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1. Einleitung und Zielsetzung 

Die Alzheimer Erkrankung stellt nach wie vor eine Herausforderung für den 

klinischen Alltag und die Grundlagenforschung dar.  

Die neurodegenerative Erkrankung, welche zur Gruppe der Amyloidosen gezählt 

wird, entwickelt sich durch die Ablagerung intracerebraler Plagues im Gehirn, 

bestehend aus dem Amyloid beta (Aβ). Für deren Entstehung bietet die Amyloid 

Hypothese nach Selkoe einen Erklärungsansatz (Selkoe und Hardy 2016). Bis heute 

ist kein kurativer Therapieansatz bekannt. 

Es ist bekannt, dass die β-Sekretase BACE1 Aβ aus dem Amyloid-Precursor-Protein 

(APP) am N-terminalen Ende herausschneidet und damit ursächlich für die Bildung 

der Aβ-Spezies mit einer Länge von 1-40 (Aβ 1-40) Aminosäuren ist. 

Es zeigte sich jedoch, dass neben der, durch BACE1 gebildeten, Aβ-Molekülen noch 

andere Aβ-Spezies, beginnend mit Alanin an der zweiten Stelle (Aβ 2-40), im Liquor 

von Alzheimerpatienten gefunden werden konnten, deren Entstehung nicht auf die 

Aktivität von BACE1 zurückzuführen ist. Es konnte gezeigt werden, dass die 

Metalloprotease Meprin β nicht nur eine alternative Beta-Sekretase für APP darstellt 

(Becker-Pauly und Pietrzik 2016), sondern auch, dass sie für die Bildung von Aβ (2-

40/42) verantwortlich ist, sowie Aβ (1-40) zu generieren (Bien et al. 2012). 

Da Meprin β in der Lage ist Aβ (2-40/42) aus APP zu generieren, liegt die Vermutung 

nah, dass die Zinkprotease auch eine Rolle in der Pathogenese der Alzheimer 

Erkrankung spielt. Vorherige Untersuchungen belegen eine Expression von Meprin β 

auf mRNA Ebene im Gehirn (Bien et al. 2012). Ein direkter Nachweis des Proteins 

mithilfe eines monoklonalen Antikörpers in der Immunfluoreszenz gelang bisweilen 

jedoch nicht. 

Um Meprin β im Gehirn nachweisen zu können, wurden mit Hilfe von Professor 

Doktor Carsten Korth von der Universität Düsseldorf, monoklonale Antikörper aus 

Hybridoma Einzelzellklonen. Deren Funktionalität, in Bezug auf die spezifische 

Bindung an Meprin β, zeigte sich bei einigen Einzelzellklonen in der Zellkultur (Nancy 

Uhlig 2013b). 
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Ziel der Promotionsarbeit ist es die Fähigkeit dieser monoklonalen Antikörper zur 

Detektion von Meprin β im Gehirn zu untersuchen. Hierfür werden Gewebelysate von 

Hirn und Niere, wobei die Niere eine hohe Expression von Meprin β aufweist und 

sich damit zur Positivkontrolle eignet, aus Wildtyp Mäusen und Knock-out Mäusen für 

Meprin β in der Gelelektrophorese aufgeteilt und mithilfe des Nassblotverfahrens auf 

einer Membran fixiert. Die Membran wird dann mit dem zu untersuchenden 

Antikörper inkubiert und sein Bindungsverhalten durch Immunfluoreszenz sichtbar 

gemacht. 

Als weitere Kontrollgruppe werden zusätzlich transient transfizierte HEK293T mit 

einer Überexpression von Meprin β und rekombinant hergestelltes Meprin β 

demselben Untersuchungsprozess unterzogen, da hier sicher davon ausgegangen 

werden kann, dass Meprin β in einer hohen Konzentration vorliegt. 

Ein immunologischer Nachweis von Meprin β im Gehirn ermöglicht nicht nur den 

definitiven Beweis für das Vorhandensein des Enzyms im Gehirn, sondern kann der 

erste Schritt in Richtung einer zielgerichteten Therapie der Alzheimer Erkrankung 

darstellen, sofern diese monoklonalen Antikörper in der Lage wären, die 

Metalloprotease Meprin β zu inaktivieren. 

 

2. Literaturdiskussion 

2.1 Die Alzheimer Erkrankung 

2.1.1 Epidiomologie 

Die Erkrankung wurde erstmalig im Jahre 1906 von ihrem Namensgeber, Alois 

Alzheimer, beschrieben (Alois Alzheimer 1906). Seine damals 50jährige Patientin, 

Auguste Deter, zeigte die heute charakteristischen neurologischen und 

psychiatrischen Veränderungen, welche er aufgrund ihres Alters als präsenile 

Demenz bezeichnete.  

Die Alzheimer Erkrankung ist die häufigste Form der Demenzen und stellt mit Ihrer 

steigenden Inzidenz eine zunehmende epidemiologische und 

gesundheitsökonomische Herausforderung dar. Laut der Global Burden Disease 

Sudy wird sich die Zahlt der Demenzfälle, wovon die Alzheimer Demenz ca. 60-70% 

ausmacht, von 57,4 Millionen Erkrankten aus dem Jahr 2019 auf rund 152,8 

Millionen im Jahr 2050 erhöhen (Nichols E. 2022).  



 

15 
 

Die steigende Lebenserwartung scheint dabei die treibende Kraft hinter diesem 

massiven Zuwachs zu sein (Mayeux und Stern 2012; Nichols E. 2022). 

In Deutschland zeigen aktuelle Daten, dass im Jahr 2024 etwa 1,8 Millionen 

Erkrankte in Deutschland leben (Blotenberg et al. 2023). Auch hier wird ein deutlicher 

Anstieg der Inzidenz für das Jahr 2050 vorhergesagt. Man rechnet dabei mit 2,3 -2,7 

Millionen Betroffenen unter Menschen im Alter über 65 Jahren (Blotenberg et al. 

2023). Parallel dazu hat sich die Zahl, der an Alzheimer verstorbenen Patienten in 

den letzten 20 Jahren nahezu verdoppelt (Statistisches Bundesamt 2023).  

2.1.2 Riskofaktoren 

Im Laufe der Zeit konnte der Einfluss diverser weiterer Risikofaktoren auf die Genese 

der Alzheimererkrankung nachgewiesen werden.  

So trägt eine positive Raucheranamnese zur Steigerung des cholinergen 

Metabolismus und Erhöhung der nikotinergen Acetylcholinrezeptoren im Gehirn und 

der verstärkten Ausschüttung des Neurotransmitters bei (Richard Doll, Richard Peto, 

Jillian Boreham, Isabelle Sutherland 2000; Whitehouse et al. 1988). Zwar verbessert 

dies die Aufmerksamkeit und Informationsverarbeitung, jedoch stellt der entstehende 

oxidative Stress einen weiteren Risikofaktor dar (Catherine A. Rottkamp, *Akihiko 

Nunomura, Arun K. Raina, †Lawrence M. Sayre, George Perry, and Mark A. Smith 

2000; Perry et al. 2002). Freie Sauerstoffradikale führen zu Inflammation und 

Phagozytose (Traber et al. 2000). Neuere Studien legen nahe, dass aktuelles 

Rauchen das Risiko auf eine Demenzentwicklung fördert, wobei ein Rauchstopp es 

verringert (Jeong et al. 2023).   

Cerebrovaskuläre Erkrankungen treten oft gemeinsam mit der Alzheimer Demenz auf 

(Schneider und Bennett 2010).Hierbei spielen kardiovaskuläre Risikofaktoren wie ein 

nicht eingestellter arterieller Hypertonus (Lena Kilander et al. 2000; Lenore J. 

Launera,*, G. Webster Rossb,c, Helen Petrovitchc, Kamal Masakic, Dan Foleya, Lon 

R. Whitec, Richard J. Havlika 2000; Chuanshen Wua,*, Dongfeng Zhoua, Chen 

Wenb, Lin Zhangc, Peter Comoc, Youlin Qiaob 2003; Elias et al. 2003; R.A. Whitmer 

et al. 2005; Hughes et al. 2020) und der Diabetes mellitus Typ II (Jose A. Luchsinger, 

Ming-Xin Tang, Yaakov Stern, Steven Shea, and Richard Mayeux 2001; Jose A. 

Luchsinger et al. 2004; Rita Peila, Beatriz L. Rodriguez, and Lenore J. Launer) eine 

wichtige Rolle. So wird vermutet, dass beim Diabetes mellitus Typ II die Aβ-

Akkumulation beeinflusst ist, da er die Funktion des Insulin-degrading-enzyme, 
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welches Aβ abbaut, beeinflusst und somit die Aβ-Clearance einschränkt (Selkoe 

2000; Tian et al. 2023). Übermäßiges Fettgewebe, welches prädisponierend für 

einen Diabetes mellitus Typ II sein kann, bewirkt durch die Produktion von 

Adipokinen und Zytokinen (Tumornekrosefaktor α (TNFα), Interleukin 6 (IL-6)) 

Hyperinsulinämie und Insulinresistenz, welche direkt oder indirekt die Genese des 

Morbus Alzheimer beeinflusst (M. E. TRUJILLO & P. E. SCHERER 2005; Yu und 

Ginsberg 2005). 

Somit ist spielt ein erhöhtes Körpergewicht, aber ebenfalls ein niedriger Body-Mass-

Index eine wichtige Rolle (Faxén-Irving et al. 2005; Kang et al. 2021).Einige 

prospektive Studien stellen im Kontrast dazu auch das Über- wie Untergewicht, 

sowie eine starke Gewichts Zu- bzw. Abnahme als Risikofaktor dar (Nourhashémi et 

al. 2003; Deborah Gustafson et al. 2003; Brubacher et al. 2004; A.S. Buchman et al. 

2005; Robert Stewart et al. 2005).  

All diese Erkrankungen zählen unter anderen zu den kardiovaskulären und 

cerebrovaskulären Risikofaktoren, welche das Risiko für einen Apoplex signifikant 

erhöhen. Sie koexistieren oft beim Vorliegen einer Alzheimererkrankung (Schneider 

und Bennett 2010) wobei annähernd 7% aller Patienten mit einer neu aufgetretenen 

Alzheimerdemenz einen Apoplex in ihrer Vorgeschichte aufwiesen (Pendlebury und 

Rothwell 2009; Behl et al. 2024). Man vermutet hierbei eine erhöhte Ablagerung von 

Aβ in Form von Plaques und vaskulären Veränderungen (Blennow et al. 2006), 

welche eine Hypoperfusion des Hirngewebes bewirken. Diese Hypoperfusion erhöht 

die Prozessierung von Aβ durch eine Überexprimierung von p25 und cdK5 der 

BACE1 (β-Sekretase) ((Yi Wen1,+, W. Haung Yu1,+, Bryan Maloney2, Jason 

Bailey2, Junrong Ma2, Isabelle Marié3, Thomas Maurin1, Lili Wang1, Helen 

Figueroa1, Mathieu Herman1, Pavan Krishnamurthy1, Li Liu1, Emmanuel Planel1, 

Lit-Fui Lau4, Debomoy K. Lahiri2, and Karen Duff1,* 2008).  

Auch traumatische Hirnverletzungen in der Vorgeschichte steigern das Risiko für AD. 

Besonders bei Pateinten mit dem APOE-ε4 Allel (Koponen et al. 2004). Nach einer 

traumatischen Hirnverletzung kommt es zu einer erhöhten Ablagerung von Aβ (Iwata 

et al. 2002) und eine intraneurale Hyperphosphorylierung des Protein Tau (Smith et 

al. 2003). Somit kommt es zu einer erhöhten Konzentration von Aβ im Liquor 

(Emmerling et al. 2000; Franz et al. 2003). 
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2.1.3 Protektive Faktoren 

Neben diesen gängigen Risikofaktoren sind auch protektive Faktoren bekannt. Lange 

Zeit wurde angenommen, dass ein hoher Bildungsgrad die Ausbildung einer 

klinischen Alzheimerdemenz verzögere. Mehrere Studien belegen jedoch keinen 

Zusammenhang zwischen Bildungsgrad und der Entwicklung einer AD (Hall et al. 

2000; Chandra et al. 2001; Liu et al. 2024), wohl aber ein geringeres Risiko für 

Demenzen im Allgemeinen (Evans et al. 1993; Evans et al. 1997; White et al. 1994; 

Qiu et al. 2001). 

Alles in allem lässt sich annehmen, dass ein Patient mir höheren Bildungsgrad die 

cerebralen Veränderungen länger kompensiert und die Erkrankung erst später 

klinisch apparent wird. 

Großen Einfluss haben die Einbindung in ein soziales Gefüge (Fratiglioni et al. 2004; 

Morganti und Negri 2025) und eine kreative Gestaltung des Alltags (Verghese et al. 

2003; X Zhang 1, C Li, M Zhang 1999). Andere Studien belegen allerdings 

Gegenteiliges, wonach Menschen mit hohem Bildungsgrad und differenzierten 

beruflichen Fähigkeiten schneller an der Erkrankung versterben (Stern et al. 1999). 

Wie bereits beschrieben wirken sich Ernährungszustand und kardiovaskuläre 

Erkrankungen negativ in Bezug auf die Entstehung einer AD aus. Somit lag es nahe, 

das bestimmte Ernährungsformen einen positiven Einfluss nehmen könnten. Es 

besteht ein Zusammenhang zwischen erhöhten Blutcholesterinwerten und dem 

Risiko für eine AD (Sparks et al. 2000). Auch ungesättigte Transfette haben einen 

negativen Einfluss, wohingegen eine hohe Aufnahme von n-6 mehrfach 

ungesättigten Fettsäuren das AD Risiko senkt (Morris et al. 2003). Eberfalls reduziert 

die Aufnahme von Ω-3 Fettsäuren und Fisch das Risiko (Morris et al. 2003; Sparks et 

al. 2000; Chávez-Castillo et al. 2025). Vielen Vitaminen wird eine neuroprotektive 

Wirkung zugesprochen. In Bezug auf die AD konnte ein positiver Effekt durch eine 

hohe Aufnahme von Vitamin D detektiert werden (Engelhart et al. 2002; Morris et al. 

2002). Widersprüchliche Aussagen finden sich zu bestimmten B Vitaminen und 

Folsäure (Mayeux und Stern 2012). Die mediterrane Küche (viel Olivenöl, wenig 

Fleisch, viel Fisch, weniger Alkohol) reduziert das Erkrankungsrisiko (Scarmeas et al. 

2006). 

Einige Tierstudien zeigen, dass sportliche Aktivität Lernprozesse anregt (van Praag 

et al. 1999), neuronale Plastizität aktiviert und neuronale Netze remodelliert (Cotman 
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und Berchtold 2002), die Vaskularisation im Gehirn fördert (Black et al. 1990) und die 

Neurogenese stimuliert (van Praag et al. 1999; Yau et al. 2025).Es wird vermutet, 

dass dies das Überleben und die Widerstandsfähigkeit von Neuronen gegenüber 

Schlaganfällen erhöht (Carro et al. 2001), das Level neuronaler Wachstumsfaktoren 

im Gehirn erhöht (Cotman und Berchtold 2002), die Genexpression Plastizität 

fördernder Genprofile begünstigt und die Konzentration von CRP und IL-6 reduziert 

(Ford 2002; Reuben et al. 2003). Eine Cochrane Review zeigte, dass acht von elf 

randomisiert kontrollierten Studien mit älteren Menschen ohne kognitive 

Beeinträchtigung, sportliche Aktivität und aerolische Übungen mit einer 

Verbesserung der kognitiven Funktion einhergehen (Angevaren et al. 2008).  

2.1.3 Genetische Faktoren 

Neben dem sporadischen Typ der Alzheimer Erkrankung sind ebenfalls vererbbare, 

familiäre Formen der Erkrankung bekannt. Ihre Entdeckung unterstrich die zentrale 

Rolle von Aβ-Peptiden in der Pathogenese. Relativ betrachtet sind erbliche Ursachen 

der Erkrankung selten und betreffen das Presenilin 1 Gen (Goate et al. 1991; Levy-

Lahad et al. 1995; Rogaev et al. 1995) und das Preseinilin 2 Gen (Sherrington et al. 

1996; Sherrington et al. 1995). Kleinere Deletionen stellen hier den Großteil der 

Mutationen, wobei Insertionen eher eine Minderheit darstellen. Dabei sind 182 

alzheimerassoziierte Mutationen für Presenilin 1 und nur 14 Mutationen für Presenilin 

2 (Mayeux und Stern 2012) bekannt. Presenilin Mutationen verändern die γ-

Sekretase vermittelte Spaltung von APP und führen dadurch zu einem erhöhten 

Verhältnis von Aβ42 zu Aβ40, zugunsten von Aβ42, im Rahmen einer loss-of-function 

oder gain-of-function Mutation (Tanzi 2012). Diese Genmutationen besitzen eine 

hohe Penetranz durch einen meist autosomal dominanten Erbgang. Da hier die 

relativen Level von Aβ42-Peptiden erhöht sind, führt deren vermehrte Aggregation zu 

früher symptomatischer Erkrankung bereits in der 4.-5. Lebensdekade. Mutationen 

im Gen für APP auf dem Chromosom 21 stellen weniger als 1% der erblichen 

Formen der Erkrankung. Dabei beeinflussen alle Missense-Mutationen die 

Prozessierung bzw. Aggregation von Aβ, da die kodierenden Exone 16 und 17 für 

APP die Aβ-Frequenz betreffen (Athan et al. 2001).   

2.1.4 Pathophysiologie und Klinik 

Erste Symptome einer Erkrankung stellen eine abnehmende Gedächtnisleistung, 

Aphasie und Agnosie dar. In einem fortgeschrittenen Stadium kommen Apraxie, 

Apathie und Inappetenz hinzu (Petry et al. 1988; Artaso Irigoyen et al. 2004). 
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Ursache dieser Symptome sind eine bis zu 60%ige Hirnatrophie (Callen et al. 2001) 

und ein neuronaler Untergang in Neocortex, Hippocampus und Hirnstamm (Sisodia 

1999).  

2.1.4.1 Extrazelluläre Aβ-Plaques 

Des Weiteren finden sich in den Gehirnen der Betroffenen Aβ enthaltende 

extrazelluläre Plaques, welche sich über das gesamte Gewebe verteilen und 

intrazelluläre Knäule aus Tau-Protein (Arnold et al. 1991; Montine et al. 2012). Diese 

beiden Proteine gelten in der Amyloid Theorie nach Selkoe als die 

pathophysiologischen Hauptursachen für die Entstehung der Alzheimer Erkrankung 

(Selkoe und Hardy 2016; Selkoe 2000). Neben der Amyloidhypothese gibt es auch 

andere Pathomechanismen, die ein Erklärungsmodel für die Erkrankung bieten 

können (Knopman et al. 2021; Herrup 2015; Gorelick et al. 2011). Diese sind jedoch 

nicht Teil der hier vorliegenden Arbeit.  

Aβ ist ein Derivat des Amyloid Precursor Protein (APP), einem 

Transmembranprotein, welches hauptsächlich in Neuronen vorkommt (Haass und 

Selkoe 2007). Nach seiner Produktion wird Aβ als Monomer in den Extrazellularraum 

sezerniert (Holtzman et al. 2011). Zwar produzieren fast alle Zellen Aβ, jedoch seigt 

seine Produktion bei synaptischer Aktivität und wird auch durch diese reguliert 

(Cirrito et al. 2005), unterliegt einer circadianen Rhythmik (Kang et al. 2009) und wird 

im Schlaf durch das glymphatische System abtransportiert (Boespflug und Iliff 2018). 

Vor allem Aβ-Monomere sind toxisch. Ihre Toxizität erklärt sich aus einer Interaktion 

mit dem metabotrophen Glutamatrezeptor 5 und dem NMDA-Rezeptor (Spires-Jones 

und Hyman 2014; Benarroch 2018), sowie dem α-7 nikotinergischen 

Acetylcholinrezeptor und dem Insulinrezeptor (Knopman et al. 2021). Damit spielt Aβ 

in Rahmen der Entstehung von Neurotoxizität eine wichtige Rolle.  

2.1.4.2 Tauopathie 

Das Tau Protein ist mikrotubuliassoziiert und kommt normalerweise im Zytoplasma 

von Axonen vor (Gallardo und Holtzman 2019), ist aber auch in prä- und 

postsynaptischen Kompartimenten sowie der nukleären Membran zu finden (Pooler 

et al. 2014; Eftekharzadeh et al. 2018). Hauptfunktion von Tau ist die Stabilisierung 

von Mirkotubuli. Durch eine hohe Anfälligkeit für posttranslationale Modifikation neigt 

es zur Aggregation (Eftekharzadeh et al. 2018; Pooler et al. 2014). 

Hyperphosphoryliert aggregiert es auch im Zellkörper und Dendriten (Knopman et al. 

2021). Wie auch bei Aβ, steigt seine Ausschüttung in den Interzellularraum bei 
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synaptischer Aktivität und wird durch postsynaptische Neurone und Gliazellen wieder 

aufgenommen (Yamada et al. 2014; Wu et al. 2016). 

Modifikationen an Tau können die differenzierte Aufnahme in die postsynaptischen 

Neurone und Gliazellen ermöglichen, es weiter prozessieren, aber auch zum 

Aggregieren bringen (Knopman et al. 2021). Die posttranslationale Modifikation 

beeinflusst nachhaltig die Progression der Alzheimer Krankheit (Dujardin et al. 2020; 

Shi et al. 2017; Gratuze et al. 2020). Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, 

dass ApoE, TREM2 (REF) und Mikroglia eine wichtige Rolle bei der Tau-vermittelten 

Neurodegeneration spielen (Shi et al. 2019).  

Histopathologisch erscheint Tau als neurofibrilläre Verwicklungen (intrazelluläre Tau 

Aggregate, neuropil threads) und dysmorphen Neuronen. Diese Neuronen zeigen 

degenerierte Axone und Dendriten, enthalten Tau und sind von Aβ-Plaques 

umgeben (Knopman et al. 2021). 

2.1.4.3 Neurodegeneration 

Beide beschriebenen Pathomechanismen tragen zur Neurodegeneration bei. Dabei 

kommt es durch die Akkumulation von Aβ zu einer Störung der Calcium Regulation, 

was die neuronale Konnektivität vermindert und Neuroinflammation und das 

Einwandern von Mikrogliazellen steigert (Huang et al. 2006; Koffie et al. 2009). Tau 

ist im hyperphosphorylierten Zustand weniger bindungsaffin zu den Mikrotubuli. Es 

aggregiert und führt so einen beschleunigten Zelltod herbei (Mizuno 2012; Götz et al. 

2001).  

Synaptische Veränderungen stellen einen wichtigen Aspekt zum Verständnis des 

Zusammenhangs zwischen Aβ und Tau Neurotoxizität und den, für die Alzheimer 

Krankheit typischen, morphologischen Läsionen und der kognitiven Beeinträchtigung 

dar (Spires-Jones und Hyman 2014; Palop und Mucke 2016). Synaptischer Verlust 

korreliert stark mit der Kognition bei den Patienten (Terry et al. 1991; DeKosky und 

Scheff 1990). Aβ-Plaques sind umgeben von einem, ca. 50µm messenden, Ring aus 

Aβ-Oligomeren. Dieser Ring ist gekennzeichnet durch den Verlust von synaptischen 

Verbindungen (Spires-Jones und Hyman 2014; Spires et al. 2005). 

Zusätzlich zum Verlust synaptischer Konnektivität legen verschiedene 

Untersuchungen an Tier- und Labormodellen nahe, dass auch die synaptische 

Dysfunktion eine Rolle im Pathomechanismus der Erkrankung spielt (Busche et al. 

2008; Kuchibhotla et al. 2008). Zum Beispiel ließ sich ein hyperaktiver Calciumfluss 
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in und um Aβ-Plaques nachweisen, welcher mithilfe von BACE-Inhibitoren 

unterbunden werden konnte (Keskin et al. 2017; Chaudhary et al. 2025; Zhang et al. 

2022). Auch neuere Untersuchungen legen nahe, dass auch Meprin β Einfluss auf 

die neuronale Plastizität und Neurodegenration hat (Keller et al. 2025). 

Eine Veränderung bzw. der Verlust synaptischer Verbindungen begünstigt die 

Ablagerung fehlgefalteter Proteine (Calignon et al. 2012). Solche Ablagerungen 

können durch den LRP1-Rezeptor wieder in Neuronen, Astrozyten und Mikroglia 

aufgenommen werden (Rauch et al. 2020). Dieser Rezeptor interagiert ebenfalls mit 

APP und ApoE und beeinflusst ggf. auch die Vermehrung von Tau (Kounnas et al. 

1995; Rebeck et al. 1993).  

Translationale und neuroanatomische Untersuchungen bewiesen eine starke 

Interkonnektivität zwischen dem entorhinalen Cortex, dem initialen Lokus cerebraler 

neurofibrillärer Ablagerungen, und Assoziationsarealen im temporalen, parietalen 

und frontalem Isocortex (Delacourte et al. 1999; Braak und Braak 1991). 

Untersuchungen mittels Funktions-MRT stützen diese Aussage bei gesunden 

Patienten und konnten die Dysfunktion dieser Signalwege bei Alzheimerpatienten 

nachweisen (Knopman et al. 2021).  

Die Verteilungsmuster der neuronalen Läsionen spiegeln sich auch in der Klinik der 

Patienten wider. So reicht die klinische Erscheinung der Krankheit von einer leichten 

Beeinträchtigung bestimmter funktionaler Domänen, wie Erinnerung, Sprache und 

exekutiver Funktion, bis hin zu einem beinahe kompletten Ausfall einer oder vieler 

Funktionen. Neuropsychiatrische Symptome treten oft mit, oder im Rahmen eines 

kognitiven Defizits auf, wobei Angst, Depression und sozialer Rückzug eher bei 

milder Erkrankung anzutreffen sind. Wahnvorstellungen, Halluzinationen, 

emotionaler Kontrollverlust und Aggressivität sind daher eher im fortgeschrittenen 

Stadium zu beobachten (D'Onofrio et al. 2012).  

2.1.5 Diagnostik 

2.1.5.1 Klinische Diagnostik 

Am Anfang des diagnostischen Prozesses steht die Eigen- und Fremdanamnese. 

Meist werden Betroffene durch ihre Angehörigen ärztlich vorgestellt, denen eine 

kognitive Beeinträchtigung des Patienten auffällt. Neben einer ausführlichen 

Anamnese wird ebenfalls ein psychopathologischer Befund erhoben (Knopman et al. 

2021; Dubois et al. 2007). Neuropsychologische Test (Mini-Mental-Staging-Test 
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(MMST), DemTect, Uhrentest) stellen ein weiteres wichtiges Diagnoseinstrument dar, 

da sie zudem in der Lage sind die Ergebnisse der Anamnese zu objektivieren 

(McKhann et al. 1984).  

Die vorläufige Diagnose muss nun gefestigt werden. Dabei ist auch ein Ausschluss 

anderer, ggf. reversibler Ursachen für die kognitive Beeinträchtigung unabdingbar 

(Knopman et al. 2021). Depressionen, Medikamente, obstruktive Schlafapnoe, 

Hirnläsionen und Neoplasien, aber auch Hypothyreose und Vitamin B12-Mangel, um 

nur ein Paar zu nennen, zählen zu Auslösern des MCI (Clarfield 2003).  

2.1.5.2 Laborchemische Diagnoseverfahren 

Der Nachweis bestimmter Befundkonstellationen von Aβ42, APP und Tau im Liquor 

sind das am meisten validierte und in vielen europäischen Ländern verwendete 

Nachweisverfahren zur laborchemischen Diagnose des Morbus Alzheimer (Shaw et 

al. 2018; Molinuevo et al. 2018). Aβ42 ist ein biologischer Marker der bei allen 

Schweregraden der Erkrankung, wie auch bei asymptomatischen Patienten, die aber 

erst später Symptome entwickeln, nachgewiesen werden kann. Da der Wert stark 

variieren kann, lassen sich mit Hinzunahme der Bestimmung von Aβ40 oder 

phosphorylierten Tau (p-Tau) bessere Ergebnisse erzielen (Hansson et al. 2007; 

Wiltfang et al. 2007). Weitere Tau Spezies wie p-Tau 181 und t-Tau sind weitere 

Kandidaten zur Verbesserung der laborchemischen Diagnostik (Mattsson et al. 2009; 

Skillbäck et al. 2015). Weitere Forschung zur Identifikation neuer Biomarker im 

Liquor sind derzeitig Gegenstand verschiedener Arbeiten. Zu diesen, bisher 

experimentellen Markern zählen CSF neurofilament light chain (Olsson et al. 2019; 

Zetterberg und Bendlin 2021), Neurogranin (Tarawneh et al. 2016), synaptosom-

associated protein 25 (SNAP25) und Synaptogamin (SYT1) (Knopman et al. 2021). 

Zum Ausschluss diverser anderer Ursachen für das MCI lassen sich diverse 

bekannte Blutbiomarker heranziehen. Blutwertbasierte Marker zur Diagnose der 

Alzheimererkrankung sind jedoch der noch in der Versuchsphase. Bisherige 

Analysen wiesen jedoch eine zu geringe Effektstärke auf und konnten statistisch 

keine Überlegenheit gegenüber liquorbasierten Markern nachweisen. Sie spielen 

daher diagnostisch bisher keine wichtige Rolle im Diagnoseprozess 

(https://www.alzforum.org/alsbiomarker).  
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2.1.5.3 Bildgebende Verfahren 

In den deutschen Leitlinien von 2025 wird zuzüglich zur Labordiagnostik auch ein 

bildgebendes Verfahren zum Ausschluss reversibler oder anderer Ursachen 

empfohlen (AWMF S3 Leitlinie Demenzen DGPPN und DGN 2025).  

CT, FDP-PET und MRT stellten die ersten bildgebenden Verfahren dar. Sie zeigten 

jedoch eine geringe Sensitivität und Spezifität für die Alzheimer Erkrankung. Die 

Einführung des Aβ-PET unterstrich jedoch die Bedeutung des FDG-PET und des 

MRT als Marker zur Darstellung von Neurodegeneration (Klunk et al. 2004). Im 

IQWiG Evidenzbericht von 2020 findet sich kein Nachweis über den Nutzen von 

bildgebender Diagnostik zur Diagnose des Morbus Alzheimer (IQWiG 2020).  

Die derzeitige, nach AMWF-Leitlinie, regelrechte Diagnostik besteht aus dem 

klinischen Befund, dem Nachweis einer kognitiven Beeinträchtigung, z.B. MMST und 

dem Nachweis im Liquor (AWMF S3 Leitlinie Demenzen DGPPN und DGN 2025).  

2.1.6 Therapie 

Therapeutisch stehen derzeit zur Behandlung milderer Formen der Erkrankung 

Cholinesterasehemmer wie Donezpil, Rivastigmin und Galantamin zur Verfügung 

(Fink et al. 2018). Für moderate bis schwere Formen der NMDA-Rezeptor Antagonist 

Memantin. Diese Präparate ermöglichen es die Symptomprogression um etwa 6 

Monate zu verzögern (Fink et al. 2018; Mohs et al. 2001). So empfiehlt die deutsche 

Leitlinie zuerst den Einsatz von Cholinesterasehemmern (Kaduszkiewicz et al. 2005; 

Gesamtbundesausschuss (GBA) 2023). Memantin soll erst ab moderater Erkrankung 

eingesetzt werden (McShane et al. 2019; Institut für Qualität und Wirtschaftlichkeit im 

Gesundheitswesen 2011). Für eine Kombinationstherapie aus beiden 

Wirkstoffgruppen findet sich jedoch keine Evidenz (Tsoi et al. 2019). 

Bis 2020 konnte keine Wirkung für monoklonale Antikörper, welche gegen Aβ 

gerichtet sind, belegt werden (Panza et al. 2019).  

Jüngst konnte jedoch die Wirksamkeit der beiden Amyloid-Antikörper Lecanemab 

und Donanemab bewiesen werden. So ist Lecanemab in der Lage ein Fortschreiten 

der Erkrankung um ca. vier Jahre zu verzögern (van Dyck et al. 2023) und 

Donanemab um drei Jahre (Sims et al. 2023). Sie ermöglichen den Abbau von Aβ 

und verlangsamen so den Abfall der Kognition. In ihrer Arbeit haben van Dyck et al 

zudem herausgearbeitet, dass Lecanemab eine hohe Affinität zu löslichen Aβ-

Protofibrillen, mit einem wesentlichen höheren neurotoxischen Potenzial als Aβ-
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Monomere oder Fibrillen, besitzt. Des Weiteren wirkt sich ein früher Therapiebeginn 

und eine geringe Tauopathie positiv auf die Prognose aus (van Dyck et al. 2023). 

Seit dem 1. September 2025 ist Lecanemab auch in Deutschland zugelassen (Paul 

Ehrlich Institut 2025).  

Neben den bereits genannten Wirkstoffen sind auch andere Pharmaka Gegenstad 

aktueller Forschung zur Therapie der Alzheimererkrankung. Cummings et al haben 

diese in ihrer Arbeit zusammengefasst (Cummings et al. 2025b). Zu aussichtsreichen 

Wirkstoffen zählt auch das GLP-1 Analogon Semaglutid, was bisher in der Therapie 

des Diabetes mellitus Typ II Anwendung findet (Cummings et al. 2025a). 

Wie schon in der Zulassungsstudie von Lecanemab dargelegt, trägt ein früher 

Therapiebeginn zu einer Verbesserung der Prognose bei (van Dyck et al. 2023). 

Aktuell wird die Krankheit jedoch erst im symptomatischen Stadium, also einem 

fortgeschrittenen Stadium, erst erkennt (Kusoro et al. 2025; Kamatham et al. 2024). 

Es ist anzunehmen, dass neuropathologische Veränderungen bereits Jahrzehnte vor 

der klinischen Manifestation auftreten (Kang et al. 2023). Neben der Entwicklung 

kausaler Therapieansätze ist auch die Etablierung einer suffizienten Früherkennung 

von großer Bedeutung. 

2.2 Die Prozessierung des Amyloid Precursor Protein (APP) 

Das Proteinablagerungen eine mögliche Ursache für die Entstehung der 

Alzheimererkrankung darstellen könnten, war schon recht früh bekannt (Glenner und 

Wong 1984). Jedoch erst zehn Jahre später gab es klinische Studien, die diese 

Theorie stützten und APP und Aβ in die Pathogenese mit einschlossen (Beyreuther 

und Masters 1991; Hardy und Allsop 1991; Selkoe 1991; Hardy und Higgins 1992). 

Mutationen in den Genen Presenilin  1 und 2 und für APP scheinen die 

proteolytische Prozessierung von APP zu verändern und das relative Level von Aβ42 

und Aβ43 zu erhöhen (Scheuner et al. 1996). Die Ablagerung seniler Plaques beginnt 

schon viele Jahre vor dem Auftreten ersten Symptome (Villemagne et al. 2013). 

APP scheint also eine zentrale Rolle in der Genese der Erkrankung zu spielen. Das 

etwa 100kDa große Protein gehört zu den Typ 1 Transmembranproteinen mit einer 

längeren, n-terminalen, extrazellulären Domäne (E1 und E2), sowie einer kürzeren, 

c-terminalen, zytosolischen Domäne. Die transmembranöse Domäne E3 zählt dabei 

zum längeren Teil (Dyrks et al. 1988).  
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2.2.1 Synthese 

Gebildet wird, das auf dem Chromosom 21 kodierte Protein, im Endoplasmatischen 

Retikulum (ER) und wird dann über den Golgi-Apparat und dem trans-Golgi-

Netzwerk (GTN) in sekretorischen Vesikeln an die Zelloberfläche transportiert (Mihov 

et al. 2015). Auch Aβ entsteht bereits bei diesen Transportprozessen. An der 

Zelloberfläche kann APP dann weiter prozessiert, oder über endosomale/lysosomale 

Internalisierung wieder abgebaut werden (Cho et al. 2020). Neuere Studien belegen, 

dass in Neuronen neben dem klassischen clathrin-abhängigen Weg auch clathrin-

unabhängige Mechanismen für die Internalisierung von APP existieren. Diese 

alternativen Wege sind insbesondere im somatodendritischen Kompartiment aktiv 

und beeinflussen die Verfügbarkeit von APP für die Verarbeitung durch β- und γ-

Sekretasen in Endosomen (Aow et al. 2023). 

Durch „alternet splycing“ existieren drei Isoformen, die sich in Ihrer länge 

unterscheiden: APP695 (695 Aminosäuren) und APP751 und APP770 (751 und 770 

Aminosäuren) (Goate et al. 1991; Stakos et al. 2020). Während APP751 und 

APP770 auf der Zelloberfläche nahezu jedes Zelltypen vorkommen, findet sich 

APP695 hauptsächlich auf und in Neuronen (Rohan de Silva et al. 1997; Kang und 

Müller-Hill 1990). Es gibt Untersuchungen, die nahelegen, dass APP Isoformen, 

welche einen Kunitz-Protease-Inhibitor Anker (KPI Anker) besitzen, in den Gehirnen 

von Alzheimerpatienten erhöht sind. Zu solchen Isoformen Zählen auch APP751 und 

770 (Menéndez-González et al. 2005). Verlängerte Aktivierung des 

extrasynaptischen NMDA-Rezeptors kann einen Shift von APP695, ohne KPI-Anker, 

hin zu einer vermehrten Expression KPI tragender APP-Isoformen bewirken und 

somit zu einer erhöhten Produktion von Aβ führen. Somit wäre auch die 

Dysregulation der Splicingprozesse ein Teil der Pathogenese (Bordji et al. 2010).  

2.2.2 Struktur 

In seiner extrazellulären Domäne E1 und E2 besitzt APP eine Kupferbindende 

Region (CuBR) (Kong et al. 2008; Dahms et al. 2012; Baumkötter et al. 2014), sowie 

eine growth-factor-like-domain (GFLD) in E1 (Baumkötter et al. 2014). Mit seinen 

Homologen APP-like-portein 1 und 2 (APLP1 und APLP2), welche der gleichen 

Proteinfamilie angehören (Wasco et al. 1992; Wasco et al. 1993; Coulson et al. 

2000), ist APP imstande an der Zellmembran Homo- oder Heterodimere in cis- wie in 

trans-Formation zu bilden (Baumkötter et al. 2012; Isbert et al. 2012; Kaden et al. 

2012). Während die cis-Dimerisierung einen Einfluss auf die Prozessierung von APP 
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hat (Kaden et al. 2008; Eggert et al. 2009; Schmidt et al. 2012), fördert die Interaktion 

in trans-formation die Zelladhäsion (Soba et al. 2005). 

2.2.3 Prozessierung 

Die Prozessierung von APP an der Zelloberfläche kann nun über zwei Wege erfolgen 

(Dyrks et al. 1988). Beim nicht amyloidogenen Weg wird kein Aβ gebildet (O'Brien 

und Wong 2011). Die α-Sekretase, auch ADAM10 genannt, schneidet innerhalb der 

Aβ Sequenz des APP-Moleküls und löst damit das lösliche amyloid precusor protein 

alpha (sAPPα) aus der Aminosäurekette (Sisodia 1992). Mittels regulierter 

intramembranöser Proteolyse (RIP) spaltet nun die Aspartat Protease γ-Sekretase 

aus der Transmembrandomäne von APP das 3kDa große p3 Peptid heraus (Ling et 

al. 2003). Da bei diesem Weg der APP Prozessierung kein Aβ gebildet wird, stellt er 

für die Plaquebildung keine Relevanz dar.  

Im amyloidogenen Weg der APP Prozessierung wird Aβ freigesetzt. Dies geschieht 

durch die β-Sekretase auch beta-amyloid-cleaving-enzyme (BACE1) genannt 

(Gandhi et al. 2004; Ulku et al. 2023). Die Aspartyl-Protease ist vor allem an der 

Endosomenmembran aktiv (Yan und Vassar 2014; Sinha et al. 1999; Vassar et al. 

1999). Der Schnitt des Enzyms durch  APP695 bei Methionin 596 und Aspartat 597 

(Vassar 2002) und spaltet es so in das N-terminale sAPPβ- und das C-terminlae, 

10kDa große C99 Fragment, welches auch den Aβ-Anteil enthält (Vassar et al. 

1999).  

Mithilfe regulierter intramembranöser Proteolyse (RIP) wird das, in der Membran 

verbliebene, C99 durch die γ-Sekretase, auch eine Aspartyl-Protease (Wolfe et al. 

1999), gespalten (Edbauer et al. 2003). Die γ-Sekretase kann C99 an zwei Loci 

schneiden, woraus ein intrazelluläres C-terminales Fragment (ICD) sowie die Aβ-

Spezies Aβ1-40 und Aβ1-42 entstehen (Zhao et al. 2004). Aβ1-40 und Aβ1-42 werden etwa 

im Verhältnis 9:1 gebildet. Das Verhältnis kann aber bei Formen der familiären 

Alzheimererkrankung stark verändert sein (Kuperstein et al. 2010).  

Ein Großteil der produzierten Aβ-Spezies wird durch BACE1 gebildet (Sinha et al. 

1999; Vassar 2002; Hussain et al. 1999; Yan et al. 1999). Interessanterweise zeigten 

jedoch einige Untersuchungen, dass durch die Hemmung der Aβ1-x produzierenden 

BACE1 der Anteil von Aβ-Peptiden mit alternativen N-Termini zunahm (Haass et al. 

1995; Schrader-Fischer und Paganetti 1996; Takeda et al. 2004; Schieb et al. 2010; 

Mattsson et al. 2012).  
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Meprin β wurde später als alternative β-Sekretase identifiziert, welche in der Lage ist 

APP zu schneiden und N-terminal trunkierte Aβ-Moleküle zu bilden (Bien et al. 2012; 

Schönherr et al. 2016; Becker-Pauly und Pietrzik 2016).  

2.3. Die Metalloprotease Meprin β 

2.3.1 Molekulare Struktur von Meprin β 

Die 145 kDa große Zink-abhängige Metalloprotease Meprin β wird zur Familie der 

Astacine gezählt, welche zur Gruppe der Multidomain Metallopeptidasen gehört 

(Gomis-Rüth et al. 2012; Linnert et al. 2021). Meprin wurde erstmals im Jahr 1982 

von Sterchi et al. Beschrieben und in Darm- und Nierenepithelien von Menschen, 

Ratten und Mäusen entdeckt (Sterchi et al. 1982). Meprin α und Meprin β werden 

dieser Gruppe zugerechnet. Beide sind in der Zellmembran verankert (Sterchi et al. 

2008). Die monomeren Peptidasen sind in der Lage sich mithilfe von Disulfidbrücken 

zu Dimeren beziehungsweise Multimeren zusammenzuschließen (Bond und Beynon 

1995). 

Dabei bildet Meprin β ein membrangebundenes Homodimer aus. Dieses kann jedoch 

von ADAM 10 und 17 von der Membran abgelöst werden (Jefferson et al. 2013; 

Linnert et al. 2021; Armbrust et al. 2024b). 

Meprin α dagegen besitzt eine zusätzliche I-Domäne (I für inserted) welches den, 

sich bis zu Oligomeren zusammenlagernden, Heterodimeren die Möglichkeit gibt sich 

von der Zellmembran abzulösen und so in den Extrazellularraum sezerniert zu 

werden (Bertenshaw et al. 2003). 

Arolas et al. stellten in ihrer Arbeit zur X-Ray Kristallstrukturanalyse die molekulare 

Struktur von Meprin β und seinem inaktiven Vorgänger, ProMeprin β, visuell dar. Aus 

dieser Arbeit geht hervor, dass Meprin β erst durch die Abspaltung eines Propeptids 

am N-Terminus aktiviert wird (Arolas et al. 2012; Linnert et al. 2021). 

Meprin β nutzt neben anderen membrangebundenen Signalproteinen auch APP als 

Substrat (Jefferson et al. 2011). Am Beispiel von APP soll hier kurz die Struktur und 

der Vorgang der Proteinprozessierung erläutert werden. 

Jedes Meprin β Monomer besitzt einen Kanal, welcher durch mehrere Kohlenhydrate 

gebildet wird, den so genannten „Sugar Channel“. APP wird als Ektoprotein an 

seinem distalen N-Terminus an diesen Kanal des Monomers 1 hineingezogen. 

Weiter läuft die Substratkette auf der Oberfläche des Enzyms entlang, bis sie 
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zwischen den katalytischen Domänen der beiden Monomere einliegt (Arolas et al. 

2012). In dieser katalytischen Domäne findet die Spaltung des APP statt. 

 

Abbildung 1 Schmeatische Strukur von Meprin beta, abgewandelt von Areolas et al 2012 

 

2.3.2 Meprin β und das Amloid Precursor Protein (APP) 

2012 zeigten Bien et. al (Bien et al. 2012) , dass APP neben BACE1 auch Meprin β 

als Substrat im amyloidogenen Weg dient. 

Meprin β schneidet APP an den zwei extrazellulären Domänen E1, E2 und der 

transmembranösen E3 des APP (siehe Abbildung). Im Rahmen dieses Prozesses 

wird auch das N-terminal-trunkierte Aβ2-x Peptid gebildet. (Schönherr et al. 2016). 

Hierbei zeigt Meprin β korrelierend mit BACE1 die Fähigkeit APP in P1´ Position 

(Nomenklatur nach Schechter und Berger, 1967) in Domäne E3 zu schneiden und 

dabei die Aminosäuren Glutamat und Aspartat zu bevorzugen. Des weiteren 

schneidet Meprin β APP ebenfalls an der P2 Position bei Alanin (Schönherr et al. 

2016). Damit kann erklärt werden, warum Meprin β in der Lage ist Aβ-Moleküle zu 

bilden, welche verschiedene N-Termini besitzen (Aβ1-x/Aβ2-x) (Bien et al. 2012). Zuletzt 

schneidet die γ-Sekretase an der gleichen Stelle wie bei der Entstehung der Aβ-

Spezies, welche durch die β-Sekretase gebildet werden. Diese Vorgänge geschehen 

hauptsächlich während der Endozytose. Die Aβ2-40 Varianten besitzen im Vergleich 

zu Aβ1-40 eine höhere Neigung zu aggregieren und scheinen ebenfalls die 
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Aggregation von Aβ1-40 zu stimulieren. Jedoch ist Meprin β interessanterweise nicht 

in der Lage N-terminal trunkierte Aβ-Spezies bei Vorliegen der Schwedischen 

Mutation von APP (APPswe) zu generieren (Schönherr et al. 2016).  

 

Abbildung 2 Die Abbildung zeigt schematisch die potenziellen Schnittstellen von Meprin β am APP-Protein. Die 
Schnittstellen finden im N-terminalen Fragment, welches sich extrazellulär befindet. Am C-terminalen Ende, 
welcher Intrazellulär liegt, findet keine Interaktion mit Meprin β statt. Die Abbildung wurde nach Jefferson et al 
2011 abgeändert 

 

2.3.3 Physiologische Funktionen 

Wie viele andere membrangebundene Enzyme, lässt sich die physiologische 

Funktion Meprin β allgemein als „protein ectodomain shedding“ bezeichnen. Hierbei 

werden aus einem membrangebundene Precursorprotein, wie auch APP eines ist, 

Fragmente herausgeschnitten, welche unterschiedlichste Funktionen haben können 

(Blobel 2005; Arribas und Merlos-Suárez 2003). 

Durch die Lokalisation an der Zelloberfläche limitiert sich der Wirkungsbereich auf 

einen autokrinen beziehungsweise juxtakrinen Prozess. Doch trotz dieses 

begrenzten Wirkungsbereichs betrifft diese Form der Proteolyse viele 
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posttranslationale Mechanismen, wovon schlussendlich 2-4% der Proteine an der 

Zelloberfläche betroffen sind (Pandiella et al. 1992).  

Peptidasen, die in einen solchen Prozess eingebunden sind, werden auch als 

Sheddasen bezeichnet. Auch Meprin β wird dazu gezählt (Gomis-Rüth 2003, 2009). 

Neben der Expression von Meprin β im Gehirn finden sich eine hohe Expression im 

intestinalen Epithel und Zellen des proximalen Tubulus in der Niere. Wie auch im 

Gehirn ist die Expression von Meprin β in Haut und bestimmten Zellen des 

Immunsystems vergleichsweise niedrig (Broder et al. 2013; Broder und Becker-Pauly 

2013a). 

In intestinalen Geweben erfüllt Meprin β am apikalen Zellpol der Epithelzelle die 

Ablösung von Schleim durch das Schneiden von Muzin 2, was eine wichtige 

Barrierefunktion im Darm (Schütte et al. 2014) und der mucosalen Homöostase 

darstellt (Werny et al. 2022). Des Weiteren spaltet es Typ 1 Pili an adhärent 

wachsenden Escherichia coli Bakterien, was einer Schleimhautbesiedelung 

entgegenwirkt (Vazeille et al. 2011). 

In der Haut erfüllt Kollagen einen essenziellen Beitrag zur Stabilität des 

Bindegewebes. Hierbei spielt Meprin β vor allem eine Rolle bei der Reifung von 

Prokollagen I und II (Kronenberg et al. 2010; Prox et al. 2015; Broder et al. 2013). 

Diverse Veröffentlichungen in den letzten 20 Jahren legen nahe, das Meprin β ein 

wichtiger Faktor in der Funktion und Regulation des Immunsystems übernimmt 

(Banerjee und Bond 2008; Bylander et al. 2008; Banerjee et al. 2011; Banerjee et al. 

2009; Yura et al. 2009; Broder und Becker-Pauly 2013b; Zhang et al. 2015). 

Exemplarisch sei hier die Rolle Meprin β als proteolytischer Regulator an der 

Plasmamembran bei der Aktivierung von Interleukin 1β (Herzog et al. 2009) und 

Interleukin 18 (Banerjee und Bond 2008) aufgeführt. 

Physiologische Regulation erfordert ein fein abgestimmtes Milieu aus 

Signalmolekülen wie Zytokinen, Wachstumsfaktoren, Rezeptoren und Peptidasen. 

Kommt es bei einem dieser Faktoren zu einem Ungleichgewicht, kann dies die 

Entstehung von Krankheit begünstigen. 

So ist eine Überexpression von Meprin β mit diversen Krankheiten assoziiert. Daher 

besteht beispielsweise ein Zusammenhang mit fibrotischen Erkrankungen, wie der 
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Bildung von Keloiden (Kronenberg et al. 2010) und sowie der Ausbildung eine 

pulmonalen Hypertonie (Biasin et al. 2014). 

Wie auch in anderen Geweben festgestellt (Broder und Becker-Pauly 2013b; Becker-

Pauly und Pietrzik 2016; Ambort et al. 2010; Huguenin et al. 2008), übernimmt 

Meprin β auch im Gehirn wichtige Funktionen der Zell-Zell Adhäsion (Jefferson et al. 

2011). Gindorf et. al. konnten 2021 zeigen, dass die Aktivität von Meprin β Einfluss 

auf die Integrität der Blut-Hirn-Schranke hat (Gindorf et al. 2021a). Eine veränderte 

Integrität der Blut-Hirn-Schranke geht unter anderem mit einer Auflösung der Tight 

Junctions und einer erhöhten parazellulären Permeabilität einher. Diese 

Veränderung werden bei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen, wie dem 

Morbus Parkinson, Chorea Huntington, der Amyotrophe Lateralsklerose, der 

Multiplen Sklerose und dem Morbus Alzheimer beobachtet (Jiang et al. 2018; Palmer 

2010; Prakash und Carmichael 2015).  

 

2.3.4 Regulation 

Meprin β wird als inaktives Zymogen exprimiert, welches erst durch das Abspalten 

seiner Propeptide seine proteolytische Fähigkeit erhält. Hierfür wurden mehrere 

tryptische Serinproteasen wie Kallikrein 4,5 und 8 sowie pankreatisches Trypsin 

identifiziert (Ohler et al. 2010). Hierbei ist Trypsin vor allem im Intestinum von großer 

Wichtigkeit (Schütte et al. 2014), Kallikrein jedoch in der Haut und Geweben 

mesenchymalen Ursprungs (Ohler et al. 2010). 

Basierend auf der Kristallstrukturanalyse der Ektodomäne humanen Meprin β zeigten 

Arolas et al. im Jahr 2012, dass die Aktivierungsdomäne an der Aminosäurenposition 

Arginin 61 (Arg61) große Nähe zur Zelloberfläche aufweist (Arolas et al. 2012). 

Becker-Pauly und Pietrzik brachten daher die Vermutung an, dass Meprin β in 

seinem membrangebundenen Zustand nicht von gelösten Enzymen aktiviert werden 

kann, da nicht einmal Trypsin dazu in der Lage ist (Becker-Pauly und Pietrzik 2016).  

Im Jahr 2015 zeigten Untersuchungen, dass Meprin β durch das 

membrangebundene Enzym Matriptase 2 in seinen aktiven Zustand überführt 

werden kann. Dies geht auch mit einer erhöhten Prozessierung von APP einher 

(Jäckle et al. 2015). Des Weiteren konnte dargestellt werden, dass die Matriptase 2 

auch selbst mit APP interagieren und durch es gehemmt werden kann (Beckmann et 

al. 2016). 
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Doch nicht nur die Abspaltung des Propeptids scheint Einfluss auf die Aktivität von 

Meprin β zu haben, sondern auch die Struktur von APP selbst. Posttranslationale 

Modifikationen können die Prozessierung und die Bildung von Aβ beeinflussen. 

Sieben solcher Modifikationen bis bereits bekannt. Eine davon ist Ser-675 (APP695) 

welche eine Phosphorylierung in der zytoplasmatischen Domäne von APP darstellt. 

Diese verändert das Gleichgewicht in der APP-Prozessierung und führt zu einer 

erhöhten Aktivität von Meprin β und einer erniedrigten Aktivität von Meprin α, was zu 

einer verstärkten Bildung von Bildung von Aβ(2-40/42) führt (Menon et al. 2019; 

Armbrust et al. 2024a). In Mausmodellen konnte auch verdeutlicht werden, dass ein 

knock out für Meprin β bei Mäusen zu einer Reduktion der Aβ Produktion kommt 

(Marengo et al. 2022). Auch Phosphorylierung am Molekül wirkt sich auf seine 

Aktivität aus (Armbrust et al. 2021).  

Neutralisiert wird Meprin β durch ein bereits wohl bekanntes Molekül, A Disintegrin 

and metalloproteinase domain-containing protein 10 (kurz ADAM 10), welche auch 

die α-Sekretase für APP darstellt, löst Meprin β von der Zelloberfläche ab (Jefferson 

et al. 2013; Scharfenberg et al. 2019) . Gelöstes Meprin β ist nicht in der Lage eine β-

Sekretase-Funktion auszuüben (Bien et al. 2012). 

Als alternative β-Sekretase stellt Meprin β einen wichtigen Faktor in der 

Pathophysiologie des Morbus Alzheimer dar und macht eine genauere Erforschung 

seiner Regulation und beeinflussenden Faktoren unabdingbar (Scharfenberg et al. 

2019). 

So kann die Entwicklung monoklonaler Antikörper sich nicht nur allein gegen    

Meprin β selbst, sondern auch gegen seine regulierenden Faktoren in der 

Entwicklung einer Therapie von Vorteil sein. 

 

2.4 Monoklonale Antikörper 

Antikörper sind ein integraler Bestandteil der humoralen Immunabwehr. Sie 

ermöglichen es Antigene hochspezifisch zu erkennen und nicht kovalent zu binden. 

Die Bindung des Antikörpers macht das Antigen für zelluläre Immunzellen sichtbar, 

was auch als Obsonierung bezeichnet wird (Behring 1890; Scott et al. 2012; 

Campbell D. H. et al. 1943). Das Antigen kann dadurch endozytiert und degradiert 

werden. Ersten Anhalt für ihre Existenz lieferten Behring und Kitasato schon im Jahr 

1890 (Behring 1890).  
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2.4.1 Molekulare Struktur und physiologischer Hintergrund 

Die Y-förmigen Proteine werden durch aktivierte B-Zellen produziert (Fragraeus 

1948). Ihre molekulare Struktur konnte durch die Arbeit Porter und Edelman 

beschrieben werden (PORTER 1959; EDELMAN und POULIK 1961). Die 

Entwicklung der ELISA-Technologie im Jahr 1971 machte es zudem möglich 

spezifische Antikörper zu identifizieren und ihre Bindungseigenschaften zu 

untersuchen (Engvall und Perlmann 1971). 

Die molekulare, Y-förmige Struktur eines Antikörpers setzt sich aus vier 

Polypeptidketten zusammen. Jeweils zwei identischen schweren Ketten und zwei 

leichten. Alle bestehen aus vier Untereinheiten. Die beiden Arme des Y bilden das 

antigen-binding fragment (Fab), welches die variable Domäne enthält, die an das 

Antigen binden kann (Han et al. 2025). Den Stamm bildet die Fc Region (fragment 

crytallizable). Diese bestimmt über die Antikörperklasse bzw. seinen Isotyp. (Moorthy 

et al.; Abdeldaim und Schindowski 2023) Die Arme, sowie der Stamm sind mittels 

Disulfidbrücken miteinander verbunden. Durch die Auflösung dieser Brücken zerfällt 

der Antikörper in seine Ketten und es bildet sich das klassische Muster in der 

Polyacrylamidelektrophorese aus. Es zeigen sich so zwei Banden bei 50kDa und 

zwei bei 20kDa. (Roux 1999; Alkan 2004). 

2.4.2 Herstellung monoklonaler Antikörper 

Monoklonale Antikörper (mAbs) sind labortechnisch hergestellte Moleküle, welche 

die Fähigkeit besitzen eine Zielstruktur hochspezifisch zu erkennen (Bilal Malik, 

Abhijeet Ghatol 2024). Sie imitieren damit die Fähigkeit der vom Immunsystem 

produzierten Antikörper (Danaher Liife Scinces 2024). Ihre Entdeckung 

revolutionierte die moderne Medizin und findet mittlerweile in vielen Fachbereichen, 

darunter der Krebsforschung, der Immunologie und der Infektiologie, seine 

Anwendung (Kothari et al. 2024; Singh et al. 2023; Alkan 2004). 

Die Lebenszeit einer Antikörper produzierenden B-Zelle ist begrenzt (Alkan 2004). 

Daher entwickelten Köhler und Milstein eine Technologie, die nicht nur mAbs in 

großer Menge produzieren kann, sondern dazu noch immortale Antikörper 

produzierende Hybridzellen erzeugt (Köhler und Milstein 2005). Bei der Herstellung 

dieser Hybridomazellen wird in einen Donororganismus, meistens Mäuse, das 

Antigen injiziert, gegen das man einen Antikörper entwickeln möchte. Durch das 

Antigen werden in dem Organismus B-Zellen aktiviert und sie beginnen nach einer 

gewissen Inkubationszeit Antikörper zu produzieren. Vier Tage nach der letzten 
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Inkubation wird dem Organismus die Milz entnommen und B-Zellen mittels 

Dichtegradientenzentrifugation isoliert. 

Als nächstes findet eine Fusion der B-Zellen mit unsterblichen Myelomzellen statt, 

die entweder chemisch mittel Polyethylenglykol (PEG) oder mittels Elektrofusion 

durchgeführt wird. 

Nach der Fusion entstehen neben stabilen Hybridomazellen auch dysfunktionale 

Zellen. Diese kann man durch eine Inkubation im HAT Medium selektieren und nur 

stabile Zellen bleiben übrig. Jedoch nicht jede dieser Hybridomazellen produziert 

einen Antikörper und noch weniger den gewünschten. Man geht davon aus, dass aus 

einer Hybridomazellkultur von ca. 10.000 Hybridomazellen nur wenige 100 einen 

gewünschten Antikörper produzieren können. (Köhler und Milstein 2005). Durch 

mehrere Verdünnungsschritte werden nun die Zellen vereinzelt und auf ihre jeweilige 

Antigenspezifität geprüft. Der Antikörper wird von der Zelle in das umliegende 

Nährmedium sezerniert und kann so gewonnen werden. (James und Bell 1987) 
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3. Material 

3.1 Eukaryotische Zellen 

- HEK293T von Cannon und Schrittmacher 1993 

3.2 Plasmide 

3.2.1 Expressionsplasmide zur Zelltransfektion 

- pCMV6-Entry-meprin-beta                                                   Origene, Rockwood 

- pCMV-Leervektor                                                      Fisher Scientific, Schwerte 

3.3 Antikörper 

3.3.1 Primäre Antikörper 

Bezeichnung Spezies Typ Verdünnung Hersteller/Referenz 

Anti α-Tubulin Maus monoklonal 1:1000 in 
5%iger Milch 

ThermoFisher, 
Darmstadt 

Anti-human 
Meprin β 

Ziege polyklonal 1:1000 in 
5%iger Milch 

R&D Systems 

8D5 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

19F5 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

7D10 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

18A6 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

17E7 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

9BP Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

6H11 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

1YFS Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

7D2 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

10G12 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

7H1 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

8E3 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

2C3 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

19DS Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

12F9 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 
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6E7 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

18C7 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

16D4 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

14D5 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

21F5 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

9G3 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

1SE4 Maus monoklonal 1:10 in TBST Karsten Korth, AG 
Pietrzik, Mainz 

 

Tab. 1: Liste der verwendeten primären Antikörper 

3.3.2 Sekundäre Antikörper 

Bezeichnung Konjugat Verdünnung Hersteller 

Anti-Ziege-IgG HRP 1:10.000 in 5%iger 
Milch 

ThermoFisher, 
Darmstadt 

Anti-Maus-IgG HRP 1:10.000 in 5%iger 
Milch 

ThermoFisher, 
Darmstadt 

 

Tab. 2: Liste der verwendeten sekundären Antikörper 

3.4 Reagenzien 

3.4.1 Chemikalien 

- Acrylamid 40%/Bisacrylamid                          Roth, Karlsruhe 

- Ammoniumpersulfat (APS)                             Sigma, Deisenhofen 

- Ammoniumchlorid                                           Roth, Karlsruhe 

- DMSO                                                             Roth, Karlsruhe 

- Ethanol                                                            Roth, Kalsruhe 

- Ethidiumbromid                                               Sigma, Deisenhofen 

- Fötales Kälberserum                                       Gibco Paisley, Schottland 

- Igepal (NP40)                                                  Sigma, Deisenhofen 

- Isopropanol                                                      Roth, Karlsruhe 

- Magermilchpulfer                                             Ralphs, Kalifornien 

- Natriumazid (NaN3)                                          Merck, Darmstadt 

- PBS                                                                  Gibco Paisley, Schottland 

- Poliethylenimine (PEI) 
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- Poly-L-Ornithin                                                 Merck, Darmstadt 

- Ponceau S                                                        Roth, Karlsruhe 

- Protease Inhibitor                                             Roche, Mannheim 

- Rinderalbumin (BSA)                                       Pierce, Bonn 

- Sodiumdodesulfat (SDS)                                 BioRad, München 

- Trypsin/EDTA                                                  Gibco Paisley, Schottland 

- Tween 20                                                         Sigma, Deisenhofen 

 

 

 

3.4.2 Zellkulturmedium 

- DMEM                                                                                Gibco/BRL,Eggstein 

- OptiMEM™                                                                        Gibco, Eggstein 

3.4.3 Antibiotika 

- Penicillin/Streptomycin                                                       Invitrogen, Karlsruhe 

3.4.4 Reagenzienzusätze (Kits) 

- BCA 200 Protein Assay Kit                                                 Pierce, Bonn 

- Immobilon Western Reagenzien A und B                           Merck, Darmstadt 

3.5 Software 

- Adobe Photoshop CS4 

- ADAP 1.6 

- GraphPad Prism 4 

- Image Reader LAS-3000 

- Image J 

- Microsoft Word 

- Microsoft Exel 

3.6 Geräte und Laborhilfsmittel 

- Agarose Gelelektrophorese System Agagel Mini Biorad, München 

- Aspirator                                                                Starlap, Hamburg 

- Heracell 240i-Inkubator                                         Thermo Scientific, Dreirich 

- Erlenmeyerkolben                                                 Schott, Mainz 

- Flachbettschüttler Rocky®                                    Förbel Labortechnik, Lindau 
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- Flachbettschüttler Unitwist-RT                              UniEquib, Planegg 

- Gefrierschrank -80°C                                            Haraeus, Hanau 

- Gefrierschrank -20°C                                            Liebherr, Kirchoff 

- Heizblock                                                              Eppendorf, Hamburg 

- Kühlschrank +4°C                                                 Liebherr, Kirchoff 

- LAS-3000 FujiFilm                                                FujiFilm, Fuji, Japan 

- LEDetect96 Photometer                                       Anthos Mikrosysteme, 

                                                                              Burkamp 

- Lichtmikroskop Axiovert 25                                   Zeiss, Oberkochen 

- Lichtmikroskop Olympus CKX41                          Evident, Hamurg 

- Magnetrührer MR 3000D                                      Heidolph, Schwabach 

- Mikrowelle                                                             Medion, Essen  

- Mini Protean III Gel und Transblot System           Biorad, München 

- Mini Protean III Western Transblot System          Biorad, München 

- Mr Frosty™ Gefrierbehälter                                  ThermoFisher; Darmstadt 

- Pasteurpipetten                                                     Roth, Karlsruhe 

- Pipetten 1µl-1000µl                                               Gilson, Limburg-Offheim 

- Pipettierhilfe                                                           Thermo Scientific, Dreirich 

- Spektrometer                                                         Eppendorf, Hamburg 

- Sterilbank Herasafe                                               Hereaus, Hanau 

- Sterilbank Safemate 1.2 Version                           Euroclone, Pero, Italien 

- Thermocycler T3                                                   Biometra, Göttingen 

- Thermomixer 5436                                                Eppendorf, Hamburg 

- Ultratiefkühlschrank Forma™ -86°C                     ThermoFisher, Darmstadt 

- Vortexer                                                                VWR, Darmstadt 

- Waage Mettler AE160                                           Mettler Toledo, Gießen 

- Waage Denver Instrument XP-1500                     Fisher Scientific, Schwerte 

- Wasserbad GFL 1056                                           GFL, Burgwedel 

- Zentrifuge Universal 320R                                     Hettich, Tuttlingen 

- Zentrifuge Mikro 200R                                           Hettich, Tuttlingen 

3.7 Verbrauchsmaterialien 

- Einmalhandschuhe Kunststoff                                Roth, Karlsruhe 

- Einmalhandschuhe Latex                                       Roth, Karlsruhe 

- Einmalhandschuhe Nitril                                         VWR, Darmstadt 
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- Filterpapier                                                              Schleicher & Schuell 

                                                                                      Dassel 

- Gewebekulturschalen (ᴓ6cm und 10cm)                TPP,Trasadingen,Schweiz 

- Glaspipetten 5-25ml                                                VWR, Darmstadt 

- Kryoröhrchen                                                           Apogent, Wiesbaden 

- Nirtrocellulosemembran Protan                               Schleicher & Schuell, 

                                                                                            Dassel 

- Pipettierspitzen 0,1-1000µl                                      Starlab, Ahrensburg 

- Plastikpipetten 10ml                                                TPP, Trasadingen, Schweiz 

- Eppendorfreaktionsgefäße 1,5 und 2ml                   Eppendorf, Hamburg 

- Falcon Plastikröhrchen 15 und 50ml                        Greiner, Frickenhausen 

- Zellspachtel                                                             TPP, Trasadingen, Schweiz  

3.8 Puffer und Lösungen 

3.8.1 Lösungen und Medien für die Zellkultur 

DMEM Komplettmedium für HEK293T 

- 500ml DMEM Medium 

- 10ml 10%iges Fetales Kälberserum (FCS) 

- 5ml Natriumpyrovat 

- 100 U/l Penicillin und 100µg Streptomycin 

Gepufferte Salzlösung (PBS) 

- 137 mM NaCl 

- 2,7 mM KCl 

- 10 mM NaH2PO4 

- 1,8 mM KH2PO4 

Medium für die Kryokonservierung 

- 10% (v/v) DMSO mit dem jeweiligem Zellkulturmedium 

 

3.8.2 Puffer und Lösungen für die Polyakrylamid-Gelelektrophorese und Western-

Blot 

4x Laufpuffer (pH 8,8) 

- 1,5M Tris Base 
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- 0,4% SDS 

Sammelpuffer (pH 6,8) 

- 0,6M Tris Base 

- 0,4% (w/s) SDS 

SDS-Page Laufpuffer (pH 8,3) 

- 25mM Tris Base 

- 192mM Glycin 

- 0,1% (w/s) SDS 

10x Blotpuffer 

- 25mM Tris Base 

- 192mM Glycin 

- H2Odd 

Poncau S 

- 0,2% (w/v) Ponceau S 

- 3% (v/v) Trichloressigsäure  

- H20dd 

Blockierungspuffer 

- 1x TBS-T 

- 5% (w/s) Magermilchpulver 

SDS-Probenpuffer 

Roti®Load der Firma Carl Roth 

- 8% SDS 

- 20% β-Mercpto-Ethanol 

- 40% Glycerol 

- 0,015% Bromophenolblau 

- phosphatgepuffert 

 

3.8.2 Puffer und Lösungen für die Proteinbiochemie 

10x Tris gepufferte Salzlösung (TBS) pH 7,4 

- 1,37 M NaCl 

- 27 mM KCl 

- 0,25 M Tris-Base 

- ddH2O 



 

41 
 

Tris-gepufferte Salzlösung mit Tween20 (TBS-T) 

- 1x TBS 

- 0,05% (v/v) Tween 

NP40-Puffer 

- 50 mM Tris 

- 150 mM NaCl 

- 1% NP40 Lysepuffer 

- 0,02% NaN3 

Lysis-Puffer 

- NP40-Puffer Lysepuffer 

- 1x Protaseinhibitor 

- ddH2O 
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4. Methoden 

4.1 Zellbiologische Methoden 

4.1.1 Kultur eukaryotischer Zellen 

Die Arbeit an der Zellkultur erfolgt unter aseptischen Bedingungen unter einer 

Sterilbank. Kulturmedien werden vor dem Benutzten in einem Wasserbad auf 37°C 

erwärmt. Dem Kulturmedium (hier DMEM) wurde vor Gebrauch 1% Natriumpyrovat, 

Penicillin/Streptomycin und 10%iges Fetales Kälberserum (FCS) hinzugefügt. 

Im Brutschrank werden die Zelllinien bei 37°C, 5% CO2  und 95% Luftfeuchtigkeit 

kultiviert. 

Für die Versuche in dieser Arbeit werden Human Embyronal Kidneycells (HEK) 293T 

verwendet. 

Eine Wachstumskontrolle unter dem Mikroskop und ein Wechsel des Kulturmediums 

erfolgte alle drei Tage. 

Alle nicht steril abgepackten Materialien sowie Oberflächen der Sterilbank werden 

vor und nach Benutzung mit 70%igem Ethanol desinfiziert, um eine Verunreinigung 

der Kultur sowie des Arbeitsbereiches zu vermeiden.  

4.1.1.1 Auftauen und Kulturanlage von eukaryotischen Zellen nach Lagerung in 

flüssigem Stickstoff 

Um Zelllinien über längere Zeit lagern zu können werden diese bei einer Temperatur 

von -196°C eingefroren. Diese nun, zur weiteren Kultur, aufzutauenden Zellen 

bedürfen eines bestimmten Auftauprozesses. 

 

- Universal 32 Hettich® 

- Wasserbad GFL 1056® 

- Aspirator Star Lab Instruments® 

- s@fe mate 1.2 vision Bio Air a eurolone® devison 

- Heracell 240i CO2 Incubator – Thermo Scietific® 

- Kulturmedium 

- HEK293T 

- Falcon Gefäße 

Das Eppendorf Gefäß wird unter den geltenden Sicherheitsbestimmungen aus dem 

Stickstofftank entfernt und der Probe einige Milliliter warmen Kulturmediums 
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hinzugegeben. Durch stetiges Resuspendieren werden die Zellen in Lösung gebracht 

und Stück für in ein 10ml Falcon Gefäß überführt. Dieses wird nun mit Kulturmedium 

auf 10ml aufgefüllt. 

Anschließend wird das Gefäß für vier Minuten bei 1000 Rotationen pro Minute 

zentrifugiert. Der Supernatant, in welchem noch Reste des zur Kryokonservierung 

nötigen Dimethylsulfoxid (DSMO) enthalten sind, werden mithilfe eines Aspirators 

abgesaugt. Dem verbleibenden Pellet wird 10ml frisches Medium hinzugefügt und so 

suspendiert, bis der Pellet sich vollständig aufgelöst hat. Die nun im Medium 

gelösten Zell werden samt Medium auf eine Gewebekulturschale von 10cm 

Durchmesser überführt. 

Diese wird nun für 24 Stunden im Inkubator bebrütet. Eine Kontrolle des Wachsens 

der Zellen und ein erster Mediumwechsel erfolgen nach 24h Inkubation. 

 

4.1.1.2 Passagieren von eukaryotischen Zellen 

In Abhängigkeit von der Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen müssen diese alle 

zwei bis vier Tage passagiert werden. Eine Prüfung der Notwendigkeit des 

Passagierens erfolgt optisch mithilfe des Mikroskops. 

Zellen können nur bis zu einer bestimmten Dichte in einer Monoschicht wachsen. 

Durch eine Kontaktinhibition werden diese beeinträchtigt, was bis zum Absterben der 

Kultur führen kann. 

HEK923T bilden zwar adhärente Strukturen zur Oberfläche der Kulturschale aus, 

jedoch sind diese nicht stark genug, um leichter mechanischer Krafteinwirkung 

widerstehen zu können. Um einer Beeinträchtigung der Zellen durch das sonst 

verwendete Trypsin/EDTA zur Auflösung der Zellen von der Oberfläche 

entgegenzuwirken, wurde hier auf dieses verzichtet. Die Zellen werden durch 

vorsichtiges Abspülen des Zellrasens mit Phosphat Gepufferter Salzlösung (PBS) 

von der Oberfläche abgelöst. 

- Kulturmedium 

- PBS 

- Universal 32 Zentrifuge  - Hettich® 

- Olympus CKX41 – Olympus livescience® 

- Aspirator – Star Lab Smart Instruments® 

- Falcongefäße  

- Kulturschalen (10cm Durchmesser) 
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- Glas Absaugpipetten 

- s@fe mate 1.2 vision Bio Air a eurolone® devison 

 

Das alte Kulturmedium wird mithilfe des Aspirators abgesaugt und Kultur unter 

leichtem Schwenken mit PBS gewaschen, um totes Zellmaterial aus dem Zellrasen 

herauszulösen. Anschließend wird 10ml frisches Medium hinzugegeben. Durch 

resuspendieren wird der Zellrasen nach und nach abgelöst und die Zellen in Lösung 

gebracht. Diese wird in ein 15ml Falcon Gefäß überführt und vier Minuten mit 1000 

Rotationen pro Minute zentrifugiert. 

Durch die Zentrifugation bildet sich am Boden des Gefäßes ein Pellet, in dem die 

Zellen aus der Kultur enthalten sind. Der dabei ebenfalls entstehende Supernatant 

wir abgesaugt und der Pellet in fünf Milliliter frischem Medium gelöst. 

Im Anschluss werden 1 Milliliter dieser Zellsuspension auf eine neue Kulturplatte 

aufgetragen und die Zellen durch sanftes Schwenken verteilt. Am Ende wird die 

Kulturplatte auf eine Verdünnung von 1:10 mit frischem Medium aufgefüllt.  

 

4.1.1.3 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen 

Um Zellen über einen längeren Zeitraum lagern zu können, müssen diese in einem 

Tank mit flüssigem Stickstoff bei -196°C gelagert werden. 

- Mr. FrostyTM Gefrierbehälter – TermoFisher Scientivic® 

- FormaTM  -86°C Ultratiefkühlschrank – TermoFisher Scientific 

- Universal 32 Hettich® 

- DSMO 

- PBS 

- Kulturmedium 

- Kryoröhrchen 

- Falcon Gefäße 

 

Zunächst wird die Kultur, wie beim Passagieren (siehe Kapitel 4.1.1.2 Passagieren 

von eukaryotischen Zellen), mit PBS gewaschen und mit frischem Kulturmedium von 

der Oberfläche der Kulturschale abgelöst. 

Die daraus entstehende Zellsuspension wird in ein 15ml Falcon Gefäß transferiert 

und vier Minuten mit 1000 Rotationen pro Minute zentrifugiert. 
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Auch hier wird der Supernatant abgesaugt. Um eine hohe Konzentration an Zellen in 

der einzufrierenden Zellsuspension zu erhalten, wird das Pellet in zwei Millilitern 

frischen Mediums gelöst. 

In das für die Kryokonservierung vorgesehene Kryoröhrchen werden 900µl der 

Suspension gegeben und 100µl Dimethylsulfoxid (DSMO) hinzugefügt. DSMO 

verhindert das Entstehen von Eiskristallen und dient somit den Zellen als 

Frostschutzmittel.  

Um die Zellen durch den Einfrierprozess keinen zu großen Schaden zuzufügen, 

werden sie mithilfe der Kühlbox Mr. FrostyTM von ThermoFisher® Scientific im 

Eischrank über 24 Stunden auf -80°C heruntergekühlt. Anschließend erfolgt die 

Überführung in den Stickstofftank.  

4.1.1.4 Bestimmung der Zellzahl in einer Kultur mithilfe der Neubauerkammer 

Um eine bestimmte Menge an Zellen auf eine Zellkulturplatte auszusähen, wie es für 

eine transiente Transfektion (siehe Kapitel 4.3.1 Transiente Transfektion von 

eukaryotischen Zellen) nötig ist, wurde hier die Methode nach Neubauer angewandt. 

Dabei wird die Zellkultur in Suspension gebracht und verdünnt. Mithilfe 

Neubauerkammer können die Zellen in einem Raster gezählt werden und so die 

Zellzahl der Kultur mathematisch bestimmt werden. 

- Neubauerkammer 

- 10ml Falcon Gefäß 

- 1,5ml Eppendorf Gefäß 

- Olympus CKX41 – Olympus livescience® 

- s@fe mate 1.2 vision Bio Air a eurolone® devison 

 

Durch Resuspendieren wird der Zellrasen von der Oberfläche der Zellkulturschale 

abgelöst und die Zellen im Medium gelöst. Diese Suspension wird in ein 10ml Falcon 

Gefäß überführt woraus 100µl entnommen werden und in ein Eppendorf Gefäß mit 

900µl frischen Mediums transferiert. 

Aus diesem Gefäß wird die Neubauerkammer mithilfe einer Pipette befüllt. Zu 

beachten ist, dass die Neubauerkammer lediglich 0,1µl zu fassen vermag. 

Mithilfe des Mikroskops können nun die Zellen in den vier Rastern gezählt und die 

Zellzahl der Kultur berechnet werden. 

Nach folgendem Prinzip wurden die Zellzahlen in den hier durchgeführten Versuchen 

berechnet: 
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Z x VF x V x 104 = Gesamtzahl der Zellen im Gesamtvolumen 

 

Z    = Mittelwert der Zellzahlen aus allen vier Rastern 

VF  = Verdünnungsfaktor (hier VF = 10) 

V    = Volumen in denen die Zellen gelöst sind (hier 10ml) 

104 = Kammerfaktor, welcher sich aus dem Fassungsvermögen der 

Neubauerkammer ergibt (hier 0,1µl).  

Das Einbeziehen des Kammerfaktors ermöglicht kann die ermittelte  

Zellzahl auf einen Milliliter bezogen werden.                                                                                                      

 

4.2 Proteinbiochemische Methoden 

4.2.1 Zelllyse 

Um Membran- und zytosolische Proteine in der SDS-Gelelektrophorese nach ihrer 

Größe auftrennen zu können, muss lipidhaltige Membran der Zelle aufgelöst werden. 

Dies geschieht mithilfe des hier verwendeten NP40 Lysepuffers. Um die 

Denaturierung und den Abbau der Proteine durch zytosolische Protasen zu 

verhindern, werden fast alle Arbeitsschritte auf Eis durchgeführt und ein 

Proteaseinhibitor hinzugefügt. 

- Eiswanne mit Eis 

- Zellschaber  

- Vortex Mixer  - VWR® 

- Mikro 200 – Hettich Zentrifugen® 

- NP40 Lysepuffer 

- Proteaseinhibitor (PI) – Merck® 

- PBS 

- Waage Mettler AE 160 - Mettler® 

 

Die dicht gewachsene Zellkultur wird auf Eis gelegt und das Medium mit einem 

Vakuumaspirator entfernt. Um apoptotische Zellen zu entfernen wird zwei Mal mit 

500µl eiskalten PBS gewaschen. Unter Zugabe von einem Milliliter PBS wird der 

Zellrasen mit einem Zellschaber von der Oberfläche der Kulturplatte abgeschabt und 
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unter wiederholten Resuspendieren in ein Eppendorf Gefäß überführt. Es folgt eine 

vierminütige Zentrifugation mit 14.000 Rotationen pro Minute bei 4°C. 

Der Überstand wird abgesaugt und das verbleibende Pellet mithilfe einer Feinwaage 

gewogen. Nun wird massenadaptiert der Lysepuffer NP40 (4µl/mg) und 

Proteaseinhibitor (1/50 des Gesamtgewichts) dem Pellet hinzugefügt. Über 20 

Minuten wird auf Eis inkubiert und alle fünf Minuten gevortext. Der hierbei 

entstehende Überstand enthält nun die freien Proteine. Dieser wird in ein frisches 

Eppendorf Gefäß überführt und bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C eingefroren. 

 

4.2.2 Herstellung von Gewebelysaten aus Niere und Gehirn von Mäusen 

Wie schon bei schon im Kapitel 4.2.1 Zell Lyse beschrieben, geht es auch bei der 

Herstellung von Gewebelysaten und die Auflösung der Membranstruktur der Zelle. 

Der Arbeitsvorgang ist hier der Zell Lyse recht ähnlich jedoch unterscheidet er sich in 

einigen Punkten. 

Das Organ wird mit einer Feinwaage gewogen, um die zu applizierende Menge 

Lysepuffer (hier Radioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA)) und 

Proteaseinhibitor berechnen zu können. 

Jetzt werden Organ und Pufferlösung in einen manuellen Homogenisierer gelegt und 

mit einer bestimmten Anzahl von Hüben (Niere 40 Hübe; Gehirn 30 Hübe) 

homogenisiert. Auch wird über 20 Minuten auf Eis inkubiert und alle fünf Minuten 

gevortext. Danach wird das Lysat in ein Eppendorf Gefäß überführt und für 20 

Minuten mit 14.000 Rotationen pro Minute bei 4°C zentrifugiert. 

Der der Überstand wird in ein frisches Eppendorf Gefäß überführt und das 

zurückbleibende Pellet verworfen. Das Lysat wird bis zur weiteren Benutzung bei -

20°C eingefroren. 

4.2.3 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in den verwendeten Zell- und 

Gewebelysaten wurde mithilfe eines BCA-Test-Kids der Firma Pierce ein BCA-Assay 

nach Smith (P. K. SMITH,* R. I. KROHN, G. T. HERMANSON, A. K. MALLIA, F. H. 

GARTNER 1985) durchgeführt. 

Die auf einer Biuret-Reaktion basierende Methode nutzt die Reduktion von 

Kupferionen durch Komplexbildung von Proteinen mit Kupferionen im alkalischen 
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Milieu. Die Reduktion von Cu2+ zu Cu+ führt zu einer Komplexbildung mit Bichinolin-4-

Carbonsäure (BCA), welche aus je einem Kupferion und zwei Bichilonmolekülen 

bestehen. 

Da so die Proteinkonzentration in proportionalen Zusammenhang mit der Bildung von 

Chelatkomplexen steht, kann mit einem Photometer aus der Extinktion aus die 

Proteinkonzentration geschlossen werden. 

Eine Eichgerade zur Referenz wird mit Bovinem Serumalbumin (BSA) angelegt. Die 

entsprechenden Pipettierschemata sind im folgenden Prozessablauf aufgeführt. 

- BCA-Test-Kid von Pierce® Reagenz A und B 

- Bovines Serumalbumin (BSA) 

- dH2O 

- Thermomixer 5436 von Eppendorf® 

- Vortex Mixer von VWR® 

- Photometer von Atos Mykrosystem GmBh® 

- Software: ADAP 1.6 Labtec Instruments 

Zuerst wird der BSA-Ansatz nach folgendem Pipettiershema hergestellt: 

Endkonzentration 
[µg/ml] 

dH2O [µl] BSA-Standard 1mg/ml 
[µl] 

0 50 0 

0,1 45 5 

0,2 40 10 

0,3 35 15 

0,4 30 20 

0,5 25 25 
Tab. 3: Pipettierschema zur Herstellung des BSA-Ansatzes 

Die zu untersuchenden Proben werden mit destilliertem Wasser (dH2O) auf ein 

Verhältnis von 1:50 verdünnt (5µl Proteinprobe+ 45µ dH2O). 

Zu den Proben wie zu den Proben der BSA-Standartreihe werden je 1ml der 

Reaktionslösung gegeben. Diese besteht aus dem Reagenz A (BCA) und Reagenz B 

(4% CuSO4+ 5H2O) welche im Verhältnis 1:50 zusammengemischt werden. 

Nun werden allen Proben für 30 Minuten im Shaker unter leichtem Schütteln bei 

60°C inkubiert. 

Im Anschluss erfolgt die Bestimmung der Extinktion bei 562nm der Proben im 

Doppelansatz mithilfe des Photometers. 
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4.2.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Die SDS-PAGE nach Lämmli findet bis heute häufige Anwendung in der Analyse von 

Proteinen. Dabei wird sich das Verhalten der Proteine im elektrischen Feld zu Nutze 

gemacht. 

Durch das im Gel enthaltene Acrylamid und Bisacrylamid entsteht ein feinmaschiges 

Netz, welches von den Proteinen aufgrund ihrer Größe verschieden gut passiert 

werden kann. Je höher sein Anteil am Gesamtvolumen des Gels, desto kleiner sind 

die Maschen und kleine Proteine können das Gel schneller passieren als größere. 

Da Proteine durch die Summe der isoelektrischen Punkte seiner Aminosäuren eine 

eigene Ladung besitzen, ist auch ihre Wanderungsrichtung verschieden. Um diese 

Ladungsunterschiede zu überdecken, wird SDS (Natriumdodecylsulfat) als 

anionisches Detergens verwendet. Dieses überdeckt die Eigenladung der Proteine, 

indem es sich, selbst stark negativ geladen, an die Proteine anlagert. Dadurch 

wandern alle Proteine in eine Richtung und können so nach ihrer Größe ohne 

Einfluss der Eigenladung im Gel aufgetrennt werden. 

Für alle Versuche wurden Minigelsysteme der Firma BioRad 10% mit 1,5mm Dicke 

und 15 well verwendet. Die Taschengröße beträgt 40µl/well. 

Diese diskontinuierlichen Gele bestehen aus einem großporigen Trenngel (geringer 

Anteil von Bisacrylamid), in welchem die Proteinproben aufgetragen werden und 

einem engporigen Trenngel, in welchem sich die Proben nach der Größe im 

elektrischen Feld auftrennen. 

 

4.2.4.1 Gießen von Polyacrylamidgelen 

Um Proteine ihrer Größe nach auftrennen zu können, wurden hier Polyacrylamidgele 

der Firma Biorad verwendet. Genauere Hintergründe zu SDS-Gelelekrophorese und 

der Beschaffenheit der Gele finden sie unter dem Kapitel 4.2.4 SDS-

Gelelektrophoerese. 

- Pipetten der Firma Eppendorf Research Plus® 

- S1 Pipett Filter von Thermo Scientific® 

- 4x Lauf-Puffer (1,5M Tris Base; 0,4% SDS; pH 8,8 

- 4x Sammel-Puffer (0,6M Tris Base; 0,4% SDS; pH 6,8) 

- 10% APS (Ammoniumpersulfat) 

- TEMED (N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin) 

- Isopropanol 
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- Zellstoff 

- Gießständer 

- Glasplatten mit Spacer 

- Taschenkamm 

- Falcon Gefäße 

 

Vor Beginn werden alle Materialien mit voll entsalzenem Wasser und 70% Ethanol 

gereinigt und mit Zellstofftüchern getrocknet, um mögliche Verunreinigungen durch 

vorherige Nutzer zu entfernen. 

Danach werden beide Glasplatten in den Gießständer gespannt. Sämtliche folgende 

Schritte werden unter einem Abzug durchgeführt. 

Pipettieren des Trenngels in ein 50ml Falcon Gefäß nach folgendem Schema: 

Entsalzenes H2O 5ml 

Acrylamid 40% (29:1) 2,5ml 

Laufpuffer pH 8,8 2,5ml 

APS 10% 100µl 

TEMED 10µl 
Tab. 4: Pipettierschema für Trenngele 

Mit Hinzugabe des TEMED als Polymerisationskatalysator beginnt das Acrylamid zu 

polymerisieren. Daher ist ein schnelles Pipettieren zwischen die beiden, im 

Geißständer eingespannten, Glasplatten angezeigt. 

Nach einfüllen des Trenngels wird Isopropanol hinzugegeben, um den Rand des 

Gels zu glätten und so eine gerade Trennung zum Sammelgel, welches später 

aufgegossen wird, zu erzielen. Nach Einfüllen des Isopropanol lässt man das Gel 15 

Minuten polymerisieren. 

Danach wird das Isopropanol abgegossen, letzte Reste mit einem Zellstofftuch 

entfernt und weitere 15 Minuten stehen gelassen. 

In dieser Zeit wird das Sammelgel angesetzt und nach Ablauf der Wartezeit auf das 

Trenngel aufgetragen. 

Entsalzenes H2O 1,563ml 

Acrylamid 40% (29:1) 312µl 

Sammelpuffer pH6,8 625µl 

APS 10% 25µl 

TEMED 5µl 
Tab. 5: Pipettierschema für Sammelgele 
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Ist das Sammelgel aufgetragen, wird der Kamm aufgesteckt und das ganze für 30 

Minuten bei Raumtemperatur polymerisiert. Anschließend wird das Gel in feuchten 

Zellstoff eingewickelt und in einer Luftdichten Tüte bei 4˚C bis zur Benutzung 

gelagert. 

In allen Versuchen wurde das Gel 20h gelagert, damit das Acrylamid voll 

auspolymerisieren kann. 

4.2.4.2 Probenvorbereitung für die SDS-Gelelektrophorese 

Um die, aus der Zelllyse und Gewebelyse gewonnen, Proteinlysate in der SDS-

Gelelektrophorese nach der Größe aufzutrennen, ist es notwendig, dass sie in ihrer 

Primärstruktur vorliegen. 

Dazu wird ein industriell hergestellter Ladepuffer der Firma Roth verwendet 

(ROTI®Load). Dieser enthält 4x Sodiumdodeyclsulfat (SDS) und β-

Mercaptoenthanol. Während das β-Mercaptoethanol die Tertiärstruktur des Proteins 

aufbricht, entfaltet das SDS das Protein weiter bis in seine Primärstruktur und sorgt 

für eine negative Ladung des Proteins. Neben diesen beiden Stoffen enthält der 

Puffer Glycerin, welches die Proteine beschwert und so ein Absinken dieser in die 

Probetasche des Polyacrylamidgels ermöglicht. 

Nach Zugabe des Probenpuffers werden die Proben im Thermoschaker Rocky 3D 

fünf Minuten bei 95°C inkubiert. 

Nach Abkühlung werden die Proben entweder direkt in ein Gel geladen, oder bis zur 

Weiterverwendung bei -20°C eingefroren. 

 

4.2.4.3 SDS-Gelelektrophorese 

Um spontaner Proteindegradierung entgegenzuwirken, werden die Proben auf Eis 

aufgetaut und anschließend mit einem Vortexer (hier: Analog Vortex Mixer 230V®) 

gemischt, um eine gleichmäßige Verteilung der Proteine in der Lösung zu erreichen. 

Danach werden die Proben in das Sammelgel aufgetragen und eine Spannung von 

80V angelegt. Diese Spannung wird gehalten, bis die Proben vom Sammelgel in das 

Trenngel übergetreten sind und sich eine Lauffront bildet. Dieser Vorgang dauert im 

Durchschnitt 15 bis 20 Minuten. In diesem Schritt wandern die Proteine 

größenunabhängig durch das Sammelgel. Erst mit dem Übergang in das Trenngel, 

werden Proteine der Größe nach aufgetrennt. Sind die Proben in das Trenngel 
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übergetreten, wird die Spannung auf 150V erhöht und solange gehalten, bis die 

Lauffront das Ende des Gels erreicht hat (meist 50min). 

 

4.2.5 Westernblotanalyse 

4.2.5.1 Western Blot und Naß-Blot-Verfahren 

Das Verfahren des Western Blots beschreibt die Übertragung der in der zuvor 

Polyacrylamidmatrix aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozelluslosemembran (W. 

NEAL BURNETTE 1981). Auch hier wird sich die negative Ladung der Proteine, die 

durch das Anheften von Sodiumdodecylsulfat (SDS) entstanden ist, zunutze 

gemacht. Durch hydrophobe Wechselwirkungen finden die Proteine beim Transfer in 

Richtung Anode Halt auf der Membran. Zusätzlich wird das angelagerte SDS 

abgetrennt und das Protein liegt nun „nackt“ auf der Membran vor. 

- Blotpuffer (25mM Tris; 192mM Gycerin; 10% Methanol; H2Odd) 

- BioRad Power Pac HC® 

- Eiswanne 

- Zuvor verwendete BioRad Gele 

 

Im Naßblottverfahren werden Gel und Membran, flankiert von zwei Whatmann-

Filterpapieren aneinandergelegt. Diese Schichtung erfolgt in einem Bad aus 

Blotpuffer um eine luftblasenfreie Adaption der Flächen zu gewährleisten, welche für 

das Ergebnis essenziell ist. In einen Bloteinsatz verpackt werden Gel, Membran und 

Filterpapiere in die Blotkammer gesetzt und diese mit Puffer aufgefüllt. 

Danach wird eine Spannung von 95V über zwei Stunden angelegt. Um einer 

Schädigung der Proteine und einer Störung des Transfervorgangs aufgrund der 

starken Wärmeentwicklung entgegen zu wirken, wird die gesamte Blotkammer in 

eine Eiswanne gestellt 

4.2.5.2 Anfärben der Proteine mit Ponceau S 

Um den Erfolg des Transfers auf die Nitrozellulosemembran zu Kontrollieren, wird im 

Anschluss eine Proteinfärbung mit Ponceu S vorgenommen. Dieses Färbeverfahren 

färbt unspezifisch alle auf der Membran befindlichen Proteine an (Sander et al. 

2019). Mit dem bloßen Auge kann hier eruiert werden ob mögliche Fehler in der 

Gelelektrophorese oder im Western Blot aufgetreten sind. Bei erfolgreichem 

Verfahren färben sich die Proteinbanden rötlich. 
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- Poncau S Lösung (0,2% Ponceau S; 3% Trichloressigsäure; H20dd) 

- Shaker Rochy 3D® 

- H2Odd 

- 1x TBST 

Die Membran wird mithilfe einer Pinzette aus dem Bloteinsatz entfernt und in eine mit 

Ponceau S befüllte Wanne gelegt und eine Minute unter leichtem Schwenken 

gefärbt. Anschließend wird die Membran entnommen und das überschüssige 

Ponceau S mit H2Odd abgespült. 

Nach der Erfolgskontrolle wird das Ponceau S mit 1x TBST unter kontinuierlichem 

Schwenken entfernt. Dies wird 3x für fünf Minuten wiederholt. 

 

 

 

Abbildung 3 beispielhafte Poncau S Färbung 

 

4.2.5.3 Blockierung unspezifischer Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran 

Da die Nitrozelluosemebran Proteine binden kann, müssen noch frei Bindungsstellen 

blockiert werden. Freie Bindungsstellen könnten zu einer unspezifischen Bindung der 

Antikörper, welche selbst Proteine sind, führen und so das Ergebnis verfälschen. Um 

dies zu unterbinden wird die Membran mit der Lösung aus TBST und 

Magermilchpulver inkubiert. 

- Schaker Rochy 3D® 

- Blocklösung (TBST, 5% Magermilchpulver) 

- TBST 

Mark      Kid k.o.         Kid wt       Brain wt      HEK+Mep   rek. Mep 

Abkürzungen: 

Mark: Marker (Prism Ultra Protein 

Ladder) 

Kid wt: Niere Wildtyp für Meprin β 

Kid k.o.: Niere knock out für Meprin 

β 

Brain wt: Gehirn Wildtyp für Meprin 

β 

HEK+Mep: transifizierte HEK-Zellen 

mit Meprin β 

rek Mep: rekombinates Meprin β 
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Membran wird eine Stunde unter konstantem Schwenken mit der Lösung inkubiert. 

Anschließend wird überschüssige Lösung mit TBST für drei mal fünf Minuten 

abgespült. 

4.2.5.4 Immunodetektion 

In den vorherigen Arbeitsschritten wurden die Proteine aus der Gelelektrophorese 

aus dem Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen.  

Diese Proteine und vor allem das gesuchte Meprin β lassen sich jedoch noch nicht 

mit dem bloßen Auge erkennen. 

Dafür nutzt man die Fähigkeit von Antikörpern Strukturen hochspezifisch zu 

erkennen und an sie zu binden. Ziel dieser Untersuchung ist in diesem Projekt nicht 

nur das Enzym Meprin β im Gehirn mittels eines Monoklonalen Antikörpers 

nachzuweisen, sondern eben einen solchen erst zu finden. 

Daher wurden in den Versuchen als primäre Antikörper die monoklonalen 

Einzelzellklone verwendet, die in vorherigen Arbeiten auf Zellkulturebene getestet 

wurden (Nancy Uhlig 2013a). 

Ein Primärer Antikörper (mouse@meprinβ) erkennt die Zielstruktur und bindet an 

diese. Um diese Bindung allerdings sichtbar zu machen wird ein sekundärer 

Antikörper, welcher den primären Antikörper speziesspezifisch bindet 

(donkey@mouse), verwendet, welcher mit einem Enzym an seinem Fc-Fragment 

gekoppelt ist. Dieses Enzym ist in der Lage eine Chemilumineszenzreaktion 

auszulösen, welche die markierten Proteinbanden erkennbar macht. 

Alternativ können auch primäre Antikörper bereits mit einem solchen Enzym 

gekoppelt sein, oder radioaktive Marker oder Fluophor tragen. 

- Primärer Antikörper - Monoklonale Einzelzellklone (mouse@meprinβ) 10ml; 

1:10 TBST -> 8D5; 19F5; 7D10; 18A6; 17E7; 9BP; 6H11; 1YFS; 7D2; 10G12; 

7H1; 8E3; 2C3; 19DS; 12F9; 6E7; 18C7; 16D4; 14D5; 21F5; 9G3; 1SE4; 

20CS 

- Sekundärer Antikörper – (donkey@mouse) 1:10.000 TBST+ Magermilchpulver 

+ 0.02% NaN3 

- TBST 

- Schaker Rochy 3D® 

- Kühlschrank 4°C 
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Die Membran wird unter kontinuierlichem Schwenken bei 4°C über 24 Stunden mit 

dem primären Antikörper inkubiert. Nach der Inkubation schließen sich drei 

Waschvorgänge mit TBST für je 5min an. Die Inkubation mit dem sekundären 

Antikörper wird bei Raumtemperatur für eine Stunde durchgeführt. Auch hiernach 

wird nach demselben Schema gewaschen wie beim primären Antikörper. 

Merke: 

Das Inkubieren des primären Antikörpers bei 4°C erfolgt, um unspezifisches 

Bindeverhalten des Antikörpers zu unterbinden. Daher wird dem System Energie in 

Form von Wärme entzogen. So können mehr Bindungen mit geringer 

Aktivierungsenergie (also spezifische Bindungen) zustande kommen. 

Die Waschschritte erfolgen, um überschüssige und schwach gebundene Antikörper 

zu entfernen und so störende Signale in der Chemilumineszenz zu minimieren. 

 

4.2.5.5 Chemiluminiszenznachweis 

Alle der hier verwendeten sekundären Antikörpern tragen das Enzym 

Meerrettichperoxidase (HRP- horse reddish peroxidase). Durch die Zugabe von 

bestimmten Substraten wird eine Reaktion enzymatisch beschleunigt, durch die ein 

lichtemittierendes Produkt entsteht. 

Diese ausgesendeten Lichtquanten können mit dem LAS-3000 Imager von Fujifilm® 

detektiert werden. Die so nun sichtbaren Proteinbanden ermöglichen nun die 

Lokalisation des gesuchten Proteins. 

Mehrere sekundäre Antikörper können an einen primären Antikörper binden, was 

eine Signalverstärkung bewirkt. Auch stellt die Belichtungszeit der Membran eine 

nützliche Methode zur Intensivierung des Lichtsignals dar. Die verschiedenen 

Belichtungszeiten der Proben sind im Ablauf weiter unten aufgeführt. 

- Inkubierte Nitrzellulosemembran 

- Immobilon Western® Reagenzien A und B  

- LAS-3000 Imager von Fujifilm® 

- Software: Image Reader LAS 3000® 
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Die Reagenzien A und B der Immobilon Western Lösung, welche vorher im 

Verhältnis 1:1 vermischt wurden, werden auf die Membran gegeben. Dabei werden 

die zwei Nierenproben je nach Bildqualität 30 bis 60 Sekunden belichtet. 

Da die Niere ein sehr proteinreiches Organ ist, sind hier nur sehr kurze 

Belichtungszeiten nötig um ein ausreichend starkes Signal zu erhalten. Signale aus 

den Proben Gehirn, HEK-Zellen und rekombinanten Meprin β benötigen jedoch 

längere Belichtungszeiten. 

Daher wurden Gehirn, HEK-Zellproben und rekombinantes Meprin β nochmals 

separat fünf bis 10min belichtet. 

In Anschluss werden die Reagenzien mit TBST heruntergewaschen. Die Membran 

wird in TBST eingelegt und bei 4°C gelagert.  

 

4.3 Molekularbiologische Methoden 

4.3.1 Transiente Transfektion von eukaryotischen Zellen 

Um Meprin β exprimierende HEK293T-Zellen zu generieren, wurde hier die Methode 

der transienten/vorübergehenden Transfektion genutzt. Das bedeutet, dass mittels 

eines Vektors DNA in eine Zielstruktur (hier HEK293T) eingebracht wird, um eine 

kurzfristige Exprimierung einer Zielstruktur zu erreichen. 

In diesem Versuch wird der Plasmid-Vektor pCMV6-Entry-Meprin-beta (Insert: 

MEP1B (Myc-DKK-tagged) Human Meprin A, beta) in HEK293T Zellen eingebracht. 

Dies erfolgt über die kationische Transfektion mit Polyethylenimin (PEI). Aufgrund 

seiner Ladung, welche durch viele Aminogruppen (R-NH2) zustande kommt, zeigt 

dieses Polymer eine hohe Affinität zu sauren DNA. 

Durch zelluläre Transportprozesse gelangt der Komplex aus PEI und DNA in die 

Zelle. Diese Vorgänge können noch verstärkt werden, indem man ein serumfreies 

Medium (hier Opti-MEM) zur Transfektion verwendet. Damit setzt man die Zelle 

einem Hungerprozess aus und die Zellmembran wird für die verwendeten Vektoren 

durchlässiger.  

- PEI (1µg/µl in dH2O; pH 7,2) 

- PBS 

- Poly-L-Ornithin 

- dH2O 

- Opti-MEM 
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- pCMV6-Entry-meprin-beta 

- pCMV-Leervektor 

- Kulturschalen (6cm Durchmesser) 

- Aspirator – Star Lab Smart Instruments® 

- s@fe mate 1.2 vision Bio Air a eurolone® devison 

- Heracell 240i CO2 Incubator – Thermo Scietific® 

 

Die Transfektion stellt für die Zelle einen belastenden Prozess dar, da durch die 

Verwendung des Hungermediums ein Mangelzustand erzeugt wird. Dies kann zur 

Ablösung der Zellen von Oberfläche der Kulturschale führen. Um dem 

entgegenzuwirken, werden die Zellen in eine Matrix aus Poly-L-Ornithin eingebettet. 

Dafür wird die Kulturschale speziell vorbereitet. In einer Verdünnung von 1:200 

werden 200ml Poly-L-Ornithin auf die Kulturschale aufgetragen und über 24 Stunden 

im Inkubator inkubiert.  

Nach Ablauf der Inkubationszeit wir die Kulturschale mit PBS gewaschen und 1 

Millionen HEK293T-Zellen auf ihr ausgesät. Diese Kultur wird inkubiert, bis sie eine 

Konfluenz von mehr als 80% erreicht hat. Hier dauerte dies etwas weitere 24 

Stunden. 

Nun wird das Nährmedium entfernt und durch Opti-MEM ausgetauscht. Die Kultur 

wird zwei Stunden innkubiert. 

Auf diese Weise werden drei 6cm Kulturschalen vorbereitet. 

Nun beginnt die Phase der eigentlichen Transfektion. Um den Erfolg der Transfektion 

später ermitteln zu können und einen Einfluss des verwendeten Vektors auf die 

Nachweisbarkeit des Exprimierungsprodukts auszuschließen, wird die erste 

Kulturschale lediglich mit PEI behandelt. Die Zweite mit dem pCMV6-Leervektor und 

PEI. Also den verwendeten Vektor ohne die DNA von Meprin β. 

Und die Dritte mit PEI und dem Vektor pCMV6-Entry-Meprin-beta. 

Die Transfektionslösung, worin 60µl Opti-mMEM; 1µg DNA und 4µl PEI enthalten 

sind, wird in die Kulturschale hineingegeben. Nun wird erneut inkubiert, bis nach vier 

Stunden das Medium durch Nährmedium ausgetauscht wird. 

Zur Erfolgskontrolle werden die Kulturen lysiert die Proteine mithilfe SDS-

Gelelektrophorese aufgetrennt und nach einem Western Blot immunpräzipitiert. 

Hierbei werden Antikörper gegen die entsprechenden Zielstrukturen verwendet. 
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Erfolgskontrolle der Transfektion im Western Blot 

Chemiluminiszenz: Immobilon, Belichtungszeit 10s – Bild nach 30s 

Verwendeter Antikörper: G@meprin beta 1:1000; 2nd r@g 1:10.000 

 

 

Abbildung 4 doppelt aufgetragener Probenansatz mit deutlichem Signal für exprimiertes Meprin β 

 

Loadingkontrolle: 

Verwendeter Antikörper: m@alpha Tubulin 1:1000 (3x used); 2nd d@m 1:10.000 

 

Abbildung 5 Loadingskontrolle zur Feststellung der Konzentrationsgleichheit der Proben 

 

  

  Mep1  Mep1.1   LeerV  Cells                                                       

Marker 

55kDa – α-

Tubulin 
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5. Ergebnisse 

5.1. Bindungsfähigkeit der Antikörper an Meprin β 

Zum jetzigen Zeitpunkt existiert kein monoklonaler Antikörper, der in der Lage ist, die 

Metalloprotease Meprin β in Lysaten von Mausgehirnen immunologisch 

nachzuweisen. Daher wurde in dieser Arbeit der Versuch unternommen aus einer 

Hybridoma Massenkultur Zellklone zu identifizieren, welche einen Meprin β 

spezifischen monoklonalen Antikörper produzieren. 

Hierfür wurden Zellüberstände verschiedener Einzelzellklone verwendet, welche alle 

in einer Konzentration von 1:10 gute Signale in der Immunodetektion erzeugten.  

Auf eine Fällung der Antikörper wurde aufgrund der guten Signalstärke verzichtet. 

Auch waren die daraus resultierenden Ergebnisse ausreichend, um die Fragestellung 

dieser Arbeit in befriedigenden Maße zu beantworten.  

Zur Testung der Antikörper wurden Hirnlysate von Mäusen mit dem genetischen 

Wildtyp für Meprin β erzeugt. Um eine Referenz zu den Hirnlysaten zu generieren 

wurden zusätzlich Nierenlysate von Mäusen mit genetischem Wildtyp und knock out 

für Meprin β erzeugt. Es wurde bereits nachgewiesen, dass Meprin β in der Niere 

sehr stark exprimiert wird. Daher sollte ein starkes Signal im Wildtyplysat und das 

Fehlen eines Solchen im knock out, als Negativkontrolle, eine spezifische Bindung 

des Antikörpers an Meprin β in der Niere beweisen. Das ermöglicht eine Aussage 

darüber, ob es sich bei dem beobachteten Signal im Hirnlysat wirklich um Meprin β 

handelt. 

Organe bestehe aus einer Vielzahl verschiedener Zellen, welche unterschiedliche 

Proteinbesätze besitzen. Allein diese Vielzahl verschiedenster Epitope kann zu 

vermehrten Hintergrundsignalen und damit zu Fehlinterpretationen führen. Um dem 

vorzubeugen, wurden transient mit Meprin β transfizierte HEK293T-Zellen 

verwendet, um die Vielfältigkeit der Proteine im Lysat zu reduzieren und den Anteil 

von Meprin β an der Gesamtmenge der Proteinmasse zu erhöhen. Durch diese 

Überexprimierung der Zielstruktur können die HEK293T-Zellen als Positivkontrolle 

verwendet werden. 

Um die Signalspezifität noch weiter einzugrenzen, wurde zusätzlich eine Probe aus 

rekombinantem Meprin β verwendet.  
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Durch die Verwendung der SDS-Gelelektrophorese können die Proteine in den 

verschiedenen Proben nach ihrer Größe aufgetrennt und im Nass-Blot-Verfahren auf 

eine Nitrozellulosemembran übertragen werden. Mit der Immunpräzipitation soll das 

Zielprotein erkannt und mit der Chemolumineszenz sichtbar gemacht werden.  

Um die genaue Größe von Meprin β in den einzelnen Proben zu bestimmen, wurden 

die Lysate aus Niere (Wildtyp und knock out) sowie der transfizierten HEK293T 

Kultur und das rekombinante Meprin β mit dem industriell hergestellten               

Ziege anti Meprin β (g@Mep1b) inkubiert. Daraus ergab sich eine Proteingröße in 

den Zell- und Gewebelysaten von etwa 110 Kilodalton (kDa) und für das 

rekombinante Protein von etwa 75 kDa. 

In Kapitel 4 Methoden finden sie den theoretischen Hintergrund und den Ablauf der 

einzelnen Methoden. 

Die Untersuchungen der verschiedenen Einzelzellklone zeigten bei allen Klonen 

keine spezifische Bindung an Meprin β. Auf der Höhe von 110 kDa war im knock out 

Lysat der Niere stets ein Signal zu finden, was eine spezifische Bindung an das 

Zielprotein ausschließt. 
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Einzelzellklone Ergebnis auf Spezifität für 
 Meprin β 

8D5 - 

19F5 - 

7D10 - 

18A6 - 

17E7 - 

9BP - 

6H11 - 

1YFS - 

7D2 - 

10G12 - 

7H1 - 

8E3 - 

2C3 - 

19DS - 

12F9 - 

6E7 - 

18C7 - 

16D4 - 

14D5 - 

21F5 - 

9G3 - 

1SE4 - 
Tab. 6: Zusammenfassung der Testergebnisse der Einzelzellklone, die in dieser Arbeit untersucht 

wurden. (+) markiert ein positives Signal für Meprin β und ein (-) ein negatives.  

 

Die folgenden Abbildungen zeigen das Ergebnis der Chemolumineszenz nach 

Immunopräzipitation mit den Überstanden der jeweiligen Einzelzellklonen. 
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5.2 Einzelergebnisse der monoklonalen Einzelzellklone im Western Blot 

 

5.2.1 8D5 

                        

 

Abbildung 6 Western Blot des mAb 8D5; positives Signal im Nieren knock out bei, damit keine Spezifität für 

Meprin β 

 

5.2.2 19F5 

                          

 

Abbildung 7 Western Blot des mAb 19F5; keine Signale bei 110kDA, dafür starkes Signal bei 55kDa, 
unspezifische Bindung des Antikörpers 
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5.2.3 7D10 

                                

 

Abbildung 8 Western Blot des mAb 7D10, Signale bei 110kDa in allen Lsyatproben, daher keine Spezifität für 
Meprin β nachweisbar 

 

 

5.2.4 18A6 

                            

 

Abbildung 9 Western Blot des mAb 18A6, Signale bei 110kDa in allen Lysatproben, daher keine Spezifität für 
Meprin β 
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5.2.5 17E7 

                          

 

Abbildung 10 Western Blot des mAb 17E7; Signal bei 110kDa im Nieren wt und knock out, keine spezifische 
Bindung an die Zielstruktur 

 

 

5.2.6 9BP 

                         

 

Abbildung 11 Western Blot des mAb 9BP; Signale bei 110kDa in allen Lysaten, keine spezifische Bindung an die 
Zielstruktur 
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5.2.7 6H11 

                         

 

Abbildung 12 Western Blot des mAb 6H11; Signale bei 110kDa im Nieren wildtyp und knock out, keine 
spezifische Bindung an die Zielstruktur 

 

 

5.2.8 1YFS 

                    

 

Abbildung 13 Western Blot des mAb 1YFS; Signale in allen Lysaten bei 110kDa, keine spezifische Bindung an 
die Zielstruktur 
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5.2.9 7D2 

                

 

Abbildung 14 Western Blot des mAb 7D2; Signale bei 110kDa in den Nierenlysaten Wildtyp und knock out, sowie 
Gehirn und HEK293 

 

 

5.2.10 10G12 

                

 

Abbildung 15 Western Blot des mAb 10G12; Signale bei 110kDa in den Nierenlysaten Wildtyp und knock, sowie 
Gehrin, keine spezifische Bindung an die Zielstruktur 
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5.2.11 7H1 

                   

 

Abbildung 16 Western Blot des mAb 7H1; Signale bei 110kDa bei 100kDa in Nierenlysaten Wildtyp und knock 
out, sowie Gehirn, keine spezifische Bindung an die Zielstruktur 

 

5.2.12 8E3 

                             

 

Abbildung 17 Western Blot des mAb 8E3; Signal bei 110kDa in Nierenlysaten Wildtyp und knock out, sowie 

Gehirn, keine spezifische Bindung der Zielstruktur 
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5.2.13 2C3 

                       

 

Abbildung 18 Western Blot des mAb 2C3; keine Signale bei 100kDa, dafür diverse, starke Signale bei ca 70kDa, 
keine spezifische Bindung der Zielstruktur 

 

5.2.14 19DS 

                           

 

Abbildung 19 Western Blot des mAb 19DS; Signale bei 110kDa in den Lysaten Nieren Wildtyp und knock out, 
sowie Gehirn, keine spezifische Bindung der Zielstruktur 
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5.2.15 12F9 

                            

 

Abbildung 20 Western Blot des mAb 12F9; Signale in allen Lsyaten bei 100kDa, keine spezifische Bindung an die 
Zielstruktur 

 

5.2.16 6E7 

                              

 

Abbildung 21 Western Blot des mAb 6E7; Signale in den Lysaten Niere Wildtyp und knock out, keine spezifische 
Bindung an die Zielstruktur 
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5.2.17 18C7 

                       

 

Abbildung 22 Western Blot des mAb 18C7; Signale in allem Lysaten 100kDa, keine spezifische Bindung der 
Zielstruktur 

 

 

5.2.18 16D4 

                     

 

Abbildung 23 Western Blot des mAb 16D4; keine Bindung in der Lysaten 100kDa, dafür starke Signale bei 
anderen Banden, keine spezifische Bindung der Zielstruktur 

 

 

 

 

     100 

kDa 

      75 

kDa 

      63 

kDa 

Mark      Kid k.o.    Kid wt   Brain     HEK+M  reMep         Brain  HEK+M  reMep 

 

 

70 kDa 

Mark   Kid ko    Kid wt     Brain   HEK+  reMep                Brain   HEK+  reMep 



 

71 
 

5.2.19 14D5 

                         

 

Abbildung 24 Western Blot des mAb 14D5; Signale bei 100kDa in den Lysaten Niere Wildtyp und knock out, 
sowie Gehirn, keine spezifische Bindung der Zielstruktur 

 

5.2.20 21FS 

                           

 

Abbildung 25 Western Blot des mAb 21FS, keine Signale in allen Proben bei 100kDa, dafür diverse andere 
Signale, keine spezifische Bindung der Zielstruktur 
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5.2.21 9G3 

                           

 

Abbildung 26 Western Blot des mAb 9G3; Signale bei 110kDa in die Lysaten Nieren Wildtyp und knock out, keine 
spezifische Bindung der Zielstruktur 

 

5.2.22 1SE4 

                      

 

Abbildung 27 Western Blot des mAb 1SE4; keine Signale bei 100kDa in allen Proben, diverse andere Signale, 
keine spezifische Bindung der Zielstruktur 
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6. Diskussion 

In dieser Dissertationsschrift sollte die Fähigkeit monoklonaler Antikörper aus der 

Arbeitsgruppe Pietrzik der Universität Mainz zur Immunodetektion von Meprin β im 

Gehirn nachgewiesen werden. Wir konnten jedoch belegen, dass die verwendeten 

Antikörper nicht in der Lage sind die Metalloprotease spezifisch zu binden. 

In allen Untersuchungen mittels Western Blot kam es zu einer unspezifischen 

Bindung der Antikörper an Proteine. Es kann daher ausgeschlossen werden, dass 

manche Einzelzellklone keine Antikörper produzierten.  

In einer Hybridomazellkultur können mehrere tausend Zellklone vorliegen, die 

verschiedenste Antikörper produzieren. Wir testeten davon 22 Zellklone. Es kann 

also sein, dass eine Erhöhung der Anzahl getesteter Zellklone ein besseres Ergebnis 

erzielen kann.  

Das zur Immunisierung des Donororganismus verwendete Antigen war hier 

rekombinantes Meprin β. Gebildete Antikörper richten sich gegen die Proteinstruktur 

des rekombinanten Enzyms und nicht gegen das native. Die gebildeten Antikörper 

können daher das native Protein unter Umständen nicht binden bzw. detektieren. 

Hier könnte als neues Antigen das native Protein verwendet werden, um einen 

spezifischeren mAb zu generieren. 

Das durch den Antikörper gebundene Epitop könnte in der Tertiärstruktur für den 

Antikörper nicht zugänglich sein. Jedoch wird diese Möglichkeit durch den Fakt 

ausgeschlossen, da das im Western Blot verwendete rekombinante Meprin β in 

seiner Primärstruktur vorliegt und somit alle Epitope dem Antikörper zugänglich 

wären. Auf der anderen Seite könnte der Antikörper auch nur spezifisch für das 

native Protein sein. Die vielen Hintergrundsignale in der Immunfluoreszenz legen 

aber nahe, dass die Antikörper viele verschiedene Proteine, bzw. Epitope binden und 

wenig spezifisch für das Zielprotein sind. 

Meprin β ist in sehr hoher Konzentration in der Niere vorhanden. Hier gibt es auch 

industriell hergestellte mAbs, welche in der Lage sind das Enzym spezifisch zu 

binden. Im Gehirn funktionieren diese jedoch nicht. Eine Erklärung dafür wäre, dass 

ein anderer Serotyp von Meprin β im Gehirn vorliegt. Im Western Blot würde sich 

dieser Fall so zeigen, das ein Signal bei 110kDa in der Wildtypprobe und im knock 
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out der Niere fehlen würden. In beiden Proben finden sich jedoch bei allen getesteten 

Antikörpern starke Fluoreszenzsignale bei 110kDa. 

Eine hohe Konzentration des Zielproteins im untersuchten Gewebe ist eine gute 

Voraussetzung, um das gesuchte Protein immunologisch im Gewebelysat 

nachzuweisen. Für Meprin β im Gehirn ist noch nicht klar, wie hoch seine 

Konzentration im Gewebe ist. Es kann also sein, dass seine Gesamtkonzentration 

nicht hoch genug ist um ein ausreichend starkes Signal in der Immunfluoreszenz zu 

erzeugen. Die Untersuchung einzelner Hirnkompartimente, z.B. des Hippocampus, 

könnte Hinweise auf lokale Konzentrationsunterschiede von Meprin β im Gehirn 

liefern. 

Um einen funktionsfähigen Antikörper zur Immunodetektion von Meprin β im Gehirn 

herzustellen, sind neue Hybridoma Einzelzellklone nötig. Bei den hier Vorliegenden, 

wurde gezeigt, dass sie zwar alle einen Antikörper produzieren, jedoch keiner von 

ihnen spezifisch genug die Zielstruktur binden kann. Eine Herstellung einer neuen 

Hybridomakultur und Verwendung eines anderen Antigens, z.B. dem nativen Enzym, 

kann den gewünschten Erfolg bringen. Unter der Annahme, dass Meprin β in einer 

anderen Isoform im Gehirn vorliegt als in der Niere, ist es möglich, dass das Enzym 

auch in anderen Geweben einer anderen Isoform angehört. So kommt Meprin β auch 

in Geweben des Magen-Darm-Trakts oder im Bindegewebe vor (siehe Kapitel 

2.3.3.). Eine Verwendung dieser Isoformen als Antigen könnte dabei ein neuer 

Ansatz sein. 

Nach der Herstellung einer Hybridomazellkultur gilt es die Antikörperproduzierenden 

Zellen zu isolieren und Kulturen der Einzelzellklone anzulegen. Eine möglichst hohe 

Zahl getesteter monoklonaler Antikörper erhöht die Wahrscheinlichkeit einen 

geeigneten Einzelzellklon zu identifizieren. 

Es müssen somit weitere Untersuchungen vorgenommen werden, um einen 

monoklonalen Antikörper zu finden, der es vermag Meprin β spezifisch im Gehirn 

binden zu können. 
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7. Zusammenfassung 

Als alternative β-Sekretase, ist Meprin β an der Entstehung von N-terminalen Aβ 

Molekülen im Gehirn beteiligt und nimmt direkten Einfluss auf die Pathophysiologie 

des Morbus Alzheimer (Bien et al. 2012; Becker-Pauly und Pietrzik 2016; Marengo et 

al. 2022; Armbrust et al. 2024b). Diese verkürzten Aβ-Peptide, insbesondere Aβ2-40 

und Aβ2-42 tragen durch ihre erhöhte Neurotoxizität und Plaquebildung zur 

Progression der Erkrankung bei (Marengo et al. 2022). In Neuronen und Astrozyten 

ist die Expression von Meprin β, bei Alzheimer Patienten, erhöht. Dieses Phänomen 

tritt vor allem in der Nähe von Aβ-Ablagerungen auf (Schlenzig et al. 2018; Armbrust 

et al. 2024b). In präklinischen Modellen führt diese Überexpression zu einer 

verstärkten APP – Prozessierung über amyloidogenen Weg, der zu einer Zunahme 

von N-terminal verkürzten Aβ-Spezies und zu Verhaltensdefiziten wie Hyperaktivität 

und gestörter räumlicher Gedächtnisleistung führt (Armbrust et al. 2024b; Keller et al. 

2025). 

Das Fehlen von Meprin β in transgenen Mausmodellen vermindert die Konzentration 

von Aβ-Spezies im Gehirn und verbessert Lern- und Gedächtnisleitung. Dies 

unterstreicht die pathophysiologische Bedeutung von Meprin β (Marengo et al. 2022). 

Darüber hinaus beeinflusst es die neuronale Plastizität. Durch die Proteolyse von 

Brevicain, einem Bestandteil der extrazellulären Matrix, verändert es die Integrität der 

Blut-Hirn-Schranke (Keller et al. 2025; Gindorf et al. 2021b).  

Somit ist die Entwicklung eines monoklonalen Antikörpers gegen Meprin β in 

Zusammenhang mit der Alzheimerkrankheit sinnvoll und aus translationaler und 

therapeutischer Sicht notwendig. Die Zulassung des monoklonalen Antikörpers 

Lecanemab (van Dyck et al. 2023) unterstreicht den Nutzen einer zielgerichteten 

Therapie und ihren Einfluss auf die Krankheitsprogression. Ein monoklonaler 

Antikörper gegen Meprin β macht es möglich Meprin β erstmalig direkt im Gehirn 

nachzuweisen und kann womöglich in der Lage sein das Enzym zu inhibieren und 

die pathologische APP-Prozessierung mit Produktion von neurotoxischem Aβ2-40 und 

Aβ2-42 zu unterbinden. Neben der Entwicklung eines solchen Antikörpers müssen 

jedoch weitere innovative Technologien zum Einsatz kommen um die Penetration der 

Blut-Hirn-Schranke zu verbessern und Modifikationen am Fc-Fragment des 

Antikörpers, zur Reduktion von Nebenwirkungen, vorzunehmen (Sharma und Singh 

2025; Barrera-Ocampo 2024).Eine innovative, antikörperbasierte Inhibition der 



 

76 
 

Genese von Aβ2-40 und Aβ2-42 kann ein weiterer Schritt zu einer kausalen und 

nachhaltigen Therapie des Morbus Alzheimer darstellen. 
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