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I. EINLEITUNG 

Bereits im Jahr 1907 entdeckte der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois 

Alzheimer bei der damals 51-jährigen Patientin Auguste Deter nach ihrem Tod in 

Gehirnschnitten eine „Einlagerung eines noch nicht näher erforschten 

pathologischen Stoffwechselproduktes in die Ganglienzelle“ (ALZHEIMER, 1907, 

S.148). Fast 80 Jahre später wurde dieses Stoffwechselprodukt von Glenner & 

Wong (1984) isoliert und gereinigt. Sie konnten zeigen, dass das Protein ein 4,2 

Kilodalton (kDa) langes Peptid ist, meist bestehend aus 40 oder 42 Aminosäuren, 

und sie vermuteten, dass es aus einem größeren Vorläuferprotein abgespalten wird. 

Die Bestätigung erfolgte kurze Zeit später, als es Kang et al. (1987) gelang, das 

Amyloid-Vorläuferprotein, auch Amyloid-Precursor-Protein (APP) genannt, zu 

klonieren. Das Peptid, das 1984 isoliert wurde, heutzutage bekannt als Amyloid β 

(Aβ), ist ein Hauptbestandteil der Aβ-Plaques, welche ein charakteristisches 

pathologisches Merkmal der Alzheimer Krankheit (engl. Alzheimer´s Disease = 

AD) sind. Bereits im Jahr 1968 wurde über einen Zusammenhang zwischen der 

Anzahl an senilen Plaques im Gehirn von alternden Menschen und dem Risiko, an 

Demenz zu erkranken, berichtet (BLESSED et al., 1968). Auch in Hunden wurde 

eine Verbindung zwischen Aβ-Plaques und dem Verlust von kognitiven 

Fähigkeiten nachgewiesen (CUMMINGS et al., 1996a). Neueste Studien zeigen, 

dass auch in Schimpansen Amyloid-Plaques nachgewiesen werden können 

(EDLER et al., 2017). Die Aβ-Peptide sind heutzutage eine der hauptsächlich 

erforschten Ursachen für die Entstehung der AD. Neuerdings wird jedoch 

angenommen, dass nicht die unlösbaren Plaques, sondern die löslichen Aβ-

Oligomere die eigentlich toxischen Bestandteile sind, die zum Verlust der 

synaptischen Funktion und letztlich zum Tod der Nervenzellen führen (LAMBERT 

et al., 1998; SELKOE, 2008).  

Nach Schätzungen leiden derzeit in Deutschland ca. 1,6 Millionen Menschen an 

Demenz, weltweit sogar rund 46,8 Millionen Menschen, wovon ca. 60 % der Fälle 

durch die AD hervorgerufen werden (DEUTSCHE ALZHEIMER 

GESELLSCHAFT E.V., 2016). Mehrere Studien zeigen, dass der N-Methyl-D-

Aspartat (NMDA)-Rezeptor, ein ionotroper Glutamatrezeptor, an der toxischen 

Wirkung der Aβ-Peptide beteiligt ist (PARSONS et al., 2007; RAMMES et al., 

2011). Es wird vermutet, dass das Aβ die Wiederaufnahme von Glutamat in die 
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Gliazelle verringert und infolgedessen die Glutamatkonzentration im synaptischen 

Spalt ansteigt. Die Erhöhung der Glutamatkonzentration führt zu einer gesteigerten 

Aktivierung des NMDA-Rezeptors und daraus folgend zu einem vermehrten 

Calcium(Ca2+)-Einstrom in die Nervenzelle. Die Ca2+-Überladung der Zelle 

bewirkt einen Verlust der synaptischen Funktion, und letztendlich die 

Neurodegeneration der Zelle (PARSONS et al., 2007). Im Fokus der Forschung 

steht insbesondere die NMDA-Rezeptoruntereinheit 2B (NR2B) (RÖNICKE et al., 

2011). Dieser wird vor allem in Gehirnarealen, die für Lernen und Gedächtnis 

verantwortlich sind, dem Kortex und dem Hippokampus, vermehrt exprimiert 

(GOEBEL & POOSCH, 1999). Eine erhöhte Expression der NR2B-Untereinheit in 

transgenen Mäusen hat eine verbesserte Gedächtnis- und Lernfähigkeit zur Folge 

und eine erniedrigte Expression der NR2B-Untereinheit korreliert mit einer 

reduzierten synaptischen Plastizität (HESTRIN, 1992). In Experimenten zur 

Langzeit-Potenzierung (engl. Long Term Potentiation = LTP) wurde gezeigt, dass 

selektive NR2B-Rezeptorantagonisten wie Ro-25-6981, Ifenprodil und Radiprodil 

die toxischen Eigenschaften von Aβ umkehren können (HU et al., 2009; LI et al., 

2011; RAMMES et al., 2011; MATTUSCH et al., 2013). 

Schwerpunkt dieser Arbeit sind die NR2B-Untereinheit, der NR2B-

Rezeptorantagonist Radiprodil sowie synaptotoxische Effekte, die anhand der spine 

density, sprich der Anzahl an dendritischen Dornfortsätzen und der Autophagie 

untersucht werden. Die Autophagie, ein intrazellulärer Degradationsprozess, bei 

dem zytoplasmatische Bausteine in den Lysosomen abgebaut werden, ist 

entscheidend für die physiologische Funktion der Zelle, um etwa die 

Proteinhomöostase zu regeln und eine ausreichende Versorgung mit Aminosäuren 

sicherzustellen oder Energie bereitzustellen (HARRIS & RUBINSZTEIN, 2012). 

Sie spielt jedoch auch eine wichtige Rolle bei pathologischen Zuständen wie 

Infektionen, Entzündungen, Krebs oder neurologischen Störungen (WHITE, 2012; 

CHOI et al., 2013; DERETIC et al., 2013; NIXON, 2013). Es wird schon länger 

vermutet, dass die Autophagie einen Einfluss auf die Pathologie der AD haben 

könnte, jedoch wurde dies noch nicht im Detail erforscht (NIXON & YANG, 2011; 

NILSSON et al., 2013; NIXON, 2013; ULAMEK-KOZIOL et al., 2013; NILSSON 

& SAIDO, 2014).  
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II. LITERATURÜBERSICHT 

1. Die Alzheimer Krankheit 

1.1. Vorkommen 

Die AD ist mit knapp 80 % neben der vaskulären Demenz und sog. Mischformen 

die häufigste Form der Demenz in der heutigen Zeit (BLENNOW et al., 2006; 

KARANTZOULIS & GALVIN, 2011; ALZHEIMER´S ASSOCIATION, 2016). 

Unter Demenz (lat. demens „ohne Verstand“) versteht man ein klinisches 

Symptom, das durch einen kognitiven Verfall, wie Gedächtnisverlust, 

Beeinträchtigung der Sprache oder Schwierigkeiten bei der Lösung von Alltags- 

oder beruflichen Problemen, gekennzeichnet ist und einen starken Einfluss auf das 

soziale Leben hat. Der kognitive Verfall tritt nicht als Folge eines Deliriums auf 

und wird nicht primär durch einen anderen medizinischen, neurologischen oder 

psychiatrischen Zustand hervorgerufen (CHERTKOW et al., 2013).  

Nach Schätzungen leiden derzeit in Deutschland ca. 1,6 Millionen Menschen an 

Demenz, weltweit sogar rund 46,8 Millionen Menschen, wovon ca. 60 % der Fälle 

durch die AD hervorgerufen werden. Jedes Jahr sind rund 300.000 Menschen von 

der Diagnose Alzheimer betroffen und Experten erwarten einen Anstieg auf ca. 3 

Millionen Erkrankte in Deutschland bis zum Jahr 2050 (DEUTSCHE 

ALZHEIMER GESELLSCHAFT E.V., 2016). Der Grund für den fortlaufenden 

Anstieg der Krankheit in den Industriestaaten liegt in der stetig älter werdenden 

Bevölkerung. Mit erhöhtem Alter wächst auch das Risiko, an Demenz zu 

erkranken. Im Alter von 65 bis 69 Jahren leiden etwa 1,6 % der Europäer an 

Demenz, ab 85 Jahren bereits mehr als 25 % (EUROPEAN COLLABORATION 

ON DEMENTIA, 2013). Das geschätzte Risiko, an AD zu erkranken, liegt bei 

Frauen über 65 Jahren bei etwa 20 % und bei Männern über 65 bei ca. 10% 

(SESHADRI & WOLF, 2007).  
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Abbildung 1: Altersabhängige Häufigkeit von Demenz in Europa. Zwischen 65-69 Jahren 

leiden ca. 1,6 % in Europa an Demenz, ab 85 Jahren bereits mehr als 25%. Eigene Darstellung 

basierend auf : European Collaboration on dementia (2013).  

 

Die globalen Gesundheitskosten für alle Demenzformen belaufen sich auf rund 600 

Milliarden US-Dollar (~ 509 Milliarden Euro) pro Jahr (WIMO et al., 2013). In den 

USA ist die AD die sechsthäufigste, bei Personen über 65 Jahren sogar die 

fünfthäufigste Todesursache (KOCHANEK et al., 2016). Auch bei Tieren, 

besonders bei Hunden, kann es im Alter zu einer Form von neurodegenerativer 

Krankheit kommen, die viele Ähnlichkeiten zur AD beim Menschen aufweist 

(LANDSBERG, 2005). In Gehirnen von Hunden wurden allerdings ausschließlich 

diffuse Plaques nachgewiesen (CUMMINGS et al., 1993) und keine klassischen 

Plaques, die neben diffusen Plaques in Gehirnen von Menschen mit AD zu finden 

sind (PERL, 2010). Das Ausmaß der Plaqueablagerung im Hundegehirn korreliert 

im Gegensatz zum Menschen zudem mit der Stärke der kognitiven Defizite 

(CUMMINGS et al., 1996b). Neueste Studien zeigen, dass eine AD-ähnliche Aβ- 

und Tau-Pathologie auch in Gehirnen von Schimpansen gefunden werden kann und 

somit nicht nur auf menschliche Gehirne beschränkt ist (EDLER et al., 2017). 

1.2. Formen von Alzheimer 

Es werden zwei Formen der AD unterschieden: die seltenere familiäre/präsenile 

Form, an der rund 1-5 % der Patienten leiden, und die häufigere sporadische/senile 

Form der AD, von der über 95% der Erkrankten betroffen sind (REITZ & 
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MAYEUX, 2014). Die familiäre Form der AD tritt größtenteils vor dem  

65. Lebensjahr auf und ist vorwiegend auf eine von drei Mutationen 

zurückzuführen, die meist autosomal-dominant vererbt werden: eine Mutation im 

APP, ein Vorläuferprotein des Aβ (GOATE et al., 1991), oder eine Mutation 

entweder im Präsenilin 1 (PSEN1) (LEVY-LAHAD et al., 1995b; LEVY-LAHAD 

et al., 1995a) oder Präsenilin 2 (PSEN2) (DELABIO et al., 2014). Dabei handelt es 

sich um wichtige Komponenten der ɣ-Sekretase, die bei der Bildung von Aβ aus 

APP beteiligt ist (SHERRINGTON et al., 1996). Diese Mutationen führen zu einer 

Überproduktion von Aβ und den damit verbundenen typischen pathologischen 

Befunden. 

Der größte Risikofaktor, die sporadische Form der AD zu entwickeln, ist das Alter 

(ALZHEIMER´S ASSOCIATION, 2016). Deshalb wird diese Form der AD meist 

bei Personen über 65. Jahre, beobachtet. Zu weiteren Risikofaktoren zählen unter 

anderem Diabetes mellitus Typ II, Herz-Kreislauf-Störungen, Bluthochdruck, 

Übergewicht oder traumatische Kopfverletzungen (MAYEUX & STERN, 2012). 

Ein genetischer Risikofaktor, der sowohl zu einer sporadischen als auch zu einer 

familiären Form der AD führen kann (CHARTIER-HARLIN et al., 1994; 

HOULDEN et al., 1998), ist eine Modifikation am Apolipoprotein E (ApoE) ɛ4-

Allel (CORDER et al., 1993). ApoE hat einen großen Einfluss auf den Aβ- 

Metabolismus, seine Aggregation und Ablagerung. Mehrere Studien konnten 

zeigen, dass das ɛ4-Allel, im Vergleich zu den anderen zwei Komponenten des 

ApoE, dem ɛ2- und ɛ3-Allel, weniger effizient arbeitet und den Abbau von Aβ 

hemmt (LADU et al., 1994; FITZ et al., 2012). 

1.3. Verlauf und Symptome 

1984 wurden erstmals diagnostische Kriterien veröffentlicht, die im Jahr 2011 neu 

überarbeitet wurden, nach denen die AD erkannt und in verschiedene Stadien 

eingeteilt werden kann (MCKHANN et al., 1984). Nach diesen Kriterien, erfolgt 

die Einteilung der AD in drei Stadien: eine vorklinische Phase, die leichte kognitive 

Beeinträchtigung (engl. Mild Cognitive Impairment = MCI) und die Alzheimer-

Demenz (MCKHANN et al., 2011). Man vermutet, dass die Prozesse, die dazu 

führen, dass sich eine AD entwickelt, schon lange vor der klinischen Auffälligkeit 

der Krankheit, beginnen. Diese sog. vorklinische Phase kann mit Hilfe von 

Biomarkern erkannt werden (BERTI et al., 2016). Aβ-Ablagerungen können mittels 

Positronen-Emissions-Tomographie (KLUNK et al., 2004) oder in der 
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Cerebrospinalflüssigkeit (MATTSSON et al., 2009) nachgewiesen werden, noch 

bevor sich Symptome entwickeln. Als ein weiteres Diagnosekriterium können 

erhöhte Tau-Werte in der Cerebrospinalflüssigkeit gemessen werden, die auf eine 

Neurodegeneration hindeuten (MATTSSON et al., 2009). In der Übergangsphase 

zur MCI können teilweise schleichende kognitive Veränderungen auftreten (BERTI 

et al., 2016). Die MCI äußert sich durch eine Verschlechterung der kognitiven 

Fähigkeiten, die, wenn überhaupt, zu leichten Schwierigkeiten beim Bewältigen 

von Alltagsaufgaben führen. Um eine MCI infolge der AD zu diagnostizieren, muss 

diese von anderen Formen einer Demenz, wie z.B. durch vaskuläre, traumatische 

oder andere medizinische Ursachen, abgegrenzt werden. Des Weiteren muss 

mindestens einer der oben genannten Biomarker verändert sein (CHERTKOW et 

al., 2013). Der Unterschied zwischen der MCI und der Alzheimer-Demenz liegt im 

Schweregrad und Ausmaß der kognitiven Ausfälle und Verhaltensauffälligkeiten 

(CHERTKOW et al., 2013).  

Das häufigste initiale Symptom der AD ist eine schrittweise Verschlechterung der 

Fähigkeit, sich neue Informationen merken zu können, da die ersten Neuronen, die 

zerstört werden, meist in Gehirnregionen liegen, die dafür zuständig sind, neue 

Erinnerungen zu bilden (JAHN, 2013). Später folgen Symptome wie 

Gedächtnisverluste, die das alltägliche Leben beeinträchtigen, Schwierigkeiten 

beim Lösen von Alltagsproblemen, Verwirrung in Bezug auf Zeit oder Ort bis hin 

zu einem Anstieg von Angst und Unruhe, Schlafstörungen, Rückzug aus der Arbeit 

und sozialen Aktivitäten, Veränderungen der Stimmung und der Persönlichkeit, 

Apathie und Depression. Im fortgeschrittenen Stadium brauchen Erkrankte Hilfe 

bei der Bewältigung von Alltagssituationen wie Baden, Anziehen und Essen und 

verlieren die Fähigkeiten, Familienangehörige zu erkennen oder mit anderen zu 

kommunizieren (ALZHEIMER´S ASSOCIATION, 2016). Als häufigste 

Todesursachen von Patienten, die an AD erkrankt sind, gelten Infektionen, 

insbesondere Pneumonien. Diese treten durch mangelnde Abwehrfähigkeit des 

Immunsystems und Bewegungsschwierigkeiten auf, die verhindern, dass die 

Lungen sich richtig entfalten können oder durch Husten gereinigt werden. (BURNS 

et al., 1990). Eine Aspirationspneumonie, die verbreitetste Form der Pneumonie, 

kann zudem durch einen verzögerten Schluckreflex hervorgerufen werden, was 

meist nach Gabe von Neuroleptika auftritt (WADA et al., 2001). 
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1.4. Neuropathologie 

Die Ursachen der AD sind noch weitgehend ungeklärt, Forscher vermuten jedoch 

als wichtigste Merkmale zwei pathologische Phänomene: hyperphosphoryliertes 

Tau innerhalb der Nervenzellen als neurofibrilläre Bündel und akkumuliertes Aβ 

außerhalb von Neuronen als Amyloid-/senile Plaques (GOEDERT & 

SPILLANTINI, 2006; REITZ & MAYEUX, 2014). 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung der neurofibrillären Bündel und der Amyloid-

Plaques. A normales Gehirngewebe ohne Ablagerungen B Gehirngewebe eines an AD erkrankten 

Menschen mit neurofibrillären Bündeln innerhalb der Neurone und extrazellulären Amyloid-

Plaques (BRIGHTFOCUS FOUNDATION, 2017). Medizinische Abbildung mit freundlicher 

Genehmigung von Alzheimer´s Disease Research, ein BrightFocus Foundation Programm. 

Meist wird als Initiator der AD-Pathogenese das Aβ favorisiert (TANZI & 

BERTRAM, 2005), und Forscher vermuten sogar, dass die neurofibrillären Bündel 

als Folge der Aβ-Pathologie entstehen (JIN et al., 2011). Deshalb wird an dieser 

Stelle kurz auf das Tau-Protein eingegangen und im weiteren Verlauf der Arbeit 

der Schwerpunkt auf die Aβ-Pathologie gelegt. 

1.4.1. Neurofibrilläre Bündel 

Tau-Proteine gehören zur Familie der Mikrotubuli-assoziierten Proteine 

(WEINGARTEN et al., 1975). Sie kommen vornehmlich in Neuronen vor 

(SCHOENFELD & OBAR, 1994), wo sie eine wichtige Rolle beim korrekten 

Zusammenbau von Tubulinmonomeren zu Mikrotubuli spielen (WEINGARTEN et 

al., 1975). Mikrotubuli sind ein Bestandteil des Zytoskeletts. Sie sind wichtig für 

A B 

Neurofibrilläre 

Bündel 

Amyloid-

Plaques 
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die Stabilität der Zelle und den axonalen Transport (CONDE & CACERES, 2009). 

Die Phosphorylierung des Tau-Proteins außerhalb der Mikrotubuli-bindenden 

Domäne, kann die Tubulinzusammenlagerung stark beeinflussen, indem die 

Affinität zwischen Tau und den Mikrotubuli verändert wird (BUÉE et al., 2000).  

Bei der AD wird vermutet, dass die Hyperphosphorylierung entweder durch eine 

erhöhte Kinaseaktivität oder eine Verringerung der Phosphataseaktivität ausgelöst 

wird (TROJANOWSKI & LEE, 1995). Es ist jedoch nicht geklärt, ob das 

hyperphosphorylierte Tau bzw. die Tauaggregation dazu führen, dass entweder 

weniger Tau vorhanden ist und somit pathogen wirkt, es seine Funktion als 

Stabilisator verliert und den Zusammenbau von Mikrotubuli nicht mehr 

begünstigen kann oder ob das Tau durch die Phosphorylierung bzw. die 

Aggregation toxische Eigenschaften erlangt, die zu neuronaler Dysfunktion und 

Zelldegeneration führt (WOLFE, 2012b). 

 

 

Abbildung 3: Tau in gesunden und in erkrankten Neuronen. A Tau ermöglicht die 

mikrotubuläre Stabilisation in Zellen und kommt gehäuft in Neuronen vor. Mikrotubuli dienen als 

Schienensystem für den axonalen Transport von zellulären Bestandteilen. B Beeinträchtigung der 

Tau-Funktion bei AD. Durch die Hyperphosphorylierung des Tau, wird die Bindungsaffinität 

zwischen Tau und den Mikrotubuli verändert; zudem lagert sich das hyperphosphorylierte Tau in 

neurofibrillären Bündeln ab, was zu einer mikrotubulären Instabilität und reduziertem axonalen 

Transport führt (BRUNDEN et al., 2009). Abbildung mit freundlicher Genehmigung der Nature 

Publishing Group. 

A 

B 



II. Literaturübersicht     9 

 

1.4.2. Amyloid β 

Aβ ist ein Peptid, das durch das Schneiden eines Vorläuferproteins, dem APP, 

entsteht. Die physiologische Aufgabe des Aβ-Peptids ist noch nicht vollständig 

geklärt, es gibt jedoch Anhaltspunkte, die vermuten lassen, dass das Aβ eine 

wichtige Rolle in der Kontrolle der synaptischen Aktivität spielt (KAMENETZ et 

al., 2003; ABRAMOV et al., 2009). Eine Inhibition der endogenen Aβ-Produktion 

führt zu neuronalem Zelltod. Die Überlebensfähigkeit der Neurone kann jedoch 

durch physiologische pikomolare Konzentrationen von Aβ wieder rückgängig 

gemacht werden (PLANT et al., 2003). Puzzo et al. (2008) konnten nachweisen, 

dass das Erinnerungsvermögen von Mäusen und die synaptische Plastizität durch 

Aβ verbessert werden können. Wegen eines Ungleichgewichts zwischen der 

Produktion und der Beseitigung des Peptids, sammelt sich Aβ im Gehirn von AD 

Patienten an, was zu den charakteristischen Amyloid-Plaques in bestimmten 

Gehirnregionen führt (KUMMER & HENEKA, 2014).   

In den achtziger Jahren wurde das Aβ-Peptid erstmals sequenziert und als ein 

potentieller Marker der AD erkannt. Glenner und Wong (1984) konnten zeigen, 

dass es ein 4,2-kDa langes Peptid ist, meist bestehend aus 40 oder 42 Aminosäuren, 

und sie vermuteten, dass es aus einem größeren Vorläuferprotein abgespalten wird. 

Die Bestätigung erfolgte kurze Zeit später, als es Kang et al. (1987) gelang, das 

APP zu klonieren. Die Identifikation des Aβ als Hauptbestandteil der 

extrazellulären Plaques erfolgte durch Wong et al. (1985). Diese Erkenntnisse 

führten 1992 zu der sogenannten Amyloid-Kaskaden-Hypothese (HARDY & 

HIGGINS, 1992), die bis heute die Grundlage für viele Forschungsansätze in der 

Alzheimer-Forschung darstellt.  

1.4.2.1. Amyloid-Kaskaden-Hypothese 

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese besagt, dass die Bildung, Aggregation und 

Ablagerung von den für die AD charakteristischen Aβ-Peptiden, grundlegende 

Ereignisse in der AD Pathologie darstellen und Neurotoxizität und 

Neurodegeneration auslösen können. Es wird beschrieben, wie das Aβ aus einem 

Vorläuferprotein, dem APP, gebildet wird (HARDY & HIGGINS, 1992; HAASS 

et al., 2012). Die Hypothese wurde durch die in Kapitel II.1.2. beschriebenen 

genetischen Störungen, die zu AD führen können, untermauert. Obwohl die 

Mutationen im genetischen Code des APP nur selten bei AD Patienten vorkommen, 

liefern sie grundlegende Beweise dafür, dass APP und Aβ eine entscheidende Rolle 
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in der Pathologie der AD spielen (THINAKARAN & KOO, 2008). Auch die 

Mutationen in den Proteinen PSEN 1 und 2, die bei der Bildung der ɣ-Sekretase 

von Bedeutung sind, und die Modifikation am ApoE-Gen tragen zu dieser 

Hypothese bei (HOLTZMAN et al., 2000; KIM et al., 2009; KARRAN et al., 2011). 

Das APP gehört zu einer Gruppe von single-pass Transmembranproteinen, die eine 

große extrazelluläre Domäne besitzen. Lediglich aus dem APP kann das Aβ durch 

weitere Aufspaltung mit Hilfe von zwei Enzymen entstehen (O'BRIEN & WONG, 

2011). Die genaue Funktion des APP ist noch nicht im Detail erforscht. In 

verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass eine APP-Überexprimierung einen 

positiven Einfluss auf Zellgesundheit und -wachstum hat (YOUNG-PEARSE et al., 

2007; OH et al., 2009). APP wird in großer Menge in Neuronen produziert (LEE et 

al., 2008). Je nachdem durch welche Enzyme das APP gespalten wird, kann dies 

zur Entstehung von Aβ-Peptiden führen (siehe Abb. 4). An der Zelloberfläche wird 

das APP durch die α- und ɣ-Sekretase weiterverarbeitet, was die Produktion von 

Aβ verhindert, da das APP innerhalb der Aβ-Domäne geschnitten wird. Diesen 

Vorgang bezeichnet man als nicht-amyloidogenen Weg (KUHN et al., 2010; 

KUMMER & HENEKA, 2014). Beim amyloidogenen Weg wird das APP in 

Endosomen von der β-Sekretase vor Position eins der Aβ-Domäne geschnitten, was 

zur Entstehung einer großen Ektodomäne und eines β-C-terminalen Fragments 

führt (VASSAR et al., 1999). Durch weitere enzymatische Spaltung der Fragmente 

durch die α- bzw. ɣ-Sekretase, entstehen Aβ-Peptide unterschiedlicher Länge 

(O'BRIEN & WONG, 2011).  
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Abbildung 4: Spaltung des Amyloid-Precursor-Proteins (APP). A Im amyloidogenen Weg: wird 

APP von der β-Sekretase in eine Ektodomäne (sAPPβ) und in ein längeres C-terminales Fragment 

(β-CTF) geschnitten. Weitere enzymatische Spaltung des β-CTF durch ɣ- oder α-Sekretase führt zur 

Entstehung von Aβ-Peptiden. B Meistens wird APP jedoch im nicht-amyloidogenen Weg von der 

α-Sekretase in eine große Ektodomäne (sAPPα) und ein C-terminales Fragment (α-CTF) gespalten 

und von der β-Sekretase weiterverarbeitet. Dieser Weg führt nicht zur Bildung von Aβ, da das APP 

innerhalb der Aβ-Domäne gespalten wird (KUMMER & HENEKA, 2014). Copyright © 2014 

Kummer and Heneka; licensee BioMed Central Ltd., https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

1.4.2.2. Amyloid β-Arten und Amyloid-Plaques 

Je nachdem, an welcher Stelle das APP enzymatisch gespalten wird, entstehen Aβ-

Arten unterschiedlicher Länge. Die Hälfte der Aβ-Peptide enden an Aminosäure 

40, 16 % an Aminosäure 38 und 10 % an Aminosäure 42 (BIBL et al., 2012). Die 

Länge hat auch einen erheblichen Einfluss auf das selbstaggregierende Potential 

des Aβ und die daraus resultierende Pathogenität. Die Aβ-Arten, die mit Alanin an 

Position 42 endet (Aβ1-42), hat im Vergleich zu Aβ1-40 eine deutlich höhere Tendenz 

zur Aggregation. Deswegen wird das Aβ1-42 auch als treibende Kraft für die Bildung 

von senilen Plaques und die neurotoxischen Effekte angesehen (HAASS & 

SELKOE, 2007). Die Aβ-Peptide können posttranslational weiter modifiziert 

werden. Eines dieser Aβ-Arten ist das pyroglutamat-modifizierte Aβ (AβpE3-42), das 

aus einem Aβ1-42 entsteht, welches am N-terminalen Ende um zwei Aminosäuren 

gekürzt und am terminalen Glutamat durch eine Dehydrierungsreaktion zu 

Pyroglutamat umgewandelt wird (SAIDO et al., 1996). Diese Reaktion kann durch 

das Enzym Glutaminylzyklase katalysiert werden (SCHILLING et al., 2004), 

welches bei der AD erhöht ist (SCHILLING et al., 2008). In vitro ist die Toxizität 

A 

B 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/copyright/
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des AβpE3-42 ähnlich der des Aβ1-42 (TEKIRIAN et al., 1999). Eine weitere 

modifizierte Aβ-Arten ist das am Tyrosin an Stelle 10 nitrierte Aβ (3NTyr10Aβ), 

welches eine erhöhte Neigung zur Aggregation besitzt. Es wurde in senilen Plaques 

nachgewiesen und war sogar in der Lage, die Plaquebildung in transgenen Mäusen 

zu initiieren, was auf eine zentrale Rolle in der frühen Phase der AD-Pathologie 

hinweist (KUMMER et al., 2011). Es wird davon ausgegangen, dass der Ursprung 

des Stickstoffmonoxids das Enzym Stickstoffmonoxid-Synthase 2 ist, welches in 

AD eine erhöhte Aktivität aufweist (VODOVOTZ et al., 1996; HENEKA et al., 

2001). Die Aβ-Varianten, die hauptsächlich in AD-Gehirnen gefunden werden, sind 

das Aβ1-40 und Aβ1-42. Es liegt jedoch auch ein bedeutender Teil an N-terminalen 

Aβ-Arten in AD-Gehirnen vor, von denen das AβpE3-42 das am häufigsten 

vorkommende Peptid darstellt (PEREZ-GARMENDIA & GEVORKIAN, 2013). 

 

Abbildung 5: Darstellung der posttranslationalen Modifikation des Aβ1-42. Die blau markierten 

Buchstaben stellen den Aminosäurerest dar, an dem die Modifizierung stattfindet. Mit rot sind die 

posttranslationalen Veränderungen gekennzeichnet, die zu AβpE3-42 und 3NTyr10Aβ führen (KUMMER 

& HENEKA, 2014). Copyright © 2014 Kummer and Heneka; licensee BioMed Central Ltd., 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/copyright/
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Aβ-Monomere können aggregieren und verschiedene Arten von Zusammen-

lagerungen wie Oligomere, Protofibrillen und Amyloidfibrillen bilden. Im 

Gegensatz zu löslichen Aβ-Oligomeren, die sich im gesamten Gehirn verteilen, sind 

Amyloidfibrillen größer und unlöslich und lagern sich zu Amyloid-Plaques 

zusammen (FERREIRA et al., 2015). Abnormales oder fehlgefaltetes Protein, das 

im Zytoplasma, im Zellkern oder in extrazellulären Einschlüssen aggregiert, 

verursacht Schäden an den Organellen oder führt zu einer synaptischen 

Dysfunktion im Nervensystem (WALKER & LEVINE, 2000). Massive 

Ansammlungen von sowohl löslichem, als auch nicht-löslichem Aβ könnten nicht 

nur wegen der fehlenden APP-Weiterverarbeitung durch die Sekretasen, sondern 

auch durch ineffizienten Abbau und Neubildung von Aβ verursacht werden. Eine 

verringerte Aktivität der Aβ-abbauenden Enzyme könnten ein Ungleichgewicht 

zwischen der Bildung und dem Abbau des Aβ bewirken (HIGUCHI et al., 2005; 

NALIVAEVA et al., 2008; BATES et al., 2009; NALIVAEVA et al., 2012; 

FERREIRA et al., 2014; BARANELLO et al., 2015). Ein fehlender Nachweis für 

eine direkte Verbindung zwischen der Ablagerung der Amyloid-Plaques und dem 

Gedächtnisverlust bei AD-Patienten zeigt, dass die Neurotoxizität nicht allein durch 

das unlösliche Aβ zustande kommen kann (HIGUCHI et al., 2005; BARANELLO 

et al., 2015). In biochemischen Studien wurde sogar gezeigt, dass es einen klaren 

Zusammenhang zwischen der Menge an löslichen Aβ-Oligomeren im Gehirn von 

AD-Patienten und dem Grad der kognitiven Beeinträchtigung gibt (FERREIRA et 

al., 2014). Es deutet vieles daraufhin, dass nicht die unlöslichen Ablagerungen wie 

Aβ-Fibrillen und Plaques, sondern die löslichen Aβ-Oligomere die toxischeren 

Bestandteile darstellen und für die Beeinträchtigung der synaptischen Funktion und 

der Neurodegeneration verantwortlich sind (HARDY & SELKOE, 2002; KLEIN 

et al., 2004; GOLDE, 2006). Ein weiteres Indiz dafür, dass die Oligomere eine 

zentrale Rolle in der AD-Pathologie spielen, ist die durch Aβ-Oligomere ausgelöste 

Erhöhung der Phosphorylierung des Tau (DE FELICE et al., 2008).  
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2. N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptor 

2.1. Aufbau und Funktion des NMDA-Rezeptors 

Synaptische Übertragung ist eine wichtige Funktion im zentralen Nervensystem, 

um Informationen zu verarbeiten und zu speichern. Synapsen sind spezialisierte 

Kontaktstellen zwischen Neuronen, bei denen die Freisetzung von 

Neurotransmittern am präsynaptischen Neuron die Rezeptoren an der 

postsynaptischen Membran aktiviert. Exzitatorische synaptische Transmission wird 

im Gehirn von Säugetieren vor allem durch die Aminosäure Glutamat vermittelt, 

welche zwei verschiedene Untergruppen von Glutamatrezeptoren aktiviert: 

ionotrope und metabotrope. Die für die AD-Pathologie wichtigen ionotropen 

Glutamatrezeptoren sind ligandengesteuerte Ionenkanäle, das heißt dass die 

Bindung von Glutamat eine Konformationsänderung der Rezeptoren bewirkt und 

durch den darauf folgenden Einstrom von Kationen eine Depolarisation in der 

postsynaptischen Zelle auslöst. Nach ihren pharmakologischen Eigenschaften 

können diese Rezeptoren weiter unterteilt werden in α-Amino-3-hydroxy-5- 

methyl-4-isoxazolpropionsäure (AMPA)-Rezeptoren, Kainatrezeptoren und 

NMDA-Rezeptoren (TRAYNELIS et al., 2010; VYKLICKY et al., 2014). Die 

Familie der NMDA-Rezeptoren, die eine besondere Bedeutung bei der AD hat, 

besteht aus drei Untereinheiten NR1-3, die wiederum in eine unterschiedliche 

Anzahl von Subtypen eingeteilt werden. Beim NR1-Rezeptor gibt es bis zu acht 

Varianten (NR1a-g) (MORIYOSHI et al., 1991), die NR2-Untereinheit wird durch 

vier (NR2A-D) und die NR3-Untereinheit durch zwei (NR3A und B) Gene kodiert 

(MONYER et al., 1992). Der NMDA-Rezeptor ist ein Heterotetramer, das aus zwei 

obligatorischen NR1-Untereinheiten und zwei NR2- und/oder NR3-Untereinheiten 

(ULBRICH & ISACOFF, 2008) aufgebaut ist. Eine extrazelluläre aminoterminale 

Domäne ist mit einer extrazellulären ligandenbindenden Domäne (LBD) 

verbunden, welche wiederum mit einer transmembranen Domäne verknüpft ist, die 

den Ionenkanal formt. Die transmembrane Helix kommuniziert mit einer 

intrazellulären carboxyterminalen Domäne (TRAYNELIS et al., 2010).  

Der Großteil der Daten, die zeigen, wie die Signaltransduktion an 

Glutamatrezeptoren funktioniert, wurde an Kainat- und AMPA-Rezeptoren 

gesammelt (ARMSTRONG & GOUAUX, 2000; MAYER, 2005). Das Öffnen 

eines Ionenkanals erfordert drei sequentielle Schritte: Ligandenbindung, 

Konformationsänderungen, die das Schließen der LBD zur Konsequenz haben und 
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das Öffnen des Ionenkanals (MAYER & ARMSTRONG, 2004; MAYER, 2006). 

Diese Prinzipien wurden auch für den NMDA-Rezeptor bestätigt, bei dem die 

parallele Anwesenheit von zwei Liganden, dem Agonisten Glutamat und dem 

Koagonisten Glycin oder D-Serin, benötigt wird, um den NMDA-Rezeptor zu 

aktivieren (FURUKAWA et al., 2005). Glutamat wird an präsynaptischen 

glutamatergen Synapsen in den synaptischen Spalt freigesetzt. Es aktiviert den 

NMDA-Rezeptor, indem es zwei Bindungsstellen in der LBD der NR2-

Untereinheit besetzt (ERREGER et al., 2007). Das Glutamat im synaptischen Spalt 

erreicht eine Konzentration von ca. 1 mM, bevor es durch Diffusion und 

Wiederaufnahme in die Zelle, entfernt wird (BERGLES et al., 1999). Dieser 

kurzzeitige Glutamatkonzentrationsgradient führt zur phasenweisen Aktivierung 

des NMDA-Rezeptors. Die hocheffiziente Glutamatwiederaufnahme hält 

normalerweise die extrazelluläre Glutamatkonzentration in einem Grundzustand 

von wenigen nM (HERMAN & JAHR, 2007) und verhindert so eine NMDA-

Rezeptor-Aktivierung im Ruhezustand.  

 

Abbildung 6: Aufbau des NMDA-Rezeptors. Der NMDA-Rezeptor ist ein Tetramer, das aus 

Zusammenlagerung der Subtypen der NR1-, NR2- oder NR3-Untereinheiten aufgebaut ist. Es sind 

Bindungsstellen für Agonisten, Koagonisten, Antagonisten und andere Faktoren, die den NMDA-

Rezeptor beeinflussen können, dargestellt (PARSONS et al., 2007). Abbildung mit freundlicher 

Genehmigung von Elsevier.    
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Während sich das Membranpotential im Ruhezustand befindet, wird der Ionenkanal 

des NMDA-Rezeptors durch ein Magnesium(Mg2+)-Ion blockiert. Eine repetitive 

Stimulation der AMPA-Rezeptoren führt zu einer Vordepolarisation der Zelle. 

Sobald der Koagonist und der Agonist an den NMDA-Rezeptor gebunden haben, 

kommt es durch die starke Depolarisation der postsynaptischen Membran zu einer 

Verminderung der ladungsbedingten Blockierung des Ionenkanals durch Mg2+ 

(NOWAK et al., 1984), und der Ionenkanal öffnet sich selektiv für Kationen, vor 

allem Natrium- (Na+), Kalium- (K+) und Ca2+-Ionen. Da die relative Permeabilität 

des Ionenkanals für Ca2+ 10 mal höher ist, als die von Na+, strömt eine beträchtliche 

Menge an Ca2+ in die Zelle ein (MAYER & WESTBROOK, 1987) und löst so die 

Signaltransduktion aus. Die physiologische Blockade des NMDA-Rezeptors durch 

Mg2+ ist wichtig für eine fehlerfreie Funktion des Nervensystems, da so die Signale, 

die durch Lernen entstehen, vom Hintergrundrauschen unterschieden werden 

können.  

 

 

Abbildung 7: Signal-Rauschen und Lernen. Unter normalen Bedingungen ist die synaptische 

Plastizität abhängig von der Unterscheidung von relevanten Signalen im Gegensatz zu 

Hintergrundrauschen (PARSONS et al., 2007). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von 

Elsevier.   
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Eine Blockade des NMDA-Rezeptors führt zu einer Beeinträchtigung der 

neuronalen Plastizität und somit des Lernprozesses (COLLINGRIDGE & BLISS, 

1995), während eine Überaktivierung den Zelltod durch einen Ca2+-Überschuss zur 

Folge hat (CHOI, 1992). Es gibt jedoch Beweise dafür, dass die gestörte NMDA-

Rezeptor-Überaktivierung, die z.B durch eine pathologisch bedingte, leichte 

Erhöhung der Glutamatkonzentration erfolgt, auch Störungen der Plastizität 

hervorrufen könnte, sogar noch vor der Entwicklung einer Exzitotoxizität 

(PARSONS et al., 2007). 

2.2. Zusammenhang zwischen NMDA-Rezeptor und Amyloid β 

Viele neurologische Krankheiten sind mit einer fehlregulierten 

Glutamatfreisetzung und -aufnahme verbunden (MATTSON, 2003; NYITRAI et 

al., 2006), die zu einer langfristigen Erhöhung der extrazellulären 

Glutamatkonzentration im mikromolaren Bereich führen (PHILLIS & O'REGAN, 

2003; HEINRICH et al., 2012). Dieser stetig erhöhte Glutamatspiegel verursacht 

eine exzessive tonische Aktivierung der Rezeptoren, die Exzitotoxizität hervorrufen 

kann (VYKLICKY et al., 2014). Im pathologischen Fall werden NMDA-

Rezeptoren durch zwar niedrige, aber unphysiologisch erhöhte 

Glutamatkonzentrationen dauerhaft aktiviert (BENVENISTE et al., 1984; 

ANDINE et al., 1991; GLOBUS et al., 1991; BUISSON et al., 1992; MITANI et 

al., 1992). Durch diese Überaktivierung des Rezeptors wird das Signal-Rauschen 

erhöht und relevante Signale durch Lernen können vom pathologisch erhöhten 

Hintergrundrauschen nicht unterschieden und gefiltert werden (PARSONS et al., 

2007). Es ist allgemein akzeptiert, dass eine phasische synaptische NMDA-

Rezeptoraktivierung notwendig für lernbezogene synaptische Plastizität ist und das 

glutamaterge System deswegen eine gut regulierte homöostatische Kontrolle 

braucht (PARSONS et al., 2007). Zahlreiche Hinweise deuten an, dass Aβ die 

glutamaterge Aktivität vor allem durch den NMDA-Rezeptor, erhöhen kann 

(DANYSZ et al., 2000; DANYSZ & PARSONS, 2003; KLEIN et al., 2004; 

WALSH & SELKOE, 2004).  
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Abbildung 8: Überaktivierung des NMDA-Rezeptors bei AD führt zu erhöhtem 

Hintergrundrauschen und Verlust von Erkennen relevanter Signale. Durch die tonische 

Überaktivierung des glutamatergen Systems, wird die Blockade des NMDA-Rezeptors durch Mg2+ 

aufgehoben und relevante Signale durch Lernen können vom pathologisch erhöhten 

Hintergrundrauschen nicht unterschieden und gefiltert werden (PARSONS et al., 2007). Abbildung 

mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.   

Unter physiologischen Bedingungen hat APP funktional gesehen antagonistische 

Effekte auf den NMDA-Rezeptor (FURUKAWA & MATTSON, 1998). Es 

verbessert die Glutamattransportaktivität und entfernt Glutamat aus dem 

synaptischen Spalt (MASLIAH et al., 1998). Wenn APP nun wie bei AD vermehrt 

u.a. zu Aβ metabolisiert wird, entfällt dessen indirekte antagonistische Wirkung, 

was in einem gesteigerten Glutamatgehalt im synaptischen Spalt resultiert 

(MATTSON et al., 1993; WU et al., 1995). Aβ kann den NMDA-Rezeptor auch 

direkt aktivieren (TEXIDÓ et al., 2011) oder die Glutamatfreisetzung erhöhen bzw. 

die -aufnahme verringern, was, wie bereits erwähnt, zu einer erhöhten 

Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt führt (HARRIS et al., 1996; NODA 

et al., 1999) und so die Sensitivität des NMDA-Rezeptors erhöht (PARSONS et al., 

2007). 
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Abbildung 9: Zusammenhang zwischen Aβ und dem NMDA-Rezeptor. Schematische 

Darstellung, wie Aβ die glutamaterge Aktivität und/oder NMDA-Rezeptoraktivität erhöht, 

während APP gegenteilige Effekte erzielen könnte (PARSONS et al., 2007). Abbildung mit 

freundlicher Genehmigung von Elsevier.   

Des Weiteren wird vermutet, dass eine Aβ-vermittelte Entzündungsreaktion ebenso 

die NMDA-Rezeptoraktivität steigern kann. Aβ aktiviert die Mikroglia und führt 

zu einer Erhöhung des Tumornekrosefaktors α, was wiederum zur Aktivierung der 

Mikroglia und zu oxidativem Stress führt. Dadurch wird die Glutamataufnahme 

erniedrigt und die -abgabe erhöht, was eine Sensitivierung und somit gesteigerte 

Aktivierung des NMDA-Rezeptors und letztendlich den Tod der Nervenzelle 

bewirkt (WENK et al., 2006). Zudem konnten Lesne et al. (2005) zeigen, dass eine 

subtoxische Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch z.B. Aβ die Expression einer 

bestimmten Domäne von Proteaseinhibitoren steigert. Diese Domäne bevorzugt die 

Prozessierung des APP durch die β-Sekretase, wobei die α-Sekretase zudem 

inhibiert wird, was zu einer weiteren Erhöhung des Aβs führt und somit in einem 

Teufelskreis endet.  

2.3. Die Bedeutung der NMDA-Rezeptoruntereinheit NR2B als 

therapeutische Zielstruktur 

Wie in Kapitel II.2.1. bereits besprochen, ist der NMDA-Rezeptor ein 

Heterotetramer, das aus zwei obligatorischen NR1- und zwei NR2 und/oder NR3-

Untereinheiten besteht. Die NR1-Untereinheit ist essenziell für den Rezeptor, 

weswegen Rezeptoren, denen diese Untereinheit fehlt, nicht funktionsfähig sind 

(CULL-CANDY & LESZKIEWICZ, 2004). Die NR2-Untereinheit dagegen 

verleiht dem Rezeptor Heterogenität und beeinflusst die charakteristischen 

Eigenschaften, wie die Öffnungszeit des Kanals, die Ca2+-Permeabilität oder die 
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Sensitivität gegenüber pharmakologischen Substanzen (PAOLETTI et al., 2013). 

Die meisten NMDA-Rezeptoren sind aus zwei NR1- und mindestens einer NR2-

Untereinheit aufgebaut (CULL-CANDY et al., 2001). Die vier NR2-Subtypen 

haben eine spezielle Aufteilung im Gehirn, die sich im Laufe der Entwicklung 

verändert. Im embryonalen Stadium findet man den NR2B-Subtyp in den meisten 

Gehirnregionen, wohingegen der NR2D-Subtyp im Dienzephalon und Hirnstamm 

ausgeprägt ist. Im ausgewachsenen Gehirn ist der NR2A-Subtyp in den meisten 

Regionen exprimiert, der NR2C-Subtyp ist auf das Cerebellum beschränkt 

(NEYTON & PAOLETTI, 2006). Der NR2B-Rezeptor wird im adulten Gehirn 

primär im Prosencephalon exprimiert (YASHIRO & PHILPOT, 2008) mit hoher 

Ausprägung im zerebralen Kortex und Hippokampus (MONYER et al., 1994; 

GOEBEL & POOSCH, 1999; LOFTIS & JANOWSKY, 2003). Der NR2B-

Rezeptor kommt somit vor allem in Gehirnregionen vor, die wichtig für den 

Lernprozess und die Bildung von Erinnerungen sind. Eine erhöhte Expression der 

NR2B-Untereinheit in transgenen Mäusen hat eine verbesserte Gedächtnis- und 

Lernfähigkeit zur Folge, eine erniedrigte Expression der NR2B-Untereinheit 

korreliert mit einer reduzierten synaptischen Plastizität (HESTRIN, 1992). 

 

 

Abbildung 10: Verteilung der NMDA-Rezeptoruntereinheiten im Mausgehirn am Tag 21 

postnatal. A NR2A B NR2B: beschränkte Expression der NR2B-Untereinheit auf das 

Prosenzephalon C NR2C D NR2D E NR1  

AC Pars anterior des Gyrus cinguli, Cx cerebraler Kortex, Cb Cerebellum, CPu Caudate-Putamen, 

Hi Hippokampus  (MONY et al., 2009). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von John Wiley 

and Sons. 
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Es existieren Nachweise, die vermuten lassen, dass Substanzen, die die NR2B-

Untereinheit spezifisch blockieren, besser wirken könnten, als solche, die nicht 

zwischen den Untereinheiten unterscheiden (HARDINGHAM et al., 2002; 

AMADORO et al., 2006), da die neurotoxischen Signale sehr wahrscheinlich von 

der Stimulation extrasynaptischer NR2B-enthaltender NMDA-Rezeptoren, 

stammen (AMADORO et al., 2006; RÖNICKE et al., 2011). Diese 

extrasynaptischen NR2B-enthaltenden NMDA-Rezeptoren, auch Todesrezeptoren 

genannt, aktivieren eine Signaltransduktionskaskade, die zum Zelltod führen kann 

(HARDINGHAM et al., 2002). Des Weiteren wurde bereits bewiesen, dass NR2B-

Antagonisten den Lernprozess unter bestimmten Bedingungen verbessern können 

(HIGGINS et al., 2005). Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine vollständige 

Eliminierung der NR2B-Untereinheit im Prosencephalon Defizite in der LTP 

hervorruft (ZHAO et al.; VON ENGELHARDT et al., 2008; RAMMES et al., 

2011), während eine heterozygote Expression sogar die negativen Effekte von  

Aβ1-42 auf die synaptische Plastizität umkehren kann (RAMMES et al., 2011). Auch 

die Zugabe von allosterischen NR2B-Antagonisten wie Ro 25-6981 und Radiprodil 

konnte die negative Wirkung von Aβ1-42 auf die LTP umkehren. Diese 

Anhaltspunkte lassen vermuten, dass eine moderate negative allosterische 

Modulation der NR2B-Untereinheit eine Alternative in der Behandlung von AD 

sein könnte. (HU et al., 2009; LI et al., 2011; RAMMES et al., 2011; MATTUSCH 

et al., 2013; RAMMES et al., 2015) 
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3. Lernen und Gedächtnis 

3.1. Synaptische Plastizität und Synaptotoxizität 

Das menschliche Gehirn besteht aus etwa 86 Milliarden Nervenzellen 

(HERCULANO-HOUZEL, 2009), die durch neuronale Kontaktstellen, sog. 

Synapsen, verbunden sind und durch chemische Transmitter miteinander 

kommunizieren. So können Informationen weitergeleitet und gespeichert werden. 

Unter synaptischer Plastizität versteht man die Eigenschaft von Synapsen, sich 

aktivitätsabhängigen Veränderungen zu unterziehen und so vergängliche 

Erfahrungen zu integrieren und in bleibende Erinnerungen umzuwandeln (CITRI 

& MALENKA, 2008). Diese Veränderungen in der synaptischen Plastizität sind 

grundlegend für kognitive Funktionen wie das Lernen und die Speicherung von 

Informationen. Zwei Mechanismen, die Veränderungen in der synaptischen 

Plastizität bewirken können, sind die LTP und die Langzeit-Depression (LTD). 

Unter der LTP versteht man eine langandauernde Aktivitätssteigerung in der 

synaptischen Transmission durch Stimulation der präsynaptischen Neurone und die 

Wichtige Aspekte der NR2B-Rezeptoruntereinheit als therapeutische 

Zielstruktur: 

NR2B-Rezeptor v.a. in Gehirnregionen exprimiert, die wichtig sind für Lernen 

& Gedächtnis  

   zerebraler Kortex, Hippokampus (MONYER et al., 1994; GOEBEL & 

         POOSCH, 1999; LOFTIS & JANOWSKY, 2003) 

spezifische therapeutische Effekte durch selektive NR2B-Rezeptorantagonisten 

  NR2B-Überexpression erhöht kognitive Fähigkeiten in Mäusen  

          (TANG et al., 1999)   

      NR2B-Antagonisten können Lernprozesse unter bestimmten Bedingungen 

          verbessern (HIGGINS et al., 2005)  

   neurotoxische Signale stammen wahrscheinlich von der Stimulation 

          extrasynaptischer NR2B-Untereinheiten enthaltender NMDA- 

          Rezeptoren, auch „Todesrezeptoren“ (engl. death receptors) genannt 

          (AMADORO et al., 2006; RÖNICKE et al., 2011)  

      NR2B-Antagonisten wie Ro 25-6981 und Radiprodil konnte die negative 

          Wirkung von Aβ1-42 auf die LTP umkehren   

          (RAMMES et al., 2011; MATTUSCH et al., 2013) 
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darauf folgende Depolarisation der postsynaptischen Zelle. Die Depolarisation wird 

durch die Ausschüttung des Neurotransmitters Glutamat ausgelöst, der an 

postsynaptische Rezeptoren wie dem NMDA-Rezeptor bindet und durch 

Konformationsänderungen einen Einstrom von Ionen in die postsynaptische Zelle 

bewirkt (SHORS & MATZEL, 1997). Auf zellulärer Ebene ist die Speicherung von 

Erinnerungen des Langzeitgedächtnisses mit Genexpression, Synthese neuer 

Proteine und der Bildung synaptischer Verbindungen assoziiert (LYNCH, 2004). 

Durch eine LTD kommt es zu einer Abschwächung der synaptischen Übertragung. 

Eine LTP-Induktion fördert die Bildung von dendritischen Dornfortsätzen (engl. 

spines), während eine LTD den Schwund von dendritischen Dornfortsätzen und 

Verlust von Synapsen zur Folge hat (KULLMANN & LAMSA, 2007). Terry und 

Kollegen (1991) konnten zeigen, dass der Verlust von Synapsen als pathologisches 

Merkmal, sogar noch besser als die Bildung der Amyloid-Plaques, dem Ausmaß 

des Gedächtnisverfalls bei AD entsprechen. Physiologische pikomolare 

Konzentrationen von Aβ-Oligomeren haben einen positiven Effekt auf die 

synaptische Plastizität (PUZZO et al., 2008), toxische Konzentrationen wie sie bei 

AD zu finden sind, beeinträchtigen jedoch die LTP im Hippokampus und die 

synaptische Übertragung negativ (CULLEN et al., 1997; WALSH et al., 2002) und 

erhöhen die Auslösung von LTDs und somit den Verlust von Synapsen (LI et al., 

2009). 

3.2. Dendritische Dornfortsätze 

Dendritische Dornfortsätze sind membranöse Ausläufer an der neuronalen 

Oberfläche. Sie bestehen aus einem Kopf, der über einen dünnen Hals mit dem 

Neuron verbunden ist (HARRIS & KATER, 1994). Das menschliche Gehirn besitzt 

über 1013 spines (NIMCHINSKY et al., 2002). Sie sind spezialisierte Strukturen, an 

deren Oberfläche Rezeptoren für die Neurotransmission zu finden sind (NUSSER 

et al., 1998) und wodurch Neuronen Informationen erhalten und verarbeiten können 

(FU & ZUO, 2011). Dendritische Dornfortsätze entsprechen morphologischen 

Korrelaten der exzitatorischen Postynapsen (FU & ZUO, 2011).  
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Unter spine density versteht man die Anzahl der spines pro Mikrometer eines 

Dendriten. Bis zu den 60er Jahren glaubte man, dass spines, sobald sie einmal 

gebildet wurden, ein Leben lang bestehen. Später gab es jedoch Anzeichen dafür, 

dass spines eliminiert werden können, ohne offensichtliche Veränderungen am 

Dendriten selbst hervorzurufen. Verschiedene Studien zeigten, dass sich die spine 

density unter bestimmten Umständen verringert, sich aber auch wieder in ihren 

Ursprungszustand zurückführen lässt (GLOBUS & SCHEIBEL, 1966; 

VALVERDE, 1967; PARNAVELAS et al., 1974).   

Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass die anfängliche Verringerung der spines 

nicht nur ein Zeichen von Schäden am postsynaptischen Neuron, sondern eine 

adaptive Antwort auf Veränderungen des afferenten Inputs darstellen 

(NIMCHINSKY et al., 2002). Die synaptische Plastizität wird unter anderem durch 

die Veränderung der Anzahl an bestimmten Rezeptoren vermittelt, die wiederum 

von morphologischen Veränderungen der spines, wie die Anzahl oder Form, 

begleitet werden (FU & ZUO, 2011). Es wurde beobachtet, dass diese 

Veränderungen innerhalb von Minuten auftreten können (LENDVAI et al., 2000). 

Die Störung der physiologischen spine-Homöostase liegt einigen 

neuropsychiatrischen Krankheiten zugrunde (PENZES et al., 2011). Das 

auffälligste Beispiel ist der Verlust an dendritischen spines, der bei den meisten 

neurodegenerativen Erkrankungen zu finden ist. Spine-Verluste korrelieren mit 

kognitiven Beeinträchtigungen (SCHEFF et al., 2007), was darauf hinweist, dass 

spine-Veränderungen, als einer der entscheidenden Faktoren, zu den bei der AD 

auftretenden kognitiven Fehlfunktionen beitragen (PENAZZI et al., 2016). 

Pathologische spine-Verluste können durch veränderten präsynaptischen Input, 

durch neuron-autonome oder extra-neuronale Ursachen hervorgerufen werden 

(DOROSTKAR et al., 2015). Zu neuron-autonomen Ursachen zählen zum Beispiel 

eine pathologische Überaktivierung des NMDA-Rezeptors während der 

Abbildung 11: Darstellung eines Dendriten. 

Dendritische Dornfortsätze (spines) sind 

membranöse Ausläufer an der neuronalen 

Oberfläche von Dendriten. Sie bestehen aus 

einem Kopf, der durch einen Hals mit dem 

Neuron verbunden ist. Eigene Darstellung. 

Dendrit 

 Kopf 
   Hals 
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Exzitotoxizität (HALPAIN et al., 1998; HASBANI et al., 2001), die 

Beeinträchtigung des dendritischen Transports oder eine Störung in der lokalen 

Proteinsynthese (TOLINO et al., 2012). Beispiele für extra-neuronal verursachte 

spine-Verluste sind unter anderem Traumata oder Entzündungen (CAMPBELL et 

al., 2012; TONG et al., 2012). Lacor et al. (2007) konnten zeigen, dass eine 

chronische Exposition von hippokampalen Kulturen mit löslichen Aβ-Oligomeren 

eine abnormale spine-Morphologie und eine Abnahme der spine density zur Folge 

hat. Dies konnte durch den Wirkstoff Memantin, ein nicht-kompetitiver NMDA-

Rezeptorantagonist, verhindert werden. 

 

Abbildung 12: Pathophysiologische Mechanismen für dendritische spine-Verluste. 1 fibrilläre 

Amyloid-Plaques verursachen spine-Verluste in ihrer direkten Umgebung 2 spine-Verluste an 

dystrophischen Dendriten 3 sekundäre spine-Verluste durch präsynaptische Defekte 4 Aβ-

Oligomere, die synaptische Ziele angreifen 5 Aβ-Aufnahme 6 axonales Aβ 7 hyperphosphoryliertes 

Tau 9 NMDA-Rezeptor mediierte Exzitotoxizität 8,10,11 weitere Mechanismen für spine-Verluste 

(DOROSTKAR et al., 2015). Copyright © The Author(s) 2015, 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/about/copyright/
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4. Autophagie 

Die Autophagie oder Autophagozytose (griech. auto = selbst, phagien = essen) ist 

ein intrazellulärer Degradationsprozess, bei dem zytoplasmatische Bausteine in den 

Lysosomen abgebaut werden. Es gibt drei verschiedene Arten von Autophagie: 

Makro-, Mikro- und Chaperon-vermittelte Autophagie. Der Begriff „Autophagie“ 

bezeichnet in den meisten Fällen (MIZUSHIMA, 2007), wie auch in dieser Arbeit, 

die Makroautophagie.  

  

 

Abbildung 13: Der Prozess der Makroautophagie in Zellen von Säugetieren. Ein Teil des 

Zytoplasmas inklusive der Zellorganelle wird durch eine Phagophore umschlossen, um ein 

Autophagosom zu bilden. Die äußere Membran des Autophagosoms fusioniert mit einem Lysosom 

zum Autolysosom, und das umschlossene Material wird abgebaut (MIZUSHIMA, 2007). Copyright 

© 2007, Cold Spring Harbor Laboratory Press, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/ 

Die Autophagie findet grundsätzlich in jeder Zelle auf einem basalen Level statt 

(KLIONSKY & CODOGNO, 2013), kann jedoch durch verschiedene Formen von 

zellulären Stress, wie Hypoxie, reaktive Sauerstoffderivate, beschädigte DNA oder 

beschädigte Zellorganelle, intrazelluläre Pathogene oder Proteinaggregate 

hochreguliert werden. Zellen können durch die Autophagie beschädigte oder 

schädliche Bestandteile eliminieren, um die Nährstoff- und Energiehomöostase 

aufrechtzuerhalten (LEVINE & KROEMER, 2008; MIZUSHIMA et al., 2008; 

KROEMER et al., 2010). 

4.1. Ablauf und Funktion 

Die Autophagie ist entscheidend für die physiologische Funktion der Zelle, um 

etwa die Proteinhomöostase zu regeln (HARRIS & RUBINSZTEIN, 2012) und 

eine ausreichende Versorgung mit Aminosäuren sicherzustellen oder Energie 

bereitzustellen. Sie spielt jedoch auch eine wichtige Rolle bei pathologischen 

http://genesdev.cshlp.org/site/misc/terms.xhtml
http://genesdev.cshlp.org/site/misc/terms.xhtml
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Zuständen wie Infektionen, Entzündungen, Krebs oder neurologischen Störungen 

(WHITE, 2012; CHOI et al., 2013; DERETIC et al., 2013; NIXON, 2013). Die 

Autophagie beginnt mit der Bildung des Autophagosomen und umfasst insgesamt 

drei wichtige Schritte: die Initiierung, den Einschluss des Vesikel (Bildung der 

Autophagophore) und die Ausdehnung des Vesikels (Bildung des 

Autophagosomen).  

Im ersten Schritt der Autophagosomenbildung werden zytoplasmatische 

Bestandteile wie Zellorganelle und Proteine durch eine spezielle Membran, die 

Phagophore, sequestriert. Die vollständige Absonderung des Materials durch die 

sich ausdehnende Membran, resultiert in der Bildung des Autophagosomen, 

welches typischerweise ein doppel-membranöses Zellorganell ist (LAMB et al., 

2013; KAUR & DEBNATH, 2015). Anschließend fusioniert die äußere Membran 

des Autophagosomen mit dem Lysosom zum Autolysosom/Autophagolysosom, 

was zur Hydrolyse der eingeschlossenen zytosolischen Proteine und Zellorganelle 

durch die Enzyme des Lysosoms führt (LAMB et al., 2013). In Hefen 

(Saccharomyces cerevisiae) wurden 31 Autophagie-assoziierte Proteine (engl. 

Autophagy-Related Genes = Atgs) identifiziert, die an dem Prozess der Autophagie 

beteiligt sind (HE & KLIONSKY, 2009). Für viele dieser Atgs wurden orthologe 

Gene in Säugetieren gefunden (NAKATOGAWA et al., 2009; YANG & 

KLIONSKY, 2009). Unter den Atg-Proteinen gibt es eine Gruppe, bei denen 

vermutet wird, dass sie am Anfang des Signalprozesses eine wichtige Rolle spielen, 

wobei die genaue Funktion noch nicht bekannt ist. In Hefen ist häufig vom Atg1-

Kinase-Komplex die Rede, zu dem unter anderem die in Säugetieren homologen 

Uncoordinated-51-like-Kinase 1 (Ulk1) und Ulk2 gehören (KLIONSKY & 

CODOGNO, 2013). Die Regulierung der Ulk1 erfolgt einerseits durch die 

Adenosinmonophosphat-aktivierte Proteinkinase (AMPK) bei Glukoseentzug, die 

die Autophagie fördert, indem es die Ulk1 direkt durch Phosphorylierung an Serin 

317 und 777 aktiviert. Und andererseits durch die Serin/Threonin-Kinase TOR 

(engl. Target of Rapamycin = mTOR), einem zentralen Inhibitor der Autophagie. 

Die Inhibition des mTOR durch Nahrungsüberschuss oder der Behandlung mit 

Rapamycin verhindert die Ulk1-Aktivierung durch die AMPK durch 

Phosphorylierung der Ulk1 an Serin 757 (KIM et al., 2011). Durch die Aktivierung 

des Ulk1 wird die Kinaseaktivität des Ulk1 gesteigert (GLICK et al., 2010) und die 

Bindungsaktivität zu den anderen Komponenten des Komplexes erhöht 

(KAMADA et al., 2000). Dadurch wird die Bildung des Atg1-Komplexes und 



II. Literaturübersicht     28 

 

somit die Autophagosomformierung und letzten Endes die Induktion der 

Autophagie initiiert (CHEONG et al., 2008). Ulk1 induziert auch die Autophagie, 

indem es Beclin-1 phosphoryliert und Vacuolar protein sorting (Vps) 34 aktiviert 

(RUSSELL et al., 2013).  

Eine wichtige Funktion der Autophagie ist unter anderem die Beseitigung von 

zytosolischen ubiquitinierten Substraten und von zur Aggregation neigenden 

Proteinen. Neuere Studien zeigen, dass dieser zersetzende Vorgang selektiv 

funktioniert und über das in Säugetieren vorhandene Protein p62/Sequestom1, das 

homolog zum Atg8 ist, gesteuert wird (BJORKOY et al., 2005; POHL & 

JENTSCH, 2009). p62 bindet direkt an die ubiquitinierten Substrate durch seine 

ubiquitin-assoziierte Domäne und Mikrotubule-associated protein 1 light chain 3 

(LC3) (PANKIV et al., 2007; KIM et al., 2008) und verbindet so die ubiquitinierten 

Materialen direkt mit dem Autophagiemechanismus zur autophagischen 

Degradation. In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der 

Autophagie mit einem erhöhten Level an p62 korreliert (WANG et al., 2006; 

KOMATSU et al., 2007).   

Die Autophagosomenbildung ist sehr wahrscheinlich der komplexeste Schritt der 

Autophagie. Viele verschiedene Atg-Proteine binden an die Phagophore, damit 

diese zu einem Autophagosomen umgebildet werden kann (HE & KLIONSKY, 

2009). Die Nukleierung und die Zusammenlagerung der Phagophorenmembran 

benötigen den Klasse III-Phosphatidylinositol3-Kinase (Klasse III PI3K)-

Komplex, der unter anderem aus dem Klasse III-PI3K/Vps 34 und dem Atg6/Vps30 

besteht, der homolog ist zu Beclin-1 in Säugetieren (LIANG et al., 1999; KIHARA 

et al., 2001; ITAKURA et al., 2008). Die Funktion von Beclin-1 wird durch ein 

antiapoptotisches Protein reguliert, welches die Autophagie dadurch inhibiert, dass 

es Beclin-1 unter nährstoffreichen Konditionen bindet. Der Klasse III-PI3K-

Komplex rekrutiert neben weiteren Proteinen zwei zusammenhängende 

Konjugationssysteme, das Atg12-Atg5-Atg16 und das Atg8(LC3)-

Phosphatidylinositol (SUZUKI et al., 2001; SUZUKI et al., 2007). Atg12 wird 

kovalent an das Substratprotein Atg5 gebunden, damit es an die Phagophore binden 

kann (MIZUSHIMA et al., 2003). Der größte Teil des Atg8, das LC3B-I, ist unter 

nahrungsreichen Konditionen zytosolisch. Durch die Autophagieinduktion wird es 

in eine lipid-konjugierte Form (=LC3B-II) umgewandelt (GHAVAMI et al., 2012) 

und ist an beiden Seiten der Phagophore zu finden (KABEYA et al., 2000), um dort 

die Größe des Autophagosomen zu kontrollieren (XIE et al., 2008). Die 
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Fertigstellung des Autophagosomen ist gekennzeichnet durch die Freisetzung des 

LC3B-II, welches dann wiederverwertet wird. Folglich sind sowohl LC3B-II als 

auch das Verhältnis zwischen LC3B-I und LC3B-II markante Marker, um den 

autophagischen Fluss zu beobachten (KOIKE et al., 2005; GLICK et al., 2010; 

GONG et al., 2013).   

Nach der Fusion der Vesikel wird das Innere des Autophagosomen durch spezielle 

Hydrolasen vor allem zu Aminosäuren abgebaut, die zurück in das Zytosol 

transportiert werden und dort für die Proteinsynthese oder das Erhalten der 

zellulären Funktionen unter Nährstoffmangel zur Verfügung stehen (TANIDA et 

al., 2005; HE & KLIONSKY, 2009). 

 

Abbildung 14: Ablauf der Autophagie mit Darstellung der Autophagie assoziierten Gene 

(Atgs). Bildung des Autophagosomen durch Einschluss von zellulären Bestandteilen durch die 

Phagophore. Fusion des Autophagosoms mit dem Lysosom zum Autophagolysosom. Rot umrandet 

wichtige Autophagiemarker, die in den Experimenten nachgewiesen werden: Ulk1, Klasse III PI3K, 

Beclin-1, Atg5 gebundenes Atg12, SQSTM1/p62, LC3B-I und LC3B-II (CELLSIGNALING 

TECHNOLOGY, 2017). Abbildung modifiziert nach Cell Signaling, mit freundlicher Genehmigung 

von Cell Signaling Technology, Inc. 
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4.2. Zusammenhang zwischen Autophagie und Amyloid β  

Die Autophagie regelt die Proteinhomöostase in Zellen (HARRIS & 

RUBINSZTEIN, 2012) und erhält die Zelle, indem sie zellulären Abfall wie 

toxische Proteinaggregate beseitigt, was wiederum freie Aminosäuren generiert, die 

zur Synthese neuer Proteine genutzt werden können (NILSSON & SAIDO, 2014). 

Fehlerhaft gefaltete Proteine, wie bei der AD zu finden, verursachen, wenn sie 

aggregieren, Zellorganellschäden und synaptische Funktionsstörungen im 

Nervensystem (WALKER & LEVINE, 2000). Neuronen könnten wegen ihrer 

hohen Polarisierung, ihrer Größe und ihrer postmitotischen Veranlagung besonders 

empfindlich gegenüber der Akkumulation von aggregiertem oder zerstörtem 

zytosolischem Material sein. Sie sind deshalb auf die Autophagie zum Überleben 

der Zelle angewiesen (TOOZE & SCHIAVO, 2008). Da der Großteil der 

intrazellulär aggregierten Proteine durch Autophagie beseitigt wird, wurde in den 

letzten Jahren viel daran geforscht, ob eine Aktivierung der Autophagie stattfindet, 

um die aggregierten Proteine zu entfernen oder ob die Existenz der Aggregate zu 

einer Fehlfunktion der Autophagie beiträgt (GHAVAMI et al., 2014). Auf der 

anderen Seite gibt es sogar Studien darüber, ob die Aggregate selbst zum 

neuroprotektiven Schutz beitragen könnten (ARRASATE et al., 2004; 

RUBINSZTEIN, 2006). Im Allgemeinen wird die Autophagie im Alter weniger 

effizient, was direkt zum Verfall der Gewebeleistung beiträgt (MARTINEZ-

VICENTE et al., 2010).   

Messungen haben gezeigt, dass es einen hocheffizienten Autophagieumsatz in 

Neuronen gibt (BOLAND et al., 2008). Die Abhängigkeit der Neuronen von der 

Autophagie wird außerdem dadurch gezeigt, dass die Abwesenheit von Autophagie 

zu Neurodegeneration inklusive Axonverlusten und Zelltod führen kann (HARA et 

al., 2006; KOMATSU et al., 2006; KOMATSU et al., 2007). Bei der AD ist die 

Autophagie beeinträchtigt, was durch die Ansammlung von Autophagosomen in 

dystrophischen Neuriten gezeigt wurde (NIXON et al., 2005). Eine Inhibititon der 

lysosomalen Proteolyse verursacht in kultivierten Neuronen eine AD-ähnliche 

Ansammlung von Autophagosomen und axonaler Dystrophie, was vermuten lässt, 

dass eine beeinträchtigte lysosomale Aktivität die Akkumulation der 

Autophagosomen verursachen könnte (LEE et al., 2011). Diese Hypothese wird 

zudem unterstützt von der Beobachtung, dass lysosomale Hydrolasen in AD-

Gehirnen erhöht und ungewöhnlich verteilt sind, was auf beeinträchtigte 

Lysosomen schließen lässt (CATALDO et al., 1991). Das bei der Induktion der 
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Autophagie mitwirkende Beclin-1 ist in frühen Stadien der AD reduziert, was 

darauf hinweist, dass die Induktion der Autophagie verringert ist (PICKFORD et 

al., 2008). Andere transkriptionelle Daten lassen vermuten, dass autophagie-

aktivierende Faktoren in AD-Gehirnen erhöht sind und somit die Autophagie 

gesteigert ist (LIPINSKI et al., 2010). Diese etwas konträren Ergebnisse könnten 

auf einen kompensatorischen Effekt auf der transkriptionellen Ebene hindeuten 

oder darauf, dass die Initiation der Autophagie in verschiedenen Stadien der 

Krankheit variiert (NILSSON & SAIDO, 2014).   

Neuerdings wird sogar vermutet, dass die Autophagie im Aβ-Metabolismus 

involviert ist und somit einen potentiellen therapeutischen Angriffspunkt darstellen 

könnte (NILSSON & SAIDO, 2014). Nilsson et al. (2013) fanden kürzlich heraus, 

dass die Autophagie, neben ihrer degradativen Funktion, die Sekretion des Aβ in 

den extrazellulären Raum vermittelt und folglich direkt zur extrazellulären Aβ-

Plaquebildung beiträgt. Dementsprechend bewirkt ein Mangel an Autophagie eine 

intrazelluläre Aβ-Akkumulation und somit eine verringerte extrazelluläre 

Plaquebildung (NILSSON & SAIDO, 2014). Aβ wiederum könnte die durch die 

Autophagie ausgelöste Degeneration noch verschlimmern (NILSSON et al., 2013) 

und die Autophagie hemmen, was somit in einem Teufelskreis enden würde 

(CACCAMO et al., 2010). Spilman et al. (2010) zeigten, dass Rapamycin, welches 

unter anderem als Autophagiestimulator wirkt, eine Verringerung der Aβ-

Akkumulation in einem transgenen AD-Mausmodell herbeiführen und 

Gedächtnisdefizite verzögern kann. Somit könnte die Autophagiestimulation einen 

therapeutischen Ansatzpunkt für die Behandlung von AD darstellen. 

5. Therapieansätze 

AD ist heutzutage eine der größten Herausforderungen für das Gesundheitswesen 

der Industriestaaten. Bis zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch keine effektive 

Therapie zur Behandlung der AD. Viele Medikamente sind für die Behandlung von 

AD für die verschiedenen Stadien der Krankheit zugelassen, jedoch zeigen alle eine 

geringe Wirkung (FOLCH et al., 2016).  

Im Moment sind die einzigen bewährten Therapien der AD 

Cholinesteraseinhibitoren und NMDA-Rezeptorantagonisten (LLEÓ, 2007; 

GALIMBERTI & SCARPINI, 2010; PARSONS et al., 2013). Frühe Forschung, die 

zeigte, dass bei der Krankheit eine Störung der cholinergen (DAVIES & 

MALONEY, 1976) bzw. glutamatergen (BLEICH et al., 2003) Neurotransmitter 
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vorliegt, führte zu den heute verfügbaren Medikamenten, durch die die Krankheit 

symptomatisch behandelt werden kann.  

Acetylcholinesterase-Inhibitoren (ACh-Inhibitor) waren einige der ersten 

Medikamente, die durch die U.S. Food and Drug Administration (FDA) genehmigt 

und in der Behandlung von AD eingesetzt wurden. Der erste ACh-Inhibitor, Tacrin, 

zugelassen 1993 von der FDA, wird wegen seiner hepatotoxischen Wirkung nicht 

für die Behandlung von AD eingesetzt (WU et al., 2010). Ein weiterer ACh-

Inhibitor, Donepezil, hat einen länger wirkenden Effekt als Tacrin und wird zudem 

von Patienten besser toleriert, da weniger Nebenwirkungen auftreten. Er wird 

verwendet, um milde bis moderate AD-Fälle zu behandeln (BENJAMIN & 

BURNS, 2007; TSUNO, 2009; HOWARD et al., 2012). Andere zugelassenen ACh-

Inhibitoren sind Rivastigmin, Galantamin und Huperzine A, die alle bei milder bis 

moderater AD eingesetzt werden (SUN et al., 2012). Eine weitere Gruppe von 

Wirkstoffen sind die M1-Rezeptor-Agonisten wie Xanomelin und Milamelin. 

Diese können AD-Symptome verbessern und das Voranschreiten der Krankheit 

verlangsamen, da M1 Muskarinrezeptoren in Gehirnen von AD-Patienten noch 

weitgehend intakt bleiben. Der M1 Muskarinrezeptor ist ein ACh-Rezeptor, der vor 

allem im Kortex und Hippokampus zu finden ist (QUIRION et al., 1989; JAKUBIK 

et al., 2008). In Kontrollstudien wurde gezeigt, dass die Behandlung mit ACh-

Inbhibitoren zwar wirkungsvoll ist, jedoch die Effekte limitiert sind bzw. eine 

gewisse Anzahl an Patienten überhaupt nicht reagieren (LANCTOT et al., 2003; 

BIRKS, 2006; BURNS et al., 2006).  

Ein anderes Ziel der AD-Behandlung ist das glutamaterge System. Die Forschung 

hat gezeigt, dass die Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch einen erhöhten 

Glutamatspiegel, wie es bei der AD zu finden ist, zum Zelltod führen kann (SHAH 

et al., 2008). Frankiewicz und Parsons (1999) fanden heraus, dass Memantin, ein 

nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptorantagonist, eine neuroprotektive Funktion 

durch das Erhalten und Wiederherstellen von LTPs in vitro hat. In einer 

gesammelten Analyse zeigten Emre et al. (2008), dass Memantin im Vergleich zu 

Placebo nach 24 Wochen eine signifikante Verbesserung von kognitiven 

Fähigkeiten, insbesondere Gedächtnis und Sprache, hervorruft. Bis zum jetzigen 

Zeitpunkt, ist Memantin eines der wenigen Medikamente, die zur Behandlung von 

moderater bis schwerer AD eingesetzt werden (LANCTÔT et al., 2009).  

Eine weitere vielversprechende Gruppe sind die anti-Aβ-Medikamente, die die 

Effekte von Aβ wie Neurotoxizität und -degeneration verringern sollen. Ca2+-
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Antagonisten wie Nimodipin und Verapamil können einen Ca2+-Einstrom in die 

Zelle blockieren, da eine Überladung oder Ineffizienz von Ca2+ in Nervenzellen zu 

einer Störung in der Produktion und Freisetzung von Neurotransmittern führen 

kann (LOPEZ-ARRIETA & BIRKS, 2002; DISTERHOFT & OH, 2006). 

Antioxidantien können die Degeneration von Nervenzellen unterbinden, indem sie 

freie Radikale eliminieren oder deren Bildung verhindern. Vitamin E ist ein 

lipophiles Vitamin, welches den durch Aβ ausgelösten zellulären Tod und die 

Toxizität reduzieren kann (MAS et al., 2006). Inhibitoren und Modulatoren der β- 

(VASSAR & KANDALEPAS, 2011; MENTING & CLAASSEN, 2014; YAN & 

VASSAR, 2014; MAY et al., 2015) und ɣ-Sekretase (IMBIMBO & GIARDINA, 

2011; WOLFE, 2012a; DOODY et al., 2013) konnten die Aβ-Produktion massiv 

reduzieren, bei den Versuchspersonen kam es jedoch zu schwerwiegenden 

Nebenwirkungen (FOLCH et al., 2016).  

Ein primäres Ziel im Tau-Phopshorylierungsprozess ist die Glykogensynthase-

Kinase-3b (GSK-3b), die mit einem erhöhten Risiko, an AD zu erkranken, in 

Verbindung steht (SCHAFFER et al., 2008). Behandlungen mit GSK-3b-

Inhibitoren haben in einem Rattenmodell gezeigt, dass diese phosphoryliertes Tau 

verringern können (SELENICA et al., 2007).  

Auch die Immuntherapie scheint eine vielversprechende Behandlungsoption zu 

sein, um die Aggregation des Aβ zu verhindern (XING et al., 2011). Die 

Impftherapie gegen AD wurde von Dale Schenk und seinen Kollegen (1999) 

entwickelt. Sie fanden heraus, dass Amyloidablagerungen signifikant verringert 

wurden, als sie junge APP transgene Mäuse mit Aβ und einem Adjuvanz 

immunisierten. Impfungen für Menschen sind derzeit noch in der klinischen 

Testphase (LAMBRACHT-WASHINGTON & ROSENBERG, 2013). 
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6. Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel dieser Arbeit ist es, zum einen die Rolle der NR2B-Rezeptoruntereinheit 

in der Aβ-induzierten Pathophysiologie der AD zu untersuchen. Des Weiteren soll 

die NR2B-Untereinheit als mögliche pharmakologische Zielstruktur identifiziert 

werden, deren Modulation es erlaubt, Aβ-vermittelte Synaptotoxizität zu mindern 

oder zu reversieren. Zudem soll die Stärke der synaptotoxischen Wirkung 

verschiedener Aβ-Arten und die Auswirkung eines NR2B-Rezeptor Antagonismus 

auf die Reversibilität dieser Mechanismen bestimmt werden. Insgesamt sollen 

dadurch potentielle Behandlungsoptionen aufgezeigt werden, die durch eine 

pharmakologische Verringerung der Aktivität der NR2B-Untereinheit erzielt 

werden können. 

In einem murinen AD-Tiermodell soll geklärt werden, ob eine genetisch 

herbeigeführte Reduktion der NR2B-Rezeptoren eine Verringerung des löslichen 

Aβ bzw. der amyloiden Plaques bewirkt und inwieweit die Funktion der 

Autophagie beeinträchtigt wird. 

Wie in Kapitel II.1.4.2.2. besprochen, liegt der Fokus in der AD-Forschung nicht 

mehr nur auf den unlöslichen Aβ-Plaques, sondern zunehmend auch auf den 

löslichen Aβ-Oligomeren. Deswegen wird in einem weiteren Versuchsaufbau die 

synaptotoxische Wirkung von verschiedenen Aβ-Oligomeren (Aβ1-40, Aβ1-42, 

3NTyr10Aβ, AβpE3-42) auf die spine density und die Autophagie untersucht. 

Memantin, ein nicht-kompetitiver Rezeptorantagonist, ist wie in Kapitel II.1.5. 

erwähnt, eines der wenigen Medikamente, das zur Behandlung von AD zugelassen 

ist. Jedoch haben unspezifische NMDA-Rezeptorantagonisten auch viele 

Nebenwirkungen wie etwa Halluzinationen, geistige Verwirrung und Schwindel. 

Es besteht großes Interesse darin, klinisch relevante NMDA-Rezeptorantagonisten 

zu entwickeln, die die exzitotoxische NMDA-Rezeptoraktivierung blockieren 

können, ohne die Rezeptorfunktionen zu beeinträchtigen, die für die physiologische 

synaptische Transmission und Plastizität notwendig sind, um somit die Risiken von 

Nebenwirkungen zu verringern (BARTLETT et al., 2007; VYKLICKY et al., 

2014). 
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Abbildung 15: A Blockade des NMDA-Rezeptors. Sowohl Mg2+ als auch Memantin blockieren 

den NMDA-Rezeptor im Ruhezustand. Wegen der kontinuierlichen Überaktivierung des Rezeptors 

bei AD, wird die Blockade durch Mg2+ ohne ein eingehendes Signal aufgehoben. Memantin wird 

dagegen aus dem Ionenkanal nur dann freigesetzt, wenn es zu einer starken Depolarisation wegen 

eines eingehenden Lernsignals kommt. B Darstellung der Wirkungsweise von NMDA-

Rezeptorantagonisten wie Memantin Allosterische NMDA-Rezeptorantagonisten wirken als 

Filter, indem sie den NMDA-Rezeptor blockieren und so das erhöhte Hintergrundrauschen auf ein 

normales Level senken, sodass relevante Signale vom allgemeinen Signal-Rauschen unterschieden 

werden können (PARSONS et al., 2007). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Elsevier.   

 

 

B 

A 
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Radiprodil, ein allosterischer NR2B-Rezeptorantagonist soll auf seine 

neuroprotektive Eigenschaft untersucht werden. In einer vorhergehenden Arbeit am 

Institut wurde bereits untersucht, ob Radiprodil eine LTP konzentrationsabhängig 

wiederherstellen kann, die durch 50 nM Aβ1-42 inhibiert wurde. Die Experimente 

konnten zeigen, dass Radiprodil in zu hohen Konzentrationen, wie etwa 1 µM oder 

300 nM, die LTP in hippokampalen Gehirnschnitten von Mäusen blockiert. Da 

dadurch die physiologische Funktion des NMDA-Rezeptors zu sehr beeinträchtigt 

wird, sind diese Konzentrationen eher ungeeignet. Eine geringe Dosierung von 

Radiprodil (10 nM) hingegen konnte der Aβ induzierten Blockade von LTP 

entgegenwirken. 

 

 

 

Abbildung 16: Chemische Struktur von Radiprodil. Radiprodil (2-[4-(4-Fluoro-benzyl)-

piperidin-1-yl]-2-oxo-N-(2-oxo-2,3-dihydro-benzooxazol-6-yl)-acetamide) ist ein selektiver 

NR2B-Rezeptorantagonist (AXON MEDCHEM, 2016). Abbildung mit freundlicher Genehmigung 

von Axon Medchem. 
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III. MATERIAL UND METHODEN 

1. Material 

1.1. Künstliche Cerebrospinalflüssigkeit 

Der künstliche Liquor cerebrospinalis (engl. Artificial Cerebrospinal Fluid = 

ACSF) hilft den zu verabreichenden Testsubstanzen in die Zellen der 

Gehirnschnitte zu diffundieren; somit dient er als Trägermedium für das Aβ und 

Radiprodil. 

Die Ionenzusammensetzung (siehe Tabelle) und der pH-Wert (7,4) der ACSF sind 

dem der physiologischen Cerebrospinalflüssigkeit angeglichen. In dieser 

Flüssigkeit werden die Präparation des Gehirns und der Gehirnschnitte angefertigt, 

sowie die Inkubation der Schnitte durchgeführt. Die ACSF wird vor Benutzung eine 

Stunde bei -67°C gekühlt und während der gesamten Dauer der Präparation und der 

Inkubation mit Carbogen (95% O2 und 5% CO2) begast. 

Tabelle 1: Komponenten zur Herstellung von ACSF 

Substanz Molekulargewicht (g/mol) Konzentration (mM) 

CaCl2-Dihydrat 147,01 0,5 

D-(+)-Glucose-Monohydrat  198,17 25 

KCl  74,55 2,5 

MgCl2-Hexahydrat  203,30 6 

NaCl 58,44 124 

NaHCO3  84,01 25 

NaH2PO4- Monohydrat  137,99 1,25 
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1.2. Herstellung der Testsubstanzen 

Aβ1-42, AβpE3-42 und scrambled Aβ1-42 werden in 100 % Hexafluorisopropanol 

(HFIP) mit 1 mg/ml gelöst und bei 37°C in einem Eppendorf-Röhrchen für 90 

Minuten monomerisiert. Anschließend wird das Suspendat auf 20 Portionen à 20 µl 

aliquotiert. Das Aβ wird bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 

Das aliquotierte Aβ1-42 und scrambled Aβ1-42 werden in 111 µl Dimethylsulfoxid 

(DMSO) mit Hilfe eines Ultraschallbades gelöst und so auf eine Stock-

Konzentration von 100 µM gebracht.  

Aβ1-40 wird in destilliertem H2O (dH2O) gelöst und auf eine Stock-Konzentration 

von 100 µM verdünnt. 

Das 3NTyr10Aβ wird in einer Stocklösung von 50 µM vom Department der 

Neurologie des Universitätsklinikums Bonn zur Verfügung gestellt. 

Während des Versuchs wird das Aβ in die ACSF-Lösung pipettiert, sodass die 

Schnitte in einer Endkonzentration von 50 nM inkubiert werden. 

Radiprodil wird in DMSO gelöst und so entsteht eine Stockkonzentration von 100 

µM. Diese wird aliquotiert und bei -20 °C bis zur Nutzung aufbewahrt. Es wird mit 

einer Endkonzentration von 10 nM Radiprodil in der ACSF gearbeitet. 

2. Methoden 

2.1. Probengewinnung 

Zur Durchführung der Versuche wurden zwei Tiermodelle verwendet. 

Alle Organentnahmen erfolgten gemäß der EU-Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz 

der für wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere sowie den Paragraphen des 

deutschen Tierschutzgesetzes.  

2.1.1. Transgene Tiere 

Für den ersten Versuchsaufbau werden vier transgene Tiergruppen, männlich und 

zwischen neun und 18 Monaten, verwendet.  

NR2B+/flox Mäuse fungieren als Wildtypen (WT). 

Für eine Deletion des NR2B-Gens speziell im Prosencephalon, werden NR2B+/flox 

Mäuse (VON ENGELHARDT et al., 2008) mit CaMKIIa-Cre Mäusen 
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(MINICHIELLO et al., 1999) gepaart. Aus dieser Kreuzung entsteht eine 

Mauslinie, die die NR2B-Untereinheit im Prosencephalon heterozygot exprimiert, 

im Folgenden als NR2Bhet bezeichnet.  

Tiere mit einer Überexprimierung von humanem APP mit arktischer und 

schwedischer Mutation (siehe Abb. 17) dienen als AD Mausmodell der Aβ 

Pathologie (Arc). Die Kombination von beiden Mutationen in einer Mauslinie führt 

zu einer erhöhten Sekretion und Aggregation von Aβ (KNOBLOCH et al., 2007). 

 

Abbildung 17: Schematische Darstellung von APP mit der schwedischen (Swe) und arktischen 

(Arc) Mutation. Die Kombination von beiden Mutationen führt zu einer erhöhten Sekretion und 

Aggregation von Aβ (KNOBLOCH et al., 2007). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von 

Elsevier.   

Eine Kreuzung der NR2Bhet- und der Arc-Mausgruppe resultiert in der 

Doppelmutation NR2Bhet/Arc.  

Ein Teil der Tiere wurde bereits für vorausgegangene LTP-Experimente verwendet 

(RAMMES et al., 2017). 

 

Tabelle 2: Transgene Tiergruppen 

Gruppe 1                 = WT Wildtypen (NR2B+/flox) 

Gruppe 2                  = Arc AD Mausmodell (Arctic) 

Gruppe 3                  = NR2Bhet NR2B heterozygote Mäuse 

Gruppe 4                  = NR2Bhet/Arc Kreuzung aus Arctic (Gruppe 2)  

und NR2Bhet Mäusen (Gruppe 3) 

 



III. Material und Methoden     40 

 

Für die Organentnahme werden die Mäuse nach vorheriger Betäubung mit Isofluran 

mit einer Tischguillotine (World Precision Instruments Inc. Sarasota, FL, USA) 

dekapitiert. Die Präparation des Gehirns erfolgt in einer Petrischale, die mit 

eiskalter ACSF gefüllt ist. Mithilfe einer Schere und einer Pinzette wird die 

Schädeldecke entlang der Fontanelle eröffnet und das Gehirn aus der 

Schädelkalotte herauspräpariert. Das Gehirn sollte, nachdem es mit einer 

Rasierklinge sagittal in zwei Gehirnhemisphären geteilt wurde, zügig in frische 

ACSF transferiert und mit Carbogen begast werden. 

Eine Hirnhemisphäre wird bis zur Verwendung bei -80°C eingefroren, die andere 

wird in Kortex, Hippokampus und Resthirngewebe getrennt und ebenfalls bei  

-80°C aufbewahrt. 

2.1.2. Inkubierte Schnitte 

2.1.2.1. Präparation von Gehirnschnitten 

Für die Präparation von sagittalen Gehirnschnitten werden sieben bis acht Wochen 

alte, männliche Mäuse des Zuchttyps C57BL/6 (Charles River, Sulzfeld, 

Deutschland) verwendet.  

Nach der Organentnahme, wie im Kapitel III.2.1.1. bereits beschrieben, und der 

Teilung des Gehirns in zwei Hälften, werden die Hemisphären mit der Schnittfläche 

nach unten auf einem Untersatz mit Histoakrylkleber (B.Braun Melsungen AG, 

Tuttlingen, Deutschland) befestigt und mit einem Mikrotom (Leica VT 1000S, 

Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL, USA) in 350 µm dicke sagittale Schnitte 

geteilt. Die Präparation findet in eiskalter ACSF, die mit Carbogen begast wird, 

statt. 

2.1.2.2. Inkubation 

Die Schnitte werden in ein Becherglas überführt, das mit ACSF gefüllt ist, und bei 

37°C für 30 Minuten in einem Wasserbad (Köttermann GmbH und Co. KG, Uetze, 

Deutschland) inkubiert. Anschließend erfolgt eine weitere Ruhezeit für eineinhalb 

Stunden bei Raumtemperatur. Dies soll gewährleisten, dass die Zellen sich 

regenerieren können und für das weitere Experiment vital bleiben. 

Nach einem bestimmten Inkubationsschema (siehe Abb. 18) werden vier 

verschiedene Gruppen erstellt. Die Schnitte der Gruppe 1, die als Kontrollgruppe 

dienen soll, werden für weitere zweieinhalb Stunden in der ACSF bei 



III. Material und Methoden     41 

 

Raumtemperatur inkubiert (Kontrolle).  

Zur Gruppe 2 wird nach der Erholungszeit für zweieinhalb Stunden Radiprodil mit 

einer Endkonzetration von 10 nM in die ACSF pipettiert (Radiprodil).  

Gruppe 3: nach einer weiteren Stunde Inkubation bei Raumtemperatur wird eine 

von vier Aβ-Arten (Aβ1-40, Aβ1-42, Aβ3pE3-42, 3NTyrAβ) zur ACSF pipettiert. Die 

Schnitte werden für eineinhalb Stunden in der mit 50 nM Aβ versetzten Lösung 

belassen (Aβ).  

Bei Gruppe 4 wird direkt nach der Erholungsphase Radiprodil beigegeben 

(Endkonzentration 10 nM) und nach einer weiteren Stunde eine der Aβ-Arten 

(Endkonzentration 50 nM) zugefügt (Radiprodil + Aβ). 

 

 

Abbildung 18: Inkubationsschema Nach insgesamt zwei Stunden Ruhezeit entstehen vier 

Gruppen: 1 Kontrolle zweieinhalb Stunden Inkubation bei Raumtemperatur 2 Radiprodil 

zweieinhalb Stunden Inkubation in 10 nM Radiprodil 3 Aβ eine Stunde Inkubation bei 

Raumtemperatur, anschließend eineinhalb Stunden Inkubation in 50 nM Aβ 4 Radiprodil + Aβ eine 

Stunde Inkubation in 10 nM Radiprodil, anschließend eineinhalb Stunden Inkubation in 10 nM 

Radiprodil und 50 nM Aβ A herauspräpariertes murines Gehirn B sagittaler Gehirnschnitt 

Für die Durchführung des Western Blots werden die Gehirnschnitte nach der 

Inkubation in eine mit ACSF gefüllte Petrischale überführt und der Kortex und der 

Hippokampus mithilfe eines Skalpells und einer Kanüle vom restlichen Gewebe 

separiert. 
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2.2. Western Blot 

2.2.1. Prinzip 

Der Western Blot ist ein molekularbiologisches Verfahren, durch das Proteine 

getrennt und identifiziert werden können. Nachdem die Proteine aus den Zellen 

extrahiert wurden, erfolgt eine Auftrennung ihrer Größe entsprechend in einer 

Gelelektrophorese. Anschließend werden die Proteine auf eine Membran geblottet 

und mit spezifischen Antikörpern detektiert. (MAHMOOD & YANG, 2012) 

 

Abbildung 19: Schema der Detektion des Antigens beim Western Blot. Blaues Dreieck: Antigen 

(Protein) auf Western Blot Membran 1 Blocklösung besetzt unspezifische Bindungsstellen auf der 

Membran 2 Membran wird mit primärem Antikörper, der spezifisch für gesuchtes Protein ist, 

inkubiert 3 sekundärer Antikörper bindet an primären Antikörper 4 Enzym katalysiert Farbreaktion, 

die mit Hilfe einer UV-Kamera detektiert werden kann (BIO-RAD, 2017). Abbildung mit 

freundlicher Genehmigung von Bio-Rad Laboratories, Inc. 

2.2.2. Probenaufbereitung 

Damit Proteine mittels Western Blot detektiert werden können, müssen diese 

zunächst aus den Zellen extrahiert werden. Anschließend wird die Gesamtmenge 

an Protein in den einzelnen Proben mittels einer Konzentrationsbestimmung 

photometrisch bestimmt. 
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2.2.2.1. Proteinextraktion 

Die Proben werden in ein 1,5 ml großes Eppendorf-Röhrchen überführt, mit 300 µl 

radioimmuneprecipitation assay (RIPA)-Puffer (RIPA-buffer; Sigma-Aldrich, 

Saint-Louis, MO, USA, 20 µl/ml 50x Complete, 1 mM PMSF und 1 µg/ml 

Pepstatin, Roche, Basel, Switzerland) versetzt, und mit einem Mörser aus dem 

Amersham Sample Grinding Kit (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, 

Deutschland) für ca. 2-3 Minuten auf Eis homogenisiert. Anschließend erfolgt die 

Zentrifugation der Proben bei 13000 G für 30 Minuten bei 4°C (Biofuge fresco, 

Heraeus, Hanau, Deutschland), um das lösliche Protein zu isolieren. Die im 

Überstand zu findende Zellfraktion wird in ein frisches Eppendorf-Röhrchen 

pipettiert und das Pellet verworfen. 

2.2.2.2. Proteinbestimmung 

Die Proteinbestimmung der Proben erfolgt mit der Methode nach Bradford. Dazu 

werden die Proben in Triplets auf eine 96-Well Platte zusammen mit einer BSA-

Standardreihe (Bovine Serum Albumin Standard Pre-Diluted Set, Life 

Technologies GmbH, Darmstadt, Deutschland) aufgetragen. Anhand einer 

Farbreaktion mit dem DC Protein Assay von Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA) wird die Blaufärbung in den einzelnen Proben mittels 

Photometrie bei 650 nm quantitativ bestimmt (sunriseTM Reader, Tecan Trading 

AG Männedorf, Schweiz) und die Proteinkonzentration an der Standardkurve 

abgelesen.  

2.2.2.3. Probenvorbereitung 

Im Anschluss an die Proteinbestimmung wird die Probe auf eine Konzentration von 

2 µg/µl, mit Hilfe des Ladepuffers, eingestellt, sodass beim Auftragen der Proben 

auf das Gel, die gleiche Menge an Gesamtprotein in jeder Probe vorhanden ist und 

die Ergebnisse somit verglichen werden können. Dazu wird die berechnete 

Probenmenge mit einem zweifachen Ladepuffer (NuPage LDS Sample Buffer, 

Invitrogen AG, Carlsbad, CA, USA) und einem Reduktionsmittel (NuPage 

Reducing Agent, Invitrogen AG) gemischt. Der Ladepuffer enthält zum einen 

Glycerol, welches die Dichte der Proteinlösung erhöht und somit die Proben in die 

Geltaschen sinken lässt und zum anderen Coomassie G250 und Phenolrot, 

Farbmarker, die die Fliesmittelfront des Proteingemischs im Gel anzeigen. Um die 

Proteine zu denaturieren und somit die Sekundär- und Tertiärstruktur aufzubrechen, 
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wird zum einen das Reduktionsmittel Dithiothreitol verwendet und zum anderen 

werden die Lysate bei 95°C für fünf Minuten in einem Wärmeblock erhitzt 

(Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland). 

2.2.3. Auftrennung der Proteine 

2.2.3.1. Herstellung der Gele 

Für die Herstellung der Gele wird ein 10% Stain Free Gel Kit von Bio-Rad 

verwendet (TGX Stain Free Fast Cast Acrylamide Kit 10%, Bio-Rad). Die 

Lösungen aus dem Kit werden, wie im Anhang abgebildet, hergestellt und mit Hilfe 

der Gelkammer von Bio-Rad gegossen.  

Ein Gel besteht aus zwei Komponenten: dem Sammelgel und dem Trenngel. Im 

Sammelgel werden durch Einsetzen von Kämmen Gelkammern geformt, in die 

später die Proteinlösung pipettiert wird. Durch eine geringe Vernetzung des Gels 

und die niedrige Spannung (100 Volt) wird das Protein zunächst gesammelt. 

Die zweite Komponente ist das Trenngel. Hier findet, durch die engere Vernetzung, 

die Auftrennung der Proteine nach Größe statt (200 Volt). 

Die Lagerung der Gele erfolgt bis zur Verwendung im Kühlschrank. 

2.2.3.2. Gelelektrophorese 

Die Elektrophoresekammer (Bio-Rad) wird zu Beginn mit Laufpuffer (24,8 mM 

Tris, 192 mM Glycin, 3,5 mM SDS) gefüllt und die einzelnen Proben nach 

angeglichener Proteinmenge in die Slots pipettiert. Auf Position eins wird bei jedem 

Gel eine Standardprobe aufgetragen, die zur Vergleichbarkeit unterschiedlicher 

Gele dient. Position 10 ist mit einem Größenmarker (Novex Sharp Pre-Stained 

Protein Standard, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) versehen.  

Nachdem die negativ geladenen Proteine der Proben der Größe nach durch die 

Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) anhand 

eines elektrischen Feldes in einzelne Proteinbanden aufgetrennt wurden, erfolgt die 

Aktivierung der Gele durch eine UV-Kamera (Chemi DocTM XRS, Bio-Rad), um 

später das Gesamtprotein auf den Membranen bestimmen zu können. 
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Abbildung 20: aufgetrennte Proteine auf einem Gel. Aktivierung der Proben auf dem Gel durch 

eine UV-Kamera 

2.2.4. Blotten und Inkubation der Membranen 

Das aufgetrennte Protein im SDS-Gel, wird mit Hilfe eines Tank-Blot-Systems 

(Bio-Rad) in einem Transferpuffer (Blotting Puffer 10x: 247,93 mM Tris, 920 mM 

Glycin) bei 80 Volt für eine Stunde auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran 

(Amersham Hybond low fluorescence 0,2 µm PVDF, GE Healthcare Europe GmbH 

Freiburg, Deutschland) transferiert. 

 

 

Abbildung 21: Western Blot. Der Zusammenbau der Western Blot-Kammer erfolgt immer nach 

demselben Prinzip: Schwamm-Filterpapier-Membran-Gel-Filterpapier-Schwamm (BIO-RAD, 

2017). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von Bio-Rad. 
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Um das Gesamtprotein später für die Auswertung nutzen zu können, wird die 

Membran mit der ChemiDoc-Kamera von Bio-Rad aufgenommen und 

anschließend für eine Stunde in einer 10 % Blocklösung (Roti ® -Block, Carl Roth 

GmbH und Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert, um unspezifische 

Bindungen zwischen Protein und Antikörper auf der Membran zu verhindern.  

Die Membranen werden nach dem Blocken dreimal für 10 Minuten in einer mit 

Tris gepufferten Kochsalzlösung mit Zugabe von 0,1 % Tween 20 (TBS/T: 24,8 

mM Tris, 190 mM NaCl, 0,1% Tween 20) gewaschen und über Nacht bei 4°C auf 

einem Schüttler mit dem ersten Antikörper inkubiert. Nach erneutem dreimaligem 

Waschen in TBS/T am nächsten Tag, wird die Membran in einem mit 

Meerrettichperoxidase(HRP)-gekoppelten zweiten Antikörper für eine Stunde bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler inkubiert. Das zu identifizierende Protein 

wird durch die Peroxidaseaktivität mit Hilfe eines Enhanced Chemiluminescence 

(ECL)-Zusatzes (ClarityTM Western ECL Substrate, Bio-Rad) detektiert und die 

Membranen mit dem gesuchten Protein mit der Kamera von Bio-Rad 

aufgenommen.  

 

Tabelle 3: verwendete Antikörper und Verdünnung 

Produkt Verdünnung Hersteller 

Atg12 (D88H11)  

Rabbit mAb 

1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

Beclin-1 (D40C5) 

Rabbit mAb 

1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

LC3B Antibody 1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

NMDAR1 Antibody 1:1000 Chemicon 

Temicula, CA, USA 

NMDAR2A Antibody 1:1000 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

NMDAR2B Antibody 1:1000 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 



III. Material und Methoden     47 

 

PI3K Kinase Class III 

(D9A5) Rabbit mAb 

1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

Phospho-ULK1 (Ser555) 

(D1H4) Rabbit mAb 

1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

SQSTM1/p62 (D5E2) 

Rabbit mAb 

1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

ULK1 (D8H5) 

Rabbit mAb 

1:500 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

Anti-rabbit IgG, HRP-

linked Antibody 

1:10 000 Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

 

2.2.5. Auswertung 

Mithilfe des Programms ImageLab von BioRad erfolgt die Auswertung der 

Western Blot-Daten. Die Menge des gesuchten Proteins wird durch die Intensität 

(Grauwerte) der Bande bestimmt und anschließend mit dem Gesamtprotein der 

einzelnen Proben normalisiert. Die verschiedenen Blots können, anhand des 

Standards auf jeder Membran, verglichen und in einer Exceldatei ausgewertet 

werden.  

 

Abbildung 22: Auswertung der Western Blot Ergebnisse. Die Intensität der Banden entspricht 

der Menge des gesuchten Proteins (rechts im Bild). Dieses wird mit dem Gesamtprotein der 

einzelnen Proben (links im Bild) normalisiert. Dies wird mit Hilfe des Programms ImageLab von 

BioRad durchgeführt. 
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2.3. Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) 

2.3.1. Prinzip 

Der Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA) bezeichnet ein serologisches 

Verfahren, durch das Antigene oder Antikörper anhand einer enzymatischen 

Farbreaktion erkannt werden können. Es gibt unterschiedliche ELISA-Techniken; 

zur Detektion des gesuchten Proteins wurde in dieser Arbeit ein Sandwich-ELISA 

(Antikörper-Antigen-Antikörper-Komplex) verwendet. Das Prinzip besteht darin, 

dass ein Antikörper auf einer Mikrotiterplatte gebunden ist und das gesuchte Protein 

an den ersten Antikörper auf der Platte bindet. Der zweite HRP-konjugierte 

Detektionsantikörper bindet dann am gesuchten Protein. Anschließend wird mit 

einer speziellen Substratlösung eine Farbreaktion ausgelöst, durch welche die 

Menge des gesuchten Proteins bestimmt werden kann (XIA et al., 2009).  

 

Abbildung 23: Prinzip ELISA. Platte beschichtet mit einem Antikörper, der spezifisch für das 

gesuchte Antigen (Protein) ist. Gesuchtes Protein bindet an den Antikörper auf der Platte und wird 

mit Hilfe eines zweiten spezifischen markierten Antikörpers detektiert. Durch eine Farbreaktion 

kann die Proteinmenge des gesuchten Antigens bestimmt werden (LIFESPAN BIOSCIENCES, 

2017). Abbildung mit freundlicher Genehmigung von LifeSpan BioSciences. 

2.3.2. Probenaufbereitung 

Um das Protein aus Zellen zu extrahieren, wird von jeder Probe ein Teil des 

gefrorenen Gehirngewebes abgewogen, mit der achtfachen Menge an 5 M 

Guanidine HCl/50 mM Tris HCl-Lösung in einem Eppendorf-Röhrchen vermischt 

und mit einem Handmörser zerstoßen. Das Homogenat wird anschließend für drei 

Stunden bei Raumtemperatur geschüttelt. Die Proben werden 1:10 mit einem kalten 

Reaktionspuffer (Phosphatgepufferte Salzlösung = PBS, 1x Protease Inhibitor 

Cocktail, 5 % BSA, 0,03 % Tween 20) verdünnt und im Anschluss bei 4°C und 
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13000 G für 20 Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird abgehoben und auf Eis 

gelagert, bis er mit einem Aβ1-42 ELISA Kit (Human/Rat β Amyloid (42) ELISA 

Kit, Wako) verwendet wird. 

2.3.3. Detektion des humanen Amyloid β 1-42 

Je 100 µl der Standardlösungen und der zu testenden Proben werden jeweils in 

Doppelbestimmung in ein Well einer beschichteten Platte pipettiert. Nach 

Verschließen der Platte erfolgt die Inkubation über Nacht bei 4°C auf einem 

Schüttler. Am nächsten Tag werden die Lösungen aus der Platte abgekippt und die 

Wells fünf Mal mit der Waschlösung gewaschen. Danach wird ein HRP-

konjugierter Antikörper in die Wells pipettiert und für eine Stunde bei 4°C 

inkubiert. Im Anschluss erfolgt erneut ein fünfmaliger Waschschritt. Nach 30-

minütiger Inkubation der Wells mit 100 µl der 3,3´,5,5´-Tetramethylbenzidin-

Lösung bei Raumtemperatur im Dunkeln, wird die Stopplösung beigefügt, um die 

Farbreaktion zu beenden. Das Ergebnis wird bei 450 nm innerhalb von 30 Minuten 

mit einem Spektrometer (sunrise) bestimmt, die Konzentration an Aβ1-42 der Proben 

anhand der Standardkurve berechnet und in einer Exceldatei ausgewertet. 

2.4. Plaque-Färbung 

2.4.1. Vorbereitung der Schnitte 

Die bei -80°C gefrorenen Gehirnhemisphären werden im Kryomikrotom (Thermo 

Scientific Microm HM 560, Thermo Fisher Scientific Inc.) in 50 µm dicke Schnitte 

zerteilt, auf Objektträger aufgezogen und bis zur Benutzung bei  

-80°C gelagert. 

2.4.2. Färbung 

Die Gehirnschnitte auf dem Objektträger werden in eiskaltem Aceton für 20 

Minuten fixiert und im Anschluss für 10-20 Minuten getrocknet. Danach erfolgt ein 

zweimaliges Waschen für 20 Minuten in einer einfachen PBS-EtOH-Lösung. 

Nachdem die Schnitte für 30 Minuten im Dunkeln auf einem Schüttler mit 

Methoxy-X04 in einer PBS-EtOH-Lösung gefärbt wurden, werden diese erneut 

dreimal für 10 Minuten in der PBS-EtOH-Lösung gewaschen, bevor sie im Dunkeln 

zum Trocknen ausgelegt werden. Zuletzt werden die Schnitte mit einem speziellen 

Fluoreszenzmedium (Mounting medium hard set, BIOZOL Diagnostica Vertrieb 

GmbH Eching, Deutschland) eingedeckt und erneut im Dunkeln zum Trocknen 
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gelagert. Die Aufbewahrung bis zur Mikroskopie erfolgt im Dunkeln bei 4°C, um 

einen Verlust der Fluoreszenz zu vermeiden. 

2.4.3. Mikroskopie und Auswertung 

Mit einem Apotom AxioImager.M2 von Zeiss (Carl Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) mit einem 10fachen Objektiv und einem 4`,6-Diamidin-2-

phenylindol (DAPI)-Reflektor werden sechslagige Bilddateien der Gehirnschnitte 

angefertigt. Die Bearbeitung der Rohdateien erfolgt mit dem Bildprogramm ZEN 

blue von Zeiss. Zunächst wird der Ansichtsmodus von „optischer Schnitt“ auf 

„konventionelle Fluoreszenz“ umgestellt. Danach wird eine „Normalisierung“ 

durchgeführt, die „Phasenkorrekturen“ und „lokales Bleichen“ angewendet und der 

„Fourier-Filter“ auf „mittel“ eingestellt, um das Bild zu optimieren. Die neu 

erzeugten Bildebenen werden mit der Funktion „orthogonale Projektion“ in ein Bild 

projiziert und als jpg-Datei abgespeichert. 

 

Abbildung 24: Zen blue. Die Aufnahme der Gehirnschnitte erfolgt mit einem Apotom und der 

Software Zen blue von Zeiss. Mit Hilfe dieser Software können die Bilder zudem bearbeitet werden. 

Die Auswertung der Schnitte erfolgt mit dem Bildbearbeitungsprogramm Image J. 

Die jpg-Datei wird geöffnet und die Helligkeit und der Kontrast gegebenenfalls 

angepasst. Mit dem Werkzeug „freehand selection“ wird jeweils der gesamte 

Kortex, der präfrontale Kortex (ermittelt anhand eines Gehirnatlas der Maus „The 

mouse brain“ von K. Franklin und G. Paxinos) und der Hippokampus abgegrenzt. 

Anschließend wird der Hintergrund subtrahiert mit der Funktion „substract 

backround  rolling ball radius 5 pixels, sliding paraboloid“ und der ausgewählte 
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Gehirnteil mit der Funktion „clear outside“ ausgeschnitten. Mit dem Werkzeug 

„colour threshold“ wird die Farbschwelle (hier brightness 70-255) gesetzt und die 

durch das Programm erkannten Plaques ausgewählt. Sowohl die Gesamtfläche als 

auch die Fläche der ausgewählten Plaques wird analysiert und in einer Exceldatei 

ausgewertet. 

  

Abbildung 25: Image J. Die Auswertung der Plaques erfolgt mit der Software Image J. Die 

Gesamtfläche des Kortex, präfrontaler Kortex und Hippokampus wird bestimmt und die prozentuale 

Fläche der Plaques berechnet.  

2.5. Spine density 

Für diesen Versuch werden spezielle transgene Mäuse verwendet, sogenannte 

grünfluoreszierendes Protein (GFP)-M (try1-eGFP)-Mäuse (FENG et al., 2000). 

Diese Tiere tragen ein grünfluoreszierendes Protein in sich, das bestimmte 

Strukturen bei Anregung durch blaues Licht grün fluoreszieren lässt. In diesem 

Versuch werden so die Neuronen im Gehirn mit ihren Ausläufern sichtbar gemacht. 

2.5.1. Herstellung der Schnitte 

Nach der Organentnahme (siehe Kapitel III.2.1.1.), wird das Gehirn mit einem 

Mikrotom in 100 µm dicke, sagittale Schnitte geteilt. 
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Durch das in Kapitel III.2.2.1. gezeigte Inkubationsschema entstehen die 

verschiedenen Gruppen. Nach der Inkubation mit den Testsubstanzen werden die 

Schnitte in einer Wellplatte mit 4 % Paraformaldehyd (PFA) für ca. 12-24 Stunden 

über Nacht fixiert. Die fixierten Schnitte können direkt am nächsten Tag 

weiterverarbeitet, oder in einer Lösung aus PBS und 0,05 % Natriumazid bei 4°C 

bis zur Verwendung aufbewahrt werden. 

Die Darstellung der Neuronen wird durch eine Immunfärbung intensiviert. Dafür 

werden die Schnitte für zwei Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schüttler in 

einer Lösung aus PBS, 0,5% Triton X-100 und 10 % NGS (normal goat serum) 

inkubiert, um die unspezifischen Bindungen zu blockieren. Danach erfolgt die 

Immunfärbung in einem 1:200 in PBS verdünnten GFP spezifischen Antikörper 

(GFP rabbit IgG Antibody fraction-Alexa fluor 488 Conjugate) für 2 Stunden bei 

Raumtemperatur auf einem Schüttler. Nach dreimaligem je 10 minütigen Waschen 

in PBS werden die Schnitte auf einem Objektträger aufgezogen und mit einem 

Fluoreszenzmedium (Mounting medium hard set) eingedeckt. Nach der Trocknung 

im Dunkeln erfolgt die Aufbewahrung bei 4°C ebenfalls im Dunkeln, um einen 

Verlust der Fluoreszenz zu vermeiden. 

2.5.2. Mikroskopie und Auswertung der Dendriten 

Die Darstellung der Dendriten erfolgt mit einem konfokalen Mikroskop (lsm780, 

Carl Zeiss, Oberkochen, Deutschland), mit einem 40-fachen Ölobjektiv und der 

Software Zen black von Zeiss. Es werden 12-lagige Bilddateien angefertigt und 

ebenfalls mit der Zen black Software von Zeiss ausgewertet. Pro Schnitt werden bis 

zu 25 Dendriten des Gyrus dentatus im Hippokampus gemessen und die spines 

ausgezählt. Dazu wird mit der Funktion „open bezier“ die Länge des Dendriten 

bestimmt und mit dem Werkzeug „circle“ die spines in jeder Z-Position markiert. 

Somit kann im Anschluss die Anzahl der spines pro µm Dendrit berechnet und in 

einer Exceltabelle ausgewertet werden. 
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Abbildung 26: Zen black. Die Dendriten werden mit einem konfokalen Mikroskop und der 

Software Zen black von Zeiss aufgenommen. Zur Messung der Länge der Dendriten und Auszählung 

der spines wird ebenfalls diese Software verwendet. 

2.6. Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der gesamten Daten und die Darstellung der Graphiken 

erfolgt mit der Software GraphPad Prism der Firma GraphPad Software Inc. 

Die statistische Analyse wurde mit einem t-Test beim Vergleich zweier Gruppen 

bzw. einem One-Way-ANOVA zwischen mehreren Gruppen mit nachfolgendem 

Bonferroni Post-hoc Test durchgeführt. Das Signifikanzniveau betrug α-Fehler = 

0.05, auf das mittels Sternchen hingewiesen wird (* p<0.05, ** p<0.01, *** 

p<0.001, **** p<0.0001). Die abgebildeten Daten zeigen alle den Mittelwert ± 

Standardfehler (engl. Standard Error of the Mean = SEM). 
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IV. ERGEBNISSE 

1. Transgene Tiere 

In einer Pilotstudie sollen die vier transgenen Mausgruppen WT, Arc, NR2Bhet und 

NR2Bhet/Arc bezüglich ihrer NMDA-Rezeptoruntereinheiten, der Menge an 

löslichem Aβ1-42 und der Anzahl der gebildeten Plaques verglichen werden. Des 

Weiteren wird überprüft, ob es einen Unterschied im Proteinexpressionsmuster der 

Autophagiemarker in den vier Tiergruppen gibt. 

1.1. NMDA-Rezeptoruntereinheiten 

Die transgenen Tiergruppen WT (n=4), Arc (n=3), NR2Bhet (n=4) und NR2Bhet/Arc 

(n=4) wurden bezüglich ihrer Proteinexpression der NMDA-

Rezeptoruntereinheiten NR1, NR2A und NR2B im Kortex verglichen. Der 

Nachweis erfolgte mittels Western Blot. 
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NR1 

Die Gruppen weisen keinen signifikanten Unterschied in der Proteinexpression der 

NR1-Untereinheit auf (p>0.9999 bzw. p=0.68 bei der NR2Bhet/Arc-Gruppe im 

Vergleich zu WT-Gruppe). Die Intensitäten der NR1-Banden betragen für die WT-

Gruppe 1.0 ± 0.07, für die Arc-Gruppe 0.89 ± 0.08, für die NR2Bhet-Gruppe 0.89 ± 

0.04 und für die NR2Bhet/Arc-Gruppe 0.85 ± 0.06 (mean ± SEM). 

 

 

  

 

 

Abbildung 27: kein signifikanter Unterschied der NR1-Untereinheit zwischen Gruppen.  

A Die Intensitäten der Western Blot-Banden wurden auf den Mittelwert der WT-Gruppe 

normalisiert. Die Menge der NR1-Untereinheit ist in den jeweiligen Gruppen im Vergleich zur WT-

Gruppe (p>0.9999 bzw. p=0.68 in NR2Bhet/Arc-Gruppe) nicht reduziert. Die normalisierten 

Intensitäten der Western Blot Banden betragen für die WT-Gruppe 1.0 ± 0.07, für die Arc-Gruppe 

0.89 ± 0.08, für die NR2Bhet-Gruppe 0.89 ± 0.04 und für die NR2Bhet/Arc-Gruppe 0.85 ± 0.06 (mean 

± SEM). B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der NR1-Antikörper zeigt eine Bande 

auf Höhe 120 kDa. 
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NR2A 

Die Menge der NR2A-Untereinheit ist ebenfalls in den unterschiedlichen 

Tiergruppen nicht reduziert (p>0.9999 im Vergleich zu WT-Gruppe). Die 

Intensitäten der NR2A-Banden betragen für die WT-Gruppe 1.0 ± 0.12, für die Arc-

Gruppe 0.94 ± 0.07, für die NR2Bhet-Gruppe 1.05 ± 0.14 und für die NR2Bhet/Arc-

Gruppe 1.03 ± 0.1 (mean ± SEM). 

 

 

  

 

 

Abbildung 28: kein signifikanter Unterschied der NR2A-Untereinheit zwischen Gruppen.  

A Die Intensitäten der Western Blot-Banden wurden auf den Mittelwert der WT-Gruppe 

normalisiert. Die Menge der NR2A-Untereinheit ist in den jeweiligen Gruppen im Vergleich zur 

WT-Gruppe (p>0.9999) nicht reduziert. Die normalisierten Intensitäten der Western Blot Banden 

betragen für die WT-Gruppe 1.0 ± 0.12, für die Arc-Gruppe 0.94 ± 0.07, für die NR2Bhet-Gruppe 

1.05 ± 0.14 und für die NR2Bhet/Arc-Gruppe 1.03 ± 0.1(mean ± SEM). B Exemplarische Darstellung 

des Western Blots. Der NR2A-Antikörper zeigt eine Bande auf Höhe 180 kDa. 
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NR2B 

Der NR2B-Rezeptor ist in der Arc-Gruppe im Vergleich zur WT-Gruppe nicht 

erniedrigt (p=0.576). Die Proteinexpression der NR2B-Untereinheit ist im 

Vergleich zur WT- bzw. zur Arc-Gruppe in der NR2Bhet- (p<0.0001 bzw. p<0.001) 

und der NR2Bhet/Arc-Gruppe (p<0.0001 bzw. p<0.001) signifikant verringert. Die 

Intensität der Bande der WT-Gruppe beträgt 1.0 ± 0.03, die der Arc-Gruppe 0.87 ± 

0.03. Die Intensitäten der NR2Bhet- und NR2Bhet/Arc-Gruppen betragen 0.38 ± 0.03 

und 0.38 ± 0.08 (mean ± SEM). 

 

 

  

 

 

Abbildung 29: NR2B-Untereinheit signifikant erniedrigt in NR2Bhet und NR2Bhet/Arc.  

A Die Intensitäten der Western Blot-Banden wurden auf den Mittelwert der WT-Gruppe 

normalisiert. Der NR2B-Rezeptor ist in der Arc-Gruppe im Vergleich zur WT-Gruppe nicht 

verringert (p=0.58). Die normalisierte Intensität der Bande der NR2B-Untereinheit ist in der 

NR2Bhet (0.38 ± 0.03) und NR2Bhet/Arc-Gruppe (0.38 ± 0.08) signifikant verringert im Vergleich 

zur WT-Gruppe (1.0 ± 0.03) (mean ± SEM). B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der 

NR2B-Antikörper zeigt eine Bande auf Höhe 180 kDa. **** p-Wert < 0,0001 
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1.2. Amyloid β 

1.2.1. Humanes Aβ1-42 

Die transgenen Tiergruppen WT (n=4), Arc (n=4), NR2Bhet (n=5) und NR2Bhet/Arc 

(n=5) werden bezüglich ihres Gehalts an humanem Aβ1-42 im Gehirngewebe 

verglichen. Der Nachweis erfolgt anhand eines ELISA.  

Die Menge an humanem Aβ1-42 ist in der Arc- (p=0.0012) und der NR2Bhet/Arc-

Gruppe (p=0.0014) im Vergleich zu WT signifikant erhöht. Die Werte betragen 

0.36 ± 0.03 nmol/l in der WT-Gruppe, 15.34 ± 3.37 nmol/l in der Arc-Gruppe, 0.42 

± 0.03 nmol/l in der NR2Bhet-Gruppe und 14.31 ± 2.4 nmol/l in der NR2Bhet/Arc-

Gruppe (mean ± SEM). Es existiert kein signifikanter Unterschied zwischen der 

Menge an Aβ in der Arc- und der NR2Bhet/Arc-Gruppe (p>0.9999). 

 

Abbildung 30: signifikanter Unterschied an humanem Aβ1-42 in der Arc- und NR2Bhet/Arc-

Gruppe im Vergleich zu WT. Ergebnisse der humanen Aβ1-42 ELISA. Die Menge an humanem 

Aβ1-42 ist in der Arc- (p=0.0012) und der NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.0014) signifikant erhöht. Die 

Werte betragen 0.36 ± 0.03 nmol/l in der WT-Gruppe, 15.34 ± 3.37 nmol/l in der Arc-Gruppe, 0.42 

± 0.03 nmol/l in der NR2Bhet-Gruppe und 14.31 ± 2.4 nmol/l in der NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± 

SEM). Es existiert kein signifikanter Unterschied zwischen der Menge an Aβ in der Arc- und der 

NR2Bhet/Arc-Gruppe (p>0.9999).   ** p<0.01 
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1.2.2. Amyloid-Plaques 

Fluoreszenzbilder der mit Methoxy-X04 gefärbten Schnitte der verschiedenen 

transgenen Gruppen WT (n=2), NR2Bhet (n=2), Arc (n=3) und NR2Bhet/Arc (n=3) 

werden zur Kontrolle angefertigt, um zu überprüfen, ob auch eine Plaquebildung 

(engl. Plaque Load) stattgefunden hat und ein Vergleich der Gruppen untereinander 

stattfinden kann. 

 

        

Abbildung 31: Plaquefärbung. Sagittale Gehirnschnitte werden mit Methoxy X04gefärbt und mit 

einem Apotom aufgenommen A WT B NR2Bhet  keine Plaquebildung C Arc D NR2Bhet/Arc  

deutliche Plaquebildung 

 

 

A 

C 

B 
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Im gesamten Kortex beträgt die Menge der vorhandenen Plaques in den Arc-Tieren 

0.24 ± 0,1 % der gesamten Kortexfläche, in den NR2Bhet/Arc-Tieren 0.32 ± 0.07 

%. In den WT- und NR2Bhet-Gruppen ist der Plaque load unter 0,0005 %. Der 

Plaque load beträgt im präfrontalen Kortex im Durchschnitt in den Arc-Tieren 0.16 

± 0.05 % und 0.25 ± 0.03 % in den NR2Bhet/Arc-Tieren. In der WT-Gruppe ist der 

Plaque load unter 0.002 % und in der NR2Bhet-Gruppe unter 0.0003 % des 

präfrontalen Kortex. Im Hippokampus beträgt der Plaque load im Durchschnitt 

0.042 ± 0.01 % in der Arc- und 0.05 ± 0.02 % in der NR2Bhet/Arc-Gruppe. In den 

WT- und NR2Bhet-Gruppen ist der Plaque load unter 0.003 % (mean ± SEM). 

 

Abbildung 32: Plaque load im gesamten Kortex, im präfrontalen Kortex und im 

Hippokampus. Messung der Plaque load mit dem Programm Image J. Im gesamten Kortex beträgt 

der Plaque load in den Arc-Tieren 0.24 ± 0,1 % der gesamten Kortexfläche, in den NR2Bhet/Arc-

Tieren 0.32 ± 0.07 %. In den WT- und NR2Bhet-Gruppen ist der Plaque load unter 0,0005 %. Der 

Plaque load beträgt im präfrontalen Kortex im Durchschnitt in den Arc-Tieren 0.16 ± 0.05 % und 

0.25 ± 0.03 % in den NR2Bhet/Arc-Tieren. In der WT-Gruppe ist der Plaque load unter 0.002 % und 

in der NR2Bhet-Gruppe unter 0.0003 % des präfrontalen Kortex. Im Hippokampus beträgt der Plaque 

load im Durchschnitt 0.042 ± 0.01 % in der Arc- und 0.05 ± 0.02 % in der NR2Bhet/Arc-Gruppe. In 

den WT- und NR2Bhet-Gruppen ist der Plaque load unter 0.003 % (mean ± SEM). 
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1.3. Autophagie 

Die Autophagiemarker pUlk/Ulk, Klasse III PI3K, Beclin-1, Atg5 gebundenes 

Atg12 (Atg12), LC3B-II/LC3B-I, LC3B-II, und p62 wurden bei den transgenen 

Tieren der WT- (n=4), der Arc- (n=4), der NR2Bhet- (n=4) und der NR2Bhet/Arc-

Gruppe (n=4) verglichen. Die Proben wurden wie im Kapitel „Methoden“ 

beschrieben, auf das Gesamtprotein der jeweiligen Probe normalisiert und auf den 

Mittelwert der WT-Proben genormt. Es soll festgestellt werden, ob die Mutation in 

der Arc-Gruppe durch die erhöhte Sekretion und Aggregation von Aβ eine 

veränderte Aktivität der Autophagie auslöst und ob diese durch die zusätzliche 

Mutation im NR2B-Rezeptor wieder aufgehoben werden kann. 
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pUlk/Ulk 

Die Aktivierung des Ulk1 durch Phosphorylierung (= pUlk) führt zu einer erhöhten 

Kinaseaktivität des Ulk1 und somit zu einer Induktion der Autophagie. Eine 

reduzierte Aktivität der Autophagie zeigt sich in einem erniedrigten Verhältnis von 

pUlk zu Ulk. 

Für das Verhältnis von pUlk/Ulk betragen die Werte für die Intensität der WB-

Bande 1.0 ± 0.07 für die WT-Gruppe, 0.88 ± 0.07 für die Arc-Gruppe, 1.02 ± 0.04 

für die NR2Bhet-Gruppe und 1.16 ± 0.13 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± 

SEM). Die Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe (p>0.9999) und zur 

NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.2347) keinen signifikanten Unterschied. 

 

 

 

 

Abbildung 33: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

pUlk/Ulk. A Die Western Blot Ergebnisse der Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe 

(p>0.9999) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.2347) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte 

für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.07 für die WT-Gruppe, 0.88 ± 0.07 für die Arc-

Gruppe, 1.02 ± 0.04 für die NR2Bhet-Gruppe und 1.16 ± 0.13 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± 

SEM). B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der pUlk-Antikörper zeigt eine Bande auf 

Höhe 140 kDa, der Ulk-Antikörper auf Höhe 150 kDa. 
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Klasse III-PI3K 

Die Nukleierung und die Zusammenlagerung der Phagophorenmembran benötigen 

den Klasse III-PI3K-Komplex, der unter anderem aus dem Klasse III-PI3K/Vps 34 

und dem Atg6/Vps30, das zu dem in Säugetieren homologen Beclin-1, besteht. Eine 

reduzierte Aktivität der Autophagie zeigt sich in einer niedrigeren Intensität der 

Autophagiemarker Klasse III-PI3K und Beclin-1. 

Die Werte für den Autophagiemarker Klasse III-PI3K betragen 1.0 ± 0.11 für die 

WT-Gruppe, 0.86 ± 0.1 für die Arc-Gruppe, 1.03 ± 0.15 für die NR2Bhet-Gruppe 

und 1.2 ± 0.16 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM). Die Arc-Tiere zeigen 

im Vergleich zur WT-Gruppe (p>0.9999) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.5322) 

keinen signifikanten Unterschied. 

 

  

 

 

Abbildung 34: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers Klasse 

III-PI3K. A Die Western Blot Ergebnisse der Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe 

(p>0.9999) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.5322) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte 

für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.11 für die WT-Gruppe, 0.86 ± 0.1 für die Arc-

Gruppe, 1.03 ± 0.15 für die NR2Bhet-Gruppe und 1.2 ± 0.16 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± 

SEM). B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der Klasse III-PI3K-Antikörper zeigt eine 

Bande auf Höhe 100 kDa. 
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Beclin-1 

Die Werte für den Autophagiemarker Beclin-1 betragen 1.0 ± 0.05 für die WT-

Gruppe, 0.83 ± 0.09 für die Arc-Gruppe, 0.98 ± 0.06 für die NR2Bhet-Gruppe und 

1.04 ± 0.07 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM). Die Arc-Tiere zeigen im 

Vergleich zur WT-Gruppe (p=0.6401) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.3175) 

keinen signifikanten Unterschied. 

 

 

 

Abbildung 35: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers Beclin-1. 

A Die Western Blot Ergebnisse der Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe (p=0.6401) und 

zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.3175) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die Intensität 

der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.05 für die WT-Gruppe, 0.83 ± 0.09 für die Arc-Gruppe, 0.98 ± 0.06 

für die NR2Bhet-Gruppe und 1.04 ± 0.07 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM).  

B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der Beclin 1-Antikörper zeigt eine Bande auf Höhe 

60 kDa. 
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Atg12 

Der Klasse III-PI3K-Komplex rekrutiert neben weiteren Proteinen zwei 

zusammenhängende Konjugationssysteme, das Atg12-Atg5-Atg16. Atg12 wird 

kovalent an das Substratprotein Atg5 gebunden, damit es an die Phagophore binden 

kann. Eine reduzierte Aktivität der Autophagie zeigt sich in einer niedrigeren 

Intensität des Autophagiemarkers Atg12 (Atg5 gebundenes Atg12). 

Die Werte für den Autophagiemarker Atg12 betragen 1.0 ± 0.05 für die WT-

Gruppe, 0.74 ± 0.06 für die Arc-Gruppe, 0.89 ± 0.07 für die NR2Bhet-Gruppe und 

0.87 ± 0.09 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe. Die Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur 

WT-Gruppe (p=0.1484) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p>0.9999) keinen 

signifikanten Unterschied. 

 

 

 

Abbildung 36: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers Atg12.  

A Die Western Blot Ergebnisse der Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe (p=0.1484) und 

zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die Intensität 

der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.05 für die WT-Gruppe, 0.74 ± 0.06 für die Arc-Gruppe, 0.89 ± 0.07 

für die NR2Bhet-Gruppe und 0.87 ± 0.09 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM).  

B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der Atg12-Antikörper zeigt eine Bande auf Höhe 

55 kDa. 
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LC3B-II/LC3B-I 

Durch die Autophagieinduktion wird das LC3B-I in eine lipid-konjugierte Form 

umgewandelt (LC3B-II) und ist an beiden Seiten der Phagophore zu finden, um 

dort die Größe des Autophagosoms zu kontrollieren. Die Fertigstellung des 

Autophagosoms ist gekennzeichnet durch die Freisetzung des LC3B-II, welches 

dann wiederverwertet wird. Eine reduzierte Aktivität der Autophagie zeigt sich in 

einem erniedrigten Verhältnis von LC3B-II zu LC3B-I bzw. einer niedrigeren 

Intensität des Autophagiemarkers LC3B-II. 

Für das Verhältnis von LC3B-II/LC3B-I betragen die Werte für die Intensität der 

WB-Bande 1.0 ± 0.13 für die WT-Gruppe, 0.79 ± 0.07 für die Arc-Gruppe, 1.01 ± 

0.09 für die NR2Bhet-Gruppe und 0.93 ± 0.1 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± 

SEM). Die Arc- zeigen im Vergleich zu den anderen Gruppen keinen signifikanten 

Unterschied. 

 

  

 

Abbildung 37: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers LC3B-

II/LC3B-I. A Die Western Blot Ergebnisse zeigen keinen signifikanten Unterschied der Arc- im 

Vergleich zu den anderen Gruppen beim Autophagiemarker LC3B-II/LC3B-I. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.13 für die WT-Gruppe, 0.79 ± 0.07 für die Arc-Gruppe, 

1.01 ± 0.09 für die NR2Bhet-Gruppe und 0.93 ± 0.1 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM).  

B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der LC3B-I-Antikörper zeigt eine Bande auf Höhe 

16 kDa (obere Bande), der LC3B-II-Antikörper auf Höhe 14 kDa (untere Bande). 
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LC3B-II 

Die Werte für den Autophagiemarker LC3B-II betragen 1.0 ± 0.03 für die WT-

Gruppe, 0.74 ± 0.05 für die Arc-Gruppe, 1.08 ± 0.07 für die NR2Bhet-Gruppe und 

1.03 ± 0.11 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM). Die Arc-Tiere zeigen im 

Vergleich zur WT-Gruppe (p=0.1482) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.0921) 

keinen signifikanten Unterschied. Es ist eine leichte Tendenz zu erkennen, dass die 

Arc-Tiere eine erniedrigte Expression des LC3B-II-Markers im Vergleich zur 

NR2Bhet/Arc-Gruppe zeigen. 

 

 

 

Abbildung 38: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers LC3B-II. 

A Die Western Blot Ergebnisse der Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe (p=0.1482) und 

zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p=0.0921) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die Intensität 

der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.03 für die WT-Gruppe, 0.74 ± 0.05 für die Arc-Gruppe, 1.08 ± 0.07 

für die NR2Bhet-Gruppe und 1.03 ± 0.11 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM).  

B Exemplarische Darstellung des Western Blots. Der LC3B-II-Antikörper zeigt eine Bande auf 

Höhe 14 kDa (untere Bande). 
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p62 

p62 bindet an die ubiquitinierten Substrate und verbindet sie so direkt mit dem 

Autophagiemechanismus zur autophagischen Degradation. Somit wird p62 

während der Autophagieinduktion als Substratbinder verbraucht. Eine reduzierte 

Aktivität der Autophagie zeigt sich in einer erhöhten Intensität des 

Autophagiemarkers p62. 

Die Werte für den Autophagiemarker p62 betragen 1.0 ± 0.24 für die WT-Gruppe, 

1.02 ± 0.13 für die Arc-Gruppe, 1.11 ± 0.09 für die NR2Bhet-Gruppe und 1.19 ± 

0.26 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM). Die Arc-Tiere zeigen im 

Vergleich zur WT-Gruppe (p>0.9999) und zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p>0.9999) 

keinen signifikanten Unterschied.  

 

 

 

Abbildung 39: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers p62. A 

Die Western Blot Ergebnisse der Arc-Tiere zeigen im Vergleich zur WT-Gruppe (p>0.9999) und 

zur NR2Bhet/Arc-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die Intensität 

der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.24 für die WT-Gruppe, 1.02 ± 0.13 für die Arc-Gruppe, 1.11 ± 0.09 

für die NR2Bhet-Gruppe und 1.19 ± 0.26 für die NR2Bhet/Arc-Gruppe (mean ± SEM).  

B Exemplarische Darstellung des Western Blots.Der p62-Antikörper zeigt eine Bande auf Höhe 62 

kDa. 
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2. Inkubierte Schnitte 

Wie in Kapitel III.2.2.1. besprochen, entstehen durch die Inkubation mit 

verschiedenen Aβ-Arten (50 nM) und Radiprodil (10 nM) vier verschiedene 

Versuchsgruppen: A = Kontrolle, B = Radiprodil, C = Aβ, D = Radiprodil + Aβ. 

Die Aktivität der Autophagie soll anhand des Proteinexpressionsmusters der 

Autophagiemarker in einem Pilotprojekt überprüft werden.  

Des Weiteren findet ein Vergleich der vier Gruppen bezüglich der spine density 

statt. 

2.1. Autophagie 

Die Autophagiemarker Klasse III-PI3K, Beclin-1, Atg12, LC3B-II/LC3B-I, LC3B-

II, und p62 werden bei den inkubierten Schnitten der Kontrolle (n=12), der 

Radiprodil-Gruppe mit 10 nM (n=12), und den vier Aβ-Arten (50 nM Aβ1-40, Aβ1-

42, 3Ntyr10Aβ, AβpE3-42), jeweils ohne vorherige Inkubation mit Radiprodil (n=4) und 

mit vorheriger Inkubation mit 10 nM Radiprodil (n=4) verglichen. Die Proben 

wurden wie im Kapitel III.2.2. beschrieben, auf das Gesamtprotein der jeweiligen 

Probe normalisiert und auf den Mittelwert der Kontroll-Gruppe genormt. 

2.1.1. Autophagiemarker 

Es wurde kein signifikanter Unterschied der Autophagiemarker zwischen den 

Gruppen weder im Kortex noch im Hippokampus gefunden. In diesem Kapitel sind 

die Ergebnisse zusammengefasst und in Balkendiagrammen dargestellt. Die 

ausführlichen Daten sind im Anhang zu finden. 
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Abbildung 40: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers Klasse 

III-PI3K. A Die Western Blot-Ergebnisse des Kortex zeigen keinen signifikanten Unterschied 

zwischen den Gruppen. B Die Western Blot-Ergebnisse des Hippokampus zeigen keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. (ausführliche Ergebnisse siehe Anhang) 
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Abbildung 41: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers Beclin-1. 

A Die Western Blot-Ergebnisse des Kortex zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen. B Die Western Blot-Ergebnisse des Hippokampus zeigen keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den Gruppen. (ausführliche Ergebnisse siehe Anhang) 
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Abbildung 42: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers Atg12.  

A Die Western Blot-Ergebnisse des Kortex zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen. B Die Western Blot-Ergebnisse des Hippokampus zeigen keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den Gruppen. (ausführliche Ergebnisse siehe Anhang) 
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Abbildung 43: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers LC3B-

II/LC3B-I. A Die Western Blot-Ergebnisse des Kortex zeigen keinen signifikanten Unterschied 

zwischen den Gruppen. B Die Western Blot-Ergebnisse des Hippokampus zeigen keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. (ausführliche Ergebnisse siehe Anhang) 
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Abbildung 44: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers LC3B-II. 

A Die Western Blot-Ergebnisse des Kortex zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen. B Die Western Blot-Ergebnisse des Hippokampus zeigen keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den Gruppen. (ausführliche Ergebnisse siehe Anhang) 
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Abbildung 45: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers p62.  

A Die Western Blot-Ergebnisse des Kortex zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen den 

Gruppen. B Die Western Blot-Ergebnisse des Hippokampus zeigen keinen signifikanten 

Unterschied zwischen den Gruppen. (ausführliche Ergebnisse siehe Anhang) 
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2.1.2. Rapamycin 

Um zu überprüfen, ob ein Autophagie-Inducer nach gleicher Inkubationszeit wie 

für A, einen Einfluss auf das Expressionsmuster der Autophagiemarker hat, 

werden die Schnitte für eineinhalb Stunden mit 10 nM bzw. 100 nM Rapamycin 

inkubiert. Die Autophagiemarker im Kortex (n=4) und Hippokampus (n=4) werden 

mit einer Kontrollgruppe (n=4) verglichen. Rapamycin ist ein direkter Inhibitor des 

mTOR und aktiviert somit auch die Autophagie (siehe Kapitel II.3.1.). 

Es wurde kein signifikanter Unterschied im Proteinexpressionsmuster der 

Autophagiemarker im Kortex festgestellt.  

Im Hippokampus zeigten einige der Autophagiemarker (LC3B-II/LC3B-I, LC3B-

II, Klasse III-PI3K) eine signifikante Erhöhung bei Zugabe von Rapamycin. 

Klasse III-PI3K  

Der Autophagiemarker Klasse III-PI3K ist im Hippokampus bei Zugabe von 

Rapamycin signifikant erhöht (p=0.0023). Die Werte betragen bei der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.06 und der Rapamycin-Gruppe 1.64 ± 0.11. Im Kortex 

existiert kein signifikanter Unterschied (p=0.9203). 

 

 

 

Abbildung 46: Vergleich des Expressionsmusters des Autophagiemarkers Klasse III-PI3K 

zwischen Kontrolle und Rapamycin. Vergleich der Kontrollgruppe (n=4) und der Gruppe, die für 

eineinhalb Stunden mit Rapamycin (10 nM n=2, 100 nM n=2) inkubiert wurde.   

A Kortex Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 

0.08 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.02 ± 0.15. Es existiert kein signifikanter Unterschied 

(p=0.9203). B Hippokampus Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.06 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.64 ± 0.11. Es existiert ein signifikanter 

Unterschied (p=0.0023).  ** p-Wert < 0.01 
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Beclin-1  

Der Autophagiemarker Beclin-1 ist sowohl im Kortex (p=0.4926), als auch im 

Hippokampus (p=0.4) nicht signifikant verändert. 

 

 

 

Abbildung 47: Vergleich des Expressionsmusters des Autophagiemarkers Beclin-1 zwischen 

Kontrolle und Rapamycin. Vergleich der Kontrollgruppe (n=4) und der Gruppe, die für eineinhalb 

Stunden mit Rapamycin (10 nM n=2, 100 nM n=2) inkubiert wurde.   

A Kortex Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 

0.04 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.05 ± 0.06. Es existiert kein signifikanter Unterschied 

(p=0.4926). B Hippokampus Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.08 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.1 ± 0.07. Es existiert kein signifikanter 

Unterschied (p=0.4). 
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Atg12 

Es existiert kein signifikanter Unterschied in der Intensität des Atg12 im Kortex 

(p=0.6081) oder Hippokampus (p=0.1460). 

 

 

 

 

Abbildung 48: Vergleich des Expressionsmusters des Autophagiemarkers Atg12 zwischen 

Kontrolle und Rapamycin. Vergleich der Kontrollgruppe (n=4) und der Gruppe, die für eineinhalb 

Stunden mit Rapamycin (10 nM n=2, 100 nM n=2) inkubiert wurde.   

A Kortex Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 

0.11 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.06 ± 0.04. Es existiert kein signifikanter Unterschied 

(p=0.6081). B Hippokampus Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.1 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.37 ± 0.19. Es existiert kein signifikanter 

Unterschied (p=0.1460). 
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LC3B-II/LC3B-I 

Das Verhältnis von LC3B-II/LC3B-I ist im Hippokampus bei Zugabe von 

Rapamycin signifikant erhöht (p=0.0021). Die Werte der Intensität der Western 

Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 0.1 und der Rapamycin-Gruppe 

1.55 ± 0.03. Im Kortex ist dieser Autophagiemarker nicht signifikant verändert 

(p=0.4205). 

 

  

 

 

 

 

 

 

Abbildung 49: Vergleich des Expressionsmusters des Autophagiemarkers LC3B-II/LC3B-I 

zwischen Kontrolle und Rapamycin. Vergleich der Kontrollgruppe (n=4) und der Gruppe, die für 

eineinhalb Stunden mit Rapamycin (10 nM n=2, 100 nM n=2) inkubiert wurde.   

A Kortex Für das Verhältnis der Intensität der Western Blot-Bande betragen die Werte der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.06 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.06 ± 0.04. Es existiert kein signifikanter 

Unterschied (p=0.4205).  B Hippokampus Für das Verhältnis der Intensität der Western Blot-

Bande betragen die Werte der Kontrollgruppe 1.0 ± 0.1 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.55 ± 0.03. 

Es existiert ein signifikanter Unterschied (p=0.0021). ** p-Wert < 0.01 
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LC3B-II 

Auch die Werte des Autophagiemarkers LC3B-II sind im Hippokampus bei der 

Rapamycin-Gruppe signifikant erhöht (p=0.0029). Die Werte der Intensität der 

Western Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 0.1 und der Rapamycin-

Gruppe 1.50 ± 0.04. 

 

 

 

Abbildung 50: Vergleich des Expressionsmusters des Autophagiemarkers LC3B-II zwischen 

Kontrolle und Rapamycin. Vergleich der Kontrollgruppe (n=4) und der Gruppe, die für eineinhalb 

Stunden mit Rapamycin (10 nM n=2, 100 nM n=2) inkubiert wurde.   

A Kortex Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 

0.15 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.17 ± 0.05. Es existiert kein signifikanter Unterschied 

(p=0.3418). B Hippokampus Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.1 und bei der Rapamycin-Gruppe 1.50 ± 0.04. Es existiert ein signifikanter 

Unterschied (p=0.0029).  ** p-Wert < 0.01 
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p62 

Der Autophagiemarker p62 ist sowohl im Kortex (p=0.2602), als auch im 

Hippokampus (p=0.7558) nicht signifikant verändert. 

 

 

 

 

Abbildung 51: Vergleich des Expressionsmusters des Autophagiemarkers p62 zwischen 

Kontrolle und Rapamycin. Vergleich der Kontrollgruppe (n=4) und der Gruppe, die für eineinhalb 

Stunden mit Rapamycin (10 nM n=2, 100 nM n=2) inkubiert wurde.   

A Kortex Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der Kontrollgruppe 1.0 ± 

0.1 und bei der Rapamycin-Gruppe 0.86 ± 0.04. Es existiert kein signifikanter Unterschied 

(p=0.2602). B Hippokampus Die Werte der Intensität der Western Blot-Bande betragen bei der 

Kontrollgruppe 1.0 ± 0.08 und bei der Rapamycin-Gruppe 0.96 ± 0.1. Es existiert kein signifikanter 

Unterschied (p=0.7558). 
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2.2. Spine density 

Die spine density wurde in den verschiedenen Gruppen verglichen, um zu 

überprüfen, ob lösliches Aβ (50 nM) durch seine synaptotoxischen Effekte die spine 

density in murinen Gehirnschnitten verringern kann. Durch die Applikation von 

Radiprodil (10 nM) soll kontrolliert werden, ob Radiprodil per se eine Veränderung 

der spine density bewirkt bzw. gegebenfalls die Wirkung von Aβ auf die spine 

density beeinflusst. 

Die durchschnittliche spine density in der Kontrollgruppe (n=9) (viereinhalb 

Stunden Inkubation ohne Zugabe von Substanzen) beträgt 1.67 ± 0.02 spines/µm. 

In den Schnitten, die zweieinhalb Stunden in 10 nM Radiprodil inkubierten (n=6), 

beträgt die spine density im Durchschnitt 1.7 ± 0.05 spines/µm (mean ± SEM). 

Zwischen der Kontrollgruppe und der Radiprodil-Gruppe existiert kein 

signifikanter Unterschied (p> 0,9999). 

 

 

Abbildung 52: kein Unterschied in der spine density zwischen Kontrollgruppe und Radiprodil. 

Die durchschnittliche spine density in der Kontrollgruppe (n=9) (zweieinhalb Stunden Inkubation 

ohne Zugabe von Substanzen) beträgt 1.67 ± 0.02 spines/µm. In den Schnitten, die zweieinhalb 

Stunden in 10 nM Radiprodil inkubierten (n=6), beträgt die spine density im Durchschnitt 1.7 ± 0.05 

spines/µm (mean ± SEM). Zwischen der Kontrollgruppe und der Radiprodil-Gruppe existiert kein 

signifikanter Unterschied (p> 0,9999). 
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Aβ1-40 

Die Zugabe von 50 nM Aβ1-40 für eineinhalb Stunden (n=5) verringert die spine 

density signifikant (p<0.0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe mit 

Radiprodil + Aβ1-40) auf 1.34 ± 0.05 spines/µm. Bei Zugabe von 10 nM Radiprodil 

eine Stunde vor Zugabe von Aβ1-40 wird die spine density im Vergleich zur 

Kontrollgruppe nicht verringert (p>0.9999) und beträgt 1.67 ± 0.02 spines/µm. 

 

                                              

 

Abbildung 53: Signifikante Verringerung der spine density durch Aβ1-40. A Die spine density 

wird durch Zugabe von 50 nM Aβ1-40 signifikant verringert (p<0.0001 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe und zur Gruppe mit Radiprodil + Aβ1-40). Durch vorherige Zugabe von 10 nM 

Radiprodil ändert sich die spine density im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht (p>0.9999).  

B Abbildung der Dendriten der verschiedenen Gruppen. Man sieht eine deutliche Verringerung der 

spines bei der Gruppe mit Zugabe von Aβ1-40.  **** p-Wert < 0.0001 
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Aβ1-42 

Durch die Zugabe von 50 nM Aβ1-42 für eineinhalb Stunden (n=5) wird die spine 

density signifikant (p=0.0016 im Vergleich zur Kontrollgruppe und p= 0.0001 zur 

Gruppe mit Radiprodil + Aβ1-42) auf 1.41 ± 0.06 spines/µm verringert. Bei Zugabe 

von 10 nM Radiprodil eine Stunde vor Zugabe von Aβ1-42 bleibt sie im Vergleich 

zur Kontrollgruppe gleich (p=0.5913) und beträgt 1.78 ± 0.05 spines/µm. 

 

                                              

 

Abbildung 54: Signifikante Verringerung der spine density durch Aβ1-42. A Die spine density 

wird durch Zugabe von 50 nM Aβ1-42 signifikant verringert (p=0.0016 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe und p=0.0001 zur Gruppe mit Radiprodil + Aβ1-42). Durch vorherige Zugabe von 10 

nM Radiprodil ändert sich die spine density im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht (p=0.5913).  

B Abbildung der Dendriten der verschiedenen Gruppen. Man sieht eine deutliche Verringerung der 

spines bei der Gruppe mit Zugabe von Aβ1-42.  ** p-Wert < 0.01, *** p-Wert < 0.001  
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3NTyr10Aβ 

Die Zugabe von 50 nM 3NTyr10Aβ für eineinhalb Stunden (n=5) verringert die spine 

density signifikant (p<0,0001 im Vergleich zur Kontrollgruppe und zur Gruppe mit 

Radiprodil + 3NTyr10Aβ) auf 1.28 ± 0.03 spines/µm. Bei Zugabe von 10 nM 

Radiprodil eine Stunde vor Zugabe von 3NTyr10Aβ wird sie im Vergleich zur 

Kontrollgruppe nicht verringert (p>0,9999) und beträgt 1.63 ± 0.02 spines/µm. 

 

                                             

 

Abbildung 55: Signifikante Verringerung der spine density durch 3NTyr10Aβ. A Die spine density 

wird durch Zugabe von 50 nM 3NTyr10Aβ signifikant verringert (p<0.0001 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe und zur Gruppe mit Radiprodil + 3NTyr10Aβ). Durch vorherige Zugabe von 10 nM 

Radiprodil ändert sich die spine density im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht (p>0.9999).  

B Abbildung der Dendriten der verschiedenen Gruppen. Man sieht eine deutliche Verringerung der 

spines bei der Gruppe mit Zugabe von 3NTyr10Aβ.  **** p-Wert < 0.0001 
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AβpE3-42  

Durch die Zugabe von 50 nM AβpE3-42 für eineinhalb Stunden (n=5) wird die spine 

density signifikant (p<0,0001) auf 1.43 ± 0.01 spines/µm verringert. Bei Zugabe 

von 10 nM Radiprodil eine Stunde vor Zugabe von AβpE3-42 wird die spine density 

im Vergleich zur Kontrollgruppe auch signifikant verringert (p<0,0001) und beträgt 

1.43 ± 0.01 spines/µm. 

 

                                              

 

Abbildung 56: Signifikante Verringerung der spine density durch AβpE3-42. A Die spine density 

wird durch Zugabe von 50 nM AβpE3-42 signifikant verringert (p<0.0001 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe). Durch vorherige Zugabe von 10 nM Radiprodil ändert sich die spine density im 

Vergleich zur Kontrollgruppe ebenfalls signifikant (p<0.0001). B Abbildung der Dendriten der 

verschiedenen Gruppen. Man sieht eine deutliche Verringerung der spines bei der Gruppe mit 

Zugabe von AβpE3-42 und bei der Gruppe mit Radiprodil + AβpE3-42.  **** p-Wert < 0.0001 

A  p E 3 -4 2

G ru p p e n

s
p

in
e

s
/ 

m

K o n tro lle R a d ip ro d il A  p E 3 -4 2 R a d ip ro d il

+  A  p E 3 -4 2

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0
* * * *

* * * *

Kontrolle    Radiprodil      AβpE3-42         Radiprodil  

                                                              + AβpE3-42 

B 

A 



IV. Ergebnisse     87 

 

scrambled Aβ1-42   

Um zu überprüfen, ob die Reduktion der spine density einen unspezifischen Effekt 

darstellt, werden Schnitte (n=2) mit 50 nM scrambled Aβ1-42 inkubiert. Dieses 

Kontrollpeptid weist die gleiche Aminosäurenzusammensetzung wie Aβ1-42 auf, 

jedoch sind die Aminosäuren in zufälliger Reihenfolge angeordnet. Die Zugabe von 

scrambled Aβ1-42 für eineinhalb Stunden (n=2) verringert die spine density im 

Vergleich zur Kontrollgruppe nicht (p>0.9999). Diese beträgt 1.65 ± 0.03 

spines/µm.  

 

                                                                    

 

Abbildung 57: kein Unterschied in der spine density durch scrambled Aβ1-42. A Die spine density 

wird durch Zugabe von 50 nM scrambled Aβ1-42 nicht verringert (p>0.9999 im Vergleich zur 

Kontrollgruppe). B Abbildung der Dendriten der verschiedenen Gruppen. Man sieht keine 

Verringerung der spines bei der Gruppe mit Zugabe von scrambled Aβ1-42. 
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Memantin 

Memantin, zugelassen für die Behandlung von moderater bis schwerer AD, ist ein 

unspezifischer NMDA-Rezeptorkanal Blocker mit niedriger Affiniät. Um einen 

Zusammenhang zu einem schon klinisch erprobten NMDA-Rezeptorantagonisten 

herzustellen, wurde zudem überprüft, ob Memantin in Anwesenheit von Aβ1-42 die 

spine density stabilisieren kann. Durch die Zugabe von Memantin (1µM) drei 

Stunden vor Zugabe von Aβ1-42 (n=2) bleibt die spine density im Vergleich zur 

Kontrollgruppe gleich (p>0,9999) und beträgt 1.62 ± 0.01 spines/µm. 

 

  

                                                                     

 

Abbildung 58: kein Unterschied in der spine density durch Memantin + Aβ1-42. A Die spine 

density wird durch Zugabe von 1µM Memantin + 50 nM Aβ1-42 nicht verringert (p>0.9999 im 

Vergleich zur Kontrollgruppe). B Abbildung der Dendriten der verschiedenen Gruppen. Man sieht 

keine Verringerung der spines bei der Gruppe mit Zugabe von Memantin + Aβ1-42. 
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V. DISKUSSION 

Die AD ist eine altersbedingte Krankheit und mit knapp 80 % die häufigste Form 

der Demenz in der heutigen Zeit. Die hohe Prävalenzrate kann auf die steigende 

Lebenserwartung, vor allem in westlich orientierten Ländern, zurückgeführt 

werden (ALZHEIMER´S ASSOCIATION, 2016). Auch in Hunden wurde eine 

Verbindung zwischen Aβ-Plaques und dem Verlust von kognitiven Fähigkeiten 

nachgewiesen (CUMMINGS et al., 1996a). Neueste Studien zeigen sogar, dass 

auch Schimpansen pathologische Merkmale der AD entwickeln können (EDLER 

et al., 2017). Seit den 80er Jahren ist bekannt, dass Aβ als Hauptbestandteil der 

Amyloid-Plaques und somit als Ursache der Symptome wie kognitiver Verfall und 

Gedächtnisverlust in Frage kommt (GLENNER & WONG, 1984; WONG et al., 

1985), die genauen Zusammenhänge sind allerdings bis heute noch nicht 

vollständig geklärt. Neuerdings stehen nicht nur die unlöslichen Amyloid-Plaques, 

sondern lösliche Aβ-Oligomere im Fokus der Forschung, und es wird angenommen, 

dass sie die eigentlich toxischen Bestandteile sind, die zum Verlust der 

synaptischen Funktion und letztlich zum Tod einer Nervenzelle führen (SELKOE, 

2008). Bei vielen neurologischen Erkrankungen, wie auch bei der AD, tritt eine 

fehlregulierte Glutamataufnahme bzw. -abgabe auf, die zu einer langfristig 

erhöhten Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt und somit zu einer 

Überaktivierung des NMDA-Rezeptors führt (VYKLICKY et al., 2014). Durch 

diese Überaktivierung des Rezeptors wird das Signal-Rauschen erhöht, und 

relevante Signale durch Lernen können vom pathologisch erhöhten 

Hintergrundrauschen nicht unterschieden und gefiltert werden (PARSONS et al., 

2007). Zahlreiche Hinweise deuten an, dass Aβ die glutamaterge Aktivität vor allem 

durch die Wirkung auf den NMDA-Rezeptor, erhöhen kann (KLEIN et al., 2004; 

WALSH & SELKOE, 2004; DANYSZ & PARSONS, 2012).    

Um AD zu behandeln, gibt es unterschiedliche Therapieansätze auf dem Markt, die 

jedoch alle nur symptomatisch wirken. Die bereits zugelassenen und verfügbaren 

AD-Medikamente stammen aus der Gruppe der Cholinesteraseinhibitoren und der 

NMDA-Rezeptorantagonisten (YIANNOPOULOU & PAPAGEORGIOU, 2013). 

Es besteht großes Interesse daran, klinisch relevante NMDA-Rezeptorantagonisten 

zu entwickeln, die die exzitotoxische NMDA-Rezeptoraktivierung blockieren 

können, ohne die physiologische Rezeptoraktivität und damit die synaptische 
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Transmission und Plastizität zu beeinträchtigen (BARTLETT et al., 2007; 

VYKLICKY et al., 2014). Nachweise existieren, die vermuten lassen, dass 

Substanzen, die die NR2B-Untereinheit spezifisch blockieren, eine bessere 

Wirkung zeigen, als solche, die nicht zwischen den Untereinheiten unterscheiden 

(HARDINGHAM et al., 2002; AMADORO et al., 2006). Die hohe Bedeutung der 

NR2B-Untereinheit bei AD wurde durch Versuche mit spezifischen NR2B-

Rezeptorantagonisten gezeigt. Die Zugabe von allosterischen NR2B-Antagonisten 

wie Ro 25-6981, Ifenprodil und Radiprodil in sehr geringen pathophysiologischen 

Konzentrationen konnte die negative Wirkung von Aβ1-42 auf die LTP reversieren. 

Somit könnte eine moderate negative allosterische Modulation der NR2B-

Untereinheit eine Alternative in der Behandlung von AD sein (HU et al., 2009; LI 

et al., 2011; RAMMES et al., 2011; MATTUSCH et al., 2013; RAMMES et al., 

2015).  

Im Rahmen dieser Studie wurde die Rolle der NMDA-Rezeptoruntereinheit 2B in 

der Pathophysiologie der AD untersucht und eine mögliche Behandlungsoption 

eruiert, die die NR2B-Untereinheit als Ziel hat. Zudem wurden synaptotoxische 

Effekte wie der Einfluss auf die Autophagie und auf die spine density, die durch 

verschiedene Aβ-Arten ausgelöst werden, erforscht. 

Heterozygoter Knock-down der NR2B-Rezeptoruntereinheit in Verbindung mit 

einer AD-Mutation im transgenen Mausmodell und der Einfluss auf die Aβ-

Pathologie  

Um zu erforschen, ob eine permanente heterozygote Deletion der NR2B-

Rezeptoruntereinheit einen Einfluss auf die Pathologie der AD hat, wurden für die 

vorliegende Studie transgene Mäuse mit einem heterozygoten Knock-down der 

NR2B-Rezeptoruntereinheit und ein Mausmodell mit einer Aβ-Pathologie 

gezüchtet. Im Mausmodell für AD wurden zwei Mutationen im APP eingeführt, die 

arktische und die schwedische Mutante. Diese führen zu einer erhöhten Sekretion 

und Aggregation von Aβ in den Tieren (KNOBLOCH et al., 2007).  

Teil dieser Arbeit war es, die heterozygote Expression des NR2B-Rezeptors zu 

bestätigen und die Aβ-Bildung in den AD-Mutationen zu untersuchen und zu 

vergleichen. Die Western Blot-Ergebnisse zeigten im Expressionsmuster der 

NR2B-Untereinheit deutliche Unterschiede zwischen den vier Mauslinien. Sowohl 

in der NR2Bhet als auch der NR2Bhet/Arc-Gruppe war der NR2B-Rezeptor im 

Vergleich zur WT- und zur Arc-Gruppe um etwa die Hälfte verringert. Die 
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Reduktion der NR2B-Untereinheit hatte dabei keinen Einfluss auf die weiteren 

NMDA-Rezeptoruntereinheiten NR1- und NR2A. Die AD-Mutation konnte auch 

keine Veränderung im Expressionsmuster der NMDA-Rezeptoruntereinheiten 

auslösen. Das wird auch durch die Ergebnisse von Snyder et al. (2005) unterstützt, 

die zeigen, dass eine AD-Mutation in Mäusen zwar die Oberflächenexpression des 

NMDA-Rezeptors verringert, nicht jedoch die Gesamtmenge des Rezeptors 

verändert.   

Der Aβ1-42 -ELISA zeigte eine massive Bildung von Aβ in der Arc- und der 

NR2Bhet/Arc-Gruppe. Knobloch et al. (2007) konnten bereits nachweisen, dass eine 

AD-Mutation in Mäusen zu einer massiven Ansammlung von Aβ führt und diese 

Tiere ab einem Alter von sechs Monaten bereits kognitive Defizite aufweisen und 

ab einem Alter von neun Monaten schon eine Plaquebildung zu sehen ist. In der 

WT- und der NR2Bhet-Gruppe wurde nur eine minimale Menge an Aβ1-42 detektiert. 

In anderen Forschungsarbeiten wurde festgestellt, dass Aβ das intrazelluläre Ca2+ 

erhöhen kann, indem es den NMDA-Rezeptor direkt aktiviert (TEXIDÓ et al., 

2011) und die Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt erhöht (NODA et al., 

1999), was wiederum die Sensitivität des NMDA-Rezeptors steigert (PARSONS et 

al., 2007). Zudem konnten Lesne et al. (2005) zeigen, dass eine subtoxische 

Aktivierung des NMDA-Rezeptors durch z.B. Aβ die Expression einer wichtigen 

Domäne von Proteaseinhibitoren steigert. Diese Domäne bevorzugt die 

Prozessierung des APP durch die β-Sekretase, wobei die α-Sekretase zudem 

inhibiert wird, was zu einer weiteren Erhöhung des Aβs führt. Deswegen sollte 

überprüft werden, ob die Reduktion der NR2B-Untereinheit eine Veränderung bei 

der Aβ-Bildung hervorruft. Die ELISA-Ergebnisse weisen jedoch keine 

Unterschiede in der Menge des gebildeten Aβ1-42 zwischen der NR2Bhet/Arc- und 

der Arc-Gruppe auf. Somit zeigen unsere Ergebnisse, dass eine Reduzierung der 

NR2B-Untereinheit keine verminderte Aβ1-42-Produktion zur Folge und somit  

ausschließlich eine neuroprotektive Wirkung hat.   

Für die Darstellung der Amyloid-Plaques wurden die Gehirnschnitte der transgenen 

Mäuse mit Methoxy-X04, einem fluoreszierenden Farbstoff gefärbt, da dieser eine 

gute Spezifität für Amyloid-Plaques aufweist (KLUNK et al., 2002). Die 

postmortalen Gehirnschnitte zeigten eine deutliche Plaquebildung im Kortex und 

Hippokampus der Arc- und NR2Bhet/Arc-Gruppe. In der WT- und der NR2Bhet-

Gruppe war so gut wie keine Plaquebildung zu finden. In unserem Versuch sollte 

zudem überprüft werden, ob speziell in den Gehirnstrukturen, die wichtig für den 
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Lernprozess und das Gedächtnis sind, dem präfrontalen Kortex (MONACO et al., 

2015) und dem Hippokampus (PRESTON & EICHENBAUM), die Plaquebildung 

einen Unterschied zwischen der Arc- und der NR2Bhet/Arc-Gruppe zeigt. Auch hier 

wurden keine Unterschiede gefunden, was zeigt, dass die Verringerung des NR2B-

Rezeptors keinen Einfluss auf die Plaquebildung und somit einen rein 

neuroprotektiven Effekt hat.  

Heterozygoter Knock-down der NR2B-Rezeptoruntereinheit in Verbindung mit 

einer AD-Mutation im transgenen Mausmodell und der Einfluss auf 

Autophagiemarker  

Die Autophagie ist ein intrazellulärer Degradationsprozess, bei dem 

zytoplasmatische Bausteine in den Lysosomen abgebaut werden. Die Autophagie 

findet grundsätzlich in jeder Zelle auf einem basalen Level statt (KLIONSKY & 

CODOGNO, 2013), kann jedoch durch verschiedene Formen von zellulärem 

Stress, wie etwa einer Ansammlung von Proteinaggregaten, hochreguliert werden 

(KROEMER et al., 2010). Fehlerhaft gefaltete Proteine, wie bei der AD zu finden, 

verursachen nach Aggregation Zellorganellschäden und synaptische 

Funktionsstörungen im Nervensystem (WALKER & LEVINE, 2000). Die 

toxischen Proteinaggregate können durch die Autophagie beseitigt und aus ihnen 

neue Aminosäuren generiert werden, was zu einer homöostatischen Kontrolle der 

Zelle beiträgt (HARRIS & RUBINSZTEIN, 2012). Bei der AD ist die Autophagie 

beeinträchtigt, was durch die Ansammlung von Autophagosomen in 

dystrophischen Neuriten gezeigt wurde (NIXON et al., 2005). Zudem ist das bei 

der Induktion der Autophagie mitwirkende Beclin-1 in frühen Stadien der AD 

reduziert, was darauf hinweist, dass die Induktion der Autophagie verringert ist 

(PICKFORD et al., 2008). Spilman et al. (2010) konnten zeigen, dass 

Rapamycin, ein Autophagiestimulator, eine Verringerung der Aβ-Akkumulation in 

einem transgenen AD-Mausmodell herbeiführen und Gedächtnisdefizite verzögern 

kann. Somit könnte die Autophagiestimulation einen therapeutischen Ansatzpunkt 

für die Behandlung von AD darstellen.  

Es wurden verschiedene Autophagiemarker bestimmt, um die Autophagieaktivität 

im Rahmen der AD zu untersuchen. Die Autophagiemarker pUlk/Ulk, Klasse III-

PI3K, Beclin-1, Atg12, LC3B-II/LC3B-I, LC3B-II und p62 wurden hierfür 

verglichen. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den vier transgenen 

Tiergruppen gefunden werden. Jedoch waren bei den Autophagiemarkern 
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pUlk/Ulk, Klasse III-PI3K, Atg12, LC3B-II/LC3B-I und LC3B-II in den 

durchgeführten Experimenten in der Arc-Gruppe Auffälligkeiten erkennbar. Der 

Autophagiemarker p62 zeigt keine Veränderung in der Proteinexpression. In einer 

Studie zu Autophagiemarkern in einer Zellkultur konnte gezeigt werden, dass 

während einer Hungerperiode sich der LC3B-Marker schon nach einer halben 

Stunde verändert, während der p62-Marker erst nach zwei Stunden einen 

Unterschied in der Expression zeigt (MIZUSHIMA & YOSHIMORI, 2007). 

   

 

Abbildung 59: verwendete Autophagiemarker und deren Proteinexpression in Arc-Tieren 

Gewisse Auffälligkeiten sind bei den Autophagiemarkern pUlk/Ulk, Klasse III-PI3K, Atg5 

gebundenes Atg12 (Atg12), LC3B-II/LC3B-I und LC3B-II in den durchgeführten Experimenten in 

der Arc-Gruppe, wenn man die Balkendiagramme vergleicht, erkennbar. Dies ist jedoch statistisch 

nicht aussagekräftig. (CELLSIGNALING TECHNOLOGY, 2017). Abbildung modifiziert nach 

Cell Signaling, mit freundlicher Genehmigung von Cell Signaling Technology, Inc. 

Untersuchungen von Pickford et al. (2008) ergaben stark verringerte Beclin-1-

Werte in humanen AD-Gehirnen, was auf eine inhibierte Autophagiefunktion 

hindeutet. Im Kortex von Patienten im 2. Stadium der AD, der MCI, war der Beclin-

1-Marker auf 70 % des Kontrollwertes der gesunden Gehirne gefallen, bei Gehirnen 



V. Diskussion   94 

 

von Patienten mit schwerer AD-Demenz ist der Wert sogar weiter gesunken auf 30 

% der Kontrollwerte. In einer heterozygoten Beclin-1 Knock-down Mauslinie, die 

mit einer AD-Linie gekreuzt wurde, konnte eine erhöhte Aβ-Akkumulation 

beobachtet weden. Diese konnte durch eine genetische Wiederherstellung des 

Beclin-1 aufgehoben werden (PICKFORD et al., 2008; JAEGER et al., 2010). Dies 

deutet auch darauf hin, dass die Beseitigung von Aβ-Aggregaten in AD durch eine 

Fehlfunktion der Autophagie gestört ist. Jedoch konnte in dieser Studie kein 

Unterschied der Proteinexpression des Beclin-1 bei einer Mauslinie mit Aβ-

Pathologie im Vergleich zu einer Kontrollgruppe gefunden werden. Die Tiere 

waren zwei bzw. drei Jahre alt.   

Gründe für das Fehlen einer Signifikanz in den hier vorgestellten Ergebnissen, 

könnten unter anderem die niedrige Stichprobenzahl (n=4) oder die relativ weite 

Streubreite des Alters (9-18 Monate) sein. Die Ergebnisse von VILLAMIL-ORTIZ 

& CARDONA-GOMEZ (2015) deuten an, dass sich die Autophagiemarker im 

Laufe der AD-Pathologie ändern. Sie berichten, dass der Autophagiemarker Beclin-

1 und das Verhältnis zwischen LC3B-II/LC3B-I bei sechs Monate alten Mäusen 

signifikant erhöht sind, mit 12 Monaten etwa wieder auf das Niveau der 

Kontrollmäuse sinken und mit 18 Monaten sogar signifikant erniedrigt sind. Somit 

könnte das ein möglicher Grund sein, weswegen in unseren Experimenten die 

Werte so stark varriieren. Um ein aussagekräftigeres Ergebnis zu erhalten oder zu 

zeigen, dass die Unterschiede in den Markern nur zufällig entstanden sind, wäre es 

sinnvoll, die Tiere dem Alter entsprechend zu vergleichen und gegebenenfalls eine 

höhere Stichprobenzahl auszuwerten. Die widersprüchlichen Ergebnisse der 

angesprochenen Forschungsarbeiten bezüglich der Autophagiemarker könnten 

auch durch die unterschiedlichen Mutationen im APP der verwendeten Mauslinien 

zustande kommen (PICKFORD et al., 2008: J20 und T41-Mäuse; VILLAMIL-

ORTIZ & CARDONA-GOMEZ, 2015: 3xTg-AD Mäuse mit PS1(M146V), APP 

(Swe), und tau (P301L) Transgenen).   

Um genaue Aussagen über den Autophagiestatus geben zu können, wäre es sinnvoll 

weitere Methoden wie Elektronenmikroskopie von Autophagosomen oder 

Fluoreszenzmikroskopie von LC3 zur Bestimmung der Autophagiefunktion 

anzuwenden (KLIONSKY et al., 2008). Es ist zudem oft schwer zu interpretieren, 

ob eine erniedrigte Proteinexpression z.B. des Autophagiemarkers LC3B auf eine 

Inhibition der autophagischen Aktivität oder auf einen erhöhten Abbau von 

Autophagosomen zurückzuführen ist. Hierzu wäre es von Vorteil, das Gewebe mit 
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Inhibitoren wie Bafilomycin A1 zu behandeln, die den Abbau von Zellbestandteilen 

in Autolysosomen durch die Inhibition von Proteasen stoppen (RUBINSZTEIN et 

al., 2009). Eine Akkumulation von LC3II-positiven Autophagosomen würde dann 

auf einen funktionierenden autophagischen Fluss hindeuten. Wohingegen keine 

Ansammlung von LC3II in Anwesenheit von Inhibitoren ein Hinweis auf einen 

Defekt vor dem Abbau durch das Autolysosom sein könnte (BARTH et al., 2010). 

Sollte es sich herausstellen, dass die Autophagiemarker tatsächlich einen 

signifikanten Unterschied aufweisen, würde dies bedeuten, dass die 

Autophagieaktivität in der AD verringert ist und durch eine heterozygote 

Expression des NR2B-Rezeptors wieder hergestellt werden kann.  

Effekt von löslichen Aβ-Oligomeren und dem NR2B-Rezeptorantagonist Radiprodil 

auf die Autophagie in murinen Gehirnschnitten  

Die Ergebnisse vieler aktueller Publikationen weisen daraufhin, dass nicht die 

unlöslichen Ablagerungen wie Aβ-Fibrillen und Plaques, sondern die löslichen Aβ-

Oligomere die toxischen Bestandteile darstellen und für die Beeinträchtigung der 

synaptischen Funktion und der Neurodegeneration der AD verantwortlich sind 

(HARDY & SELKOE, 2002; KLEIN et al., 2004; GOLDE, 2006). In einer 

Vorgängerarbeit am Institut wurde bereits erforscht, dass eine Konzentration von 

50 nM Aβ1-42 die LTP im Hippokampus im Vergleich zur Kontrollgruppe massiv 

blockiert (RAMMES et al., 2011; RAMMES et al., 2015). Deshalb wurde in dieser 

Arbeit die gleiche Konzentration und Inkubationsdauer verwendet, um murine 

sagittale Gehirnschnitte auf Veränderungen der Autophagiemarker zu untersuchen. 

Um die kontinuierliche Überaktivierung des NMDA-Rezeptors durch glutamaterge 

Dysfunktion zu verhindern, können NMDA-Rezeptorantagonisten eingesetzt 

werden und sogar bei extremer Glutamatfreisetzung in den synaptischen Spalt die 

Aktivierung des NMDA-Rezeptors blockieren (PARSONS et al., 2007). Studien 

zeigen, dass die inhibierende Wirkung von Aβ1-42 auf die LTP durch Memantin 

aufgehoben werden kann (RAMMES et al., 2011). Wie oben bereits erwähnt, 

konnte die Inkubation mit allosterischen NR2B-Antagonisten wie Ro 25-6981, 

Ifenprodil und Radiprodil die negative Wirkung von Aβ1-42 auf die LTP reversieren. 

In einer noch nicht veröffentlichten Arbeit unserer Arbeitsgruppe wurde zur 

Dosisfindung untersucht, ob Radiprodil die LTP konzentrationsabhängig 

wiederherstellen kann, die durch 50 nM Aβ1-42 inhibiert wurde. Die Experimente 

konnten zeigen, dass Radiprodil in zu hohen Konzentrationen, wie etwa 1 µM oder 
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300 nM, die LTP in hippokampalen Gehirnschnitten von Mäusen blockiert. In 

diesen Konzentrationen sollte Radiprodil nicht angewendet werden, da es die 

physiologische Funktion des NMDA-Rezeptors zu sehr beeinflusst. Die Inkubation 

der Schnitte in 10 nM Radiprodil konnte dem negativen Effekt durch Aβ auf die 

LTP entgegenwirken.   

Die Autophagiemarker in diesem Experiment zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der Kontroll-, der Aβ- und der Radiprodil+Aβ-Gruppe.   

Die Zugabe von Rapamycin diente dazu herauszufinden, ob eine Inkubation mit Aβ 

für 90 Minuten ausreichend ist, die Proteinexpression der Autophagiemarker zu 

beeinflussen. Die Autophagiemarker Klasse III-PI3K, das Verhältnis von LC3B-II 

zu LC3B-I und LC3B-II waren im Hippokampus signifikant verändert. Im Kortex 

zeigten sich keine signifikanten Veränderungen im Proteinexpressionsmuster der 

Autophagiemarker. Die Ergebnisse zeigen, dass die Inkubation der Schnitte für 

eineinhalb Stunden mit einem Autophagiestimulator gewisse Autophagiemarker, 

zumindest im Hippokampus, erhöhen kann. Der überwiegende Teil von 

Rapamycin-Experimenten bzw. Autophagieaktivierungen wurde an Zellkulturen 

durchgeführt. Boland et al. (2008) konnten zeigen, dass die Behandlung von 

primären kortikalen Neuronen mit 10 nM Rapamycin den Autophagiemarker 

LC3B-II/LC3B-I und LC3B-II nach nur einer Stunde erhöht. In anderen 

Forschungsarbeiten wurde festgestellt, dass 25 nM Rapamycin den 

Autophagiemarker LC3B-II/LC3B-I in Schwann-Zellen von Mäusen nach zwei 

Stunden signifikant erhöht und p62 signifikant erniedrigt, was auch auf eine 

Aktivierung der Autophagie durch Rapamycin hindeutet (RANGARAJU et al., 

2010).  

Um stärkere Unterschiede detektieren zu können, müssten die Schnitte längeren 

Inkubationszeiten mit Rapamycin ausgesetzt werden. Die Vermutung besteht, dass 

es bei Gewebeschnitten, im Gegensatz zu einschichtigen Zellkulturen, länger 

dauert, bis die Substanzen an den Zielort diffundiert sind. Dann könnte auch 

gegebenenfalls die Inkubationszeit des Aβ angepasst werden, um so Unterschiede 

der Autophagiemarker besser detektieren zu können. In einer Studie von Lipinski 

et al. (2010) an Zellkulturen konnten nach frühestens vier Stunden Unterschiede in 

den Autophagiemarkern Atg12 und im Verhältnis LC3B-II/LC3B-I nach 

Behandlung mit 5 µM Aβ festgestellt werden, was auch darauf hindeutet, dass die 

Inkubation mit Aβ für eineinhalb Stunden ein zu kurzes Zeitintervall darstellt, um 

Veränderungen in den Autophagiemarkern hervorzurufen. Auch die höhere 
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Konzentrtion des Aβ wird dazu beigetragen haben, dass in dieser Veröffentlichung 

ein signifikanter Unterschied in den Markern sichtbar ist. Die pathologischen 

Ausfälle bei AD wie kognitiver Verfall und Gedächtnisschwund können jedoch 

schon durch weitaus geringere Aβ-Konzentration ausgelöst werden (NASLUND et 

al., 2000; RELIGA et al., 2003). Deshalb wurden in unserem Experiment die 

Konzentrationen so gering gewählt, da es interessant ist zu erforschen, ob ein 

Einfluss auf die Autophagie auch bei diesen geringen pathophysiologischen 

Konzentrationen besteht. In dieser Studie wurden die Zeitintervalle und 

Konzentrationen zudem so gewählt, dass sie mit den vorangegangenen 

Experimenten der LTPs und mit den spine density Experimenten vergleichbar sind, 

bei denen signifikante Unterschiede sichtbar wurden. 

Effekt von löslichen Aβ-Oligomeren und dem NR2B-Rezeptorantagonist Radiprodil 

auf die spine density in murinen Gehirnschnitten  

Dendritische Dornfortsätze (engl. spines) sind membranöse Ausläufer an der 

neuronalen Oberfläche (HARRIS & KATER, 1994). Unter spine density versteht 

man die Anzahl der spines pro Mikrometer eines Dendriten. Die Störung der 

physiologischen spine-Homöostase liegt einigen neuropsychiatrischen Krankheiten 

zugrunde (PENZES et al., 2011). Das auffälligste Beispiel ist der Verlust an 

dendritischen spines, der bei den meisten neurodegenerativen Erkrankungen zu 

finden ist. Der Verlust von spines kann gleichgesetzt werden mit dem Verlust von 

synaptischen Funktionen, vor allem exzitatorischer Synapsen (DOROSTKAR et 

al., 2015), was wiederum zum Verlust von kognitiven Fähigkeiten und 

Gedächtnisverlust führt. Die pathologische Überaktivierung des NMDA-Rezeptors 

während der Exzitotoxizität kann diese spine-Verluste herbeiführen (HALPAIN et 

al., 1998; HASBANI et al., 2001).   

Im Versuch zur spine density wurden murine Gehirnschnitte Substanzen ausgesetzt, 

um festzustellen, ob sie eine Veränderung der spine density auslösen können. Es 

sollte überprüft werden, ob die Inkubation der Schnitte in verschiedenen Aβ-Arten 

eine Reduktion der spine density hervorruft und ob Radiprodil, ein selektiver 

NR2B-Rezeptorantagonist, diesem Effekt gegebenenfalls entgegenwirken kann.  

Die Inkubation mit Radiprodil veränderte die spine density im Vergleich zur 

Kontrollgruppe nicht. Vergleichbare Studien an murinen Gehirnschnitten konnten 

derzeit nicht gefunden werden. Eine Veröffentlichung von Ruddy et al. (2015) zu 

einem nicht-kompetitiven NMDA-Rezeptorantagonist weist jedoch ähnliche 
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Ergebnisse auf. Hier wurde gezeigt, dass MK-801 bei akuter Behandlung von 

Mäusen in vivo keine Veränderung der spine density hervorruft. In einer noch nicht 

veröffentlichten Arbeit unserer Arbeitsgruppe, bei der die Auswirkung auf die LTP 

in murinen Gehirnschnitten untersucht wurde, hatten 10 nM Radiprodil einen 

positiveren Effekt auf die LTP im Gegensatz zu höheren Konzentrationen wie etwa 

300 nM, die die LTP reduzierten (MATTUSCH et al., 2013). Deswegen wurde für 

das Experiment eine Konzentration von 10 nM Radiprodil gewählt. Die Inkubation 

von Gehirnschnitten mit 50 nM der Aβ-Arten Aβ1-40, Aβ1-42, 3NTyr10Aβ oder  

AβpE3-42 verringerte die spine density signifikant.   

Schon in anderen Experimenten an Zellkulturen oder organotypischen 

Schnittkulturen konnte beobachtet werden, dass eine chronische Exposition von 

Zellen mit löslichen Aβ-Oligomeren eine Abnahme der spine density zur Folge hat 

(LACOR et al., 2007; SHANKAR et al., 2007). Shankar et al. (2007) konnten durch 

einen spezifischen Antikörper gegen Aβ zeigen, dass die Reduktion der spines 

explizit durch die Aβ-Oligomere ausgelöst werden. Auch in den LTP-Experimenten 

unserer Arbeitsgruppe wurde die LTP durch Aβ1-42 (50 nM) massiv verringert 

(RAMMES et al., 2011).   

Durch die vorherige Inkubation der Schnitte mit Radiprodil, konnte die 

synaptotoxische Wirkung des Aβ1-40, Aβ1-42 oder 3NTyr10Aβ auf die spine density 

aufgehoben werden. Lediglich bei AβpE3-42 zeigte Radiprodil keinen Effekt. Hier 

war die spine density trotz vorheriger Inkubation mit Radiprodil signifikant 

verringert. Diese Ergebnisse stimmen mit den LTP-Experimenten von Mattusch et 

al. (2013) überein. Bei diesen konnte gezeigt werden, dass die vorherige Inkubation 

der Schnitte mit Radiprodil die negative Wirkung des Aβ1-40, Aβ1-42 und 3NTyr10Aβ 

auf die LTP aufhebt, nicht aber in der Gegenwart von AβpE3-42. Diese Ergebnisse 

lassen zumindest für AβpE3-42 einen für die neurotoxische Wirkung 

verantwortlichen Zielort vermuten, der sich vom NR2B-Rezeptor unterscheidet. 

Dies könnte erklären, warum Radiprodil die durch AβpE3-42 ausgelöste Reduktion 

der spines nicht reversieren kann.  

Memantin, ein nicht-kompetitiver NMDA-Rezeptorantagonist und ein 

zugelassenes AD-Medikament, wurde auch auf seine Wirkung überprüft, sodass ein 

Vergleich mit einem klinisch erprobten NMDA-Rezeptorantagonisten erfolgen 

kann. Die toxische Wirkung von Aβ1-42, die durch eine signifikante Reduzierung 

der spine density gekennzeichnet war, konnte durch die vorherige Inkubation mit  

1 µM Memantin aufgehoben werden. Auch Lacor et al. (2007) stellten fest, dass 



V. Diskussion   99 

 

eine chronische Exposition von hippokampalen Kulturen mit löslichen Aβ-

Oligomeren eine abnormale spine-Morphologie und eine Abnahme der spine 

density zur Folge hat und diese durch das Medikament Memantin verhindert werden 

kann. Um zu überprüfen, ob Proteine im Allgemeinen eine Beeinflussung der spine 

density verursachen, wurden Schnitte mit 50 nM scrambled Aβ1-42 inkubiert. Dieses 

Kontrollpeptid weist die gleiche Aminosäurenzusammensetzung wie Aβ1-42 auf, 

jedoch sind die Aminosäuren in zufälliger Reihenfolge angeordnet. Die Zugabe von 

scrambled Aβ1-42 zeigte keine Wirkung auf die spine density. Dies zeigt, dass die 

durch die verschiedenen Aβ-Arten induzierte Verringerung der spine density eine 

spezifische Wirkung zur Ursache hat und nicht durch ein beliebiges Protein 

ausgelöst werden kann.   

In vielen Forschungsarbeiten wird die spine density entweder mit Hilfe von 

Zellkulturen (PAPA et al., 1995; HASBANI et al., 2001) oder in vivo an 

Mausmodellen (LENDVAI et al., 2000; BITTNER et al., 2010) gemessen, bzw. die 

zu testenden Substanzen werden den Tieren in vivo verabreicht (RUDDY et al., 

2015). Die anhand von inkubierten murinen organotypischen Gehirnschnitten 

gemessene spine density wie bei den Experimenten dieser Arbeit hat jedoch gewisse 

Vorteile. Im Gegensatz zu reinen Zellkulturen, können hier Substanzen in einem 

noch lebenden Zellverbund innerhalb einer noch einigermaßen intakten neuronalen 

Verschaltung getestet werden. Die Gewebestruktur kann bewahrt und die neuronale 

Aktivität mit den synaptischen Schaltkreisen weitgehend erhalten werden (CHO et 

al., 2007). Bei reinen Zellkulturen können nur isolierte Zellen beobachtet werden 

und spiegeln nicht die Komplexität des Gesamtorganismus wieder, da sie nicht in 

Wechselwirkung mit anderen Zellen stehen (CHO et al., 2007; HUMPEL, 2015). 

Somit sind organotypische Schnitte eine Annäherung an in vivo-Systeme. 

Desweiteren kann diese Präparationsmethode die Anzahl der benötigten 

Versuchstiere verringern und Experimente an noch lebenden Tieren reduzieren, 

indem an einem Gehirn durch die Aufteilung in viele Schnitte unterschiedliche 

Substanzen getestet werden können. Durch das Einsetzen definierter 

Konzentrationen können zudem kontrollierte pharmakologische Experimente 

durchgeführt werden, ohne die Problematik der Eliminierung und Metabolisierung, 

die im lebenden Organismus besteht. Ein weiterer Vorteil ist, dass die Ergebnisse 

der Experimente zur spine density durch den ähnlichen Versuchsaufbau gut mit den 

Ergebnissen der LTP-Experimente verglichen werden können.  
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Insgesamt zeigen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass die NR2B-

Rezeptoruntereinheit eine bedeutende Rolle in der Pathologie der AD spielt. Gerade 

durch die Ergebnisse zur spine density ist gut ersichtlich, dass die durch 

verschiedene Aβ-Arten herbeigeführte synaptotoxische Wirkung durch vorherige 

Behandlung mit Radiprodil, einem NR2B-Rezeptorantagonisten, verhindert 

werden kann. Zusammen mit den an unserem Institut durchgeführten LTP-

Experimenten und diversen Experimenten von anderen Forschungsgruppen, ist dies 

eine gute Grundlage, um den NR2B-Rezeptor und seine Antagonisten als eine 

mögliche Behandlungsoption weiter zu untersuchen.   

Die klinischen Untersuchungen mit Radiprodil und andere NR2B-

Rezeptorantagonisten wie Ifenprodil und Ro 25-6981 gingen nicht über Phase-II-

Studien hinaus, da festgestellt wurde, dass sie an hERG-Kanäle (engl. human-

Ether-a-go-go Related Gene) im Herzen binden und so als begleitende 

Nebenwirkung Herzrhythmusstörungen auftreten können (MONAGHAN DT, 

2009; RUPPA et al., 2012). Es besteht jedoch noch immer ein großes Interesse, oral 

applizierbare subtypspezifische NMDA-Rezeptorantagonisten zu entwickeln. Es 

wird davon ausgegangen, dass allosterische NR2B-Rezeptorantagonisten am 

ehesten einen verbesserten therapeutischen Index aufweisen könnten (RUPPA et 

al., 2012).   

Durch das massiv erhöhte Aβ und die Bildung der Amyloid-Plaques in den 

transgenen Tiergruppen kann die Aβ-Pathologie und der Zusammenhang zwischen 

der NR2B-Untereinheit und der AD studiert werden. Durch die Kreuzung mit 

Tieren mit einer heterozygoten Deletion der NR2B-Untereinheit konnte der 

Einfluss einer Verringerung der NR2B-Rezeptoren auf die Aβ-Pathologie 

untersucht werden. Da keine Veränderung des Aβ oder der Amyloid-Plaques 

herbeigeführt werden konnte, kann ausgeschlossen werden, dass die langfristige 

Reduzierung des NR2B-Rezeptors die Ansammlung und Ablagerung des Aβ 

beeinflusst und somit einen rein neuroprotektiven Effekt hat.  

Die Experimente zur Autophagieregulierung bei der AD müssen, um 

aussagekräftige Ergebnisse zu erhalten, weiter ausgebaut und verbessert werden. 

Wie oben bereits erwähnt, wäre es sinnvoll bei den Studien mit transgenen Tieren 

auf eine deutliche Trennung der Altersgruppen zu achten, da die Autophagie in den 

verschiedenen Stadien der AD anscheinend unterschiedlich ausgeprägt ist und 

somit zu gegensätzlichen Ergebnissen führt. Um die akute Wirkung von Aβ auf die 

Autophagie zu untersuchen, sollten die murinen Gehirnschnitte längeren 
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Inkubationszeiten ausgesetzt werden, da durch die sehr geringe Konzentration in 

der kurzen Zeit keine Veränderungen hervorgerufen werden können. Von einer 

Erhöhung der Aβ-Konzentration ist abzuraten, da diese nicht mehr der bei AD 

wirkenden pathologischen Aβ-Konzentration entsprechen würde und die 

Ergebnisse somit nicht mehr mit dem Krankheitsbild verglichen werden können. 
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VI. ZUSAMMENFASSUNG 

Die Alzheimer Krankheit (AD) ist mit knapp 80 % die häufigste Form der Demenz 

in der heutigen Zeit und ist nicht nur auf den Menschen beschränkt. Ähnliche 

pathologische Merkmale wie bei der AD des Menschen können sich auch bei 

Hunden und Schimpansen entwickeln. Die Ursachen der AD sind noch weitgehend 

ungeklärt, Forscher vermuten jedoch, dass akkumuliertes Amyloid β (Aβ), welches 

postmortem in Gehirnen von AD Patienten nachweisbar ist, verantwortlich ist. 

Allerdings deutet vieles daraufhin, dass lösliche Aβ-Oligomere die eigentlich 

toxischen Pathogene sind, die zum Verlust der synaptischen Funktion und letztlich 

zum Tod der Nervenzellen führen. N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren 

spielen eine wichtige Rolle bei Lern- und Gedächtnisvorgängen, aber auch bei 

neurodegenerativen Prozessen. Besonders involviert ist hier die NMDA-

Rezeptoruntereinheit NR2B, deren exzessive Aktivierung zum Zelltod führen kann. 

In dieser Studie wurde untersucht, ob eine pharmakologische oder gentechnisch-

induzierte Reduzierung der NR2B-Aktivität die Aβ-Oligomer-induzierte toxische 

Wirkung auf Autophagie, einem intrazellulärer Degradationsprozess, und Anzahl 

dendritischer Dornfortsätze (spine density) reversieren kann.  

Untersucht wurden transgene AD Mausmodelle mit entweder einem heterozygoten 

NR2B knockout (NR2Bhet) oder einer Arctic und Swedish Mutation im Amyloid-

Vorläuferprotein (Arc) oder einer Kreuzung beider Mutanten (NR2Bhet/Arc). In den 

Arc und NR2Bhet/Arc Mäusen konnte eindeutig eine Erhöhung von monomeren 

Aβ1-42 und Amyloid-Plaques nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass eine 

Reduzierung der NR2B Aktivität keinen Einfluss auf die Aβ-Produktion oder 

Plaquebildung hat.  

Die Autophagieprozesse waren zwar nicht signifikant unterschiedlich; bei der 

Expression der Autophagiemarker pUlk/Ulk, Klasse III-PI3K, Atg5 gebundenes 

Atg12, LC3B-II/LC3B-I und LC3B-II waren aber in der Arc-Gruppe 

Auffälligkeiten erkennbar, was darauf hindeuten könnte, dass die 

Autophagieaktivität in der AD verändert ist und durch eine heterozygote 

Expression der NR2B-Untereinheit wieder hergestellt werden kann. Gründe für das 

Fehlen einer Signifikanz könnten die niedrige Stichprobenzahl oder die relativ 

weite Streubreite des Alters sein.  

Des Weiteren wurden murine hippokampale Hirnschnitte mit Aβ1-40, Aβ1-42, 
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3NTyr10Aβ oder AβpE3-42, inkubiert und untersucht, ob Radiprodil, ein spezifischer 

NR2B-Antagonist, die synaptotoxische Wirkung der verschiedenen A-Arten 

reversieren kann. Die Analyse der Autophagiemarker ergab allerdings keine 

signifikanten Unterschiede für alle A-Arten. Interessanterweise reduzierten  

Aβ1-40, Aβ1-42, 3NTyr10Aβ oder AβpE3-42 die spine densitiy in den Dendriten 

signifikant. Eine vorangehende Inkubation mit Radiprodil, konnte diese 

degenerativen Prozesse reversieren. Lediglich bei AβpE3-42 zeigte Radiprodil keinen 

Effekt. Dies deutet zumindest für AβpE3-42 auf einen zu NR2B unterschiedlichen 

Wirkort verantwortlich für die neurotoxische Wirkung hin.  

Insgesamt unterstreichen die hier vorgestellten Ergebnisse, dass NR2B eine 

bedeutende Rolle in der A-vermittelten Pathophysiologie der AD spielt und die 

Verminderung der NR2B-Aktivität eine neuroprotektiv Wirkung vermittelt. 

Gleichzeitig wird die Bedeutung des NR2B als möglicher pharmakologischer 

Wirkort für die Behandlung der AD hervorgehoben. 
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VII. SUMMARY 

Alzheimer´s disease (AD) is with almost 80 % today´s most common form of 

dementia and is not only seen in humans. Similar pathological hallmarks as in the 

AD of humans can also be seen in dogs and monkeys. Although the 

pathophysiological mechanisms of AD are not yet fully clarified, scientists indicate 

that accumulated β-amyloid (Aβ), which is found postmortem in brains of AD 

patients, plays an important role in the aetiology of the disease. More recent 

evidence indicates that the soluble Aβ oligomers are the more toxic pathogens, 

which lead to a loss of synaptic function and ultimately to the death of neural cells. 

N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors are known to play a crucial role in 

learning and memory, and also in neurodegenerative processes. The most important 

subunit is the extracellular expressed NMDA-subunit NR2B, which excessive 

activation can lead to cell death. In this study we assessed, whether a reduction of 

the NR2B activity through pharmacological or genetic modification, can reverse 

the Aβ oligomer induced toxic effect on autophagy, an intracellular degradation 

process, and spine density.  

Transgenic mouse modells with a heterozygous NR2B knockout (NR2Bhet), an 

arctic or swedish mutation in the amyloid precursor protein (Arc) or a crossbred 

between both mutations (NR2Bhet/Arc) were analysed for this study. In the Arc and 

NR2Bhet/Arc mice we could find a clear increase of monomeric Aβ1-42 and amyloid 

plaques. This result demonstrates that a reduction of the NR2B activity does not 

have any influence on Aβ production or plaque load.  

The autophagy processes did not show any significance; but the expression of the 

autophagy markers pUlk/Ulk, class III-PI3K, Atg12-Atg5 conjugate, LC3B-

II/LC3B-I and LC3B-II showed a conspicuity in the Arc group. This could indicate, 

that the autophagy activity is altered in AD and that it can be reestablished through 

a heterozygous expression of the NR2B subunit. Reasons for the lack of 

significance could be the low amount of samples or that the age range of the mice 

was too high.  

Furthermore murine hippocampal brain slices were incubated with Aβ1-40, Aβ1-42, 

3NTyr10Aβ or AβpE3-42 and it was analysed, if Radiprodil, a specific NR2B antagonist, 

can reverse the synaptotoxic effects of the different Aβ species. However, the 

evaluation of the autophagy marker did not show significant differences for all A 
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species. Interestingly, Aβ1-40, Aβ1-42, 3NTyr10Aβ or AβpE3-42 did reduce the spine 

density in the dendrites significantly. A preincubation with Radiprodil could reverse 

this degenerative process. Radiprodil did not show an effect in the experiment 

whenAβpE3-42 was used. This points out that at least for AβpE3-42 there is another site 

of action responsible for the neurotoxic effect, rather than the NR2B subunit. 

In summary, the presented results underline, that NR2B plays an important role in 

the Aβ induced pathophysiology of AD and that a decrease of the NR2B activity 

can convey a neuroprotective effect. At the same time the importance of the NR2B 

subunit as a possible pharmacological site of action for the treatment of AD is 

confirmed. 
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IX. ANHANG 

1. Chemikalien und fertige Lösungen 

Produkt Hersteller 

Aβ1-40 American Peptide 

Sunnyvale, CA, USA 

Aβ1-42 American Peptide 

Sunnyvale, CA, USA 

AβpE3-42 Bachem AG 

Bubendorf, Schweiz 

3NTyr10Aβ  bereitgestellt vom Department der Neurologie 

Universitätsklinikum Bonn 

Scrambled Aβ1-42 Covance Inc. 

Princeton, NJ, USA 

Aceton Merck KgaA 

Darmstadt, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Bovines Serumalbumin 

(BSA) 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Calciumchlorid (CaCl2)-

Dihydrat 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

50 x Complete Roche Deutschland Holding GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

DC Protein Assay Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

D-(+)-Glucose-Monohydrat Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Dimethylsulfoxid  

(DMSO) 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 
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ClarityTM Western ECL 

substrate 

Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

Ethanol Merck KgaA 

Darmstadt, Deutschland 

GFP rabbit IgG Antibody 

fraction-Alexa fluor 488 

Conjugate 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, MA, USA 

Glycin Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Guanidine Hydrochlorid 

(Guanidine HCl) 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Hexafluorisopropanol  

(HFIP) 

Merck KgaA 

Darmstadt, Deutschland 

Histoacryl Gewebekleber B. Braun Melsungen AG 

Tuttlingen, Deutschland 

Human/rat β Amyloid (42) 

ELISA Kit 

Wako Chemicals GmbH 

Neuss, Deutschland 

ImmersolTM 518 F Carl Zeiss 

Oberkochen, Deutschland 

Isofluran CP-Pharma 

Burgdorf, Deutschland 

Kaliumchlorid 

(KCl)  

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Memantin Merz Pharma 

Frankfurt am Main, Deutschland 

Methanol  Merck KgaA 

Darmstadt, Deutschland 

Methoxy-X04 Tocris Bioscience 

Avonmouth, Bristol, UK 

Magnesiumchlorid (MgCl2)-

Hexahydrat  

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 
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Monopropylenglykol Merck KgaA 

Darmstadt, Deutschland 

Mounting Medium  

Hard Set 

BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH  

Eching, Deutschland 

Natriumazid Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Natriumchlorid (NaCl)  Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Natriumhydrogencarbonat 

(NaHCO3)  

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Natriumdihydrogenphosphat 

(NaH2PO4)- Monohydrat 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Natriumhydroxid (NaOH) Merck KgaA 

Darmstadt, Deutschland 

Normal Goat Serum 

(NGS) 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Novex Sharp Pre-Stained 

Protein Standard 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, MA, USA 

NuPage LDS Sample Buffer 

(4x) 

Invitrogen AG 

Carlsbad, CA, USA 

NuPage Sample Reducing 

Agent 

Invitrogen AG 

Carlsbad, CA, USA 

Paraformaldehyd Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Pepstatin Roche Deutschland Holding GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

Phenylmethylsulfonyl-

fluorid (PMSF) 

Roche Deutschland Holding GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

Phosphatgepufferte 

Salzlösung (engl. Phosphate-

buffered-saline = PBS) 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 
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Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Radiprodil  Merz Pharma 

Frankfurt am Main, Deutschland 

Rapamycin Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA, USA 

RIPA-Puffer Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Roti ® -Block Carl Roth GmbH und Co. KG, 

Karlsruhe, Deutschland 

Sodiumdodecylsulfat 

(SDS) 

Serva Elektrophoresis GmbH 

Heidelberg, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin 

(TEMED) 

Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

TGX Stain Free Fast Cast 

Acrylamide Kit 10 % 

Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

Tris Roche Deutschland Holding GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

TritonX-100 Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

Tween 20 Sigma-Aldrich  

Saint-Louis, MO, USA 

 

2. Hergestellte Puffer und Lösungen 

Produkt Substanz 

Blocklösung spine density 1-fach-PBS 

+ 0,5 % Triton X-100 

+ 10% NGS 
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Blottingpuffer 10fach 247,93 mM Tris 

920 mM Glycin 

Elektrophoresepuffer 24,8 mM Tris 

192 mM Glycin 

3,5 mM SDS 

Methoxy-X04 Stammlösung 10 mg Methoxy-X04 

+ 100 µl DMSO 

+ 450 µl Monopropylenglykol 

+ 450 µl 1-fach-PBS 

+ 50 µl NaOH 

TBS/T, pH 7,7 24,8 mM Tris 

190 mM NaCl 

0,1 % Tween 20 

Trenngel (12Gele) 28,4 ml Substanz A 

+ 28,4 ml Substanz B 

+ 284 µl APS 

+ 28,4 µl TEMED 

Sammelgel (12 Gele) 

 

8 ml Substanz A 

+ 8 ml Substanz B 

+ 80 µl APS 

+ 16 µl TEMED 
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RIPA-Puffer 20 µl/ml 50x Complete 

+ 1mM PMSF 

+ 1 µl/ml Pepstatin 

Ad 1000 ml RIPA Puffer 

Reaktionspuffer 100 ml 1-fach-PBS 

+ 1x Protease Inhibitor Cocktail 

+ 5% BSA 

+ 0,03 % Tween 20 

 

3. Geräte 

Produkt Hersteller 

AxioImager.M2 Carl Zeiss 

Oberkochen, Deutschland 

Biofuge fresco Heraeus 

Hanau, Deutschland 

Blotting Kammer Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

Chemi DocTM XRS Kamera Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

Gelkammer Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

Leica VT 1000S Leica Biosystems 

Buffalo Grove, IL, USA 

LSM780 Mikroskop Carl Zeiss 

Oberkochen, Deutschland 

SunriseTM Reader Tecan Trading AG 

Männedorf, Schweiz 
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Thermo Scientific Microm 

HM 560 

Thermo Fisher Scientific Inc. 

Waltham, MA, USA 

Tischguillotine World Precision Instruments, Inc.  

Sarasota, FL, USA 

Wärmeblock Eppendorf AG 

Hamburg, Deutschland 

Wasserbad Köttermann GmbH und Co. KG 

Uetze, Deutschland 

 

4. Verbrauchsmaterialien 

Produkt Hersteller 

Amersham Sample Grinding 

Kit 

GE Healthcare Europe GmbH 

Freiburg, Deutschland 

Amersham Hybond Low 

Fluorescence 0,2 µm PVDF 

GE Healthcare Europe GmbH 

Freiburg, Deutschland 

Eppendorf-Röhrchen Eppendorf AG 

Hamburg, Deutschland 

Falkon TPP Techno Plastic Products AG 

Trasadingen, Deutschland 

Filterpapier Merck Millipore 

Darmstadt, Deutschland 

Glasplatten für Gele Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

Mikrotiterplatte Brand GmbH und Co. KG 

Wertheim, Deutschland 

Pasteurpipette Hirschmann Laborgeräte GmbH und Co. KG 

Eberstadt, Deutschland 

Pipettenspitze Sarstedt AG und Co 

Nümbrecht, Deutschland 
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Rasierklinge Wilkinson Sword 

High Wycombe,UK 

Serologiepipette Greiner Bio-one International GmbH 

Kremsmünster, Österreich 

 

5. Software 

Produkt Hersteller 

Excel 2013 Microsoft  

Redmond, WA, USA 

Graph Pad Prism GraphPad Software, Inc. 

La Jolla, USA 

Image J Launacher Symmetry Software 

 NIH, Bethesda, USA 

Image Lab 5.2.1. Bio-Rad Laboratories, Inc. 

Hercules, CA, USA 

LSM Image Browser Carl Zeiss 

Oberkochen, Deutschland 

Magellan Tecan Trading AG 

Männedorf, Schweiz 

Zen blue Carl Zeiss 

Oberkochen, Deutschland 

Zen black Carl Zeiss 

Oberkochen, Deutschland 
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6. Graphiken 

 

  

Abbildung Anh. 1: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

Beclin-1 im Kortex. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.03 für die 

Kontroll-Gruppe (n=12) und 0.92 ± 0.05 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.78 ± 0.04 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 0.91 ± 0.11 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.87 ± 0.07 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 0.94 ± 0.05 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe 

(p>0.9999) und zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p=0.3324) keinen signifikanten Unterschied. Die 

Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.03 ± 0.07 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.39 

± 0.21 für die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.87 ± 0.07 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 0.94 ± 0.05 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   
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Abbildung Anh. 2: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

Beclin-1 im Hippokampus. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.04 für die 

Kontroll-Gruppe (n=12) und 0.92 ± 0.04 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.9 ± 0.05 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 0.95 ± 0.09 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe 

(p=0.5984) und zur Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p=0.7233) keinen signifikanten Unterschied. Die 

Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 0.8 ± 0.04 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.04 ± 

0.06 (n=4) für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.96 ± 0.1 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 0.98 ± 0.06 für die 

Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.09 ± 0.03 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.01 ± 0.07 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 3: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

LC3B-II/LC3B-I im Kortex. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.04 für 

die Kontroll-Gruppe (n=12) und 0.99 ± 0.1 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.91 ± 0.04 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.0 ± 0.1 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.07 ± 0.1 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.12 ± 0.14 (n=4) für 

die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.77 ± 0.1 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 0.88 ± 0.07 für die 

Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.76 ± 0.03 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 0.68 ± 0.03 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 4: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

LC3B-II/LC3B-I im Hippokampus. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 

0.04 für die Kontroll-Gruppe (n=12) und 1.11 ± 0.4 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.93 ± 0.06 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.02 ± 0.1 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.1 ± 0.07 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.08 ± 0.05 (n=4) für 

die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.09 ± 0.05 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.21 ± 0.09 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.05 ± 0.04 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.1 ± 0.09 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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 Abbildung Anh. 5: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

LC3B-II im Kortex. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.1 für die Kontroll-

Gruppe (n=12) und 1.22 ± 0.15 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.06 ± 0.24 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.39 ± 0.41 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.17 ± 0.11 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.38 ± 0.15 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.14 ± 0.29 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.47 ± 0.12 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.82 ± 0.17 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.35 ± 0.12 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 6: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

LC3B-II im Hippokampus. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.09 für die 

Kontroll-Gruppe (n=12) und 1.12 ± 0.08 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.04 ± 0.17 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.6 ± 0.34 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.1 ± 0.24 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.56 ± 0.33 (n=4) für 

die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.19 ± 0.2 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 0.98 ± 0.14 für die 

Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.87 ± 0.05 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.03 ± 0.03 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 7: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

Klasse III-PI3K im Kortex. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.06 für die 

Kontroll-Gruppe (n=12) und 1.05 ± 0.08 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.85 ± 0.07 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 0.82 ± 0.08 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.05 ± 0.27 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.41 ± 0.45 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.88 ± 0.06 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.18 ± 0.18 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.91 ± 0.18 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 0.87 ± 0.05 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 8: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

Klasse III-PI3K im Hippokampus. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.11 

für die Kontroll-Gruppe (n=12) und 1.06 ± 0.13 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.11 ± 0.23 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.09 ± 0.12 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.74 ± 0.14 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.23 ± 0.35 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.10 ± 0.08 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.27 ± 0.06 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.03 ± 0.06 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.19 ± 0.11 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 9: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

Atg12 im Kortex. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.05 für die Kontroll-

Gruppe (n=12) und 1.32 ± 0.19 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.36 ± 0.17 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.41 ± 0.12 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.15 ± 0.09 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.66 ± 0.23 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.98 ± 0.14 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.31 ± 0.11 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.91 ± 0.07 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.53 ± 0.35 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 10: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers 

Atg12 im Hippokampus. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.07 für die 

Kontroll-Gruppe (n=12) und 1.24 ± 0.13 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.95 ± 0.13 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.96 ± 0.49 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.92 ± 0.07 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 0.91 ± 0.13 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.22 ± 0.14 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.06 ± 0.16 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.47 ± 0.14 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.54 ± 0.1 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  

 

H ip p o k a m p u s : A tg 1 2

G ru p p e n

In
te

n
s

it
ä

t 
d

e
r
 B

a
n

d
e

g
e

n
o

r
m

t 
a

u
f 

K
o

n
tr

o
ll

- 
M

it
te

lw
e

r
t

K o n tro lle A  1 -4 0 R a d ip ro d ilR a d ip ro d il

+  A  1 -4 0

0

1

2

3

A  1 - 4 0

H ip p o k a m p u s : A tg 1 2

G ru p p e n

In
te

n
s

it
ä

t 
d

e
r
 B

a
n

d
e

g
e

n
o

r
m

t 
a

u
f 

K
o

n
tr

o
ll

- 
M

it
te

lw
e

r
t

K o n tro lle A  1 -4 2 R a d ip ro d ilR a d ip ro d il

+  A  1 -4 2

0

1

2

3

A  1 - 4 2

H ip p o k a m p u s : A tg 1 2

G ru p p e n

In
te

n
s

it
ä

t 
d

e
r
 B

a
n

d
e

g
e

n
o

r
m

t 
a

u
f 

K
o

n
tr

o
ll

- 
M

it
te

lw
e

r
t

K o n tro lle 3 N T y r1 0 A  R a d ip ro d ilR a d ip ro d il

+  3 N T y r1 0 A 

0

1

2

3

3 N T y r1 0 A 

H ip p o k a m p u s : A tg 1 2

G ru p p e n

In
te

n
s

it
ä

t 
d

e
r
 B

a
n

d
e

g
e

n
o

r
m

t 
a

u
f 

K
o

n
tr

o
ll

- 
M

it
te

lw
e

r
t

K o n tro lle A  p E 3 -4 2 R a d ip ro d ilR a d ip ro d il

+  A  p E 3 -4 2

0

1

2

3

A  p E 3 -4 2



IX. Anhang   161 

 

  

 

Abbildung Anh. 11: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers p62 

im Kortex. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.04 für die Kontroll-Gruppe 

(n=12) und 0.82 ± 0.06 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.79 ± 0.02 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 0.98 ± 0.11 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.88 ± 0.15 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 0.87 ± 0.06 (n=4) 

für die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.84 ± 0.04 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 1.08 ± 0.08 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.85 ± 0.14 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 0.73 ± 0.05 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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Abbildung Anh. 12: kein signifikanter Unterschied der Intensität des Autophagiemarkers p62 

im Hippokampus. Die Werte für die Intensität der WB-Bande betragen 1.0 ± 0.05 für die Kontroll-

Gruppe (n=12) und 1.03 ± 0.12 für die Radiprodil-Gruppe (n=12).  

A Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-40-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.99 ± 0.12 für die Aβ1-40-Gruppe (n=4) und 1.13 ± 0.13 für die 

Radiprodil+Aβ1-40-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

B Die Western Blot Ergebnisse der Aβ1-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.95 ± 0.14 (n=4) für die Aβ1-42-Gruppe und 1.02 ± 0.3 (n=4) für 

die Radiprodil+Aβ1-42-Gruppe (mean ± SEM).   

C Die Western Blot Ergebnisse der 3Ntyr10Aβ-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und 

zur Radiprodil+3Ntyr10Aβ-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 0.76 ± 0.11 (n=4) für die 3NTyr10Aβ-Gruppe und 0.69± 0.03 für 

die Radiprodil+3NTyr10Aβ-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).   

D Die Western Blot Ergebnisse der AβpE3-42-Tiere zeigen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe und zur 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (p>0.9999) keinen signifikanten Unterschied. Die Werte für die 

Intensität der WB-Bande betragen 1.29 ± 0.24 für die AβpE3-42-Gruppe (n=4) und 1.32 ± 0.1 für die 

Radiprodil+AβpE3-42-Gruppe (n=4) (mean ± SEM).  
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