbeit fügen sich dementsprechend gut 

in dieses Bild ein. Mittels Design-basierter Stereologie wurden hier die Neuronen in der CA1-

Region gezählt. Auch hier zeigt sich im Altersverlauf ein steter und deutlicher Rückgang von 

Nervenzellen. Vergleicht man hier die Anzahl der verbliebenen Nervenzellen mit den von in 

unserer Arbeitsgruppe erhobenen Daten von WT-Tieren im Alter von drei bzw. acht 

Monaten, so ergibt sich für die Altersgruppe von fünf Monaten ein Rückgang von fast 43 %, 

für die Altersgruppe von sechs Monaten fast 50 % und für sieben Monate alte Tiere ein 

Nervenzellverlust von über 52 %. Dies deckt sich auch mit ergänzenden Ergebnissen unserer 

Arbeitsgruppe, die im Rahmen anderer Projekte gesammelt wurden (Stazi und Wirths 2021a; 

Hornung et al. 2019; Zampar und Wirths 2021).  Setzt man nun den stereologisch ermittelten 
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Verlust an Nervenzellen im Abschnitt CA1 des Hippocampus mit den Ergebnissen des 

MWM ins Verhältnis, so ergibt sich folgendes Bild: Mit einem Neuronenverlust von ca. 43 

% weisen Tiere des Typs Tg4-42hom im Alter von 5 Monaten bereits leichte Einschränkungen 

im räumlichen Bezugsgedächtnis und wahrscheinloch auch im räumlichen Lernen auf. Ab 

einem Verlust von ca. 50 % der hippocampalen Neuronen im CA1 sind die Defizite im 

räumlichen Bezugsgedächtnis bereits signifikant ausgeprägt. Dieser Zusammenhang mit dem 

Ausmaß an neuronalem Untergang im Hippocampus und Einschränkungen im räumlichen 

Lernen deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeiten. Nach Broadbent et al. (2004) zeigen 

Ratten erst ab einem anteiligen Schaden von 30 bis 50 % vom Gesamtvolumen 

Hippocampus messbare Einschränkungen des räumlichen Lernens. Laut Moser et al. (1995) 

sind für ein effizientes räumliches Lernen sogar nur 20 bis 40 % des gesamten Hippocampus 

notwendig. Der Verlust hippocampaler Neuronen kann also bis zu einem gewissen Punkt 

kompensiert werden. 

Zusammenfassend zeigen die o.g. Ergebnisse noch einmal die Bedeutung des Hippocampus 

für Funktionen des räumlichen Lernens und des räumlichen Bezugsgedächtnisses. Des 

Weiteren unterstreichen sie den Stellenwert von Aβ4-42 im Hinblick auf die Pathogenese der 

Alzheimer-Erkrankung und machen diese Peptidspezies auch als mögliches Target für 

therapeutische Interventionen interessant. Ebenso festigen sie die bereits durch Bouter 

(2014) postulierte Eignung des transgenen Mausmodells Tg4-42hom als Modell für die 

sporadische Form der Alzheimer-Krankheit deutlich, da sich hier im Altersverlauf ein 

robuster Phänotyp ausbildet, der auf genetischer Ebene ohne Mutationen der familiären 

Form des M. Alzheimer auskommt. Zu guter Letzt stützen die in dieser Arbeit erhobenen 

Ergebnisse die modifizierte Amyloidhypothese, da sich im Modell Tg4-42hom trotz 

Abwesenheit extrazellulärer Plaques aber intraneuronaler Aβ-Akkumulation ein ausgeprägter 

Nervenzellverlust und damit einhergehende Defizite in Gedächtnisfunktionen einstellen. 
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4.2 Enriched Environment bremst den hippocampalen 

Neuronenverlust beim Mausmodell Tg4-42hom und stellt Defizite 

des räumlichen Lernens wieder her 

Neben genetischen Risikofaktoren für die Alzheimer-Krankheit wird die Wahrscheinlichkeit, 

am M.  Alzheimer zu erkranken, nach heutigem Kenntnisstand der Wissenschaft auch durch 

eine Vielzahl weiterer Faktoren beeinflusst. Hierzu gehören zum Beispiel ein moderner 

Lebensstil, arterielle Hypertonie, Diabetes mellitus Typ 2, Übergewicht, Schlafmangel, Stress 

sowie körperliche Inaktivität (Mayeux und Stern 2012; Silva et al. 2019; Mattson 2015; 

Livingston et al. 2017). Nach Analysen epidemiologischer Studien könnten ca. ein Drittel der 

weltweiten Fälle von M. Alzheimer auf diese Faktoren zurückführbar sein (Norton et al. 

2014). Da diese Faktoren im Gegensatz zu den genetischen Risikomarkern potenziell 

beeinflussbar sind, besteht hier großes Potenzial zur Prävention. Diese Arbeit und weitere 

Projekte in unserer Arbeitsgruppe beschäftigen sich mit den modifizierbaren Risikofaktoren 

kognitiver und körperlicher Stimulation und den Auswirkungen auf die Entwicklung eines 

Alzheimer-Phänotyps. Friedland et al. (2001) konnten zeigen, dass Menschen, die aktiv 

physisch und kognitiv fordernden Aktivitäten nachgingen, ein im Vergleich mit 

Kontrollgruppen vierfach vermindertes Risiko haben, die Alzheimer-Krankheit zu 

entwickeln. Hamer und Chida (2009) gehen von einer Risikoreduktion von ca. 45 % aus. 

Auch zahlreiche andere Metastudien zeigen deutliche Hinweise für begünstigende Effekte 

von körperlicher Aktivität auf die Entwicklung geistigen Abbaus, sogar bei Menschen, bei 

denen bereits eine leichte kognitive Beeinträchtigung oder Demenz diagnostiziert worden 

war (Blondell et al. 2014; Heyn et al. 2004; Phillips et al. 2015). Barnes und Yaffe (2011) 

postulieren, dass ca. 13 % aller weltweiten Alzheimer-Erkrankungen auf körperliche 

Inaktivität zurückzuführen sind. Dies entspricht ca. 4,3 Millionen Fällen. Besonders vor dem 

Hintergrund der aktuell im klinischen Alltag nicht vorhandenen kausalen therapeutischen 

Konzepte machen diese Ergebnisse körperliche und geistige Aktivität und Stimulation als 

vergleichsweise einfach modifizierbaren Risikofaktor interessant. Das Hauptproblem der 

oben beschriebenen Analysen ist, dass es sich meist um retrospektive Studien handelt, die 

häufig außerdem auf persönlichen Berichten beruhen. Dadurch sind Angaben zum Ausmaß 

der körperlichen und geistigen Aktivität nur schwer objektivierbar. Abhilfe können hier 

prospektive Studiendesigns mit Tiermodellen schaffen, da diese besser reproduzierbar und 

miteinander vergleichbar sind. Bei tierexperimentellen Untersuchungen, die sich mit 

körperlicher bzw. kognitiver Stimulation beschäftigen, findet das Konzept des EE 

Anwendung. Hierbei wird der Lebensraum der Versuchstiere mithilfe verschiedener 

Spielzeuge und Objekte komplexer gestaltet und stellt ein nützliches multimodales Werkzeug 
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dar, um eine Steigerung von sensorischer Stimulation und physischer Aktivität zu erreichen 

(Rosenzweig et al. 1978a; Nithianantharajah und Hannan 2006). Versuchsprotokolle, die auf 

dem Konzept des EE fußen, werden seit Jahrzehnten wissenschaftlich angewendet und 

haben sich entsprechend etabliert (Kempermann 2019).  

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von EE auf das Mausmodell Tg4-42hom untersucht. Wie 

unter 1.14 beschrieben wurden Mäuse ab einem Alter von zwei Monaten dem EE 

unterzogen. Aus vorherigen Arbeiten unserer Gruppe ist bekannt, dass sich in diesem Alter 

im Vergleich zu Wildtyptieren noch keine messbaren Einschränkungen in Verhaltenstest 

bzw. Untergang von Nervenzellen im Hippocampus manifestieren (Bouter et al. 2013). Die 

Intervention mittels EE wurde bis zu dem Alter fortgesetzt, bei dem es zu messbaren 

Auffälligkeiten im räumlichen Bezugsgedächtnis gekommen ist. Dieser Zeitpunkt konnte im 

ersten Abschnitt dieser Arbeit auf das Alter von sechs Monaten festgesetzt werden (vgl. auch 

3.3.1 bzw. 4.1). Anschließend wurden die Tiere derselben Batterie von Motor- und 

Verhaltenstests, sowie stereologischen Analysen unterzogen, wie die unbehandelten Tiere im 

Alter von fünf, sechs und sieben Monaten. 

In den Tests zur Beurteilung der motorischen Funktion, bestehend aus dem Balance Beam Test 

und dem String Suspension Test, zeigten Tiere aus dem EE keine signifikanten Verbesserungen 

zur unter SH-Bedingungen gehaltenen Kontrollgruppe. Dies ist insofern nicht 

verwunderlich, als in dieser Arbeit die Tg4-42hom-Tiere aus der Standardhaltung keine bzw. 

noch keine signifikanten Einschränkungen in der Koordination von grober und feiner 

Motorik aufweisen. Wie jedoch bereits im vorherigen Kapitel erwähnt wurde, konnte 

mittlerweile gezeigt werden, dass  Tg4-42hom-Mäuse bereits ab dem Alter von sechs bis sieben 

Monaten im Vergleich zu WT-Mäusen eine signifikante Verschlechterung im Balance Beam 

Test aufweisen (Wagner et al. 2019; Stazi und Wirths 2021a), sodass vor diesem Hintergrund 

eine Verbesserung der motorischen Fähigkeiten möglich erscheint. Weiterführende Arbeiten 

unserer Gruppe zeigten bereits bei zwölf Monate alten, heterozygoten Tg4-42-Mäusen 

deutliche Verbesserungen der motorischen Fähigkeiten durch EE (Hüttenrauch et al. 2016a). 

Auch neuere Studien unserer Arbeitsgruppe, die an sechs Monate alten homozygoten Tieren 

durchgeführt wurden, zeigten im Vergleich zu SH signifikante Verbesserungen durch EE im 

Rotarod-Test und im Balance Beam Test (Stazi und Wirths 2021b). Bei Tiermodellen für andere 

neurologische Erkrankungen wie Schlaganfall oder M. Parkinson hatten EE-Konzepte 

ebenfalls positive Auswirkungen auf motorische Fähigkeiten (Biernaskie und Corbett 2001; 

Jadavji et al. 2006; Jeffers und Corbett 2018).   
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Im Cross Maze Test zeigten die Tg4-42hom-Tiere aus dem EE eine höhere Prozentzahl von 

spontanen Alternationen an den gesamten möglichen Alternationen als Geschwistertiere aus 

der Standardhaltung. In der statistischen Analyse fiel dieser Unterschied jedoch nicht 

signifikant aus. Tg4-42hom-Tiere aus der Standardhaltung zeigen jedoch im Altersverlauf und 

auch im Vergleich zu WT-Mäusen keine Einschränkungen des Arbeitsgedächtnisses im Cross 

Maze Test (siehe 4.1). Aus diesem Grund ist die Auswirkung von EE auf das 

Arbeitsgedächtnis von Tg4-42hom-Mäusen anhand der hier erhobenen Daten nicht 

abschließend zu beurteilen. In der Arbeit von Stazi und Wirths (2021b) aus unserer 

Arbeitsgruppe fiel der hier nur angedeutete Unterschied in den Alterationen deutlicher aus. 

Sechs Monate alte Tg4-42hom-Tiere aus EE zeigten hier signifikant bessere Ergebnisse als 

gleichaltrige Tiere aus SH-Bedingungen. Auch in anderen Hippocampus-basierten Test 

schnitten diese Tiere signifikant besser ab. In Bezug auf Tiermodelle anderer Erkrankungen 

gibt es in der Literatur einige Beispiele für eine verbesserte Perfomance im Y- oder Cross-Maze 

nach einer Exposition gegenüber EE, wobei andere Arbeiten keinen Unterschied aufzeigen 

konnte (Martínez-Cué et al. 2005; Wright und Conrad 2008; Görtz et al. 2008; He et al. 2017; 

Yuede et al. 2009). 

Wie in der oben beschriebenen Untersuchung des Altersverlaufs bei Tg4-42hom-Mäusen 

wurden auch bei den Tieren aus dem EE das räumliche Lernen und das räumliche 

Bezugsgedächtnis mithilfe des MWM untersucht. Im vorgeschalteten Cued Training zeigten 

EE-Tiere wie ihre unbehandelten Geschwistertiere stetig abnehmende Fluchtzeiten, womit 

auch bei diesen Tieren ausreichende visuelle und motorische Fähigkeiten für den MWM 

nachgewiesen wurden. Im anschließenden Acquisition Training zeigten EE-Mäuse ebenfalls 

eine stetige Verbesserung der Fluchtzeiten. Im Vergleich zu den Geschwistertieren aus der 

Standardhaltung ergaben sich an den Tagen zwei, drei und vier kürzere Zeiten zum Erreichen 

der Plattform. Dies könnte auf ein verbessertes räumliches Lernen durch EE hindeuten, ist 

bei fehlender statistischer Signifikanz aber anhand der verfügbaren Daten nicht belegbar. 

Auch könnten die kürzeren Fluchtzeiten auf die signifikant höhere Schwimmgeschwindigkeit 

der Mäuse aus dem EE zurückzuführen sein. Diese ist ebenfalls im Cued Training signifikant 

erhöht und suggeriert eine höhere körperliche Fitness der EE-Tiere im Vergleich zu denen 

aus der Standardhaltung. Im Probe Trial zeigen unbehandelte Tiere der Tg4-42hom-Linie 

ausgeprägte Einschränkungen im räumlichen Bezugsgedächtnis. Wie unter 4.1 beschrieben 

scheinen diese im Alter von fünf Monaten zu beginnen und sind mit sechs Monaten bereits 

voll ausgeprägt. Tiere, die im EE gehalten wurden, zeigen im Probe Trial eine signifikante 

Präferenz des Zielquadranten im Vergleich zu allen anderen Quadranten und sogar ein 

besseres Ergebnis als die untersuchte Altersgruppe von vier Monaten aus der 
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Standardhaltung. Somit kann die kognitive und körperliche Stimulation des EE die 

Ausbildung dieses Phänotyps zum Untersuchungszeitpunkt verhindern. Die 

Schwimmgeschwindigkeit der Tiere aus dem EE war nicht signifikant erhöht. Hierbei ist 

jedoch auch zu beachten, dass die Schwimmgeschwindigkeit in diesem Versuchsabschnitt 

keine Relevanz für das Ergebnis hat. Die erhobenen Befunde sind vereinbar mit anderen 

Arbeiten, die eine bei transgenen Mausmodellen des M. Alzheimer Verbesserungen im 

MWM und anderen Tests des räumlichen Gedächtnisses nach körperliche Aktivität zeigten 

(Jankowsky et al. 2005; Valero et al. 2011; García-Mesa et al. 2011; Intlekofer und Cotman 

2013; Tapia-Rojas et al. 2016; Stazi und Wirths 2021b). 

Die oben genannten Verbesserungen im räumlichen Bezugsgedächtnis gehen bei den im EE 

gehaltenen sechs Monate alten Tieren mit einem deutlich reduzierten Nervenzellverlust in 

der Pyramidenzellschicht CA1 des Hippocampus einher. Die mittels Design-basierter 

Stereologie ermittelte Neuronenzahl zeigt sich im Vergleich mit gleichaltrigen Tieren aus den 

Standardhaltungsbedingungen signifikant höher und ungefähr auf dem Niveau von Tieren 

im Alter von fünf Monaten, was sich auch in einer ähnlichen Performance im Probe Trial des 

MWM widerspiegelt. Verglichen mit der in Antonios et al. (2015) ermittelten Anzahl von 

Neuronen in CA1 bei Wildtyptieren im Alter von zwei bzw. acht Monaten ergibt sich eine 

Reduktion von ungefähr 42 % bzw. 38 %. Gegenüber sechs Monate alten WT-Tieren 

ergeben sich vergleichbare Werte von ca. 41 % (Hüttenrauch et al. 2016b). Es ist somit zu 

postulieren, dass EE beim Mausmodell Tg4-42hom den neuronalen Verlust im Hippocampus 

zwar nicht vollständig verhindern, aber signifikant verlangsamen kann. Da in dieser Arbeit 

lediglich der Effekt von EE auf räumliche Gedächtnisfunktionen und hippocampalen 

Nervenzellverlust im CA1 untersucht wurde, lässt sich hier keine Aussage über den Effekt 

von EE auf Tiere des Typs Tg4-42hom im Altersverlauf treffen. Um dies zu beleuchten wäre 

ggf. eine Untersuchung analog den Versuchen des ersten Abschnitts dieser Arbeit, also die 

Untersuchung von Tieren mehrere Altersgruppen mit Verhaltenstests und anschließender 

Stereologie, zu diskutieren.  

Das in dieser Arbeit verwendete EE-Protokoll basiert auf einer Mischung aus gesteigerter 

kognitiver (durch verschiedene regelmäßig veränderte Objekte und Nistmaterial zum 

Interagieren) und physischer Stimulation (größere Käfige, Laufräder). Somit lässt sich 

anhand dieses Versuchsdesigns nicht entschlüsseln, ob lediglich eine gesteigerte körperliche 

Aktivität ausreichend ist, um eine Verminderung des Nervenzellverlusts zu erreichen. In 

unserer Arbeitsgruppe wurden aus diesem Grund ergänzende Experimente durchgeführt. 

Hier wurden Tg4-42hom-Mäuse einzeln in Käfigen, die lediglich mit Laufrädern bestückt 

waren, gehalten. Als Kontrollgruppe dienten Mäuse, in deren Käfigen sich ebenfalls ein 
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Laufrad befand., das jedoch blockiert war. In der Stereologie wiesen die Mäuse aus den 

Käfigen mit den beweglichen Laufrädern einen signifikant geringeren Neuronenverlust in 

der CA1-Region im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Hüttenrauch et al. 2016a). Somit 

scheint gesteigerte körperliche Aktivität allein ein ausreichender Reiz zu sein, um die auf den 

neuronalen Untergang protektiven Effekte auszulösen. Dies deckt sich auch mit anderen 

Arbeiten, die körperliche Aktivität als treibenden Stimulus i.R. des EE identifizierten (van 

Praag et al. 1999; Mirochnic et al. 2009; Kobilo et al. 2011). 

In einer früheren Studie unserer Arbeitsgruppe wurde der Einfluss des Konzepts des EE auf 

Arbeitsgedächtnisfunktionen und hippocampalen Nervenzellverlust im APP/PS1KI 

Alzheimer-Mausmodell untersucht und es konnte kein positiver Effekt des EE nachgewiesen 

werden (Cotel et al. 2012). Eine mögliche Erklärung dieses Befunds ist, dass es sich bei 

APP/PS1KI-Tieren um ein transgenes Modell der familiären Form des M. Alzheimer 

handelt, das gleich mehrere Mutationen trägt und eine sehr aggressive Pathologie zeigt. Hier 

könnte eine gesteigerte körperliche und geistige Aktivität i.R. des EE eine zu milde 

Interventionsform sein, um dem Untergang von Neuronen und dem damit verbundenen 

Phänotyp entgegenzuwirken. Das Modell Tg4-42hom kommt stattdessen vollkommen ohne 

Mutationen aus und überexprimiert lediglich Aβ4-42. Es stellt somit eher ein Modell für die 

sporadische Form der Alzheimer-Erkrankung dar und könnte somit gegenüber 

Veränderungen durch Umwelteinflüsse wie dem EE zugänglicher sein. 

In dieser Arbeit wurde nicht auf die zellulären oder molekularen Ursachen der oben 

beschriebenen Verlangsamung des Neuronenverlusts und positiven Einfluss auf 

Gedächtnisfunktionen bei Tg4-42hom eingegangen. In einigen Arbeiten zeigte sich bei 

transgenen Tiermodellen des M. Alzheimer verbunden mit Verbesserungen von 

Gedächtnisdefiziten eine gesteigerte Neurogenese (Mirochnic et al. 2009; Valero et al. 2011). 

Auch bei Tg4-42hom-Tieren ließ sich eine erhöhte Zahl DCX-positiver Zellen im Gyrus 

dentatus von EE-Tieren im Vgl. zu SH aufzeigen (Hüttenrauch et al. 2016a). Gerberding et 

al. (2019) konnten bei Tg4-42hom-Tieren im Alter von sechs Monaten ebenfalls eine 

signifikante Steigerung der Neurogenese im Gyrus dentatus durch intermittierend oder 

dauerhaft gesteigerte körperliche Aktivität zeigen. Generell zeigen Tg-42hom Tiere im Alter 

von sechs Monaten eine signifikant reduzierte Neurogenese (Gerberding et al. 2019; Stazi 

und Wirths 2021b; Stazi und Wirths 2021a; Zampar und Wirths 2021)2021a; Zampar und 

Wirths 2021). Des Weiteren beschrieben einige Forschungsarbeiten, bei denen andere 

transgene Alzheimermodelle unter den Bedingungen von EE oder gesteigerter körperlicher 

Aktivität untersucht wurden, einen Rückgang der Amyloidplaques (Lazarov et al. 2005; 

Adlard et al. 2005). Da es beim Modell Tg4-42 nicht zur extrazellulären Ablagerung von Aβ 
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kommt, sondern nur lösliche Aggregate gebildet werden, scheint dieser Mechanismus hier 

nicht ursächlich zu sein. Zudem bestand bei Tg4-42het-Mäusen kein Rückgang der Aβ-

Konzentration von EE-Tieren. Dies deckt sich auch mit anderen Arbeiten, in denen es im 

Rahmen eines EE bei unveränderter oder sogar gesteigerter Plaquepathologie zu einer 

Verbesserung von Gedächtnisfunktionen kommt (Jankowsky et al. 2005; Wolf et al. 2006; 

Cotel et al. 2012). Beim Modell Tg4-42 hat eine Transkriptomanalyse des Gehirns eine 

Induktion von Wachstumsfaktoren wie BDNF und eine Hochregulierung einer Reihe von 

zytoprotektiven Proteinen (u. a. Hitzeschockproteine) nach EE ergeben, was die positiven 

Effekte auf die Neuronenzahl und kognitiven Defizite erklären könnte (Hüttenrauch et al. 

2016a). 

Die Daten dieser Dissertation und der mit ihr in Zusammenhang stehenden Arbeiten unserer 

Arbeitsgruppe zeigen einen positiven präventiven Einfluss von EE bzw. körperlicher 

Aktivität über einen längeren Zeitraum auf den Nervenzellverlust in der 

Pyramidenzellschicht CA1 im Hippocampus des transgenen Tiermodells Tg4-42hom im 

Rahmen eines prospektiven Studiendesigns auf. Es unterstützt somit auch die bisher 

verfügbaren an Menschen epidemiologischen Daten aus retrospektiven Studien. Vor dem 

Hintergrund, dass sich das Modell Tg4-42 aufgrund des Fehlens typischer 

Alzheimermutationen gut als Modell der sporadischen Form des Morbus Alzheimer eignet, 

unterstreicht diese Arbeit den großen Stellenwert von körperlicher Aktivität als relativ 

einfach modifizierbaren Risikofaktor der Alzheimererkrankung. Dies ist insofern von 

Bedeutung, als es sich zum aktuellen Zeitpunkt für den Großteil der Patienten (noch) keine 

kausale medikamentöse Therapie der Alzheimerkrankheit in der klinischen Anwendung 

befindet.  
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5 Zusammenfassung 

Das am N-Terminus verkürzte Aβ4-42 gehört zu den Aβ-Isoformen, die am häufigsten in den 

Gehirnen von Patienten, die an M. Alzheimer erkrankt sind, vorliegen. Es weist eine 

gesteigerte Neigung zur Aggregation und erhöhte Toxizität auf, die sowohl in vitro als auch 

in vivo zu einem Untergang von Neuronen führt. Das Mausmodell Tg4-42 exprimiert 

spezifisch Aβ4-42 und weist einen Nervenzellverlust auf, der vor allem in der 

Pyramidenzellschicht CA1 des Hippocampus stattfindet. Es kommt zudem im Altersverlauf 

zu einem fortschreitenden Verlust von Gedächtnisfunktionen. In dieser Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass Tg4-42hom-Tiere im Alter von fünf Monaten noch keine eindeutig 

messbare Einschränkung im räumlichen Bezugsgedächtnis aufweisen, da sie im Probe Trial 

des MWM noch eine gewisse Präferenz für den Zielquadranten zeigen. In einer 

stereologischen Untersuchung ist in der CA1-Region zu diesem Zeitpunkt jedoch bereits ein 

Untergang von Neuronen in der Größenordnung von nahezu 43 % zu sehen. Ab dem Alter 

von sechs Monaten kommt es bei Tg4-42hom zu ausgeprägten Einschränkungen im 

räumlichen Lernen, was sich in einer fehlenden Präferenz für den Zielquadranten im Probe 

Trial widerspiegelt. Dies geht mit einem Nervenzellverlust im CA1 von fast 50 % bei sechs 

Monate alten Tieren bzw. über 52 % bei sieben Monate alten Mäusen einher. Ein 

Nervenzellverlust von ca. 50 % im CA1 scheint somit die Schwelle für ein intaktes räumliches 

Bezugsgedächtnis zu sein. 

Diese Feststellungen unterstreichen den Stellenwert von N-trunkiertem Aβ4-42 im Hinblick 

auf die Pathogenese der Alzheimer-Erkrankung und stützen die modifizierte 

Amyloidhypothese, da im Mausmodell Tg4-42hom die intraneuronale Akkumulation von Aβ4-

42 zu einer ausgeprägten hippocampalen Neurodegeneration und damit einhergehenden 

Einschränkungen von räumlichen Gedächtnisfunktionen führt. 

Körperliche Aktivität und kognitive Stimulation konnte in Metastudien als modifizierbare 

Faktoren mit großem Potenzial im Hinblick auf die Risikoreduktion des M. Alzheimer 

identifiziert werden. Bei Tiermodellen kann diese Stimulation durch das Konzept des EE 

simuliert und untersucht werden. Tg4-42hom-Tiere, die ab dem Alter von zwei Monaten im 

EE gehalten wurden, zeigen im Alter von sechs Monaten im Vergleich zu Tieren aus der 

Standardhaltung (SH) ein noch funktionierendes räumliches Bezugsgedächtnis, was sich 

durch eine signifikante Präferenz des Zielquadranten im Probe Trial des MWM ausdrückt. 

Dies geht im Vergleich zu SH-Tieren mit einem hoch signifikant verzögerten hippocampalen 

Nervenzellverlust im CA1 einher. Dieser beträgt verglichen mit gleichaltrigen Wildtyptieren 

ca. 41 %. Die zellulären oder molekularen Ursachen sind noch nicht eindeutig geklärt, 
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scheinen jedoch mit einer gesteigerten hippocampalen Neurogenese sowie der Induktion von 

Wachstumsfaktoren und zytoprotektiven Proteinen assoziiert zu sein. 

Es zeigt sich somit, dass EE bzw. die damit verbundene gesteigerte körperliche Aktivität 

über einen längeren Zeitraum einen positiven präventiven Einfluss auf den Nervenzellverlust 

in der Pyramidenzellschicht und damit einhergehende Verluste des räumlichen 

Bezugsgedächtnis hat. Das in dieser Arbeit verwendete prospektive Studiendesign stützt 

somit die aus retrospektiven Studien am Menschen gewonnen epidemiologischen Daten. 

Ebenso wird der Stellenwert von körperlicher Aktivität als einfacher modifizierbarer 

Risikofaktor der Alzheimererkrankung deutlich.  
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