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Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Die Alzheimer-Krankheit 

Im Jahr 1907 berichtete Alois Alzheimer zum ersten Mal über eine Erkrankung des 

Gehirns, die hauptsächlich Menschen höheren Alters betrifft und mit einem fort-

schreitenden Verlust der mentalen Fähigkeiten verbunden ist. Das Gehirn dieser  

Patienten zeigte neben einem Nervenzellverlust die Bildung von Plaques und Neuro-

fibrillen. Dieses Krankheitsbild wird seit 1910, geprägt durch Kraepelin als  

Alzheimer-Krankheit bezeichnet (Kraepelin, 1910).  

Die Alzheimer-Krankheit ist eine zur Demenz führende, primär degenerative Hirner-

krankung, die für mindestens die Hälfte aller Demenzfälle verantwortlich ist. In  

Industrieländern hat sich die Alzheimer-Krankheit nach Herzerkrankungen, Krebs 

und Hirninfarkten mittlerweile zur vierthäufigsten Todesursache entwickelt.  

Schätzungen zufolge leiden derzeit weltweit ca. 20 Millionen Patienten an Morbus-

Alzheimer. Allein in Deutschland wird von 1,2 Millionen Alzheimer-Erkrankten 

ausgegangen. Mit einer weiter steigenden Anzahl wird infolge des wachsenden An-

teils alter und sehr alter Menschen an der Gesamtbevölkerung gerechnet (Peruche & 

Schulz, 1998). 

 

Der Morbus-Alzheimer stellt eine äthiologisch heterogene Gruppe von klinisch und 

neuropathologisch sehr ähnlichen Krankheitsbildern dar. So werden präsenile,  

familiäre Formen von der Gruppe der senilen, sporadischen Erkrankungen unter-

schieden. Bei der sporadischen Form treten die ersten klinischen Symptome meist 

erst nach Erreichen des 65. Lebensjahres auf. Dagegen manifestiert sich die  

Symptomatik der seltener auftretenden familiären Form schon häufig vor dem  

50. Lebensjahr, in einzelnen Fällen sogar schon vor dem 30. Lebensjahr (Haass & 

Selkoe, 1993; Selkoe, 1993). 

1.1.1 Krankheitsbild 

Die Alzheimer-Krankheit ist durch einen schleichenden Verlust von Hirnleistungen 

gekennzeichnet. Uncharakteristisch z.B. mit Lernschwäche und Kopfschmerzen be-

ginnend, äußert sie sich anfangs vor allem durch eine gestörte Merkfähigkeit. Diese 

„Vergesslichkeit“ betrifft zunächst jüngere Ereignisse, einschließlich der zeitlichen 

http://docserver.bis.uni-oldenburg.de/publikationen/dissertation/2002/schunt02/schunt02.html
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und örtlichen Orientierung. Später ist dann auch das Langzeitgedächtnis betroffen 

(Galton & Hodges, 1999). Im Vordergrund der sich schleichend entwickelnden  

Demenz stehen des weiteren Störungen der Sprache (zunächst Wortfindungs-

störungen), der Kognition (Problemlösungs-, Rechen- und Abstraktionsvermögen) 

und der räumlichen Orientierung, die zu einer ausgeprägten konstruktiven Apraxie 

führen (Adams, 1997).  

Der Verlauf der Alzheimer-Krankheit ist unaufhaltsam progredient. Die Gedächtnis-

störungen weiten sich aus und die Sprache verarmt bei zunehmenden Stereotypien 

immer mehr. Motorisch zeigen sich in ähnlicher Weise stereotype Bewegungen. 

Hinzu treten im Verlauf der Erkrankung Verhaltens- und Stimmungsveränderungen. 

Nach einem Zeitraum von etwa 6 bis 12 Jahren führt die Krankheit in der Regel zum 

Tod des Patienten, meist bedingt durch Sekundärerkrankungen wie z.B. Lungen-, 

Harnwegs- oder Dekubitalinfektionen (Müller & Graeber, 1998).  

 
1.1.2 Pathologie der Krankheit 

Das klinische Erscheinungsbild der Alzheimer-Krankheit beruht auf einer Degene-

ration von Nervenzellen. Diese Neurodegeneration führt zu einem progredienten 

Verlust von Synapsen und Neuronen. Parallel dazu kommt es zur extrazellulären 

Bildung neuritischer Plaques sowie der intrazellulären Akkumulation abnormer 

fibrillärer Strukturen.  

Beide Veränderungen sind krankheitstypisch, jedoch nicht spezifisch. Sie sind auch 

bei einer Reihe anderer mit kognitiven Störungen einhergehenden Erkrankungen 

nachweisbar. Ihr Vorkommen ist bei der Alzheimer-Krankheit jedoch besonders aus-

geprägt und zeigt eine typische Verteilung, worauf sich die neuropathologische  

Diagnose gründet.  

 

1.1.2.1 Amyloid Plaques 

Es können zwei Arten von extrazellulären Amyloid-Ablagerungen im Parenchym 

von menschlichen Gehirnen unterschieden werden: neuritische (senile) und nicht–

neuritische (diffuse) Plaques. In den Hirnen älterer Menschen ohne Demenzerschei-

nungen können sowohl diffuse als auch senile Plaques beobachtet werden (Von 

Braunmühl, 1937). Eine große Anzahl von neuritischen Plaques wird nur in den  

Hirnen von Alzheimer-Patienten gefunden. Neuritische Plaques bilden sich im  
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Zwischenzellularraum und bestehen zu ca. 90 % aus einem 4-kDa-Peptid, das Amy-

loid-β-Peptid (Aβ) genannt wird (Glenner & Wong, 1994). Kang et al. (1987) zeig-

ten, dass Aβ ein proteolytisches Spaltprodukt eines hochmolekularen Vorläufer-

proteins, des 110 bis 130 kDa Amyloid-precursor-proteins (App), ist.  

Neuritische Plaques kommen im wesentlichen in der grauen Hirnsubstanz vor 

(Katzman, 1986). Sie bestehen im Zentrum aus einem stark verdichteten Kern des 

Amyloid-Proteins. Die durch Aggregation von Aβ gebildeten Amyloidfibrillen sind 

von dystroph veränderten Nervenzellfortsätzen und von Gliazellen umgeben. Auch 

reaktive Astrozyten sowie Mikroglia sind innerhalb oder in näherer Umgebung 

neuritischer Plaques zu finden. Obwohl Aβ die Hauptkomponente der Amyloid-

Plaques ist, sind weitere Moleküle bekannt, die mit diesen Plaques assoziiert sind. 

Als Beispiele seien hier Ferritin, Acetylcholinesterase, Laminin, 

Glykosaminoglykane und Apolipoproteine genannt (Strittmatter & Roses, 1995).  

Die Ablagerung von Amyloidfibrillen lässt sich meist auch in der Wand von  

Arteriolen nachweisen. Experimentellen Untersuchungen zufolge können Amyloid-

fibrillen in ihrem Mikromilieu unter bestimmten Bedingungen zytotoxisch wirken 

(Yanker et al., 1990). Es ist daher nicht auszuschließen, dass die Bildung und Abla-

gerung dieser Amyloidfibrillen im Hirngewebe zum Untergang von Neuronen bei-

trägt.  

Diffuse Plaques enthalten keinen Amyloid-Kern. Sie werden wesentlich durch  

immunhistochemische Färbenachweise von Aβ markiert. Die Ultrastruktur der diffu-

sen Plaques unterscheidet sich von der neuritischer Plaques, in sofern, dass nur sehr 

wenige Amyloid-Fibrillen und wenige oder keine neuritischen Veränderungen vor-

liegen (Goedert, 1993).  

 

1.1.2.2 Neurofibrilläre tangles 

Bei den von Alois Alzheimer beschriebenen Neurofibrillenbündeln handelt es sich 

um die intrazelluläre Akkumulation von Filamenten mit einem Durchmesser von 10 

bis 20 nm, die paarweise helikal umeinander verwunden sind (paired helical  

filaments, PHF). Diese insgesamt als neurofibrilläre Degeneration bezeichneten Ver-

änderungen lassen sich im Zellsoma und proximalen Axonbereich als Neurofibrillen 

nachweisen. Sie lassen sich ebenso in den dystrophen neuritischen Anteilen in der 

Peripherie von Plaques sowie als disseminierte Ablagerungen im Neuropil finden.  
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Zwischen dem Ausmaß der bei der Alzheimer-Krankheit auftretenden neurofibrillä-

ren Veränderungen und dem Schweregrad der Demenz  besteht eine quantitative Be-

ziehung (Arriagada et al., 1992). Neurofibrilläre Veränderungen könnten somit eine 

kausale Bedeutung im Prozess der Neurodegeneration haben.  

 

Hauptbestandteil der paired helical filaments ist das Mikrotubuli-assoziierte Protein 

Tau. Dieses ist Bestandteil des neuronalen Zytoskeletts und befindet sich bei der 

Alzheimer-Krankheit in einem abnorm stark phosphorylierten Zustand (Goedert, 

1993). Die physiologische Funktion des Tau-Proteins besteht in einer Stabilisierung 

der am axonalen Transport beteiligten Mikrotubulistruktur. Die Wechselwirkung 

zwischen Mikrotubuli und Tau wird durch den Phosphorylierungsgrad vom Tau-

Protein reguliert. Infolge der bei der Alzheimer-Krankheit auftretenden hochgradigen 

Phosphorylierung von Tau kommt es zu einer instabilen Wechselwirkung  

zwischen Mikrotubuli und Tau-Protein und damit zur Destabilisierung der axonalen 

Zytoskelettstruktur und zur Beeinträchtigung des axonalen Transportes. Das nicht 

mehr Mikrotubuli-bindungsfähige Tau wird aus dem axonalen in das somato-

dendritische Kompartiment rückverlagert und aggregiert zu Neurofibrillen. Durch 

eine Störung axonaler Transportmechanismen sowie durch die im Zusammenhang 

mit der Neurofibrillenbildung stehende zunehmende metabolische Beeinträchtigung 

der Zelle, tragen die Folgen der erhöhten Tau-Phosphorylierung sehr wahrscheinlich 

mittelbar zum Untergang der Neurone bei. 

Nach dem Absterben der Zelle bleiben die Neurofibrillen (tangles) im Extrazellular-

raum weiterhin bestehen und können hier als ghost tangles nachgewiesen werden. 

Das gleichzeitige Vorkommen von intrazellulären und extrazellulären Neurofibrillen 

weist daraufhin, dass der Prozess der neurofibrillären Degeneration offenbar bis zum 

Tod der Zelle anhält und dass paired helical filaments nur einem sehr geringen Um-

satz unterliegen.  

 

1.2 Genetisch bedingte Alzheimerfälle 

Im Gegensatz zur sporadischen Alzheimer-Krankheit gibt es auch familiäre Fälle 

dieser Krankheit mit einem autosomal-dominanten Erbgang. Derartige Fälle wurden 

bereits vor mehr als 60 Jahren beschrieben. Für einen großen Teil der familiären 

Alzheimer-Fälle konnten die ursächlich verantwortlichen Gene identifiziert werden. 
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Dabei handelt es sich im Wesentlichen um das Amyloid-precursor-protein (App) und 

die Presenilin (PS1 und PS2). Familiäre Alzheimer-Fälle weisen einen frühen Beginn 

der Erkrankung auf, wenn auch sie unter den Alzheimer-Patienten mit einem Erkran-

kungsalter unter 60 Jahren nur einen kleinen Anteil ausmachen. Sie repräsentieren 

daher vermutlich nicht mehr als 1 % aller Alzheimer-Fälle (Hardy, 1997).  

1.2.1 Das Amyloid-precursor-protein (App) 

Die sich bei der Alzheimer-Krankheit bildenden Amyloidplaques bestehen im We-

sentlichen aus dem Amyloid-β-Peptid (Aβ) (Glenner & Wong, 1984). Dieses wurde 

1984 erstmals identifiziert. Das Peptid hat eine Länge von 39 bis 42 Aminosäuren 

und liegt in einer β-Faltblattstruktur vor. Aβ ist das Produkt einer proteolytischen 

Spaltung des größeren Apps. Dieses Protein ist ein Transmembranprotein, dessen 

Primärstruktur charakteristische Merkmale eines plasmamembranständigen Gly-

koproteins aufweist (siehe Abb. 1). Dieses Protein enthält einen großen extra-

zellulären Bereich aus drei Domänen, gefolgt von einer Transmembranregion und 

einer kleinen zytoplasmatischen Domäne (Kang et al., 1987). Die zytoplasmatische 

Domäne enthält unter anderem die NPXY-Konsensussequenz, wie sie für clathrin-

vermittelte Endozytose beschrieben wurde (Chen et al., 1990). Die Aβ-Domäne 

(dunkel schattiert in Abb. 1) liegt zu einem Teil in der Transmembrandomäne und 

zum anderen Teil innerhalb der extrazellulären Domäne. Das App, dessen Funktion 

noch nicht bekannt ist, wird von drei unterschiedlichen Proteasen, den sogenannten 

α-, β- und γ-Sekretasen gespalten. Die α-Sekretase schneidet das App innerhalb der 

Aβ-Sequenz (sekretorischer/nichtamyloidogener Weg) und verhindert dadurch die 

Bildung des unlöslichen Peptids (Esch et al., 1990) (siehe Abb. 1).  
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Abb. 1: Metabolismus des Amyloid-precursor-proteins (App)  

Das Transmembranprotein App wird entweder durch die α-Sekretase unter Sekre

tiven sApp geschnitten oder aber durch die β- und γ-Sekretase unter Sekretion vo
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NPXY-Motiv internalisiert und in Lysosomen abgebaut wird (Haass et al., 1992). 

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass ein Teil des App unter Bildung  

amyloidogener CTF über einen endosomalen/lysomalen Weg prozessiert wird  

(Golde et al., 1992; Haass et al., 1992). Schneiden jedoch die β- und γ-Sekretasen 

das App (amyloidogener Weg), so entsteht das Aβ. Dieses aggregiert außerhalb der 

Zellen zu unlöslichen Plaques (Haass et al., 1992; Seubert et al., 1992). Bis auf die 

β-Sekretase konnte bisher keine der Sekretasen identifiziert werden. Inhibitions-

studien lassen jedoch vermuten, dass die unterschiedlich langen Amyloide durch 

unterschiedliche γ-Sekretasen gebildet werden (Citron et al., 1996). Auch die Funk-

tion der Sekretasen im gesunden Gehirn ist bislang noch nicht genau bekannt.  

Vassar et al. (1999) entdeckten die β-Sekretase. Bei ihr handelt es sich um eine 

Aspartyl-Protease, die App am NH2-Terminus der Amyloidpeptid-Sequenz schnei-

det. Für die α-Sekretase werden einige Mitglieder der ADAM („a disintegrin and 

metalloprotease“) Familie wie TACE, MDC9 und ADAM 10 angenommen (Lam-

mich et al., 1999). 

Innerhalb der letzten Jahre wurden eine Reihe von Mutationen im App-Gen be-

schrieben, die zur genetisch vererbbaren Alzheimer-Krankheit führen (Haass &  

Selkoe, 1993; Mullan & Crawford, 1993). Diese Mutationen liegen direkt am  

N-Terminus oder am C-Terminus der Aβ-Domäne bzw. in unmittelbarer Nachbar-

schaft zur γ-Sekretase-Schnittstelle (siehe Abb. 1). Die Mutationen im App-Gen und 

deren Lokalisation in und um die Aβ-Domäne heben deutlich die außerordentliche 

Rolle von App und speziell von Aβ für die Entstehung der Alzheimer-Krankheit her-

vor. Auch bei anderen altersbedingten hirnschädigenden Erkrankungen, wie der  

Parkinson-Krankheit, Chorea Huntington oder den Prionerkrankungen, wurden ähn-

liche Proteinablagerungen nachgewiesen (Lansbury, 1997).  

 

1.2.2 Die Preseniline (PS1, PS2) 

Während Mutationen im App-Gen relativ selten auftreten, korrelieren die meisten 

erblichen Alzheimerfälle mit einer Mutation im Presenilin-Gen 1 bzw. 2 (PS1, PS2) 

(Sherrington et al., 1995; Levy-Lahad et al., 1995). Defekte in diesen beiden Trans-

membranproteinen führen zu der aggressivsten Form der Alzheimer-Krankheit, die 

bereits im Alter von 45 bis 52 Jahren auftritt. Im PS1-Gen konnten bisher mindestens 

40 Punktmutationen, im PS2-Gen 2 Mutationen gefunden werden, die mit dem frü-
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hen Auftreten der Alzheimer-Erkrankung einhergehen (Haass 1996; 1997). Ein gro-

ßer Teil der PS1-Mutationen liegt innerhalb der potentiellen Transmembrandomänen. 

Häufungen von Mutationen treten in den Transmembranregionen 2 und 6 und vor 

allem innerhalb der hydrophilen Schleife auf. Diese befindet sich zwischen der 

Transmembrandomäne 6 und 7 des PS1-Proteins (siehe Abb. 2).  

 

 

 
 

Abb. 2: Topologie des PS1-Proteins in der Membran des ER 

Gezeigt sind die acht Transmembrandomänen (1 bis 8) und die 2 hydrophilen Regionen (ohne Num-

merierung) des PS1, die nicht durch die Membran gehen. Die Sterne geben die Positionen von PS1-

Mutationen an, die mit der familiären Alzheimer-Krankheit assoziiert sind. Zwischen der Trans-

membrandomäne 6 und 7 liegt eine hydrophile Schleife vor. 

 

Erste grundlegende Untersuchungen zur Zellbiologie der PS-Proteine zeigten, dass 

diese als 45 bis 50 kDa-Proteine in transfizierten Zellen exprimiert werden (Cook et 

al., 1996; Walter et al., 1996). PS-Proteine sind vor allem im endoplasmatischen 

Retikulum (ER) lokalisiert und zu einem geringeren Anteil auch im Intermediär-

kompartment und im frühen cis-Golgi (Walter et al., 1996; Kim et al., 2000).  

Ray et al. wiesen 1999 geringe Mengen der PS-Proteine auch an der Plasmamembran 

nach. Nach Cupers et al. (2001) werden die PS-Proteine eventuell in Organellen wie 

ER und cis-Golgi durch Aggregation zurückgehalten. Innerhalb des Golgi-Apparates 

konnte auch schon eine partielle Kolokalisation von PS-Proteinen und App nach-

gewiesen werden (Kovacs et al., 1996). Die biochemischen und zellbiologischen 

Eigenschaften von PS1 und PS2 sind weitgehend identisch (Walter et al., 1996). Die 

Phosphorylierungen von PS1 und PS2 unterscheiden sich jedoch deutlich  

(Walter et al., 1996; 1997).  
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PS-Proteine konnten bisher nur nach Überexpression in transfizierten Zellen als voll-

ständiges Protein (full-length PS/fl-PS) nachgewiesen werden (Haass, 1996). Endo-

genes full-length-PS scheint nur in kaum nachweisbaren Mengen zu existieren, da 

PS1 und PS2 proteolytisch prozessiert werden. Ein Schnitt innerhalb der hydrophilen 

Schleife nahe der Transmembrandomäne 6 resultiert in der Bildung eines  

30 kDa-N-terminalen Fragments (NTF) und eines 20 kDA-C-terminalen Fragments 

(CTF) (Tomita et al., 1997). Diese Fragmente sind stabil und bilden offensichtlich 

einen biologisch und pathologisch aktiven Komplex (Steiner et al., 1998). Die  

proteolytische Spaltung scheint ein genau regulierter Prozess zu sein. Unter den an-

genommenen beteiligten Proteasen befinden sich auch solche aus der Caspase-

Familie. Hierbei handelt es sich um Proteine, die am programmierten Zelltod, der 

Apoptose, beteiligt sind (Martinez et al., 2000). Ein Zusammenhang zwischen der 

apoptotischen Proteolyse der PS-Proteine und der Aβ-Prozessierung konnte jedoch 

noch nicht gezeigt werden (Brockhaus et al., 1998). 

 

Die PS-Gene beeinflussen nicht nur im Falle der vererbten Alzheimer-Krankheit die 

Bildung von Aβ42. Vielmehr kommt ihnen in vivo eine generelle Funktion bei der 

Aβ-Bildung zu.  

Die Entdeckung eines PS-homologen Gens (SEL-12) im Fadenwurm C.elegans  

(Levitan & Greenwald, 1995) gab deutliche Hinweise auf die physiologische Funkti-

on der PS-Proteine. Das SEL-12-Gen scheint eine wichtige Rolle beim Signaltransfer 

durch Rezeptoren der Notch-Genfamilie zu spielen. Gene der Notch-Familie spielen 

bei der Zelldifferenzierung eine entscheidende Rolle.  

Baumeister et al. (1997) konnten zeigen, dass das menschliche PS1-Gen die bio-

logische Funktion von mutantem SEL-12 in Würmern vollständig ersetzen kann. 

Folglich hat menschliches PS1 bei der Zelldifferenzierung in der Embryogenese eine 

biologische Funktion. PS1-Gene verloren mit Punktmutationen, die die familiäre 

Form der Alzheimer-Krankheit hervorrufen, ihre biologische Funktion nahezu voll-

ständig. Sie konnten daher nicht die Funktion von SEL-12 in mutanten Würmern 

übernehmen. Demzufolge treten PS1-Mutationen an funktionell wichtigen Positionen 

auf.  

PS1 und PS2 sind mit 467 bzw. 448 Aminosäuren (Haass, 1997) nahezu identisch 

(zu 67 %). Im Laufe der Evolution sind sie hochkonserviert geblieben. Neben 

C.elegans konnten sie in der Taufliege Drosophila, im Krallenfrosch Xenopus, im 
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Zebrafisch und in Säugern nachgewiesen werden (Haass & Baumeister, 1998). Bei 

allen Mutationen, die für die Preseniline bekannt sind, handelt es sich um den Aus-

tausch einer Aminosäure. Aufgrund der hochkonservierten Erhaltung dieser Proteine 

werden deshalb vermutlich funktionelle oder strukturelle Defekte vom Organismus 

nicht toleriert. Unterstützt wird diese Vermutung durch die Embryonensterblichkeit 

von Presenilin-knock-out-Mäusen (Xia, 2000).  

1.3 Amyloid-Bildung  

1.3.1 Beeinflussende Faktoren 

Untersuchungen zum pathologischen Mechanismus der Alzheimer-Krankheit bewie-

sen eine Erhöhung der Produktion von Aβ42 aufgrund von Mutationen im PS1. In 

ähnlicher Weise konnte dies auch für Mutationen innerhalb des App-Gens festge-

stellt werden (Scheuner et al., 1996; Citron et al., 1997). Damit beeinflussen  

Mutationen in drei verschiedenen Genen (PS1, PS2 und App) denselben pathologi-

schen Prozess, die Aggregation von Aβ. Diese Tatsache unterstützt die zentrale Rolle 

von Aβ bei der Pathogenese der Alzheimer-Krankheit. Ein direkter Zusammenhang 

zwischen den PS1-Mutationen und der Bildung von Aβ wird auch durch eine erhöhte 

Anzahl von Amyloid-Plaques in den Gehirnen von Patienten mit PS1-Mutationen 

unterstützt (Lemere et al., 1996). Darüber hinaus zeigen knock-out-Mäuse, denen das 

PS1-Gen fehlt, eine wesentlich geringere Bildung von Aβ (De Strooper et al., 1998). 

Gleichzeitig akkumulieren sie aber den 12-kDa-amyloidogenen Vorläufer  

(De Strooper et al., 1998). Es ist daher möglich, dass PS1 direkt die proteolytische 

Aktivität der γ-Sekretase erhöht bzw. selbst die γ-Sekretase ist (Haass & Selkoe, 

1998).  

Weitere Befunde, die diese Hypothese unterstützen, zeigen die PS1- und  

PS2-knock-out-Mäuse, bei denen eine komplette Inaktivierung der γ-Sekretase zu 

beobachten ist (Zhang et al., 2000). Zusätzlich zeigten Seiffert et al. (2000), dass 

einige Verbindungen, die die γ-Sekretase inhibieren spezifisch an PS1 binden.  

Da es sehr viele Argumente für eine zentrale Rolle von Aβ in der Pathogenese der 

Alzheimer-Krankheit gibt (Amyloid-Hypothese), wurden viele Untersuchungen zum 

Faltungsprozess und zu den Entstehungsbedingungen der senilen Plaques durchge-

führt. Die Untersuchungen ergaben, dass ein Übergang der löslichen in die unlösliche 

Form mit einer Konformationsänderung von der α-Helix- zur β-Faltblattstruktur  
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assoziiert ist. Dieser Übergang wird vom carboxyterminalen Ende aus induziert. 

Folglich aggregieren β-Amyloide, die ein verkürztes C-terminales Ende besitzen, 

deutlich langsamer als z.B. das lange Aβ42 (Jarett et al., 1993). Die Geschwindigkeit 

der Aggregation ist sowohl abhängig von der Konzentration des Peptids als auch von 

der Salzkonzentration und dem pH-Wert der Lösung (Barrow et al., 1992; Garzon-

Rodriguez, 1997). Aluminium-, Zink- und Eisenionen beschleunigen die  

Aggregation um einen Faktor zwischen 100 und 1000. Zeitweise wurde die Krank-

heit deshalb auf eine Erhöhung der Aluminiumkonzentration in den Gehirnen der 

Patienten zurückgeführt (McLachlan et al., 1991). Diese Hypothese konnte jedoch 

nicht bestätigt werden (Mantyh et al., 1993). Bei einem pH-Wert von 5,5 in der Nähe 

des isoelektrischen Punktes des Peptids, ist die Tendenz zur Aggregation am größten. 

Dagegen liegt der physiologische pH-Wert von Gewebeflüssigkeiten bei etwa 7,4 

(Barrow et al., 1992). Bei Alzheimer-Patienten konnte weder eine Erniedrigung des 

pH-Wertes noch eine Veränderung der Elektrolytkonzentration gegenüber gesunden 

Menschen bisher nachgewiesen werden.  

Howlett et al. (1995) stellten fest, dass die Konformation des chemisch synthetisier-

ten Peptids variiert und deshalb einige Experimente nicht reproduzierbar waren.  

Bevor dies bekannt war, wurde überwiegend mit dem chemisch synthetisierten und 

lyophilisierten Amyloid gearbeitet. Seit diesen Erkenntnissen wird in vivo syntheti-

siertes Aβ verwendet (Döbeli et al., 1995). 

Monoklonale Antikörper gegen Aβ ermöglichen eine Quantifizierung des Amyloids 

und den Nachweis von löslichem Aβ in verschiedenen Körperflüssigkeiten. In der 

zebrebrospinalen Flüssigkeit von Alzheimer-Patienten wurden einige Proteine ge-

funden, die in wesentlich höheren Konzentrationen auftreten und mit Aβ wechsel-

wirken. Zu diesen Proteinen gehört auch das ApoE. Hierbei handelt es sich um ein 

Lipoprotein, das auch am Cholesterintransport beteiligt ist. Es tritt in drei verschie-

denen Isoformen auf. Während das ApoE3 die am weitesten verbreitete Form ist, 

erhöht ApoE4 das Risiko, an Morbus-Alzheimer zu erkranken und senkt das Alter 

des Auftretens der Demenz (LaFerla et al., 1997; Jonker, 1997). Im Gegensatz dazu 

scheint ApoE2 das Risiko an der Alzheimer-Demenz zu erkranken, zu verringern 

(Corder et al., 1994).  

 

Ein anderes Protein, das mit Aβ Komplexe bildet und in hohen Konzentrationen in 

der zerebrospinalen Flüssigkeit vorkommt, ist Transthyretin (TTR). Da das mit TTR 
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komplexierte Aβ in vitro nicht zu Fibrillen aggregiert, könnte eine Mutation im TTR 

an der Fibrillenbildung und damit an der Alzheimer-Krankheit beteiligt sein 

(Schwarzman et al., 1994). Wenn Aβ Fibrillen bildet, die neurotoxisch wirken, dann 

sollte durch Inhibieren der Fibrillenbildung das Fortschreiten der Krankheit gestoppt 

werden können. Die Pharmaindustrie ist daher sehr an der Entwicklung von Substan-

zen interessiert, die eine Aggregation des Aβ verhindern bzw. die bereits entstande-

nen Plaques wieder auflösen können. Risikofaktoren, wie das Down-Syndrom, der 

ApoE-Phänotyp und die Alterung scheinen auf noch unbekannte Weise die  

Aβ-Aggregation zu beschleunigen. 

1.3.2 Intrazelluläres Aβ 

Mit Hilfe eines hochspezifischen ELISA, der die Unterscheidung zwischen Aβ40 

und Aβ42 ermöglicht, konnte die Entstehung sowohl von Aβ40 als auch von Aβ42 

im ER und deren dortige Akkumulation gezeigt werden (Hartmann et al., 1997; 

Cook et al., 1997).  

Ende 1997 wurde von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt, dass die App-Prozessierung 

nicht wie angenommen erst an der Zelloberfläche, sondern bereits intrazellulär er-

folgt. Außerdem wurde bewiesen, dass die proteolytische Spaltung des Aβ40 und 

Aβ42 durch die γ-Sekretasen in verschiedenen Kompartimenten der Zelle erfolgt. 

Das ER ist dabei das erste Kompartiment, in dem Aβ42 akkumuliert wird (Hartmann 

et al., 1997). Die Preseniline, die ebenfalls hauptsächlich in den Membranen des ER 

und des frühen Golgi-Apparates lokalisiert sind, befinden sich somit in einer ausge-

zeichneten Position für die Kontrolle des Transports und/oder der Prozessierung von 

App. Nach Untersuchungen von L´Hernault et al. (1993) am Fadenwurm C.elegans 

kontrolliert das Presenilin SPE-4 die Sortierung und den Transport von Proteinen zu 

spezialisierten Organellen. Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Bindung von PS1 

und PS2 an eine unreife Form von App im ER (Weidemann et al., 1997; Xia et al., 

1997). In anderen Arbeitsgruppen konnten diese Versuche allerdings bisher nicht 

reproduziert werden (Sisodia & Gallagher 1998). 

1.4 Derzeitige und zukünftige Therapiemöglichkeiten 

Die biochemische Analyse der Plaques und Neurofibrillen in Alzheimer-Hirnen führ-

te zu Erkenntnissen über die Natur dieser Ablagerungen. Derzeitig richtet sich der 

Blick auf die frühen, über lange Zeiträume ablaufenden zellulären Prozesse, die lang-
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fristig zur Plaque- und Neurofibrillenbildung und schließlich zum Zelltod beitragen 

(Troncoso et al., 1998). Die konventiellen diagnostischen Ansätze stützen sich auf 

die psychologischen und biologischen Epiphänomene der Erkrankung. Damit kann 

die Diagnose einer Alzheimer-Erkrankung erst gestellt werden, wenn bereits eindeu-

tige und im allgemeinen irreversible kognitive Defizite und biologische Hirnverände-

rungen vorliegen (Mori et al., 1999). Therapeutische Interventionen können damit 

erst sehr spät erfolgen. Deshalb und aufgrund der kumulativen Inzidenzschätzungen 

wäre ein grundsätzlich neuer Ansatz zu erwägen, der nicht auf eine späte kategoriale 

Diagnose, sondern auf eine frühe Risikoabschätzung für die Entwicklung einer De-

menz abzielt.  

In künftigen Modellen sind sowohl genetische, soziodemographische, als auch soma-

tische und umweltabhängige Protektions- und Risikofaktoren zu berücksichtigen 

sowie „frühe“ psychologische und biologische Epiphänomene der Erkrankung.  

 

1.5 Zelluläre Ca2+-Homöostase 

Ca2+-Ionen haben eine besondere Bedeutung bei der Regulierung zellulärer Funktio-

nen. In jeder eukaryotischen Zelle gibt es Proteine, die von Ca2+ moduliert werden. 

Ca2+ wirkt daher als zytoplasmatischer Botenstoff. Die meisten Ca2+-modulierbaren 

Proteine sind nicht selbst Enzyme. Durch die mit der Ca2+-Bindung verbundenen 

Konformationsänderung können sie aber Enzyme aktivieren oder Konformations-

änderungen an Strukturproteinen hervorrufen (Cox & Stein, 1981). Wie aus der  

Abbildung 3 ersichtlich ist, werden Ca2+-Signale in Neuronen von unterschiedlichen 

Prozessen beeinflusst. Hierzu gehören Ca2+-Einstrom, Entleerung intrazellulärer 

Speicher, Ca2+-Pufferung, Aufnahme in intrazelluäre Speicher und die Extrusion des 

Ca2+ über die Zellmembran (Neher, 1995). Die freie zytoplasmatische Ca2+-

Konzentration ([Ca2+]i) ist in Neuronen sehr niedrig. An der Zellmembran liegt ein 

großer Ca2+-Gradient vor. Dieser ist auf eine etwa 10.000fach erhöhte extrazelluläre 

Ca2+-Konzentration im Gegensatz zum intrazellulären Milieu zurückzuführen.  

Durch eine Steigerung der Ca2+-Leitfähigkeiten in der Zellmembran (z.B. durch Glu-

tamat-Rezeptoren) kann es zu einer Erhöhung der [Ca2+]i kommen (siehe Abb. 3). 

Der Ca2+-Einstrom aus dem extrazellulären Raum erfolgt zum einen über spannungs-

abhängige Ca2+-Kanäle, die während einer elektrischen Aktivität und einer damit 

verbundenen Membrandepolarisation der Neurone geöffnet werden. Zum anderen 
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erfolgt er über ligandengesteuerte Ionenkänale. Diese können entweder direkt eine 

Ca2+-Leitfähigkeit aufweisen (ionotrop), die nach der Anbindung eines Neurotrans-

mitters erhöht wird, oder sie sind in der Lage über ein G-Protein-vermitteltes System 

eine Freisetzung von Ca2+ aus internen Speichern auszulösen (metabotrop). Im Ru-

hezustand liegt in Neuronen eine [Ca2+]i von 10-7 M vor, die sich nach einem Ca2+-

Einstrom aber kurzfristig auf 10-5 M erhöhen kann. 

Eine Erhöhung der [Ca2+]i wird durch ein sofortiges Anbinden der einströmenden 

Ca2+-Ionen an negativ geladene Bindungsstellen von zellulären Proteinen und  

membranständigen Phospholipiden begrenzt. Großen Ca2+-bindenden Proteinen, wie 

dem Parvalbumin oder Calbindin kommt dabei die Aufgabe zu, einen übermäßigen 

zytoplasmatischen Ca2+-Konzentrationsanstieg zu unterbinden. Sie wirken damit 

einer unspezifischen Aktivierung zellulärer Proteine entgegen und erfüllen in diesem 

Sinne eine Schutzfunktion (Baimbridge et al., 1992). 

Wie in Abbildung 3 zu sehen, stehen zur Abgabe des Ca2+ verschiedene Extrusions- 

und Sequestrations-Mechanismen zur Verfügung. Die Ca2+-Abgabe über die Zell-

membran geschieht mittels Na+/Ca2+-Antiportern oder Ca2+-ATPasen (Fierro et al., 

1998). Zur Absenkung der [Ca2+]i können aber auch zelleigene Speicher gefüllt wer-

den. Diese sind vor allem das glatte ER und die Mitochondrien. Sarko-

endoplasmatische Ca2+ (SERCA)-Pumpen vollziehen die Sequestration in das ER, in 

den Mitochondrien wird diese Funktion von Ca2+-Uniportern und Na+/Ca2+-

Austauschern erfüllt (Fierro et al., 1998). 

Dieses zelleigene Ca2+-Reservoir befähigt die Zellen bei Bedarf oder auf einen Reiz 

hin, durch Abgabe des gebundenen Ca2+, die [Ca2+]i zu erhöhen. Im ER kann dies 

über den IP3-Rezeptor oder eine ryanodinerezeptorabhängige Aktivierung erfolgen 

(Yamamoto & Kanaide, 1990). Die Auffüllung dieser internen Ca2+-Speicher kann 

neben SERCA-Pumpen durch einen anderen Mechanismus erfolgen. Dieser wird als 

capacitative Ca2+-entry (CCE) oder als store-operated Ca2+-entry (SOC) bezeichnet 

(Putney, 1997) (siehe Abb. 3). 

In diesem Mechanismus aktiviert die Depletion der intrazellulären Ca2+-Speicher 

durch eine vorangegangene Aktion von IP3 oder einer Ca2+-induzierten  

Ca2+-Freisetzung das Öffnen von Plasmamembran-Ca2+-Kanälen. Die genaue Regu-

lation, die zum Öffnen dieser SOC-Kanäle führt, ist allerdings noch nicht vollständig 

aufgeklärt.  
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Einerseits bestehen Hinweise für einen Konformations-Kopplungsmechanismus, bei 

dem die Depletion der intrazellulären Ca2+-Speicher eine Konformationsänderung 

des IP3-Rezeptors bewirkt. Der Rezeptor kann daraufhin mit Plasmamembran- 

Ca2+-Kanälen interagieren und diese aktivieren.  

Andererseits werden auch noch weitere Regulationswege in Betracht gezogen. So 

nimmt ein weiterer potentieller Vorgang, der zur Öffnung bzw. Aktivierung der 

SOC-Kanäle führt, die Generierung eines diffusiblen Ca2+-Einstrom-Faktors im ER 

an. Dieser diffundiert nach der Entleerung der Speicher zur Plasmamembran und 

induziert dort die Öffnung der SOC-Kanäle.  

Einem weiteren Modell zufolge, hält Ca2+ bei aufgefüllten Speichern die  

SOC-Kanäle an der Plasmamembran in einem inaktivierten Zustand. Nach einer Ent-

leerung der Ca2+-Speicher wird diese Inaktivierung kurzfristig aufgehoben. Es  

könnte so ein CCE in die Zelle erfolgen (Putney et al., 2001).  

Allen diesen CCE-Regulationsmechanismen liegt eine Aktivierung der Phospho-

lipase C (PLC) zugrunde, die durch die Spaltung von Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat (PIP2) zur Bildung von Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglyerin 

(DAG) führt. IP3 und DAG können weitere Signalwege aktivieren.  

IP3 bindet an den IP3-Rezeptor in der Membran des ER und löst damit die Freiset-

zung von Ca2+ aus internen Speichern aus. DAG aktiviert zusammen mit 

Membranphospholipiden die Proteinkinase C. 

Substanzen die eine Inhibition der PLC bewirken, blockieren einen CCE  

(Putney et al., 2001). Mitglieder der Superfamilie von transient-receptor-potential-

(TRP)-Proteinen scheinen Kandidaten für die SOCs zu sein, da diese Proteine für 

einen PLC-abhängigen Ca2+-Einstrom verantwortlich sind (Montell, 2001). 

Die verschiedenen Parameter, die auf die Verteilung des Ca2+ in der Zelle einwirken, 

müssen so abgestimmt sein, dass eine Rückverteilung gewährleistet und die zelluläre 

Ca2+-Homöostase somit erhalten bleibt. Ein vermehrter Ca2+-Einstrom kann über ein 

„second messenger“-System unter Beteiligung der Proteinkinase C durch eine 

Phosphorylierung von Ionenkanälen eine zusätzliche Verstärkung erfahren. Letztend-

lich kann eine dauerhaft erhöhte [Ca2+]i zur Aktivierung von apoptotischen Protea-

sen, Lipasen und Endonucleasen führen, die eine Apoptose von Neuronen hervor-

rufen. Eine derartig veränderte Ca2+-Homöostase kann für mehrere neurodegene-

rative Erkrankungen wie Alzheimer und die Amytrophe Lateralsklerose (ALS) be-

schrieben werden (Krieger et al., 1996; Morrison et al., 1998).  
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Abb. 3: Modell für die Regulation der intrazellulären Ca2+-Homöostase  

Gezeigt sind metabotrope Glutamat-Rezeptoren (GLU), die über den IP3-Signaltransduktionsweg eine 

Freisetzung von Ca2+ aus dem ER induzieren. Intrazellulär freigesetztes Ca2+ kann über Ryanodin-

Rezeptoren eine Ca2+-Ausschleusung aus dem ER induzieren. Ein weiterer Weg, der zur Erhöhung der 

[Ca2+]i führt, ist der Eintritt von Ca2+ über store-operated Ca2+-Kanäle (SOC). Zu den Wegen, die eine 

Reduzierung der [Ca2+]i bewirken, gehören Ca2+-ATPasen an der Membran des ER (SERCA) und 

Na+/Ca2+-Austauscher an der Plasmamembran. Na+-Ionen, die durch derartige Austauscher ins Cyto-

sol gelangen, werden unter ATP-Verbrauch gegen K+-Ionen nach außen transportiert (Blaustein & 

Golovina, Trends in Neuroscience, 2001).  

 

1.5.1 Aktivierung von Ca2+ durch Glutamat 

Der wichtigste erregende Neurotransmitter des zentralen Nervensystems ist Gluta-

mat. Dieser spielt insbesondere im zerebralen Kortex eine bedeutende Rolle und 

kann zu einem Anstieg der [Ca2+]i führen. Bis zu 70 % aller Synapsen im zerebralen 

Kortex verwenden Glutamat als Transmitter. Bei vielen grundlegenden physiologi-

schen Hirnfunktionen, sowie bei komplexen integrativen Leistungen wie Schmerz-

verarbeitung, Motorik, Lernen und Gedächtnis ist Glutamat entscheidend.  

Glutamat wirkt auf zwei Klassen von membrangebundenen Rezeptoren: metabotrope 

und ionotrope Glutamat-Rezeptoren (Abb. 4 und Abb. 5).  

Die metabotropen Rezeptoren verändern über G-Proteine verschiedene intrazelluläre 

Stoffwechselvorgänge wie die intrazelluläre Ca2+-Konzentration. Hierbei wird über 

ein G-Protein die Aktivität des Enzyms Phospholipase C (PLC) erhöht (Abb. 4). Dies 
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führt zur Bildung von Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) 

(Abb. 4). DAG kann in Gegenwart von Ca2+-Ionen und Lipiden die Sensitivität der 

Proteinkinase C (PKC) gegenüber Ca2+ dramatisch erhöhen. Dieser Komplex von 

PKC mit DAG, Ca2+ und Lipiden ist in der Lage, eine Reihe von Proteinen zu 

phosphorylieren. IP3 ist wasserlöslich und fungiert als second messenger. Diffundiert 

es in das Zytoplasma, kann es an der Membran des ER an den IP3-Rezeptor binden 

und damit die Freisetzung von Ca2+ aus internen (IP3-sensitiven) Speichern auslösen. 

Sowohl DAG als auch IP3 werden beide sehr schnell abgebaut. Dabei kann IP3 zu 

freiem myo-Inositol dephosphoryliert oder aber durch eine spezifische Ca2+-

aktivierte Kinase auch zu Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat (IP4) weiterphosphoryliert 

werden. 

 

 
Abb. 4: Metabotroper Glutamat-Rezeptor 

Glutamat aktiviert eine second-Messenger-Kaskade nachdem es an den metabotropen Rezeptor bin-

det. Über ein G-Protein wird die Aktivität des Enzyms Phospholipase C (PLC) erhöht. Dies führt zur 

Bildung von Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) und Diacylgylerol (DAG) (Kandel, 1995).  

 

Die Aktivierung der ionotropen Glutamatrezeptoren ändert die Membranleitfähigkeit 

für Ionen und damit das Membranpotential. Die ionotropen Rezeptoren werden in 

zwei Hauptklassen, die α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat AM-

PA/Kainat- und die N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren unterteilt (siehe 

Abb. 5 und Abb. 6). AMPA/Kainat-Rezeptoren vermitteln wahrscheinlich alle For-

men der schnellen glutamatergen Neurotransmission und erlauben den Durchfluss 

monovalenter Ionen wie Na+ und K+. AMPA-Rezeptoren können allerdings auch 

Ca2+-permeabel sein. Die Ca2+-Permeabilität wird durch die Zusammensetzung der 

Untereinheiten der Kanäle reguliert. AMPA-Rezeptoren, denen die GluR2-
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Untereinheit fehlt, sind neben anderen divalenten Kationen für Ca2+ permeabel (siehe 

Abb. 5) (Pellegrini-Giampietro et al., 1997).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 5: Ca2+-Permeab
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genannte Phencyclidin (PCP)-Bindungsstelle. Hier binden nichtkompetitive NMDA-

Rezeptoragonisten wie MK-801 oder PCP (Kornhuber & Weller, 1997) (siehe Abb. 

6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 6: Permeabilität NMDA-Rezeptor  

Der NMDA-Rezeptor ist ein unspezifischer Kationenkanal, der permeabel für Ca2+, Na+ und K+ ist 

und Bindungsstellen für Glyzin, Zink, Phencyclidin und Mg2+ aufweist. Diese bestimmen die Funkti-

on des Kanals in unterschiedlicher Weise (Kandel, 1995). 

 

1.5.2 Glutamat als endogenes Neurotoxin 

Glutamat kann unter bestimmten Bedingungen auch neurotoxisch wirken  

(Kornhuber & Weller, 1997). Unter Ruhebedingungen liegt die Glutamatkonzentra-

tion im synaptischen Spalt bei etwa 1 µM. Während physiologischer Glutamatfrei-

setzung steigt die Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt kurzfristig um etwa 

das 1000fache an. Unter pathologischen Bedingungen, insbesondere Energiemangel-

bedingungen, steigt die Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt leicht an, dies 

geschieht aber über einen längeren Zeitraum. Gleichzeitig kann bei Energiemangel 

das Membranpotential nicht aufrechterhalten werden, und der Mg2+-Block wird gra-

duell gemindert. Unter diesen Bedingungen kommt es zu einem langandauernden 

Ca2+-Einstrom, gefolgt von einer Aktivierung kataboler Enzyme und schließlich zum 

Zelltod. Die neurotoxische Wirkung von Glutamatagonisten wird Exzitotoxizität 

genannt (Kornhuber & Weller, 1997; Olney & Grubareff, 1978). Auch eine milde 

Depolarisation kann für eine unkontrollierte Aktivierung des NMDA-Rezeptors aus-

reichen (Beal, 1992). Solche Vorgänge sollen sowohl dem akuten Zelluntergang bei 

Ischämie als auch dem chronischen Zelluntergang bei Chorea Huntington und der 
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Parkinson- und Alzheimer-Krankheit zugrunde liegen (Kornhuber und Weller, 

1997). 

Diese Glutamat-Hypothese der Alzheimer-Krankheit wurde zuerst von Greenamyre 

et al. (1988) aufgestellt und nachfolgend von anderen Autoren bestätigt (Kornhuber 

et al., 1989b; Mattson, 1990).  

Viele Befunde sprechen für eine direkte und physiologisch bedeutsame Rolle von 

Glutamat bei Lernen und Gedächtnis. Die in den Hippokampus ein- und austretenden 

Fasern sowie die Faserverbindungen innerhalb des Hippokampus benutzen Glutamat 

als Transmitter. Auch die Dichte an Glutamatrezeptoren ist hier besonders hoch 

(Kornhuber et al., 1989c). In dieser für Lernen und Gedächtnis bedeutsamen Hirnre-

gion treten die ersten Läsionen im Laufe der Krankheit auf (Braak & Braak, 1995).  

Nach Untersuchungen von Keller et al. (1992) ist die Lernleistung von Ratten von 

hippokampalen NMDA-Rezeptoren abhängig. Glutamat und dessen Rezeptoren spie-

len eine entscheidende Rolle bei der Langzeitpotenzierung, einem zellulären Modell 

vom Lernen und Gedächtnis (Bliss & Collingridge, 1993). Mit steigendem Lebensal-

ter tritt eine physiologische Abnahme der Glutamatrezeptoren auf (Kornhuber et al., 

1989b). Dies korreliert eventuell mit dem physiologisch auftretenden Gedächtnisver-

lust im hohen Alter. Viele Untersuchungsergebnisse unterstützen dabei die Annahme 

einer erhöhten glutamatergen Aktivität bei der Alzheimer-Krankheit. So scheinen  

β-Amyloid-Proteine die Toxizität von Glutamat zu erhöhen (Mattson et al., 1993). 

 

Mattson et al. (1993) sowie Masliah et al. (1996) wiesen bei der Alzheimer-

Krankheit eine verminderte Funktion von Glutamattransportern nach. Unterfunktio-

nen von Glutamattransportern führen zu einer erhöhten Glutamatkonzentration im 

synaptischen Spalt und zu exzitotoxischen neuronalen Schäden, die besonders durch 

eine erhöhte [Ca2+]i ausgelöst werden.  

 

1.5.3 Ca2+-Veränderungen bei der familiären Alzheimer-Krankheit 

Fibroblasten von Alzheimer-Patienten, die eine Mutation im PS1 tragen, zeigen eine 

veränderte intrazelluläre Ca2+-Homöostase. Die Ca2+-Signalveränderungen in den 

Fibroblasten von Alzheimer-Patienten sind höchst selektiv und spezifisch für diese 

Krankheit (Etcheberrigaray et al., 1998). Des weiteren verursachen Mutationen im 

PS2-Gen die gleichen Ca2+-Veränderungen, wie sie bei PS1-Mutationen beobachtet 
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werden. Somit scheinen diese Ca2+-Veränderungen eine gemeinsame pathologische 

Bedeutung für PS1-Mutationen zu haben. Einer der bisher nachgewiesenen Effekte 

der PS1-Mutationen auf Ca2+-Signale ist die Potenzierung der IP3-vermittelten Frei-

setzung von Ca2+ aus internen Speichern (Ito et al., 1994; Gibson et al., 1996; Guo et 

al., 1996; Leissring et al., 1999). Die Aufgabe von PS1 in den intrazellulären Ca2+-

Signalwegen ist trotz dieser Beobachtung noch nicht genauer definiert. Es wird ver-

mutet, dass die Dysregulation der Ca2+-Homöostase bei PS1-Mutationen eine kausale 

Rolle in der Pathogenese der genetisch bedingten Alzheimer-Fälle spielt.  

Ein wichtiger Hinweis ist der Umstand, dass erhöhte zytosolische Ca2+-

Konzentrationen in kultivierten Zellen die Prozessierung von App verändern. Nach 

Zellkulturversuchen von Querfurth & Selkoe (1994) führt eine erhöhte [Ca2+]i zu 

einer vermehrten Bildung von Aβ. Somit könnte einer Ca2+-Dysregulation ein wich-

tiger Einfluss bei einer vermehrten Aβ-Ablagerung zukommen. Mattson et al. (1991) 

konnten zeigen, dass eine erhöhte [Ca2+]i eine Hyperphosphorylierung von Tau be-

wirken kann.  

 

Bei den Presenilinen wird davon ausgegangen, dass sie eine Ca2+-regulierende Funk-

tion in der Zelle übernehmen. Studien zufolge verursacht ein Ausschalten der biolo-

gischen Aktivität der Preseniline einen potenzierten CCE. Dies lässt die Spekulation 

zu, dass eine der physiologischen Funktionen der Preseniline die Modulation von 

CCE-Kanälen ist (Yoo et al., 2000). 

Nach Leissring et al. (2000) weisen Fibroblasten von Mäusen, die die PS1-Mutation 

[M146V] exprimieren, einen verringerten CCE auf. Derartige Untersuchungsergeb-

nisse zeigten sich auch in Xenopus Oozyten, die eine PS1-Muation tragen (Leissring 

et al., 2000). Eine Verringerung des CCE kann ein sekundäres Phänomen in den 

Neuronen von Mäusen mit einer PS1-Mutation sein. Eine Überfüllung von ER-Ca2+-

Speichern wie sie in den Neuronen dieser Tiere vorliegt, kann zwangsläufig zur Ver-

ringerung des CCE führen.  

Die Beobachtung, dass PS1-Mutationen in Neuronen zu einer erhöhten Speicherung 

von Ca2+ im ER führen, kann somit zur Veränderung von zwei Ca2+-Signalwegen 

führen. Einerseits kommt es zu einer Potenzierung der ER-Ca2+-Freisetzung anderer-

seits zu einer Verringerung des CCE.  

 



 

 29

Einleitung 

1.5.4 Die Rolle von Ca2+ in der neuronalen Zellschädigung 

Die Mechanismen, die zur neuronalen Zellschädigung führen, können durch unter-

schiedliche Formen von Stress ausgelöst werden. Dazu gehören unter anderem  

Ischämie, Hypoglykämie und die Zellalterung. Ca2+ kommt eine primäre Rolle in der 

Entwicklung neuronaler Zellschädigung im Gehirn bei verschiedenen pathologischen 

Stadien zu. Drei unterschiedliche Kompartimente können in einer Störung der Ca2+-

Homöostase involviert sein: das Zytoplasma, die Mitochondrien und das ER.  

Die Funktion von Ca2+ im Prozess der Apoptose ist sehr komplex und beinhaltet ein 

Zusammenspiel von vielen Systemen. Dazu gehören das Sphingomyelin-Signal-

System, das Redoxsystem, die durch Stress aktivierten Mitglieder der Mitogen-

aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und Ca2+-Signalwege. 

Eine Funktion des Ca2+-Signalweges ist die Kontrolle der Expression apoptotischer 

Signalkomponenten. Ca2+ kann als Antwort auf eine Vielzahl von pathologischen 

Vorgängen Apoptose induzieren. Derartige Vorgänge werden durch eine Ca2+-

vermittelte Expression von Liganden ausgelöst, die wiederum an sogenannte „Zell-

tod-Rezeptoren“ wie CD95 binden und diese aktivieren. Andererseits kann Ca2+ auch 

direkte toxische Effekte auf die Mitochondrien und das ER haben (Kass & Orreniu, 

1999).  

Mitochondrien antworten auf ein apoptotisches Ca2+-Signal mit der selektiven Frei-

setzung von Cytochrom c oder der erhöhten Produktion von reaktiven Sauerstoff-

spezies (ROS) (Kass & Orreniuis, 1999; Szalai et al., 1999).  

Der neuronale Zelltod scheint sowohl mit einem Ansteigen als auch Abfallen der 

[Ca2+]i assoziiert zu sein (Paschen, 2000). 

Eine dauerhaft erhöhte [Ca2+]i kann, wie z.B. im Fall der bereits beschriebenen Exzi-

totoxizität, zur Aktivierung von Proteasen und Endonukleasen in der Zelle und zur 

Auslösung von Apoptose führen. 

Ein möglicher Mechanismus, der zur neuronalen Zellschädigung durch niedrige 

[Ca2+]i führen kann, ist die Störung der ER-Ca2+-Homöostase. Ein Entzug von Serum 

führt zu einer deutlichen Abnahme der Aktivität von ER-Ca2+-Pumpen und einer 

Ausschaltung der Proteinsynthese. Die Synthese von Proteinen wird durch das im ER 

vorliegende Ca2+ kontrolliert. Aufgrund einer erniedrigten Ca2+-Konzentration im ER 

kann es so zu einer beeinträchtigten Proteinsynthese kommen (Doutheil et al., 1999). 

Das ER spielt neben der Funktion als Ca2+-Speicher-Kompartiment auch eine wich-



 

 30

Einleitung 

tige Rolle in der Faltung, dem Prozessieren und der Exkretion von Membran- und 

sekretorischen Proteinen (Hofer et al., 1993). Diese Prozesse sind Ca2+-abhängig 

(Troadec et al., 1998). Damit ist anzunehmen, dass die im ER vorliegende Menge an 

Ca2+ ein wichtiger Mediator für die neuronale Zellschädigung darstellt (Doutheil et 

al., 1999).  
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1.6 Zielsetzung 

Die Alzheimer-Krankheit ist eine durch das Alter bedingte Erkrankung, die zu einer 

kognitiven Dysfunktion und zur Degeneration von Neuronen in limbischen und kor-

tikalen Hirnregionen führt. Mutationen im PS1 können einen sehr frühen Beginn der 

Alzheimer-Erkrankung hervorrufen. Analysen an Fibroblasten von Alzheimer-

Patienten mit einer PS1-Mutation deuten darauf hin, dass ein erhöhter Level an  

oxidativem Stress und eine Störung der zellulären Ca2+-Homöostase einen wesent-

lichen Einfluss auf die bei der Alzheimer-Krankheit vorliegende synaptische Dys-

funktion und den neuronalen Zelltod haben. Ziel dieser Arbeit ist zu klären, wie Mu-

tationen im PS1-Gen die Ca2+-Homöostase in hippokampalen Neuronen von transge-

nen Mäusen beeinflussen. Durch die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Unter-

suchungen sollten folgende Fragen geklärt werden: 

 

1. Inwieweit ist die Vitalität und die intrazelluläre Ca2+-Homöostase hippokam-

paler Neurone transgener Mäuse mit der PS1-Muation [A246E] alteriert?  

 

2. Werden Veränderungen der [Ca2+]i bei transgenen Mäusen mit einer  

PS1-Mutation durch einen vermehrten Einstrom von externem Ca2+ oder in-

folge einer vermehrten Freisetzung von internem Ca2+ ausgelöst? 

 

3. Stehen die Alterationen der intrazellulären Ca2+-Homöostase in einem  

Zusammenhang mit der Expression von App und der Aktivität der  

γ-Sekretase? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere 

Die für die Untersuchungen verwendeten Zellen und Hirnschnitte stammten von 

transgenen Presenilin- und App-Mauslinien, die auf einem FVB/N Hintergrund  

generiert wurden. Die FVB/N Mäuse wurden als Kontrollen verwendet. 

Die transgenen Presenilin-Mauslinien stammten aus der Arbeitsgruppe von  

Prof. F. Van Leuven (Zentrum für Humangenetik, Leuven, Belgien; siehe  

Dewachter et al., 2000; Schneider et al., 2001). Nach Überführung der Tiere,  

wurden diese in der zentralen Tierhaltungseinrichtung des Universitätsklinikums 

Göttingen und des Instituts für Neuropathologie in München unter Standard-

bedingungen gehalten. 

Die App [-/-]-Mäuse stammten von Prof. Dr. Weissmann (Institut für Molekularbio-

logie, Zürich, siehe Li et al., 1996) und wurden in der Tierhaltungseinrichtung des 

Universitätsklinikums Göttingen und des Instituts für Neuropathologie in München 

gekreuzt und ebenfalls unter Standardbedingungen gehalten. 

In den folgenden Kapitel 2.1.1 bis 2.1.6 werden die Mauslinien der vorliegenden 

Untersuchungen näher beschrieben: 

2.1.1 Transgene Presenilin-Mäuse (PS1 [A246E], PS1 [S182]) 

In Experimenten wurden Untersuchungen an transgenen PS1-Mäusen durchgeführt, 

die entweder ein humanes Wildtyp-PS1 [S182] oder ein mutiertes humanes  

PS1 [A246E] unter der Kontrolle des Neuronen-spezifischen thy-1 Genpromotors 

exprimieren (Moechars et al., 1999) (siehe Abb. 7). Das transgene humane  

PS1-Protein wird im Hirn dieser Mäuse zum gleichen Grad exprimiert, wie das 

endogene Maus-PS1-Protein. Western-Blot-Untersuchungen zeigen eine proteo-

lytische Prozessierung des humanen PS1-Transgens in C- und N-terminale Frag-

mente. Histologisch zeigen die Hirne dieser transgenen PS1-Mäuse auch im fort-

geschrittenen Alter von 2 Jahren keine Auffälligkeiten. Bei Lern- und Verhaltenstests  

(water maze test) unterscheiden sich diese transgenen Mäuse nicht gegenüber nicht-

transgenen Tieren (Schneider et al., 2001). 

Insgesamt zeigen die transgenen PS1-Mäuse keinen deutlichen Phänotyp oder patho-

logische Defekte. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu Untersuchungen 

http://docserver.bis.uni-oldenburg.de/publikationen/dissertation/2002/schunt02/schunt02.html
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von Patienten, die eine Mutation im PS1 aufweisen. In den meisten Fällen zeigen 

sich in den Hirnen dieser Patienten ab einem Alter von 40 Jahren deutliche Plaque-

Ablagerungen. Ausschließlich in den Hirnen von Mäusen, die gleichzeitig neben 

einem transgenen PS1 auch transgenes humanes App exprimieren [Appld/V717I], 

zeigt sich ein Anstieg der Aβ-Akkumulation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 7: Schematische Darstellung des Maus thy-1 Genpromotorkonstrukts 

Mit diesem Konstrukt erfolgte die Generierung von transgenen PS1- Mäusen. 

 

2.1.2 Transgene App-Mäuse (App [V717I]/Appld) 

Zur Generierung transgener App-Mäuse wurde die cDNA, die für humanes  

Wildtyp-App sowie für die London (ld) [V717I]-Mutation kodiert, in einem  

pTSC-Vektor geklont und unter dem Neuronen-spezifischen Maus thy-1-Gen-

promotor exprimiert (Moechars et al., 1999, siehe Abb. 8). Die Mutation [V717I] 

liegt in der Nähe der γ-Sekretase-Schnittstelle (siehe Abb. 8). Das mutierte  

App-Protein wird bei diesen Mäusen in großen Mengen im Hippokampus und im 

parietalen und frontalen Kortex, in geringeren Mengen im olfaktorischen Bulbus und 

Thalamus und nur in sehr geringen Mengen im Cerebellum exprimiert (Moechars  

et al., 1999). Messungen verschiedener App-Metabolite im Hirn von gealterten  

App Mäusen mit der [V717I]-Mutation zeigen die Korrelation zwischen einem  

erhöhten Aβ42-Level und der Bildung von Amyloid-Plaques (Moechars et al., 1999).  
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Abb. 8: Aminosäure-Sequenz des Aβ 

Gezeigt sind die Schnittstellen der 3 Sekretasen (α-, β- und γ -Sektratse) in der Aminosäure-Sequenz 

des Aβ. Die London-Mutation [V717I] liegt in der Nähe der γ-Sekretase-Schnittstelle.  

 

2.1.3 App-knock-out-Mäuse (App [-/-]) 

In App-knock-out-Mäusen (App [-/-]) wurde das App-Gen durch das Deletieren einer 

3,8 kb Sequenz inaktiviert (Li et al., 1996). Diese Sequenz umfasst den Promotor 

und das erste Exon. Dieses codiert für das Signalpeptid von App (Izumi  

et al., 1992). Weder die App mRNA noch das Protein ist in diesen Mäusen zu  

detektieren. Homozygote App [-/-]-Mäuse sind fertil und zeigen keinen auffälligen 

Phänotyp. Neuroanatomische Studien der Hirne dieser Tiere zeigen keine 

Veränderungen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen (Li et al., 1996).  

 

2.1.4 Neuronen-spezifische Presenilin-knock-out-Mäuse (PS1 [-/-]) 

Die Inaktivierung des PS1-Gens beeinträchtigt die Embryogenese von Mäusen.  

Dabei kommt es zu einer gestörten Somatogenese und Neurogenese, die zu einer 

Fehlbildung des Gehirns und zur späten embryonalen Letalität führt (Shen et al., 

1997; De Strooper et al., 1998; Hartmann et al., 1999). Durch die Generierung soge-

nannter „temporaler knock-out-Mäuse“ war es möglich, adulte PS1 [-/-]-Mäuse zu 

untersuchen. In diesen Mäusen wird das PS1-Gen erst im adulten Tier ausgeschaltet. 

Ermöglich wird eine solche Strategie durch den Einsatz der Cre-Rekombinase aus 

dem Bakteriophagen P1, die mit großer Präzision DNA-Rekombinationsereignisse 

zwischen zwei je 34 bp langen Erkennungssequenzen, den sogenannten `loxP-sites`, 

katalysiert (Sauer & Henderson, 1988). Dabei führt die Rekombination zwischen 

zwei in gleicher Richtung orientierten loxP-Sequenzen zum Verlust des dazwischen-

liegenden Segments. Dieses System wurde für die zeitlich und gewebespezifisch 

NH2-VKMDAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIATVIVITLVMLKKK-COOH 

β α γ

717 I 
London-Mutation 
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kontrollierte Inaktivierung des PS1-Gens in Mäusen eingesetzt, indem das PS1-Gen 

mit loxP-Sequenzen flankiert und die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle des ge-

webespezifischen thy-1-Promotors exprimiert wird. Somit wurden Mäuse generiert, 

die nur postnatal und speziell in Neuronen kein PS1 exprimieren. Generiert wurden 

diese Mäuse durch das Kreuzen zweier transgener Mauslinien: (i) Mäuse mit einem 

markierten PS1-Gen, um die loxP-Stellen einzubringen (PS1-flox Mäuse), und (ii) 

Mäuse, die die Cre-Rekombinase unter Kontrolle eines Maus thy-1-Genpromotors 

exprimierten. Der thy-1-Genpromotor, der in Abbildung 6 dargestellt ist, ist umfas-

send beschrieben. Er erzeugt postnatal ausschließlich in Neuronen die Expression des 

Transgens (Moechars et al., 1996; 1999; Spittaels et al., 2000; Van Dorpe et al., 

2000; Tesseur et al., 2000). Diese Neuronen-spezifischen PS1 [-/-]-Mäuse waren 

lebensfähig. Routinemäßige Histologieuntersuchungen der Hirne dieser Mäuse zeig-

ten eine unauffällige Morphologie. Bei den PS1 [-/-]-Mäuse war insgesamt kein  

offensichtlicher Phänotyp zu erkennen. Dies konnte auch anhand von Verhaltens- 

und Lern-Tests festgestellt werden (Dewachter et al., 2000).  

Eine Genotypisierung der Mäuse wurde mittels PCR durchgeführt. Western Blots 

demonstrierten einen stark herabgesetzten Level des PS1 Proteins in Totalhirnhomo-

genaten von PS [-/-]-Mäusen. Eine beobachtete niedrige restliche Proteinexpression, 

ist vermutlich auf die Expression durch Glia- und oder nicht-neuronale Zellen 

zurückzuführen. Zusammenfassend lässt sich aus diesen Daten schließen, dass das 

PS1-Gen nicht essentiell für die Aufrechterhaltung der normalen neuronalen Archi-

tektur und der kognitiven Fähigkeiten im adulten Maushirn ist. Eventuell kann die 

normale Funktion des PS1 in adulten Neuronen durch PS2 übernommen werden. 

Allerdings konnten keine erhöhten PS2 mRNA oder Proteinlevel im Hirn von  

PS1 [-/-]-Mäusen gefunden werden. 

2.1.5 Transgene App-Mäuse auf einem PS1 [-/-]-Hintergrund (AppldxPS1[-/-]) 

Im Rahmen einiger Versuche wurden PS1 [-/-]-Mäuse mit App [V717I] transgenen 

Mäusen gekreuzt, um so dreifach transgene Mäuse zu generieren. Diese Mäuse sind: 

homozygot für das markierte PS1-Gen und exprimierten das thy1-Cre-Recombinase-

Transgen und das thy1-App [V717I]-Transgen. Auf diese Weise wurde in den soge-

nannten App[V717I]xPS1[-/-] Mäusen exakt in denselben Neuronen, in denen  

humanes App [V717I] exprimiert wurde, mit Hilfe der Cre-Rekombinase das  

PS1-Gen ausgeschaltet. Beides wurde durch denselben Maus thy1-Genpromotor kon-
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trolliert. Nachkommen mit dem Genotyp App[V717I]xPS1[-/-] wurden durch 4 un-

abhängige PCR Reaktionen identifiziert. Diese Tiere wiesen keine Embryonal- und 

Entwicklungsschäden auf.  

 

2.1.6 Transgene Presenilin Mäuse auf App [-/-]-Hintergrund 
(App[-/-]xPS1[A246E]) 

 
Für weitere Untersuchungen wurden transgene PS1-Mäuse, die die PS1-Mutation 

[A246E] exprimieren mit App [-/-]-Mäusen gekreuzt. Zur Generierung homozygoter  

App[-/-]xPS1[A246E]-Mäuse, wurden Kreuz-Paarungen zwischen den hetero-

zygoten Tieren durchgeführt und die Nachkommen durch zwei unabhängige  

PCR-Reaktionen überprüft. Diese transgenen Mäuse zeigen keinen auffälligen  

Phänotyp.  

 

2.2 Isolierung chromosomaler DNA aus Mausschwanzbiopsien 

Chromosomale DNA aus Mausschwanzbiopsien wurde mit Hilfe des `QIAamp  

Tissue Kit` (Qiagen GmbH, Hilden) nach der Vorschrift des Herstellers präpariert. 

Dazu wurde den Mäusen mit einem sterilen Skalpell ca. 0,5 bis 1 cm der Schwanz-

spitze abgeschnitten und in ein steriles 1,5 ml-Eppendorf Reaktionsgefäß überführt. 

Um keine gegebenenfalls falsch-positiven Signale in der PCR-Reaktion zu erhalten, 

durfte bei der Biopsie der Schwanzspitze verschiedener Tiere keine Übertragung von 

Fremd-DNA in die Eppendorf Reaktionsgefäße erfolgen.  

Unter Zugabe von 200 µl Lysispuffer (20 µl Proteinase K in 180 µl Puffer ATL) 

wurden die Schwanzproben für 12 Stunden bei 55°C in einem Schüttel-Thermoblock 

(Eppendorf) gegeben. Verbliebene feste Bestandteile wurden anschließend abzentri-

fugiert (14000 rpm, 5 Minuten bei RT) und der Überstand in ein neues Eppendorf-

Reaktionsgefäß überführt. Die DNA-Fällung erfolgte durch die Zugabe eines 

Gemisches aus 200 µl Puffer AL und 200 µl Ethanol und einer anschließenden 

gründlichen Durchmischung auf einem Vortexer (Scientific Industrie). Dieses  

Gemisch wurde auf eine in einem 2 ml Auffangröhrchen platzierte DNeasy Mini-

säule gegeben und für eine Minute bei 8000 rpm und RT zentrifugiert. Die Dneasy 

Minisäule mit der isolierten DNA wurde in ein neues 2 ml-Gefäß überführt und  

2 mal mit je 500 µl Puffer AW1 und AW2 gewaschen (mit anschließender Zentri-
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fugatiuon, 1 Minute, 8000 rpm, RT). Danach erfolgte die Elution der DNA durch 

Zugabe von 200 µl Puffer AE und anschließender Zentrifugation bei 8000 rpm und 

RT. Die auf diese Weise isolierte chromosomale DNA aus Mausschwanzbiopsien 

konnte bis zur Genotypisierung mittels PCR-Methode bei 4°C gelagert werden. Alle 

verwendeten und angeführten Puffer und Reagenzien waren Teil des `QIAamp Tis-

sue Kit`(Qiagen).  

2.3 Genotypisierung transgener Mäuse mittels der PCR-Methode 

Um DNA mit Hilfe einer PCR amplifizieren zu können, werden Oligonucleotid-

primer benötigt. Hierbei handelt es sich um kurze, einzelsträngige DNA-Moleküle, 

die komplementär zu den Enden einer definierten Sequenz der DNA-Matrize sind. 

Eine DNA-Polymerase verlängert unter den richtigen Reaktionsbedingungen und in 

Gegenwart von Desoxynucleosidtriphosphaten (dNTPs) die Primer entlang der  

einzelsträngigen denaturierten DNA-Matrize. Sie synthetisiert so neue DNA-Stränge, 

deren Sequenz komplementär zur Matrize ist. All diese DNA-Moleküle liegen am 

Ende der Reaktion als Doppelstränge vor. Um die Synthese zu wiederholen, wird die 

doppelsträngige DNA erneut durch Hitze aufgeschmolzen. Nach Abkühlen der  

Mischung werden die Primer dann wieder gebunden. Sobald die richtige Temperatur 

für die Enzymreaktion erreicht ist, verlängert die DNA-Polymerase die Primer. Jede 

zusätzliche Strangsynthese bedeutet eine neue Vermehrungsrunde. Die neusyn-

thesierten DNA-Stränge dienen dabei auch als Matrize. Sie tragen auf diese Weise 

mit jedem neuen Zyklus zu einem Ansteigen der Konzentration der zu verviel-

fältigenden Zielsequenz bei. Zur Detektion der transgenen PS1 [A246E]- und  

PS1 [S182]-Sequenz wurden in der PCR-Reaktion die Primer P27 und P29 in einer 

Konzentration von 10 pmol/µl eingesetzt. Der Reaktionsansatz für die PCR-Reaktion 

ist aus dem Anhang zu entnehmen (A1.1). Die einzelnen Reaktionsansätze wurden in 

Reaktionsgefäße pipettiert und in einen Eppendorf-Thermocycler platziert. Das ver-

wendete PCR-Programm ist aus dem Anhang zu entnehmen (A1.2). 

 

Die Kontrolle der amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte durch Auftrennung mit 

Hilfe von Gelelektrophorese in einem 1 %igen Agarosegel mit 0,003 % Ethidium-

bromid. Die Identifizierung und Charakterisierung der resultierenden Banden 

erfolgte unter UV-Licht (siehe Abb. 9). 
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er PS1-Amplikons durch Gelelektrophorese  

ldung bei 1,6 kb ließ sich das Vorkommen des Transgens (PS1 Mutation 

PS1[S182]) bei den Tieren identifizieren.  

er einzelnen Tiere weiter zu charakterisieren, wurde anschließend 

ikons ein DdeI-Verdau gemacht. Nur so war eine Unterscheidung 

die die Mutation trugen (PS1 [A246E]) und solchen, die nur das 

utation trugen (PS1 [S182]) möglich (siehe Abb. 10). Hierzu 

ine Aufreinigung der PCR-Produkte mittels des „QIAquick PCR 

iagen GmbH, Hilden). Dabei wurden 25 µl PCR-Reaktion zu 125 

en (1 Volumen PCR Reaktion zu 5 Volumen Puffer PB) und die-

auf eine QIAquick Spin Säule pipettiert, die sich auf einem 2 ml 

d. Um die DNA zu binden, wurde die Probe anschließend auf der 

ule zentrifugiert (1 Minute für 13000 rpm, RT) und der Säulen-

n. Danach wurde die Säule in ein neues 2 ml Sammelgefäß  

 Waschen der Säule mit 0,75 ml Puffer PE (1 Minute 13000 rpm; 

len-Durchlauf wiederum verworfen. Es folgte eine weitere Zentri-

e für 14000 rpm und RT) und anschließendes Verwerfen des  

 Um die DNA zu eluieren (Zugabe von 50 µl Aqua bidest., 

inute 13000 rpm, RT) wurde die QIAquick Spin Säule dann in ein 

eaktionsgefäß überführt. Für den Verdau mit dem Restriktions-

 der Verdauungsansatz (15 µl DNA, 2,5 µl Puffer D, 6,5 µl Aqua 

Enzym DdeI) bei 37°C für vier Stunden inkubiert. Wie die  

t, erfolgte die Kontrolle des Enzymverdaus durch Auftrennung in  

len, wobei die Identifizierung und Charakterisierung der resultie-

er UV-Licht durchgeführt wurde. 
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2.4 MTT-Assay 

Als Assay für eine durch Glutamat ausgelöste Toxizität (Exzitotoxizität) diente der 

MTT-Test. Hierbei handelt sich um einen kolorimetrischen nicht-radioaktiven  

Test. Dieser beruht auf der Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes  

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl Tetrazolium Bromid (MTT) zu lila-

farbenen Formazankristallen durch zelluläre Dehydrogenasen. Die Absoption des 

entstandenen Formazans wird spektrophotometrisch bei einer Wellenlänge von  

550 bis 600 nm bestimmt. In diesem Wellenlängenbereich absorbiert MTT nicht.  

Dehydrogenasen sind nur in lebenden Zellen aktiv. Aus diesem Grund kann die 

Umwandlung von MTT als Maß für die Vitalität der Zellen angesehen werden 

(Mosmann, 1983). Mit Hilfe des MTT-Assays wurde sowohl das Überleben von neu-

ronalen als auch von Glia-Zellen untersucht. Dazu wurden die auf beschichteten  

Objektgläschen gewachsenen Zellen mit 10 µl MTT (Stammlösung 5 mg/ml in  

Aqua bidest.) eine Stunde bei 37°C inkubiert. Beenden der MTT-Reaktion und Auf-

lösen der gebildeten Formazankristalle erfolgte durch eine Zugabe von 200 µl  

Lösungsmittel (DMSO). Zur Lösung der Kristalle, wurde eine ein- bis zweistündige 

Inkubation bei 37°C durchgeführt. Anschließend erfolgte eine photometrische Mes-

sung der Absorption bei 550 nm. 

2.5 Herstellung transversaler Hippokampusschnitte 

Untersuchungen zur intrazellulären Ca2+-Homöostase wurden auch an hippo-

kampalen CA1 Neuronen vitaler Hippokampusschnitte von verschiedenen trans-

genen Mauslinien (siehe 2.1) durchgeführt. Die Präparation der Transversalschnitte 

erfolgte nach dem Protokoll von Ilano et al. (1991). Für die Herstellung von 

Hippokampusschnitten wurden Mäuse im Alter von sechs bis acht Monaten heran-

gezogen. Die chloroformierten Mäuse wurden durch cervikale Dislokation getötet, 

dekapitiert und das Hirn in eisgekühlter Carbogen-begaster (5 % CO2, 95 % O2) acsF 

(artifizielle cerebrospinale Flüssigkeit) (siehe Anhang A2.5) herauspräpariert. Um 

ein möglichst niedriges Aktivierungsniveau der Neurone bei der Präparation zu 

haben, war in der Präparationslösung die Ca2+-Konzentration auf 0,5 mM eingestellt. 

Bei der anschließenden Durchtrennung der beiden Hemisphären, mussten die 

Meningen weitgehend von der Hemisphäre, die dann weiter geschnitten werden 

sollte, entfernt werden. Transversale Schnitte durch die Hemisphäre mit einer Dicke 

von 150 µm wurden mittels eines Vibratoms (Leica VT 1000E) durchgeführt. Die 
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den mittels eines Vibratoms (Leica VT 1000E) durchgeführt. Die Hirnschnitte wur-

den auf ein Nylonnetz in Carbogen-begaste ascF mit 2mM CaCl2 bei 35°C überführt. 

Nach einer Inkubationszeit von einer Stunde konnten die Schnitte in die Messkam-

mer gelegt werden und dort unter dem Mikroskop die CA1 Region eingestellt wer-

den. Die in den Schnitten lokalisierten CA1 Neurone wurden anschließend über die 

patch-Pipette mit Fura-2 beladen (siehe 2.8 und 2.9).  

2.6 Enzymatische Dissoziation hippokampaler Neurone  

Die Möglichkeit Neurone adulter Mäuse zu untersuchen, erbot sich durch die  

Dissoziationsmethode von Kay und Wong (1986). Die Mäuse waren bei dieser Art 

der Präparation in einem Alter von sechs Monaten bis zu einem Jahr. Die chloro-

formierten Tiere wurden durch zervikale Dislokation getötet, dekapitiert und die 

Hippokampi in eisgekühltem Carbogen-begastem (5 % CO2, 95 % O2) PIPES Puffer 

(siehe Anhang A2.1) herauspräpariert. Bei der Präparation mussten die Meningen 

wieder weitgehend von den Hippokampi entfernt werden. Auf Teflon-beschichteten 

Platten wurden frontale Hippokampi-Schnitte mit einer Dicke von 200 µm mittels 

eines Tissue-Shoppers durchgeführt. Anschließend wurden die Hirnschnitte in die 

zentrale Kammer einer Plexiglas-Apparatur (siehe Abb. 12) überführt. Diese war mit 

10 ml PIPES Puffer (32°C) gefüllt, in dem zuvor 8 mg Trypsin gelöst wurden. Des 

Weiteren wurden die Schnitte kontinuierlich durch einen Magnetrüher im Boden der  

Apparatur bewegt und zusätzlich mit Sauerstoff begast (siehe Abb. 12). Nach einer 

Inkubationszeit von 1,5 Stunden wurde der PIPES/Trypsin Ringer durch neuen  

PIPES Ringer ersetzt und auf RT gebracht. Zwei bis drei der Schnitte konnten nun 

der Kammer entnommen werden und in DMEM (Dulbecco`s minimal essential  

medium, PAN) mit zwei unterschiedlich groß gezogenen Pipetten trituriert werden. 

Die sich daraus ergebende Zellsuspension wurde in Locke`s Puffer (siehe Anhang 

A2.2) überführt, auf Poly-L-Lysin beschichtete Objektträger aufgebracht und nach 

Sedimentation mit Fura-2AM beladen.  
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Abb. 12: Plexiglasapparatur zur Herstellung dissoziierte

Schematische Darstellung der Plexiglasapparatur zur H

aus Hirnschnitten. Um die Temperatur in der innere

Kammer der Apparatur mit einem zirkulierenden Wasser

 

2.7 Hippokampale Langzeitkulturen  
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2.7.2 Herstellung einer adhärenten (feeder-layer) Astrozytenschicht 

Die Herstellung von Astrozytenzellkulturen erforderte die Hirne von vier einen Tag 

alten Mäusen. Die Tiere wurden dekapitiert und die beiden Hemisphären in warmer 

HBSS (Hank`s balanced salt solution) herauspräpariert und vom Hirnstamm und den 

Meningen befreit. Alle nun folgenden Schritte erfolgten- soweit als möglich - unter 

sterilen Bedingungen. Die Hemisphären wurden in mit Trypsin versetzter temperier-

ter HBSS (37°C, 4,5 ml HBSS + 0,5 ml Trypsin), 5 Minuten mit einer Pipette tri-

turiert. Die Enzymreaktion konnte mittels Zugabe von DMEM (+ 10 % FCS, +2 mM 

Glutamin, +1 % Penicilin/Streptomycin, 37°C) gestoppt werden. Die so entstandene 

Zellsuspension wurde zentrifugiert (10 min, 1500 rpm, RT), der Überstand abge-

nommen und das Pellet in DMEM resuspendiert. Eine Lagerung dieser Suspension 

erfolgte in Kulturflaschen (Nunc) bei 37°C und 10 % CO2 im Kulturschrank bis die 

Astrozyten nach 8 Tagen einen adhärenten Rasen gebildet hatten.  

Das Übertragen der Astrozyten von den Kulturflaschen auf die runden Deckgläschen 

erfolgte durch eine maximal 10 minütige Trypsinisierung in den Kulturflaschen bei 

37°C. Nach dem Abstoppen der Enzymreaktion durch Zugabe von DMEM konnte 

die sich gebildete Zellsuspension aufgenommen und zentrifugiert werden (1000 rpm, 

21°C). Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet je nach Zelldichte in der 

jeweiligen Menge DMEM gelöst (3x103 Zellen/Kulturfach) und in die einzelnen Kul-

turfächer pipettiert. Die Astrozyten wuchsen bis zur Bildung eines adhärenten Rasens 

bei 37°C und 10 % CO2 auf den Deckgläschen der Zellkulturschalen im Kultur-

schrank. Nach ein bis zwei Tagen war es möglich die Hippokampusneurone auf die-

sem Rasen auszusähen.  

2.7.3 Herstellung neuronaler Primärzellkulturen 

Die Generierung der hippokampalen Kulturen erfolgte nach einem Protokoll der  

Arbeitsgruppe von Prof. C. Rosenmund aus den Hirnen neugeborener Mäuse. Die 

Tiere wurden dekapitiert und die Hippokampi in eisgekühlter HBSS (Hank`s  

balanced salt solution, PAN) herauspräpariert. Dabei waren die Meningen zu ent-

fernen, da diese die weitere Dissoziierung der Neurone behinderten.  

Alle nun folgenden Schritte erfolgten - soweit als möglich - unter sterilen Beding-

ungen. Die Hippokampi wurden in steriler, temperierter DMEM-Enzym-Lösung  

(10 ml DMEM + 2 mg Cystein + 0,1 ml CaCl2 100 mM+ 0,1 ml EDTA 50 mM+ 20 
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bis 25 Einheiten Papain/ml) für eine Stunde im Wärmebad inkubiert. Ein Abstoppen 

der Enzymreaktion erfolgte durch die Übertragung der Hippokampi für fünf Minuten 

in eine sterile, temperierte Enzym-Abstopp-Lösung (10 ml 5 % FCS DMEM + 25 

mg Albumin + 25 mg Trypsin-Inhibitor) übertragen. Die Triturierung der Hippo-

kampi mit enggezogenen Glaspipetten erfolgte dann in 5 %igem DMEM, ebenso das 

Aufgeben auf den Astrozytenrasen. Drei bis sechs Stunden nach dem Aussähen der 

hippokampalen Zellen wurde das DMEM-Medium gegen ein Neurobasal-Medium, 

das mit B27 (Life Technologies, Inc) angereichert war, ausgetauscht. Nach 19 bis 21 

Tagen in Kultur konnten mit den Neuronen Experimente durchgeführt werden. Dazu 

erfolgte eine Inkubation der Neurone in Locke`s Puffer (siehe Anhang A2.2). 

 

2.8 Versuchsaufbau 

Wie in Abbildung 13 gezeigt, setzt sich der Versuchsaufbau aus fünf Komponenten 

zusammen: 

1. eine patch-clamp-Einheit zum Einbringen von Farbstoff in Zellen 

2. eine optische Detektionseinheit (Olympus BX50WI Mikroskop), die es erlaubt 

sowohl Zellen in Kultur als auch oberflächennahe Neurone im 150 µm starken 

Schnitt mit einem 60fach Wasser-Immersions-Objektiv sichtbar zu machen 

3. eine im ultravioletten Bereich lichtintensive Anregungseinheit für den jeweiligen 

Farbstoff mit einem möglichst schnellen Wellenlängenwechsel zwischen  

340/380 nm für Messungen mit dem calciumsensitiven Farbstoff Fura-2 bzw.  

Fura-2AM (Molecular Probes Europe BV, Leiden NL) 

4. ein hochempfindliches Detektionssystem für die Emission des jeweiligen Farb-

stoffes mit der Option, den jeweiligen Messbereich auswählen zu können um die 

räumliche Auflösung zu gewährleisten und das Signal/Rauschverhältnis zu opti-

mieren 

5. ein Computersystem (Power Macintosh G3 und Pentium III) mit geeigneter 

Software (s.u.) als Steuereinheit 

Die patch-clamp Einheit (siehe Abb. 13) umfasste neben der Pipettenhalterung einen 

EPC-9 Verstärker (HEKA) und wurde ausschließlich zum Einbringen des Farbstoffs 

Fura-2 in Zellen verwendet. Die Pipettenhalterung war an einem Vorverstärker des 

EPC-9 befestigt. Dieser konnte mechanisch und mit einer dreidimensionalen Piezo-

Steuerung (Physik Instrumente, Waldbronn) bewegt werden. Der Vorverstärker war 
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mit einer direkten Aufnahme für den Pipettenhalter ausgerüstet, in den die patch-

Pipetten eingesetzt wurden. Er verfügte außerdem über einen Anschluss für die Bad-

elektrode. Der Operationsverstärker, der den Kompensationsstrom reguliert, ist Teil 

des Vorverstärkers. Ausgehend vom Vorverstärker wurde das analoge Stromsignal 

zum patch-clamp-Verstärker (EPC-9, HEKA) geleitet. Der EPC-9 wurde über einen 

Power Macintosh G3 angesteuert. Mit der speziell für patch-clamp-Messungen ent-

wickelten Software (Puls 8.50, HEKA) konnte das analog aufgenommene Signal 

durch den AD-Wandler des EPC-9 digitalisiert dargestellt werden. Ein elektrisch 

gesteuertes Flüssigkeitsumlaufsystem sorgte für die Durchspülung der Mikroskop-

kammer mit der jeweiligen Ringerlösung. Bei der Untersuchung von Gewebe-

schnitten wurden diese unter einem Nylonnetz, das an einem Platin-U befestigt war, 

am Boden der Kammer fixiert. Somit konnte neben einer Fixierung auch eine opti-

male Umspülung gewährleistet werden. Der Durchlauf wurde mit zwei Zuläufen und 

einem Ablauf so eingerichtet, dass in der Messkammer ein möglichst laminarer Fluss 

der jeweiligen Ringerlösung vorlag. Um Vibrationen, die ein Verrutschen der Mess-

pipette zur Folge hätten, zu vermeiden stand der gesamte Messbereich (Mikroskop, 

Vorverstärker, Mikromanipulator) auf einem schwingungsisolierten Tisch (Physik 

Instrumente). Zusätzlich war der Messbereich durch einen Farraday´schen Käfig 

abgeschirmt, um so übermäßiges elektrisches Rauschen während der Messungen zu 

verhindern. Die verwendeten Glaspipetten waren aus Borsilikatglas (Innendurch-

messer 0,9 mm, Kimax-51, Kimble Products, USA) und wurden mit einem Vertikal-

puller (PA-10, E.S.F.) in zwei Zugschritten gefertigt. Für die Untersuchungen an 

CA1 Neuronen besaßen die Pipetten einen Widerstand von 2 bis 3 MΩ. 

Die optische Detektionseinheit bestand aus einem Mikroskop der Firma Olympus 

(BX50WI) mit einem 20fach und einem 60fach Wasserimmerssionsobjektiv (Olym-

pus UM PlanFl; LUM PlanFl, 60x0,5 w numerische Apertur). Das Mikroskop war 

mit einer CCD-Kamera (PCO, Deutschland) ausgestattet (TILL Photonics, Martins-

ried) installiert.  

Als Anregungseinheit für den Ca2+-sensitiven Farbstoff Fura-2 wurde ein Monoch-

romator-System (TILL Photonics, Martinsried) benutzt (siehe Abb. 13). Dieses poly-

chromatische Beleuchtungssystem generiert über eine 75 W Xenon Bogenlampe 

(XBO/ OFR Osram) einzelne Lichtwellen durch Beugung an einem Gitter. Die ein-

zelnen Maxima werden dabei über einen Spiegel in einen Lichtleiter (Durchmesser 
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1,5 mm) eingekoppelt. Dieses Monochromator-System ermöglicht eine intensive 

Anregung und den schnellen Tausch von Wellenlängen. Das Anregungslicht wurde 

mit einem dichroischen Spiegel (Grenzwellenlänge bei 500 nm) auf das Objekt  

gelenkt. Die reflektierte Fluoreszenz konnte durch den dichroischen Spiegel treten 

und mit einem entsprechend empfindlichen Detektionssystem aufgenommen werden. 

Die Detektion der Farbstoffemission erfolgte mit einer CCD-Kamera. Die durch-

geführten Messungen umfassten das Soma der zu untersuchenden Zellen. Mit Hilfe 

der CCD-Kamera, deren Aufnahmen direkt in einen Pentium III Computer ein-

gespeist wurden und der TILL Vision (TILL Photonics, Martinsried) Software, konn-

ten verschiedene Bereiche von Interesse, wie das Soma verschiedener Neurone, aus-

gewählt und aufgenommen werden. Zeitgleich konnten die Ca2+-Veränderungen  

in diesen Bereichen gemessen werden. Die Datenauswertung wurde dann im Tabel-

lenkalulationsprogramm Excell (Microsoft) durchgeführt werden. Als weiteres 

Computersystem wurde ein Power Macintosh G3 verwendet. Dieser Rechner diente 

als Steuereinheit für die patch-clamp-Anlage und wurde parallel als Oszilloskop, als 

Pulsgenerator und zur Datenaufnahme verwendet. Das Heka EPC-9-Programm  

wurde als Steuersoftware benutzt (HEKA Elektronik, Lambrecht).  
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3: Schematische Darstellung der Apparatur zur Calcium-Imaging-Analyse  

trichelten Bereiche repräsentieren den Standardaufbau für eine patch-clamp Apparatur, die mit 

Aufrechtmikroskop und einem Computer-kontrollierten System für die Überwachung und  

Aufnahme von Daten verbunden ist. Fluorometrische Messungen wurden mit einer  

amera durchgeführt, die mit einem computer-gesteuerten System für die Kontrolle, Wieder-

d die Speicherung von Daten verbunden ist. Die Anregungseinheit besteht aus einer Xenon-

nd einem Monochromator. Das weiße Licht der Xenonlampe ist mit Hilfe eines toroidalen und 

ischen Spiegels auf ein Beugungsgitter fokussiert und wird durch einen galvanometrischen 

r gesteuert. Das gebeugte Lichtspektrum ist mit Hilfe eines zweiten parabolischen Spiegels auf 

sgangsschlitz des Monochromators fokussiert. Von dort wird das Licht mit der entsprechenden 

länge von einem Quarzlichtleiter über den Epifluoreszenzkondensor direkt auf den Strahlen-

eführt. Simultan erhaltene fluorometrische-und patch-clamp-Daten können so online an die 

chenden Rechner zur Auswertung weitergegeben werden. 

Mac 

A/D-D/A 

Amplifier 

Epifluoreszenz- 
kondensor 
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2.9 patch-clamp-Technik zum Einbringen des Fura-2 

Die patch-clamp Technik, die 1976 von Neher und Sakmann entwickelt wurde,  

ermöglicht es, den Strom durch einzelne Ionenkanäle und durch die gesamte Zell-

membran zu erfassen. Bei dieser Technik wird eine feine Glasmikropipette mit  

einem Spitzendurchmesser von etwa einem Mikrometer unter visueller Kontrolle in 

sehr engen Kontakt mit der Zellmembran gebracht (cell-attached-Konfiguration). Die 

Pipette ist mit einer artifiziellen Intrazellularflüssigkeit gefüllt und bildet zusammen 

mit einer chlorierten Silberelektrode die Patchelektrode. Durch das Anlegen eines 

Unterdrucks zwischen der Verbindung Pipette und Membran ergibt sich eine 

Abdichtung (seal) mit einem extrem hohen Widerstand zwischen dem 

Pipetteninneren und dem Außenmedium. Dieser hohe Abdichtungswiderstand 

verringert das elektrische Rauschen. Gleichzeitig ermöglicht er die Durchführung, 

mechanischer Manipulationen an der Membran, ohne den hochohmigen 

Abdichtungswiderstand zu zerstören. Bei den Experimenten wurde mit der whole-

cell-Konfiguration (Ganzzell-Anordnung) gearbeitete. Diese ermöglicht es, das 

Membranstück direkt unterhalb der Pipettenöffnung durch ruckartiges Ansaugen 

herauszureißen, um so einen niederohmigen Zugang zum Zellsoma zu erzeugen. 

Während dieser Konfiguration tauscht sich das Zytoplasma durch Diffusion 

innerhalb weniger Minuten mit der Pipettenlösung aus. Es ergibt sich dadurch ein 

definiertes Ionenverhältnis im Inneren der Zelle, das durch die Wahl der 

Intrazellularlösung (siehe Anhang A2.3) bestimmt wird. Diese Diffusion der 

Pipettenlösung wurde genutzt, um definierte CA1 Neurone in einer 

Schnittpräparation mit Fura-2 zu beladen. Die Pipettenlösung besaß dabei eine Kon-

zentration von 125 µM Fura-2. Die Pipette wurde mit der mit Fura-2  

versetzten Intrazellularlösung beladen. Stabile Fura-2 Messungen sind auf diese 

Weise schon nach 7 Minuten durchführbar.   
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2.10 Messung der [Ca2+]i 

Die [Ca2+]i in Hippokampusneuronen wurde mikrofluorometrisch unter Verwendung 

des Ca2+-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 gemessen. Dieser Farbstoff ist 

strukturell mit den Ca2+-Chelatoren EGTA und BAPTA (siehe Abb. 14) verwandt, 

aus dem er auch synthetisiert wurde (Grynkiewicz et al., 1985, Poenie & Tsien, 

1986). Fluorochrome wie Fura-2 fluoreszieren nach Anregung mit energiereichem 

Licht abhängig vom Bindungszustand des Farbstoffes mit Ca2+. Fura-2 ist besonders 

gut geeignet, mikrofluorimetrische Ca2+-Messungen durchzuführen, da es eine hohe 

Bindungsspezifität für Ca2+ und eine hohe Quantenausbeute besitzt. Der Messbereich 

umfasst [Ca2+]i von 10–8 bis 10–5 M. [Ca2+]i jenseits des maximalen Messbereiches 

sind für Neurone toxisch (Orrenius et al., 1989). [Ca2+]i größer als 40 µM, bei denen 

Fura-2 saturiert, können mit Farbstoffen, die eine geringere Bindungsaffinität  

besitzen, z.B. Mag-Fura-2, gemessen werden. 

Fura-2 ist aufgrund von fünf Carboxylgruppen stark polar und kann daher die  

Plasmamembran nicht durchdringen. In dieser Form wurde das Fura-2 mittels einer 

patch-Pipette in die Zelle eingebracht.  

 

 
 

Abb. 14: Strukturformel von Fura-2  

Das Fura-2 besitzt fünf Carboxylgruppen und ist aus diesem Grund stark polar. 
 

Die Detektion von Ca2+-abhängigen und unabhängigen Signalen erlaubt die ratio-

metrische Messung der [Ca2+]i. Aus dem Verhältnis zwischen Ca2+-abhängiger und  

-unabhängiger Wellenlänge kann nach Eichung mit definierten Ca 2+-Lösungen die 

tatsächliche [Ca2+]i berechnet werden. Wie die Abbildung 15 zeigt, kann sowohl die 

Ca2+-abhängige Emission bei Anregungswellenlängen von 340 nm als auch bei  
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380 nm gemessen werden. Der dynamische Bereich ist bei Anregungen mit 340 nm 

sogar höher (siehe Abb. 15).  

Mit der ratiometrischen Meßmethode lassen sich Fluoreszenzänderungen durch ver-

änderliche Indikatorkonzentrationsbeladung und durch „Ausbleichung“ (Zerstörung 

des Farbstoffes durch eine zu intensive Anregung) kontrollieren. 

 

 
Abb. 15: Absorptionsmaxima des Fura-2  

Das Messprinzip beruht darauf, dass ein Fura-2-Molekül, wenn es an Ca2+ gebunden vorliegt, bei  

340 nm ein Absorptionsmaximum besitzt, während es, wenn es kein Ca2+gebunden hat, maximal bei 

etwa 380 nm absorbiert. 

 
Die [Ca2+]i kann durch eine in vitro oder in vivo Kalibration ermittelt werden (nach 

Grynkiewicz et al., 1985; Poenie & Tsien, 1986). Obwohl sie aufwendiger ist, ist die 

in vivo Eichung der in vitro Eichung vorzuziehen, da eine Differenz in den spektralen 

Eigenschaften von Fura-2 in Wasser im Vergleich zum Zytoplasma festzustellen ist. 

Weiter wirken sich Parameter wie die Temperatur, die Ionenstärke und der pH-Wert 

des intrazellulären Milieus auf die Fluoreszenzintensität des Farbstoffes aus.  

Zur Kalibration wurden drei Lösungen definierter Ca2+-Konzentration benutzt, um 

die Kalibrationskonstanten für sehr hohe Ca2+-Konzentrationen (10 mM freies Ca2+), 

für eine physiologisch relevante Ca2+-Konzentration (450 nM freies Ca2+) und für 

eine nominell Ca2+-freie Lösung (0 M freies Ca2+, gepuffert mit 1 mM EGTA [Ethy-

lenglycol-bis-(ß-aminoethyl ether) N,N,N´,N´-tetraessigsäure]) zu bestimmen  

(Almers & Neher, 1985). Molecular Probes (Europa, Leiden NL) bietet weiterhin 
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einen „Fura-2 Ca2+-imaging-Kalibrations-Kit“ an, das Lösungen unterschiedlicher 

Ca2+-Konzentrationen umfasst. Zehn Eichlösungen mit freien Ca2+-Konzentrationen 

von 0 bis 40 µM, mit 50 µM Fura-2 und fluoreszierenden „beads“ vorgemischt und 

auf den exakten pH-Wert eingestellt, erlauben die schnelle und regelmäßige Über-

prüfung der optischen Eigenschaften des Messplatzes.  

Für die Kalibration wird der Ausschnitt des Messbereiches beibehalten. Die Eich-

lösungen werden bei 360 und 380 nm angeregt und die Emission wird zwischen 490 

und 520 nm gemessen. Die Kalibrationskonstanten Rmin, Rmax und Kd werden  

ermittelt. In unserem Fall ergaben sich Werte von 0,5; 2,5 und 420 nM.  

Nach der Formel: 

 

[Ca2+]i = Kd*(R-Rmin/Rmax-R)(F380 max/F380 min) 

 

kann aus dem Ratio die [Ca2+]i berechnet werden (F380 max und F380 min stellen die  

maximale und die minimale Emission bei Anregung mit 380 nm dar). Die in vitro-

Eichung wird ohne Präparat auf einem gereinigten, staubfreien Objektträger mit einer 

definierten Menge der verschiedenen Lösungen durchgeführt. Dabei muss das  

Objektiv immer den gleichen Abstand zum Objektträger haben und beide müssen für 

jede neue Lösung gereinigt werden. Die in vivo Eichung wird in dem jeweiligen 

Zellsystem durchgeführt, indem die verschiedenen Lösungen mit der patch-Pipette in 

die Zellen gebracht werden. Zusätzlich zur Messung der Emission mit dem Farbstoff 

muss eine Hintergrundfluoreszenzkorrektur vorgenommen werden, um die Eigen-

fluoreszenz der Lösung und der Zellen zu berücksichtigen (Helmchen, 1996). Die 

Hintergrundfluoreszenz setzt sich aus einem Anteil von Autofluoreszenz endogen 

vorhandener Stoffe wie z.B. NADH (Eilers et al., 1995) und einem Anteil bereits aus 

der Pipette ausgetretenem Fura-2 zusammen. Die gemessenen Werte müssen mit der 

Hintergrundfluoreszenz korrigiert werden. Der Kd-Wert (maximaler Saturierungs-

punkt) des Farbstoffes variiert mit der Ionenstärke der Lösung, dem pH-Wert und der  

Temperatur der Lösung. Um diese Störfaktoren zu minimieren ist es wichtig, die 

Lösungen exakt auf die richtige Osmolarität und den richtigen pH-Wert einzustellen 

(Grynkiewicz et al., 1985; Poenie & Tsien, 1986). Zu beachten ist hierbei, dass  

Ionenverbindungen von EGTA zu einer Ansäuerung der Lösung führen. Eine  

Änderung des pH-Wertes um 0,05 kann den Kd-Wert um bis zu 20 % verändern 

(Grynkiewicz et al., 1985; Lattanzio & Bartschat, 1991). Auch Temperaturunter-
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schiede und die Mg2+-Konzentration in der Lösung wirken sich drastisch auf den  

Kd-Wert aus (Grynkiewicz et al., 1985). In der technischen Beschreibung zum  

Kalibrations Kid ist die Veränderung des Kd-Wertes von 135 nM in nominell freier 

Mg2+-Lösung auf 224 nM einer 1 mM konzentrierten Mg2+-Lösung beschrieben  

(Lattanzio & Bartschat, 1991). Bei einem Vergleich der in vitro- mit der in vivo-  

Eichung muss dies berücksichtigt werden. Auch Messplatzparameter wie die Trans-

mission der Objektive, beeinflussen den Rmin, Rmax und den Kd-Wert. Die Eichung 

muss folglich an dem Messplatz mit den original Messbedingungen und in dem zu 

untersuchenden Messsystem durchgeführt werden. Die regelmäßige Wiederholung 

stellt sicher, dass keine Veränderungen, wie z.B. eine veränderte Anregung durch 

eine alternde Xenon Bogenlampe, die Eichparameter beeinflussen.  

Neben dem Fura-2 wurde auch dessen AM (Acetoxymethyl)-Ester Form zur  

Beladung von Zellen verwendet. Werden die gelösten Salze des Farbstoffes mit 

Bromomethoxyacetat verestert, tragen die Carboxylgruppen der Farbstoffmolküle 

Acetoxymethylreste und sind damit polar. In dieser Form können sie die Zell-

membran passieren. Im Cytosol werden die Esterbindungen dann von cytosolischen 

Esterasen gespalten. Dabei entsteht Formaldehyd, Acetat und die Säureform des 

Farbstoffes die nun als Indikator fungiert. Die zu messenden Zellen wurden zur  

Beladung mit 5 µM Fura-2AM für 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen für 30 Minuten mit DMEM gewaschen und für die Messungen in 

entsprechende Ringer überführt. 

2.11 Transfektion von Primärzellen 

2.11.1 Herstellung kompetenter Bakterienzellen 

Für die Transfektion kultivierter hippokampaler Neurone mit einem 

C99-GFP-Konstrukt (siehe Anhang A3.) musste zunächst die entsprechende Plasmid 

cDNA in Bakterien transformiert und auf diese Weise vervielfältigt werden. Dafür 

wurde eine Vorkultur von E.coli XLblue für 12 Stunden angelegt. Diese Vorkultur 

wurde 100fach in 500 ml LB-Medium (siehe Anhang A4.) verdünnt und bei 37°C bis 

zu einer bestimmten Zelldichte kultiviert. Die Zelldichte konnte durch Messung der 

Absorption bei 600 nm mit 1 mm-Küvetten bestimmt werden und sollte zwischen 

O.D. 0,6 bis 0,9 im optimalen Bereich liegen. Nach Erreichen dieser Zelldichte folgte 

für fünf Minuten eine Inkubation der Zellen für 5 Minuten auf Eis. Nach einer an-
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schließenden Zentrifugation (2500xg, 5 Minuten, 4°C) konnten die Zellen geerntet 

und das Zellsediment in 20 ml eiskalter 50 mM CaCl2-Lösung und 1 ml 100 % Gly-

zerol resuspendiert und für mindestens drei Stunden auf Eis inkubiert werden. Die 

nun kompetenten Bakterienzellen wurden in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei –80°C gelagert.  

2.11.2 Transformation von Bakterien  

Nach Auftauen der kompetenten Bakterienzellen (100 µl) auf Eis wurden 1 bis 100 

ng DNA zu der Zellsuspension gegeben und für 15 Minuten auf Eis inkubiert.  

Danach erfolgte für eine Minute ein Hitzeschock bei 42°C und eine erneute Inku-

bation für zwei Minuten auf Eis. Nach Zugabe von 500 µl LB-Medium (siehe  

Anhang A4.) konnten die Bakterien für eine Stunde bei 37°C inkubiert werden. 50 

bis 100 µl der Suspension wurden direkt auf LB-Ampicillin-oder Geneticin-Agar 

(siehe Anhang A4.) ausplattiert und für 12 Stunden bei 37°C inkubiert.  

2.11.3 Präparation von Plasmid-DNA 

Die präparative Reinigung von Plasmid-DNA wurde nach dem Protokoll von  

QIAGEN Endofree-Maxi-Kit (Hilden) durchgeführt. Diese Reinigung basiert auf 

einer modifizierten alkalischen Lyse (Birnboim & Doly, 1979) und nutzt die selekti-

ve Bindung von Nukleinsäuren an das QIAGEN-Anionenaustauscherharz.  

Die Präparation begann damit, dass 200 ml einer Bakterienkultur in LB-Medium 

(siehe Anhang A4.) bei 4°C zentrifugiert (10 Minuten, 2500xg) und in 10 ml P1 

(siehe Anhang A5.) resuspendiert wurden. Dazu wurden 10 ml P2 (siehe Anhang 

A5.) gegeben, gemischt und für 5 Minuten bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 10 

ml eiskalten P3 (siehe Anhang A5.) wurde wieder sofort vorsichtig gemischt und für  

20 Minuten auf Eis inkubiert. In Falcon-Röhrchen wurde die Präparation bei 4°C 

abzentrifugiert (30 Minuten, 2500xg) und der klare Überstand auf eine mit 10 ml 

Puffer QBT (siehe Anhang A5.) äquilibrierte QIAGEN-tip 500-Säule überführt. Die 

Säule wurde danach zweimal mit Puffer QC (siehe Anhang A5.) gewaschen, und die 

DNA mit 15 ml Puffer QF (siehe Anhang A5.) eluiert. Es folgte eine Fällung der 

DNA bei RT mit 0,7 Volumen Isopropanol, eine Zentrifugation bei 15000xg (4°C, 

30 Minuten), eine Waschung mit 70 % Ethanol und eine erneute Zentrifugation. Die 

luftgetrocknete DNA konnte in Aqua bidest aufgenommen werden. Um die Kon-

zentration der DNA in wässrigen Lösungen zu bestimmen, musste die Optische 
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Dichte (O.D.) bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm im Photometer mit einer 

Quarzküvette (Schichtdicke d = 1 cm) bestimmt werden.  

Die Konzentration der DNA (Sambrook, 1989) berechnet sich aus der Formel: 
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. 260 und O.D. 280 sollte in etwa zwischen 1 und 2 

üvette d = 1 cm), um die Proteinkontaminationen der 

uftrennung der DNA 

urde in TBE-Lösung (siehe Anhang A6.2) suspendiert 

len auf ca. 70°C musste die Lösung mit Ethidiumbro-

on von 1 µg Ethidiumbromid/ml versetzt und in eine 

ssen werden. Das erstarrte Gel wurde in eine Flachbett-

esetzt, die DNA-Proben in DNA-Probenpuffer aufge-

lektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurden die DNA-

hand des fluoreszierenden, interkalierten Ethidiumbro-

rter hippokampaler Neurone 

ampalen Neuronen erfolgte nach ein bis zwei Tagen 

ozytenrasen mittels des QIAGEN Effectene-KITs. Vor 

Zellen in 2 ml konditioniertes Neurobasalmedium über-

fektion wurde ein Gemisch aus je 100 µl EC Puffer,  

 DNA angesetzt. Zuvor musste dieses gevortext und  

n. Die im Anschluss zugegebene Menge an Effectene 

NA experimentell ermittelt werden. Dabei handelte es 

,5 bis 2 µl Effectene. Nach der Zugabe des Effectenes 

hen und eine Inkubation für 5 Minuten bei RT. An-

ctene-Lösung zu den Neuronen ins Medium pipettiert 

t den Zellen inkubiert. 
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2.12 Nachweis von Proteinen mittels Western-Blot 

2.12.1 Herstellung von Hirnhomogenaten  

Der biochemische Nachweis für das Vorliegen von Proteinen in den Gehirnen von 

Mäusen wurde mit der Western-Transfer-Analyse durchgeführt. Die Entnahme der 

Maushirne erfolgte in eisgekültem Ringer (PIPES, siehe Anhang A2.1). Nach der 

Überführung des Hirns in 5 ml eiskalten Lysepuffer (siehe Anhang A6.1) folgte eine 

Homogenisation in einer Glaspistille (Eppendorf). Alle Arbeitsschritte wurden so-

weit möglich, auf Eis durchgeführt. Das vollkommen aufgelöste Homogenat wurde 

daraufhin für 15 Sekunden bei 60% im Sonifizierer mit Ultraschall behandelt. Nach 

einer zehn minütigen Zentrifugation mit 12000 g konnte der Überstand abgenommen 

und eine Proteinbestimmung nach Bradford (1976) vorgenommen werden.  

2.12.2 Proteinbestimmung mit Bradford-Reagenz 

Der Farbstoff Coomassie-Brilliantblau G250 bindet an Proteine und erlaubt die  

Extinktionsmessung des Protein-Farbstoffkomplexes bei 595 nm. Störende Einflüsse 

können z.B. durch Salze entstehen.  

Die Stammlösung wurde wie aus dem Anhang zu entnehmen erzeugt (siehe Anhang 

A7.). Die Konzentrationsbestimmung erfolgte anhand einer BSA-Eichgerade be-

kannter Konzentration nach der Formel: 

 

Probe (µg/µl) = Konzentration Wert Gerät / x µl eingesetztes Probevolumen 

2.12.3 Proteinfällung 

Für die Elektrophorese wurden 10 µg Protein benötigt. Dieses entsprechende Volu-

men (10 µg Protein) wurde aus der Originalprobe entnommen und mit 0,33 VT 3x 

Laemmli-Puffer versetzt. Nach der Zugabe des Laemmli-Puffers (siehe Anhang 

A6.1) erfolgte eine Inkubation der Probe für 10 Minuten bei 99°C im Heißblock. Die 

noch nicht eingesetzten Lysate konnten ebenfalls mit 0,33 VT 3x Laemmli-Puffer 

versetzt und nach der Inkubation bei 99°C bei –4°C zur späteren Verwendung gela-

gert werden.  
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2.12.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) ermöglicht die Auftrennung 

von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht in Anwesenheit von Natrium-

dodcylsulfat (SDS) (Weber & Osborn, 1969). Sie erfolgt als Flachbett-

Elektrophorese (Studier, 1973) in einem diskontinuierlichem Puffersystem nach dem 

Prinzip von Laemmli (Laemmli, 1970). Für die elektrophoretische Auftrennung von 

Proteinen mit einer Molmasse von 105 kDa ist ein 10 %iges Trenngel (siehe Anhang 

A6.3) geeignet. Dieses Trenngel wurde zwischen zwei Glasplatten gegossen, die 

durch Kunststoff-Spacer einen Abstand von 1 mm hatten (Aufbau Biorad). Bis zur 

Polymerisation erfolgte eine Überschichtung des Trenngels mit Isopropanol oder  

0,1 % SDS. Nach dem Gießen des Sammelgels (siehe Anhang A6.3) musste ein Pro-

benkamm in das Sammelgel eingeschoben werden. Nach Polymerisation des Sam-

melgels und Ziehen des Kamms, konnten die denaturierten Proben aufgetragen wer-

den. Die Elektrophorese wurde mit 60 V für ca. 20 Minuten gestartet, bis die Proben 

in das Trenngel eingelaufen waren. Die weitere Elektrophorese konnte mit 150 V 

fortgesetzt werden bis die Bromophenolblau-Front das untere Ende der Glasplatten 

erreichte. Als Molmassenstandards wurde eine vorgefärbte Proteinmischung von 

Biorad verwendet. Nach Abschluss der Elektrophorese und Entnahme des Gelträgers 

aus der Elektrophoresekammer konnte das Trenngel vom Sammelgel abgetrennt und 

für zehn Minuten in Transfer-Puffer I (siehe Anhang A6.4) inkubiert und somit für 

den Western-Blot vorbereitet werden. 

2.12.5 Western-Transfer-Analyse (Western-Blot) 

Die in einer analytischen SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden durch Elektro-

transfer auf eine Nitrocellulose-Membran (PVDF-Membran, Schleicher & Schuell, 

Maschenweite 0,45 µm) übertragen. Zuvor wurde diese in 96%igem Ethanol kurz 

inkubiert. Der Transfer des Gels erfolgte für 100 Minuten in einer Trans-Blot-

Apparatur (Biorad) bei 12 mA. Die Platten der Blotting-Apparatur wurden zuvor mit 

Wasser angefeuchtet.  

Um einen Transfer zu ermöglichen, musste die PVDF-Membran nach oben und  

unten durch jeweils zwei mit Tansferpuffer (siehe Anhang A6.4) befeuchtete Filter-

papiere (Gelgröße) isoliert werden. Die freien Bindungsstellen, der aus der Western-

Blot-Apparatur entnommenen Membran, wurden für eine Stunde bei RT mit Absätti-
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gungspuffer (siehe Anhang A6.4) inkubiert. Danach erfolgte eine weitere Inkubation 

der Membran mit dem in Absättigungspuffer verdünnten Antiserum (1:200 bTRP4) 

für 12 Stunden bei 4°C auf dem Schüttelinkubator (Rocky).  

Um unspezifisch gebundene Antikörper zu entfernen, wurde die Membran mehrmals 

mit TBST (siehe Anhang A6.4) gewaschen. Der Nachweis gebundener Antikörper 

erfolgte für 1 Stunde bei RT mit Peroxidase-gekoppelten Ziege-anti-Kaninchen-

Antikörpern (1:1000 in Absättigungspuffer). Nach mehrmaligem Waschen der 

Membran mit TBST wurde die Färbereaktion durchgeführt. Für die Detektion eines 

Peroxidase-gekoppelten sekundären Antikörpers musste die zuvor kurz angetrockne-

te Membran für eine Minute in Chemolumineszenz-Lösung (siehe Anhang A6.4) 

inkubiert und anschließend in einer Filmkassette zusammen mit einem Röntgenfilm 

(NEN Life Science) für maximal zehn Minuten exponiert werden. Die Entwicklung 

des Films erfolgte in spezieller Fotoentwickler- und Fixierungs-Lösung.  

 

2.13 Datenaufnahme und Auswertung 

Die Datenaufnahme von Messungen, bei denen eine Farbstoffapplikation über die 

patch-Pipette vorgenommen wurde, erfolgte über das Programm Pulse 8.5 (HEKA). 

Die Auswertung und Darstellung der aufgenommenen Daten erfolgte mit dem  

Tabellenkalkulationsprogramm Excell (Microsoft). Mit Hilfe des EXCEL-Statistik-

Unterprogramms wurden die Mittelwerte und Standardfehler (± SEM, engl: standard 

error of mean) der Messwerte aus den einzelnen Versuchen ermittelt. Auch die Prü-

fung der Signifikanz der erhobenen Mittelwerte wurde mit diesem Programm durch-

geführt. Für die weitere Auswertung wurden die Daten in Prozent auf die jeweiligen 

Kontrolldaten bezogen. Die Messwerte aus den Kontrollversuchen entsprachen hier-

bei 100 %. Die aufgenommenen Daten wurden auf diese Weise normiert, um sie  

untereinander zu vergleichen. Bei zu überprüfenden Messungen mit einer Stich-

probenanzahl von n< 30 und mit einer Normalverteilung, wurde der t-Test für unab-

hängige Stichproben verwendet. Des Weiteren wurde der Mann-Whitney-Rank-Sum-

Test für gepaarte Stichproben durchgeführt. Unterschiede zweier Mittelwerte wurden 

für beide Tests mit p < 0,05 als signifikant eingestuft.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Vitalität hippokampaler Neurone von transgenen Mäusen mit einer  

PS1-Mutation 

Inwieweit sich der exzitatorische Transmitter Glutamat auf die Viabilität der Neu-

rone von Mäusen mit einer PS1-Mutation auswirkt, wurde im folgenden Experiment 

untersucht. 

Hierzu wurden hippokampale Neurone von Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] 

exprimieren, mit Neuronen von Mäusen verglichen, die das humane Wildtyp-PS1 

[S182] exprimieren. Als Kontrollen dienten hippokampale Neurone von  

FVB/N-Mäusen, die das Maus-PS1 [WT] exprimieren. Die Neurone wurden auf  

beschichteten Objektgläschen gezüchtet. Nach 14 Tagen in Kultur wurden die Zellen 

für 24 Stunden unterschiedlichen Glutamatkonzentrationen (10, 50 und 100 µM) 

ausgesetzt (siehe Abb. 16). Anschließend wurde mittels der Farbreaktion des  

MTT-Assays photometrisch das Überleben der Neurone analysiert (siehe Abb. 16). 

Ausgehend von jeweils 100 % Überleben der Neurone ergab sich bei Glutamat-

konzentrationen von 10, 50 sowie 100 µM ein prozentual signifikant niedrigeres  

Überleben von Neuronen, die die PS1-Mutation tragen im Vergleich zu Neuronen, 

die entweder das humane PS1 [S182] oder das Maus-PS1 [WT] exprimieren. Hippo-

kampusneurone, die entweder das PS1 [WT] oder das PS1 [S182] exprimieren,  

zeigten mit ansteigender Glutamatkonzentration ein ähnliches Verhältnis neuronaler 

Überlebenshäufigkeiten zueinander. Damit scheinen hippokampale Neurone von 

Mäusen mit einer PS1-Mutation eine stärkere Sensitivität auf Glutamat-ausgelöste 

Exzitotoxizität zu besitzen.  

 

http://docserver.bis.uni-oldenburg.de/publikationen/dissertation/2002/schunt02/schunt02.html
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Mauslinien (siehe Abb. 18 basal 1). Die anschließend ermittelte Änderung der [Ca2+]i 

nach einer Depolarisation mit Kalium-Ringer diente zur Ermittlung der Vitalität der 

vorliegenden Neurone. Eine derartig hohe extrazelluläre Kalium-Konzentration ver-

ringert das Membranpotential der Neurone. Ein darauf folgender Ca2+-Einstrom  

basiert auf der Aktivierung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle. Die Applikation von 

Kalium-Ionen (K+-Ringer, 50 mM) verursachte ein schnelles Ansteigen der [Ca2+]i 

sowohl bei Neuronen, die das PS1 [WT] tragen, als auch bei Neuronen transgener 

Mäuse. Die Kalium-Depolarisation führte in den Neuronen der Mäuse, die die  

PS1-Mutation tragen zu einer signifikant verringerten Änderung der [Ca2+]i im  

Vergleich zu den Neuronen, die das PS1-[WT] oder PS1 [S182] exprimieren (siehe 

Abb. 18 K+ peak). Dagegen zeigte sich in dem durch Kalium-ausgelösten  

Ca2+-Plateau kein Unterschied zwischen den Neuronen der untersuchten Mauslinien 

(siehe Abb. 18).  

Das Auswaschen der Kalium-Ionen führte in den Hippokampusneuronen aller Linien 

zu einem Absinken der [Ca2+]i. Hierbei war zu beobachten, dass die [Ca2+]i der  

Zellen nicht vollständig auf ihr ursprüngliches Niveau vor der Kalium-Applikation 

zurückkehrte (siehe Abb. 18 basal 2). 

Im Vergleich zu Neuronen, die das humane PS1 [S182] oder das PS1 [WT] expri-

mieren, induzierte die Zugabe von Glutamat (50 µM, 180 sek) ein signifikant  

höheres Ansteigen der [Ca2+]i in den Neuronen, die die PS1-Mutation [A246E]  

tragen. Sowohl die durch Glutamat-ausgelösten maximalen Änderungen der [Ca2+]i 

(peak) als auch das anschließende intrazelluläre Ca2+-Plateau war in den Neuronen 

mit der PS1-Mutation signifikant verändert (siehe Abb. 18). 

Somit konnte insgesamt festgestellt werden, dass hippokampale Neurone von  

Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] eine verstärkte Änderung der [Ca2+]i auf die 

Applikation von Glutamat zeigten. 
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Abb. 17: Kultivierte Hippokampusneurone nach 19 Tagen in Kultur  

Die Bilder zeigen, die auf Astrozytenrasen kultivierten Hippokampusneurone (19 DIV) mit Fura-

2AM-Beladung nach einer Glutamatstimulation (50 µM). 

A: Die Abbildung stellt die Fluoreszenzfärbung der Neurone mit Fura-2AM dar.  

B: Die Abbildung zeigt die Neurone, in denen die [Ca2+]i in Pseudofarben dargestellt ist. Der Astrozy-

tenrasen wurde durch die Fura-2AM-Beladung mitgefärbt (auf der rechten Abbildung im Hintergrund 

zu sehen). Die für die Pseudofarbe entsprechende Ca2+-Konzentration ist durch die Farbskala in nM 

angegeben. 
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Abb. 18: Veränderungen der [Ca2+]i in kultivierten hippokampalen Neuronen nach Kalium- und 

Glutamat-Applikation 

Dargestellt sind die gemittelten Basalwerte der [Ca2+]i vor und nach der Kalium-Depolarisation  

(basal 1 und basal 2) sowie die Mittelwerte der Ca2+-Maxima (peak) und Ca2+-Plateauwerte jeweils 

nach der Kalium (K+)- und Glutamat (Glu)-Applikation. Die Balken repräsentieren die Mittelwerte 

von 20 bis 30 gemessenen Zellen. Diese Werte wurden an jeweils 4 separaten Zellkulturen der Linien 

PS1 [WT] (19 DIV), PS1 [S182] (19 DIV) und PS1 [A246E] (19 DIV) gemessen.  

Fehlerbalken = SEM, statistische Signifikanz: * p<0,01; ** p<0,001 
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3.2.2 Dissoziierte hippokampale Neurone 

Diese Untersuchung sollte klären, ob sich die in den kultivierten Neuronen mit der 

PS1-Mutation [A246] gezeigten Änderungen der [Ca2+]i auch in dissoziierten Neu-

ronen adulter Mäuse nachweisen lassen.  

Durch die Bearbeitung von hippokampalen Gewebeschnitte mit der enzymatischen 

Dissoziationstechnik von Kay und Wong (1986) konnten Hippokampusneurone  

adulter Tiere gewonnen werden. Diese Methode ermöglicht eine relativ schnelle  

Isolierung von Neuronen bestimmter Hirnregionen. Sowohl die Morphologie als 

auch die elektrischen Eigenschaften der Zellen bleiben dabei im Wesentlichen  

erhalten. Somit war es möglich die Neurone adulter Mäuse zu untersuchen, die eine 

PS1-Mutation [A246E] aufweisen.  

Mäuse mit der PS1-Mutation wurden im Alter von 4 Monaten (PS1 [A246E]) und  

16 Monaten (aged PS1 [A246E]) untersucht. Als Kontrollen dienten FVB/N-Mäuse, 

die Maus-Wildtyp-PS1 exprimieren und 4 Monate alt waren (PS1 [WT]). Durch das 

unterschiedliche Alter der transgenen Tiere konnte untersucht werden, inwieweit sich 

Veränderungen durch die PS1-Mutation [A246E] im adulten Stadium manifestieren. 

Ein Überexpremieren der PS1-Mutation in den Gehirnen der transgenen Mäuse  

führte allerdings nicht zu wesentlichen pathologischen Veränderungen - auch nicht 

im fortgeschrittenen Alter (16 Monate) der Tiere. Dieser Befund steht im Gegensatz 

zu PS1-Mutationen, die beim Menschen auftreten. In den Gehirnen von Patienten mit 

einer Mutation im PS1 lassen sich eine erhöhte Anzahl von Amyloid-Plaques nach-

weisen. PS1-Mutationen führen bei diesen Patienten bereits frühzeitig zu einem  

aggressiven Krankheitsverlauf (Schneider et al., 2001). 

In einer physiologischen Ringer-Lösung (siehe 2.16.1) wurde zunächst die basale 

[Ca2+]i der isolierten Neurone ermittelt. Die Neurone, die die PS1-Mutation [A246E] 

tragen, zeigten keinen signifikanten Unterschied in der basalen [Ca2+]i im Vergleich 

zu Neuronen, die das PS1 [WT] exprimieren (siehe Abb. 19 b1 und Abb. 20 basal 1). 

Um die Vitalität der dissoziierten Neurone zu untersuchen, wurden diese mit  

Kalium-Ringer (50 mM, 120 sek) depolarisiert. In dem vorliegenden Experiment 

lösten die Kalium-Ionen einen diphasischen intrazellulären Ca2+-Anstieg im Soma 

der Neurone aus. Im Gegensatz zu Neuronen von Mäusen, die das PS1 [WT]  

exprimieren, zeigte sich in den Neuronen adulter und gealterter Mäuse, die  

die PS1-Mutation tragen ein signifikant höheres durch Kalium-ausgelöstes  
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Ca2+-Maximum (peak) und Ca2+-Plateau (plateau) (siehe Abb. 19 p2 und pl3 und 

Abb. 20 K+ peak  und K+ plateau ).  

Die Kaliumchlorid-Lösung wurde anschließend wieder durch die physiologische 

Ringer-Lösung ersetzt. Die [Ca2+]i der Neurone kehrte daraufhin wieder annähernd 

auf ihr ursprüngliches basales Ca2+-Niveau zurück (siehe Abb. 19 b4 und  

Abb. 20 basal 2). Im Gegensatz zu Neuronen von Mäusen, die das PS1 [WT] tragen, 

führte die Applikation von Glutamat (50 µM, 180 sek) in den Neuronen transgener 

Mäuse, die die PS1-Mutation exprimieren, zu einem signifikant höheren Anstieg der 

[Ca2+]i (siehe Abb. 19 p5, pl6 und Abb. 20). Wie bei der Kalium-Applikation zeigten 

die Zellen gealterter transgener Mäuse mit der PS1-Mutation nach Applikation von 

Glutamat einen höheren intrazellulären Ca2+-Anstieg als die entsprechend jüngeren 

transgenen Mäuse mit der PS1-Mutation. 

Im Vergleich zu Neuronen, die das PS1 [WT]-Gen exprimieren, zeigten damit die 

Neurone mit der PS1-Mutation [A246E] sowohl nach einer Kalium-Depolarisation 

als auch nach einer Applikation von Glutamat eine signifikant stärkere Änderung 

ihrer [Ca2+]i (siehe Abb. 19 und 20). Somit konnte gezeigt werden, dass neben kulti-

vierten Neuronen auch dissoziierte hippokampale Neurone adulter Mäuse, die die 

PS1-Mutation [A246E] tragen, auf die Zugabe von Glutamat mit einem signifikant  

stärkeren Anstieg der [Ca2+]i reagierten.  
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Abb. 20: Veränderungen der [Ca2+]i in dissoziierten Neuronen nach Kalium- und Glutamat-Zugabe  

Dargestellt sind die gemittelten Ca2+-Basalwerte in nM vor und nach der Kalium-Depolarisation (ba-

sal 1 und 2) sowie die gemittelten Ca2+-Maxima (peak) und Ca2+-Plateauwerte jeweils nach der Kali-

um (K+)- und Glutamat (Glu)-Applikation. Die Balken repräsentieren die  

Mittelwerte von 10 bis 15 Zellen, die in jeweils 4 unterschiedlichen Mäusen der Linien PS1 [WT] (4 

Monate), PS1 [A246E] (4 Monate) und aged PS1 [A246E] (16 Monate) gemessen wurden.  

Fehlerbalken = SEM (engl. Standard error of mean); statistische Signifikanz: * p<0,01; ** p<0,001 
 

3.3 Aktivierung von Glutamat-Rezeptoren 

3.3.1 Messung der [Ca2+]i nach Aktivierung des NMDA-Rezeptors 

Wie mit den vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, scheint die  

Ca2+-Antwort auf Glutamat in den dissoziierten und kultivierten Neuronen von 

transgenen Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren, verändert zu sein. 

Die Hippokamusneurone dieser transgenen Tiere zeigten auf die Glutamat-

Applikation einen signifikant größeren Anstieg der [Ca2+]i als entsprechende Neuro-

ne von Kontrollmäusen. Eine durch Glutamat ausgelöste Veränderung der [Ca2+]i 

kann sowohl über metabotrope als auch ionotrope Rezeptoren reguliert werden.  

In diesem Experiment wurde überprüft, ob es in kultivierten Neuronen, die die PS1-

Mutation [A246E] exprimieren, nach einer Aktivierung des NMDA-Rezeptors zu 

einer signifikant verstärkten Änderung der [Ca2+]i im Vergleich zu Neuronen von  

Kontrolltieren kommt. Zur Aktivierung des NMDA-Rezeptors wurden kultivierte 

hippokampale Neurone von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] (20 DIV) 

gleichzeitig mit NMDA (70 µM) und Glycin (10 µM) behandelt und mit Kalium-

   * 
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  .* 
   * 
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Ringer (50 mM) depolarisiert. NMDA und Glycin sind die beiden Agonisten des 

ionotropen Ca2+-gängigen Glutamat-Rezeptors (NMDA-Rezeptor), die zur Öffnung 

des Rezeptors führen. Als Kontrollen dienten Neurone von Mäusen, die entweder das  

PS1 [WT] oder das humane PS1 [S182] exprimieren.  

Die gleichzeitige Applikation von NMDA und Glycin führte im Soma der Hippo-

kampusneurone aller 3 Mauslinien zu einer signifikanten Erhöhung der [Ca2+]i (siehe 

Abb. 21). Die Änderung der [Ca2+]i, die sich in den Neuronen, die die PS1-Mutation 

tragen zeigte, unterschied sich dabei nicht signifikant von der in den Kontrollneuro-

nen, die das PS1 [WT] oder das PS1 [S182] exprimieren. Dieses Resultat  

deutet daraufhin, dass die verstärkte Änderung der [Ca2+]i auf Glutamat in den Neu-

ronen von Mäusen mit einer PS1-Mutation nicht durch einen modulierten Ca2+-

Einstrom durch den NMDA-Rezeptor bedingt zu sein scheint.  
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Abb. 21: Veränderung der [Ca2+]i in kultivierten Neuronen nach Applikation von NMDA und Glycin 

Das Balkendiagramm zeigt den Anstieg der [Ca2+]i in Neuronen nach Zugabe von NMDA (70 µM) 

und Glycin (10 µM). Durch die Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer Erhöhung der [Ca2+]i  

(in nM). Die [Ca2+]i der Neurone, die die PS1-Mutation [A246E] tragen, zeigt sowohl basal als auch 

nach der Zugabe von NMDA und Glycin keinen signifikanten Unterschied zu der in Neuronen von  

Mäusen, die das humane PS1 [S182] oder Maus-PS1 [WT] exprimieren. Die Balken geben die  

gemittelten Werte von 20 Zellen an. Gemessen wurden diese Werte an 4 untersuchten Kulturen.  

Standardabweichung = SEM 
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3.3.2 Messung der [Ca2+]i nach Aktivierung von IP3 

Wie das vorherige Experiment zeigte, scheinen die in den Neuronen mit einer PS1-

Mutation vorliegenden Glutamat induzierten Ca2+-Veränderungen nicht über einen 

externen Ca2+-Einstrom durch NMDA-Rezeptorkanäle bedingt zu sein. Im folgenden 

Experiment wurde deshalb untersucht, ob es infolge einer Aktivierung der meta-

botropen IP3-Rezeptor-Kaskade in Neuronen mit der PS1-Mutation [A246E] im Ver-

gleich zu Kontrollen zu einer signifikant veränderten Freisetzung von Ca2+ aus inter-

nen ER-Ca2+-Speichern kommt. Um eine intrazelluläre Freisetzung von IP3 zu errei-

chen wurden kultivierte hippokampale Neurone (21 DIV) mit Bradykinin (BK) be-

handelt. BK-Rezeptoren sind mit der Gq (Guanin-Nucleotid-bindendes Protein)/PLC 

Signalkaskade verbunden und können so ähnlich wie die metabotrope Glutamat-

Rezeptor-Kaskade über ein G-Protein zur Freisetzung von IP3 führen.  

Nach einer Kulturdauer von 21 Tagen erfolgte eine Applikation von BK auf kulti-

vierte Hippokampusneurone von Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] expri-

mieren. Als Kontrollen dienten einerseits die kultivierten Neurone von nicht-

transgenen Mäusen, die das PS1 [WT] tragen (21 DIV). Anderseits wurden die Neu-

rone von Mäusen, die das human PS1 [S182] exprimieren als Kontrollen eingesetzt 

(21 DIV). Vor der Applikation des BK wurde die basale [Ca2+]i im Soma der kulti-

vierten Neurone aller Mauslinien ermittelt. In den Neuronen der drei untersuchten 

Mauslinien zeigten sich keine Unterschiede in der basalen [Ca2+]i (siehe Abb. 22). 

Nach der Zugabe von BK kam es in den Zellen aller Linien zu einer raschen Ände-

rung der [Ca2+]i (siehe Abb. 22, 23). Die [Ca2+]i stieg in den Neuronen, die die  

PS1-Mutation exprimieren im Vergleich zu den Änderungen der [Ca2+]i in den Neu-

ronen, die entweder das Maus-PS1 [WT] oder das humane PS1 [S182] exprimieren, 

deutlich stärker an (siehe Abb. 22). Durch die Darstellung der [Ca2+]i (nM) in Pseu-

dofarben wurde deutlich, dass es besonders im Soma der hippokampalen Neurone im 

Bereich des Zellkerns nach der Zugabe von BK zu einem deutlichen Anstieg der 

[Ca2+]i kam (siehe Abb. 23). Eine genauere Lokalisation der intrazellulären Ca2+-

Änderungen war allerdings aufgrund der Kameraauflösung und der Benutzung eines 

nicht-konfokalen Systems nicht möglich. 
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Abb. 22: Einzelmessungen der [Ca2+]i nach Applikation von Bradykinin (BK) in kultivierten Neuro-

nen 

Die Abbildung stellt exemplarische Einzelmessungen der [Ca2+]i in hippokampalen Neuronen von 

transgenen Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren, dar. Im Vergleich sind die Kinetiken 

von Neuronen, die das PS1 [WT] tragen oder das humane PS1 [S182] exprimieren, abgebildet. Die 

Applikation von BK (1 µM; 90 sek) führte zu einer deutlich verstärkten Erhöhung der [Ca2+]i in den 

Zellen, die die PS1-Mutation [A246E] tragen im Vergleich zu den Neuronen, die das PS1 [WT] oder 

das humane PS1 [S182] exprimieren. 

 
Abb. 23: Änderung der [Ca2+]i nach Applikation 

von Bradykinin (BK) in Pseudofarben 

Die Abbildungen A-C zeigen den Anstieg der 

[Ca2+]i dargestellt in Pseudofarben im Soma ei-

nes hippokampalen Neurons nach der Applikati-

on von BK (1 µM). 

Die Farbskala gibt die Konzentration der [Ca2+]i 

(nM) in Pseudofarben wieder. Der Vergleich der 

Darstellungen A-C zeigt eine intrazelluläre Er-

höhung der Ca2+-Konzentration von ca. 350 nM 

bis hin zu maximal ca. 600 nM. Membran- und 

dendritische Bereiche scheinen primär keine Än-

derungen der [Ca2+]i aufzuweisen.  

 

 

Die Neurone, die das PS1 [S182] oder das PS1 [WT] exprimieren, zeigten nach der 

Applikation von BK einen maximalen Anstieg der [Ca2+]i auf durchschnittlich  
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300 nM. In den Neuronen der Mäuse, die die PS1-Mutation tragen, war die  

Änderung der [Ca2+]i signifikant größer. Sie stieg von 80 nM auf 590 nM an (siehe 

Abb. 24). Somit zeigten die Neurone von Mäusen mit einer PS1-Mutation nach einer 

Aktivierung von IP3 durch BK eine statistisch gesehen größere Änderung der [Ca2+]i. 

Diese verstärkte Änderung des internen Ca2+-Milieus ließ sich auf eine vermehrte 

Freisetzung von Ca2+ aus dem ER zurückführen. 
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Abb. 24: Veränderung der [Ca2+]i in kultivierten Neuronen nach Applikation von Bradykinin (BK) 

Das Diagramm zeigt den Anstieg der basalen [Ca2+]i in Hippokampusneuronen nach Zugabe von BK 

(1 µM). Die basale [Ca2+]i lag in den Neuronen der 3 Mauslinien zwischen 80 und 100 nM. Im Ver-

gleich zu den Neuronen von Mäusen, die das PS1 [WT] oder das PS1 [S182] exprimieren, induzierte 

die BK-Behandlung in den Zellen transgener Mäuse mit einer PS1-Mutation [A246E] eine signifikan-

te Zunahme der [Ca2+]i. Die Balken zeigen die gemittelten Werte von 20 Zellen. Gemessen wurden 

diese Werte jeweils an 4 separaten Zellkulturen. 

Standardabweichung = SEM, statistische Signifikanz: ** p<0,001 

 

3.4 Blockierung von ER-Ca2+-ATPasen in kultivierten hippokampalen Neu-

ronen 

Die Ca2+-Untersuchungen nach der Applikation von BK haben gezeigt, dass es in 

den Neuronen mit der PS1-Mutation [A246E] vermutlich infolge einer Aktivierung 

von IP3 zu einem signifikant stärkeren Anstieg der [Ca2+]i im Vergleich zu Kontrol-

len kam. Da IP3 zur Freisetzung von Ca2+ aus dem ER führt, lag die Annahme nahe, 

dass die Menge an Ca2+, die in Neuronen mit einer PS1-Mutation nach der IP3-

Aktivierung aus dem ER freigesetzt wird, eventuell verändert ist. Eine derartige Mo-
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dulation der Ca2+-Freisetzung aus dem ER könnte auf eine erhöhte Speicherung oder 

Pufferung von Ca2+ im ER zurückgeführt werden. Um diese Hypothese zu überprü-

fen, musste die Menge an Ca2+, die aus dem ER freizusetzen ist, in Neuronen, die 

eine PS1-Mutation exprimieren analysieren werden. Eine derartige Untersuchung 

ermöglicht der selektive, irreversible Ca2+-ATPase-Hemmer Thapsigargin (Thg,  

1 µM). Thg hat ausschließlich einen Einfluss auf die Ca2+-ATPasen, die in der 

Membran des ER vorliegen. Durch den Einsatz von Thg kommt es zur irreversiblen 

Blockierung der ER-Ca2+-ATPasen. Aufgrund des großen Ca2+-Gradienten an der 

Membran des ER kommt es nach der Blockierung der Ca2+-ATPase zum Ausströmen 

des Ca2+ aus den ER-Ca2+-Speichern. Somit konnte anhand von kultivierten hippo-

kampalen Neuronen, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren (20 DIV), die Men-

ge an freisetzbarem intrazellulärem Ca2+ untersucht werden. 

Wie die Neurone, die das PS1 [S182] exprimieren (20 DIV), dienten die nicht-

transgenen hippokampalen Neurone, die das PS1 [WT] tragen (20 DIV) als Kontrol-

len. Die Aufnahme der basalen [Ca2+]i kultivierter hippokampaler Neurone erfolgte 

nach einer Kulturdauer von 20 Tagen in einer physiologischem Ringer-Lösung (siehe 

Anhang A2.2) Die basale [Ca2+]i der Neurone von Mäusen mit der PS1-Mutation 

[A246E] zeigte keinen signifikanten Unterschied zu der, die in den Neuronen ermit-

telt wurde, die das PS1 [WT] oder das PS1 [S182] exprimieren (Abb. 25). Nach der 

Applikation von Thg (1 µM, 120 sek) zeigten alle untersuchten kultivierten Neurone 

eine deutliche Änderung der [Ca2+]i (siehe Abb. 25 und Abb. 26). Dabei kam es in 

den Neuronen mit der PS1-Mutation im Vergleich zu den Kontrollen zu einem deut-

lich stärkeren Anstieg der [Ca2+]i (siehe Abb. 25). Die Darstellung des Verlaufs der 

Änderung der [Ca2+]i (nM) in Pseudofarben machte deutlich, dass es besonders in 

zytoplasmatischen Bereichen in der näheren Umgebung des Zellkerns zu den primä-

ren und am stärksten ausgeprägten Veränderungen des internen Ca2+-Milieus kam. 

Von der Plasmamembran hin zu inneren zytoplasmatischen Bereichen schien die 

Änderung der [Ca2+]i generell sowohl in den Neuronen mit der PS1-Mutation als 

auch in den Kontrollen zuzunehmen (siehe Abb. 26 A-E). 

Weitere Untersuchungen, in denen parallel Thg und Ca2+-Kanal-Antagonisten appli-

ziert wurden, sollten eine noch präzisere Charakterisierung der Veränderung der 

[Ca2+]i ermöglichen. Untersuchungen mit einer gleichzeitigen Applikation mehrerer 

Toxine führte allerdings zum Absterben der kultivierten Neurone.  
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Abb. 25: Einzelkinetiken der [Ca2+]i in hippokampalen Neuronen nach Zugabe von Thapsigargin 

(Thg)  

Die Darstellung zeigt eine exemplarische Einzelmessung an einem Neuron, das die PS1-Mutation 

[A246E] trägt. Zum Vergleich ist die Kinetik eines Neurons dargestellt, das das Maus-PS1 [WT] trägt 

und die Kinetik eines Neurons, das das PS1 [S182] exprimiert. Durch die Zugabe von Thg veränderte 

sich die [Ca2+]i in allen Neuronen. Diese Änderung der [Ca2+]i erreichte in dem Neuron, das die PS1-

Mutation exprimiert, ein wesentlich höheres Maximum als in den Kontrollneuronen.  
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Abb. 26: Änderung der [Ca2+]i nach Applikation von Thapsigargin (Thg) in Pseudofarben 

Die Abbildungen A-E zeigen den Anstieg der [Ca2+]i dargestellt in Pseudofarben. Nach der Applikati-

on von Thg (1 µM) (von A nach B) kommt es im Soma der hippokampalen Neurone, die die PS1-

Mutation [A246E] exprimieren, zu einem Anstieg der [Ca2+]i. Die Farbskala gibt die Konzentration 

der [Ca2+]i in nM als Pseudofarbe wieder. Der Vergleich der Abbildungen A-E macht deutlich, dass es 

besonders in zytoplasmatischen kernnahen Bereichen zu den stärksten Änderungen der [Ca2+]i von ca. 

basal 200 nM bis hin zu ca. maximal 700 nM nach Applikation von Thg kommt.  

 

Beim Vergleich der Änderungen der [Ca2+]i zwischen den einzelnen Mauslinien, 

konnte ein signifikant größerer Anstieg der [Ca2+]i in den Neuronen der Mäuse, die 

die PS1-Mutation tragen, festgestellt werden. Die [Ca2+]i stieg in den Neuronen  

dieser Mäuse von 80 nM auf 800 nM an. In den Neuronen der Kontrolltiere stieg die 

[Ca2+]i von 80 nM auf durchschnittlich 420 nM (siehe Abb. 27). Diese Ergebnisse 

lassen vermuten, dass Thg den signifikant stärksten Effekt auf die Neurone mit einer 

PS1-Mutation hatte. Zwei denkbare Erklärungen könnten diesen Effekt in den Neu-

ronen mit der PS1-Mutation induziert haben. Einerseits ist es möglich, dass eine grö-

ßere Menge an Ca2+ in ER-Speichern akkumuliert wird. Andererseits ist es möglich, 

dass eine andere oder empfindlichere Regulation des CCE in diesen Neuronen vor-

liegt. In diesem Fall würde ein verstärkter Einstrom von externem Ca2+ durch CCE-

Kanäle zum Anstieg des Ca2+ im ER führen.  
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Abb. 27: Inhibition der endoplasmatischen Ca2+-ATPase in hip

gargin (Thg) 

Dargestellt sind die Veränderungen der [Ca2+]i in nM in N

PS1 [S182] und PS1 [A246E] nach Applikation von Thg (1 µM

löste Anstieg der [Ca2+]i war in den Zellen der Mäuse, die die 

signifikant größer als in der Zellen von Mäusen, die das Maus-PS

tragen. Die Balken zeigen die gemittelten Werte von 25 Zellen. G

in 3 separaten Zellkulturpräparationen.  

Standardabweichung = SEM, statistische Signifikanz: ** p<0,001

 

3.5 Untersuchungen zum Auffüllungsmechanis

(kapazitativer Ca2+-Einstrom/CCE) 

3.5.1 Einfluss der Expression einer PS1-Mutation a

Der Signalweg, der über den IP3-Rezeptor zur Freis

führt, steht im engen Zusammenhang mit dem kapazit

die Zelle. Ein derartiger Einstrom von externem C

Depletion von Ca2+ aus dem ER auf und dient 

Speichern.  

Die vorangegangenen Untersuchungen haben gezeig

mit der PS1-Mutation [A246E] eine verstärkte Ca2+-F

In den Neuronen mit der PS1-Mutation [A246E] kön

für diesen Effekt verantwortlich sein. Ein verstärkter C

könnte in diesen Neuronen zu der beobachteten 
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Zum Studium des kapazitativen Ca2+-Einstroms wurden hippokampale Neurone von 

transgenen Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] untersucht. Parallel dazu erfolg-

ten Untersuchungen sowohl an Neuronen von nicht-transgenen Mäusen, die das 

Maus-PS1 [WT] tragen als auch an Neuronen von Mäusen, die das humane  

PS1 [S182] exprimieren.  

Ein kapazitativer Ca2+-Einstrom in kultivierte hippokampale Neurone (19 bis  

21 DIV) konnte ausgelöst werden, nachdem die Neurone für 30 Minuten in  

einer Ca2+-freien Hepes-Ringer-Lösung (siehe Anhang A2.4) mit Cyclopiazonicsäure 

(CPA, 2 µM) inkubiert wurden. CPA blockiert ähnlich wie Thg die ER-Ca2+-

ATPase. Dies führt aufgrund des Ca2+-Gradienten an der Membran des ER zu einem 

Ausstrom von Ca2+ aus diesem Organell. Durch das Inkubieren der Zellen in einer 

Ca2+-haltigen Hepes-Lösung, wurde ein CCE über SOC-Kanäle vermittelt (siehe 

Abb. 28 A). Zur genaueren Charakterisierung des CCE bedingten Ca2+-Einstroms 

wurden parallel Kontrollversuche mit dem CCE-Inhibitor SKF96365 (100 µM,  

30 Minuten) durchgeführt (siehe Abb. 29). 

Im Vergleich zu dem CCE, der in den Neuronen, die entweder das PS1 [WT]- oder 

das humane PS1 [S182] exprimieren, gemessen wurde, ergab sich in den Neuronen 

mit der PS1-Mutation ein signifikant verringerter CEE (Abb. 28 A). Der CCE in hip-

pokampalen Neuronen von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] wies gegenüber 

den Neuronen der Kontrolllinien PS1 [WT]- und PS1 [S182] eine ca. 40 %ige Re-

duktion auf (siehe Abb. 28 B).  

Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass die in den Neuronen mit der PS1-Mutation 

[A246E] ermittelten signifikant erhöhten Ca2+-Freisetzungen aus dem ER nicht auf 

einen verstärkten kapazitativen Ca2+-Einstrom zurückzuführen sind. Vielmehr  

scheint eine verstärkte Akkumulation von Ca2+ in den ER-Speichern eine Erniedri-

gung des CCE in diesen Neuronen zu induzieren. 
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Abb. 28: Verringerung des kapazitativen Ca2+-Einstroms  (CCE) beim Vorliegen einer PS1-Mutation  

A: Die Darstellung zeigt einen Vergleich des CCE, in Neuronen der Mauslinien PS1 [WT],  

PS1 [S182] und PS1 [A246E]. Es ist eine signifikante Reduktion des CCE aufgrund der Expression 

der PS1 [A246E]-Mutation zu erkennen. Die Datenpunkte geben die Mittelwerte der maximalen  

[Ca2+]i ± SEM wider. Die Daten wurden in 30 Zellen ermittelt.  

B: Das Balkendiagramm zeigt die gemittelten maximalen [Ca2+]i die aus jeweils 4 separaten  

CCE-Experimenten stammen. Verglichen werden die Daten der Neurone von PS1[WT]-, PS1[S182]- 

sowie PS1 [A246E]-Mäusen.  

Standardabweichung =SE, statistische Signifikanz: *p<0,005 

 

3.5.2 Einfluss der Expression von App auf den CCE 

In folgenden CCE-Messungen wurde untersucht, inwieweit die durch mutiertes  

PS1-vermittelte Reduktion des CCE von einer App-Expression abhängig ist. Dazu 

wurde dasselbe CCE-Versuchsprotokoll, wie in versuchsreihe 3.5.1 beschrieben, an 

kultivierten hippokampalen Neuronen (19 bis 21 DIV) von App [-/-]-Mäusen 

durchgeführt. Zur Kontrolle dienten Neurone von nicht-transgenen Tieren, die das 

PS1 [WT] tragen. Parallel wurde wieder der pharmakologische Effekt des CCE-

Inhibitors SKF96365 zur Charakterisierung des CCE untersucht (100 µM, 30 

Minuten) (siehe 3.5.1).  

Im Vergleich zu den Neuronen der nicht-transgenen Mäuse zeigten die  

CCE-Messungen in den Neuronen der App [-/-]-Mäuse keinen signifikanten Unter-

schied. Die maximalen Amplituden des gemessenen CCE zeigten in den Neuronen 

beider Mauslinien eine ähnliche Kinetik (siehe Abb. 29 A). Durch die Applikation 

von SKF96365 konnte eine ca. 50 %ige Blockierung des CCE in Zellen von nicht-
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transgenen Mäusen erreicht werden. Eine vollständige Blockierung des CCE war 

somit durch SKF96365 nicht möglich (siehe Abb. 29 B). 

Wie dieser Versuch zeigte, scheint das Ausschalten der endogenen Maus-App-

Expression keinen Einfluss auf den CCE zu haben. Des Weiteren wurde gezeigt, dass 

mit dem Einsatz eines CCE-Inhibitors der CCE in die Zelle nicht vollständig  

blockiert werden kann.  
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b. 29: Kapazitativer Ca2+-Einstrom (CCE) in kultivierten Neuronen von PS1 [WT]- und App [-/-]-

Mäusen  

Im Vergleich zu Neuronen von App [-/-]-Mäusen zeigt der CCE in kultivierten hippokampalen 

uronen von Mäusen, die das PS1 [WT] exprimieren, keinen signifikanten Unterschied. Zur Inhibi-

 des CCE wurden Neurone, die das PS1 [WT] exprimieren mit SKF96365 (100 µM, 30 min) 

andelt, bevor CCE-Messungen durchgeführt wurden. 

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der maximalen Amplituden der [Ca2+]i von 4 unabhängigen 

E-Experimenten. Ermittelt wurden diese Daten in den Neuronen von PS1 [WT]- und  

p [-/-]-Mäusen. Der CCE in den Neuronen dieser beiden Mauslinien wurden mit dem in nicht-

sgenen Neuronen verglichen, wobei dieser durch SKF blockiert wurde. Die Balken geben die 

ttelwerte der maximalen Ca2+-Amplituden ± SEM an, widergegeben als %-Angabe im Vergleich 
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3.5.3 Einfluss der PS1-Mutation auf den CCE bei einem App [-/-]-Hintergrund 

Im folgenden Experiment wurde untersucht, inwieweit es zu einer Reduktion des 

CCE kommt, wenn die PS1-Mutation [A246E] auf einem App [-/-]-Hintergrund 

exprimiert wird. So konnte überprüft werden, ob der Effekt der PS1-Mutation auf 

den CCE abhängig von einer App-Expression ist.  

Hierfür wurde der CCE in Neuronen, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren mit 

dem in Neuronen, die die PS1-Mutation [A246E] auf einem App-defizienten Hinter-

grund tragen, verglichen. Als Kontrollen dienten Untersuchungen des CCE in nicht-

transgenen Neuronen, die das PS1 [WT] tragen.  

Im Vergleich zu dem CCE, der in den nicht-transgenen Neuronen ermittelt wurde, 

zeigten die Hippokampusneurone, die die PS1-Mutation exprimieren einen deutlich 

reduzierten CCE. Es konnte beobachtete werden, dass diese Reduktion des CCE  

sowohl in den Neuronen, die die PS1-Mutation auf einem Maus-App- als auch auf 

einem App-defizienten-Hintergrund tragen, signifikant reduziert war (siehe  

Abb. 30 A). Im Vergleich zu den Kontrollneuronen zeigte der CCE in den Neuronen, 

die die PS1-Mutation trugen eine durchschnittlich 40 %ige Reduktion (siehe  

Abb. 30 B). Zusammenfassend zeigten diese Resultate, dass die Reduktion des CCE 

in den Neuronen, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren, nicht von einer  

Expression des endogenen Maus-App beeinflusst wurde. Somit lassen diese Ergenis-

se vermuten, dass die Reduktion des CCE vermutlich durch die Mutation im PS1-

Gen hervorgerufen werden kann.  
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Abb. 30: Reduktion des CCE durch Expr

Hintergrund 

A: Im Vergleich zur CCE-Kinetik der Neuro

palen Neuronen, die die PS1-Mutation [A24

eine signifikante Verringerung des CCE.  

B: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der 

CCE-Experimenten. Diese wurden in den Ne

mit denen in Neuronen der Mauslinien PS1 [A

Mittelwerte der maximalen Ca2+-Amplituden

Kontrolle PS1 [WT]. *p<0,005 
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Somit konnte bereits bewiesen werden, dass eine Inhibition des CCE eine verstärkte 

Akkumulation von Aβ42 bewirkt (Yoo et al., 2000).  

Eine Blockierung von CCE-Kanälen wurde mit dem CCE-Inhibitor SKF96365  

(100 µM, 30 Minuten) an hippokampalen Neuronen (19 bis 21 DIV) von FVB/N- 

und App [-/-]-Mäusen durchgeführt. Somit konnte analysiert werden, ob die Expres-

sion von endogenem Maus-App einen Einfluss bei der Blockierung von CCE-

Kanälen hat. Im Anschluss an die Behandlung mit SKF96365 wurden die Neurone in 

einer physiologischer Lösung (siehe Anhang A2.2) inkubiert, in der die basale [Ca2+]i 

ermittelt wurde. Nach einer anschließenden Applikation von Thg (1 µM, 2 min) 

konnte festgestellt werden, inwieweit die Blockierung der CCE-Kanäle einen Ein-

fluss auf das Vorliegen von Ca2+ im ER hatte. Zur Kontrolle wurden bei diesem Ver-

such Experimente ohne SKF96365 durchgeführt (siehe Abb. 31).  

 

In der basalen [Ca2+]i zeigte sich zwischen den Neuronen von FVB/N- und  

App [-/-]-Mäusen kein Unterschied (siehe Abb. 31). Nach der Applikation von  

Thg (1 µM, 2 Minuten) wurde die daraus resultierenden Änderung der [Ca2+]i  

aufgenommen. Sowohl in den Neuronen von FVB/N- als auch von App [-/-]-Mäusen 

konnte ein Anstieg der [Ca2+]i beobachtet werden. In den hippokampalen Neuronen 

der FVB/N-Mäuse, die zuvor mit SFK96365 behandelt wurden, konnte im Vergleich 

zu den Neuronen der App [-/-]-Mäuse, die ebenfalls mit SKF96365 behandelt wor-

den waren, eine signifikant stärkere Änderung der [Ca2+]i festgestellt werden  

(siehe Abb. 31). Ohne eine vorhergehende Behandlung mit dem CCE-Inhibitor  

wurde kein Unterschied in der durch Thg ausgelösten Änderungen der [Ca2+]i  

zwischen den Neuronen von FVB/N- und App [-/-]-Mäusen festgestellt.  

Folglich führte die Blockierung des CCE in Neuronen von FVB/N-Mäusen zu einer 

erhöhten intrazellulären Freisetzung von Ca2+ aus dem ER. Wie der Vergleich der 

Zellen von FVB/N- und App [-/-]-Mäusen zeigt, hängt diese Änderung der [Ca2+]i 

anscheinend von der endogenen App-Expression ab.  

Folglich könnte die Expression von App und eine damit eventuell verbundene  

Bildung von Aβ eine Rolle in der Verminderung des CCE spielen. Yoo et al. (2000) 

zeigten, dass eine Blockierung des CCE zu einer vermehrten Akkumulation von 

Aβ42 führt. Aβ42 könnte in den Neuronen der FVB/N-Mäusen zu der beobachteten 

signifikanten Veränderung der [Ca2+]i geführt haben.  
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Abb. 31: Einfluss von SKF96365 auf die durch Thg ausgelösten Änderungen der [Ca2+]i in kultivier-

ten Neuronen von FVB/N- und App [-/-]-Mäusen 

Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der maximalen Amplitude der [Ca2+]i nach Zugabe von Thg  

(1 µM, 2 min) in hippokampalen Neuronen von FVB/N- und App [-/-]-Mäusen. Die Neurone wurden 

zuvor jeweils mit und ohne den CCE-Inhibitor SKF96365 (100 µM, 1 Stunde) behandelt. Die Hippo-

kampusneurone der FVB/N-Mäuse zeigten nach der Behandlung mit SKF96365 auf Thg eine signifi-

kant größere Änderung der [Ca2+]i als die Neurone der App [-/-]-Mäuse. Die Balken geben die ge-

mittelten Werte von 10 bis 15 Zellen an. Diese Daten wurden an 3 separaten Zellkulturen gemessen. 

Standardabweichung =SEM, statistische Signifikanz: * p<0,05  

 

3.7 Proteinexpression von Transient-Rezeptor-Potential-Proteinen 

Wie in der Versuchsreihe 3.5.1. untersucht, scheinen die CCE-Kanäle in den Neuro-

nen von transgenen Mäusen mit einer PS1-Mutation im Vergleich zu Neuronen von 

nicht-transgenen FVB/N-Mäusen einen verringerten Durch- oder Einstrom von Ca2+-

Ionen durch CCE-Kanäle ins Zytoplasma aufzuweisen. Aufgrund dieser Beobach-

tung schloss sich die Untersuchung der Proteinexpressionslevel von Transient-

Rezeptor-Potential-Proteinen (TRP-Proteine) an. Die Säuger-TRP-Proteine werden 

als Ionen-Kanal-Untereinheiten der CCE-Kanäle angenommen. TRP4 formt Ionen-

Kanäle, die wesentlich für Ca2+ permeabel sind und nach einer Depletion intrazellu-

lärer Ca2+-Speicher aktiviert werden (Philipp et al., 2000; Trost et al., 2001). TRP4 

(CCE1) wird in den Mitralzellen des Olfaktorischen Bulbus, in  

lateralen zerebellaren Nuclei und in den Pyramidenzellen des Hippokampus expri-

miert (Philipp et al., 2000, Weil et al., 2000).  

Für die Expressionsuntersuchungen von TRP4 wurden Hirne von Mäusen  

mit der PS1-Mutation [A246E] untersucht und mit denen von nicht-transgenen 

*
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FVB/N-Mäusen verglichen. Des weiteren wurden transgene Mäuse analysiert, die 

das humane PS1 [S182] exprimieren. Die Analyse der Hirnlysate mittels der  

Western-Blot-Methode ergab keine wesentlichen Unterschiede in der Expression von 

TRP4-Proteinen in den untersuchten Mauslinien (siehe Abb. 32). 
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Die Abbildung zeigt die Proteinexpressio

linien FVB/N, PS1 [A246E] und PS1 [S18

105 kDa. Es zeigt sich kein deutli

den einzelnen Mauslinien. Es wurden pro P

 

Der verminderte CCE in den hi

[A246E] lässt sich somit nicht au

zurückführen.  

 

3.8 Veränderung der Ca2+-Hom

3.8.1 Veränderung der [Ca2+]i du

Die vorangegangenen Untersuchun

vierte hippokampale Neurone, die d

nifikant verstärkte Ca2+-Freisetzung

che Folge dieses veränderten Ca2+-S

te Reduktion des CCE sein. Die Ur

somit noch ungeklärt. 

In der Versuchsreihe 3.6 wurde 

SKF96365 anschließend die intraz

Aus diesem Versuch konnte der Sc

CCE in Neuronen, die endogenes M

FVB/N  PS1 

120kDa

105kDa 

120kDa

N PS1 PS1 
[S182]

120kDa 

105kDa 
PS1FVB/
 
Protein-Expression in verschiedenen Mauslinien 

[A246E] [S182][A246E]
nalyse  
105k
81

nslevel von TRP4-Proteinen in den Hirnlysaten der Maus-

2]. Die Bande für das TRP4 (CCE1) befinden sich bei ca. 

cher Unterschied in der Proteinexpression zwischen  

robe 10 µg/µl Protein aufgetragen. 

ppokampalen Neuronen mit der PS1-Mutation 

f eine verminderte Proteinexpression von TRP4 

öostase durch C-terminale App-Spaltprodukte  

rch C99-Spaltprodukte 

gen aus 3.3.2 und 3.5.1 haben gezeigt, dass kulti-

ie PS1-Mutation [A246E] exprimieren, eine sig-

 auf IP3-vermittelte Signale zeigen. Eine mögli-

ignals könnte die in diesen Neuronen beobachte-

sache der intrazellulären Ca2+-Veränderungen  ist 

nach einer Blockierung von CCE-Kanälen mit  

elluläre ER-Ca2+-Speicherung mit Thg ermittelt. 

hluss gezogen werden, dass eine Blockierung des 

aus-App exprimieren im Vergleich zu App-[-/-]-



Ergebnisse 

 82

Mäusen zu einem verstärkten Anstieg der intrazellulären [Ca2+]i führt. Untersuchun-

gen von Yoo et al. (2000) zeigten nach einer CCE-Blockierung mit SKF96365 in 

Neuronen eine vermehrte Bildung des App-Spaltprodukts Aβ42.  

Diese Befunde führten zu der Hypothese, dass App-Spaltprodukte möglicherweise 

einen Einfluss auf die intrazelluläre Ca2+-Homöostase haben. 

Allerdings ist auch ein direkter Einfluss der PS1-Mutation auf die Ca2+-Homöostase 

nicht auszuschließen.  

Ob die Expression des PS1-Gens einen Einfluss auf die Ca2+-Homöostase hat, wurde 

im folgenden Experiment an dissoziierten Neuronen untersucht. Für diesen Versuch 

wurden Mäuse generiert, die Neuronen-spezifisch kein PS1-Gen tragen (PS1-knock-

out-Mäuse; PS1 [-/-]). Untersuchungen von De Strooper et al. (1998) lassen vermu-

ten das PS1 entweder selbst die γ-Sekretase oder ein wichtiger Cofaktor dieser ist. 

Das Ausschalten des PS1-Gens führt zu einer deutlich verringerten Aktivierung der  

γ-Sekretase. Daraus resultiert eine geringerer Bildung von Aβ und eine gesteigerte 

Akkumulation C-terminaler App-Spaltprodukte (C99) (Dewachter et al., 2001). 

Des weiteren wurden die PS1 [-/-]-Mäuse mit transgenen Mäusen gekreuzt, die eine 

sogenannte London-Mutation im App aufweisen [V717I] (Appld). Mäuse mit der 

App-London-Mutation zeigen einen typischen Phänotyp, da es bei ihnen im Hirn zur 

vermehrten Plaques-Bildung durch Aβ42 kommt (Dewachter et al., 2001). Die  

doppeltransgenen Mäuse exprimieren somit ein mutiertes humanes App auf einem  

PS1 [-/-]-Hintergrund (AppldxPS1[-/-]). Mit der Generierung dieser Mäuse konnte 

untersucht werden, ob die Expression der App-London-Mutation auf einem  

PS1-knock-out-Hintergrund zu einer Veränderung der Ca2+-Homöostase führt. davon 

Bei diesen doppeltransgenen Mäusen wird davon ausgegangen, dass es aufgrund des 

Ausschaltens des PS1-Gens, nicht zur Bildung von Aß in Neuronen kommt. 

Bei diesem Experiment wurden die durch Thg ausgelösten Änderungen der [Ca2+]i in 

den dissoziierten hippokampalen Neuronen von AppldxPS1[-/-]-Mäusen (8 Monate) 

und von PS1 [-/-]-Mäusen (8 Monate) untersucht. Diese Messungen wurden mit  

denen an Neuronen von nicht-transgenen Mäusen, die das Maus-PS1 [WT] expri-

mieren (8 Monate) verglichen (siehe Abb. 33). Mit der Applikation von Thg konnten 

Rückschlüsse auf die im ER vorliegende Menge an Ca2+ gemacht werden. 

Die hippokampalen Neurone der untersuchten Mauslinien zeigten in einer physiolo-

gischen Lösung (siehe Anhang A2.2) keine Unterschiede in der basalen [Ca2+]i. Nach 
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der Applikation von Thg (1 µM, 60 sek), änderte sich die basale [Ca2+]i aller Zellen 

(siehe Abb. 33 A). 

Die Gegenüberstellung der Änderungen der [Ca2+]i in den Neuronen der einzelnen 

Mauslinien zeigte eine signifikant größeren Anstieg der [Ca2+]i in den Neuronen der 

PS1 [-/-]- und AppldxPS1[-/-]-Mäuse im Vergleich zu den Neuronen von Tieren, die 

das Maus-PS1 [WT] tragen. Weiter konnte beobachtet werden, dass es nach der  

Applikation von Thg in den Neuronen, die die App-Mutation exprimieren zum signi-

fikant stärksten Anstieg der [Ca2+]i kam (siehe Abb. 33 B). Nach der Beendigung der 

Applikation von Thg kehrte die [Ca2+]i, nach Erreichen eines Maximums, wieder auf 

ihr ursprüngliches basales Ca2+-Niveau zurück (siehe Abb. 33 A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 33: Durch Thg ausgelöste Veränderung der [C

doppeltransgenen AppldxPS1[-/-]-Mäusen
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Dieser Versuch hat deutlich gemacht, dass es in dissoziierten PS1-defizienten Neu-

ronen, die eine verminderte γ-Sekretase-Aktivität aufweisen, zu einer verstärkten 

durch thg induzierten Ca2+-Freisetzung aus dem ER kommt. Diese Untersuchungen 

deuten daraufhin, dass die beobachteten Ca2+-Modulationen nicht auf die Bildung 

von Aβ zurückgeführt werden können, sondern vielmehr durch das direkte Substrat 

der γ-Sekretase vermutlich induziert werden können.  

 

3.8.2 Veränderung der [Ca2+]i durch Aβ 

Beim folgenden Experiment wurde der Einfluss von Aβ auf die ER-Ca2+-

Homöostase untersucht. Diese Untersuchungen erfolgten an dissoziierten hippo-

kampalen Neuronen von Mäusen, die die App-London–Mutation [V717I] auf einem 

Maus-PS1 [WT]-Hintergrund exprimieren (8 Monate). Die Hirne dieser Mäuse  

zeigen bei einem Alter von 8 Monaten der Mäuse deutliche Amyloid-Ablagerungen 

(Dewachter et al., 2001). In den Neuronen dieser Tiere wurden die Änderungen der 

[Ca2+]i nach einer Applikation von Thg untersucht. Wie auch bei den voran-

gegangenen Experimenten konnte durch die Applikation von Thg ein Rückschluss 

auf die im ER vorliegende Ca2+-Menge gemacht werden. Als Kontrollen  

dienten Ca2+-Messungen an Neuronen von nicht-transgenen Mäusen, die das  

Maus-PS1 [WT] tragen (8 Monate). Zum Vergleich wurden hippokampale Neurone 

von transgenen Mäusen untersucht, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren  

(8 Monate).  

Zunächst konnten keine signifikanten Unterschiede in der basalen [Ca2+]i in den Neu-

ronen der einzelnen Mauslinien beobachtet werden. Nach Zugabe von Thg  

(1 µM; 60 sek) kam es in allen Zellen zu einem Anstieg der [Ca2+]i (Abb. 34 A).  

Gegenüber Neuronen von nicht-transgenen Mäusen, die das Maus-PS1 [WT] expri-

mieren zeigten Neurone, die die London-App-Mutation [V717I] exprimieren, zwar 

eine schwache, aber nicht signifikante Änderung der [Ca2+]i. Die dissoziierten Hip-

pokampusneurone von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] zeigten auf die Ap-

plikation von Thg im Vergleich zu den Neuronen der beiden anderen Mauslinien 

eine signifikant verstärkte Änderung der [Ca2+]i (siehe Abb. 34 B).  
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Abb. 34: Veränderung der [Ca2+]i durch die Applikation von Thg in dissoziierten Neuronen von 

Appld- und PS1 [A246E]-Mäusen  

A: Die Abbildung zeigt exemplarisch den Kinetikverlauf der [Ca2+]i nach Applikation von Thg  

(1 µM; 60 sek) in einem dissoziierten Neuron mit einer App-London-Mutation [V717I]. Im Vergleich 

dazu ist der durch Thg ausgelöste Ca2+-Anstieg in den Neuronen, die das Maus-PS1 [WT] oder die 

PS1-Mutation [A246E] tragen dargestellt. Die vorliegenden Datenpunkte repräsentieren die auf-

genommenen gemittelten [Ca2+]i von jeweils 30 Zellen. Diese Datenpunkte wurden in 3 unabhängigen 

Experimenten ermittelt. Die Applikationsdauer von Thg wird durch die Länge des abgebildeten  

Balken angegeben.  

B: Das Diagramm zeigt die Mittelwerte der maximalen [Ca2+]i (in nM) in den Neuronen der Maus-

linien PS1 [WT] und Appld sowie von Neuronen transgener Mäuse mit der PS1-Mutation [A246E]. 

Die basale [Ca2+]i unterschied sich nicht signifikant zwischen den einzelnen untersuchten Mauslinien. 

Standardabweichung = SEM, statistische Signifikanz:* p<0,001  

 

In dissoziierten hippokampale Neuronen adulter Tiere, die die humanpathogene 

London App-Mutation exprimieren, scheint somit eine verstärkte Akkumulation von 

Aβ42 keinen Einfluss auf die durch thg ausgelösten Ca2+-Veränderungen zu haben. 

Im Vergleich zeigt sich in den dissoziierten Neuronen von Mäusen mit der  

PS1-Mutation [A246E] eine signifikante Veränderung in der durch thg ausgelösten 

Ca2+-Veränderung. Diese Untersuchungen lassen vermuten, das Aβ nicht primär zu 

signifikanten Veränderungen in der Ca2+-Homöostase führt.  
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3.8.3 Veränderung der [Ca2+]i durch C99-Spaltprodukte im Gewebeschnitt 

Im Folgenden wurden die Ergebnisse aus den Ca2+-Untersuchungen an dissoziierten 

PS1-defizienten Neuronen und Neuronen mit der App-London-Mutation an Hirnge-

webeschnitten verifiziert. Neurone im Gewebeschnitten zeigen im Gegensatz zu  

dissoziierten Neuronen eine bessere physiologische Vitalität, da sich die Zellen in 

ihrem natürlichen Zellverbund befinden. Des weiteren musste bei dieser Art der Prä-

paration keine Trypsinisierung vorgenommen werden, bei der es auch zu Schädigun-

gen von Rezeptorproteinen kommen kann.  

Bei diesem Experiment wurden Applikationen von Thg an vitalen Hippokampusge-

webeschnitten (150 µm) durchgeführt. In diesen Gewebeschnitten wurden CA1 Neu-

rone über die patch-Pipette mit Fura-2 beladen (siehe Abb. 35).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 35: Fura-2-geladenes Neuron im transversalen Hippokampusgewebeschnitt nach Stimulation 

Dargestellt ist ein mit dem Ca2+-sensitiven Farbstoff Fura-2 beladenes stimuliertes Neuron im Hippo-

kampusgewebeschnitt (150 µm). Die Farbstoffbeladung erfolgte über die patch-Pipette. Die [Ca2+ ]i 

wird durch die Pseudofarbe dargestellt. Die Farbskalierung gibt die [Ca2+]i in nM wieder. 

 

Nach der Fura-2-Beladung wurden die durch Thg (1 µM; 60 sek) ausgelösten Ände-

rungen der [Ca2+]i in diesen CA1 Neuronen untersucht. Neben den CA1 Neuronen 

von PS1-defizienten Mäusen (8 Monate) wurde die durch Thg induzierten Änderun-

gen der [Ca2+]i in Neuronen analysiert, die die App-London-Mutation [V717I] auf 

einem PS1-defizienten Hintergrund exprimieren (AppldxPS1[-/-]). Des weiteren 

wurden Neurone untersucht, die die App-London-Mutation [V717I] auf einem Maus-

PS1 [WT]-Hintergrund tragen (Appld, 8 Monate). Zur Kontrolle dienten Neurone 

nicht-transgener Mäuse, die das Maus-PS1 [WT] tragen (8 Monate).  

[Ca2+]i 
(nM) 
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Die Untersuchung zeigte keine signifikanten Unterschiede in der basalen [Ca2+]i der 

untersuchten CA1 Neurone (siehe Abb. 36 A). Durch die Blockierung der  

Ca2+-ATPasen mit Thg wurde in den CA1 Neuronen der Mauslinien PS1 [-/-] und 

AppldxPS1[-/-] eine signifikant größere Änderung der [Ca2+]i ausgelöst, als in den 

Neuronen der Mauslinien PS1 [WT] und Appld (siehe Abb. 36 A). Durch die  

Applikation von Thg stieg die [Ca2+]i in den CA1 Neuronen von Mäusen mit der 

App-London-Mutation auf einem PS1-defizienten Hintergrund kurzfristig auf  

800 nM an. Im Gegensatz dazu wurde in Neuronen, die das PS1 [WT] exprimieren 

nur ein durchschnittlich maximaler Anstieg der [Ca2+]i auf 200 nM gemessen  

(Abb. 36 B). In den Neuronen der AppldxPS1[-/-]-Mauslinie konnte eine signifikant 

stärkere Änderung der [Ca2+]i festgestellt werden, als in den Neuronen der  

PS1 [-/-]-Mauslinie. 

Diese Untersuchungen bestätigen die in den dissoziierten Neuronen von  

PS1-defizienten Mäusen erhobenen Befunde: Sowohl durch das Ausschalten des 

PS1-Gens und vor allem durch die Expression der App-London-Mutation auf einem 

PS1-defizienten Hintergrund kommt es zu signifikanten Veränderungen der ER-

Ca2+-Homöostase. Im Gegensatz dazu zeigten Neurone, die die humanpathogene 

App-London-Mutation exprimieren, keine signifikanten Veränderungen in der 

[Ca2+]i auf die Applikation von Thg. Aufgrund der eingeschränkten Aktivität der  

γ-Sekretase kommt es in Neuronen, die kein PS1 exprimieren, nicht zur Bildung von 

Aβ (De Strooper et al., 1998). Somit konnte die Akkumulation von Aβ nicht für die-

se Ca2+-Modulationen verantwortlich sein. Vielmehr kommen C-terminale Spaltpro-

dukte (C99) vom App in Frage, die in den Hirnen dieser Mäuse akkumulieren  

(Dewachter et. al., 2001). 
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Abb. 36: Durch Thg ausgelöste Veränderung der [Ca2+]i in CA1 Neuronen von Hippokamp s-

gewebeschnitten (150 µm) unterschiedlicher transgener Mäuse 

A: Änderung der [Ca2+]i nach Applikation von Thg auf CA1 Neurone in Hippokampusschnitten

Mauslinien PS1 [-/-], AppldxPS1[-/-] sowie PS1 [WT] und Appld. Die Darstellung zeigt exemplar

die durch Thg ausgelösten Anstiege der [Ca2+]i. Die Daten repräsentieren die gemittelten Veränder

gen der [Ca2+]i von jeweils 10 Zellen. Ermittelt wurden diese Daten an 5 unterschiedlichen Tieren. 

B: Die Abbildung zeigt die Mittelwerte der maximalen Veränderungen der [Ca2+]i (in nM) in den C

Neuronen von nicht-transgenen Mäusen, die das Maus-PS1 [WT] tragen, im Vergleich zu den Da

der Neurone der Mauslinien Appld, PS1 [-/-] sowie AppldxPS1[-/-]. Die basalen [Ca2+]i unterschie

sich nicht signifikant zwischen den einzelnen untersuchten Mauslinien.  

Standardabweichung = SEM, statistische Signifikanz: * p<0,05; ** p<0,001  

3.9 Einfluss der App-Expression auf Ca2+-Modulationen durch 

PS1-Mutationen 

3.9.1 Untersuchung der [Ca2+]i in Neuronen von App-knock-out-Mäusen 

Im Folgenden wurde untersucht, inwieweit die Dysregulation 

ER-Ca2+-Homöostase, die in Neuronen mit einer Mutation im PS1 beobachtet w

primär von einer Expression des App abhängig ist. Innerhalb dieses Versuchs w

den sowohl hippokampale Neurone von App-knock-out-Mäusen (App [-/-]) als au

die Neurone von doppeltransgenen Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] auf 

nem App-defizienten Hintergrund exprimieren (App[-/-]xPS1[A246E]), untersuc

In den hippokampalen Neuronen dieser doppeltransgenen Mäuse wurde die [Ca

nach der Applikation von des ER-Ca2+-ATPase Hemmers Thg gemessen. So

konnte die Frage geklärt werden, ob die intrazelluläre Ca2+-Modulation in Neuron

* 

** 

Thg 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

0 50 100 150 200

sek

R
at

io
 3

40
/3

80

PS1 [WT]

Appld

PS1 [-/-]

AppldxPS1 [-/-]

0

200

400

600

800

1000

PS1[WT] Appld PS1[-/-] Appld x
PS1 [-/-]

[C
a

2+
]i 

(n
M

)

A B
u

88

 der 

isch 

un-

A1 

ten 

den 

der  

ird, 

ur-

ch 

ei-

ht. 
2+]i 

mit 

en 



Ergebnisse 

 89

mit der PS1-Mutation [A246E] durch ein verändertes proteolytisches Prozessieren 

des App-Proteins bedingt ist.  

Für diese Experimente wurden hippokampale Langzeitkulturen (19-21 DIV) von 

neugeborenen App-defizienten Mäusen angelegt. Des weiteren wurden derartige 

Kulturen von den Mauslinien App[-/-]xPS1[A246E] und PS1 [A246E] kultiviert. Als 

Kontrollen dienten hippokampale Kulturen (19-21 DIV) von nicht-transgenen Mäu-

sen, die das Maus-PS1 [WT] exprimieren.  

Zunächst wurde die [Ca2+]i in den Neuronen der App [-/-]-Mäuse und der nicht-

transgenen Mäuse verglichen. Die basale [Ca2+]i war in den Neuronen der nicht-

transgenen und der App-defizienten Mäuse annähernd identisch (siehe Abb. 37 A). 

Nach einer Applikation von Thg (1 µM; 60 sek) wurden die Änderungen der [Ca2+]i 

in den hippokampalen Kulturen der beiden Mauslinien untersucht. Die Änderung der 

[Ca2+]i in den Neuronen von App-defizienten Mäusen zeigte keinen signifikanten 

Unterschied zu der, die in Neuronen von nicht-transgenen Mäusen ermittelt wurde 

(siehe Abb. 37 B). Das Ausschalten des App-Gens scheint somit keinen Einfluss auf 

die durch Thg ausgelöste Änderung der [Ca2+]i zu haben. (siehe Abb. 37 A). 
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Abb. 37: Effekt von Thg auf die [Ca2+]i in kultivierten hippokampalen Neuronen (19-21 DIV) von  

App [-/-]- und Kontroll-Mäusen 

A: Die Abbildung zeigt exemplarisch die Änderungen der [Ca2+]i nach der Applikation von Thg  

(1 µM) in kultivierten App-defizienten Neuronen (App [-/-]) und in Neuronen von nicht-transgenen 

Mäusen, die das Maus-PS1 [WT] tragen. Die Datenpunkte geben die Mittelwerte der gemessenen 

maximalen Fluoreszenzwerte ± SEM in 40 bis 50 Zellen wider. 

B: Abgebildet sind die Mittelwerte der aufgenommenen Fura-2AM-Fluoreszenzmaxima, die  

in 3 unabhängigen Experimenten ermittelt wurden. Die Graphen zeigen die Mittelwerte der maxi-

malen Amplituden ± SEM in nM der [Ca2+]i.  

 

3.9.2 Untersuchung der [Ca2+]i in Neuronen von Mäusen mit einer  

PS1-Mutation 

In der folgenden Untersuchung sollte näher geklärt werden, ob PS1-Mutationen in 

Neuronen auch auf einem App-defizienten Hintergrund zu Veränderungen in der  

ER-Ca2+-Homöostase führen. Hierfür wurden hippokampale Neurone mit der  

PS1-Mutation [A246E] sowie Neurone, die die PS1-Mutation [A246E] auf einem 

App-defizienten Hintergrund exprimieren mit dem Ca2+-ATPase-Hemmer Thg be-

handelt. Mit der Applikation von Thg war es möglich, Rückschlüsse auf die im ER 

vorliegende Menge an Ca2+ zu machen. 

Diese Untersuchungen zeigten, dass es in den Neuronen von Mäusen, die die  

PS1-Mutation [A246E] auf einem Maus-App-Hintergrund exprimieren, zu einer 

deutlich stärkeren Änderung der [Ca2+]i kam, als in den Neuronen, die diese PS1-

Mutation auf einem App-defizienten Hintergrund tragen (siehe Abb. 38 A). Es  
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konnte festgestellt werden, dass die [Ca2+]i in den Neuronen, die die PS1-Mutation 

auf einem Maus-App-Hintergrund exprimieren, auf 800 nM anstieg. Im Gegensatz 

dazu stieg sie in den Neuronen, die diese PS1-Mutation auf einem App-defizienten 

Hintergrund tragen, auf durchschnittlich 500 nM.  Somit konnte ein signifikant stär-

kerer Anstieg der [Ca2+]i in den Neuronen beobachtet werden, die neben der PS1-

Mutation das endogene Maus-App exprimieren (siehe Abb. 38 B). 

 

Abb. 38: Effekt von Thg auf die [Ca2+]i in kultivierten Neuronen (19-21 DIV) von PS1 [A246E]- und 

App[-/-]xPS1[A246E]-Mäusen 

A: Dargestellt ist der Effekt von Thg (1 µM) auf die [Ca2+]i in Neuronen der Mauslinien PS1 [A246E] 

und App[-/-]xPS1[A246E]. Die kontinuierlich aufgenommenen Datenpunkte repräsentieren die Werte 

von 3 unabhängigen Experimenten ± SEM von jeweils 40 Zellen.  

B: Abgebildet sind die Mittelwerte der maximalen Fura-2AM-Fluoreszenzamplituden ± SEM in nM 

der [Ca2+]i. Ermittelt wurden diese Daten durch 3 separate Versuche. 

Standardabweichung = SEM, statistische Signifikanz: *p<0,05, verglichen mit App[-/-]xPS1[A246E]  

 

Diese Ergebnisse zeigten, dass eine App–Expression notwendig ist, um die Verände-

rungen der Ca2+-Homöostase bei transgenen Mäusen mit einer PS1-Mutation auszu-

lösen. Somit kommt das vermehrt durch die PS1-Mutation entstandenen Spaltpro-

dukte von App, das Aβ, als möglicher Modulator der Ca2+-Homöostase in Frage (sie-

he Abb. 39). Neben Aβ scheinen aber vor allem C-terminale Spaltprodukte des App 

wie die C99-Spaltproduklte, Veränderungen in der [Ca2+]i, auszulösen. Besonders bei 

einem gleichzeitigen Vorliegen der App-London-Mutation und C-terminaler Spalt-

produkte kommt es zu signifikant von Kontrollen abweichenden Ca2+-
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Veränderungen auf die Applikation von Thg. Die Expression der App-London-

Mutation allein, führt allerdings nicht zu signifikanten Veränderungen in der ER-

Ca2+-Homöostase (siehe Abb. 39). 
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wurde im Folgenden mit der Transfektion von Neuronen mit einem C99-GFP (green-

fluoreszenz-protein)-Fusions-Protein untersucht. 

Dieses C99-GFP-Fusions-Protein kann bei einer Anregung mit einer Wellenlänge 

von 488 nm eine Fluoreszenz emittieren (siehe Abb. 40). Aufgrund der Fluoreszenz-

emission konnte eine Unterscheidung zwischen transfizierten und nicht-transfizierten 

Zellen vorgenommen werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 40: C99-GFP-transfiziertes kultiviertes hippokampales Neuron (4 DIV) 

A: Die Abbildung zeigt ein mit dem C99-GFP-Fusions-Protein transfiziertes kultiviertes hippokampa-

les Neuron mit der GFP-Fluoreszenz-Intensität (ca. 40 Stunden nach Transfektion).  

B: Die Abbildung zeigt das gleiche hippokampale Neuron mit Fura 2AM-Beladung nach Applikation 

von Bradykinin (1 µM). Die Fura-2AM-Fluoreszenzintensität ist in Pseudofarben dargestellt und gibt 

die [Ca2+]i wieder.  

 

Mit Hilfe der Effectene-Transfektions-Methode (QUIAGEN, Hilden) wurden hippo-

kampale Neurone von FVB/N-Mäusen ein bis zwei Tage nach der Präparation mit 

dem C99-GFP-Fusions-Protein transfiziert. Als Kontrollen dienten nicht-transfizierte 

Neurone in derselben Zellkulturpräparation. 20 bis 30 Stunden nach der Transfektion 

wurden die Neurone in physiologische Lösung (siehe Anhang A2.2) überführt und 

unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 488 nm angeregt. Nach dem Vorliegen einer 

GFP-Fluoreszenz in den Neuronen wurde die [Ca2+]i in diesen Neuronen untersucht. 

Nach einer Aufnahme der basalen [Ca2+]i in einer physiologischen Lösung (siehe 

Anhang A2.2) erfolgte eine Applikation von BK (1 µM, 2 Minuten) auf die transfi-

zierten und nicht-transfizierte Neurone. Somit konnte die Änderung der [Ca2+]i als 

Antwort auf die Bildung von IP3 untersucht werden. 

Die Effektene-Transfektion war nur kurz nach der Präparation der Neurone erfolg-

reich. Im Gegensatz zu den vorangegangenen Experimenten wurden bei diesem Ver-

such die Neurone deshalb nur 3 bis 4 Tage in Kultur gehalten. Beim Vergleich der 
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basalen [Ca2+]i von transfizierten und nicht-transfizierten Neuronen zeigten sich bei 

einigen Präparationen Schwankungen in der basalen [Ca2+]i der transfizierten Neu-

rone. Insgesamt konnten allerdings keine signifikanten Unterschiede in der basalen 

[Ca2+]i festgestellt werden (siehe Abb. 41). Die anschließende Applikation von BK 

führte sowohl in den transfizierten, als auch in den nicht-transfizierten Neuronen zu 

einer Änderung der [Ca2+]i. Hierbei zeigten die mit dem C99-GFP-Fusion-Protein 

transfizierten Neurone einen signifikant höheren Anstieg der [Ca2+]i als die Kontroll-

neurone (siehe Abb. 41). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das C99-GFP-

Fusions-Protein einen Einfluss auf die durch BK ausgelöste Ca2+-Veränderung in den 

neuronen hatte. Dabei ist allerdings auch nicht auszuschließen, dass es durch eventu-

elle Einflusse der Transfektionsmethode zu Veränderungen im zytoplasmatischen 

Ca2+-Haushalt gekommen ist.  
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Abb. 41: Änderung der [Ca2+]i in C99-GFP-transfizierten hippokampalen Neuronen (3-4 DIV) nach 

Applikation von BK  

Abgebildet sind die Veränderungen der [Ca2+]i, die durch die Applikation des BK (1 µM, 2 Minuten) 

in transfizierten und nicht-transfizierten-Neuronen von FVB/N-Mäusen ausgelöst wurden. Die Trans-

fektion der kultivierten Neurone (3 bis 4 DIV) erfolgte mit dem C99-GFP-Fusions-Protein. Die  

Balken geben die Mittelwerte der maximalen Änderungen der [Ca2+]i von 10 Zellen wider. Gemessen 

wurden diese Daten an 2 separaten Zellkulturpräparationen.  

Standardabweichung = SEM, statistische Signifikanz: *p<0,03 
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4 Diskussion 

Dysregulation der zellulären Ca2+-Homöostase bei der Alzheimer-Krankheit 

Neurodegeneration und Zelltod wird bei der Alzheimer-Krankheit durch sehr spezi-

fische Mechanismen ausgelöst. Dazu zählen die genetischen Risikofaktoren und die 

Akkumulation von neurotoxischen Amyloid-Molekülen. Die Untersuchungen inner-

halb dieser Arbeit geben Grund zur Spekulation, dass die primären und initialen  

Defekte der Krankheit im sensitiven Ca2+-Signaltransduktionssystem geschehen. In 

Neuronen von Mäusen, die eine PS1-Mutation tragen, wurden signifikante Anstiege 

der [Ca2+]i gefunden. Verantwortlich für diese Veränderungen scheinen primär  

App-Spaltprodukte zu sein. Neben einer erhöhten Akkumulation von Ca2+ im ER 

wurden in den Neuronen dieser Tiere ein verringerter CCE festgestellt. Die Modu-

lation des CCE scheint primär durch die Mutation im PS1 ausgelöst zu werden. Die 

in dieser Arbeit festgestellten intrazellulären Ca2+-Dysregulationen sind allerdings 

weder der initiale Grund noch die einzige Ursache der Alzheimer-Krankheit. 

 

4.1 Vitalität hippokampaler Neurone von transgenen Mäusen mit einer PS1-

Mutation 

Erste Untersuchungen an hippokampalen Neuronen von Mäusen mit der  

PS1-Mutation [A246E] zeigten nach der Inkubation in unterschiedlichen Glutamat-

konzentrationen eine signifikant niedrigere Überlebensrate als Neurone von 

Kontrolltieren (siehe 3.1). Neurone von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] 

scheinen folglich eine erhöhte Sensitivität gegenüber dem exzitatorischen 

Neurotransmitter Glutamat aufzuweisen. Die Mutation im PS1, die mit einer 

humanen neurodegenerativen Erkrankung verbunden ist, scheint die Anfälligkeit der 

Neurone auf exzitotoxische Nekrose zu erhöhen.  

Eine Überaktivierung von Glutamatrezeptoren in Neuronen kann Apoptose induzie-

ren. Bei diesem Vorgang kommt es zu einem verstärkten Ca2+-Einstrom in die Zelle. 

Eine derartig erhöhte Glutamat-induzierte Ca2+-Änderung in der Zelle kann zu einer 

Exzitotoxizität führen. Nach Studien von Greenamyre & Young (1989) spielt  

Exzitotoxizität eine wichtige Rolle bei der Alzheimer-Erkrankung. Sie zeigten, dass 

Neurone, die bei der Alzheimer-Krankheit selektiv besonders betroffen sind (z.B. 

http://docserver.bis.uni-oldenburg.de/publikationen/dissertation/2002/schunt02/schunt02.html
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hippokampale Pyramidenzellen), einen auffällig hohen Level an Glutamat-

Rezeptoren exprimieren. Nach Mattson (1990) kann eine Überaktivierung von  

Glutamatrezeptoren in kultivierten Neuronen von adulten Ratten zu Veränderungen 

des Cytoskeletts führen. Diese ähneln denen der neurofibrillären tangles (Mattson, 

1990). Weiter konnte gezeigt werden, dass die Akkumulation von Aβ die neuronale 

Anfälligkeit für Exzitotoxizität erhöht (Koh et al., 1990). 

 

Als Gründe für die Erhöhung der neuronalen Anfälligkeit für Exzitotoxizität bei 

Neuronen mit einer Mutation im PS1-Gen sind zwei Vorgänge beschrieben. Einer-

seits kann eine gesteigerte Bildung von neurotoxischem Aβ die Exzitotoxizität erhö-

hen (Scheuner et al., 1996). Andererseits kann hierfür aber auch eine abnehmende  

Produktion der neuroprotektiven sekretierten Form des App verantwortlich sein.  

Infolge dieser Vorgänge könnte es in den Neuronen transgener Mäuse mit einer  

Mutation im PS1 zu einer Veränderung in der Ca2+-Homöostase kommen (Mattson, 

1993). Allerdings läßt sich in den Hirnen von Mäusen mit der PS1-Mutation 

[A246E] keine verstärkte Akkumulation von Aβ finden.  

Die schädigende Wirkung der PS1-Mutation besteht somit vermutlich mehr in der 

Sensitisierung von Neuronen auf allgemeine altersbedingte Veränderungen im Hirn. 

Zu diesen Veränderungen gehören reduzierte Energie-Verfügbarkeit und erhöhter 

oxidativer Stress, verbunden mit Veränderungen der zellulären Ca2+-Homöostase. 

Diese Konditionen sind auch dafür bekannt, einen exzitotoxischen neuronalen Zell-

tod zu fördern (Choi, 1996). 

 

4.2 Einfluss von Kalium und Glutamat auf die [Ca2+]i in Neuronen mit einer 

PS1-Mutation 

Im Gegensatz zu den dissoziierten Neuronen von 4 Monate alten Mäusen mit der 

PS1-Mutation [A246E] zeigten die dissoziierten Neurone von 16/aged Monate alten 

Mäusen mit dieser PS1-Mutation einen signifikant größeren Kalium-induzierte An-

stieg der [Ca2+]i. Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Untersuchungen an kulti-

vierten hippokampalen Neuronen (3.2.1 und 3.2.2). Bei den kultivierten Neuronen 

mit der PS1-Mutation zeigte sich eine signifikant erniedrigte Kalium-induzierte Än-

derung der [Ca2+]i. Diese divergenten Beobachtungen könnten ihre Ursache in den 

unterschiedlichen Kultur- und Präparationsbedingungen haben, da die kultivierten 
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Neurone im Gegensatz zu den dissoziierten Neuronen nach einer Trypsinbehandlung, 

die Plasmamembranproteine beeinträchtigt, für 19-21 Tage auf einen Astrozytenra-

sen kultiviert wurden. Innerhalb dieser Zeitraums sind nicht nur plasma-

membranständige Proteine wieder neugeneriert, sondern es kommt unter Kulturbe-

dingungen allgemein zu einem anderen Expressionslevel an Rezeptoren (Müller et 

al., 1998).  

Auch eine Beeinflussung der kultivierten hippokampalen Neurone durch den Astro-

zytenrasen kann nicht ausgeschlossen werden. Aktivierte Gliazellen im Astrozyten-

rasen könnten durch Sekretion immunmodulatorischer Substanzen die hippokampa-

len Neurone beeinflußt haben. Des weiteren ist auch bekannt, dass Astrozyten Kali-

umionen puffern können und somit die Kalium-induzierten Ca2+-Antworten der kul-

tivierten Neurone möglicherweise beeinflusst haben (Vesce et al., 1999). Allerdings 

sind derartige Co-Kulturen wiederum näher an den physiologisch vorliegenden Kon-

ditionen, wie sie im Hirn vorliegen.  

Auch das Alter der Tiere hat bei der Untersuchung eine Rolle gespielt. Kirischuk  

et al. (1992) fanden im Zytoplasma dissoziierter Neurone älterer Mäuse  

(30 Monate) ebenfalls eine erhöhte [Ca2+]i im Vergleich zu Neuronen von  

7 Monate alten Mäusen. Dieser altersbedingte Anstieg des zytosolischen Ca2+ kann 

auf Veränderungen der Kontrollmechanismen für die Extrusion von Ca2+ aus dem 

Zytoplasma zurückgeführt werden. Als Beispiel sei eine abnehmende Effektivität 

von Ca2+-Pumpen in der zellulären Membran genannt.  

 

Die Applikation von Glutamat führte sowohl in den kultivierten als auch in den  

dissoziierten hippokampalen Neuronen, die die PS1-Mutation [A246E] tragen, zu 

einem signifikant stärkeren Anstieg der [Ca2+]i als in Neuronen von nicht-transgenen 

Mäusen (3.2.1 und 3.2.2).  

Mattson et al. (1993) machten derartige Beobachtungen auch an kortikalen Neu-

ronen, die die PS1-Mutation [M146V] exprimieren. Es ist damit möglich, dass Neu-

rone, die eine PS1-Mutation exprimieren, eine erhöhte Sensitivität auf exzitotoxische 

Schädigungen zeigen. Störungen der [Ca2+]i scheinen eine zentrale Rolle in der Pa-

thogenese der Alzheimer-Krankheit zu spielen. Untersuchungen an Hirngewebe von 

Alzheimer-Patienten geben auch Hinweise auf eine erhöhte Aktivität von  

Ca2+-abhängigen Proteasen (Nixon et al., 1994). Des Weiteren konnte eine generell 

erhöhte [Ca2+]i in Neuronen mit neurofibrillären tangles festgestellt werden (Murray 
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et al., 1992). Ein weiterer Hinweis, dass Neurone von Alzheimer-Patienten aufgrund 

einer hohen [Ca2+]i zugrunde gehen, ist die Beobachtung, dass sich in degradierenden 

Neuronen von diesen Patienten erhöhte Level der Ca2+/Calmodulin-abhängigen  

Proteinkinase II nachweisen lassen. Diese Kinase ist direkt mit den paired helical 

filaments assoziiert (Xiao et al., 1996). Experimentelle Studien sprechen somit für 

eine Ursache-Wirkungs-Beziehung zwischen einer veränderten Ca2+-Homöostase 

und einer neuronalen Dysfunktion, die zum Zelltod führt.  

 

Sowohl Guo et al. (1999) als auch Mattson et al. (2000) demonstrierten, dass eine 

gestörte Ca2+-Homöostase dem Zelltod in Neuronen, die eine PS1-Mutation expri-

mieren, vorausgeht. Folglich könnten intrazelluläre Ca2+-Chelatoren und eine Über-

expression von Ca2+-bindenen Proteinen Neurone mit einer PS1-Mutation vor dem 

Zelltod schützen (Wolozin et al., 1996; Guo et al., 1998).  

Folge einer erhöhten [Ca2+]i ist die Aktivierung von Caspasen, wie z.B. der Prostate-

Apoptose-response-4 (PAR-4) (siehe Abb. 42). Caspasen sind evolutionär konser-

vierte Cystein-Proteasen, die eine zentrale Rolle in der Apoptose von vielen Zellty-

pen spielen (Chan & Mattson, 1999). Einige Caspasen werden in der Anfangsphase 

der Apoptose durch Ca2+ aktiviert. Ein wichtiges Beispiel ist die Aktivierung der 

Caspase-8 in Neuronen als Antwort auf die Ligation von „Zelltod-Rezeptoren“. Dazu 

gehören Fas und der p75 Neurotrophin-Rezeptor (Raoul et al., 2000). Caspasen wer-

den besonders in der Initiations-Phase der Apoptose aktiviert. Sie können  

Effektor-Caspasen wie die Caspase-3 direkt aktivieren. Aber auch eine indirekte  

Aktivierung ist möglich. Dies kann über mitochondriale Veränderungen geschehen, 

bei denen es zu einem verstärkten Ca2+-Einstrom in die Mitochondrien kommt. Da-

durch wiederum entsteht oxidativer Stress und die Permiabilitäts-transitions-Pore 

öffnet sich in der Membran der Mitochondrien. Austretendes Cytochrom c bildet 

Komplexe mit dem Apoptose-Protease-aktivierenden Faktor 1 (Apaf-1) und Caspa-

sen, wie z.B. der Caspase-9 (siehe Abb. 42). Diese Caspase aktiviert die Caspase-3, 

wodurch die Degradationsphase der Apoptose eingeleitet wird. Hierbei werden eine 

Vielzahl von Caspasen und anderen Enzymsubstraten gespalten (Mattson, 2000). 

Diese Vorgänge führen zu charakteristischen Veränderungen der Plasmamembran, 

wie z.B. zur Präsentation von Phosphatidylserin auf der Zelloberfläche. Dieser Vor-

gang ist ein Signal zur Stimulierung der Zellphagozytose durch Macro-

phagen/Mikroglia.  
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Abb. 42: Auslösung apoptotischer Stimuli durch eine erhöhte [Ca2+]i  

Eine Überaktivierung von Glutamat-Rezeptoren kann zu einem erhöhten Einstrom von Ca2+ führen. 

Die verstärkte Freisetzungen von Ca2+  aus dem ER kann apoptotische Kaskaden aktivieren, die neben 

Par-4 auch p75 in ihrer Aktivität beeinflussen. Diese Faktoren können einen verstärkten Einstrom von 

Ca2+, oxidativen Stress (ROS) und das Öffnen der Permiabilitäts-Transitions-Pore (PTP) in den  

Mitochondrien bewirken. Darauf bildet freigesetztes Cytochrom c Komplexe mit dem Apoptose-

Protease-Aktivierenden-Faktor (Apaf-1), wodurch weitere Caspasen aktiviert werden, die den Zelltod 

einleiten. 

 

4.3 Aktivierung des NMDA-Rezeptors und der metabotropen  

Glutamat-Rezeptor-Signalkaskade 

Die Untersuchungen der [Ca2+]i nach einer Aktivierung von NMDA-Rezeptoren in 

den hippokampalen Neuronen von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] zeigte 

keine Auffälligkeiten (siehe 3.3.1). Von den drei Klassen der Glutamat-regulierten 

Kanäle, scheint primär eine Überaktivierung des NMDA-Rezeptors für eine Aus-

lösung eines exzitotoxischen Zelltods in einer Vielzahl von Neuronentypen verant-

wortlich zu sein (Meldrum & Garthwaite, 1990). In den Untersuchungen unter-

schieden sich die Änderung der [Ca2+]i nach der Aktivierung der NMDA-Rezeptoren 

in den Neuronen mit der PS1-Mutation nicht von der anderer Kontrollneurone  

(siehe 3.3.1). Der nach der Glutamat-Applikation beobachtete hohe Anstieg der 
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[Ca2+]i scheint somit nicht durch eine Aktivierung des NMDA-Rezeptors bedingt zu 

sein.  

An Veränderungen der [Ca2+]i und einer damit einhergehenden Neurodegeneration 

können auch direkt Ca2+-permeable AMPA Rezeptor-Kanäle beteiligt sein. Dies 

wurde bereits für Krankheiten wie die Ischämie und die Amyotrophe Lateral Sklero-

se gezeigt (Weiss & Sensi, 2000). Über den Level der vorliegenden Expression von 

AMPA Rezeptoren in der frühen postnatalen Entwicklung gibt es allerdings diver-

gente Befunde. Diese beschreiben einerseits, dass AMPA Rezeptoren nur zu einem 

sehr geringen Grad in der frühen postnatalen Entwicklung exprimiert werden (Fran-

ciosi, 2001). Andererseits zeigten Untersuchungen von König et al. (2001) eine Ex-

pression von funktionellen Ca2+-permeablen AMPA Rezeptor-Kanälen in der frühen 

embryonalen Entwicklung. Eine Untersuchung sowohl der AMPA Rezeptor-

Expression an kultivierten Neuronen mit der PS1-Mutation als auch eine Beteilung 

dieser Rezeptor-Kanäle an einem Ca2+-Einstrom wäre deshalb im Zusammenhang 

mit dieser Arbeit noch interessant.  

 

Im Vergleich zu den Kontrollneuronen war die Änderung der [Ca2+]i in den hippo-

kampalen Neuronen mit der PS1-Mutation nach Applikation von BK signifikant grö-

ßer (siehe 3.3.2). Dieses Experiment lies die Annahme zu, dass es bei den Neuronen 

der transgenen Mäuse, die die PS1-Mutation exprimieren, zu einer potenzierten  

Ca2+-Freisetzung über den IP3-Rezeptor aus dem ER kommen kann. Guo et al. 

(1996) konnten ähnliche Beobachtungen machen. Bei ihnen zeigten PC12 Zellen,  

die die PS1-Mutation [L286V] exprimieren, signifikant höhere zelluläre  

Ca2+-Änderungen auf IP3-Rezeptor-Agonisten wie BK und Carbachol als ent-

sprechende Kontrollzellen.  

In calcium-imaging und elektrophysiologischen Studien von Leissring et al. (1999) 

wiesen PC12-Zellen, die eine PS1-Mutation exprimieren, eine verstärkte Füllung von 

ER-Ca2+-Speichern auf. Dies führt zu einer verstärkten Ca2+-Antwort auf eine Viel-

zahl von Stimuli, die eine Ca2+-Freisetzung aus dem ER fördern.  

Die Mäuse mit der PS1-Mutation [A246E] zeigten trotz der in hippokampalen Neu-

ronen festgestellten signifikant veränderten Ca2+-Freisetzung auf IP3-Rezeptor-

Agonisten keinen Phänotyp. Eine Erklärung hierfür wäre, dass diese Ca2+-

Veränderungen vielleicht erst über einen längeren Zeitraum zu einem Anstieg der 

zytoplasmatischen Ca2+-Konzentration führen. So werden Veränderungen der basa-
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len [Ca2+]i in Fibroblasten von Patienten mit einer PS1-Mutation auch erst nach Aus-

bruch der Krankheit festgestellt.  

 

4.4 Freisetzung von Ca2+ aus dem ER mit Thapsigargin (Thg) in hippokampa-

len Neuronen mit einer PS1-Mutation  

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde gezeigt, dass die Behandlung kultivierter 

Hippokampusneurone von Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] exprimieren, mit 

dem ER-Ca2+-ATPase-Hemmer Thg zu einer signifikant größeren Freisetzung von 

Ca2+ aus dem ER führte als in den Neuronen der Kontrolltiere. Ähnliche Befunde mit 

Thg machten Mattson et al. (1998) an PC12-Zellen, die unterschiedliche PS1-

Mutationen exprimierten. 

Aus den experimentellen Ergebnissen lässt sich folgern, dass die Preseniline eine 

Rolle in der neuronalen ER-Ca2+-Signaltransduktion spielen. Aufgrund ihrer Lokali-

sation in der Membran des ER wäre es denkbar, dass eine direkte funktionelle Inter-

aktion zwischen den Presenilinen und Ca2+-Transport regulierenden ER-

Membranproteinen wie z.B. dem IP3-Rezeptor oder der ER-Ca2+-ATPase vorliegt. 

Allerdings könnten die Preseniline auch selbst als eine Art ER-Ca2+-ATPase einen 

Transport von Ca2+ in das ER regulieren, der durch die Mutation eine Veränderung 

erfährt.  

Leissring et al. (2002) gehen davon aus, dass für die intrazellulären Veränderungen 

der ER-Ca2+-Homöostase in Fibroblasten von Mäusen mit einer PS1-Mutation intra-

zelluläre Fragmente von App sogenannte App intracellular domains (AICD) verant-

wortlich sind. Sowohl das Ausschalten des PS1-Gens bzw. die pharmakologische 

Inhibition der γ-Sekreatse-Aktivität als auch das Ausschalten des App-Gens führten 

zu einer Verringerung von Phosphoinositid-vermittelten Ca2+-Signale. Derartige Be-

obachtungen konnten allerdings bisher nur in Fibroblasten gemacht werden.  

 

Die in den neuronalen Zellen von Mäusen mit einer PS1-Mutation durch Thg indu-

zierten erhöhten intrazellulären Ca2+-Änderungen, könnten auf eine erhöhte Akku-

mulation von Ca2+ im ER hinweisen. Derartige Erhöhungen der ER-[Ca2+]i könnten 

über einen längeren Zeitraum durch eine Vielzahl von Mechanismen oxidativen 

Stress induzieren. Eine vermehrte Bildung von oxidativem Stress kann über ver-

schiedene Mechanismen zur Neurodegeneration führen. Dazu gehört die Aktivierung 
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der Stickstoff-Oxid-Synthase. Diese generiert Stickstoffmonoxid, das wiederum mit 

Superoxid-Anion-Radikalen interagiert (siehe Abb. 43). Durch diese Interaktion 

kommt es zur Bildung von Peroxynitrit und zu Schädigungen von Mitochondrien-

Funktionen. In den Mitochondrien kommt es wiederum zu einer erhöhten Superoxid-

produktion. 

Unter diesen Bedingungen geschieht auch die Aktivierung von enzymatischen  

Oxygenasen. Eine gestörte Ca2+-Homöostase und oxidativer Stress können eventuell 

synergistisch oder auch additiv mit mitochondrialen DNA-Schäden und einem beein-

trächtigten Energie-Metabolismus zusammenwirken. Dadurch wird der Untergang 

von Neuronen induziert (Mattson et al., 1997).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 43: Mechanismen, die zu oxidativem Stress in Neuronen mit einer

Verstärkte Freisetzungen von Ca2+, ausgelöst durch Glutamat oder and

Entstehung verschiedener reaktiver Sauerstoffspezies. Ca2+ bindet da

dadurch die Stickstoffoxid-Synthase (NOS). In der Folge bildet sich Sti

interagiert mit O2
•-, wodurch es zur Produktion von Peroxynitrit kom

Proteine zu zerstören.  

 

4.5 Veränderung des CCE in kultivierten Neuronen m

Untersuchungen des kapazitativen Ca2+-Einstroms (CCE) 
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doppeltransgenen Mäusen die die PS1-Mutation auf einem App-defizienten  

Hintergrund exprimieren.  

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass in den Neuronen von transgenen  

Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] ein reduzierter neuronaler CCE ermittelt 

wurde, der unabhängig von einer Expression des Maus-App war.  

Yoo et al. (2000) konnte an kortikalen Neuronen von PS1 [-/-]-Mäusen eine signi-

fikante Erhöhung des CCE nachweisen. Daneben bewies diese Arbeitsgruppe durch 

das Einfügen einer biologisch-inaktiven PS1-Mutation [D257A] in SY5Y-Zellinien, 

dass biologisch aktives PS1 für eine Modulation des CCE Voraussetzung ist. Diese 

Ergebnisse würden zusammen mit den hier vorliegenden Daten für eine gain-of-

function-Theorie von mutiertem PS1 für die Regulierung des CCE sprechen. Es 

bleibt weiterhin zu untersuchen, inwieweit der reduzierte CCE, der bei PS1-Maus-

Mutanten zu beobachten ist, ein stromaufwärts- oder stromabwärtsgerichtetes Ereig-

nis von Ca2+-Veränderungen im ER ist.  

Yoo et al. (2000) gehen davon aus, dass der reduzierte CCE in Neuronen von Mäu-

sen mit einer PS1-Mutation ein stromaufwärtsgerichtetes Ereignis der ER-Ca2+-

veränderungen in diesen Neuronen ist. Diese Hypothese basiert auf Untersuchungen 

an CHO Zellen, die stabil humanes App überexprimieren und auf die Blockierung 

von CCE-Kanälen mit SKF96365 eine erhöhte Akkumulation von Aβ42 zeigten. Das 

vermehrt durch die Blockierung der CCE-Kanäle akkumulierte Aβ42 kommt als 

Kandidat für die Auslösung von Ca2+-Veränderungen in Zellen in Frage (Yoo et al., 

2000).  

Untersuchungen innerhalb dieser Arbeit können keinen genauen Rückschluss darauf 

geben, ob der reduzierte CCE in Neuronen von Mäusen mit einer PS1-Mutation ein 

stromaufwärts- oder ein stromabwärtsgerichtetes Ereignis der ER-Ca2+-

Veränderungen in diesen Neuronen ist.  

Die nach einer Applikation von Thg ermittelten Änderungen der [Ca2+]i machten 

allerdings deutlich, dass die Neurone der FVB/N-Mäuse nach einer Behandlung mit 

SKF96365 einen signifikant größeren Anstieg der [Ca2+]i aufwiesen, als die Neurone 

der App [-/-]-Mäuse. Ohne eine vorherige Behandlung mit SKF96365 zeigten sich 

zwischen den Neuronen dieser beiden Mauslinien hingegen nach der Applikation 

von Thg keine Unterschiede in den ermittelten intrazellulären Ca2+-Änderungen (sie-

he 3.6). Diese Untersuchungen deuten daraufhin, dass es ausschließlich zu Verände-
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rungen der durch Thg induzierten Ca2+-Antwort nach einer Behandlung der Neurone 

mit SKF96365 bei einer vorliegenden App-Expression kam.  

Diese veränderte Ca2+-Antwort könnte durch vermehrt gebildetes Aβ42 induziert 

worden sein. Allerdings konnte der Level an Aβ42 in den neuronalen Kulturen nicht 

bestimmt werden.  

 

Eine mögliche Funktion für die Preseniline in der Modulation des CCE kann in der 

Regulierung oder einer direkt vermittelten Spaltung von Proteinen liegen, die den 

CCE vermitteln. Bei diesen Proteinen könnte es sich um die TRP-Proteine handeln.  

Ein weiterer Punkt, der eine mögliche Interaktion zwischen PS1 und TRP-Proteinen 

plausibel macht, ist die Beobachtung, dass PS1 proteolytische Prozesse von App und 

Notch an oder in der Nähe der Plasmamembran zu regulieren scheint. Damit können 

Regulationsprozesse, die sich an der Plasmamembran abspielen, durchaus von  

Presenilinen gesteuert werden.  

Aufgrund des verminderten CCE in hippokampalen Neuronen von Mäusen mit der 

PS1-Mutation [A246E] wurde die Expression des TRP4-Proteins in Hirnen von Kon-

trollmäusen und Mäusen mit einer PS1-Mutation untersucht. Die Immunoblot-

Analyse des TRP4-Proteins zeigte allerdings keine Unterschiede im Expressionslevel 

in den Hirnen von Kontrollmäusen im Vergleich zu den Hirnen von Mäusen mit der 

PS1-Mutation [A246E]. 

Für den Signalmechanismus der zur Aktivierung des CCE führt, werden eine Viel-

zahl von Faktoren angenommen: (i) langsam-aktivierende Pertussis-Toxin-sensitive 

G-Proteine (Berven et al., 1994); (ii) kleine GTP-bindende Proteine mit geringem 

Molekulargewicht (Bird & Putney et al., 1993); (iii) cGMP (Bahnson et al., 1993); 

(iv) IP3 (Dong et al., 1995); (v) Tyrosinphosphorylierung (Dong et al., 1995); (vi) 

Aktivierung von zellulären Phosphatasen (Dong et al., 1995); (vii) Arachidonsäure 

(Shuttleworth, 1996); (viii) Bildung diffusibler Messenger von unbekannter Identität 

(Dong et al., 1995). Bisherige Daten sprechen dafür, dass mehr als ein Mechanismus 

für die Regulation der CCE-Kanäle verantwortlich ist (Birnbaumer et al., 1996).  

Auch wird angenommen, dass ein einziger CCE-Kanal unter der Kontrolle von  

zwei Aktivierungsmechanismen steht (Birnbaumer et al., 1996). Ein einziger verän-

derter Aktivierungsmechanismus des CCE in den Neuronen von transgenen Mäusen 

mit einer PS1-Mutation könnte zu einem verminderten Ca2+-Einstrom durch diese 
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Kanäle führen. Diese Veränderung wäre aber auf dem Proteinlevel nicht nachweis-

bar. Ausschließlich pharmakologische Analysen der einzelnen Aktivierungswege des 

CCE in Neuronen von Mäusen mit einer PS1-Mutation könnten Aufschluss über ei-

nen veränderten Mechanismus erbringen. Eine andere Nachweismethode, die even-

tuell Aufschluss über einen modulierten Mechanismus in der CCE-Steuerung bringen 

könnte, wäre die Untersuchung der TRP4-Pyrosinphosphorylierung.  
 

4.6 Zum Einfluss C-terminaler App-Spaltprodukte auf Ca2+-Homöostase  

Die Bildung von Aβ ist in den Neuronen von PS1 [-/-]-Mäusen deutlich reduziert. 

Gleichzeitig kommt es in diesen Neuronen zu einer starken Akkumulation von  

C-terminalen App-Spaltprodukten den C99-Fragmenten (De Strooper et al., 1998; 

Dewachter et al., 2001) (siehe Abb. 43). De Strooper et al. (1998) zogen daraus die 

Schlüsse, dass die Preseniline entweder selbst die γ-Sekretase sind oder aber einen 

wichtigen Co-Faktor dieser Sekretase darstellen. Die Untersuchung von Neuronen-

spezifischen PS1-defizienten Mäusen (Dewachter et al., 2001) und doppeltransgenen 

Mäusen mit der App [V717I]-Mutation auf einem PS1-defizienten Hintergrund zeig-

te, dass es in den Neuronen dieser Tiere nach der Applikation von Thg zu signifikan-

ten Veränderungen der intrazellulären Ca2+-Homöostase kam. Aus diesen Beobach-

tungen ließ sich vermuten, dass eine größere Menge an Ca2+ im ER in den Neuronen 

dieser transgenen Mäuse vorliegt (siehe 3.8.1). Neurone von Mäusen, die ausschließ-

lich die London-Mutation App [V171I] trugen, zeigten im Vergleich zu den Neuro-

nen nicht-transgener Mäuse auf die Applikation von Thg zwar eine tendenziell, aber 

nicht signifikant größere Änderung der [Ca2+]i.  

Eine humane App-Mutation im Genom von Mäusen scheint somit in den Neuronen 

dieser Tiere nicht zu signifikanten zellulären Veränderungen in der ER-Ca2+-

Homöostase zu führen. 

Das Ausschalten des PS1-Gens kann hingegen in hippokampalen Neuronen zu einer 

durch Thg induzierten signifikant erhöhten Veränderung der [Ca2+]i führen. Diese 

Ca2+-Veränderung kann durch die gleichzeitige Expression der App [V717I]-

Mutation noch verstärkt werden. In diesem Fall kommt es dann zu einer ähnlich ver-

stärkten durch Thg induzierten Änderung der [Ca2+]i wie dies bei Neuronen von 

Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] beobachtet wurde (siehe 3.8.1 ). Aus diesen 

Versuchen können sich folgende Schlüsse ziehen lassen:  
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Das PS1 scheint eine wichtige Funktion in der Regulation der ER-Ca2+-Homöostase 

zu spielen. PS1-Mutationen sowie das Ausschalten des PS1-Gens könnten zu einem  

loss-of-function des PS1-Proteins in der ER-Ca2+-Regulation führen.  

Untersuchungen an dissoziierten hippokampalen Neuronen, die das humane App auf 

einem Wildtyp- oder PS1-defizienten Hintergrund exprimieren weisen allerdings auf 

die entscheidende Rolle der C-terminalen Fragmente von App hin (Moechars et al., 

1999).. Wie von Dewachter et al. (2001) gezeigt werden konnte, inhibiert eine PS1-

Defizienz äußerst effizient die γ-Sekretase-Prozessierung von App. Dies wird durch 

eine 4fache Abnahme der β-Amyloidprotein-Level und einen starken Anstieg der 

C99-Fragmente deutlich (siehe Abb. 44).  

Da Thg signifikant die [Ca2+]i in Neuronen ändert, die mutiertes App auf einem  

PS1-defizienten Hintergrund expremieren, ist dies ein Hinweis für den Einfluss von 

C99-Fragmenten auf die ER-Ca2+-Homöostase. Eventuell könnte die Veränderung in 

der ER-Ca2+-Dynamik wesentlich durch diese C99-Fragmente vermittelt werden.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A

A

PS

ei

B

PS

vo

 

C-terminale Fragmente Amyloid-Peptide  B
A
106

bb. 44: Akkumulation von C-terminalen Fragmenten (C99) und von Aβ40/42 in Hirnen von  

PS1 [-/-]-Mäusen. 

: Gezeigt ist die Detektion von C-terminalen Fragmenten in den Hirnen von PS1 [-/-]- und 

1 [+/+]-Mäusen im Western-Blot. Hierbei zeigt sich in den Hirnen von PS1 [-/-]-Mäusen ein  

ndeutig stärkerer Nachweis C-terminaler Fragmente.  

: Dargestellt ist das ermittelte Aβ40/42-Verhältnis in den Hirnen von PS1 [-/-]- und  

1 [+/+]-Mäusen. In den Hirnen der PS1-defizienten Mäusen wird eine wesentlich geringere Menge 

n Aβ40 als auch Aβ42 gebildet (siehe Dewachter et al., 2001) 
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Im Gegensatz zu den untersuchten dissoziierten hippokampalen Neuronen, zeigen 

Hirnschnittpräparationen eine bessere physiologische Beschaffenheit. Einerseits liegt 

dies an dem noch bestehenden Verbund zwischen den einzelnen Zellen. Andererseits  

mussten die Gewebeschnitte nicht einer Trypsinbehandlung ausgesetzt werden, die 

häufig zur Schädigung von plasmamembranständigen Proteinen führt. Außerdem 

weisen dissoziierte Neurone adulter Mäuse generell leicht erhöhte basale [Ca2+]i auf. 

In CA1 Neuronen zeigte die Untersuchung der Änderung der [Ca2+]i nach einer Ap-

plikation von Thg, dass ein Ausschalten des PS1-Gens signifikant die Änderung der 

[Ca2+]i auf Thg beeinflusst. Die in den CA1 Neuronen der PS1 [-/-]-Mäuse erhöhte 

zelluläre Ca2+-Antwort auf Thg wurde weiter durch das zusätzliche Einfügen des 

mutierten humanen App-Transgens [V717I] in das Genom der Mäuse verstärkt. Der-

artige Befunde konnten auch an den dissoziierten Neuronen dieser transgenen Mäuse 

gemacht werden. 

 

Die erhobenen Daten lassen damit den Schluss zu, dass PS1 die ER-Ca2+-Ionen-

Dynamik vermutlich nur indirekt und zwar über die Spaltung von App vermittelt. 

Die Daten der PS1 [-/-]-Mäuse demonstrieren einen möglichen Einfluss von  

App-C99-Spaltprodukten auf die ER-Ca2+-Homöostase. Mit dieser Annahme würde 

ein indirekter Einfluss von PS1 auf die zelluläre Ca2+-Homöostase vorliegen. Nach 

dieser Hypothese kann ein verändertes Prozessieren von App, ausgelöst durch ein 

mutiertes oder ausgeschaltetes PS1, eine gesteigerte Produktion von Aβ42 bzw.  

C99-Fragmenten bewirken. Über die Akkumulation eines dieser beiden Spaltpro-

dukte können die Änderungen im Ca2+-Haushalt ausgelöst werden. Damit ist das PS1 

nur sekundär an diesem Prozess beteiligt (siehe Abb. 45) 
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Abb. 45: Einfluss von App-Spaltprodukten auf die ER-Ca2+-Homöostase  

Eine veränderte γ-Sekretase Spaltung des App kann sowohl durch das Ausschalten des PS1-Gens als 

auch durch eine Mutation im PS1 hervorgerufen werden. Die dabei entstehenden Spaltprodukte des 

App-Aβ und die C99-Fragmente haben einen Einfluss auf die ER-Ca2+-Homöostase. 

 

Mattson et al. (1997) konnten für Aβ eine Assoziation mit Plasmamembranen fest-

stellen. An Membranen scheint Aβ oxidativen Stress, der sich in Form von 

Membranlipid-Oxidation äußert, zu induzieren. Lipid-Oxidation beeinträchtigt  

wiederum die Funktion von Membran-Transportern wie Ionen-getriebenen ATPasen 

(Na+/K+-ATPasen und Ca2+-ATPasen). Aber auch Glukose-Transporter und Glu-

tamat-Transporter werden durch diesen Prozess beeinträchtigt (Blanc et al., 1998, 

siehe Abb. 46).  

Die langzeitigen Effekte von Aβ werden durch ein Aldehyd-Produkt der Lipid-

Peroxidation ausgelöst. Dieses Aldeyhyd (4-Hydroxy-2,3-neoenal) modifiziert 

Transporter-Proteine und beeinträchtigt deren Funktion.  

Diese Effekte von Aβ an der Plasmamembran fördern eine Membrandepolarisation, 

einen Energie-(ATP)-Entzug und eine Überaktivierung von Glutamat-Rezeptoren. 

Aufgrund dieser schädigenden Einflüsse reagieren Neurone empfindlicher auf  

Exzitotoxizität.  

Eine durch Mutationen im PS1 gleichzeitig verringerte Produktion von sApp könnte 

zusätzlich zu einer Störung der zellulären Ca2+-Homöostase beitragen. sApp scheint  

Signalwege zu aktivieren, die zu einer Hyperphosphorylierung der  

App 

β-Sekretase
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Plasmamembran führen. Dies könnte über die Aktivierung von cGMP und der  

cGMP-abhängigen Proteinkinase geschehen (Mattson et al., 1997, siehe Abb. 46).  

Zusätzlich zu der Funktion von Aβ und sApp auf die neuronale Ca2+-Homöostase, 

scheinen diese beiden App-Spaltprodukte auch die Genexpression beeinflussen. In-

wieweit dies auch für das C99 zutrifft ist noch ungeklärt. Aβ kann eine Aktivierung 

der Expression von proapoptotischen Genen induzieren. Dazu gehören Mitglieder 

der Familie des proapoptotischen Bcl-2 sowie Gene, die für das Tumor-Supressor 

Protein p53 kodieren (Pike et al., 1999; Culmsee et al., 2001). Im Gegensatz dazu 

kann sApp die Aktivierung des Überlebens-fördernden-Transkriptionsfaktors NF-κB 

induzieren (Barger et al., 1996, siehe Abb. 46).  
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Abb. 46: App-Spaltprodukte aktivieren unterschiedliche Mechanismen in der Zelle  

App kann auf zwei Wegen proteolytisch prozessiert werden. Eine Spaltung des App innerhalb der  

Aβ-Sequenz durch die α-Sekretase (α) führt zur Freisetzung einer sekretierten Form des App (sAppα) 

von der Zelloberfläche. Sekretiertes Appα aktiviert einem möglichen Rezeptor (R), der mit der  

Bildung von cyclischem-GMP und der Aktivíerung der cGMP-abhängigen Proteinkinase (PKG) 

verbunden ist. PKG kann das Öffnen von K+-Kanälen und damit eine Membranhyperpolarisation 

fördern. Des Weiteren kann PKG auch den Transkriptionsfaktor NF-κB aktivieren. Eine App-

Prozessierung durch die β-Sekreatse (β) und die γ-Sekreatse (γ) führt zur Bildung von Aβ, dass unter 

besonderen Bedingungen (hohe Konzentration, oxidierende Umgebung) zur Selbstaggregation neigt. 

Unter diesen Bedingungen induziert Aβ Membranlipidperoxidation (MLP), die zur Beeinträchtigung 

der Funktion von membranständigen Ionen-getriebenen ATPasen/Na+ und Ca2+-Pumpen und 

Glukosetransportern führt (Mattson et al., 1997). 

 

Die Aktivierung von NF-κB in Neuronen kann zur Stabilisierung der  

Ca2+-Homöostase führen. Dies geschieht durch die Modulation der Expression von 

Genen, die für das Ca2+-bindende Proteine Calbindin, Glutamat-Rezeptoruntereinhei-

ten und anti-apoptotische Bcl-2 Familienmitglieder kodieren (Mattson & Camandola 

2001).  
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Bcl-2 hat zwei wesentliche intrazelluläre Lokalisationen in den Mitochondrien und 

im ER. Die Funktion des Bcl-2 im ER ist bisher noch nicht vollständig erfasst.  

Dennoch gibt es viele Argumente, die dafür sprechen, dass Bcl-2 die ER-Ionen-

Homöostase beeinflussen kann: (i) Bcl-2 kann als Ionen-Kanal in artifiziellen  

Bilayern fungieren (Schendel et al., 1997). (ii) Veränderungen der  

ER-Ca2+-Homöostase wurden durch Bcl-2 in unterschiedlichsten Studien gezeigt. 

Foyouzi-Youssefi et al. (2000) zufolge kann Bcl-2 die freie Ca2+-Konzentration in-

nerhalb des ER-Lumen reduzieren. Analysen der Kinetik von Ca2+-Speicher-

Depletionen nach Applikation von Thg scheinen deutlich zu machen, dass Bcl-2 die 

[Ca2+]i innerhalb des ER-Lumen durch eine Erhöhung der Ca2+-Permeabilität an der 

ER-Membran erniedrigt. Folglich wäre die Funktion des Bcl-2 in der Membran des 

ER ähnlich der eines Ionenkanals.  

 

4.7 Einfluss der App-Expression auf Ca2+-Modulationen durch  

PS1-Mutationen 

Untersuchungen mit Thg an Neuronen von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] 

und an doppeltransgenen Mäusen, die die PS1-Mutation [A246E] auf einem App-

defizienten Hintergrund exprimieren, zeigten deutlich den Einfluß von App und des-

sen Spaltprodukten auf die ER-Ca2+-Homöostase.  

Untersuchungen durch Leissring et al. (1999) zeigten hingegen, dass  

PS1-Mutationen auch in Zelltypen, die kein App exprimieren, zu einer erhöhten Frei-

setzung von Ca2+ aus dem ER führen. Leissring et al. nehmen deshalb an, dass Muta-

tionen im PS1-Gen zu einer erhöhten intrazelluläre Ca2+-Freisetzung führen. Die 

gestörte Ca2+-Homöostase induziert ein verändertes Prozessieren von  

App, was zur Akkumulation von Aβ führt. Damit wäre die veränderte intrazelluläre 

Ca2+-Homöostase der Auslöser für die Akkumulation von Aβ (Mattson, 2000).  

 

Aus den in dieser Arbeit ermittelten Ergebnissen wird allerdings deutlich, dass es 

ausschließlich nur bei einer Expression von endogenen App zu Ca2+-Veränderungen 

durch mutiertes PS1 kommt. Offenkundig scheint also endogenes Maus-App selbst 

und/oder seine proteolytischen Spaltprodukte eine wichtige Rolle bei dem Effekt von 

humanen PS1-Mutationen auf die ER-Ca2+-Homöostase zu spielen. Damit scheinen 
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PS1-Mutationen vermutlich über eine veränderte App-Prozessierung ER-Ca2+-

Signale zu beeinflussen.  

Um zu überprüfen, inwieweit C99-Fragmente einen direkten Einfluss auf die ER-

Ca2+-Homöostase haben, wurden Transfektionen von hippokamaplen Neuronen 

nicht-transgener Mäuse mit einem C99-GFP-Fusions-Protein durchgeführt.  

Auf die Applikation des IP3-Rezeptor-Agonisten BK zeigte sich in den hippokampa-

len Neuronen, die mit dem C99-GFP-Fusions-Protein transfiziert waren, im Ver-

gleich zu nicht-transfizierten Zellen ein signifikant größerer Anstieg der [Ca2+]i. 

Diese stärkere zelluläre Ca2+-Antwort der transfizierten Zellen auf BK gibt Hinweise 

darauf, dass die Transfektion mit dem C99-GFP-Fusions-Protein eine potenzierte 

Ca2+-Freisetzung aus dem ER in diesen Neuronen hervor gerufen hat. Diese Befunde 

unterstützen die Ca2+-Untersuchungen an dissoziierten Neuronen von PS1-[-/-]-

Mäusen, in denen vermutlich auch die C-terminalen Spaltprodukte des App zu Ver-

änderungen der intrazellulären Ca2+-Homöostase führten.  

Auch Kim et al. (2000) konnten beobachten, dass C-terminale App-Spaltprodukte 

mit einer Länge von 105 Aminosäuren einen Einfluss auf die Ca2+-Homöostase von 

PC12 Zellen haben. Durch welchen Mechanismus C-terminale Fragmente die Ca2+-

Homöostase beeinflussen ist noch unbekannt. Es wäre aber möglich zu spekulieren, 

dass C-terminale App-Fragmente in der Lage sind, Kanäle in Membranen auszubil-

den oder Membranen zu permeabilisieren. Dafür sprechen Untersuchungen von Fra-

ser et al. (1996), die zeigen konnten, dass ein C-terminales App-Fragment mit einer 

Länge von 105 Aminosäuren einen starken nichtselektiven Einwärtsstrom in Xeno-

pus Oozyten induzieren kann. 

 

4.8 Klinische Aspekte und Ausblick 

Neurodegeneration und Zelltod wird im Rahmen der Alzheimer-Krankheit durch 

sehr spezifische Mechanismen ausgelöst. Dazu zählen die genetischen Risiko-

faktoren, die Akkumulation von neurotoxischen Amyloid-Molekülen und vermutlich 

auch deren C-terminale Vorläufer (siehe Abb. 47). 
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Abb. 47: Beeinflussung der β-Amyloid-Konzentration  

Schematische Darstellung, wie verschiedene biochemische Reaktionskaskaden die Bildung von  

App-Spaltprodukten anstoßen. Diese können zum nekrotischen bzw. apoptotischen Absterben von 

Nervenzellen führen. 

 

Die Alzheimer-Krankheit ist eine Funktionsstörung der Kognition. Eine Vielzahl von 

zellulären Defekten scheinen in den Krankheitsprozess involviert zu sein. Die im 

Rahmen dieser Arbeit angestellten Untersuchungen geben Grund zur Spekulation, 

dass die primären und initialen Defekte der Krankheit im sensitiven  

Ca2+-Signaltransduktionssystem geschehen oder Faktoren betreffen, die für diese 

relevant sind. Von den möglichen Signalsystemen (Ca2+, cAMP, cGMP, NO), die in 

die Kognition involviert zu sein scheinen, sind Ca2+-regulierte Signalwege von äu-

ßerster Wichtigkeit. Sie üben einen zentralen Faktor in der Gehirnfunktion aus.  

Ein Anstieg der basalen [Ca2+]i scheint vermutlich aber erst im fortgeschrittenen Sta-

dium der Alzheimer-Krankheit vorzuliegen. 

Es gibt zur Zeit keine Heilungsmöglichkeiten für Patienten, die an der Alzheimer-

Krankheit leiden, jedoch ermöglicht ein frühzeitiges Erkennen der Krankheit, den 

Patienten gut zu betreuen.  

Medikamentöse Behandlungen wie z. B. mit dem Ca2+-Antagonist Nimodipin kön-

nen tatsächlich auch eine Verbesserung der Verfassung von Alzheimer-Patienten im 

fortgeschrittenen Krankheitstadium bewirken (Müller et al., 1995). Eine derartige 

Therapie mit Ca2+-Antagonisten ist allerdings nur in einem fortgeschrittenen Stadium 

der Krankheit sinnvoll. Es ist deshalb notwendig unterschiedliche Behandlungsstra-

tegien zu entwickeln, die den Verlauf der Krankheit beeinflussen können, aber auch 

der Behandlung fortgeschrittener Stadien dienen.  
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5 Zusammenfassung 

Mutationen im Presenilin 1 (PS1) führen zur autosomal-dominant vererbten  

Alzheimer-Krankheit. Diese Mutationen erhöhen im Hirn der Patienten die Amyloid-

Peptid-Produktion und führen in neuronalen Zellen von Mäusen, die eine  

PS1-Mutation tragen, zu einer verstärkten Ca2+-Freisetzung aus dem ER. Des  

Weiteren zeigt sich in Neuronen von transgenen Mäusen, die eine PS1-Mutation 

exprimieren, eine Reduktion des kapazitativen Ca2+-Einstroms (CCE).  

Um die direkte Rolle der PS1-Mutation [A246E] in der Veränderung der  

Ca2+-Homöostase zu definieren, wurden transgene Mäuse generiert, die die  

PS1-Mutation [A246E] auf einem App-defizienten-Hintergrund exprimieren  

(App[-/-]xPS1[A246E]). Mit der Untersuchung dieser Mäuse konnte eine eindeutige 

Aussage darüber getroffen werden, ob die PS1-Mutation oder App-Spaltprodukte 

eine Veränderung der [Ca2+]i hervorrufen. Analysen der Neurone von  

App-defizienten Mäusen zeigten sowohl einen normalen CCE als auch eine unauf-

fällige durch Thg ausgelöste Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration 

([Ca2+]i). Dagegen zeigten Neurone von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E]  

einen reduzierten CCE wie auch die Neurone der App-defizienten Mäuse mit einer  

PS1-Mutation (App[-/-]xPS1[A246E]). Der CCE ist daher weder vom App noch von 

dessen Spaltprodukten abhängig. Vielmehr scheint PS1 in die Regulation des CCE 

involviert zu sein.  

Neurone von Mäusen mit der PS1-Mutation [A246E] wiesen nach der Applikation 

von Thg eine erhöhte Änderung der [Ca2+]i auf. Bei Neuronen der doppeltransgenen 

Mäuse, die die PS1-Mutation auf einem App [-/-]-Hintergrund exprimieren, wurde 

diese Veränderung der [Ca2+]i nicht beobachtet. Damit scheint die Expression von 

App essentiell für die durch PS1-Muationen hervorgerufenen Ca2+-Veränderungen 

zu sein. App und dessen Spaltprodukte kommen somit primär in Frage, die intra-

zelluläre Ca2+-Veränderung hervorzurufen.  

Des Weiteren wurden Neurone von transgenen Mäusen mit einer konditionalen neu-

ronalen PS1-Defizienz (PS1 [-/-]) untersucht und mit Mäusen, die die App-Mutation 

[V717I] tragen, gekreuzt (AppldxPS1[A246E]). In diesen doppeltransgenen Mäusen 

verhinderte die neuronale Defizienz im PS1 eine Amyloid-Plaque-Bildung. Aller-
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dings führte dies gleichzeitig zur einer verstärkten Akkumulation von C-terminalen 

Fragmenten (CTF, C-99) (Dewachter et al., 2001).  

In Neuronen von PS1-defizienten Mäusen wurde nach der Zugabe von Thg eine  

erhöhte Änderung der [Ca2+]i festgestellt. Dieser Effekt war in den Zellen von  

doppeltransgenen Mäusen (AppldxPS1[A246E]) sogar noch verstärkt. 

Diese Befunde zeigen, dass es in Neuronen sowohl infolge einer PS1-Mutation als 

auch bei einer PS1-Defizienz zu Veränderungen in der Ca2+-Dynamik kommt.  

App und dessen Spaltprodukte scheinen nicht in die Regulation des CCE involviert 

zu sein. Vielmehr spielen sie in den Vorgängen der ER-Ca2+-Speicherung eine  

wichtige Rolle. Wie Beobachtungen an unterschiedlichen Mauslinien-Kombi-

nationen zeigten, korreliert die mit Thg ausgelöste erhöhte Depletion der  

ER-Ca2+-Speicher sowohl mit der verstärkten Akkumulation von Amyloid-Peptiden 

als auch von C99-Fragmenten. 

Inwieweit C99-Fragmente direkt zu einer erhöhten IP3-vermittelten Ca2+-Freisetzung 

führen, wurde anhand von hippokampalen Neuronen untersucht, die mit einem  

C99-GFP-Fusions-Protein transfiziert wurden. Im Vergleich zu nicht-transfizierten 

Kontrollneuronen zeigten transfizierte Neurone auf die Applikation von Bradykinin 

(BK) eine signifikant erhöhte intrazelluläre Ca2+-Antwort.  

Damit scheinen neben den Amyloid-Peptiden auch C-99-Fragmente pathogene  

Eigenschaften bei der Alzheimer-Krankheit zu besitzen (Dewachter et al., 2001). 
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Abkürzungsverzeichnis 

 
Abb.  Abbildung 

AD  Alzheimer Disease 

ADAM  a disintegrin and metalloprotease 

AM  Acetoxymethylester 

AMPA  α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat 

App  Amyloid-precursor-protein 

ApoE4  Apolipoprotein 4 

Aß  Amyloid-ß-Peptid 

ATP  Adenosintriphosphat 

C99  C-terminales Spaltprodukt von App 

Ca2+  Kalzium 

[Ca2+]i  intrazelluläre Kalziumkonzentration 

CCE  kapazitativer Ca2+ Einstrom 

CTF  C-terminale Fragmente 

DAG  Diacylglycerin 

DMEM  Dulbecco`s Modifiziertes Eagle`s Medium 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

dNTP  Desoxynucleosidtriphosphate 

EGTA Ethylenglycol-bis-ß-aminoethyl- 

ether N,N,N`, N´-tetraessigsäure 

ER  Endoplasmatisches Retikulum 

FAD  Familiar Alzheimer Disease 

FIAU  2`-deoxy, 2`-fluoro-ß-δ-arabinofuranosyl-5-iodouracil 

Glu  Glutamat 

HBSS  Hank`s balanced salt solution 

IP3  Inositol-1,4,5-trisphosphat 

IP4  Inositol-1,3,4,5-tetrakisphosphat 

IP3R  Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptor 

K+  Kalium 

Mg2+  Magnesium 

mRNA  messenger Ribonukleinsäure 
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Na+  Natrium 

NADH  Nicotinamid Adenin Dinucleotid 

NFT    neurofibrilläre tangles 

NMDA   N-Methyl-D-Aspartat 

NTF    N-terminales Fragment 

PCP    Phencyclidin 

PCR    Polymerase-Kettenreaktion 

PIP2    Phophatidylinositol-4,5-bisphosphat 

PI    Phosphinositid 

PLC    Phospholipase C 

PKC    Proteinkinase C 

PS1  Presenilin-1 

PS2  Presenilin-2 

rpm  rounds per minute 

RT  Raumtemperatur 

RYR  Ryanodin-Rezeptor 

sApp  sekretiertes Amyloid-precursor-protein 

SERCA  Sarko-endoplasmatische-Ca2+-Pumpen 

SOC  store-operated-Ca2+-entry 

TTR  Transthyretin 

TRP  transient receptor potential  

UV  ultraviolettes Licht 

ZNS  zentrales Nervensystem 
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Anhang 
 
A1. Genotypisierung transgener Mäuse mittels der PCR-Methode 

A1.1 PS1-PCR-Ansatz: 

Die Mengenangaben beziehen sich jeweils auf die Analyse einer DNA-Probe: 

 

10x Reaktionspuffer   5,0 µl 

dNTPs  (10nM)   10,0 µl 

P27 Primer (10 pmol/µl)  5,0 µl 

P29 Primer (10 pmol/µl)  5,0 µl 

Taq polymerase   0,25 µl 

H2O bidest    32,76 µl 

DNA (200 ng/µl)   1,0 µl 

 
A1.2 PS1-PCR-Programm: 
 
96°C 2´ 

96°C 1´ 

56°C 1´ 

72°C 1´ 

72°C 10´ 

 
A1.3 App-PCR-Ansatz: 

Die Mengenangaben beziehen sich jeweils auf die Analyse einer DNA-Probe: 

 
10x Reaktionspuffer   5,0 µl 

dNTPs  (10nM)   0,5 µl 

App-1 Primer (10 µmol/µl)  5,0 µl 

App-2 Primer (10 µmol/µl)  5,0 µl 

App-3 Primer (10 µmol/µl)  5,0 µl 

Taq polymerase   0,5 µl 

H2O bidest    33,0 µl 

DNA (200 ng/µl)   5,0 µl 

MgCl2 (25 mM)   3,0 µl 

 

30x 
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A1.4 App-PCR-Program: 

 
95°C     4´ 

95°C     1´ 

52°C     1´ 

72°C     1´ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

35x 



 

A2. Ringerlösungen 

A2.1 Ringer zur Dissoziation hippokampaler Neurone 
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A2.3 Intrazellular-/Extrazellularlösung zur Beladung von Hippokampus-
neuronen im Schnittpräparat 

 
 
 
 
 
 
   
 
   
 
   
 
   
 
   
 
   
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
   
 
   
 
   
 
   
 
   
 
   
 
 
 
 
 
 

Extrazellular-/Badlösung (acsF) 
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A2.4 Ringer zur Messung von CCE-Strömen 
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A3. Plasmid 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Darstellung des Plasmids pcDNA3/C99-GFP mit einem Gewicht von 8,3 kb 

 
A4. Bakterienmedien: 

LB-Medium: 10 g Trypton, 10 g NaCl, 5 g Hefeextrakt, ad 1000 ml 

Bidest 

LB-Amp-Medium:  100 µg Ampicillin/ml in LB-Medium  

LB-Geneticin-Agar:  1,5 % w/v Agar in LB-Medium aufkochen und nach 

Abkühlen der Agar-Lösung auf ca. 40°C werden  

200 µg/ml Geneticin hinzugegeben. 

LB-Geneticin-Medium: 200 µg Geneticin/ml in LB-Medium  

 
A5. Lösungen für Präparation von Plasmid-DNA: 

Puffer P1: 100 µg RNase A/ml, 50 mM Tris/HCl, pH 8,0, 10 mM EDTA 

Puffer P2: 200 mM NaOH, 1 % w/v SDS 

Puffer P3: 3 M Na-Acetat, pH 5,5 

Puffer QBT :  750 mM NaCl, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15 % v/v Ethanol,  

0,15 % v/v, Triton-X-100 

Puffer QC:  1 M NaCl, 50 mM MOPS, pH7,0, 15 % v/v Ethanol  

Puffer QF: 1,25 M NaCl, 50 mM Tris/HCl, pH 8,5, 15 % v/v Ethanol 

TE-Lsg: 100 mM Tris/HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA 

 

Apal 
Sp6 

Neo Gene 

CMV 
Notl

C99-GFP 
T7 

Hind III 
Kpnl 
Bam HI 
BstXI 
EcoRI 
EcoRV
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A6. Lösungen für Western-Blot-Analyse 

A6.1 Lösungen für Proteinextraktion 

Lyse-Puffer: 50 mM Tris/HCl, pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 % v/v  

Triton-x-100, 1 % v/v NP-40, 1/25 Volumen 25 fach 

Protease-Inhibitor-Mix 

EDTA-TrisHCl:  75 mM TrisHCl; 1,5 mM EDTA, pH 7,5 

NaHSO3 + Pefablock:  60 mM NaHSO3, 6 mM Pefablock (im Verhältnis 1:1) 

PMSF:    30 mM (in Isopropanol) 

3xLaemmli-Puffer:  3 ml 0,5 M Tris-HCl, pH 6,8, 2,4 Glyzerol, 1,2 ml  

   2-Mercaptoethanol, 1,2 ml 1% Bromophenolblau (in 

   Aqua dest.), 480 mg SDS, 0,2 ml Aqua dest. 

 
A6.2 Lösungen für Elektrophoretische Auftrennung 

TBE Lösung:   89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA 

Ethidiumbromid-Lösung: 10 mg Ethidiumbromid/ml in Bidest 

DNA-Probenpuffer: 2,5 M Harnstoff, 0,25 M EDTA, 25 % w/v Saccharose, 

5 % w/v SDS, 0,1 % w/v Bromphenolblau, pH 8,0 

 
A6.3 Lösungen für SDS-Gelelektrophorese 

Acrylamidlösung: 30 % w/v Acrylamid, 0,8 % w/v N, N-Methylbisacrylamid 

Laufpuffer: 20 mM Tris-HCl, 150 mM Glyzin, 0,08 % w/v SDS; 

10 % Trenngel:  7,5 ml Acrylamidlösung, 5,6 ml 2 M Tris-HCl, pH 8,8, 16,6 ml 

Aqua bidest., 150 µl 20 % w/v SDS, 100 µl  

15 % w/v APS, 10 µl TEMED 

5 % Sammelgel: 1,7 ml Acrylamidlösung, 1,3 ml ! M Tris-HCL, pH 6,8, 7 ml 

Aqua bidest., 50 µl 20 % w/v SDS, 50 µl 15 % w/v APS, 5 µl 

TEMED 
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A6.4 Lösungen für Western-Blot 

Transferpuffer: 150 mM Glyzin, 20 mM Tris, 20 %v/v Methanol  

TBST-Lösung: 10 mM Tris-HCl, pH 8, 150 mM NaCl, 0,05 % v/v Tween 

Absättigungspuffer: 1 % Milchpulver in TBST 

Färbepuffer:  100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 5 mM CaCl2 

NBT-Stock: Nitro-Blau-Tetrazoliumchlorid 50 mg in 1 ml DMF 

(Dimethylformamid) 

BCIP-Stock: 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat Toluidin 50 mg in 1 ml 

100 %DMF 

 
A7. Proteinbestimmung mit Bradford-Reagenz 

Die Stammlösung wurde folgendermaßen erzeugt : 100 mg Coomassie-Brilliantblau 

G250 werden in 50 ml Ethanol (50 %) gelöst. Nach Zugabe von 100 ml 

Phosphorsäure (85 %) wird Aqua dest. auf 250 ml aufgefüllt. Für die 

Proteinbestimmung im Hirnlysat wurde 1 Volumen Stammlösung mit 4 Volumen 

Aqua dest. und 1 µl Lysat gemischt. 
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