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1 EINLEITUNG

1.1 Morbus Alzheimer

Die Alzheimer’sche Demenz (AD) ist eine unheilbare, neurodegenerative Erkrankung von 

der fast ausschließlich Menschen höheren Alters betroffen sind. Durch die demographische 

Entwicklung in den westlichen Industrienationen steigt der Anteil älterer Bürger und somit 

auch die Alzheimer-Prävalenz. So sind durchschnittlich 2 % aller 65-Jährigen und bereits 

20% aller 85-Jährigen von der Krankheit betroffen (Abbildung 1).

Abbildung 1: Abhängigkeit der Häufigkeit der Alzheimer-Krankheit vom Lebensalter.

Mit steigendem Alter nimmt die Anzahl der Erkrankung exponentiell zu (adaptiert von 
http://www.berlin-institut.org/online-handbuchdemografie/bevoelkerungs-
dynamik/auswirkungen/neue-volkskrankheiten/ alzheimerdemenz.html).

Zurzeit leiden in der Bundesrepublik Deutschland etwa 700.000 Menschen unter Morbus 

Alzheimer. Jährlich werden etwa 120.000 Neuerkrankungen erwartet.

Im weltweiten Maßstab wird das verheerende Ausmaß dieser Krankheit besonders 

deutlich. Laut Schätzungen der WHO werden im Jahr 2050 etwa 106 Millionen Patienten 

betroffen sein. Durch den hohen Pflegebedarf der Erkrankten wird die AD zur größten 

sozioökonomischen Aufgabe unserer Zeit. 

Bisher werden die Symptome der AD, die sich als ein gestörtes Orientierungs- und 

Erinnerungsvermögen sowie durch Verhaltensstörungen darstellen, durch Eingriffe in die 

Transmittersysteme des Gehirns, zum Beispiel mit Acetylcholinesterasehemmern oder mit 

dem NMDA-Rezeptor-Antagonisten Memantin, medikamentiert. Diese symptomatische 

Behandlung bewirkt jedoch nur marginale Zustandsverbesserungen und keine Heilung der 

http://www.berlin-institut.org/online-handbuchdemografie/bevoelkerungs-
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fortschreitenden Krankheit. Erschwerend für die Behandlung kommt hinzu, dass die Symp-

tome erst sehr spät auftreten, wenn die Schädigung des Zentralnervensystems bereits weit 

fortgeschritten ist. Man geht heute von etwa 15 bis 30 Jahren symptomfreier Vorerkran-

kung aus. 

Erst durch eine ursächliche Behandlung kann der Alzheimer Demenz wirksam entge-

gengetreten werden. Jedoch konnte bisher die Ursache beziehungsweise der Auslöser der

Alzheimer Demenz nicht eindeutig bestimmt und bewiesen werden. Als die Krankheit 

1906 zum ersten Mal von Alois Alzheimer an der Patientin Auguste Deter beschrieben 

wurde, waren morphologische Veränderungen des Gehirns auffällig, die sich später als 

eine pathologische Anreicherung von extrazellulären -amyloid ( )-haltigen Plaques und 

intrazellulären Neurofibrillenbündel aus Tau Protein herausstellten. Das A -Peptid ist ein 

etwa 40 Aminosäuren langes Peptid, welches von Neuronen aus dem Vorläuferprotein 

Amyloid Precursor Protein (APP) geschnitten wird und sich durch seine hydrophobe Ei-

- -

Proteinfibrillen sind Bestandteil der extrazellulären Plaques. Die intrazellulären Neurofib-

rillenbündel bestehen aus zusammengelagerten mikrotubuli-assoziiertem hyperphosphory-

liertem Tau Protein. Mit den Proteinablagerungen korreliert eine Atrophie des Gehirns 

(Abbildung 2). 

-Hypothese, sowie die Tau-Hypothese der Alzheimerdemenz aufges-

tellt, welche diese pathologischen Veränderungen als Ursache der Krankheit postulieren. 

Lange Zeit konnte keiner der genannten Pathologien die entscheidende Rolle bei der AD 

zugewiesen werden, da beide auch unabhängig von einander auftreten und jeweils Demen-

zen auslösen können (Selkoe, 2001). Daneben blieb ebenfalls ungeklärt, wie die Schädi-

gung des Gedächtnisses der Patienten durch die Tau- -Ablagerungen vermittelt 

wird. So wurden drei weitere AD-Hypothesen aufgestellt, welche die globale Schädigung 

des Gehirns erklärten. Die Acetylcholin-Hypothese beruht auf einem deutlichen Rückgang 

dieses Neurotransmitters, sowie seiner Rezeptoren im Gehirn von Alzheimer Patienten 

(Whitehouse et al., 1982; Maelicke et al., 2000). Da Acetylcholin entscheidend für Lern-

prozesse ist, kann der dauerhafte Mangel zu Gedächtnisdefiziten führen. Weiterhin wurde 

in Gehirnen von AD Patienten eine chronische Neuroinflammation (Wyss-Coray, 2006)

beobachtet, die zu der Entzündungshypothese des Alzheimers führte. Als drittes wurde 

eine neurovaskuläre Dysfunktion als integrale Pathologie der Alzheimerdemenz beschrie-

ben (Zlokovic, 2008).
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Abbildung 2: Pathologie des Alzheimers

Im Gehirn von Alzheimerpatienten (obere Darstellung) sind intraneuronale Neurofib-
rillenbündel (Fibrillen) sowie extrazelluläre amyloide Plaques nachweisbar. Im Ver-
gleich zu einem gesunden Menschen (untere Darstellung) ist das Gehirn der 
Erkrankten atroph (adaptiert von http://pakmed.net/index.html)

Mittlerweile wurden viele der genannten pathologische Veränderungen mit einem gestör-

Acetylcholin produzierenden 

Zellen des Nucleus basalis Meynert aufgrund ihrer Nähe zu benachbarten amyloiden Pla-

ques unter (Luth et al., 2003)

(Chen et al., 2006). In 80 % aller Alzheimerpatienten 

sind die zerebralen Blutgefäße von einer CAA (Zerebrale amyloide Angiopathie) betrof-

-Amyloid Ablagerung an den Gefäßwänden auszeichnet 

(Zlokovic, 2008) und reaktive Mikroglia und Astrozyten säumen A -Plaques 

(Frederickson, 1992). Darüber hinaus wurde die Bildung der Neurofibrillenbündel als eine 

(Hardy und Selkoe, 2002)

eine direkte schädigende Wirkung auf Neurone zugeschrieben wird und einige Mutationen, 

smus beeinflussen, zu vererbbarem familiären Alzheimer führen, 

-Hypothese der AD eine plausible Grundlage zur Erklärung vieler pathologi-

scher Vorgänge im Gehirn des Patienten. 

http://pakmed.net/index.html)
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1.2 -Hypothese der AD: Hinweise für den Zusammenhang von 
A und Alzheimer

-haltigen amyloiden Plaques ist ein notwendiges Kriterium für 

eine ursächliche Rolle für die Krankheit spielt. Tatsächlich liefern verschiedene genetische 

Krankheiten Indizien für einen kausalen Zusammenhang zwischen einem gestörten A -

Metabolismus und dem Ausbruch der AD. So entwickeln Patienten mit Down-Syndrom ab 

einem Alter von 40 häufig alzheimerartige Symptome, sowie die pathologischen Kennzei-

chen amyloide Plaques und Neurofibrillenbündel (Wisniewski et al., 1985). In diesen 

Patienten wurde eine erhöhte Expression von APP, dem Vorläuferprotein des A beobach-

tet, die vermutlich durch das zusätzliche Chromosom 21 bedingt ist, auf dem das APP 

codiert wird. Darüber hinaus konnten autosomal dominante Mutationen im APP als Ursa-

che für bestimmte familiäre, also vererbbare, Alzheimer Fälle bestimmt werden. Diese 

Mutationen bewirken eine veränderte APP-Prozessierung (Goate et al., 1991). Auch Muta-

-Sekretasen Presenilin 1 (Sherrington et al., 1995) und 

Presenilin 2 (PS2; (Levy-Lahad et al., 1995)) wurden als Ursache für familiären Alzheimer 

beschrieben. All diese familiären Alzheimerfälle, nehmen neben dem sporadischen Alz-

heimer nur einen Anteil von 10% aller AD Patienten ein. Sie entwickeln die Krankheits-

symptome, im Vergleich zu den sporadischen Fällen, in einem deutlich jüngeren Alter. 

Dies könnte durch die beschleunigte A -Produktion zu erklären sein. Untersuchungen in 

transgenen Tiermodellen bestätigen diese Annahme. So bewirkt die Doppelmutation im 

APP (APPswe), welche auf einem in Schweden auftretenden familiären Alzheimer beruht, 

eine 5-8 fach höhere A -Produktion durch Neurone (Gotz und Ittner, 2008). Mittlerweile 

wurden diverse Mausmodelle entwickelt, die für Gene, welche in familiären Alzheimer 

Fällen gefunden wurden, transgen sind. Viele dieser Gene sind direkt oder indirekt an der 

-Produktion beteiligt. Die Mäuse zeigen erhöhte A

zelluläre Veränderungen, die auch in Gehirnen von Patienten beobachtet werden, sowie 

Lern- und Gedächtnisstörungen (Gotz und Ittner, 2008). 
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1.3

-Peptids erfolgt über proteolytische Spaltung des Vorläuferpro-

teins APP. APP ist ein Transmembranprotein, welches auf dem Chromosom 21 codiert 

wird und durch alternatives Splicing der mRNA 695, 751 oder 770 Aminosäuren groß sein 

kann. Während die Funktion des APP noch unbekannt ist, wurde sein Metabolismus inten-

siv untersucht. APP kann durch d -, - -Sekretase geschnitten wer-

-Sekretase äne schneidet und somit eine 

ßt. Wird APP dagegen von der -Sekretase und danach von 

der -Sekretase -Peptid kann 40, 42 oder 43 Aminosäu-

ren lang sein, wobei im Gehirn durch nachträgliche Proteolyse und Modifizierung auch die 

ersten zwei, vier oder 10 Aminosäuren abgespalten sein können (Saido et al., 1995). Be-

-Peptids, neigt dieses dazu, schnell zu 

aggregieren und unlösliche Proteinfibrillen zu bilden. Es ist hierbei jedoch wichtig zu 

betonen, dass der beschriebene APP-Abbau ein physiologischer Prozess ist, der mit einer 

sehr hohen Rate tagtäglich im Gehirn aller Menschen abläuft (Haass et al., 1992). Warum 

ein Teil der Menschen Alzheimer entwickeln, ist ungeklärt. Der zentrale Punkt der A -

Hypothese des Alzheimers postuliert lediglich, dass eine erhöhte A

Gehirn ein kausaler Faktor der Demenz ist. Die Ursache für diese erhöhte Konzentration 

kann mannigfaltig sein und ist für die Hypothese nicht entscheidend.
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Abbildung 3: APP und seine proteolytischen Produkte. 

APP kann über zwei proteolytische Wege abgebaut werden. Wenn der erste (entschei-
d -Sekretase äne zerschnitten und 
das lösliche N- -amyloidogene C-terminale Fragment ent-

-Sekretase generiert das 
nicht amyloidogene Peptid p3. Alternativ kann jedoch auch die -Sekretase das APP 

äne spalten und somit den löslichen N-
das amyloidogene C-terminale Fragment (C99) erzeugen. Die nachfolgende Spaltung 
des C-terminalen -Sekretase
http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:APPSchema.jpg&filetimestamp=2006
0123174938).

1.4 Die besondere Rolle von A Oligomeren

Wie bereits dargestellt, sprechen viele Indizien für eine zentra ür die 

Pathogenese der AD. Es gibt jedoch die kontroverse Beobachtung, dass die Zahl und die 

zeitliche Entwicklung der amyloiden Plaques im Gehirn der Patienten nicht direkt mit dem 

klinischen Fortschreiten der Krankheit korreliert (Terry et al., 1991). Eine plausible Be-

gründung für diese Diskrepanz bieten Studien jüngerer Zeit, welche die schwache Korrela-

tion zwischen dem Auftreten der Plaques und der Stärke der kognitiven Beeinträchtigung 

-Aggregate erklären. So wurde gezeigt, dass frühe Ge-

dächtnisstörungen durch kleine lösliche A -Oligomere ausgelöst werden könnten. Diese 

-Oligomere besteh -, Tri- und Dodekame-

ren eine besondere biologische Aktivität zugesprochen wird (Walsh und Selkoe, 2007). 

Die elektronenmikroskopische Analyse dieser Strukturen stellt die Oligomere in einer 

sphärischen Form dar, womit sie sich klar von den nadelförmigen A

-Oligomere im Gegensatz zu dem fibrillären A

weder Kongorot noch Thioflavin (die Bindung von Kongorot ist ein Definitionskriterium 

http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Datei:APPSchema.jpg&filetimestamp=2006
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für A ärt, ob die Oligomere eine Aggregationsvorstufe der 

Fibrillen oder einen eigenständigen Aggregationsweg darstellen (Abbildung 4). 

-Peptids

distinkte Aggregate bilden. Zum einen ist die Bildung von unlöslichen Pro-
teinfibrillen, zum anderen von löslichen Oligomeren möglich. Es ist zu betonen, dass 
die chemischen Gleichgewichte (durch den Hin- und Rückpfeil symbolisiert) nicht be-
legt sind und auch der Aggregationsweg der Oligomere (hier dargestellt als eigenstän-
diger Aggregationsweg) gemutmaßt ist (adaptiert von Cheng et al., 2007). 

(Pitschke et al., 1998), sowie in 

transgenen Mausmodellen belegt (Gotz und Ittner, 2008). Eine beeindruckende Studie, 

welche die besondere Potenz der Oligomere, die neuronale Funktion zu stören, darstellt, 

wurde 2006 von Lesne et al. durchgeführt. Hier wurden Lerndefizite in dem Mausmodell 

Tg2576, welches für APPSwe transgen ist, -

Aggregaten zeitlich korreliert. Interessanterweise gibt es einen klaren Zusammenhang 

-Dodekameren (bestehend aus 12 Monomeren) und den 

ersten Gedächtnisdefiziten (Lesne et al., 2006). Ein überzeugendes Experiment, welches 

-Oligomere für die frühen kognitiven Defizite im Alzheimerpa-

tienten belegt, publizierte Shankar 2008. In dieser Arbeit wurde die Cerebrospinalflüssig-

keit von Alzheimerpatienten isoliert und damit die neuronale Funktion in einem tierischen 
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Lernmodell gestört (Shankar et al., 2008). Für den beobachteten Effekt wurden A

verantwortlich gemacht. Dies zeigt, dass zum einen lösliche A s-

funktion bewirken können und dass zum anderen der frühe schädigende A -Effekt auf 

Neurone eher funktionell störend als tödlich ist. Gerade der zweite Punkt ist insofern inter-

essant, als dass in den letzten zwei Jahrzehnten eine enorme Flut an Untersuchungen die 

ben hat und mittlerweile eine schwer über-

schaubare Zahl von beeinflussten Rezeptoren und Signalwegen, sowie zellulären A -

Effekten publiziert wurde. 

1.5 Die schädigende Wirkung von A

Mit der Identifizierung von A als wesentliches Peptid in den Plaques (Masters et al., 

1985), wurde folglich die Wirkung dieses Peptids auf neuronale Zellen hinterfragt. In 

-Hypothese der AD, konnte von vielen Laboren ein neurotoxischer 

des MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assays -

vermittelte Neurotoxizität beschrieben (Shearman et al., 1994). Zellen können in einer 

NADH abhängigen Reaktion das Tetrazolium Salz MTT in ein Formazan umwandeln (Liu 

und Schubert, 1997). Die Menge an produziertem Formazan lässt dabei über die Anzahl 

sowie die Viabilität, also Lebendigkeit, der Zellen schließen. Die Hemmung dieser Reakti-

änderung der neuronalen Membraneigenschaften und 

einer gestörten zellulären Viabilität erklärt (Liu und Hong, 2005) und bietet die Grundlage 

für viele A -Toxizitätsstudien. Der A -MTT-Effekt wurde für fibrilläres aber auch für 

oligomeres A beschrieben (Shearman et al., 1994; Walsh und Selkoe, 2007). Neben der 

Störung der neuronalen Viabilität konnte verschiedenen A -Aggregaten auch eine direkte 

toxische Wirkung u-

sible ligands), einem Gemisch aus Di- Tri- öste schon im 

submikromolaren Konzentrationsbereich neuronalen Zelltod in organotypischen hippo-

kampalen Schnittkulturen (OHC) aus (Lambert et al., 1998). Als verantwortlicher Zelltod-

über verschiedene, distinkte Signalwege induziert werden. Die wichtigsten sind die Akti-

vierung der p75NTR und c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) Signalkaskade; die Aktivierung

des Tumor Necrose Factors (TNF) Rezeptoren mit folgender Caspase 3 Aktivierung; die 

Überaktivierung von Glutamatrezeptoren mit einer erhöhten Produktion von reaktiven 

Sauerstoffspezies (ROS); sowie die Schädigung der Mitochondrien mit einer Ausschüttung 
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von Cytochrom C (Shen et al., 2006). Neuronaler Zelltod tritt im Alzheimerpatienten 

jedoch erst in den späten Krankheitsstadien auf. Jahre zuvor kündigt sich die AD in Form 

leichter kognitiver Störungen an (mild cognitive impairment, MCI). Während dieser frühen 

Stadien ist ein schneller neuronaler Zelltod, ausgelöst durch geringe Konzentrationen von 

löslichem A in vitro Experimenten beobachtet wird, unwahrscheinlich. 

Denn in diesem Falle wäre der Krankheitsverlauf deutlich progressiver. Es ist daher plau-

sibel, dass innerhalb früher AD-Stadien anstatt eines schnellen Zelltods eher die Funktion 

und Morphologie der Neurone gestört ist. Tatsächlich korreliert die Reduktion der Zahl 

neokortikaler Synapsen in Alzheimerhirnen sehr stark mit den Gedächtnisdefiziten der 

Patienten (Terry et al., 1991). Weiterhin wurde beschrieben, dass die ersten Defizite beim 

Patienten, welche vorrangig das deklarative Gedächtnis betreffen, auftreten, wenn noch 

keine ausgedehnte Neurodegeneration stattgefunden hat (Selkoe, 2002). Darüber hinaus 

findet die Idee der funktionellen Störung der Neurone innerhalb früher Alzheimer Stadien 

besondere Unterstützung durch die Beobachtung, dass lösliches A e-

rung (LTP) inhibiert.

1.6 LTP als zelluläres Korrelat für Lernen und Gedächtnis

Die Umwandlung von Umweltinformationen in Gedächtnisinhalte erfordert eine beständi-

ge Änderung des Zustands der an der Gedächtnisbildung beteiligten Strukturen (Bliss und 

Collingridge, 1993). Heutzutage wird die neuronale Plastizität in Form der LTP als zellulä-

res Korrelat des Lernens weitgehend akzeptiert. Die LTP ist eine Verstärkung der interneu-

ronalen Signalübertragung (Bliss und Lomo, 1973), die in vitro Minuten bis Stunden und 

in vivo Stunden bis Monate andauern kann. Sie wurde zuerst an Synapsen hippokampaler 

Neurone beschrieben. Werden Synapsen einem bestimmten Reiz ausgesetzt, so können sie 

ihre Übertragungseffizienz für längere Zeit steigern. Viele Indizien sprechen für eine Ver-

knüpfung dieser zellulären Plastizität mit der Gedächtnisbildung. Besonders die synapti-

sche LTP weist Eigenschaften auf, die auch für das Lernen charakteristisch sind. So kann

die Assoziativität des Lernens ebenfalls auf zellulärer Ebene gefunden werden: Auch 

schwach und unzureichend stimulierte Synapsen potenzieren sich, wenn gleichzeitig stär-

kere synaptische Eingänge am gleichen Neuron zu einer Depolarisation führen. Neben der 

Assoziativität sind Eingangsspezifität (nur die Synapsen, welche den Reiz erhalten oder 

sehr nah benachbarte Synapsen können sich potenzieren) und Kooperativität (eine gewisse 

Anzahl von Synapsen muss aktiviert werden um LTP auszubilden) für die LTP charakteris-

tisch. Insgesamt stellen die genannten Punkte wünschenswerte Eigenschaften für einen 
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physiologischen Mechanismus zur Abspeicherung von Informationen an Synapsen dar 

(Frey und Morris, 1998; Reymann und Frey, 2007). Des Weiteren korreliert die zeitliche 

Abfolge des Kurz- beziehungsweise Langzeitgedächtnisses mit den unterschiedlichen 

Formen und Phasen der zellulären Plastizität. Darüberhinaus konnten gemeinsame Abhän-

gigkeiten von bestimmten Strukturen, wie dem NMDA-Rezeptor, gefunden werden (Col-

lingridge und Bliss 1995). Somit entspricht das vorherrschende Modell der 

Langzeitpotenzierung wesentlichen zellulären Aspekten und Mechanismen der Gedäch-

tnisbildung und –konsolidierung (Dash et al., 2004; Lynch 2004; Reymann und Frey, 

2007). 

1.7 Die Störung der LTP durch A ädigungsmodell früher Alz-
heimerstadien

Lösliche A Spezies inhibieren die Langzeitpotenzierung in vitro und in vivo (Walsh et al., 

2005). Somit könnte A ährend früher AD-Stadien zu einer Plastizitätsstörung im Gehirn 

führen, ohne dass das neuronale Überleben beeinträchtigt ist (Lue et al., 1999). Vor dem 

Hintergrund der LTP als anerkanntem zellulärem Modell der Gedächtnisbildung, bietet die 

Beobachtung der LTP-Störung durch A üssige Erklärung für  die frühen Gedäch-

tnisdefizite und Lernstörungen beim Alzheimerpatienten. Tatsächlich konnte mit isolierten 

Oligomeren aus der Cerebrospinalflüssigkeit (CSF) von Alzheimerpatienten die LTP in 

hippokampalen Schnitten der Ratte gestört werden, während die CSF gesunder Menschen 

keine Auswirkungen hatte (Shankar et al., 2008) -LTP-

Effekts nicht vollständig aufgeklärt, doch Untersuchungen offenbarten, dass A über die 

Beeinflussung verschiedener Rezeptoren und Signalwege zu einer Verringerung der An-

zahl synaptischer NMDA-Rezeptoren führen kann (Snyder et al., 2005). Da für die Induk-

tion der LTP die Aktivierung des NMDA-Rezeptors essentiell ist, kann die LTP auf diese 

ört werden. Weiterhin wurden auch A

welche dem NMDA-Rezeptor nachgeschaltet sind, beschrieben, die ebenfalls die Störung 

der LTP erklären können. So konnte eine Inhibierung der calcium/calmodulindependent 

protein kinase II (CAMK2); der mitogen-activated protein kinase (Erk/MAPK) und der 

ür die 

Induktion der LTP wichtig (Townsend et al., 2006). Aber auch eine indirekte Störung der 

LTP über eine Aktivierung von Typ- eptoren (TNF-R1) (Rowan et al., 2007), 

sowie über eine - Acetylcholin Rezeptors 

(Chen et al., 2006)

Signalwege und/oder Rezeptoren, welche zu einer Störung der LTP führen: der NMDA-
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Rezeptor, als entscheidender Rezeptor der LTP Induktion und/oder Kinasen, die dem 

NMDA-Rezeptor nachgeschaltet sind und/oder LTP modulierende Signale. Es ist zu beto-

nen, dass die beschriebene LTP- -Peptid lediglich die Konsequenz 

einer path

-vermittelten Plastizitätsstörungen effektiv entgegnen zu können, ist die 

. e-

ben. Die Z -Peptid geschä-

digt werden (Wong et al., 2009). Eine Aktivierung von RAGE (Receptor for Advanced 

Glycation Endproducts), zieht eine Aktivierung der p38 MAP Kinase nach sich, welches 

die LTP inhibiert (Yan et al., 2009) ängige Inhibierung der Akt-

Phosphorylierung, bewirkt eine Störung der LTP Induktion (Abbott et al., 2008). Darüber 

Überaktivierung des 

NMDA-Rezeptors führen kann (Abbildung 5).

wege und Strukturen.
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1.8

Wie bereits erwähnt, ist neben der wahrscheinlichen Plastizitätsstörung im Gehirn von 

Alzheimerpatienten ebenfalls eine Reduktion von Synapsen zu beobachten, die wahr-

scheinlich auf einem Rückzug dendritscher Dornen (Spines) beruht. Dendritische Spines 

sind kleine Membranausstülpungen entlang des Dendriten, die den postsynaptischen Anteil 

vieler exzitatorischer Synapsen bilden. Sie sind sehr plastisch und können einem ständigen 

Umbau unterworfen sein. Dieser Spine-Umbau und die Bildung neuer Synapsen sind 

aktivitätsabhängige Prozesse und können somit die strukturelle Basis für die Gedächtnis-

bildung darstellen (Yang und Zhou 2009). Interessanterweise ist bei Alzheimerpatienten 

eine Reduktion von Synapsen r-

ten neuronalen Primärkulturen wurde ebenfalls eine verringerte Anzahl dieser Strukturen 

beobachtet (Knobloch und Mansuy, 2008; Green und LaFerla, 2008; Terry et al., 1991). 

Somit können diese Veränderungen ein entscheidender Grund für die kognitiven Defizite 

innerhalb früher Phasen der Krankheit sein. Der molekulare Mechanismus dieser Spine

bzw. Synapsen-Schädigung wurde ebenfalls mit einer NMDA-Rezeptorüberaktivierung in 

Verbindung gebracht (Shankar et al., 2007). 

1.9 Der NMDA-Rezeptor

Der NMDA-Rezeptor gehört neben dem AMPA-Rezeptor (amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropionic acid) und dem Kainatrezeptor zu den ionotropen Glutamatrezeptoren. 

Er zeichnet sich dadurch aus, dass er über den exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat 

ligandengesteuert und zusätzlich spannungsgesteuert ist. Ein Magnesiumion blockiert den 

Kanal bis zu einem Membranpotential von -30 mV. Somit können nur starke synaptische 

Eingänge, welche das Membranpotential entsprechend depolarisieren, den NMDA-

Rezeptor öffnen. Durch seine Durchlässigkeit für Ca2+-Ionen spielt seine Aktivierung für 

viele kalziumabhängige Signalkaskaden eine wichtige Rolle. Sein schematischer Aufbau 

ist in der folgenden Abbildung dargestellt. 
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau und pharmakologische Bindungsstellen des 
NMDA-Rezeptors. 

Der NMDA-Rezeptor ist ein Tetramer aus je zwei NR1 und zwei NR2 Untereinheiten. 
Es gibt vier Subtypen der NR2 Untereinheit: (A, B, C und D) und acht Splicevarianten 
der NR1 Untereinheit. Die Agonisten Glutamat und NMDA, sowie die Co-Agonisten 
Glycin und D-Serin aktivieren den Rezeptor. Alle NMDA-Rezeptoren sind für Ca2+, 
Na+ und K+ durchlässig. Der offene Kanal wird spannungsabhängig durch Mg2+ oder 
dem nicht kompetetiven Antagonisten Memantin blockiert. Ifenprodil blockiert selek-
tiv NR2B-haltige Rezeptoren. D-AP5 (D-2-amino-5-phosphonopentanoate) [oder APV
(2-Amino-5-phosphonovaleriansäure)] ist ein unspezifischer nicht kompetetiver Anta-
gonist. Weiterhin wurden verschiedene Modulatoren, wie zum Beispiel Polyamine und 
Zink beschrieben (adaptiert von Parsons et al., 2007).

Während der Induktion der LTP bewirkt der Kalziumeinstrom durch den NMDA-Rezeptor 

die Aktivierung der CAMK2, der PKA, PKC und ERK1,2/MAPK, welche über nachge-

schaltete Signale zu einer Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB führen (Ab-

bildung 7). PhosphoCREB kann über 100 Gene anschalten, unter anderem BDNF (brain-

derived neurotrophic factor), welches für das neuronale Überleben und das Auswachsen 

von neuen Synapsen bedeutsam ist (Flavell und Greenberg 2008). Im Gegensatz dazu kann 

eine Übererregung dieses Rezeptors durch den übersteigerten Kalziumeinstrom auch zu 

einer Zellschädigung führen. Dieser dichotome Charakter des NMDARs ist im nachfol-

genden Absatz 1.10. näher erläutert.
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Abbildung 7: Die Aktivierung von pCREB bei der LTP

Während der Induktion der LTP werden NMDA-Rezeptoren, aber auch spannungsab-
hängige Kalziumkanäle (VGCC) aktiviert, was zu einem Kalziumeinstrom in die Post-
synapse führt. Über eine Aktivierung der CaMK und Erk/MAPK wird CREB 
phosphoryliert und kann somit als Transkriptionsfaktor an den CRE-Promotor binden 
und die Transkription von Genen initiieren (Flavell und Greenberg 2008).

1.10 Die Dichotomie des NMDA-Rezeptors

Der NMDA-Rezeptor ist einer der am besten untersuchten Rezeptoren des Säugerhirns. Er 

nimmt eine kritische Rolle für das neuronale Überleben ein, da seine Überaktivität sowie 

Unteraktivität zu einer neuronalen Schädigung führen kann. Dieser gegensätzliche Effekt 

des NMDAR wird am besten mit dem Titel des Artikels von Chris Parsons: „Homeostase 

des glutamatergen Systems: zu wenig Aktivierung [des NMDARs] ist schlecht, zu viel 

aber ebenso“ zusammengefasst (Parsons et al., 2007). So kann auch die scheinbar wider-
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sprüchliche Aussage um das Alzheimermedikament Memantin erklärt werden, dass ein 

Antagonist des NMDA-Rezeptors Alzheimerpatienten helfen soll, wenn die Aktivität des 

NMDARs für die LTP und das Lernen essentiell ist (Collingridge und Bliss 1995). Da 

Memantin ein Antagonist mit moderater Affinität zu seiner Bindungsstelle ist und eine 

starke Spannungsabhängigkeit sowie eine schnelle Kinetik aufweist, blockiert es den 

NMDA-Rezeptor nur partiell. Damit ist der NMDAR auch unter dem Einfluss von Me-

-induzierte Übererregung des NMDAR wird jedoch unter-

bunden (Rogawski und Wenk, 2003). 

Die Übererregung des NMDA-Rezeptors resultiert in der Aktivierung von mehreren 

Signalwegen, welche das Neuron schädigen. Es können zum einen direkte schädliche 

Effekte auftreten, wie die Beeinträchtigung von Mitochondrien durch einen übersteigerten 

Kalziumeinstrom mit Freisetzung des proapoptotischen Cytochroms C und reaktiven 

Sauerstoffspezies, oder die Aktivierung der zwei MAP Kinasen p38 und JNK und der 

Protease Calpain (Ca2+-activated cysteine protease), die wiederum proapoptotisch sind. 

Zum anderen kann auch eine indirekte Schädigung erfolgen, indem Signale, die das neuro-

nale Überleben sichern, blockiert werden. Hier ist vor allem die Blockierung der ERK1/2 

MAP Kinase und die Dephosphorylierung von CREB zu nennen. Hingegen ist die modera-

te Aktivierung des NMDA-Rezeptors für das Neuron essentiell. Durch die Aktivierung der 

CaMKinase, AKT und ERK1/2/MAPK werden zum einen Signale des Zelltods blockiert 

und zum anderen CREB phosphoryliert, welches die Transkription überlebenswichtiger 

Gene initiiert (Hardingham et al., 2002; Abbildung 8).

In Anbetracht dieser gegensätzlichen Effekte des NMDA-Rezeptors ist das Verständ-

nis für den Grund der zellschädigenden oder der zellschützenden Wirkung für eventuelle 

pharmakologische Interventionen von enormer Bedeutung. Wie bereits angedeutet wurde, 

kann die Stimulusintensität entscheidend für die Richtung des NMDAR-Signals sein. Eine 

pathologisch überhöhte Glutamatausschüttung würde den NMDAR dermaßen aktivieren, 

dass so viel Kalzium einströmt, dass nachfolgend die Aktivierung der schädigenden Sig-

nalkaskaden überwiegt. Eine Bedingung für diese Theorie ist, dass die Kalziumsensoren 

der schädigenden Signalwege im Vergleich zu den zellschützenden Kalziumsensoren eine 

geringere Affinität haben. Tatsächlich werden viele protektive Signalwege vom kalzium-

bindenden Calmodulin aktiviert, welches schon bei sehr geringen Ca2+ Konzentrationen 

aktiviert wird. Im Gegensatz dazu werden zum Beispiel die Calpaine (zentrale Vermittler 

von NMDAR-induziertem Zelltod) nicht von Ca2+/Calmodulin, sondern direkt von Kal-
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zium aktiviert, womit eine deutlich höhere Konzentration dieses Ions benötigt wird (Tom-

pa et al., 1996).

Abbildung 8: Signalwege des NMDA-Rezeptors

Die Aktivierung des NMDAR kann zum einen Signale anstoßen, die das Überleben 
des Neurons fördern  oder Kaskaden initiieren, die Zelltod auslösen. Ein entscheiden-
der Mechanismus dabei ist die Phosphorylierung oder die Dephosphorylierung von 
CREB  (adaptiert von Hardingham et al., 2002).

Eine weitere Möglichkeit der differenzierten NMDAR-Aktivierung ist die Lokalisation des 

Rezeptors. Es konnte gezeigt werden, dass NMDA-Rezeptoren, die sich außerhalb der 

Synapse befinden (extrasynaptische NMDARs) eher eine Dephosphorylierung von CREB 

bewirken und synaptisch lokalisierte NMDAR eher die Phosphorylierung von CREB 

fördern (Hardingham et al., 2002). Interessanterweise sind extrasynaptische NMDAR 

größtenteils NR2B-haltig (Hardingham et al., 2002), womit ein weiterer möglicher Unter-

schied in der NMDA-Rezeptor-Aktivierung, nämlich der subtypspezifischen, genannt 

wäre. Im Zusammenhang mit Exzitotoxizität nach Schlaganfall, konnte Tompa et al. 1996 

eine schädigende Wirkung der Aktivität von NR2B-haltigen NMDARs und einen schüt-
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zenden Effekt der Aktivierung von NR2A haltigen NMDARs zeigen (Chen et al., 2008). 

Des Weiteren wurde kürzlich das Protein Jacob beschrieben, welches von extrasynapti-

schen, NR2B-haltigen NMDA-Rezeptoren aktiviert wird, in den neuronalen Zellkern 

transloziert und eine Dephosphorylierung von CREB bewirkt. Die Aktivierung von synap-

tischen NR2A haltigen NMDARs hatte keine Auswirkung auf Jacob und somit auch kei-

nen Effekt auf den posphoCREB Gehalt der Neurone (Dieterich et al., 2008). 

Interessanterweise wurde ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung des NMDA-

-vermittelten Neuronenschaden beschrieben. 

1.11 NMDA-Rezeptor Überaktivierung durch Aß

-vermittelte neuro-

nale Schädigung eine Signalkaskade anstößt, welche die Verminderung der astroglialen 

Glutamataufnahme bewirkt. Dadurch wird eine anhaltende Aktivierung des NMDA-

Rezeptors und somit ein starker intrazellulären Ca2+ Anstieg induziert. Diese Vorgänge 

sind mit einer erhöhten Aktivität der Stickstoffmonoxid Synthetase und somit einer patho-

logischen Generierung freier Radikale assoziiert (Harkany et al., 2000). Ein interessanter 

Aspekt dieses Szenarios ist die Homologie zwischen der Exzitotoxizität, wie sie zum Bei-

spiel beim Schlaganfall beobachtet werden kann und der Schädigung durch A

auch die neuronale Dysfunktion und Beeinträchtigung beim Alzheimer nicht so abrupt und 

akut wie beim Schlaganfall auftritt, so scheint doch die Überaktivität des NMDA-

Rezeptors bei beiden neurodegenerativen Krankheiten eine entscheidende Rolle zu spielen. 

Die Idee der pathologischen Überaktivierung des NMDA-Rezeptors als Gemeinsamkeit 

verschiedener neurologischer Krankheiten, wie Schlaganfall, Epilepsie, Chorea Huntington 

und Alzheimer wurde auch im Jahr 2004 von Hynd et al. dargestellt. Des Weiteren spre-

chen mehrere experimentelle Ergebnisse für eine Abhängigkeit der -induzierten neuro-

nalen Schädigung von der Aktivierung des NMDA-Rezeptors. Es wurde gezeigt, dass die 

-Oligomere in organotypischen 

hippokampalen Schnittkulturen mit dem NMDA-Rezeptor Antagonisten D-CPP (3-((D)-2-

carboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-phosphonic acid) aufgehoben werden kann (Shankar et 

al., 2007). Weiterhin offenbarte die mikroskopische Analyse von neuronalen Primärkultu-

-Oligomere an dendritischen Spines und dort an NMDA-Rezeptoren oder in 

deren unmittelbaren Nähe binden (Lacor et al., 2007). So wurde die These der direkten 

Beeinflussung des NMDARs durch A aufgestellt. Sie fand durch die Beobachtung, dass 

die Bindung von A Oligomeren an Neurone komplett durch einen Antikörper gegen die 
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extrazelluläre Domäne der NR1 Untereinheit des NMDA-Rezeptors verhindert werden 

konnte und somit auch keine schädigenden A a-

ten, weitere Unterstützung (De Felice et al., 2007). Basierend auf der chronischen Dysre-

gulation des Glutamathaushaltes beim Alzheimerpatienten, wird der NMDA-Rezeptor 

Antagonist Memantin für die Behandlung des Alzheimers eingesetzt. Seine protektive 

Wirkung auf funktioneller Ebene konnte kürzlich mit LTP Experimenten in vivo gezeigt 

-induzierte Plastizitätsstö-

rung aufhob (Klyubin et al., 2009). Auch auf molekularer Ebene gibt es Anzeichen für eine 

pathologische Überaktivität des NMDA-Rezeptors. Untersuchungen an Alzheimer Maus-

modellen ergaben Verschiebungen bestimmter Signalkaskaden. So wurde eine Dephospho-

rylierung von CREB (cAMP response element-binding protein) (Ma et al., 2007) und eine 

Dysregulation der ERK/MAPK (Echeverria et al., 2004) beschrieben. Die Rolle verschie-

dene -vermittelten Neuronenschädigung ist noch unklar.

1.12 Zielstellung der Arbeit

In den vorangegangenen Abschnitten wurde die Störung der synaptischen Plastizität durch 

ädigungsmodell früher Alzheimerstadien dargestellt. Somit bietet die -

induzierte LTP Störung ein Modell, um pharmakologische Interventionen oder zugrunde 

liegende Mechanismen der Gedächtnisstörung untersuchen zu können. In dieser Arbeit 

sollte zunächst die Verminderung der Langzeitpotenzierung in hippokampalen Akutschnit-

ten durch die Applikation verschiedener Aβ Spezies und Aggregationsformen beschrieben 

und charakterisiert werden. Daraufhin sollten die Mechanismen dieser Plastizitätsstörung 

eingehender betrachtet werden. Da die Verminderung des MTT Umsatzes ein sehr häufig 

ächst der Frage nachge-

gangen, ob die LTP Störung mit einer möglichen Abnahme der Redoxaktivität der Zellen 

innerhalb der Schnittkultur erklärt werden kann. Weiterhin ist eine kritische Beteiligung 

des NMDA-

wurde jedoch keine subtypspezifische Untersuchung dieses Rezeptors durchgeführt. Da 

dem NR2B-haltigen NMDAR (NMDAR(2B)) bereits eine schädigende Wirkung nachge-

wiesen wurde, -vermittelten neuronalen Dysfunk-

tion aufgeklärt werden. Um weitere Facetten der neuronalen Degeneration und 

Dysfunktion zu beleuchten, schloss sich der LTP–Messung eine Untersuchung der Invol-

vierung der NMDA(2B)-Aktivierung bei der spontanen Netzwerkaktivität und die Synap-

ärer Neurone an. Anschließend sollte die Wirkung von A
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auf das intrazelluläre Signalprotein Jacob, welches durch den NMDAR(2B) aktiviert wird, 

hinsichtlich seiner Bedeutung für verschiedene Erscheinungsformen der neuronalen Dys-

funktion geprüft werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Elektrophysiologie

2.1.1 Präparation der Hippokampusschnitte

Für die Präparation der hippokampalen Akutschnitte wurden 4 Monate alte Mäuse (Mus 

musculus, Stamm C57BL/6NHsd) und für die MTT Versuche 7 bis 8 Wochen alte männli-

che Ratten (Rattus norvegicus, Stamm Wistar UNILEVER: HsdCpd:WU) verwendet. 

Aufzucht sowie institutsinterne Haltung erfolgte bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 

12/12 h mit dreistündiger Dämmerung und einer Futter- und Wasserversorgung ad libitum. 

Zur Gehirnentnahme wurden die Ratten durch einen Schlag auf das Genick, bzw. die Mäu-

se durch Überstreckung der Wirbelsäule und sofortige Dekapitation getötet. Danach wurde 

mit einer Schere das Kopffell entfernt, der Schädel entlang der Kalotte von caudal nach 

rostral aufgeschnitten und die Schädelplatten mittels einer Zange vorsichtig aufgebrochen. 

Mit einem Spatel wurde das Gehirn aus der basalen Schädelkapsel in eine 4°C kalte, 

Sauerstoff-begaste künstliche Cerebrospinalflüssigkeit (ACSF) (124 mM NaCl; 4,9 mM 

KCl; 1,3 mM MgSO4; 2mM CaCl2; 1,2 mM KH2PO4; 25,6 mM NaHCO3 und 10 mM D-

Glukose) gegeben. Während der ersten Phase der Präparation ist das Schädigungsrisiko für 

das Nervengewebe am höchsten, da keine Kühlung und keine Glukose- sowie Sauerstoff-

versorgung gewährleistet wird. Sie dauerte daher nie länger als 90 Sekunden. Um das 

Zellschädigungsrisiko bei der weiteren Präparation zu minimieren, wurde auf eine Küh-

lung aller mit dem Gewebe in Kontakt stehenden Lösungen, sowie Instrumente geachtet 

(Pohle et al., 1986). Zur Isolierung des Hippokampus wurde im ACSF Bad mit Hilfe eines 

Skalpells das corpus callosum durchtrennt. Danach wurde der Hippokampus mit einer 

feinen Pinzette und einem gekröpften Spatel vom entorhinalen Kortex und von der Fornix 

getrennt, vorsichtig auf einen Messingblock gelegt und zügig mit einem Gewebeschneider 

(Eigenbau Institut für Pharmakologie der Otto-von-Guericke Universität Magdeburg) in 

400 µm dicke Schnitte geteilt, die einzeln mit einem feuchten Pinsel in ACSF-Lösung 

überführt wurden. Um den Verlauf der longitudinalen Signalverarbeitung dieser Transver-

salschnitte zu erhalten, wurde ein Schnittwinkel von 70° eingehalten.

Anschließend wurden die Hippokampusschnitte mittels einer Pasteurpipette in eine Vorin-

kubationskammer, gefüllt mit 8 ml ACSF und permanenter Carbogen-Begasung, überführt 

und bei den LTP-Experimenten für 2h und bei den Basislinienexperimenten für 1h bei RT 

inkubiert. Ausschließlich in der Vorinkubationskammer erfolgte die Behandlung der 
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ösungs-

mittelkontrollen.

2.1.2 Elektrophysiologische Messung

Die Messung erfolgte in einer vom Institut entwickelten Tauchschnittkammer. Hierbei 

lagen die Akutschnitte auf einem Nylonnetz und wurden kontinuierlich mit Carbogen-

begaster ACSF mit einer Flussrate von 2,5 ml*min-1 umspült. Durch die Begasung der 

Lösung mit Carbogen stellte sich der pH des Hydrogencarbonatpuffers von 7,4 ein. Die 

extrazelluläre Ableitung der exzitatorischen postsynaptischen Feldpotenziale (fEPSP) 

erfolgte mit Hilfe von Glasmikroelektroden. Die Borsilikatglas-Kapillaren mit innerem 

Filament (GC 150TF-10, Clark Elektromedical Instruments, Pangbourne Reading, UK) 

wurden mit einem Ziehgerät (PP 83, Narishige Scientific Instrument Lab., Tokyo, Japan) 

in zwei Schritten zu Elektroden gezogen, die mit ACSF Lösung gefüllt einen Spitzenwi-

derstand von 1-4 MΩ aufwiesen. Mit der Positionierung der Glaselektrode im stratum 

radiatum der CA1 Region wurden die Potenzialänderungen benachbarter Synapsen als 

fEPSP gemessen. Ein in die Kammer eingelassener elektrolytisch chlorierter und geerdeter 

Silberdraht diente als Referenzelektrode. Die abgeleiteten Potenziale wurden mit einem 

Differentialverstärker (instituteigene Entwicklung) verstärkt, mit einem Bessel-Filter gefil-

tert (3 Hz -10 kHz) und über einen Analog-Digital-Wandler (CED 1401+, Cambridge 

Electronics Design, Cambridge, UK) direkt in den Computer übertragen. Die Darstellung, 

Speicherung und Auswertung der evozierten Potenziale erfolgte mit einem am IFN entwi-

ckelten Computerprogramm (PWIN). Die fEPSP wurden anhand der maximalen Änderung 

der Potenziale zur Zeit (maximaler Anstieg) zwischen Minimum und ihm vorangegange-

nem Maximum gemessen. Die Potenziale wurden elektrisch evoziert, indem über eine im 

stratum radiatum ca. 500-1000µm von der Ableitelektrode entfernt positionierte Metall-

elektrode biphasische, spannungskonstante Pulse von 0,05 ms pro Halbwelle appliziert 

wurden. Diese Strompulse wurden mittels Computer und Digital-Analog-Wandler getrig-

gert und mit einem Stimulusgenerator (A 365, World Precision Instruments, Sarasota, FL, 

USA) erzeugt. Die damit erreichte Depolarisation afferenter Phasern (im Wesentlichen die 

Schaffer-Kollateralen) führte zu einer synchronen, postsynaptischen Aktivierung einer 

Population von CA1-Pyramidenneuronen, die wie oben beschrieben als fEPSP abgeleitet 

wurde. Die Tetanisierung der Schnitte erfolgte elektrisch über die Reizelektrode. Hierzu 

wurde in der Reiz-Signal-Kurve die maximale Signalgröße des fEPSP ermittelt. Daraufhin 

wurde mit Hilfe der Reizstärke das Signal auf 30% des maximalen fEPSPs eingestellt. 
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Nachdem das Signal mindestens 30 Minuten stabil blieb (Messung jede Minute; Abwei-

chung < 20 %) erfolgte die Potenzierung. Für das Auslösen einer starken, lang anhaltenden

LTP wurden die Schnitte dreimal im Abstand von 10 Minuten tetanisiert. Ein Tetanus 

beinhaltete 100 Pulse doppelter Pulsbreite (0,1 ms pro Halbwelle) in einer Frequenz von 

100 Hz. Für die Induktion einer LTP durch den Theta-Burst wurden, in Anlehnung an die 

im Gehirn vorkommenden Theta-Wellen, drei mal alle 10 min Pulsgruppen im Abstand 

von 200 ms (5 Hz) appliziert. Innerhalb dieser Pulsgruppen erfolgte alle 10 ms ein Stimu-

luspuls. Die Steigerung des Signals wurde relativ zu der zuvor gemessenen 30 minütigen 

und auf 100 Prozent normierten Basislinie gemessen.

2.2 Zellkultur 

2.2.1 Präparation der Primärkulturen

Zur Gewinnung der Einzelzellkulturen wurden neugeborene Ratten (postnataler Tag 1-3)

dekapitiert, die Gehirne entnommen und in eisgekühltem Hanks-Puffer (Biochrom; Berlin) 

gesammelt. Um die Zellen aus dem Gewebeverband herauszulösen, wurde das Gewebe mit 

einer feuerpolierten Pasteurpipette trituriert. Es folgten mehrere Suspensionsschritte, wobei 

erst auf Kalzium- und magnesiumfreies Medium und dann auf Trypsin / EDTA haltiges 

Medium umgestellt wurde, um die interzellulären Kontakte zu destabilisieren bzw. aufzu-

lösen. Die Zellen sollten nicht länger als 3 min mit trypsinhaltigem Medium inkubiert 

werden. Die Proteaseaktivität wird durch Zugabe von 10 % FKS inhibiert. Um grobe Zell-

klumpen herauszufiltern, wurde die Zellsuspension durch ein Sieb (Porengröße 1 mm) in 

eine Petrischale überführt. Um die Zellen weiter zu vereinzeln, wurde die Suspension 

mittels einer 10ml Einwegspritze trituiert. Nach abschließender Zentrifugation für 2 min 

bei 1200 rpm und 10°C wurde das Zentrifugat (Zellpellet) in 5ml DMEM + 10% FKS 

aufgenommen. Die anschließende Zellzählung erfolgte lichtmikroskopisch in einer 

NEUBAUER-Zählkammer. 

2.2.2 Kultivierung der neuronalen Primärkultur

Die Kultivierung der Neurone wurde in Zusammenarbeit mit Marina Mikhaylova  durch-

geführt. Die frisch präparierten Zellen wurden in poly-L-Lysin (Biochrom; Berlin) be-

schichteten Zellkulturflaschen, bzw. 12-Lochplatten in DMEM Medium unter Zugabe von 

10% FKS, 1% Gentamycin im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und 92% Luftfeuchtigkeit 

ausgesät. Nach 3 Tagen erfolgte Zugabe von Arabinose-C, um die Astrozytenproliferation 

zu hemmen. 
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2.2.3 Präparation und Kultivierung der organotypischen hippokampalen 
Schnittkulturen (OHC)

Für die Präparation der OHC wurden 6 bis 9 Tage alte Ratten (Rattus norvegicus, Stamm 

Wistar UNILEVER: HsdCpd:WU) verwendet. Tierzucht und –haltung erfolgte wie in 

Abschnitt 2.1.1 beschrieben. Die Tiere wurden dekapitiert und der Schädel mit einer Sche-

re entlang der Kalotte von caudal nach rostral aufgeschnitten. Mit einem Spatel wurde das 

Gehirn aus der basalen Schädelkapsel in das 4 °C kalte, Sauerstoff-begaste DMEM-

Zellkulturmedium überführt. Zur Isolierung des Hippokampus wurde der bulbus olfacto-

rius und das cerebellum vom Gehirn abgetrennt, beide Hemisphären durch einen Sagital-

schnitt voneinander getrennt, das Mittelhirn entfernt und die präparierten Hippokampi mit 

einem Gewebeschneider (McILWAIN Tissue Chopper) in 350 µm dicke Schnitte zerteilt. 

Bis zu drei OHC wurden auf  Zellkulturmembranen (Millicell) platziert und für drei Tage 

in Horse Serum (HS)-Zellkulturmedium (1% Gentamycin) bei 37°C im Inkubator (20% 

O2, 5% CO2) kultiviert. Dann folgte eine Weiterkultivierung der OHC in Neurobasal-

Zellkulturmedium (1% Gentamycin) bei 34°C mit 20% O2 und 5% CO2. Nach einer Kulti-

vierungszeit von 12 Tagen erfolgte die Selektion der Schnitte. Als Ausschlusskriterien 

dienten die Erscheinung der OHC im Durchlichtmikroskop, sowie die Interkalierung von 

Propidiumiodid in der Cornu Ammonis (CA 1-4). Ausschließlich vitale OHC wurden für 

die nachfolgenden Experimente verwendet.

2.3 A Aggregation

Das Fragment A (25-35) (Bachem) wurde in bidestilliertem Wasser in einer Konzentrati-

on von 1 mg*ml-1 aufgelöst und bei –20°C eingefroren. Die Applikation erfolgte in den 

entsprechenden, im Ergebnisteil beschriebenen, Konzentrationen. Die Generierung der A

Fibrillen erfolgte mit rekombinant hergestelltem A (1-40) (von Dr. Marcus Fändrich 

bereitgestellt). Das Peptid wurde in bidestilliertem Wasser in einer Konzentration von 1 

mg*ml-1 aufgelöst und für 5-7 Tage bei 37°C inkubiert. Die erfolgreiche Generierung der 

Fibrillen wurde mittels Elektronenmikroskopie (EM) überprüft. Die Herstellung der Oli-

gomere aus rekombinant hergestelltem A (1-40) erfolgte durch Auflösen von A in HFIP 

(1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP; Sigma, St. Louis, MO)) in einer Konzentration 

von 2,5 mg*ml-1 bei Raumtemperatur. Dann wurde die Proteinlösung mit bidestilliertem 

Wasser 1:9 verdünnt, für 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 15 

min bei 14000 g zentrifugiert. Die Entfernung des restlichen HFIP erfolgte durch Bega-

sung der Lösung mit Carbogen. Die Präparation der ADDL erfolgte nach Klein, 2002. A
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(1-42) (Biopeptide) wurde in HFIP in einer Konzentration von 4,5 mg*ml-1 aufgelöst. Das 

Lösungsmittel wurde dann über Nacht abgelüftet und der resultierende Proteinfilm für 10 

min in der Vakuumzentrifuge getrocknet. Nun wurde das Protein in wasserfreiem DMSO 

in einer Konzentration von 5mM gelöst und mit F12 Medium zu einer Konzentration von 

100µM verdünnt. Nach einer Inkubation dieser Lösung bei 5°C für 24 h erfolgte eine 

Zentrifugation bei 14000 g für 10 min. Die erfolgreiche Präparation der ADDL wurde mit 

Hilfe der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) und Elekt-

ronenmikroskopie überprüft. Die Elektronenmikroskopie erfolgte basierend auf einer 

Kooperation mit Dr. Marcus Fändrich und ist in (Eckert et al., 2008) beschrieben.

2.4 Untersuchung der Toxizität und Viabilität

2.4.1 Der MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromi-
de] assay

MTT (Carl Roth) wurde in einer Konzentration von 10 mg*ml-1 in bidestilliertem Wasser 

aufgelöst und in dem jeweiligen Zellkulturmedium mit einer Konzentration von 0,5 

mg*ml-1 angewendet.  Die OHC und hippokampalen Akutschnitte wurden für drei Stunden 

mit MTT inkubiert. Dann erfolgten die Abstoppung der Reaktion und die Auflösung des 

gebildeten Formazans durch Entfernung des Zellkulturmediums und Zugabe von 20% 

SDS/50% Dimethylformamid. Nach Zentrifugation für 20 min bei 10000g wurde die Ab-

sorption des Überstands bei 570 nm gemessen (Fluostar, Optima), welche Aufschluss über 

die relative Formazankonzentration gab.

2.4.2 Propidiumiodid Aufnahme

Neuronaler Zelltod wurde durch die Aufnahme von Propidiumiodid (PI) quantifiziert. 

Hierzu wurden die OHC mit PI-haltigem Medium (10 M) für 2 h bei 33°C inkubiert. 

Anschließend wurde mit Hilfe von Fluoreszenzaufnahmen (Nikon; LUCIA Software) und 

anschließender densitometrischer Analyse (LUCIA Image analysis software) der Zelltod 

im Bereich der CA1 Region gemessen. 

2.5 Immunhistochemie

Für die immunhistochemische Färbung wurden die Schnittkulturen in 0,1 M Phosphatpuf-

fer mit 4% Paraformaldehyd über Nacht fixiert. Zwecks Gefrierschutzes folgte eine Inku-

bation in 30% Saccharoselösung, mit anschließendem Einfrieren der Präparate in 

Methylbutan bei n Präparaten 

20 m dicke Schnitte angefertigt, welche bei 4°C in Gefrierschutzlösung, bestehend aus 
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25% Ethylenglycol und 25% Glycerin in 0,1 M Phosphatpuffer, konserviert wurden. Vor 

der Färbung wurden die Schnitte in 0,1 M Phosphatpuffer überführt und über Nacht gewa-

schen. Daraufhin folgte die Blockierung unspezifischer Bindungen durch zweistündige 

Inkubation im entsprechenden Serum (abhängig vom Donor des primären Antikörpers) und 

die Inkubation des primären Antikörpers über Nacht bei 4°C. Alle sekundären Antikörper 

wurden 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Zuletzt wurden die Schnitte mit 1,3-

diethyl-8-phenylxanthin versetzt, auf Objektträger positioniert und mit Deckgläschen 

abgedeckt. Es wurden folgende primäre Antikörper in den entsprechenden Konzentratio-

nen verwendet: monoclonal mouse anti-GFAP (1:200; Chemicon), polyclonal chicken anti-

A (1:500; abcam), DAPI (1:10000; MoBiTec). Die primären Antikörper wurden in 0,1 M 

Phosphatpuffer mit 0,5% Triton X-100 und 3% donkey Normalserum (Sigma, Deisenho-

fen, Germany) gelöst. Es wurden folgende sekundäre Antikörper in den entsprechenden 

Konzentrationen verwendet: donkey anti-mouse Cy3 (1:500; Dianova), donkey anti-

chicken Cy2 (1:100; Dianova). Die sekundären Antikörper wurden in 0,1 M Phosphatpuf-

fer gelöst.

2.5.1 Quantitative Immunozytochemie an Einzelzellen

Die Stimulation der hippokampalen primären Neurone (DIV21) erfolgte in einem Stimula-

tionpuffer (20 mM Na-HEPES, pH 7.4, 15 mM MgCl2, 1.5 mM CaCl2, 150 mM NaCl, 5 

mM KCl, 30 mM Glucose) bei 37°C. Nach 10 min Äquilibrierungszeit, wurden 500 nM 

oligomeres A (1-42) für 30 min appliziert. Zur Blockierung des NMDA(NR2B) Rezep-

tors wurde der Antagonist Ifenprodil (10 µM, Sigma-Aldrich) koappliziert. NMDA wurde 

für 3 min in einer Konzentration von 5 µM appliziert. Daraufhin wurden die Zellen in 

100% Methanol für 20 min bei -20°C fixiert. Nach dem Waschen in PBS wurden die Zel-

len erst für 30 min in PBS und dann in einer Blockierungslösung (10% Pferdeserum, 5% 

Saccharose, 2% BSA und 0,3% Triton X-100 in 10 mM PBS) für weitere 30 min bei 

Raumtemperatur inkubiert. Der Primärantikörper (Jacob B150, (Dieterich et al., 2008)) 

wurde 1:100 in der Blockierungslösung über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach den Wasch-

schritten (3x 10 min PBS mit 0,3% Triton X-100) wurden die Zellen mit dem Sekundäran-

tikörper Alexa-488 (goat-anti-rabbit antibody 1:1000 in der Blockierungslösung) für 2 h 

bei RT inkubiert. Desweiteren wurden folgende Antikörper benutzt: Anti-Synaptophysin 

rabbit polyclonal antibody (SySy, Göttingen, Deutschland; IF 1:800); Anti-rabbit IgG-

HRP-linked antibody (NEB, Frankfurt am Main; 1:5000), anti-mouse IgG-HRP-linked 

antibody (DAKO, Glostrup, Dänemark; 1:5000), IF anti-mouse und anti-rabbit Alexa Fluor 
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488 and Alexa Fluor 568 (Molecular Probes Europe BV Leiden, Niederlande; 1:1000). 

Nach gründlichem Waschen in PBS erfolgte die Eindeckung der Deckgläschen in Vectas-

hield für DAPI Fluoreszenz. Die Objekte wurden mit dem konfokalen Mikroskop (LSM 5 

Pascal, Zeiss, Jena), ausgestattet mit einem 40× Plan Neofluar 0.75 Objektiv, einem Argon 

Laser (emittiert bei 488 nm) und einem Helium/Neon Laser (emittiert bei 543 nm) analy-

siert. Für die Bildaufnahme wurde die interne LSM Software verwendet. 

2.6 Konfokale Laserscan-Mikroskopie

Für die Quantifizierung der nukleären Translokation von Jacob wurden die Farbstoffe 

Alexa 488 (Jacob), Cy5 (DAPI) und für die Synapsenquantifizierung Alexa 488 (MAP 2) 

und Alexa 568 (Synaptophysin) sequenziell gescannt. Entlang der Z-Achse wurden vier 

optische Ebenen mit einer Fokustiefe von 0,3 bis 0,7 µm aufgenommen. 

Die Image J Software (http://rsb.info.nih.gov/ij/) diente der semiautomatischen Aus-

wertung. Anhand der DAPI Färbung wurde die Region des Kerns und das Jacob Signal im 

Nucleus als durchschnittlicher Grauwert ermittelt (dargestellt in Pixelintensität). Die Zäh-

lung der Synapsen erfolgte ebenfalls semiautomatisch mit der Image J Software. Es wurde 

die Länge der Dendriten gemessen und die Synapsen als Synapsendichte (Synapsen-

zahl/Dendritenlänge) dargestellt.

2.7 In vivo

10 Wochen alte, männliche Ratten (Rattus norvegicus, Stamm Wistar UNILEVER: 

HsdCpd:WU) wurden mit einem 1:1 Gemisch aus Distickstoffmonoxid und Sauerstoff  (2–

3% Halothan (Sigma, Deisenhofen)) anästhesiert. Dann wurden die Tiere mit ihren Köpfen 

in ein stereotaktisches Gestell eingespannt, das Schädelfell entfernt und ein Loch (Durch-

messer 1 mm) in den Schädel gebohrt (Koordinaten: posterior, 0.9 mm von Bregma; late-

ral, 1.7 mm zur Satura sagittalis). Nachfolgend wurde eine Kanüle 4,5 mm in den Schädel 

geschoben und 3 l A (25-35) (1 mg*ml-1) bzw. A (1-42) Oligomere (1mg*ml-1) intrace-

rebroventrikulär injiziert Nach 5 min wurde die Kanüle vorsichtig aus dem Gehirn gezo-

gen. Alle Koordinaten wurden mit dem Atlas des Rattenhirns von Paxinos und Watson 

ermittelt. Nach drei Tagen wurden hippokampale Akutschnitte präpariert und der MTT-

Umsatz gemessen, bzw. Aβ immunhistochemisch gefärbt.

http://rsb.info.nih.gov/ij/)
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2.8 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernblot

-42) Oligomere wurde die Präparationslösung mit SDS haltigem 

Ladepuffer versetzt und für 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die elektrophoretische 

Auftrennung erfolgte in einem 20 % BisTris Gel bei 150 V. Als Molmassenstandard wurde 

eine vorgefärbte Proteinmischung von Invitrogen (SeeBlue®) verwendet. Die in der SDS-

Page aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer auf eine Polyvinylidenfluorid 

(PVDF)-Membran (Immobilon P, Millipore, Schwalbach) übertragen. Zuvor wurde diese 3 

s in Methanol eingeweicht und mit Wasser abgespült. Der Transfer des Gels erfolgte für 

1,5 h in einem diskontinuierlichem Blotsystem bei 80 mA. Die Membran wurde dann über 

Nacht in Rotiblock inkubiert und mit dem Primärantikörper mouse Anti- i-

tec) für 2 h gefärbt. Um unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen, wurde die 

Membran mehrmals mit Puffer (Tris-Tween Buffered Saline) gewaschen. Der Nachweis 

spezifisch gebundener Antikörper erfolgte durch Inkubation mit einem polyklonalen don-

key anti-mouse IgG Sekundärantikörper, gebunden an Biotin. Durch anschließende Inku-

bation in alkalischem Puffer sowie Nitro-blau-tetrazolium-chlorid (NBT, Roche, 

Mannheim) und 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP, Roche, Mannheim) kam es 

zu einer Farbreaktion, die in der Ausbildung eines violett-blauen Farbstoffkomplexes 

sichtbar wurde. 

2.9 Messung der neuronalen Netzwerkaktivität in vitro

Die Messung der synchronen neuronalen Aktivität wurde durch die Messung der relativen  

intrazellulären Kalziumkonzentration ermöglicht. Hierzu wurden drei Wochen alte neuro-

nale Zellkulturen verwendet. In diesem Kultursystem wurde durch Applikation von Arabi-

nose C die Proliferation der Astrozyten unterdrückt, so dass diese Kultur eine hohe 

Zelldichte an Neuronen aufwies. Eine hohe Neuronendichte unterstützt die Ausprägung 

spontaner Netzwerkaktivität. Die relative Konzentration intrazellulärer Kalziumionen 

wurde mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 AM gemessen. Hierzu wurde mit Dipl.-

Biologin Sabine Rönicke (Institut für Neurobiochemie, Magdeburg) kooperiert. 

Die Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie erlaubt im Gegensatz zu den statischen Mo-

mentaufnahmen fixierter Präparate, dynamische Prozesse in intakten Zellen zeitabhängig 

zu betrachten. Die Messung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axioscope micros-

cope) verbunden mit einem Imaging-System von TILL Photonics. Ein kontinuierliches 

Perfusionssystem sorgte alle 30 Sekunden für einen kompletten Austausch des Mediums 

(37°C) über den Zellen (Fluss: 0,8 ml/min). Der Experimentierpuffer HBSS (Hank`s ba-
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lanced salt solution) wurde im zuleitenden Schlauch auf 37°C erwärmt. Während der Ex-

perimente wurde über den Zellen eine Temperatur von 36°C aufrechterhalten. Die Analyse 

der Fluoreszenzintensitäten erfolgte mit Hilfe des Programms TILLvisION und anschlie-

ßend mit Microsoft Excel und SigmaPlot. Die Konzentration freier Kalziumionen wurde, 

wie zuvor beschrieben (Hein et al., 2008), intrazellulär mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstof-

fes Fura-2 AM ermittelt. Das Exzitationsspektrum dieses Kalziumchelators ist von der 

Bindung freier Kalziumionen abhängig. Das Maximum des Exzitationsspektrums der 

kalziumgebundenen Form liegt bei 340 nm, der kalziumfreien Form bei 380 nm. Die An-

regung von Fura-2 AM bei einer Wellenlänge von 360 nm ist kalziumunabhängig (Isosbes-

tischer Punkt). Die maximale Emission wurde bei 510 nm detektiert. 

Die Beladung der Zellen mit Fura-2 AM (2 µM, 0,02% Pluronic) erfolgte für 30 min in 

HBSS bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln. Nach einer Nachinkubationszeit in 

HBSS von 10 min wurde mit der Kalziummessung begonnen. Die Intensität der Emission 

von 520 nm wurde nach Anregung mit 340 und 380 nm aufgenommen. Für die Analyse 

von [Ca2+]i wurde der Quotient R (F340nm/F380nm) berechnet und mit dem Faktor 1000 

multipliziert. Für die Auswertung wurde der intrazelluläre Bereich der Zellen markiert 

(region of interest; ROI). Jedes Experiment dauerte 19 min, wobei innerhalb dieser Zeit 

380 Messungen erfolgten. Innerhalb einer Messung wurde der Farbstoff Fura-2 dreimal 

(340 nm, 360 nm und 380 nm) für je 10 ms angeregt. Die Fluoreszenzintensitäten der 

Emission von Fura-2 wurden getrennt nach den drei Anregungswellenlängen aufgezeich-

net. Der Quotient R (F340nm/ F380nm) wurde berechnet, womit die relative Konzentrati-

on des zytoplasmatischen Kalziums ermittelt werden konnte. Bei der Messung einer 

Zellkultur wurden alle erkennbaren Neurone im Bildausschnitt des Mikroskops (zwischen 

5 und 15 Zellen) gemessen. Wenn bei der Mehrheit der beobachteten Neurone ein gleich-

zeitiger intrazellulärer Kalziumanstieg auf mindestens die doppelte Konzentration des 

Ruhezustands auftrat, wurde dies als spontane Netzwerkaktivität gewertet.

2.10 Statistik

Die LTP Daten wurden als Mittelwert ± Standardabweichung des Mittelwerts (SEM) und 

alle übrigen Daten als Mittelwert ± Standardabweichung (SD) angegeben. Unterschiede 

zwischen Stichproben wurden als statistisch signifikant bewertet, wenn die Irrtumswahr-

scheinlichkeit weniger als 5 % betrug (P< 0,05). Zur Ermittlung der Irrtumswahrschein-

lichkeiten wurden für die LTP Daten die ANOVA mit Messwertwiederholung und für die 
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übrigen Daten Mann–Whitney U-Test zur Bewertung von Unterschieden zwischen zwei 

Stichproben angewendet. Die Berechnung erfolgte mit Hilfe von SPSS 3.0.



Ergebnisse

30

3 ERGEBNISSE

3.1 LTP Störung durch Aβ

Mehrere Arbeiten zeigten bereits eine starke Reduzierung der LTP durch Applikation 

verschiedener Aβ Spezies unterschiedlicher Aggregationsniveaus (Walsh et al., 2005; 

Puzzo und Arancio 2006; Gengler et al., 2007). Somit sollte zunächst anhand der Literatur-

angaben ein zuverlässiges Protokoll zur Aβ vermittelten Schädigung der LTP reproduziert 

und etabliert werden, um anschließend zelluläre Mechanismen untersuchen zu können.

3.1.1 Die Beeinflussung der LTP ist abhängig vom Aggregationszustand des 

Eine experimentell einfach handhabbare und häufig verwendete A -35), 

welche als so genannte toxische Domäne innerhalb des vollständigen Peptids A -40/42) 

identifiziert wurde (Mattson et al., 1992). Neben der neurotoxischen Wirkung dieses A

Fragments konnte durch Applikation in vitro, sowie Injektion in vivo ein starker inhibie-

render Effekt auf die LTP nachgewiesen werden (Freir et al., 2001). 

-35) auf die LTP in hippokampalen Akut-

schnitten der Ratte wurde frisch aufgelöstes Peptidfragment in einer Konzentration von 

-35) vermittelte Störung der LTP beobachtet 

werden (Abbildung 9). Die elektronenmikroskopische Untersuchung des Peptids ließ keine 

Proteinaggregate erkennen (Abbildung 10). Somit kann davon ausgegangen werden, dass 

zum Zeitpunkt der Badapplikation vornehmlich mon -35) vorlag.

Um die Peptidspezies als Ursache für den fehlenden Effekt auf die LTP auszuschlie-

ßen, wurde frisch gelöstes A -40) einer Konzentration von 500 nM untersucht. Es konn-

te  keine hemmende Wirkung auf die LTP beobachtet werden (Abbildung 11). Die 

-40) belegte das Fehlen von Peptidagg-

regaten zum Zeitpunkt der Applikation und lässt daher die Annahme des vornehmlich 

monomeren Zustands des Peptids zu (Abbildung 12). 
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Abbildung 9 -35) hat keinen Einfluss auf die LTP.

-35) wurde in einer Konzentration von 500 nM appliziert. Die LTP war im 
Vergleich zur Kontrollpotenzierung nicht gestört (monomeres A (25-35): n= 13; 
Kontrolle: n=15; n.s. ANOVA mit Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP er-
folgte zum Zeitpunkt 0. Das untere Schema demonstriert den Zeitverlauf aller LTP-
E ährend der 
Vorinkubation der Schnitte (siehe Methoden Abschnitt 2.1.1) präsent waren.

9 h

Applikation von A und/ 
oder der Substanzen

0 h 2 h

Schnittpräpa-
ration

Transfer der Schnitte in die Meßkammer und 
Messung der I/O Kurve sowie Basislinie

LTP Induktion und 
Registrierung

4,5 h
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Abbildung 10: Elektronenmikroskopische Analyse von frisch gelöstem A -35) 

Da keine Peptidaggregate zu erkennen waren, konnte vom vornehmlich monomeren
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Abbildung 11 -40) hat keinen Einfluss auf die LTP. 

-40) wurde in einer Konzentration von 500 nM appliziert. Die LTP war im Ver-
gleich zur Kontrollpotenzierung nicht gestört (monomeres A -40): n= 10; Kontrol-
le: n=11; n.s. ANOVA mit Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP erfolgte 
zum Zeitpunkt 0.
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Abbildung 12: Elektronenmikroskopische Analyse von frisch aufgelöstem A -40) 

Da keine Peptidaggregate zu erkennen waren, konnte vom vornehmlich monomeren 

r-

den konnte, dass Aggregate dieses Peptids eine erhöhte Toxizität auf primäre Neurone und 

eine ausgeprägte LTP Störung induzieren (Puzzo und Arancio 2006). Hierzu wurde A -

40) für mehrere Tage inkubiert, wodurch fibrilläre A -Aggregate entstanden, die im elekt-

ronenmikroskopischen Bild als nadelförmige Strukturen erkennbar waren (Abbildung 13). 

Aufgrund der Molekülgröße wurde die Konzentration des applizierten A -40) auf 

1µM(Monomer) erhöht. Es konnte keine Störung der LTP durch fibrilläres A -40) beobach-

tet werden (Abbildung 14).
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Abbildung 13: Elektronenmikroskopische Analyse von fibrillärem A -40). 

Das Peptid wurde in einer Konzentration von 1 µg*ml-1 für mehrere Tage bei in PBS 
bei 37 °C inkubiert. Es sind große, nadelförmige Strukturen zu erkennen, die auf eine 

eptidfibrillen schließen lassen.
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Abbildung 14: Fibrilläres A -40) hat keinen Einfluss auf die LTP.

Fibrilläres A -40) wurde in einer Konzentration von 1 µM appliziert. Die LTP war 
im Vergleich zur Kontrollpotenzierung nicht gestört (fibrilläres A -40): n= 12; 
Kontrolle: n=15; n.s. ANOVA mit Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP er-
folgte zum Zeitpunkt 0. 
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-Oligomere ein (Klein, 2002; 

Walsh et al., 2005), welche sich aus wenigen Monomeren des Peptids zusammensetzen, 

sphärische Strukturen bilden und durch spezielle Aggregationsprotokolle in vitro generiert 

werden können. Um ihre Wirkung auf die LTP zu untersuchen, wurden zunächst Oligome-

-40) generiert. Ihre elektronenmikroskopische Untersuchung ließ ein hetero-

genes Gemisch sphärischer Strukturen erkennen (Abbildung 15). Die Molekülgröße dieser 

-40) Oligomere nicht als SDS stabil 

erwiesen und somit nicht mit Hilfe der SDS PAGE analysiert werden konnten. Die Appli-

-40) Oligomere in einer Konzentration von 500 nM bewirkte eine signifi-

kante Verminderung der LTP im Vergleich zur Kontrollpotenzierung (Abbildung 16: 

-40): 250,4 ± 12,9 %; Kontrolle: 306,0 ± 14,1 %, 1 min nach Tetanusapp-

-40): 127,0 ± 7,3 %; Kontrolle: 161,6 ± 9,9 %, 220 min nach 

Tetanusapplikation). 

Abbildung 15 -40). 

Das Peptid wurde in einer Konzentration von 2,5 mg*ml-1 in HFIP bei Raumtempera-
tur gelöst, dann mit bidestilliertem Wasser 1:9 verdünnt und für 20 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Es sind sphärische Strukturen zu erkennen, die auf eine Aggregation 

Peptidoligomeren schließen lassen.
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Abbildung 16 -40) stört die LTP. 

- -40) 
Oligomer behandelte Akutschnitte wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signi-

trolle: n=10; * P
Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 0. Analoge 
Signalspuren zeigen repräsentative fEPSP 1 min vor Tetanusapplikation (1) und 235 
min nach Induktion der LTP (2). 

2)

oligomeres 
-40)

Kontrolle

1)

4 
mV 

10 ms 
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Das Ergebnis der hohen LTP störenden Potenz von Oligomeren sollte nun anhand einer 

bestätigt werden. Dazu -42) oligomerisiert und in einer 

-42) Oligomere konnten ebenfalls die LTP im 

Vergleich zu Kontrollpotenzierung signifikant reduzieren (Abbildung 17

(1-42): 237,1 ± 11,2 %; Kontrolle: 274,3 ± 19,7 %, 1 min nach Tetanusapplikation; oligo-

-42): 124,0 ± 7,8 %; Kontrolle: 171,0 ± 16,8 %, 220 min nach Tetanusapplika-

tion). 

Im elektronenmikroskopischen Bild zeigten sich diese Oligomere ebenfalls in sphäri-

schen Formen heterogener Größe (Abbildung 18 a). Da diese Aggregate SDS-stabil sind, 

war eine relative Molekülgrößenbestimmung mit der SDS-PAGE möglich, welche ein 

Gemisch aus Oligomeren zwischen 4,6 und 50 kDa offenbarte (Abbildung 18 b). Da die 

SDS PAGE unter nicht denaturierenden und monomerisierenden Bedingungen durchge-

führt werden musste, um die Oligomerstrukturen zu erhalten, konnte nur eine ungefähre 

Ableitung der Molekülgröße erfolgen. Anhand theoretischer Erwägungen und der Be-

schreibungen anderer Gruppen (Klein 2002), setzen sich

(1-42) Monomeren zusammen.
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Abbildung 17 -42) stört die LTP. 

- -42) 
Oligomer behandelte Akutschnitte wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signi-

-42): n= 10; Kontrolle: n=7; * P
ANOVA mit Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 
0. 
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Abbildung 18: Elektronenmikroskopisch -
42). 

A) Das Peptid wurde in einer Konzentration von 250 µg*ml-1 in DMSO gelöst und bei 
24h bei 4°C inkubiert. Es sind sphärische Strukturen von einer Größe zwischen 5 und 
20 nm zu erkennen, die auf eine Aggregation d ßen 

-42) Oligomerpräparation deutet auf das Vorhan-
densein von Monomeren (4,6 kDa) Dimeren (etwa 9 kDa), Trimeren (etwa 12kDa) und 
Dodekameren (etwa 40 kDa) hin.

Zur Überprüfung, ob die LTP Störung auf der spezifischen Wirkung der A -Oligomere 

-Antikörpers Chicken anti- e-

währleistung der vollständigen Bindung des Antikörpers an sein Epitop, wurde er bereits 

zum Zeitpunkt der Oligomerpräparation zugegeben. Die Koapplikation des Antikörpers 

-vermittelte Verminderung der fEPSP Potentierung, was auf einen spe-

ßen lässt (Abbildung 19 -42): 

175,6 ± 10,7 %; Kontrolle: 200,2 ± -42)/Antikörper: 202,8 ± 8,4 

-42): 128,8 ± 8,0 %; Kontrolle: 153,8 

-42)/Antikörper: 147,4 ± 7,5 %, 220 min nach Tetanusapplikati-

on). 
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Abbildung 19 örpers auf die durch oligomeres A ädigte 
LTP. 

Die Applikation des Antikörpers (5µg) hob den LTP störenden Effekt von 500 nM oli-
- - -

42)/Antikörper: n= 15; A - -42)/Antikörper: * P
Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 0.

Viele Publikationen weisen auf eine fast vollständige Inhibition der LTP durch A o-

mere hin. Dieser sehr ausgeprägte A

nicht beobachtet werden. Als mögliche Ursache dafür kann das Alter der Versuchstiere 

herangezogen werden. Eine Abhängigkeit der Stärke der -induzierten LTP Störung 

wurde von (Minogue et al., 2007) in Ratten gezeigt. Um dieser Möglichkeit nachzugehen, 

wurden 17 Monate alte Mäuse für die LTP Testung verwendet. Bei der Messung der In-

put/Output-Kurve zeigten diese Tiere im Vergleich zu den jüngeren Mäusen eine signifi-

kant verminderte Signalgröße (Abbildung 20: maximaler Anstieg fEPSP bei einer 

Reizstärke von 3,5 V: 4 Monate alte Mäuse: 4,9±0,5 mV/ms; 17 Monate alte Mäuse: 

3,4±0,5 mV/ms). Überraschenderweise konnte bei der nachfolgenden Potenzierung nur 

eine tendenzielle Beeinträchtigung der LTP drei Stunden nach Tetanusapplikation beo-

bachtet werden (Abbildung 21). 
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Abbildung 20: 17 Monate alte Mäuse weisen eine verminderte Signalgröße im Ver-
gleich zu 4 Monate alten Tieren auf.

Es wurde der Anstieg des EPSP bei steigender Reizstärke gemessen. (4 Monate alte 
Mäuse: n=12, 17 Monate alte Mäuse: n=12; * P r-
holung). 
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Abbildung 21 ört die LTP in 17 Monate alten Mäusen nicht. 

-42) wurde in einer Konzentration von 500 nM appliziert. Die LTP 
war im Vergleich zur Kontrollpotenzierung nicht gestört (oligomeres A -42): n= 
12; Kontrolle: n=12; n.s. ANOVA mit Messwertwiederholung). Drei Stunden nach Te-
tanusapplikation wurde eine tendenzielle, nicht signifikante Verminderung der Poten-
zierung unter Einfluss von -42) beobachtet. Die Induktion der LTP erfolgte zum 
Zeitpunkt 0.
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Nun sollte überprüft werden, ob die Art des applizierten Tetanus den A -LTP-Effekt be-

einflussen könnte, denn verschiedene Tetani können unterschiedliche Ionenkanäle aktivie-

ren und somit verschiedene LTP-Formen induzieren. Dazu wurden wieder 4 Monate alte 

Mäuse verwendet. Statt des 100 Hz Tetanus (100 Pulse (Pulsabstand 10 ms) doppelter 

Pulsbreite (0,1 ms pro Halbwelle)) wurde der, auf der Thetafrequenz beruhende, Theta-

Burst (10 Pulsgruppen (Pulsgruppenabstand 200 ms) mit je vier Pulsen (Pulsabstand 10 

ms) doppelter Pulsbreite (0,1 ms pro Halbwelle)) appliziert. Die durch den Thetaburst 

ausgelöste LTP wurde von ol 2).
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Abbildung 22 ört die durch einen Thetaburst induzierte LTP nicht.

-40) wurde in einer Konzentration von 500 nM appliziert. Die LTP 
war im Vergleich zur Kontrollpotenzierung nicht gestört. (oligomeres A -40): n= 
14; Kontrolle: n=17; n.s. ANOVA mit Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP 
erfolgte zum Zeitpunkt 0.
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3.2 örung und 
-Zytotoxizität

Abschnitt gezeigt werden konnte, als eine Störung der LTP ausprägt, wurde bereits von 

1998; Shen et al., 2006). Inwieweit die LTP Störung mit einer Zytotoxizität korreliert oder 

dieser vorausgeht, sollte im Folgenden untersucht werden. 

Eine häufig verwendete Methode, um die A -Zytotoxizität zu untersuchen, ist der 

MTT-Assay (Liu et al., 2005, Liu et al., 1998; Shearman et al., 1994; Walsh et al., 2005). 

h-

tet werden (Abe und S -MTT-Effekt bereits 3 Stunden nach der 

Störung der Redoxaktivität der Zellen widerspiegelt, wird er als ein früher Aspekt der A -

vermittelten Zytotoxizität angesehen. Wegen dieser schnellen zellulären A -MTT-

Reaktion war dieser Assay für eine Korrelation mit der ebenfalls innerhalb von Stunden 

eintretenden LTP Störung geeignet. 

-40) behandelt und 

-40) Oligomeren bewirkte eine signifikante 

Störung der LTP (Abbildung 23 A -40): 264,8 ± 18,8 %; Kontrolle: 

-40): 129,7 ± 11,1 %; 

Kontrolle: 189,7 ± 15,8 %, 220 min nach Tetanusapplikation). Nach der Messung der LTP 

wurden die Schnitte für 3 Stunden mit MTT inkubiert und die Umsatzrate ermittelt. Im 

Vergleich zur Kontrolle war die Redoxaktivität der mit A nicht 

gestört (Abbildung 23 B). 
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Abbildung 23: Die LTP Störung durch oligomeres A (1-40) geht nicht mit einer Re-
duktion der MTT Umsatzrate des hippokampalen Akutschnitts einher.

-40) Oligomer behandelte Akutschnitte wiesen im Vergleich zur Kontroll-
-40): n=8; Kontrolle: 

n=16; *P< 0,05; ANOVA mit Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP erfolgte 
zum Zeitpunkt 0. B) Nach der LTP-Messung wurde die MTT-Umsatzrate der Schnitte 
gemessen. Dabei konnte kein Unterschied zwischen den Gruppen beobachtet werden.  

A

B
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Da die Akutschnitte eine maximale Messzeit von 12-14 h erlauben, ist die Inkubationszeit 

Zeit begrenzt. Es bestand die Möglichkeit, dass Hippokampusschnitte 

über einen längeren Zeitraum mit A üssen, damit der MTT Umsatz 

gestört wird. Darum wurde auf organotypische hippokampale Schnittkulturen (OHC) 

zurückgegriffen (Abbildung 24). 

Abbildung 24: Zeitabhängiger MTT Umsatz durch einen OHC

Repräsentativer MTT Umsatz durch einen OHC. MTT wurde in der Konzentration von 
0,5 mg*ml-1 in das Zellkulturmedium appliziert. Die violette Verfärbung zeigt die Bil-
dung des Formazans an. In den einzelnen Bildern ist die Zeit des MTT Umsatzes in 
Minuten eingetragen. Innerhalb von etwa 3 Stunden ist der maximale MTT Umsatz er-
reicht.

Diese Kulturen wurden für 3 Tage mit 10 µM oligomerem A -

(1-42) behandelt und die MTT Umsatzrate ermittelt. Überraschenderweise konnte keine 

Störung der Redoxaktivität beobachtet werden. Zum Zwecke der Kontrolle, inwieweit der 

MTT Assay geeignet ist, Zellschaden im OHC detektieren zu können, wurde durch Appli-

kation von 15 µM Glutamat ein Zellschaden induziert, welche eine deutliche Reduktion 

der Formazanproduktion bewirkte (Abbildung 25: oligomeres A (1-40): 103,4% ± 22,6%; 

oligomeres A (1-42): 106,5% ± 19,3%; Kontrolle: 100 ± 10,6%; Glutamat (15 mM): 17,4 

± 3,5%). 

Darüber hinaus konnte mit einer immunhistochemischen GFAP-Färbung eine Aktivie-

-42) nachgewiesen und somit eine physiologi-

sche Aktivität des A 6).
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Abbildung 25: Beeinflussung des MTT Umsatzes durch oligomeres 

Die Applikation von 15 µM Glutamat bewirkte eine signifikante Reduktion des MTT 
Umsatzes. Dagegen hatte die dreitägige Applikation von 10 µM oligomerem A (1-40) 
und oligomerem A (1-42) keinen Einfluss auf die MTT Reduktion der OHC. Die 
MTT Umsatzrate der jeweiligen Kontrollgruppe wurde auf 100 % normiert und ist als 
gestrichelte Linie gekennzeichnet. (alle Gruppen: n Glutamat vs. Kontrolle: * 
P - -42) vs. Kontrolle: n.s., Mann–Whitney U-
Test)

Abbildung 26: Immunhistochemische Färbung der OHC nach A

ärbung konnte eine Präsenz und somit eine erfolg-
reiche Diffusion von appliziertem A (1-40) in den OHC nachgewiesen werden. Die 
immunhistochemische GFAP Färbung zeigte im OHC eine Aktivierung von Astrozy-

-42). Die Zellkerne wurden DAPI gefärbt 
und erscheinen blau.
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Um ausschließen zu können, dass der fehlende A -MTT-Effekt mit spezifischen Eigen-

schaften der Schnittkulturen zusammenhängt, wurde A in vivo appliziert. Hierzu wurde 

- -25) in den Ventrikel der Ratte 

injiziert. Ähnliche Versuche anderer Gruppen zeigten deutliche Effekte von ventrikulär 

tion des Rattenhirns (Clarke et al., 2007). Somit war von einer 

ät des Nervengewebes auszugehen, falls sich die 

Zellen im intakten Gehirn wie die in der Einzelzellkultur verhielten. Drei Tage nach der 

hippokampale Akutschnitte präpariert und der MTT Umsatz gemes-

(Abbildung 27). 

Die Präsenz von A

Färbung nachgewiesen (Abbildung 28).

Abbildung 27: Einfluss von A auf den MTT Umsatz von hippokampalen ex vivo 
schnitten.

Die in-vivo Injektion von frisch aufgelöstem A (25- -
25) und oligomerem A (1-42) erfolgte drei Tage zuvor. 
Umsatz des Gewebes nicht. 
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Abbildung 28: Immunhistochemische Färbung von A -vivo Applikation von 

Es konnte eine Präsenz von A -vivo Applikation nachgewie-
sen werden 

3.3 Die LTP Störung ist abhängig von der Aktivierung des NR2B-
haltigen NMDA-Rezeptors 

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, ist ein möglicher, von A s-

ter Rezeptor, der NMDA-Rezeptor. Denn in vitro Studien zeigten, dass Oligomer-

Effekte von einer anormalen Aktivierung der NMDA-Rezeptoren begleitet sind (Lacor et 

r-

mittelten LTP Störung und einer NMDA-Rezeptorüberaktivierung zu untersuchen, sollte 

dieser Rezeptor während der A plikation inhibiert werden. Eine Schwierigkeit bei 

diesem Experiment bestand darin, dass die LTP selbst von der Aktivierung des NMDA-

Rezeptors abhängig ist. Dies wurde mit einem Versuch gezeigt, wo der Effekt des subtyp-

unspezifischen NMDA-Rezeptor Antagonisten APV auf die LTP getestet wurde. APV 

blockierte die Potentierung fast vollständig (Abbildung 29: Kontrolle: 249,5 ± 15,6 %; 
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APV:129,4 ± 1,9 %, 1 min nach Tetanusapplikation; Kontrolle: 182,3 ± 12,0 %; APV:  

120,6 ± 3,8 220 min nach Tetanusapplikation).

Somit konnte dieser Antagonist nicht für die Untersuchung der möglichen NMDA-

ür

NR2B-haltige NMDAR spezifischen Antagonisten Ifenprodil (10 µM) auf die LTP getes-

tet. Die Applikation dieses Antagonisten beeinflusste die LTP nicht (Abbildung 30).
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Abbildung 29: APV blockiert die LTP 

Die Applikation von 25 µM APV für 50 min bewirkte im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe eine signifikant verminderte LTP (APV: n=4; Kontrolle: n=10; * P
mit Messwertwiederholung). Der Balken kennzeichnet die Einspülzeit von APV oder 
der Lösungsmittelkontrolle (LM) 30 min vor bis 20 nach Applikation des ersten Teta-
nus. Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 0 durch Applikation des 100 Hz 
Tetanus.
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Abbildung 30: Einfluss von Ifenprodil auf die LTP 

Die Applikation von 3 µM Ifenprodil beeinflusste die LTP im Vergleich zur Kontroll-
gruppe nicht (Ifenprodil: n=16; Kontrolle: n=10; n.s., ANOVA mit Messwertwiederho-
lung). Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 0.

Folglich war Ifenprodil für die weiteren LTP-Experimente geeignet, da es die LTP nicht 

beeinflusste. Bei Koapplikation von Ifenprodil m wurde die A -

induzierte LTP-Störung verhindert (Abbildung 31 -42): 184,6 ± 13,3 %; 

-42)/Ifenprodil (3µM): 205,7 ± 8,8 %, 1 min 

-42): 116,4 ± 9,0 %; Kontrolle: 148,0 ± 13,0 %; 

-42)/Ifenprodil (3µM): 148,4 ± 8,1 %,  220 min nach Tetanusapplikati-

on). 

Um den protektiven Effekt der Blockade des NR2B-haltigen NMDAR zu bestätigen, 

wurde Ro 25,6981, ein weiterer spezifischer Inhibitor dieses Rezeptorkanals, mit oligome-

Ifenprodil beeinflusste auch Ro 25,6981 die LTP nicht (Abbil-

dung 32). Die Koapplikation von Ro 25,6981 konnte den -induzierten LTP-Schaden 

weitgehend aufheben (Abbildung 33).
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Abbildung 31 ädigte LTP. 

Die Applikation von Ifenprodil (3µM) hob den LTP störenden Effekt von 500 nM oli-
-42 -42): n=12; Kontrolle: n=10 -

42)/Ifenprodil: n= -4 -42)/Ifenprodil: * P<0,05; ANOVA mit 
Messwertwiederholung). Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 0.
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Abbildung 32: Ro 25,6981 beeinflusst die LTP nicht 

Die Applikation von 1 µM Ro 25,6981 beeinflusste die LTP im Vergleich zur Kont-
rollgruppe nicht (Ro 25,6981: n=12; Kontrolle: n=12; n.s., ANOVA mit Messwertwie-
derholung). Die Induktion der LTP erfolgte zum Zeitpunkt 0.
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Abbildung 33: Einfluss ädigte LTP.

Die Applikation von Ro 25,6981 (1µM) hob den LTP beeinträchtigenden Effekt von 
-42) annähernd vollständig -42): n= 

-42)/ Ro 25 - -42)/Ro 
25,6981: * P r-
folgte zum Zeitpunkt 0.

3.4
neuronalen Zelltod, sondern neuronale Schäden auf funktioneller 
und struktureller Ebene

Die beschriebenen i-

sche Basisaktivität. Bedingt durch das Methodenprotokoll der LTP-Messung, die erst etwa 

önnte ein früher eintretender Basislinienef-

fekt unerkannt bleiben. Deshalb wurden die Akutschnitte im Folgenden sofort nach der 

einstündigen ät hin untersucht. Es konnte ein 

signifikanter Abfall des fEPSPs etwa 4 h nach rfasst werden (Abbildung 

34 -42): 73,7 ± 6,5%, 460 min nach Beginn der 

Messung). ät konnte durch Koapplikation 

von Ro 25,6981 aufgehoben werden (Abbildung 35: Kontrolle: 109,3 ± 9,3%; oligomeres 

-42)/ Ro 25,6981: 93,3 ± 7,4%, 460 min nach Beginn der Messung). Ro 25,6981 

beeinflusste die Basislinienaktivität unter Kontrollbedingungen nicht (Abbildung 36: Kont-

rolle: 109,3 ± 9,3; Ro 25,6981: 93,6 ± 9,3%, 460 min nach Beginn der Messung)
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Abbildung 34 -42) auf die synaptische Basisaktivität 

-42) führt im Vergleich zur Kontrolle zu einem signifikanten Abfall 
-42): n=27; Kontrolle: n=23; *P< 0,05; ANOVA mit 

Messwertwiederholung). Dieser Effekt beginnt etwa 4h nach der Applikation des 
und erreicht sein Maximum etwa 2 h später. Das untere Schema demonstriert den Zeit-
verlauf aller Basislinienexperimente. Es ist wichtig zu betone s-
tanzen nur während der Vorinkubation der Schnitte (siehe Methoden Abschnitt 2.1.1) 
präsent waren. 
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Abbildung 35 ädigte Ba-
sislinienaktivität. 

Die Applikation von Ro 25,6981 (1µM) hob die Reduktion der Basislinienaktivität 
durch 500 nM oligomeres - -42)/Ro 25,6981: n= 11; 
Kontrolle: n=23).

Applikation von A
und der Substanzen

0 h 2 h1 h

Schnittprä-
paration

Transfer der Schnitte in die Meßkam-
mer und Messung der Signale

9 h
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Abbildung 36: Einfluss von Ro 25,6981 auf die Basislinienaktivität unter Kontrollbe-
dingungen. 

Die Applikation von Ro 25,6981 (1µM) beeinflusste die Basislinienaktivität nicht (Ro 
25,6981: n= 18; Kontrolle: n=23).

Ein möglicher Grund für diesen Abfall ist eine Reduktion von synaptischen Kontakten 

durch di

zu prüfen, wurden primäre Neurone mit A n-

zentrationen bewegten sich dabei im sublethalen Bereich. Dies wurde insofern bestätigt, 

als die N e-

schädigt wirkten (Abbildung 37) und mit Hilfe des LDH Assays im Vergleich zur Kontrol-

le keine erhöhte Ausschüttung von LDH messbar war (Abbildung 38). 
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Abbildung 37

500 nM A (1-42) Oligomere wurden für 3 Tage zu einer neuronalen Primärkultur 
appliziert. Die darauf folgende MAP 2 Immunfärbung zeigte keinen Unterschied zwi-
schen der Kontrollgruppe und der A behandelten Gruppe.

Abbildung 38 -Ausschüttung.

500 nM A (1-42) Oligomere wurden für 3 Tage zu einer neuronalen Primärkultur 
appliziert. Daraufhin wurde die LDH Ausschüttung durch die Neurone quantifiziert. Es 

beobachtet werden. (alle Gruppen: n –Whitney U-Test)

Um die mögliche degenerative Wirkung der eingesetzten A -Oligomere auf die synapti-

schen Kontakte darstellen und quantifizieren zu können, wurde eine Synapsenfärbung 

durchgeführt. Durch immunhistochemische Färbung von Synaptophysin, einem Protein der 

postsynaptischen Dichte (PSD), waren die Synapsen erkenn- und quantifizierbar. Neuro-

-42) Oligomer versetzt wurden, zeigten im Vergleich 

zur Kontrolle eine signifikante Reduktion von Synapsen. Dieser Rückzug der Synapsen 

konnte durch Koapplikation von Ifenprodil (10 µM) aufgehoben werden (Abbildung 39: 

- ). 
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Abbildung 39 auf die Zahl synaptischer Kontak-
te in einer neuronalen Primärkultur und Abhängigkeit vom NR2B-haltigen NMDAR.

A) Repräsentative Aufnahmen der immunzytochemisch gegen MAP2 und Synapto-
physin gefärbten Synapsen. A -42) wurde für einen Tag appliziert. Der Maßstabs-
balken entspricht 10 µm. B) Die Behandlung der Zellen mit A vermindert signifikant 
die Anzahl der synaptischen Kontakte nach 24h 
Koapplikation von 10 µM Ifenprodil (Ifn) verhinderte den Rückgang der Synapsen 

n.: n=10) *P<0.05; Mann–Whitney U-Test. 
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-Oligomere ausgelöste synaptische Degeneration ist eine strukturelle Kon-

sequenz der schädigenden Wirkung des Alzheimerpeptids. Im Folgenden sollte getestet 

werden, ob sich diese sublethale Degeneration auch funktionell ausprägt. Hierzu wurde die 

Häufigkeit der spontanen, synchronen Netzwerkaktivität innerhalb einer neuronalen Pri-

märkultur gemessen. Mit Hilfe von Kalziumimaging konnte die spontane Netzwerkaktivi-

tät aufgezeichnet und quantifiziert werden. Eine Neuronenkultur wurde mit Fura 2 versetzt 

und für 23 min beobachtet. Wenn bei mehreren Neuronen innerhalb der Kultur der intra-

zelluläre Kalziumspiegel synchron auf mindestens die doppelte Konzentration anstieg, 

wurde dies als ein Ereignis spontaner Netzwerkaktivität gezählt (Abbildung 40). 

Da die Erregbarkeit der verschiedenen Neuronenpräparationen stark variierten, wurden 

alle Versuchsgruppen einer Präparation immer auf die jeweilige Kontrolle der gleichen 

Präparation (entspricht der gleichen Zellkulturplatte) normiert. Neuronenkulturen, welche 

für 24 h mit A -42) Oligomeren behandelt wurden, zeigten eine signifikant reduzierte 

Häufigkeit spontaner Netzwerkaktivität. Dieser Effekt konnte durch Koapplikation mit 

Ifenprodil aufgehoben werden (Abbildung 41
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Abbildung 40: Repräsentative Aufnahmen der mit Fura-2 beladenen neuronalen Pri-
märkultur (21 DIV). 

Das linke Bild zeigt ein inaktives Netzwerk, da die intrazellulären Kalziumkonzentra-
tionen aller Zellen unverändert sind. Im rechten Bild ist eine spontane Aktivität des 
neuronalen Netzwerks erkennbar. Hier erfolgte ein synchroner Anstieg der intrazellu-
lären Kalziumkonzentration innerhalb der Neurone, die in das Netzwerk integriert 
sind. Die Zellen, die während dieses spontanen Ausbruchs nicht aktiv sind, sind ent-
weder nicht integrierte Neurone, oder Astrozyten. Die untere Graphik zeigt den zeitli-
chen Verlauf der spontanen Netzwerkaktivitäten dieser Neuronenkultur. Signifikante 
synchrone Erhöhungen der intrazellulären Kalziumkonzentration wurden als ein 
Ereignis gezählt. Also war diese Kultur innerhalb der gemessenen 22 Minuten vier mal 
aktiv (Die gezählten Netzwerkausbrüche sind durch Sternchen markiert). Der Maßs-
tabsbalken entspricht 40 µm.
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Abbildung 41: Oligomeres (Aß 1-42) reduzierte die Häufigkeit spontaner Aktivität in-
nerhalb von Neuronenkulturen. Die Inhibition des NR2B-haltigen NMDARs durch 

-Effekt auf 

A) Repräsentative Signalspur des intrazellulären Kalziumsignals in Neuronen der 
Kontrollgruppe, bzw. der Ifenprodil (3µM)-Kontrolle (es war kein Unterschied zwi-
schen beiden Gruppen zu verzeichnen) B) Repräsentative Signalspur des intrazellulä-
ren Kalziumsignals in Aß behandelten Neuronen C) Repräsentative Signalspur des 
intrazellulären Kalziumsignals in Aß (500 nM) und Ifenprodil (3 µM) behandelten 
Neuronen D) Aß bewirkte eine signifikante Verringerung der Häufigkeit spontaner 
Aktivität. Dies konnte durch Zugabe von Ifenprodil aufgehoben werden (Zahl gemes-
sener Kulturen: Kontrolle: n=22; Aß: n= 15; Aß+Ifenprodil: n= 8, *P<0.05; Mann-
Whitney U-Test). Die Normierung der Werte der einzelnen Gruppen erfolgte immer in 
Bezug auf die Kontrollgruppen innerhalb der selben Zellkulturpräparation.

3.5 D
der Aktivierung von Jacob

-

haltigen NMDAR hin. Da kürzlich ein neues Protein (Jacob) beschrieben wurde, welches 

durch eine NMDA(2B)-Rezeptor-Überaktivierung aktiviert wird und zu einer neuronalen 

Degeneration führt (Dietrich et al., 2008), wurde die Frage aufgeworfen, ob A -Oligomere 

dieses Protein ebenfalls beeinflussen. Zur Klärung dieser Frage wurde in einer neuronalen 

Primärkultur die Proteinsynthese durch Zugabe von Anisomycin (7,5 µM) blockiert. Diese 

Neuronen wurden für 30 min mit 500 nM A -42) Oligomeren (ADDL) behandelt und 

die Menge von Jacob in den Zellkernen semiquantitativ analysiert. Durch die Behandlung 

mit Anisomycin konnte der Jacob-Spiegel im Kern als unabhängig von der de novo Pro-

teinsynthese betrachtet werden. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe konnte eine erhöhte 

nukleäre Konzentration von Jacob gemessen werden. Die Applikation von NMDA (100 

µM) für 3 min bewirkte ebenfalls einen Anstieg von Jacob in den neuronalen Zellkernen 

(Abbildung 42

Applikation von Ifenprodil (5 µM) aufgehoben werden (Abbildung 43).

Daraufhin wurde untersu äre Translokation von 

Jacob auch in komplexeren Gewebe auftritt. Hierzu wurden akute hippokampale Schnitte 

präpariert und in zwei Gruppen separiert. Eine Gruppe wurde mit 500 nM oligomerem A

(1-42) behandelt und die LTP gemessen. Die andere Gruppe wurde ebenfalls mit 500 nM 

-42) sowie mit 7,5 µM Anisomycin behandelt und nach 2h für die im-

munhistochemische Färbung von Jacob fixiert. Es konnte eine signifikante Störung der 

LTP (Abbildung 44 A) und ein signifikanter Anstieg von Jacob im Zellkern beobachtet 

werden (Abbildung 44 B).



Ergebnisse

60

Abbildung 42: Repräsentative Immunfärbung von A o-
nen.

Die DAPI gefärbten Zellkerne ließen eine Messung des nukleären Gehalts an Jacob zu. 
Der Maßstabsbalken entspricht 10 µm.

Abbildung 43 äre Translokation 
von Jacob.

öhung von Jakob im Zellkern. Die-
ser Effekt kann durch Ifenprodil (5 µM) aufgehoben werden. Die Applikation von 
NMDA treibt Jacob ebenfalls in den Zellkern (Kontrolle: 100% ± 5, n=38; NMDA: 
184.4% ±8.7, n=27; A : 155.6% ± 7.4, n=44; A +Ifenprodil: 90.6% ± 4.7, n=24; 
*P<0.05; Mann-Whitney U-Test). 
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Abbildung 44 -42) auf die LTP und die Jacobkonzentra-
tion im Zellkern von akut isolierten hippokampalen Schnitten. 

- -
42) Oligomer behandelte Akutschnitte wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine 

*P
Messwertwiederholung). B) Die parallele Analyse der Jacobkonzentration offenbarte 
eine signifikante Erhöhung von Jacob im Zellkern. 

A
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4 DISKUSSION

4.1 LTP Störung durch A

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Applikation n-

zentrationen die Langzeitpotenzierung in akut isolierten hippokampalen Schnitten der 

Maus stört. Dieser Effekt war jedoch nur mit oligomerem A

Verschiedene Aggregationszustände wurden für A als Mo-

nomer, lösliches Oligomer oder unlösliche Fibrille auftreten. Die generelle Bezeichnung 

„Oligomer“ beinhaltet verschiedene Formen der Zusammenlagerungen, wie Dimere, Tri-

mere, Protofibrillen, Dodekamere oder ringförmige (porenartige) Strukturen, was die Frage 

nach unterschiedlichen Wirksamkeiten dieser verschiedenen Oligomere aufwirft. In den 

Arbeiten mehrerer Labore konnte die LTP mit allen oligomeren Formen gleichermaßen 

beeinflusst werden (Walsh et al., 2005; Puzzo und Arancio 2006; Shankar et al., 2008; 

Townsend et al., 2006; Barghorn et al., 2005). Diese gemeinsame schädigende Potenz aller 

Oligomere wurde im Rahmen der Experimente von Kayed et al. untersucht. Über die Se-

lektion eines konformationsspezifischen Antikörpers, der präfibrilläre Oligomere bindet, 

konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche Oligomere vom gleichen Antikörper erkannt 

werden (Kayed et al., 2003). Somit wurde ein gemeinsames, den Oligomeren eigenes 

Strukturmotiv postuliert, welches entscheidend für die Toxizität sein soll. Dieses Postulat 

deckt sich mit den Befunden dieser Arbeit Es wurde beobachtet, dass die zwei Oligomerp-

räparationen aus A - -42) die LTP gleichermaßen stören, obwohl sie aus 

en Bild un-

gleich groß wirkten. Offenbar scheint die genaue Identität des LTP-störenden Oligomere 

unerheblich, da eine gemeinsame molekulare Struktur und nicht etwa die bestimmte An-

zahl von zusammengelagerten Monomeren über die schädigende Wirkung der A -

Aggregate entscheidet. 

Diesem Postulat der toxischen Oligomerstruktur weiter folgend, müssen sich jedoch 

konnte keine LTP Störung durch fibrilläres A Noch sind die genauen 

Unterschiede zwischen Oligomeren und Fibrillen nicht genau aufgeklärt, doch kürzlich 

-Faltblattstruktur aufweisen, Oligo-

mere jedoch eine antiparallele Struktur haben, die in Fibrillen nicht gefunden werden kann 

(Cerf et al., 2009). Dies könnte den unterschiedlichen Effekt auf die LTP erklären. Es muss 

jedoch eingeräumt werden, dass A ülgröße von 
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über 100 kDa langsamer diffundieren und somit die Neurone des hippokampalen Schnitts 

wahrscheinlich verzögert erreichen. Arbeiten von anderen Forschungsgruppen zeigten 

bereits eine fehlende Toxizität von monomerem A

-Peptids (Giuffrida et al. 2009). In dieser Arbeit 

wurde ebenfalls keine LTP störende Wirkung von frisch aufgelöstem A (25-

(1-40) beobachtet. Dieses Ergebnis unterstützt die Hypothese, dass eine Oligomerisierung 

ür die Ausübung früher schädigender Effekte notwendig ist. 

Überraschenderweise wurde in alten Mäusen keine Beeinflussung der LTP durch A

beobachtet, obwohl mit einer intrathekalen öhte Anfälligkeit für 

alte Ratten bereits beschrieben wurde (Minogue et al., 2007). Gründe für diese Diskrepanz 

könnten der Unterschied zwischen den verwendeten Tierspezies oder der unterschiedliche 

methodische Ansatz ür 10 Tage in-vivo 

appliziert und dadurch eine starke inflammatorische Antwort mit Ausschüttung von Inter-

ährend der deutlich kürzeren in-vitro e-

genden Arbeit, ist eine starke inflammatorische Antwort unwahrscheinlich, denn dieser 

Prozess nimmt einen Zeitraum über mehrere Stunden bis Tage ein (Wunder et al., 2009). 

Anhand von anatomischen und elektrophysiologischen Studien konnte gezeigt werden, 

dass alte Tiere bereits eine gestörte neuronale Funktion sowie Integration aufweisen (Gei-

nisman et al., 1995). So ist im Hippokampus von alten Tieren ein Verlust funktioneller 

Synapsen, eine Reduktion der NMDA-Rezeptor-Aktivität und eine Verschiebung der Ca2+

Regulation beschrieben (Rosenzweig und Barnes, 2003). Die vorliegenden Untersuchun-

gen an alten Mäusen zeigten tatsächlich eine erniedrigte Input-Output-Kurve. Dies kann 

auf eine reduzierte Anzahl von Synapsen hindeuten. Anscheinend wurde die LTP-Störung 

ängigen Effekten überlagert oder maskiert. 

Die Pathogenese des Alzheimers ist progressiv und wahrscheinlich multifaktoriell, wobei 

die Schädigung der neuronalen Plastizität durch oligomeres A

geistigen Verfalls darstellen könnte (Selkoe, 2002). Im späteren Verlauf der Krankheit 

kann eine Neuroinflammation und zunehmende Neuronenschädigungen bis hin zum Zell-

tod einsetzen. Die neuronalen Schädigungen dieser späteren Alzheimer Stadien würden 

deutlich über die altersabhängigen Störungen dominieren. 

Ein interessanter Befund dieser Arbeit ist die Tetanus-abhängige Störung der LTP 

en hochfrequenten Tetanus (100 Hz) ausgelöste LTP ist anfällig 

für den A -Effekt, während die mit einem Thetaburst (5 Hz Intervalle) ausgelöste LTP 

nicht beeinflusst wurde. In der Literatur sind die Studien vorherrschend, welche die LTP 
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Störung unter Applikation des hochfrequenten Tetanus in der CA1 Region des Hippokam-

pus untersuchen (Chen et al., 2000; Costello und Herron, 2004; Gault und Holscher, 2008; 

Klyubin et al., 2009; Lee et al., 2007; Rönicke et al., 2008; Rowan et al., 2007; Schmid et 

al., 2008; Shankar et al., 2008; Tarun und Ahuja, 2007; Walsh et al., 2002; Wang et al., 

2004; Zhao et al., 2004) und dabei eine Inhibition der LTP beschreiben. Hingegen beo-

-Effekt mit Hilfe des Thetabursts (Li et al., 2007; 

Nomura et al., 2005; Puzzo et al., 2005; Ye und Qiao, 1999). Die Gründe für die Diskre-

panz unserer Daten zu den Ergebnissen der letztgenannten Gruppen können mannigfaltig 

sein und von der Tierzucht, bis hin zum Präparationsprotokoll der Hippokampusschnitte 

reichen. Unsere Beobachtung der selektiven LTP Hemmung ürzlich 

durch die Arbeit von Smith et al. 2009 bestätigt, die ebenfalls nur mit einem hochfrequen-

ür die 

unterschiedliche Empfindlichkeit der zwei LTP Formen konnte von Smith et al. 2009 nicht 

erklärt werden und so wurde lediglich auf einen unbekannten Faktor hingewiesen. Ein 

wesentlicher Unterschied zwischen dem Thetaburst und der hochfrequenten Stimulation ist 

die Aktivierung der Rezeptorkanäle. Durch Applikation des Thetabursts wird vorrangig der 

NMDA-Rezeptor aktiviert, während durch den hochfrequenten Tetanus neben dem 

NMDAR auch der spannungsabhängige Kalziumkanal (VGCC) vom L-Typ aktiviert wird 

(Grover und  Teyler, 1990). Somit müsste A ür 

die durch den hochfrequenten Tetanus induzierte LTP relevant sind. Bisher wurde für das 

Typ (Nimmrich et al., 2008). Für die Untersuchung des A -Typ VGCC 

könnte zum Beispiel deren Internalisierung 

diese Kanäle werden bei elektrischer Aktivität durch Internalisierung reguliert (Green et 

al., 2007). Würde dieser Mechanismus durch A äre der partielle Effekt 

auf die hochfrequente Tetanus LTP zu erklären.

4.2 Die Schädigung der LTP durch A äch-
tigung der Redoxaktivität einher

Wir konnten zeigen, dass die Behandlung von akut isolierten hippokampalen Schnitten mit 

oligomerem A keine Reduktion des MTT-Umsatzes auslöst. Unsere weiteren Untersu-

chungen an OHC und in-vivo ließen ebenfalls keine Beeinträchtigung des MTT-Umsatzes 

-Test eine sehr 

häufig verwendete und anerkannte Methode zur Messung früher A -vermittelter Toxizität 

ist (Yamazaki et al., 2009; Ma et al., 2009; Fisichella et al., 2009; Matharu et al., 2009). 
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Sie wurde bisher jedoch ausschließlich in Einzelzellkultur angewendet. In dieser Arbeit 

wurde der MTT-Test zum ersten Mal in neuronalen Gewebekulturen untersucht und es 

zeigte sich, dass der Aß-MTT-Effekt nicht in komplexem Gewebe auftritt (Rönicke et al., 

2008). Anhand der immunhistochemischen Färbungen wurde die Anwesenheit von A

den Hippokampusschnitten, beziehungsweise im Gehirn, dargestellt und somit ausge-

schlossen, dass der fehlende MTT-Effekt lediglich auf einer Diffusionsstörung des A -

Peptids beruht. Desweiteren wurde mit der Störung der LTP in akut isolierten hippokampa-

len Schnitten und mit der Aktivierung der Astrozyten in den OHC eine physiologische 

äre eine Störung des MTT-Umsatzes wahrschein-

lich gewesen, wenn sich die Gewebekulturen wie die vereinzelten Zellen verhalten hätten. 

Die gegensätzliche Beobachtung in den verschiedenen Modellsystemen kann verschiedene 

Ursachen haben. Anscheinend unterscheiden sich kultivierte vereinzelte Zellen von denen, 

die im intakten neuronalen Netzwerk verschaltet sind, wie es bei OHC und akut isolierten 

hippokampalen Schnitten größtenteils der Fall ist, hinsichtlich bestimmter Eigenschaften, 

die für den A -MTT-Effekt verantwortlich sind. Dies könnten zum Beispiel unterschiedli-

che Membranlipide sein (Lane et al., 2005) oder die Zell-Zell-Interaktion zwischen Neuro-

nen und Astrozyten.

Schon 2005 wurde der MTT Test von Wogulis et al. als zuverlässigen Toxizitätsmar-

des MTT Tests konnten durch Zelltoxizitätstests nicht bestätigt werden. Darüberhinaus 

weisen unsere Daten darauf hin, dass die physiologischen Veränderungen, die in den redu-

zierten MTT Umsatz von Einzelzellen resultieren, nicht in komplexeren Gewebe auftreten 

und somit ein Einzelzellartefakt darstellen können. 

4.3 Der Abfall der synaptischen Basisaktivität durch A

Es konnte gezeigt werden, Dieser Effekt trat 

-Behandlung auf und erreichte sein Maximum etwa 6 Stun-

Da wir, wie bereits in Abschnitt 4.1 diskutiert, eine Tetanus-

abhängige Störung der LTP beobachteten, kann dieser Basislinienabfall kein Grund für die 

verminderte LTP sein. Denn sonst wären alle Induktionsformen der LTP gleichermaßen 

Somit stellt einen von 

der LTP unabhängigen Schädigungsmechanismus dar und soll im Folgenden erörtert wer-

den. Für den Abfall der synaptischen Basisaktivität können mehrere Mechanismen verant-

wortlich sein. 
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Da mit den MTT-Versuchen eine Zytotoxizität des A

ie synaptische Aktivität nur funktionell stören. Dies ist über eine Verminderung der 

präsynaptische Transmitterausschüttung oder über eine Reduzierung der postsynaptischen 

Antwort möglich. Ersteres wurde im Zusammenhang mit A ür die P/Q Kalziumkanäle 

beschrieben. Nimmrich et al. 2008 beobachtete mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik eine 

Inhibition der spontanen miniature EPSP (mEPSP) in Neuronen. Die kanalspezifische 

Analyse ergab eine Reduktion der P/Q Kalziumkanalströme, womit der Effekt auf die 

mEPSP erklärt wurde. Eine Reduktion der Aktivität der P/Q Kalziumkanäle würde im 

hippokampalen Schnitt zu einem verminderten Kalziumeinstrom in die Präsynapse und 

somit zu einer verringerten Transmitterausschüttung führen. Dies wäre als ein verkleinertes 

evoziertes synaptisches Potential, also einer reduzierten synaptischen Aktivität, messbar. 

Wir beobachteten jedoch einen Rückgang der synaptischen Aktivität etwa 1 h

Applikation der sein Maximum nach etwa 3,5 h erreicht, während Nimmrich et al. einen 

sofortigen Effekt beobachtete. Dieser Unterschied könnte in einer verlangsamten Wirkung 

der präsynaptischen Veränderung könnte auch die Postsynapse durch A sein. 

So wurde ein Rückgang von oberflächlichen AMPA-Rezeptoren in APP überexprimieren-

den Neuronen beobachtet (Hsieh et al., 2006). Dieser Effekt beruht auf eine erhöhte Inter-

nalisierung der AMPA Rezeptoren, der interessanterweise mechanistische Ähnlichkeiten 

mit der Langzeitdepression aufweist. Tatsächlich würde eine verringerte Verfügbarkeit von 

AMPA Rezeptoren im hippokampalen Schnitt zu einer reduzierten synaptischen Antwort 

führen, denn die Aktivierung der AMPA Rezeptoren ist mit einem Anteil von etwa 90 % 

die hauptsächliche Komponente des fEPSP. In der Arbeit von Hsieh et al. wurde nicht nur 

eine Internalisierung der AMPA Rezeptoren beschrieben, sondern diese wurde auch als 

Initiator für den Rückzug dendritischer Dornen dargestellt. Eine Reduktion dieser subzellu-

lären Strukturen könnte ebenfalls für die Abnahme der synaptischen Basisaktivität verant-

wortlich sein, denn das fEPSP stellt das Summenpotential von einigen hundert synchron 

aktivierten Synapsen dar. Dendritische Dornen sind der postsynaptische Anteil von exzita-

torischen Synapsen, weshalb ihr Rückzug das fEPSP verkleinern würde. Der Rückzug der 

dendritischen Dornen kann schon nach 6 h beobachtet werden (Shankar et al., 2007). Somit 

liefert dieses Phänomen ebenfalls eine plausible Erklärung für den Basislinienabfall in 

unserem Experiment. 
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Welcher der drei aufgezählten Mechanismen die Ursache für unsere Beobachtung ist, 

wurde experimentell nicht aufgeklärt, doch in primären Neuronenkulturen konnten wir 

tatsächlich eine Verminderung synaptischer Kontakte durch die Applikation oligomeren 

4.4

-vermittelte Abnahme der synaptischen Kontakte steht im 

Einklang mit den Arbeiten anderer Gruppen (Shankar et al., 2007 Hsieh et al., 2006). Da 

die Störung der LTP in einem ähnlichen Zeitrahmen erfasst wurde, kann ein Zusammen-

hang zwischen der Schädigung synaptischer Plastizität und der Verminderung synaptischer 

Kontakte vermutet werden. Während die Induktion der LTP mit einer Vergrößerung von 

dendritischen Dornen einhergeht (Tanaka et al., 2008), konnte jedoch eine Störung der 

ückgang der 

Spines korreliert werden. Ein möglicher kausaler Zusammenhang zwischen beiden Phä-

nomenen besteht jedoch mit der Möglichkeit, dass A -ähnliche Effekte auslöst. Es 

konnte gezeigt werden, dass APP überexprimierende Neurone aufgrund der erhöhten A -

Produktion eine reduzierte Aktivität aufwiesen und weniger empfindlich für die Induktion 

einer LTD

und die LTD gegenseitig ausschließen und somit auf gemeinsamen Mechanismen beruhen 

könnten. Diese Theorie wird von der Beobachtung der Interaktion von A s-

kaden, welche von metabotropen Glutamatrezeptoren der Gruppe 1 und 5 (mGluR 1, 5) 

aktiviert werden, unterstützt (Tyszkiewicz und Yan 2005; Wang et al., 2004). Die Aktivie-

rung des mGluR1, aber auch des mGluR5 kann eine LTD auslösen (Mulkey und Malenka, 

1992; Schröder et al., 2008)

Interessanterweise beruht die LTD wahrscheinlich auf einer Internalisierung von syn-

aptischen AMPA Rezeptoren (Carroll et al., 1999). Damit geht ein Rückzug von dendriti-

schen Spines (Nägerl et al., 2004) sowie ein erniedrigtes Spinevolumen einher (Okamoto et 

al., 2004). Da A ebenfalls eine Internalisierung von AMPAR initiiert, führt dies durch die 

Ähnlichkeit zu den Mechanismen der LTD vermutlich zu einem Abbau von Spines. Es ist 

sehr wahrscheinlich, dass ein Rückzug von Spines zu einer Internalisierung von NMDA-

Rezeptoren führt (Hsieh et al., 2006), was sich unmittelbar störend auf die LTP auswirken 

würde. 
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4.5 Die Verminderung spontaner Netzwerkaktivität durch A

In dieser Arbeit wurde ein experimenteller Ansatz entwickelt, um die neuronale Netzwerk-

aktivität einer primären Neuronenkultur in-vitro quantifizieren zu können. Dissoziierte 

Neurone vernetzen sich mit funktionell aktiven Synapsen innerhalb weniger Tage mitei-

nander. Dann bildet sich ein neuronales Netzwerk aus, das erst spontane und später spon-

tan-synchrone Aktivität entwickelt (Chiappalone et al., 2006). Dieses neuronale Verhalten 

in-vitro ähnelt dem im Gehirn, wo auch ohne externe Afferenzen komplexe Muster syn-

chroner Aktivität generiert werden, wie zum Beispiel Theta- (4–8 Hz) oder Gamma-

Wellen (30–70 Hz) (Freeman, 1983). 

Die in-vitro Netzwerkaktivität kann zum einen mit Hilfe des Mikroelektrodenarrays quan-

tifiziert werden (Eytan und Marom, 2006). Zum anderen wurde 2008 von Cohen et al. die 

Methode der Spike-assoziierten Kalziumwellenmessung als probate Methode für die Un-

tersuchung und Quantifizierung von Netzwerkeigenschaften vorgestellt (Cohen et al., 

2008). Die Methode aufgreifend, erfassten wir eine Reduktion der spontanen Netzwerkak-

tivität durch A . Diese Beobachtung ist konform mit den kürzlich erschienenen Ergebnis-

sen von Gortz et al. (2009) die mittels Mikroelektrodenarrays ebenfalls eine Verminderung 

der Netzwerkaktivität durch Applikation von 1µM A -42) beschrieben haben.

Da die Neuronenkulturen, genau wie die Analyse der synaptischen Kontakte, 24 h 

ät hin untersucht wurden, scheint die 

Retraktion der Synapsen mit der Abnahme der synchronen Netzwerkaktivität zu korrelie-

ren. Es ist möglich, dass die beiden Phänomene auch in einem kausalen Zusammenhang 

stehen. Es können jedoch auch, ähnlich der abfallenden evozierten Basisaktivität im hip-

äle oder 

die Internalisierung der synaptischen AMPA-Rezeptoren, die Ursache für die reduzierte 

spontane Erregbarkeit der Neuronenkultur sein. Wenn der AMPAR Antagonist DNQX zu 

einer Neuronenkultur appliziert wird, ist die spontane Aktivität komplett unterdrückt, was 

die kritische Beteiligung dieser Rezeptoren bei der spontanen Netwerkaktivität beweist 

(Cohen et al., 2008). Somit ist die Verminderung der spontanen Aktivität wahrscheinlich 

durch eine Verringerung der aktivierbaren AMPAR bedingt. 

Die funktionelle Relevanz dieses A Effekts kann auf mehreren Ebenen liegen und 

reicht vom neuronalen Überleben, bis hin zur Kognition. So könnte A

indirekten zytotoxischen Effekt ausüben, indem zum Beispiel durch die Reduktion neuro-

naler Aktivität die Ausschüttung trophischer und das Überleben fördernder Faktoren (wie 

BDNF) vermindert wird. Es konnte gezeigt werden, dass die pharmakologische Blockade 
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der spontanen Netzwerkaktivität zu einem Neuronensterben führt (Fishbein und Segal 

2007). Daneben wurde die synchrone Oszillation des neuronalen Netzwerkes im Gehirn als 

fundamentaler Mechanismus für höhere kognitive Funktionen dargestellt (Fries et al., 

2007). So kann die rhythmische Gleichschaltung der Neurone bestimmte Zellen temporär 

in Verbände zusammenschließen, Umweltreize selektiv verarbeiten und die synaptische 

Plastizität erleichtern, was der Konsolidierung von Informationen dienen kann (Buzsaki 

und Draguhn 2004). Eine Verschiebung dieser Netzwerkaktivität durch A

einer schnellen Störung der geistigen Leistung führen. Damit könnte es einen von der 

Fibrillen-Toxizität unabhängigen Weg anhaltenden Zellschädigung geben.

4.6 -vermittelte neuronale Dysfunktion ist abhängig von der Ak-
tivierung NR2B-haltiger NMDA-Rezeptoren

Wir beobachteten eine Aufhebung der schädigenden A durch Blockade des 

NR2B-haltigen NMDA-Rezeptor Subtyps durch Ifenprodil und Ro 25, 6981. Die Beobach-

-vermittelten Störung neu-

ronaler Funktion wurde kürzlich von Hu et al. 2009 mit Hilfe von in vivo Experimenten 

bestätigt. -Oligomere eine Überaktivierung 

dieses Rezeptors, was wiederum entscheidend für die Induktion der neuronalen Dysfunkti-

on war. Diese pathologische Aktivierung des NMDAR(NR2B) kann drei Ursachen haben. 

öhte extrazelluläre Glutamatkonzentration (1), die den 

NMDAR(NR2B) übererregt, oder -induziert eine direkte Aktivierung des 

NMDAR(NR2B) (2) oder die Aktivierung anderer Rezeptoren bewirkt eine seitliche Re-

zeptormodulation des NMDAR(NR2B) (3). Die erste Möglichkeit (1) gründet auf der 

Hypothese der Störung des Glutamathaushaltes bei Alzheimerpatienten zur Erklärung der 

neuronalen Dysfunktion (Abbildung 45).
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Abbildung 45: Die Störung des Glutamathaushaltes bei Alzheimerpatienten. 

Eine erhöhte Glutamatausschüttung oder eine verminderte Glutamatwiederaufnahme 
führt zu einer erhöhten extrazelluläre Glutamatkonzentration, die eine Übererregung 
des NMDAR bewirkt und somit eine Kalziumdysregulation auslöst. Dies bewirkt eine 
neuronale Dysfunktion. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen darauf hin, dass der 
NR2B-haltige NMDA-Rezeptor maßgeblich an diesem Signalweg beteiligt ist (adap-
tiert von Butterfield und Pocernich 2003).

Diese erhöhte Glutamatkonzentration muss jedoch nicht zwangsläufig auf einer erhöhten 

Ausschüttung dieses Neurotransmitters beruhen, sondern kann auch mit seiner reduzierten 

Glutamatwiederaufnahme begründet werden. Eine der frühesten neuropathologischen 

Veränderungen im Alzheimergehirn ist die hohe Anzahl reaktiver Astrozyten. Da Astrozy-

ten der wichtigste Zelltyp für die Aufrechterhaltung der synaptischen Glutamatkonzentra-

tion sind und ihre Aktivierung im Falle des Alzheimers sehr wahrscheinlich ihre Funktion 

beeinträchtigt (Frederickson, 1992), kann eine gestörte Glutamataufnahme durch Astrozy-

ten im Alzheimer-geschädigten Gehirn vermutet werden. Tatsächlich wurde gezeigt, dass 

ät des astrozytären Glutamattransporters 1 (GLT-1) hemmt, was eine deut-

lich reduzierte Glutamataufnahme durch die Zellen zur Folge hatte (Matos et al., 2008). 

Für die Experimente dieser Arbeit wurden mit den akut isolierten hippokampalen Schnit-

ten, den organotypischen hippokampalen Schnitten, aber auch mit den neuronalen Primär-

kulturen, in vitro Modelle verwendet, die Astrozyten beinhalten. So ist bei der Messung 

der spontanen neuronalen Netzwerkaktivität (Abbildung 40) ein Vorhandensein von Astro-

zyten in der Zellkultur deutlich erkennbar. 
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Es ist möglich, das -Oligomere zu einer generellen Aktivierung der 

Astrozyten und somit zu einer verminderten Glutamataufnahmekapazität führte, was die 

extrazelluläre Glutamatkonzentration an den Neuronen erhöhte und den NR2B-haltigen 

NMDAR übererregte. Darüber hinaus könnte aber auch eine direkte Erhöhung der Gluta-

matausschüttung durch A ür eine gesteigerte Erregung des NMDAR(NR2B) verantwort-

lich sein. So kann schon die Applikation von 10 nM A 1-42 die Glutamatexozytose von 

neuronalen Axonterminalen signifikant steigern (Bobich et al., 2004). Beide Phänomene, 

die erniedrigte Glutamatwiederaufnahme, wie auch die erhöhte Glutamatausschüttung 

könnten die Ursache der A -bedingten Glutamatdysregulation sein. 

Die zweite Möglichkeit (2) der pathologischen NMDAR(NR2B) Übererregung durch 

-Peptids mit dem NMDAR nachgewiesen werden, 

wenn es auch von De Felice et al., 2007 suggeriert wurde, da in dieser Arbeit eine direkte 

-Rezeptoren beobachtet 

wurde. 

(3) Neben dem NMDA-Rezeptor sind mehrere weitere Rezeptoren beschrieben, wel-

önnen. Dazu zählen der Serpin-Enzym-Komplex-Rezeptor 

(SEC-R), der Insulin-Rezeptor, RAGE (receptor for advanced glycosylation end-products),

FPRL1 (formyl peptide receptor-like 1), APP, p75 Neurotrophin-Rezeptor, CLAC-

P/Collagen typ XXV (collagen-like Alzheimer amyloid plaque component precur-

sor/collagen XXV), die Scavenger-Rezeptoren A und BI sowie der nicotinische Acetylcho-

lin- (Verdier et al. 2004).

ist widersprüchlich beschrieben und reicht von einer Aktivierung bis zu 

einer Inhibition des Rezeptors (Buckingham et al., 2009). Im Allgemeinen wird jedoch von 

einer A - ausgegangen. Darüber hinaus ist kürz-

lich das zelluläre Prionen-Protein als Bindungsstelle des A beschrieben wurden. Die 

und bewirkt in der Maus eine Störung der 

neuronalen Plastizität (Laurén et al., 2009). Auch die Inhibierung des Adenosin A(2A) 

Rezeptors -induzierte Synaptotoxizität verhindern (Canas et al., 2009). Inwieweit 

die Beeinflussung der einzelnen genannten Rezeptoren für eine LTP-Schädigung ausreicht 

oder mit der Aktivierung des NMDAR(NR2B) zusammenhängt ist bisher nicht bekannt 

und soll in nachfolgenden Studien aufgeklärt werden. Zumindest ist die alleinige Blockade 

des NMDAR(NR2B) ausreichend, den Aß-Effekt weitgehend zu verhindern.



Diskussion

72

Vor dem Hintergrund der NMDA-Rezeptorüberaktivierung durch 

aufgeworfen, warum die neuronale Dysfunktion mit den subtypspezifischen NR2B-

haltigen NMDA-Antagonisten Ifenprodil und Ro 25,6981 verhindert werden konnte. An-

scheinend ist die Aktivierung dieses Rezeptors mit einer vornehmlich schädigenden Wir-

kung verbunden. Wenn dies der Fall ist, muss der NR2B-haltige NMDAR, im Gegensatz 

zu seinem NR2A-haltigen Gegenstück, hauptsächlich destruktive Signalkaskaden aktivie-

-vermittelten Neuronenschädigung noch 

keine vergleichende Studie der NMDAR Subtypen durchgeführt. Hingegen ist ihre wo-

möglich gegensätzliche Rolle bei der schlaganfallbedingten Exzitotoxizität ein zentraler 

Ansatz verschiedener Arbeiten. So wurde anhand von akut isolierten hippokampalen 

Schnitten gezeigt, dass eine NMDA-vermittelte Neurotoxizität mit Ifenprodil, jedoch nicht 

mit dem NR2A Antagonisten (R)-[(S)-1-(4-bromo-phenyl)-ethylamino]-(2,3-dioxo-

1,2,3,4-tetrahydro-quinoxalin-5-yl)-methyl]-phosphonic acid blockiert werden konnte 

(Zhou und Baudry, 2006). Vergleichbare Resultate wurden in einem in vivo Schlaganfall-

modell der Ratte beschrieben. Die Aktivierung des NR2A haltigen NMDARs schützte die 

Neurone, während der NR2B Subtyp Zelltod auslöste (Liu et al., 2007). Mit Hilfe eines 

Modells für Hirntraumata wurde ebenfalls ein protektiver Effekt der NR2A Aktivierung 

und der NR2B Blockierung beschrieben (DeRidder et al., 2006) -vermittelten 

zellschädigenden Effekte der Exzitotoxizität ähneln (Harkany et al., 2000), kann eine 

vergleichbare gegensätzliche Einbindung der NMDA-Rezeptorsubtypen in das neuronale 

Überleben bzw. in neurodegenerative Prozesse angenommen werden. Diese Analogie 

ät findet durch unsere Beobachtung der 

-induzierten Aktivierung von Jacob weitere Bestätigung.

4.7 -vermittelte neuronale Dysfunktion korreliert mit der Akti-
vierung von Jacob

Die Beschreibung des Proteins Jacob von Dietrich et al. 2008 war ein großer Schritt zum 

Verständnis der gegensätzlichen NMDAR Effekte bei der Exzitotoxizität.  Innerhalb einer 

Serie von Experimente wurde gezeigt, dass Jacob durch extrasynaptische, NR2B-haltige 

NMDA-Rezeptoren aktiviert wird und in den Zellkern transloziert. Dort stößt Jacob den 

„CREB shut-off pathway“ an, das heißt, es bewirkt eine Dephosphorylierung von CREB 

(Dietrich et al., 2008). Der Transkriptionsfaktor CREB ist einer der wichtigsten nukleären 

Zielstrukturen des NMDAR, wobei seine Dephosphorylierung zellschädigend ist und somit 

einen destruktiven Signalweg des NMDAR vermittelt.
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Interessanterweise bewirkt die Aktivierung synaptischer NMDAR keine nukleäre Translo-

kation von Jakob und somit auch keine schädigende Dephosphorylierung von CREB. 

Somit bietet das unterschiedliche Verhalten von Jakob eine Erklärung für die gegensätzli-

chen NMDAR Effekte. Entscheidend für die Aktivierung von Jacob ist ein moderates 

Kalziumsignal, wie es durch den extrasynaptischen NMDAR ausgelöst wird. Der Kal-

ziumanstieg durch die Aktivierung synaptischer NMDAR ist stärker und bewirkt somit 

eine Bindung von Jacob an  Caldendrin, was seine Translokation in den Nukleus verhin-

dert. Im Rahmen unserer Experimente konnten wi -Oligomere 

aktiviert wird und in den Zellkern transloziert. Da wir diesen Effekt in neuronalen Primär-

konnten, ist die Aktivierung von Jakob m -

vermittelter Dysfunktion korreliert. Wenn auch der Beweis für eine direkte Verbindung der 

-Effekte fehlt, so gibt es doch deutliche Parallelen zu den von 

Dietrich et al. beschriebenen neuronalen Konsequenzen des aktivierten Jacobs und den von 

-Wirkungen. Vorrangig dabei ist die Dephosphorylierung von CREB, 

-Applikation in neuronaler Primärkultur beschrieben wurde (Tong et al., 

2001). Des Weiteren bewirkt Jacob eine Simplifizierung der dendritischen Verzweigungen, 

sowie eine Retraktion von Synapsen. Wir beobachteten ebenfalls eine Verringerung der 

über hinaus sind alle A -Effekte durch die Inhibition des 

NR2B-haltigen NMDAR blockierbar. Eine Inhibition des NR2B-haltigen NMDAR ver-

hindert ebenfalls eine Aktivierung von Jacob (Dietrich et al., 2008). Da gezeigt wurde, 

dass nur aktivierte extrasynaptische NMDA-Rezeptoren Jakob in den Zellkern treiben, 

kann auch als Grund für die A te die Aktivierung extrasynaptischer NMDA-

Rezeptoren vermutet werden. Interessanterweise sind NR2B-haltige NMDA-Rezeptoren 

gleichermaßen synaptisch wie auch extrasynaptisch verteilt (Harris und Pettit, 2007). Da 

die Aktivierung synaptischer NMDA-Rezeptoren nicht zellschädigend, sondern vielmehr 

zellschützend ist (Hardingham und Bading, 2003), muss es im pathologischen Alzheimer-

fall zu einer vornehmlichen Überaktivierung extrasynaptischer NR2B-haltiger NMDAR 

mit der Konsequenz der CREB-Dephosphorylierung kommen.  

Der “CREB shut-off” Signalweg wurde lange Zeit mit rein pathophysiologischen Pro-

zessen wie Epilepsie oder Schlaganfall, die eine exzessive Glutamatausschüttung zur Folge 

haben, in Verbindung gebracht (Hardingham und Bading, 2003).
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Neuere Ergebnisse weisen jedoch auch auf eine physiologische Rolle von extrasynap-

tischen NR2B-haltigen NMDAR hin. Die physiologische Aktivierung extrasynaptischer 

NMDAR(2B) bewirkt, wie bei der pathologischen Aktivierung dieses Rezeptors, ebenfalls 

eine Herunterregulierung der neuronalen Aktivität, jedoch in einem deutlich abgeschwäch-

ten Ausmaß. Dieser physiologische Vorgang gliedert sich in den Prozess der homeostati-

schen Plastizität ein, der unter 

könnte.

4.8 ät?

Untersuchungen weisen darauf hin, dass eine anhaltende synaptische Aktivierung im phy-

siologischen Rahmen zu einer überhöhten Glutamatausschüttung führt, die auch extrasyn-

aptische Bereiche beeinflussen kann (Pankratov und Krishtal, 2003). Des Weiteren kann 

eine starke synaptische Erregung zu einer extrasynaptischen Ausschüttung von Glutamat 

durch Astrozyten führen (Jourdain et al., 2007), die wiederum über die Aktivierung extra-

synaptischer NMDA-Rezeptoren neuronale Aktivität und Plastizität beeinflusst (Haydon 

und Carmignoto, 2006). Vor diesem Hintergrund wurde Jacob als ein Vermittler homeosta-

tischer Plastizität postuliert (Dietrich et al., 2008). Das Konzept der homeostatischen Plas-

tizität versucht zu erklären, wie ein Neuron über die Zeit in der (Erregungs-) Homeostase 

verbleiben kann. Neurone sind in Netzwerken verschaltet, die Plastizität nach der  

Hebb´schen Lernregel aufzeigen. Das heißt, Neurone, die sich gegenseitig häufig erregen, 

verstärken ihre Übertragungseffizienz und können sich somit noch besser erregen. Ein 

modellhaftes Beispiel dafür ist die LTP. Langfristig gesehen würde diese Art der Plastizität 

allein jedoch das gesamte Netzwerk destabilisieren, da die Hebb’schen Plastizität ein 

positiv rückgekoppeltes System darstellt. Es muss also einen kompensatorischen Mecha-

nismus geben, der die Hebb’schen Plastizität zulässt, langfristig jedoch die neuronale 

Aktivität, am Beispiel der LTP, wieder herunterreguliert. Dies wird durch die homeostati-

sche Plastizität gewährleistet. Neurone können durch dynamische Anpassung ihrer synapti-

schen Aktivitäten zu einer langfristigen Stabilisierung des Netzwerkes  führen, indem sie 

sich innerhalb eines durchschnittlichen Erregungsniveaus halten (Abbildung 46). 
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Abbildung 46: Stabilisierung der neuronalen Feuerrate über die globale Regulation der 
synaptischen Stärke 

Dargestellt ist die Beziehung zwischen der synaptischen Stärke und der neuronalen 
Feuerrate eines Neurons. Wenn der synaptische Eingang ansteigt (zum Beispiel wäh-
rend der LTP durch den Einbau zusätzlicher AMPA Rezeptoren oder durch die Entste-
hung neuer Synapsen) wird die neuronale Feuerrate irgendwann über den optimalen 
Bereich steigen. Dann greifen homeostatische Mechanismen (hier durch Pfeile mar-
kiert), welche die Stärke aller synaptischen Eingänge herunterregulieren und das Neu-
ron somit zurück in den optimalen Erregungsbereich bringen. Entsprechendes gilt für 
die synaptische Untererregung (wie zum Beispiel bei der LTD) Adaptiert von Turri-
giano und Nelson 2004

Ein Beispiel dafür ist die anfangs erwähnte starke Glutamatausschüttung im physiologi-

schen Bereich, die auch extrasynaptische NMDA-Rezeptoren aktiviert und eine Auslen-

kung des Systems in die Übererregung anzeigt. Als Kompensation wird Jacob aktiviert, 

welches dann CREB dephosphoryliert und somit die synaptische Aktivität herunterregu-

liert. Also dient dieser Mechanismus der Beibehaltung der neuronalen Homeostase. Inter-

essanterweise könnte A ähnliche Funktionen erfüllen. Alle 

-Effekte, die in dieser Arbeit beschrieben wurden, bedeuten eine Verminderung der 

generellen neuronalen Aktivität. Dagegen wurde gezeigt, dass eine Erhöhung der neurona-

len Aktivität zu einer Steigerung der APP Expression (Tabuchi et al., 2004 ) und der APP 

Proteolyse führt (Kamenetz et al., 2003). Somit kann ein negativer Rückkopplungsmecha-

en (Kamenetz et 

al., 2003). Hohe neuronale Aktivität bewirkt einen gesteigerten APP Umsatz, die durch die 

folglich erhöhte A - ürde diese neuronale Aktivitäts-

minderung über extrasynaptische NR2B-haltige NMDAR und Jacob vermitteln.
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ürde die neuronale Netzwerk-

funktion beeinträchtigen und somit frühe kognitive Defizite der Alzheimerpatienten auslö-

sen (Palop et al., 2006; Small, 2007). 

Das folgende Schema fasst die Ergebnisse dieser Arbeit zusammen.

Abbildung 47 ädigungskaskade

Neben anderen komplementären Mechanismen, bewirkt A Übererregung des 
NR2B-haltigen NMDA. Über eine Aktivierung von Jacob werden (in dieser Arbeit 
nicht charakterisierte) Rezeptoren beeinflusst, was zu einer generellen Minderung der 
neuronalen Aktivität führt.  
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5 ABSTRACT

Alzheimer´s disease is one of the most challenging health threats of the future society. A 

pronounced burden of extracellular beta amyloid (A ) Plaques is one pathological hall-

mark of that disease. Basing on findings in patients with inherited familiar Alzheimer´s 

disease, a disturbed metabolism of A is accepted to play a primary role in the disease. 

Although the metabolism of that protein is well understood, it is still elusive how A cause 

memory deficits. By means of animal models, A was shown to impair long-term potentia-

tion (LTP), a cellular model of learning and memory. On the molecular level, over-

activation of the NMDA-receptor appears to be crucially involved in the A mediated 

neuronal dysfunction. In the mammalian brain there are four NMDA-receptor subtypes. In 

pathological scenarios such as ischemia, the NR2B-containing NMDA-receptor subtype 

appears to be a key mediator of neuronal impairment. The role of that receptor subtype in 

Alzheimer´s disease has not been investigated. 

Utilizing acute isolated hippocampal slices from mice, we established and characterized 

-mediated impairment of long-

de aggregates 

n-

r-

ment of neuronal function did not correlate with a reduced cellular redox activity, 

measured with the MTT reduction assay. Further experiments using primary neuronal cell 

e-

quence of that, the spontaneous activity of the neuronal network within the cell culture 

decreased.  All these effects could be blocked with the NR2B-containing NMDA-receptor 

antagonist ifenprodil or Ro 25,6981 suggesting that activation of downstream effectors of 

these receptors is involved in detrimental actions of Abeta oligomers. In line we found that 

Jacob, a messenger that can couple extrasynaptic NMDA-receptor activity to neuronal 

impairment, accumulates in the nucleus after Abeta oligomer administration and that the 

nuclear accumulation of Jacob can be blocked by a simultaneous application of ifenprodil. 

Within that work we showed that A induce neuronal dysfunction mainly by activation of 

NR2B-containing NMDA-receptors. The accompanied activation of Jacob and the global 

down-regulation of neuronal activity may reflect a common pathological mechanism which 

down-regulates the neuronal network in an homeostatic way.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Alzheimer Demenz (AD) ist bisher unheilbar und gehört zu den schwerwiegendsten 

neuronalen Degenerationskrankheiten. Sie stellt mit der steigenden Zahl von Neuerkran-

kungen und dem hohen Pflegebedarf der Patienten eine der größten sozioökonomischen 

Herausforderung unserer Zeit dar. Kennzeichnend für die AD sind n-

rbbaren Alzheimerfällen 

wird ein gestörter A -Metabolismus als primäre Ursache der Krankheit angesehen. Doch 

obwohl die Biochemie dieses Peptids gut untersucht und verstanden ist, bleibt ungeklärt, 

über welchen Mechanismus A ächtnisstörungen im Gehirn auslöst. Anhand von 

ä-

res Korrelat des Lernens, stören kann. Auf der molekularen Ebene scheint eine Überakti-

vierung des NMDA- -induzierten neuronalen 

Dysfunktion von entscheidender Bedeutung zu sein. Dieser Rezeptor kommt im Säuger-

hirn in vier verschiedenen Subtypen vor. Bei pathologischer Schädigung, wie zum Beispiel 

dem Schlaganfall, wurde vor allem dem NR2B-haltigen NMDA-Rezeptorsubtyp eine 

zellschädigende Wirkung nachgewiesen -vermittelte 

LTP Störung involviert ist, wurde bisher noch nicht untersucht. 

In dieser Arbeit wurde zunächst die Verminderung der LTP durch A

hippokampalen Schnitten der Maus etabliert und charakterisiert. Die LTP wurde nur durch 

Applikation von sogenannten

Monomeren, gestört, während monomeres und fibrilläres A o-

nale Plastizität hatte. Somit wurde die besondere Potenz der A

Dysfunktion auszulösen, belegt. Diese Schädigung der neuronalen Funktion war jedoch 

nicht mit einer Verminderung der zellulären Redoxaktivität korreliert, was mit Hilfe des 

MTT Assays gemessen wurde. Weitere Experimente an neuronalen Primärkulturen zeigten 

einen Rückzug von synaptischen Kontakten durch A n-

derung der spontanen Netzwerkaktivität innerhalb der Zellkultur zur Folge. Alle A i-

gomereffekte konnten mit dem Antagonisten des NR2B-haltigen NMDA-Rezeptors 

Ifenprodil bzw. Ro 25,6981 aufgehoben werden, womit eine kritische Beteiligung der 

induzierten Signale dieses Rezeptors bei den n belegt wurde. Die besondere 

Rolle des NR2B-haltigen NMDA-

weitere Unterstützung durch die Beobachtung, dass das Protein Jacob, ein Signalprotein 

das über die Aktivierung extrasynaptischer NR2B-haltiger NMDA-Rezeptoren Zellschädi-
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gung vermittelt, durch mären Neuronen, sowie akut isolierten hippokampalen 

Schnitten aktiviert wurde und in den Zellkern translozierte. Auch die Aktivierung von 

Jacob konnte durch Koapplikation von Ifenprodil blockiert werden. 

In dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass e i-

vierung des NR2B-haltigen NMDAR einhergeht. Die damit verbundene Aktivierung von 

Jacob, sowie die generelle Aktivitätsminderung der beeinflussten Neurone kann als ein 

gemeinsamer Schädigungsmechanismus, der eine homeostatische Herabregulation des 

neuronalen Netzwerks bewirkt, verstanden werden.
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