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1 Zusammenfassung

Sensorische Erfahrungen verdndern das neuronale Netzwerk des Nervensystems ein Leben lang.
Diese Plastizitdt des Gehirns bildet die Grundlage fir Lernen und Gedachtnis. Auf zelluldrer Ebene
kommt es dabei zu funktionellen und morphologischen Adaptionen der Verbindungen der
Nervenzellen, den Synapsen. Um die strukturelle Plastizitdt in Abhédngigkeit von sensorischen
Erfahrungen verstehen zu konnen, missen Synapsen im intakten neuronalen Netzwerk tiber ldngere
Zeit untersucht werden. Die Zwei-Photonen-Mikroskopie erlaubt derartige Untersuchungen, da
neuronale Strukturen bis hin zu einzelnen Synapsen in der Hirnrinde lebender Versuchstiere tiber

einen Zeitraum von Monaten bis Jahren verfolgt werden kénnen.

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer generellen sensorischen Stimulation
durch ein Enriched Environment auf dendritische Spines analysiert. Dendritische Spines bilden das
postsynaptische Kompartiment glutamaterger Synapsen entlang der Dendriten. In der vorliegenden
Studie wurden diese Strukturen im somatosensorischen Kortex von Mdusen mithilfe der in vivo
Zwei-Photonen-Mikroskopie an zwei Dendritenpopulationen untersucht, den apikalen Dendriten
von Schicht V Neuronen und erstmalig auch den basalen Dendriten von Schicht 1I/1ll Neuronen. Zur
Markierung von Nervenzellen exprimierten einzelne pyramidale Neurone der verwendeten Mduse
das fluoreszierende Protein YFP. Adulte Madause, die seit ihrer Geburt in einem Enriched
Environment gehalten wurden, zeichneten sich durch eine erhohte Dichte und einen gesteigerten
Umsatz dendritischer Spines an beiden Dendritenpopulationen aus. Auch ein akutes Enriched
Environment forderte die Neubildung von dendritischen Spines im Kortex adulter Mduse und
resultierte in einem Anstieg der Spine-Dichte. Der Effekt war allerdings geringer als bei dem
,Enriched Environment seit der Geburt“. In beiden Experimenten wurden neugebildete Spines
durch das Enriched Environment stabilisiert, was flr eine feste Integration dieser Spines in das
neuronale Netzwerk spricht. Weiterhin fiihrte die akute Enriched-Stimulation zu einem Verlust von
etablierten Spines. Diese Befunde unterstiitzen die Hypothese, dass dendritische Spines ein
physisches Korrelat zu Lernerfahrungen reprasentieren konnten. Zusatzlich wurde ein vermehrtes
Auftreten transienter Spines beobachtet, die als weitere Folge des Enriched Environments dem

neuronalen Netzwerk eine hohere Flexibilitat verleihen konnten.

Mit lentiviralen Vektoren wurden auBerdem die axonalen Boutons auf der prdsynaptischen Seite

fluoreszierend markiert und in vivo mikroskopiert. Die Beschreibung der strukturellen



Verdnderungen, die durch ein Enriched Environment an den Prasynapsen induziert werden konnten,

ist allerdings als vorldufig zu betrachten.

Der Untergang von Synapsen gilt als ursédchlich fur den Verlust kognitiver Fahigkeiten bei der
Alzheimerschen Erkrankung, die die haufigste neurodegenerative Krankheit darstellt. Die
Identifikation von Mutationen, die fiir eine seltene und friih einsetzende familidre Form der
Alzheimerschen Erkrankung verantwortlich sind, ermoglichte die Formulierung der Amyloid-
Kaskaden-Hypothese, die einen Erkldrungsansatz fir die molekularen Ursachen der Krankheit
liefert. Ausgangspunkt der Hypothese ist das Amyloidp-Peptid, welches durch sukzessive
proteolytische Prozessierung des Amyloid-Vorlduferproteins durch die B- und die y-Sekretase
entsteht. Die Toxizitdt des aggregierenden Peptids wird (iber das Protein Tau vermittelt und fuhrt

schlieBlich zu einem massiven Verlust von Synapsen und Nervenzellen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der Einfluss der Schlisselproteine der AmyloidB-Generierung auf
die strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines untersucht. (1) Entgegen fritherer Beobachtungen in
adulten Tieren hatte der Verlust des Amyloid-Vorlduferproteins keine Auswirkungen auf die
dendritischen Spines im somatosensorischen Kortex heranwachsender Mause. (2) Die transgene
Uberexpression von humanem Wildtyp-Présenilin1, dem katalytischen Zentrum der y-Sekretase,
oder einer mutierten Variante des Prasenilin1, die mit der familidren Form der Alzheimerschen
Erkrankung assoziiert ist, resultierte in einer erhohten Dichte dendritischer Spines. Wahrend die
Prozessierung exemplarischer Substrate der y-Sekretase in den Prasenilin1-transgenen Mausen nicht
verdndert war, konnte eine verdnderte Homoostase des zelluldren Kalziumhaushalts als mogliche
Ursache fur den Effekt auf die Spines vorgeschlagen werden. (3) Der genetische knockout der
B-Sekretase BACE1 hatte im adulten Kortex keine Auswirkungen auf die Dichte und die Kinetik
dendritischer Spines. Ex vivo Analysen von jungen BACE1-defizienten Tieren deuten allerdings auf
eine physiologische Funktion des Proteins bei der Ausbildung dendritischer Spines. Tatsdchlich
fuhrte die Testung einer pharmakologischen Inhibition von BACE1 im Kortex adulter Wildtypmé&use
zu einer Reduktion der Spine-Dichte, die auf eine verminderte Entstehung dendritischer Spines
zuriickgefiihrt werden konnte. Die vorgestellten Ergebnisse machen daher auf physiologische
Funktionen von Schlusselproteinen der Alzheimerschen Erkrankung an synaptischen Strukturen
aufmerksam, die bei der Entwicklung und der Evaluation therapeutischer Ansatze beriicksichtigt

werden mussen.



2 Summary

The neuronal circuits of the brain are not static. Sensory experiences modulate the neuronal
network throughout life and this plasticity is believed to form the basis for learning and memory.
On cellular level the neurons and the connections between them, the synapses, adapt to sensory
stimulation by functional and morphological changes. To understand the experience-dependent
structural plasticity, synapses have to be studied in their natural environment for longer periods of
time. The two-photon microscopy enables such analysis, as neuronal structures up to single

synapses can be imaged in the cortex of living animals for months to years.

In the first part of this work the influence of a broad sensory stimulation, applied by an enriched
environment, to dendritic spines was investigated. Dendritic spines represent the characteristic
shaped, postsynaptic compartment of glutamatergic synapses. Utilizing the in vivo two-photon
microscopy two dendritic populations, the apical dendrites of layer V neurons and the basal
dendrites of layer II/IIl neurons, were imaged in the rodent somatosensory cortex. The in vivo
imaging of the latter class of dendrites has not been published somewhere else before. For
fluorescent labelling, mice were used that transgenetically expressed YFP in a subset of pyramidal
neurons in a sparse manner throughout the cortex. Adult mice, which have been kept in the
enriched environment since birth, showed an enhanced spine density and an elevated turnover of
dendritic spines at both dendritic populations. Similarly, an acute enriched environment increased
the formation of new spines in the cortex of adult mice resulting in an enhanced spine density.
Though, the effect did not reach the level of the infant-start enrichment. In both experiments newly
formed spines were more often stabilized in enriched mice, indicating a functional integration of
these spines into the neuronal network. Furthermore, after enrichment-stimulation established
dendritic spines got lost. These findings support the hypothesis that dendritic spines might represent
a physical correlate of learning experiences. Additionally, an enhanced appearance of transient
spines was observable, representing a more general aspect of the enriched environment, which

makes the network more flexible.

Axonal boutons were fluorescently labelled by lentiviral vectors for in vivo imaging. However, the
results on structural changes induced by an enriched environment on these presynapses are

preliminary.



The loss of synapses is regarded to be the cause for cognitive decline in patients of Alzheimer’s
disease, the most common neurodegenerative disorder. The identification of mutations that lead to
rare familial forms of early-onset Alzheimer’s disease helped to develop the amyloid cascade
hypothesis as an attempt to explain the molecular causes of the disease. The generation of the
amyloidp-peptide by the successive proteolytic cleavage of the amyloid precursor protein by p- and
v-secretase is of central importance to this hypothesis. The toxic properties of the aggregation prone

peptide are mediated by the protein tau resulting finally in a massive loss of synapses and neurons.

In the second part the influence of key proteins of amyloidB-formation on the structural plasticity of
dendritic spines was investigated in corresponding animal models. (1) Contrary to previous
observations in adult animals, the loss of amyloid precursor protein had no impact on dendritic
spines in the somatosencory cortex of juvenile mice. (2) The transgenic overexpression of human
wild-type presenilin1, which functions as the catalytic subunit of the y-secretase complex, or
overexpression of a mutated variant of presenilin1, that is associated with a familial form of
Alzheimer’s disease, resulted in an increased spine density. Whereas the processing of candidate
substrates of the y-secretase was unaltered, the cellular Calcium homeostasis seemed to be
impacted by presenilin1 overexpression, giving a possible explanation for the spine effect. (3) The
genetic knockout of B-Sekretase BACE1 had no influence on the density and the kinetics of
dendritic spines in the cortex of adult mice. However ex vivo analysis of juvenile BACE1-deficient
mice suggested a physiological role of the protein in the formation of spines. Interestingly, the
pharmacological inhibition of BACET1 resulted in a decreased density of dendritic spines that was
attributed to a reduced formation of spines. The here presented findings therefore highlight
physiological functions of key proteins of Alzheimer’s disease on synaptic structures, that have to

be considered in designing and testing therapeutic strategies.



3 Einleitung

3.1 Die strukturelle Plastizitat

3.1.1 Die Biologie von Lernen und Gedachtnis

,Personlichkeit kommt nur intelligenten Akteuren zu, die zu einem Gesetz fahig sind, sowie zu
Gliick und Leiden. Diese Persénlichkeit erstreckt sich iiber ihre gegenwdrtige Existenz hinaus in die
Vergangenheit, allein durch das Bewusstsein, wodurch sie ihre eigenen, fritheren Handlungen
betreffen, und sie fiir diese verantwortlich ist, und diese zu ihr gehéren und ihr zugeschrieben
werden.” (Original: ,, [Person] ...belongs only to intelligent agents, capable of a law, and happiness
and misery. This personality extends itself beyond present existence to what is past, only by
consciousness, whereby it becomes concerned and accountable, owns and imputes to itself past
actions.”) (Locke, 1690) Mit diesem Satz verdeutlicht der Philosoph und Vordenker der Aufklarung
John Locke in seinem ,,Ein Versuch tber den menschlichen Verstand“, dass zum Wesen eines
Menschen die Reflektion mit dem Vergangen gehort, dass diese Erfahrungen die Personlichkeit
eines Menschen ausmachen. Einsichtig wird dieser Umstand auch, wenn man beispielsweise bei der
Alzheimerschen Erkrankung beobachtet, wie der Verlust dieser lebenslangen Erfahrungen zu einem
Verlust der Personlichkeit fuihrt. Die erste beschriebene Alzheimer Patientin Auguste Deter hat
diesen Verfall der eigenen Identitdt treffend mit den Worten ,Ich habe mich sozusagen selbst

verloren“ zusammengefasst.

Gegentiber der Tierwelt zeichnet den Menschen aus, dass er sich selbst bewusst erlebt und tber
sich selbst reflektieren kann. Demgegeniiber sind die Fahigkeiten, Informationen aus der Umwelt
wahrzunehmen, mit bereits bestehenden Erinnerungen abzugleichen und Uber Zeitrdume
abzuspeichern, die teilweise ein ganzes Leben andauern, sowohl Menschen als auch Tieren eigen.
Auf diese Weise kénnen auch Tiere Zusammenhidnge erlernen und ihr Verhalten den Bedingungen
der duBeren Welt anpassen. Kodiert werden die Lerninhalte von den Neuronen, den Nervenzellen,
des zentralen Nervensystems. Die Anordnung der verschiedenen Subtypen von Neuronen im
Nervensystem ist genetisch klar determiniert. Dagegen sind die individuellen Verschaltungen der
einzelnen Nervenzellen untereinander im neuronalen Netzwerk sehr flexibel und kénnen moduliert

werden.



Mit dem zunehmend naturwissenschaftlichen Versuch, mentale Phianomene wie Lernen und
Gedéachtnis zu verstehen, wurde zu Beginn des zwanzigsten Jahrhunderts das Konzept des
Engramms entwickelt. Ein Engramm ist das physikalische Korrelat einer konkreten erlernten
Information, welches das Erinnern dieser Information erlaubt (Lashley, 1950). Der spanische
Neuroanatom Santiago Ramoén y Cajal hatte bereits im ausgehenden 19. Jahrhundert postuliert,
dass der Kontaktstelle zwischen den Neuronen, der Synapse, eine wichtige Rolle bei der
Speicherung von Erfahrungen zukommt (Ramén y Cajal, 1893). Mit der nach ihm benannten
Hebbschen Lernregel ,what fires together, wires together* (verkiirzt) formulierte schlieBlich Donald
O. Hebb das Prinzip der synaptischen Plastizitdt (Hebb, 1949), welches bis heute als Grundlage fiir
das Verstdndnis von Lernen und Gedéchtnis gilt. Danach sind Synapsen verdnderbar und je haufiger
zwei Neurone gleichzeitig aktiv sind, umso effizienter wird der synaptische Kontakt zwischen
diesen beiden Neuronen. Hebb vermutete auBerdem, dass eine Erinnerung nicht an einer Synapse
kodiert wird, sondern sich lber einen Zellverband erstreckt, der verteilt Gber das neuronale
Netzwerk lokalisiert ist (Hebb, 1949). Ein Engramm kann damit als eine Geddchtnisspur im
Netzwerk verstanden werden, als eine verzweigte Bahnung neuronaler Aktivitdt, die einem

spezifischen Lerninhalt entspricht.

3.1.2 Die synaptische Plastizitat

Die 10'? Neurone des menschlichen Gehirns bilden mit schitzungsweise 10" Synapsen ein héchst
komplexes Netzwerk (Ho et al., 2011). Wahrend neuronale Informationen innerhalb einer
Nervenzelle durch elektrische Signale weitergeleitet werden, dienen Neurotransmitter zur
transneuronalen chemischen Kommunikation. Daher zeichnet sich eine Synapse durch eine axonale
Prasynapse, von der die Neurotransmitter ausgeschiittet werden, der dendritischen Postsynapse als

Empfangseinheit und dem dazwischen liegenden synaptischen Spalt aus (Abbildung 1).

Mit ihren elektrophysiologischen Messungen am visuellen System von Katzen konnten David H.
Hubel und Torsten N. Wiesel zeigen, dass Neurone grundsatzlich plastisch auf Veranderungen des
sensorischen Inputs reagieren (Hubel und Wiesel, 1970). Den endgiiltigen experimentellen Beleg
fur die von Hebb postulierte synaptische Plastizitdt gelang Tim V. Bliss und Terje Lgmo mit der
Etablierung der Langzeit-Potenzierung (long-term potentiation, LTP) (Bliss und Lgmo, 1973). Sie
beobachteten, dass eine hochfrequente Stimulation von Nervenfasern, die in den Hippocampus
projizieren, zu einer erhohten Antwort der nachgeschalteten Neurone fiihrt, die zeitlich auch tber
die initilerende Stimulation hinaus bestehen bleibt. Die synaptische Ubertragung wurde nachhaltig
verstdarkt. Demgegeniber resultiert bei der Langzeit-Depression (long-term depression, LTD) die
verminderte Stimulation einer Synapse in deren anhaltender Schwachung (Siegelbaum und Kandel,
1991). LTP und LTD sind Standardmodelle, um mittels Elektrophysiologie die synaptische Plastizitéat
zu untersuchen. Einen wichtigen Beitrag zum Verstdndnis von Lernen und Gedéchtnis lieferte
schlieBlich Eric Kandel mit seinen Studien an der Meeresschnecke Aplysia californica. Anhand eines

einfachen Reflexes konnte er in diesem relativ einfachen Organismus die Gedéchtnisbildung im



intakten Nervensystem verfolgen und detaillierte zelluldre und molekulare Mechanismen aufkldren
(Kandel, 2001). Tatsachlich konnte an diesem Modellsystem auch beschrieben werden, dass diese
Art von Lernen mit strukturellen Modifikationen, genauer mit einer verdnderten Anzahl an
Synapsen, verbunden ist (Bailey und Chen, 1988). Interessanterweise korrelierte die Prasenz dieser
strukturellen Verdnderungen der Synapsen mit dem Zeitverlauf des erlernten Verhaltens (Bailey und
Chen, 1989).

3.1.3 Dendritische Spines

Bei seinen lichtmikroskopischen Untersuchungen von Golgi-gefarbtem Gehirngewebe entdeckte
Ramén y Cajal 1888 kleine, dornenartige Fortsdtze an den neuronalen Dendriten, die er als
»espinas“, als Spines bezeichnete (Ramén y Cajal, 1888). Dendritische Spines stellen das
postsynaptische Kompartiment glutamaterger Synapsen dar. Sie haben typischerweise eine GroBe
von 0,5-2um und lassen sich aufgrund ihrer charakteristischen Morphologie mithilfe
mikroskopischer Methoden sehr gut analysieren. In ultrastrukturellen Aufnahmen zeichnet sich
innerhalb der Spines als proteinreiche, elektronendichte Struktur die Postsynaptische Dichte
(postsynaptic density, PSD) ab, die gegenuiber der aktiven Zone der Prasynapse liegt und sich aus
den  Neurotransmitter-Rezeptoren,  signalvermittelnden  Proteinen und  Strukturproteinen
zusammensetzt (Sheng und Hoogenraad, 2007). Das Zytoskelett der Spines besteht hauptsachlich
aus Actin-Filamenten (Hotulainen und Hoogenraad, 2010). In beziehungsweise assoziiert mit
dendritischen Spines finden sich auBerdem endo- und exozytotische Bereiche (Newpher und Ehlers,
2009), Mitochondrien (Li et al., 2004), Polyribosomen (Ostroff et al., 2002) und Endoplasmatisches
Retikulum (Segal et al., 2010b) (Abbildung 1).

Aber welche Funktion hat dieses Mikrokompartiment dendritischer Spine? Warum werden die
Synapsen nicht direkt am Dendriten ausgebildet? Rafael Yuste fasste die unterschiedlichen
Erklarungsansatze zusammen, die seiner Meinung nach einer gemeinsamen Grundidee folgen.
Demnach ist das neuronale Netzwerk moglichst (1) verteilt, (2) integrierend und (3) plastisch
gestaltet (Yuste, 2011). (1) Der lange, parallele Verlauf von exzitatorischen Axonen und das weit
verzweigte Dendritensystem mit den Spines gewadhrleisten, dass moglichst viele Neurone
miteinander Kontakt haben (Chklovskii et al., 2002). AuBerdem kodnnen sich Spines strecken und so
den Kontaktradius zu benachbarten Axonen deutlich ausdehnen (Stepanyants et al., 2002). (2) Um
eine Uberlagerung der verschiedenen eingehenden synaptischen Signale zu verhindern, sollten
diese Signale isoliert vom postsynaptischen Neuron registriert und dann integriert werden (Cash
und Yuste, 1998). Einzelne Spines konnten daher als isoliertes elektrisches Kompartiment mit dem
dinnen Spine-Hals als elektrischer Widerstand fungieren. (3) Als isolierte biochemische
Kompartimente kénnten auBerdem Verdnderungen spezifisch an den Spines realisiert werden, die
aufgrund eines Stimulus aktiv waren. Wahrend benachbarte Spines unbeeinflusst waren, erhohte
sich in aktivierten Spines beispielsweise die Konzentration des Botenstoffs Calcium (Ca?*), der bei

der synaptischen Plastizitdt eine zentrale Rolle spielt (Yuste und Denk, 1995).
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Abbildung 1. Synaptische Plastizitit am dendritischen Spine. Aktionspotentiale des
prasynaptischen Neurons fiihren im axonalen Bouton zum Einstrom von Ca* durch
spannungsabhangige Ca®*-Kandle, was die exozytotische Freisetzung des exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat zur Folge hat. Auch fiir die prasynaptische Seite wurden Mechanismen der
Plastizitat beschrieben, auf die hier allerdings nicht weiter eingegangen werden soll. Bindung von
Glutamat an die ionotrophen AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) -
Rezeptoren flihrt zur Depolarisation der postsynaptischen Membran und damit zur Wandlung des
chemischen Neurotransmitter-Signals in ein elektrisches Signal. Die NMDA (N-Methy-D-Aspartat) -
Rezeptoren werden ebenfalls durch Glutamat aktiviert und erméglichen im Gegensatz zu den AMPA-
Rezeptoren den Einstrom von ca®'. Als sogenannter Hebbscher Koinzidenzdetektor 6ffnen diese
lonenkanale aber nur, wenn zusatzlich die postsynaptische Membran depolarisiert ist, das heif3t, wenn
Pra- und Postsynapse gleichzeitig aktiv sind, wie bei der LTP. Im dendritischen Spine bewirkt der
Botenstoff Ca®* eine Reihe von Veranderungen, die die Starke der Postsynapse auf zukiinftige
Aktivierungen modifizieren. Zum Beispiel wird die Calcium/Calmodulin-abhangige Protein-Kinasell
(CaMKIl) aktiviert, die sich durch Autophosphorylierung Uber langere Zeit selbst aktiv halt und die
Anzahl der AMPA-Rezeptoren durch Endozytose erhoht. Phosphorylierungen der Glutamat-
Rezeptoren selbst und von Strukturproteinen wie Stargazin kénnen ebenfalls die synaptische Starke
modulieren. Weitere Strukturproteine, wie PSD95, Homer und Shank organisieren die
postsynaptischen Rezeptoren und ein komplexes System aus Signalproteinen. Zusammen bildet
dieses dichte Proteinnetzwerk die postsynaptische Dichte. Zell-Adhasionsproteinen wie N-Cadherin,
Integrin, Neurexin/Neuregulin oder Ephrin/Ephrin-Rezeptor wird ebenfalls eine wesentliche Rolle bei
der Regulation der synaptischen Plastizitdt zugesprochen. Form, Beweglichkeit und Stabilitat des
dendritischen Spines werden durch ein flexibles und regulierbares Aktin-Zytoskelett gewahrleistet. Fir
langanhaltende postsynaptische Veranderungen, die die Realisierung eines Langzeitgedachtnisses
erlauben, sind Transkription und Translation essentiell und eine Vielzahl aktivitdtsregulierter Gene
wurde bereits beschrieben. Der dendritische Transport von mRNA und die lokale Translation stellen
dabei eine Moglichkeit dar, wie Veranderungen spezifisch an den vorher aktivierten Synapsen
verwirklicht werden konnten. Dementsprechend finden sich an Spines oder Spine-assoziiert auch
Polyribosomen. Da Ca®* von zentraler Bedeutung flir die synaptische Plastizitat ist, wird der Ca?*-
Haushalt im Kompartiment Spine sensibel reguliert. Als zellularer Speicher fir Ca®* finden sich in
Spines daher Auslaufer des endoplasmatischen Retikulums (ER), die als Spine-Apparat bezeichnet
werden und mit Ca®*-Kanalen wie dem Ryanoidin-Rezeptor ausgestattet sind. (Calabrese et al., 2006;
Ho et al., 2011; Segal, 2010a; Segal et al., 2010b; Tada und Sheng, 2006)



Von den typischen dendritischen Spines miissen die Filopodien unterschieden werden, die eine
Vorstufe der Spines darstellen und daher vor allem wéahrend der Spinogenese der frithen
postnatalen Entwicklung zu finden sind. Mit bis zu 10um L&nge sind Filopodien diinne und sehr
flexible Fortsdtze, die eine Lebensdauer von Minuten bis Stunden haben und typischerweise keine
PSD aufweisen (Dailey und Smith, 1996; De Roo et al., 2008). Funktionell initiieren Filopodien den
Kontakt zu Axonen und konnen dann zu synapsen-bildenden Spines konvertieren (De Roo et al.,
2008; Marrs et al., 2001; Ziv und Smith, 1996). Dieser Prozess ist sehr selektiv, da wahrend der
Entwicklung nur etwa ein Prozent der Filopodien als Spines stabilisiert werden (Zuo et al., 2005a).
Im Kortex adulter Médusen machen Filopodien nur noch zwei bis drei Prozent der dendritischen

Fortsdtze aus (Zuo et al., 2005a).

Die dendritischen Spines unterscheiden sich in ihrer Form und wurden diesbeziiglich grob in drei
Klassen eingeteilt: thin (diinne), stubby (stimmige) und mushroom (pilzférmige) Spines (Harris
et al., 1992; Peters und Kaiserman-Abramof, 1970). Thin Spines besitzen relativ zu ihrem Hals und
ihrer Lange einen kleinen Kopf. Demgegeniiber haben mushroom Spines einen volumindsen Kopf
auf einem sehr diinnen Hals. Die stubby Spines zeichnen sich durch eine &hnliche Breite wie Ldnge
aus, besitzen allerdings keinen Hals. In ihrer Form und in ihrem Auftreten sind dendritische Spines
sehr dynamische Strukturen und Verdnderungen konnten in Abhdngigkeit von Lernvorgédngen, aber
auch unter pathologischen Bedingungen beobachtet werden (Bhatt et al., 2009). Bevor auf die
dynamischen Verdnderungen der dendritischen Spines detailliert eingegangen werden kann, muss
im Folgenden zuerst die Methode vorgestellt werden, die derartige Untersuchungen erlaubt: die

Zwei-Photonen-Mikroskopie.

3.1.4 Die Zwei-Photonen-Mikroskopie

Seit Ramén y Cajal auf der Basis seiner lichtmikroskopischen Untersuchungen auf Grundprinzipien
der Funktionsweise von Nervenzellen schlieBen konnte (Ramén y Cajal, 1893), ist die Mikroskopie
zu einem wichtigen Werkzeug bei der Beschreibung neurobiologischer Prozesse geworden. Optimal
sollten die Neurone dabei in funktionalem Zustand, in ihrer natirlichen Umgebung und
zeitabhdngig beobachtet werden. Die Zwei-Photonen Laser Scanning Fluoreszenz Mikroskopie
(kurz Zwei-Photonen Mikroskopie) (Denk et al., 1990) ermoglicht derartige Untersuchungen, da
floureszenzmarkierte biologische Strukturen im Submikrometer-Bereich bis zu einer Gewebetiefe
von einem Millimeter in lebenden Tieren repetitiv aufgenommen werden kénnen. Das Grundprinzip
dieser Methode beruht auf der nichtlinearen Anregung des Fluorophors, bei der zwei energiearmere
Photonen in Kooperation den angeregten Zustand des Fluorophors induzieren (Abbildung 2A).
Dabei werden drei Vorteile gegentiber der konventionellen Fluoreszenz-Mikroskopie genutzt
(Svoboda und Yasuda, 2006): (1) Das langerwellige Anregungslicht penetriert biologisches Gewebe
besser, da es weniger stark absorbiert und weniger stark gestreut wird. (2) Da der Zwei-Photonen-
Effekt stark von der Haufigkeit der kooperierenden Photonen abhéngt, findet die

Fluoreszenzanregung fast ausschlieBlich im Fokusvolumen statt. (3) Aus letzterem resultiert auch,



dass das gesamte Emissionslicht, sowohl nicht gestreutes als auch gestreutes, detektiert werden
kann und zum Signal beitrdgt. In der Summe bedeutet dies, dass die Wahrscheinlichkeit, ein
emittiertes Photon pro Anregungsereignis zu detektieren, erhoht wird. Somit kann der
Energiebetrag, der fokussiert in die biologische Probe hineingestrahlt wird, niedrig gehalten
werden, was der sogenannten Phototoxizitdt und dem bleaching vorbeugt (Svoboda und Yasuda,
2006). Im Aufbau unterscheidet sich ein Zwei-Photonen-Mikroskop nicht wesentlich von einem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Abbildung 2B). Allerdings werden modulierbare Pulslaser
mit einem typischen Anregungsspektrum von 700-1000nm eingesetzt und auf die Lochblende

(pinhole) kann verzichtet werden.

Fir die Fluoreszenz-Mikroskopie miissen die biologischen Strukturen, die untersucht werden
sollen, markiert sein. Synthetische Farbstoffe, die per se die Zellmembran passieren (Garaschuk
et al., 2006; Nimmerjahn et al., 2004) oder direkt in die Zielzellen injiziert werden (Svoboda et al.,
1997), eignen sich fiir die Zellmarkierung bei kurzzeitigen in-vivo mikroskopischen Experimenten.
AuBerdem lassen sich mit solchen Farbstoffen beispielsweise auch BlutgefaBe (Kleinfeld et al.,
1998) oder Proteinaggregate (Burgold et al., 2011) im lebenden Tier darstellen (Abbildung 4). Vor
allem fur die chronische Zwei-Photonen-Mikroskopie hat sich der Einsatz von
fluoreszenzmarkierten Proteinen wie dem griin-fluoreszierenden Proteins (green fluorescent protein,
GFP) oder Varianten dieses Proteins, die durch Punktmutationen spektral verdndert wurden (XFPs),

durchgesetzt. Die transgene Expression der XFPs unter Kontrolle des neuronenspezifischen Thy-1

Ein-Photon- Zwei-Photonen- Ti:Saphir- AOM \, Scan-
Anregung Anregung Laser Spiegel
angeregter T, C, = S_can-
Zustand e Linse
W Tubus-
Linse
\ 0.‘ D
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Abbildung 2. Prinzip der Zwei-Photonen-Mikroskopie. (A) Jablonski Diagramm zur
Veranschaulichung der linearen (Ein-Photon-) und der nicht-linearen (Zwei-Photonen-) Anregung eines
Fluorophors. Das Zwei-Photonen-Anregungsspektrum ist oft nicht aus der linearen Anregung
vorherzusagen und sollte fiir jedes Fluorophor unter den entsprechenden Experimentbedingungen
optimiert werden. (B) Aufbau eines Zwei-Photonen-Mikroskops: Als Anregungsquelle eignen sich
Titan:Saphir-Laser (Ti:Saphir-Laser), die Pulse im Femtosekundenbereich produzieren und sich ber
einen Wellenlangenbereich von etwa 700-1000nm einstellen lassen. Die Intensitat der
Anregungsstrahlung wird durch einen akustooptischen Modulator (AOM) reguliert. Der fokussierte
Laserstrahl fahrt das Objekt ab und das Emissionslicht wird zur Detektion mit den Photomultipliern
(photomultiplier tube, PMT) geleitet. Da das Zwei-Photonen-Anregungsspektrum oft sehr breit ist,
kénnen mit einer Anregungswellenlange unter Umstanden mehrere Fluorophore simultan mikroskopiert
werden. (Helmchen und Denk, 2005; Svoboda und Yasuda, 2006)
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Promotors fiihrt zu einer Markierung einzelner Neurone (Feng et al., 2000), die als eine Art in vivo
Golgi-Farbung verstanden werden kann. Entsprechend sind in den Mauslinien GFP-M und YFP-H
(yellow (gelb) fluorescent protein, YFP) die Pyramidenzellen der kortikalen Schicht V und der
Schicht 1I/11l so sporadisch markiert, dass sich die dendritischen Spines und auch axonale Boutons

einzelner Neurone abbilden lassen (Feng et al., 2000) (Abbildung 3).

Neben den transgenen Mausen konnen auch virale Vektorsysteme fir die Expression von
fluoreszierenden Proteinen eingesetzt werden. Diese kdnnen zeitlich und lokal variabel appliziert
werden, wobei eine Beschrankung der Expression der Zielkonstrukte durch neuronenspezifische
Promotoren (Dittgen et al., 2004) oder durch das sogenannte pseudotyping, also die Ausstattung
mit geeignenten viralen Oberfldchenproteinen (Cronin et al., 2005), realisiert werden kann. Fir in
vivo mikroskopische Experimente wurden virale Vektorsysteme beispielsweise zur Markierung
neugeborener Neurone im Riechkolben (Bulbus Olfactorius) (Mizrahi, 2007) (Abbildung 4) und zur
Detektion neuronaler Aktivitdt mithilfe von genetisch kodierten Ca*-Sensoren (Wallace et al.,
2008) oder aktivitdtsabhadngig exprimierten Reporterfluorophoren (Meyer-Luehmann et al., 2009)
eingesetzt. Um dendritische Spines in vivo zu mikroskopieren, wurden in Einzelfdllen ebenfalls
virale Vektoren verwendet (Lendvai et al., 2000; Spires et al., 2005). Diese Anwendung wurde aber

durch die XFP-transgenen Tiere praktisch vollstandig abgelost.

Umstritten ist die Art, wie das Gehirn fiir die chronische transkraniale in vivo Zwei-Photonen-
Mikroskopie optisch zugédnglich gemacht wird. Bei der open skull Methode (offener
Schédelknochen) wird Giber der gewiinschten kortikalen Region ein im Durchmesser drei bis acht
Millimeter groBes Stiick des Schadelknochens entfernt und durch ein Deckgldschen ersetzt
(Fuhrmann et al., 2007; Holtmaat et al., 2009; Svoboda et al., 1997). Auf diese Weise wird ein

optimaler optischer Zugang zu einem relativ groBen Ausschnitt des Kortex gewahrt, der Aufnahmen

Abbildung 3. Fluoreszenzmarkierung von Neuronen in den Mauslinien GFP-M und YFP-H.
Koronare Schnitte einer Hemisphare zur Lokalisation fluoreszenzmarkierter Nervenzellen in der
GFP-M- (A) und der YFP-H- (C) Linie. Neben einer relativ dichten Markierung hippocampaler Neurone
sind kortikale Pyramidenzellen der Schicht 1l/lll und der Schicht V vereinzelt gefarbt (in (B) und (D) sind
Regionen des somatosensorischen Kortex der jeweiligen Mauslinie vergroRert dargestellt). Dabei ist
die Thy-1-kontrollierte Transgenexpression in der GFP-M-Linie sparlicher als in den YFP-H Tieren.
Markant zeichnen sich die Projektionen in die Amygdala, das Striatum, den Thalamus und den
Hypothalmus ab. (MaBstabsleiste: (A, C) 1mm, (B, D) 100um)
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bis zu einer Tiefe von 700-800um erlaubt. Abhdngig vom Operateur kann das kraniale Fenster iber
Wochen bis Monate klar bleiben und ermoglicht ein beliebig wiederholbares Mikroskopieren. Der
operative Eingriff der Methode ist invasiv und induziert eine gliale Reaktion, die allerdings nach
drei Wochen weitestgehend abgeklungen ist (Holtmaat et al., 2009) (nicht publizierte
Erfahrungswerte). Weniger invasiv ist die thinned skull Methode (ausgediinnter Schadelknochen),
bei der der Schéddel durch Bohren bis auf eine etwa 20um diinne, durchsichtige Knochenschicht
verschmélert wird (Grutzendler et al., 2002; Yang et al., 2010). Eine kleine mikroskopierfahige
Flache (typischerweise 0,1-0,3mm?) erlaubt allerdings nur sehr oberflichliche Aufnahmen des

Kortex in einem Zeitraum von 24 Stunden. Fiir wiederholtes Mikroskopieren muss erneut gebohrt

Abbildung 4. Anwendungsbeispiele fiir Zwei-Photonen-mikroskopische in vivo Experimente
tiber mehrere Zeitpunkte. (A) Die transgene Expression von GFP unter der Kontrolle des Promotors
des Fraktalkin-Rezeptor1 (CX3CR1) fihrt zu einer Markierung der Mikroglia, deren Kinetik mit der
intravitalen Zwei-Photonen-Mikroskopie untersucht werden kann (Fuhrmann et al, 2010).
(MaRstabsleiste 20um) (B) Die Bindung des Farbstoffs Methoxy-X04 an fibrilldare Proteinaggregate
kann zur Beschreibung des Wachstums amyloider Plaques in Mausmodellen der Alzheimerschen
Erkrankung eingesetzt werden (Burgold et al., 2011). (Maf3stabsleiste 50mm) (C) Veranderungen der
zytosolischen Ca®*-Konzentration lassen sich in kortikalen Neuronen mit dem membrangangigen
Indikator Oregon Green 488 messen (Garaschuk et al., 2006). Zur Abgrenzung wurden Astrozyten
zusatzlich mit Sulforhodamin 101 gefarbt (Nimmerjahn et al., 2004). (Mal3stabsleiste 20um) (D) Die
virale Markierung neugeborener Neurone erlaubt die Beobachtung des Einwanderns und der
Integration von Nervenzellen in den Bulbus Olfactorius bei der adulten Neurogenese (Mizrahi, 2007).
(Malstabsleiste 50um) (E) Tumorwachstum im Gehirn und die resultierende Angiogenese lassen sich
durch Fluoreszenzmarkierung der Glioblastom-Zellen mit RFP (red fluorescent protein) und der
BlutgefaBe mit Dextran-gekoppeltem Fluorescein untersuchen (von Baumgarten et al., 2011).
(Mal3stabsleiste 100um) (Bildmaterial bereitgestellt von und ein Danke an Kevin Keppler (A), Severin
Filser (D) und David Brucker (E).)
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werden, was hdufig nur drei bis vier Mal gelingt. Allerdings kann der Abstand zwischen den
Beobachtungszeitpunkten frei gewdhlt werden und damit durchaus im Rahmen von Monaten bis
Jahren liegen (Holtmaat et al., 2009; Yang et al., 2010). Eine Kombination der beiden Methoden,
bei der der ausgediinnte Schadelknochen durch ein Deckgldschen stabilisiert wird, ermoglicht
wiederholte Aufnahmen uber einen Zeitraum von mehreren Wochen. Allerdings werden auch hier
hochaufgeltste Abbildungen nur innerhalb der oberen 100um des Kortex erreicht (Drew
et al., 2010).

3.1.5 Die strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines

Koénnen Lernvorgdnge und sensorische Stimulation anatomische Verdnderungen im Gehirn
bewirken? In einer Magnetresonanztomographie (MRT)-Studie wurde bei Menschen, die das
Jonglieren mit drei Béllen erlernten, in der Tat eine signifikante Zunahme der grauen Substanz im
visuellen Kortex festgestellt (Draganski et al., 2004). Auf der mikroskopischen Ebene der
dendritischen Spines lassen sich zwei Formen von stimulationsabhdngigen strukturellen
Modifikationen im Mausgehirn beobachten. Spines kénnen einerseits ihre Form und GroBe dndern.
AuBerdem kann die Anzahl der dendritischen Spines verdndert werden, indem neue Spines gebildet
werden und etablierte Spines verloren gehen. Beide Phdnomene werden unter dem Begriff der
strukturellen Plastizitdt dendritischer Spines zusammengefasst und sollen im Folgenden naher
erlautert werden. Die verzweigten Dendritenbdume selbst sind im adulten Gehirn stabil und
verdndern sich auch nach sensorischer Stimulation nicht (Mizrahi und Katz, 2003; Trachtenberg
et al., 2002).

Eine lokalspezifische Stimulation einzelner Spines in organotypischen hippocampalen
Gewebeschnitten mit photoaktivierbarem Glutamat oder mithilfe einer hochfrequenten Erregung
der Prasynapse (LTP-Stimulation) fihrt zu einer Zunahme des Spine-Volumens, die
NMDA-Rezeptor-abhdngig und mit einem Umbau des Aktinzytoskeletts verbunden ist (Matsuzaki
et al., 2004; Okamoto et al., 2004). Umgekehrt kann die Induktion von LTD in einer Schrumpfung
der dendritischen Spines resultieren, die anhaltend aber reversibel ist (Okamoto et al., 2004; Zhou
et al., 2004). Die GroBe der Spines korreliert dabei positiv mit der Anzahl an funktionellen AMPA-
Rezeptoren in der postsynaptischen Dichte (Matsuzaki et al., 2001). Da eine Stimulation von thin
Spines zu einer permanenten VergroBerung des Spinevolumens fiihrt (Matsuzaki et al., 2004),
wurde vermutet, dass diese Spines die flexiblen , lernenden Spines* sind (Bourne und Harris, 2007).
Bei den groen mushroom Spines dagegen ist die Volumenédnderung eher transient (Matsuzaki

et al., 2004), sie sind stabiler und gelten daher als ,,erinnernde Spines* (Bourne und Harris, 2007).

Auf der anderen Seite wurde ebenfalls in hippocampalen Gewebeschnitt-Kulturen gezeigt, dass
eine Verminderung neuronaler Aktivitdt auch zu einem Verlust dendritischer Spines fithren kann
(Nagerl et al., 2004) und das die LTP-Stimulation auch eine de novo Ausbildung von Spines
bedingen kann (Engert und Bonhoeffer, 1999; Maletic-Savatic et al., 1999; Néagerl et al., 2004).
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Diese neuen Spines bilden ohne filipodiale Vorstufe innerhalb von Minuten einen physikalischen
Kontakt zu Prdsynapsen aus und entwickeln in einem Zeitraum von 15 bis 19 Stunden alle

ultrastrukturellen Merkmale einer synaptischen Verbindung (Né&gerl et al., 2007).

In vivo wurde die strukturelle Plastizitdat dendritischer Spines in kortikalen Regionen adulter Mause
das erste Mal 2002 von den Laboren um Karel Svoboda und Wen-Biao Gan unabhingig
voneinander beschrieben (Grutzendler et al., 2002; Trachtenberg et al., 2002) (Abbildung 5).
Widhrend in der postnatalen Entwicklung noch ein hoher Umbau des neuronalen Netzwerkes
stattfindet und die Mehrheit der Spines eine kurze Lebensdauer hat (Holtmaat et al., 2005), sind
Spines im adulten Gehirn unter Kontrollbedingungen relativ stabil. So bleiben 70% der Spines im
maturen Kortex (iber einen Zeitraum von 18 Monate bestehen (Grutzendler et al., 2002; Zuo et al.,
2005a). Entsprechend ihrer Lebensdauer kdnnen transiente und persistente Spines unterschieden
werden. Als transient werden Spines bezeichnet, wenn sie fiir weniger als acht Tage stabil sind
(Holtmaat et al., 2005). Dendritische Spines, die wenigsten acht Tage bestehen, sind in der Regel
auch fur sehr viel ldngere Zeitrdume stabil und werden daher als persistent klassifiziert (Holtmaat
et al., 2005). Transiente Spines sind eher klein, wahrend persistente Spines gewohnlich groBer und
typischerweise mushroom-férmig erscheinen (Holtmaat et al., 2005; Majewska et al., 2006). Eine
elektronenmikroskopische Studie in vivo mikroskopierter Spines bestétigte, dass erst die

persistenten Spines Teil einer funktionell erscheinenden Synapse sind (Knott et al., 2006).

Unter dem englischsprachigen Schlagwort experience-dependent (erfahrungsabhédngig) wurde eine
Vielzahl Zwei-Photonen-mikroskopischer Studien publiziert, die durch sensorische Manipulation die
strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines beeinflussen. Das Stutzen der Schnauzhaare (Vibrissen)
von Mdusen (Holtmaat et al., 2006; Trachtenberg et al., 2002; Wilbrecht et al., 2010; Zuo et al.,
2005) und eine Verminderung visueller Reize durch VerschlieBen eines Auges (Hofer et al., 2009),
Aufzucht in Dunkelheit (Tropea et al., 2010) oder Zerstorung eines Retinabereichs (Keck et al.,
2008) fuhren zu substantiellen Verdnderungen der Spine-Dynamiken in den korrespondierenden
kortikalen Regionen, dem somatosensorischen und dem visuellen Kortex. Dabei konnte vor allen
Dingen ein erhohter Umsatz an dendritischen Spines beobachtet werden, der dauerhafte strukturelle
Veranderungen nach sich zog. Allerdings bleibt fraglich, inwieweit ein solcher adaptiver Umbau der
synaptischen Verbindungen nach einem unphysiologischen Verlust sensorischer Stimulation als
Modell fir Lernen und Gedéachtnis gelten kann. Vier neuere in vivo Studien haben daher den
Einfluss spezifischer Lernaufgaben auf dendritische Spines untersucht (Fu et al., 2012; Lai et al.,
2012; Xu et al., 2009; Yang et al., 2009). Beispielsweise fuhrt das Erlernen einer bestimmten
Greiflibung oder des Balancierens auf einem rotierenden Zylinder zur schnellen Ausbildung von
Spines im murinen Motorkortex, wobei der Lernerfolg mit der Anzahl der neuen Spines korreliert
(Xu et al., 2009; Yang et al., 2009). Wiederholtes Training unterstiitzt die neuentstandenen Spines,
die iber Monate stabil bleiben kénnen und deren Uberleben mit dem Erhalt der erlernten Fihigkeit
assoziiert ist (Xu et al., 2009). Dendritische Spines stellen daher tatsdchlich ein physikalisches
Korrelat fuir Erinnerungen dar und das Erlernen neuer Fahigkeiten ist mit der de novo Bildung neuer

Spines verbunden. Verglichen mit der Modulation der Starke bereits existierender Synapsen, kann
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Abbildung 5. In vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie dendritischer Spines im murinen Kortex.
(A) Schematische Darstellung eines in vivo Zwei-Photonen-Experiments. (B) Kraniales Fenster (mit
der open skull-Praparation) Uber dem somatosensorischen Kortex. Das mit Dentalzement befestigte
Metallplattchen mit Gewinde dient der Fixierung der anasthesierten Maus unter dem Mikroskop.
(C) Anhand des charakteristischen Musters der oberflachlichen BlutgefaRe lassen sich definierte
Positionen grob wiederfinden. (D) Z-Projektion einer in vivo mikroskopierten Ubersichtsaufnahme
kortikaler Dendriten einer YFP-H Maus. Innerhalb solcher Ubersichten lassen sich die definierten
Dendritenabschnitte wahrend eines repetitiven Mikroskopierens lokalisieren. (Maf3stabsleiste 25um)
(E) Zeitserie eines fluoreszenzmarkierten Dendriten mit den charakteristischen dendritischen Spines.
Mit der Zwei-Photonen-Mikroskopie kdnnen einzelne dendritische Spines in ihrer natirlichen,
funktionellen ~ Umgebung beobachtet und  strukturelle  Veradnderungen an  denselben
Dendritenabschnitten tiber Zeitrdume von Tagen bis Monaten verfolgt werden. (MaRstabsleiste 5um)

die Neubildung synaptischer Verbindungen die Speicherkapazitdt eines neuronalen Netzwerkes
deutlich erhchen (Chklovskii et al., 2004). Als n&chsten Schritt gilt es nun, die beobachteten
morphologischen Spine-Phdnomene mechanistisch eingehend zu charakterisieren. Mithilfe
pharmakologischer Manipulation und transgener Mduse konnte in ersten Ansédtzen gezeigt werden,
dass der aktivitatsabhangige Verlust von Spines iber NMDA-Rezeptoren vermittelt wird (Zuo et al.,
2005) und dass die CaMKIl wesentlich fiir die Stabilisierung neuer Spines ist (Wilbrecht et al.,
2010).

Zur strukturellen Plastizitdt von Axonen und axonalen Boutons, die in en passant Boutons entlang
des Axons und abzweigende terminale Boutons unterteilt werden (De Paola et al., 2006), ist
weniger bekannt. Die axonalen Verzweigungen sind unter Kontrollbedingungen relativ stabil
(De Paola et al., 2006), sensorische Manipulation kann allerdings zu Riickzug oder dem Anwachsen

ganzer Axonzweige fithren (Marik et al., 2010; Yamahachi et al., 2009). Die Boutons selbst sind
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ebenfalls flexibel und eine elektrische oder eine sensorische Stimulation resultiert in Verlust und
Neubildung dieser axonalen Strukturen (Becker et al., 2008; Keck et al., 2011). Somit kénnen auch
strukturelle Verdanderungen axonaler Boutons zur funktionalen Plastizitdt des neuronalen Netzwerks

beitragen.

1947 berichtete Donald O. Hebb, dass Ratten, die er als Haustiere hielt, bei Lerntests besser
abschnitten als Ratten, die in seinem Labor in Standardkafigen gehalten wurden (Hebb, 1947). Er
schlug damit das Enriched Environment (reizangereicherte Umgebung; auch Environmental
Enrichment) als experimentelles Konzept vor, das seit den Arbeiten von Mark Rosenzweig Einzug
in den wissenschaftlichen Alltag gefunden hat (Rosenzweig et al., 1962). Als Enriched Environment
wird die Kombination aus erhohter sensorischer, kognitiver und motorischer Stimulation von
Versuchstieren bezeichnet und beinhaltet standardmé&Big einen groBeren Kafig mit einer Vielzahl
unterschiedlicher und wechselnder Spielmaterialien, sowie soziale Interaktion und Méglichkeiten zu
freier Bewegung (van Praag et al., 2000). Die Haltung im Enriched Environment vermindert die
neuropathologischen Auswirkungen bei Mausmodellen fiir Gehirntraumata (Kolb und Gibb, 1991)
oder neurodegenerative Erkrankungen, wie der Alzheimerschen Erkrankung oder dem Morbus
Parkinson (Bezard et al., 2003; Lazarov et al., 2005). Ein Enrichment beeinflusst die Genexpression
(Fischer et al., 2007), erhoht die adulte hippocampale Neurogenese (Kempermann et al., 1997) und
verdndert das Gewicht des Gehirns (Bennett et al., 1969) und den Verzweigungsgrad von Dendriten
(Greenough et al., 1973). In ex vivo Analysen verschiedener Hirnregionen, einschlieBlich des
somatosensorischen Kortex, wurde auch eine erhohte Dichte dendritischer Spines beobachtet (Gelfo
et al., 2009; Kolb et al., 2003; Leggio et al., 2005). Die generelle sensorische Stimulation durch ein
Enriched Environment auf Spines und ihre Dynamik in vivo ist bisher jedoch noch nicht untersucht

worden.
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3.2 Die Alzheimersche Erkrankung
3.2.1 Die Krankheit

1907 verdffentlichte der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer seine
Beschreibung der 51 jahrigen Patienten Auguste Deter, die ,...zeitlich und ortlich génzlich
desorientiert und deren ,,...Merkfahigkeit ... aufs schwerste gestort” war (Alzheimer, 1907). Der
Verlauf der Krankheit, deren Namensgeber Alzheimer werden sollte, war progressiv und nach dem
Tod der Patientin stellte dieser fibrillare Ablagerungen im Gehirn fest, die er fir den Untergang von
Nervenzellen verantwortlich machte (Abbildung 6) (Alzheimer, 1907).

Etwa 100 Jahre spater stellt die Alzheimersche Erkrankung die Gesellschaft und die weltweiten
Gesundheitssysteme vor ein ernstzunehmendes Problem. Die Krankheit ist die hdufigste Ursache fir
eine Demenzerkrankung mit aktuell geschatzten 22 Millionen Betroffenen weltweit (Prince et al.,
2011), 850.000 sind es allein in Deutschland (Sutterlin et al., 2011). Aufgrund des
demographischen Wandels kénnten sich diese Zahlen bis zum Jahr 2050 verdreifachen. Die Kosten,

die 2010 global durch Demenzerkrankungen entstanden sind, betrugen 604 Milliarden US-Dollar

Neurofibrillare
Tangles

Abbildung 6. ,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“. (A) Alois Alzheimer und
(B) dessen Patientin Auguste Deter, an der die Alzheimersche Erkrankung erstmalig beschrieben
wurde (Alzheimer, 1907). (C) Originale Praparate von Auguste Deter, die 1997 am Institut fir
Neuropathologie der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen wiedergefunden wurden (Graeber,
1999) und die von Professor Hans Kretzschmar fiir individuelle Aufnahmen zur Verfligung gestellt
wurden. (D-F) Eigenhandige Aufnahme der historischen Bielschowsky Silberfarbungen von Alois
Alzheimer. In der Ubersichtsabbildung (E) zeichnen sich die beiden histopathologischen
Charakteristika der Alzheimerschen Erkrankung ab, die extrazelluldren neuritischen Plaques (die
Alzheimer urspriinglich als ,miliare Herdchen® bezeichnete) (D) und die im neuronalen Zellkdrper
eingeschlossenen neurofibrillaren Tangles (F). (MaRstabsleisten: (D) 10um, (E) 25um, (F) 5um)
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und entsprechen damit mehr als einem Prozent des Weltsozialproduktes (Prince et al., 2011). Hinzu

kommen die dramatischen persénlichen und familidren Schicksale jedes einzelnen Falles.

Die Alzheimersche Erkrankung zeichnet sich durch einen fortschreitenden Verlust kognitiver
Fahigkeiten aus, der in einem durchschnittlichen Verlauf von sieben bis zehn Jahren tiber einem
progressiven Verlust der Personlichkeit und der Fahigkeit zu alltdglichen Handlungen schlieBlich
zum Tod fuhrt (Holtzman et al., 2011). Makroskopisch wird die Krankheit durch eine massive
Hirnatrophie verursacht, die auf den Verlust von Nervenzellen, besonders in kortikalen und
hippocampalen  Regionen, zuriickzufiihren ist (Holtzman et al, 2011). Die beiden
neuropathologischen Merkmale der Alzheimerschen Erkrankung, die ursachlich mit der
Neurotoxizitdt in Verbindung gebracht werden, sind die amyloiden Plaques und die neurofibrillaren
Tangles (Abbildungen 6 und 7). Amyloide Plaques sind extrazelluldre Proteinaggregate, die
vorrangig aus dem AmyloidB-Peptid (Ap-Peptid) bestehen (Glenner und Wong, 1984). Oft lagern
sich AB-Aggregate auch an BlutgefdBe an, welches als cerebrale Amyloidangiopathie bezeichnet
wird  (Mandybur, 1975). Die intrazelluldaren neurofibrilliren Tangles werden aus
hyperphosphoryliertem, aggregiertem Protein Tau gebildet (Wischik et al., 1988), dessen
physiologische Funktion in der Stabilisierung von Mikrotubuli liegt. Da neurofibrillare Tangles ein
charakteristisches Verteilungsmuster im Gehirn von Alzheimer Patienten aufweisen, welches mit
dem Verlauf der Erkrankung korreliert, konnte die Einteilung der Alzheimer-Stadien nach Braak
eingeftihrt werden (Braak und Braak, 1991). Die neuropathologischen Verdnderungen in Form von
Plaques und Tangles setzen nach Schatzungen allerdings schon 10-20 Jahre vor den ersten

klinischen Symptomen ein (Jack et al., 2010).

Bis auf wenige autosomal-dominant vererbte Varianten (familial Alzheimer’s disease, FAD) setzt
der symptomatische Verlauf der Krankheit bei den Betroffenen typischerweise ab einem Alter von
65 Jahren ein. Allerdings verdoppelt sich die Krankheitshaufigkeit alle funf Jahre (Ferri et al., 2005)
und macht damit das Alter zum Hauptrisikofaktor. Als weitere Risikofaktoren gelten
Kopfverletzungen (Sundstrom et al., 2007) und Schlaganfille (Savva und Stephan, 2010).
Lebensgewohnheiten wie Bildung und kognitive Auslastung, korperliche Aktivitat, der Body-Mass-
Index, Alkoholkonsum und Rauchen sind ebenfalls mit der Alzheimerschen Erkrankung assoziiert
(Lee et al., 2010b; Valenzuela und Sachdev, 2006). SchlieBlich wird bei der sporadischen Form der
Alzheimer Krankheit der Einfluss genetischer Faktoren auf 50-70% geschatzt. Beispielsweise kann
eine Variante des Apolipoprotein E (ApoE) das Risiko fir die Erkrankung um das 15-fache erhohen
(O'Brien und Wong, 2011; Reiman et al., 2009).

3.2.2 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Mit der Amyloid-Kaskaden-Hypothese (kurz Amyloid-Hypothese) versuchten die Wissenschaftler
um John A. Hardy und Dennis J. Selkoe 1991/1992, die molekularen Ursachen der Alzheimerschen
Erkrankung zusammenzufassen (Hardy und Allsop, 1991; Hardy und Higgins, 1992; Selkoe, 1991).
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Nach dieser Hypothese ist die Ablagerung des ApB-Peptids, dem Hauptbestandteil der amyloiden
Plaques, die unmittelbare Ursache der Erkrankung und die neurofibrilliren Tangles, der
Neuronenverlust und die Demenz sind direkte Folgen dieser Ablagerung (Abbildung 7). Das
AB-Peptid entsteht aus der aufeinanderfolgenden endoproteolytischen Prozessierung des Amyloid-
Vorlduferproteins (amyloid precursor protein, APP) durch die B-Sekretase und die y-Sekretase
(Haass und Selkoe, 1993). Dabei variiert die Lange des Peptids zwischen 37 und 43 Aminosauren,
mit AB40 und AB42 als den bekannteren Spezies (Abbildung 8).

Die Amyloid-Hypothese griindet unter anderem auf dem Befund, dass Mutationen im APP die
Ablagerung des Ap-Peptids fordern und zu einer frih einsetzenden, vererbbaren Form der
Alzheimerschen Krankheit fihren (Chartier-Harlin et al., 1991; Goate et al., 1991). Die Hypothese
fordert, dass andere Ursachen der Erkrankung ebenfalls zu einer verdnderten Produktion oder
Beseitigung des AB-Peptids fuhren (Hardy und Higgins, 1992). Tatsachlich lasst sich die Mehrzahl
der familidren Form der Alzheimer Krankheit auf Mutationen in den Genen Psenl und Psen2
zurlickfuhren, welche fir die katalytische Unterheit der vy-Sekretase Prasenilinl (PS1)
beziehungsweise Prdsenilin2 (PS2) kodieren (Levy-Lahad et al., 1995; O'Brien und Wong, 2011;
Sherrington et al., 1995). Grundsatzlich fiithren diese Mutationen zu einer verdnderten
Prozessierung des APP-Substrats, welche das Verhdltnis von AB42/AB40 zu Gunsten des starker
aggregierenden AP42 verschiebt (Karran et al., 2011) und ursdchlich mit dem Ausbruch der
Krankheit zusammenhangt (Hellstrom-Lindahl et al., 2009). Auch das ApoE, der bedeutendste
genetische Risikofaktor fir die Alzheimer Krankheit, ist wesentlich fiir den Haushalt des AB-Peptid,
da es fur die Bindung und den Abtransport des schadlichen Peptids aus dem Gehirn verantwortlich
ist (Kim et al., 2009; Reiman et al., 2009).

Weiterhin postuliert die Amyloid-Hypothese, dass das AB-Peptid per se toxisch ist (Hardy und
Higgins, 1992). Allerdings korreliert das Ausmal3 der Belastung durch amyloide Plaques schlecht
mit dem Verlust der kognitiven Fahigkeiten bei Alzheimer Patienten (Gomez-Isla et al., 1997; Terry
et al., 1991). Dies deutet darauf hin, dass die Plaques moglicherweise nicht die primér-toxische
Spezies sind. Das Niveau der I6slichen AB-Peptid Formen zeigt sich dagegen bedeutend
aussagekréftiger bezuiglich des Vorhandenseins und des Grades der kognitiven Einschrankungen
(Lue et al., 1999; McLean et al., 1999; Wang et al., 1999). Daher wird das eigentliche toxische
Potential in den I6slichen AB-Oligomeren vermutet. Tatsdchlich inhibieren synthetische
Praparationen und in vitro hergestellte Oligomere LTP und verschlechtern das Lernverhalten von
Ratten (Cleary et al., 2005; Kamenetz et al., 2003; Townsend et al., 2006). Posttranslationale
Modifkationen des Peptids, wie Nitrierung oder Pyroglutaminylierung, sind dabei moglicherweise
essentiell fur die AB-vermittelte Toxizitdt beziehungsweise verstdrken diese (Kummer et al., 2011;
Nussbaum et al., 2012). Als Konsequenz kommt es zu einem Untergang von Synapsen, der dem
Nervenzellverlust vorausgeht (Davies et al., 1987). So korreliert der Synapsenverlust am besten mit
den Beeintréchtigungen der kognitiven Leistungen bei Patienten (DeKosky und Scheff, 1990; Terry
et al., 1991). Hinsichtlich der per se Toxizitét tiberzeugt die Amyloid-Hypothese allerdings nicht und

unterschatzt den Einfluss des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, das im pathologischen Zustand
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Abbildung 7. Genese des AB-Peptids und AB-Pathologie bei der Alzheimerschen Erkrankung.
Das Amyloid-Vorlauferprotein APP wird durch die B-Sekretase im Endosom und anschlieRend durch
die y-Sekretase endoproteolytisch geschnitten und so das AB-Peptid in den extrazellularen Raum
sezerniert. Das AB-Peptid aggregiert zu I6slichen AB-Oligomeren und den amyloiden Plaques. Obwohl
es an den amyloiden Plaques zu dendritischen Aufschwellungen und einer massiven Gliose kommt,
scheinen die AB-Oligomere ein grofieres toxisches Potential zu haben. Innerhalb der neuronalen
Zellkérper kommt es durch bisher ungeklarte Mechanismen zur Fehlverteilung und Aggregation des
Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, was fiir den eigentlichen Synapsen- und Nervenzelluntergang
verantwortlich zu sein scheint.

hyperphosphoryliert und fehlverteilt ist und zu den fibrillaren Tangles aggregiert. Mutationen im
Tau-Gen fihren zu einer Reihe neurodegenerativer Erkrankungen wie der Frontotemporalen
Demenz (frontotemporal lobar degeneration, FTLD) (Hutton et al., 1998), jedoch nicht zur
Alzheimerschen Erkrankung. Interessanterweise dhnelt die Pathologie bei FTLD-Féallen der Tau-
Pathologie der Alzheimer Erkrankung, jedoch ohne das Vorhandensein von ApB-Ablagerungen.
Daher wird davon ausgegangen, dass die Tau-Pathologie neurotoxisch ist und bei der
Alzheimerschen Erkrankung eine Folge der Ap-Ablagerungen darstellen konnte (Karran et al.,
2011). Dementsprechend wurde in Mausmodellen und in Zellkulturstudien gezeigt, dass der
genetische knockout von Tau AB-induzierten Schadigungen wie Lerndefiziten, der LTP-Minderung
und dem Nervenzelluntergang vorbeugt (Nussbaum et al., 2012; Roberson et al., 2011; Roberson
et al., 2007). Mechanistisch konnte dabei die Kinase Fyn eine wichtige Rolle spielen, da gezeigt
wurde, dass Tau Uber Fyn auch die NMDA-Rezeptoren im dendritischen Spine reguliert. Dendritisch
fehlverteiltes zuséatzliches Tau konnte demnach zu einem excitotoxischen Untergang von Spines

und Synapsen fiithren (Ittner et al., 2010).

Trotz der beschriebenen Erfolge bei der Aufklarung der molekularen Grundlagen der

Alzheimerschen Erkrankung gibt es zurzeit noch keine addquate krankheitsmodifizierende
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Behandlung. Auf der Basis der Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurde bei der Entwicklung
potentieller Therapeutika der Schwerpunkt auf die Senkung der AB-Level gelegt. Verschiedene
Ansatze wie die Bindung von cerebralem AP durch aktive oder passive Immunisierung, die
Inhibition der Aggregation oder die Modulation der AB-generierenden Sekretasen waren dabei
bisher weitestgehend ineffektiv und brachten die Amyloid-Hypothese in die Kritik. Ein besseres
Verstdndnis der zellbiologischen Zusammenhadnge der einzelnen Schlisselproteine der Krankheit
und eine noch detailliertere Charakterisierung der multifaktoriellen Alzheimer-Pathologie sind

Voraussetzung fiir neue, erfolgversprechende therapeutische Ansitze.

3.2.3 Das Amyloid-Vorlauferprotein APP

APP ist ein Typ-1 orientiertes Transmembranprotein mit einer relativ groBen extrazelluldren
Domadne, einer Transmembrandomdne und einer kurzen zytosolischen Doméne, dessen
korrespondierendes Gen auf dem Chromosom 21 lokalisiert ist (Kang et al., 1987). Es ist Mitglied
der sogenannten APP-Proteinfamilie, fiir die in Sdugetieren die beiden Homologen APLP1 und
APLP2 (amyloid precursor like proteinl/2) beschrieben sind (Wasco et al., 1992; Wasco et al.,
1993). Wéhrend seiner Reifung durchlduft das Protein in der Zelle den sekretorischen Pfad und wird
posttranslational durch Glycosylierungen, Phosphorylierungen und Sulfatierung modifiziert (Haass
et al., 2012). Bei der sequenziellen Proteolyse des APP durch die Sekretasen wurden zwei
unterschiedliche Wege identifiziert. Das pathogene Ap-Peptid wird wéhrend der amyloiden
Prozessierung gebildet, bei der die APPsp-Ektodoméne in Endosomen durch die B-Sekretase befreit
wird und das verbleibende C-terminale Fragment (CTF) C99 in einer Reihe aufeinanderfolgender
Schritte durch die y-Sekretase innerhalb der Transmembrandomane geschnitten wird (Abbildung 8)
(Haass und Selkoe, 1993). Die Prozessierung durch die y-Sekretase findet an der Zelloberfldache oder
in den Endosomen statt und setzt das AB-Peptid und die intrazellulare Doméne (APP intracellular
domain, AICD) frei (Haass et al., 2012). Da die Position dieses proteolytischen Schnittes heterogen
ist, entstehen AP-Peptide mit einer Ldnge zwischen 37 und 43 Aminosduren (Abbildung 8). Im
alternativen nicht-amyloiden Prozessierungsweg wird APP durch die a-Sekretase innerhalb der
AB-Sequenz geschnitten, was zur Sekretion des extrazellularen APPsa-Fragments fuhrt (Esch et al.,
1990; Sisodia et al., 1990). o-Sekretase-Aktivitit wurde fiuir Proteinasen der ADAM-Familie
(a disintegrin and metalloprotease) gezeigt (Allinson et al., 2003), von denen ADAMI10 das
verantwortliche neuronale Enzym zu sein scheint (Kuhn et al., 2010). Der anschlieBende Schnitt des
membranstdndigen aCTF (oder C83) durch die y-Sekretase resultiert in der Freisetzung des kleinen

Peptids p3, das fir die Alzheimer-Pathologie keine Relevanz hat (Abbildung 8).

Eine Reihe physiologischer Funktionen wurde fir das Gesamtlangen-APP und die verschiedenen
proteolytischen Fragmente vorgeschlagen. Als Zelladh&sionsprotein konnte die transzelluldre
APP/APP-Interaktion fiir die Stabilisierung von Synapsen verantwortlich sein (Wang et al., 2009b).
Weiterhin wurde eine Vielzahl extrazelluldrer Liganden beschrieben, die eine Funktion von APP als

Zelloberflachenrezeptor nahelegen (Zheng und Koo, 2011). Unterstiitzt wird diese Annahme durch
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die Ahnlichkeit der APP-Prozessierung zum Notch-Signalweg. Ligandenbindung an den Notch-
Rezeptor resultiert in der Intramembran-Proteolyse durch die y-Sekretase und der Freisetzung des
NICD (Notch intracellular domain), welches direkt die Transkription von Zielgenen aktiviert (Selkoe
und Kopan, 2003). Fur die sezernierte APP-Ektodoméne wurden synaptotrophe Effekte beobachtet,
wie eine erhohte synaptische Dichte, ein geférdertes Auswachsen der Neuriten und ein verbessertes
Lernen (Gakhar-Koppole et al., 2008; Meziane et al., 1998). SchlieBlich spielt das AB-Peptid selbst
eine wichtige Rolle bei der synaptischen Physiologie. Als feedback Inhibitor wird AB nach erhohter
neuronaler Aktivitdt sezerniert, um die exzitatorische postsynaptische Antwort zu ddmpfen und

einer Hyperaktivitdt entgegenzuwirken (Kamenetz et al., 2003). Auf der prasynaptischen Seite kann
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Abbildung 8. Prozessierung von APP und postulierte Funktionen der unterschiedlichen
Spaltprodukte. Bei der nicht-amyloiden Prozessierung wird APP innerhalb der AB-Sequenz von der
a-Sekretase geschnitten, bevor das verbleibende membranstédndige APPa-C-terminale Fragment
(CTF) durch die y-Sekretase prozessiert wird. Alternativ wird bei der amyloiden Prozessierung durch
die B-Sekretase die APPsfB-Ektodomane (s flr soluble) abgespalten. Der anschlieRende y-Sekretase-
Schnitt befreit die zytosolische APP intrazellulare Domane (AICD) und das fiur die Alzheimersche
Erkrankung zentrale AB-Peptid. Im unteren Teil der Abbildung ist der relevante Sequenzabschnitt des
APP dargestellt und die AB-Sequenz in blau hervorgehoben. Markiert sind die spezifischen
Schnittstellen der a- und der B-Sekretase und der flexible Schnittbereich der y-Sekretase, die in einem
Abstand von typischerweise drei Aminosauren erst an einer ¢- und einer (-Position schneidet und
schliel3lich durch die hervorgehobenen y-Schnittstellen die unterschiedlichen AB-Fragmente mit einer
Lange von 37 bis 43 Aminosauren generiert.
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das Peptid die Freisetzungswahrscheinlichkeit synaptischer Vesikel modulieren (Abramov et al.,
2009). Die Bedeutung von APP fiir die Ausbildung und die Regulation von Synapsen wird auch von
Studien in APP-knockout Mdusen unterstiitzt. Der Verlust von APP flhrt zu einer verdnderten
Dichte kortikaler dendritischer Spines (Bittner et al., 2009; Lee et al., 2010a). Der zusatzliche
knockout von APLP2 resultiert in einer gestorten Ausbildung der neuromuskuldren Synapse (Wang
et al., 2005). Die subzelluldre Lokalisation des APP konnte bisher noch nicht endgiltig geklart
werden und es wird davon ausgegangen, dass das Protein sowohl in die Axone als auch in die
Dendriten transportiert wird (Haass et al., 2012). Wahrend APP urspriinglich als eher axonales
Protein beschrieben wurde, belegen neuere Studien, dass auch Dendriten AP sezernieren (Wei et al.,
2010) beziehungsweise die Prozessierung von APP ausschlieBlich im somatodendritischen

Kompartiment stattfindet (Sannerud et al., 2011).

3.2.4 Die B-Sekretase BACE1

Als B-Sekretase wurde BACE1 (S-site APP cleaving enzymel; Memapsin-2; ASP-2) zur gleichen
Zeit von funf Gruppen unabhéngig identifiziert (Hussain et al., 1999; Lin et al., 2000; Sinha et al.,
1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE1 ist, wie das homologe BACE2, eine
membranstdndige  Aspartat-Endopeptidase mit einer Transmembrandoméne und einem
luminal/extrazellular-orientiertem aktiven Zentrum (Hussain et al., 1999; Vassar et al., 1999). Nach
posttranslationaler Modifikation wird das BACE1-Proenzym im Golgi Apparat durch Furin
konvertiert (Dislich und Lichtenthaler, 2012). Das mature Protein wird schlieBlich von der
Plasmamembran in das endosomale Kompartiment transportiert, deren saure Umgebung das
pH-Optimum fiir die enzymatische Aktivitdt der Protease darstellt (Huse et al., 2000; Vassar et al.,
1999). BACE1 wurde vorrangig neuronal gefunden, mit einer besonders hohen Expression in der
frithen postnatalen Phase (Vassar et al., 1999; Willem et al., 2006). Ahnlich kontrovers wie APP,
wurde BACET1 in Nervenzellen einerseits in den Axonen, andererseits in den Dendriten lokalisiert
(Sannerud et al., 2011; Sheng et al., 2003).

Dass BACE1 die wesentliche, wenn nicht einzige APP-prozessierende B-Sekretase ist, konnte in
Maéausen gezeigt werden. Die Verkreuzung transgener Mausmodelle der Alzheimerschen
Erkrankung, die normalerweise ausgeprdgte AB-Ablagerungen zeigen, auf einen BACE1-knockout
Hintergrund verhinderte jedwede AB-assoziierte Pathologie (Laird et al., 2005; Ohno et al., 2004).
Damit stellt BACE1 ein interessantes Zielprotein fiir therapeutische Interventionen der Generierung
des AB-Peptids dar und zahlreiche Ansidtze zur pharmakologischen Inhibition der Protease wurden
beschrieben. Allerdings ist die katalytische Bindestelle von BACE1 untypisch groB, so dass die
Inhibition der Aktivitdt mit kleinen Molekiilen, die die Blut-Hirn-Schranke gut passieren, erschwert
ist (Vassar und Kandalepas, 2011)

Wie unbedenklich der Einsatz BACE1-modifizierender therapeutischer Ansétze ist, hdngt natirlich

auch von den physiologischen Funktionen des Enzyms ab. Eine Reihe von BACE1-Substraten wurde
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bereits vorgeschlagen (Hemming et al., 2009), von denen allerdings erst wenige verifiziert werden
konnten. Neben APP und APLP1/2 sind weitere Beispiele Neuregulinl (NRG1) (Willem et al.,
2006), die Untereinheiten des spannungsabhéngigen Natrium-Kanals Nay1.1p1-4 (Kovacs et al.,
2010) oder LRP1 (low density lipoprotein receptor-related protein) (von Arnim et al., 2005). Der
Verlust der BACE1-Aktivitdt in knockout-Mausen hatte keine offensichtlichen Konsequenzen, die
Tiere waren lebens- und fortpflanzungsfahig (Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al.,
2001). Spatere detaillierte Beschreibungen konnten jedoch auf einige phenotypische Anomalien
aufmerksam machen. So war die Myelinisierung peripherer Nerven gesttrt, was auf einen Verlust
der NRG1-Prozessierung zuriickgeftihrt werden konnte (Willem et al., 2006). Weiterhin zeigten die
BACET1-knockout Tiere Schizophrenie-assoziierte Verhaltensauffilligkeiten (Savonenko et al., 2008)
und waren empfindlicher firr epileptische Anfille (Hitt et al., 2010; Hu et al., 2010). Ein moglichst
weitreichendes Wissen tiber die Substrate von BACE1 und deren Funktionen ist wichtig, um
potentielle therapeutische Inhibitoren sehr genau auf neurophysiologische Nebenwirkungen zu
kontrollieren. Im Moment sind BACE1-Inhibitoren von Eli Lilly, Merck und AstraZeneca in der

klinischen Testung.

3.2.5 Prasenilin und die y-Sekretase

Die y-Sekretase setzt sich aus vier Untereinheiten zusammen (De Strooper, 2003) und zeichnet sich
durch die besondere Eigenschaft aus, dass sie Peptidbindungen von Transmembranproteinen in der
hydrophoben Umgebung einer Lipidmembran spalten kann (Busciglio et al., 1993; Haass et al.,
1992; Shoji et al., 1992). Das katalytische Zentrum bilden die Praseniline PS1 oder PS2, die jeweils
neun Transmembrandomdnen besitzen (Laudon et al., 2005) und wéahrend der Maturierung in ein
aminoterminales und ein carboxyterminales Fragment gespalten werden (Thinakaran et al., 1996).
Zwei Aspartatreste in den Transmembrandoménen VI und VII sind essentiell fur die katalytische
Aktivitat der Praseniline (Wolfe et al., 1999). Komplettiert wird die y-Sekretase durch Nicastrin,
Aph-1 (anterior pharynx-defective phenotype) und Pen-2 (presenilin enhancer), die im
stochiometrischen Verhaltnis von 1:1:1:1 zu den Présenilinen stehen (Abbildung 9) (De Strooper,
2003). In der Zelle wurde der vollstdndige y-Sekretase-Komplex in der Plasmamembran und in
Endosomen gefunden, wahrend das ungeschnittene Prasenilin-Holoprotein und Zwischenstufen des
Komplexes in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums und im frihen sekretorischen

Transportweg lokalisiert sind (Haass et al., 2012).

Mutationen in Psen1 und Psen2, den korrespondierenden PS1 beziehungsweise PS2 Genen, haben
zur Identifikation der Proteine und ihrer zentralen Rolle bei der Alzheimerschen Erkrankung gefiihrt
(Levy-Lahad et al., 1995; Sherrington et al., 1995). Es wurden bisher 179 Psen1-, 14 Psen2- und 32
APP-Mutationen entdeckt, die fir eine vererbbare und friih einsetzende Form der Alzheimer
Krankheit verantwortlich sind (FAD-Mutationen) (O'Brien und Wong, 2011). Mit der transgenen
Expression von FAD-mutiertem APP oder einer Kombination aus APP und PS1 konnten die

AB-Pathologie im Mausgehirn nachgestellt und Aspekte dieser Pathologie, wie das Wachstum der
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amyloiden Plaques (Burgold et al., 2011) und der Verlust von Synapsen (Koffie et al., 2009) und
Neuronen (Fuhrmann et al., 2010), im Detail studiert werden. Allerdings zeigen Mduse, die
ausschlieBlich FAD-PS1 exprimieren, keine Amyloid-Pathologie, da sich vermutlich das
Aggregationsverhalten von murinem A von dem des humanem Peptids unterscheidet (Jankowsky
et al., 2007). Entgegen den Erwartungen fir ein Alzheimer-Modell, konnten bei
elektrophysiologischen Untersuchungen von FAD-PS1 transgenen Mausen verbesserte synaptische
Eigenschaften beobachtet werden (Auffret et al., 2009; Dewachter et al., 2008; Parent et al., 1999;
Schneider et al., 2001; Zaman et al., 2000). Demgegentiber fiihrt der konditionale Verlust von PS1
zu keinen Verdnderungen bei der basalen synaptischen Transmission oder beim LTP (Feng et al.,
2001; Yu et al., 2001). PS1-Mutationen koénnten daher iiber die AB-Pathologie hinaus Einfluss auf

synaptische Funktionen haben.
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Abbildung 9. Komponenten des y-Sekretase-Komplexes und die Prasenilin1 (PS1) abhdngige
Regulation der Ca®*-Homéostase. Im vollstéandigen y-Sekretase-Komplex liegt PS1 (oder PS2) als
Heterodimer (C- und N-terminales Fragment, CTF und NTF) vor, welches wahrscheinlich durch
Autoproteolyse entsteht. Die beiden Aspartatreste D257 und D385 (rot hervorgehoben) bilden das
katalytische Zentrum und sind in den beiden Transmembrandomanen VI und VII lokalisiert.
Komplettiert wird der Komplex durch Nicastrin, das mdglicherweise fiir die Auswahl der Substrate
mitverantwortlich ist (Shah et al,, 2005), Pen-2, welches die Autoproteolyse von PS1 unterstiitzt
(Prokop et al., 2004) und Aph-1 (anterior pharynx defective) fir die Komplexbindung (LaVoie et al.,
2003). Die Préaseniline spielen auflerdem bei der Regulation des zellularen Ca®'-Haushaltes eine Rolle.
Mechanistisch wurde diesbezliglich vorgeschlagen, dass das in der Membran des Endoplasmatischen
Retikulums lokalisierte PS1-Holoprotein selbst als Ca?*-Kanal fungiert (Tu et al., 2006), die Ca?*-
Einfuhr Gber die Sarco-/Enplasmatisches Retikulum Ca?*-ATPase (SERCA) stimuliert (Green et al.,
2008) oder die Expression des Ryanodin-Rezeptors (RyR) (Smith et al., 2005) beziehungsweise die
Sensitivitat des Inositol-3-Phosphat Rezeptors (IP3-R) beeinflusst (Cheung et al., 2008).
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Uber 60 Substrate wurden fiir die y-Sekretase beschrieben, mit APP und Notch als den beiden
bekanntesten (Wakabayashi und De Strooper, 2008). Die proteolytische Spaltung findet innerhalb
von Transmembrandomanen und ohne eine bestimmte Sequenzspezifitat statt. Sie bedarf allerdings
einer kurzen extrazellularen Doméne, die beim APP durch den vorausgegangenen o/B-Schnitt
realisiert wird (Lichtenthaler et al., 1999; Struhl und Adachi, 2000). AuBerhalb des y-Sekretase-
Komplexes scheinen die Praseniline wichtig fiir den intrazelluldren Transport bestimmter Proteine
zu sein. So gelangt die Protonenpumpe v-ATPase VOal, die fur das saure Milieu der Lysosomen
verantwortlich ist, in PS1-defizienten Zellen nicht an ihren Bestimmungsort, was zu einem gestorten
lysosomalen Proteinabbau fiihrt (Lee et al., 2010c). Neue Befunde stellen diese Funktion allerdings
in Frage (Zhang et al., 2012). In einer Reihe von Studien wurde tbereinstimmend die Rolle der
Préseniline bei der Ca**-Homoostase bestétigt (Bezprozvanny und Mattson, 2008). Auch wenn der
zugrundeliegende Mechanismus kontrovers diskutiert wird, scheinen die Préseniline an der
Regulation der Ca?*-Konzentration im Endoplasmatischen Retikulum beteiligt zu sein
(Abbildung 9). FAD-Mutationen, einschlieBlich der Mutation A246E, fir die dieser Effekt
anfanglich beschrieben wurde, stéren das zelluldre Ca?*-Gleichgewicht und kénnen so entscheidend
zur Alzheimer Pathologie beitragen (Bezprozvanny und Mattson, 2008; Ito et al., 1994;
LaFerla, 2002).
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4 Ergebnisse

4.1 Das Enriched Environment induziert strukturelle Plastizitit

Im ersten Teil der Arbeit wurde untersucht, inwieweit strukturelle Plastizitdt im somatosenorischen
Kortex von Madusen durch ein Enriched Environment modifiziert werden kann. Verschiedene
Studien haben bereits den Einfluss sensorischer Stimulation auf synaptische Spines kortikaler
Neurone mittels in vivo Mikroskopie analysiert (Fu und Zuo, 2011). Dabei wurden urspriinglich
Stimulationsprotokolle verwendet, die die sensorischen Reize in unphysiologischer Weise
unterdriickten, wie das Stutzen der Vibrissen oder das VerschlieBen der Augen (Fu und Zuo, 2011).
In neueren Arbeiten konnten allerdings auch Verdnderungen dendritischer Spines charakterisiert
werden, die auf spezifische Lernerfahrungen zuriickzufiihren sind (Fu und Zuo, 2011). Der Einfluss
einer breiten physiologischen Stimulation der Sensorik, wie sie durch das Enriched Environment
erzielt wird, ist bisher noch nicht beschrieben worden. Fiir die folgenden Experimente wurde daher
ein moglichst komplexer Enriched-Kafig eingerichtet, mit Objekten und Spielzeug aus verschieden
Materialien und mit unterschiedlicher Textur (Abbildung 10A). Um wiederkehrend neue
Stimulation zu erreichen, wurde der Kéfig alle zwei bis drei Tage neu gestaltet. Fur die Enriched

Environment Versuche wurden ausschlieBlich weibliche Mause der Linie YFP-H verwendet.

4.1.1 Der Eftekt eines ,Enriched Environments seit der Geburt“ auf
dendritische Spines sich verzweigender apikaler Dendriten von

Schicht V Neuronen

Um den maximalen Effekt eines Enriched Environments auf dendritische Spines zu ermitteln,
wurden in einem ersten Ansatz Méause untersucht, die seit ihrer Geburt im Enriched-Kéfig gehalten
wurden. Dazu wurden schwangere Mause der Linie YFP-H ins Enriched Environment gesetzt. Drei
Wochen nach der Geburt wurden die Miitter und die mannlichen Geschwister aus dem Kafig
entfernt und die weiblichen Nachkommen hinsichtlich des YFP-Transgens genotypisiert. Im Alter
von drei Monaten wurde den YFP-positiven Mdusen ein kraniales Fenster iber dem
somatosensorischen Kortex implantiert (Abbildung 10B). Mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie

wurden dendritische Elemente von fluoreszenzmarkierten kortikalen Neuronen beginnend mit
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Abbildung 10. Ein ,,Enriched Environment seit der Geburt“ induziert strukturelle Plastizitit an
sich verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen. (A) Schematische Zeichnung
des Enriched-Kafigs neben einem Standardkafig. (B) Rot angedeutet ist die Lage des kranialen
Fensters (ber dem somatosensorischen Kortex einer Maus. (C) Seitliche Ansicht kortikaler
fluoreszenzmarkierter Neurone einer YFP-H Maus. Sich verzweigende apikale Dendriten von Schicht V
Neuronen (linkes Neuron) wurden typischerweise in einer Tiefe von 20-70um mikroskopiert. Die
basalen Dendriten von Schicht Il/lll Neuronen (rechtes Neuron), die im Folgenden ebenfalls
beschrieben werden, wurden in einer Tiefe von 150-250pm aufgenommen. (Mafistabsleiste 100um)
(D) Reprasentative Zeitserie exemplarischer Dendriten, die tber einen Zeitraum von 30 Tagen in vivo
beobachtet wurden. Die schwarz-weif3en Pfeile markieren ausgewahlte dendritische Spines, die tUber
den gesamten Beobachtungszeitraum stabil waren. Demgegentber heben die griinen Pfeile alle neu
entstandenen Spines hervor und die roten Pfeile markieren die Stellen, an denen Spines verloren
gegangen waren. (Mafistabsleisten 5um) (E) Die Dichte dendritischer Spines an apikalen Dendriten
von Schicht V Neuronen ist erhdht bei Mausen, die seit ihrer Geburt im Enriched Environment gehalten
wurden. Uber den Beobachtungszeitraum ist die Spine-Dichte stabil. (In der Enriched Gruppe wurden
41 Dendriten von insgesamt sechs Mausen ausgewertet, in der Kontrollgruppe waren es 37 Dendriten
in funf Mausen). (F-G) Die Dichte der entstandenen (F) und der verlorenen >
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einem Alter von vier Monaten analysiert. Als Kontrollgruppe dienten weibliche YFP-H Mduse, die
nach dem Absetzen allein in Standardkéfigen gehalten, ansonsten aber identisch behandelt wurden.

Der zeitliche Ablauf des Experiments ist in Abbildung 30 schematisch zusammengefasst.

Als erste Population an Dendriten wurden die fluoreszenzmarkierten apikalen Dendriten der
Schicht V Neurone des somatosensorischen Kortex untersucht. Die Verzweigungen dieser
Dendriten lassen sich relativ einfach in einer Tiefe von 20-70um mikroskopieren (Abbildung 10C)
und werden daher standardmaéBig in in vivo mikroskopischen Experimenten analysiert. Um apikale
Dendriten von Schicht V Neuronen eindeutig zuzuordnen und von vereinzelten apikalen Dendriten
von Schicht II/Ill Neuronen zu unterscheiden, wurden Ubersichtsaufnahmen bis zu einer Tiefe von
350pum gemacht. Da die Zellkérper der Schicht 1I/lIl Neurone typischerweise in einer Tiefe von
150-300pm liegen, wurden apikale Dendriten, die dartiber hinaus keinem Zellkdrper zugewiesen
werden konnten, als Schicht V klassifiziert (Abbildung 29). Die Abbildung 10D zeigt, wie sich die
mikroskopierten Dendriten mit den Spines tiber die Zeit in einem solchen Experiment darstellten. In
Mausen, die seit ihrer Geburt im Enriched Environment gehalten wurden, war die Dichte der
dendritischen Spines, also die Anzahl der Spines dividiert durch die Lange des entsprechenden
Dendriten, im somatosensorischen Kortex signifikant erhoht (Abbildung 10E). Wahrend die
Kontrolldendriten eine Dichte von 0,33+0,02/um aufwiesen, entsprechend der GroéBenordnung
bereits publizierter Studien (Holtmaat et al., 2005), lag die Spine-Dichte der Tiere des Enrichment
bei 0,46+0,02/um. Uber einen Zeitraum von 30 Tagen blieb die Spine-Dichte unverdndert
(Abbildung 10E). Die Dichte der Spines, die innerhalb von vier Tagen neu entstanden waren
(Abbildung 10F), als auch die Dichte der verloren gegangenen Spines (Abbildung 10G) waren
wesentlich erhoht in der Gruppe der Enriched Environment Méuse. Dabei entsprachen sich die
Verhdltnisse der entstandenen und der verlorenen Spines zwischen den Gruppen, was sich auch in
der gleichbleibenden Netto-Spine-Dichte {iber den Beobachtungszeitraum widerspiegelte
(Abbildung 10E)

Da dendritische Spines als strukturelles Korrelat von Erinnerungen diskutiert werden, war es
interessant, sich das Schicksal einzelner neu gebildeter Spines im Detail anzuschauen. Innerhalb der

ersten drei Beobachtungszeitpunkte wurden bei den Enriched-Mausen 143 neu entstandene Spines

gegangenen Spines (G) ist bei den Mausen des Environmental Enrichments um ein ahnliches Level
erhoht. (H-K) Das Schicksal von dendritischen Spines, die innerhalb der ersten drei
Beobachtungszeitpunkte neu entstanden sind, wurde detailliert analysiert. (H) Insgesamt
143 entstandene Spines (an 1667um Gesamtdendrit) in der Enriched Environment Gruppe und 62 neu
gebildete Spines (an 1907um Gesamtdendrit) der Kontrollgruppe wurden zu den sich anschlieRenden
Zeitpunkten verfolgt. (J) In der Enriched Environment Gruppe sind mehr entstandene Spines Uber
einen Zeitraum von 22 Tagen stabil. (K) In der Enriched Environment Gruppe geht ein hdherer Anteil
an neu gebildeten Spines innerhalb von acht Tagen wieder verloren, welche somit als transiente
Spines klassifiziert werden. (Fehlerbalken stellen + SEM dar; % %% P>0,001, ** P>0,01)
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detektiert (an 1667um Gesamtdendrit), wahrend die Kontrollen 62 neue Spines aufwiesen (an
1907um  Gesamtdendrit). Diese  Spines wurden iber die sich  anschlieBenden
Beobachtungszeitpunkte verfolgt (Abbildung 10H). In der Gruppe des Environmental Enrichments
blieb eine signifikant hohere Anzahl neuer Spines fiir wenigsten 22 Tage bestehen (Abbildung 10J).
Nach der Studie von Knott et al., 2006 kann davon ausgegangen werden, dass diese Spines
funktional in das neuronale Netzwerk integriert wurden. Gleichzeitig war bei den Enriched
Environment Miusen aber auch die Dichte der transienten Spines, die eine Uberlebenszeit von

weniger als 8 Tagen haben, signifikant erhtht (Abbildung 10K).

4.1.2 Der Effekt des ,Enriched Environments seit der Geburt“ auf

dendritische Spines basaler Dendriten von Schicht II/III Neuronen

In bisherigen intravital-mikroskopischen Studien wurden ausschlieBlich sich verzweigende apikale
Dendriten kortikaler Neurone untersucht (Fu und Zuo, 2011). Nach dem Stand der Literatur wurden
daher in der vorliegenden Arbeit erstmalig auch die basalen Dendriten von Neuronen der kortikalen
Schicht /Il in vivo aufgenommen. Diese befinden sich typischerweise in einer Tiefe von
150-250pum (Abbildung 10C) und sind daher schwerer zu mikroskopieren. Die Dichte dendritischer
Spines an den basalen Dendriten von Schicht II/1ll Neuronen (Abbildungen 11A und 11B) war unter
Kontrollbedingungen mit 0,67+0,02/um hoher, verglichen mit den sich verzweigenden apikalen
Dendriten von Schicht V Neuronen. Der Aufenthalt im Environmental Enrichment fuhrte zu einer
dariiber hinaus gesteigerten Spine-Dichte an diesen Dendriten (Abbildungen 11A und 11B). In
beiden Fallen blieb die Spine-Dichte tber den Beobachtungszeitraum stabil (Abbildung 11B).
Hinsichtlich der Spine-Dynamiken waren sowohl das Entstehen neuer Spines (Abbildung 11C) als
auch der Verlust von Spines (Abbildung 11C) in der Enriched-Gruppe erhéht. Auch hier wurde das
Schicksal neu gebildeter Spines verfolgt (Abbildung 11D). Vergleichbar mit den Ergebnissen fiir die
apikalen Dendriten der Schicht V Neurone, war die Dichte der Spines, die innerhalb der ersten acht
Tage des Beobachtungszeitraumes gebildet wurden und tiber wenigstens drei Wochen stabil waren,
heraufgesetzt (Abbildung 11F). Gleichzeitig war die Dichte der transienten Spines erhoht
(Abbildung 11G).

4.1.3 Der Effekt eines akuten Enriched Environments auf dendritische
Spines sich verzweigender apikaler Dendriten von Schicht V
Neuronen

Im zweiten Teil der Enriched-Studie sollte ermittelt werden, wie ein unter Kontrollbedingungen
etabliertes neuronales Netzwerk auf eine breite sensorische Stimulation reagiert. Dazu wurde als

Bezugswert der Spine-Status kortikaler Dendriten von weiblichen YFP-H Méusen im Alter von fuinf

bis sechs Monaten, die in Standardkéafigen gehalten wurden, mit der Zwei-Photonen-Mikroskopie
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aufgenommen. Im Anschluss wurden die Tiere in den Enriched-Kafig umgesetzt und die
Verdnderungen an genau diesen Dendriten Uber einen Zeitraum von 35 Tagen verfolgt
(Abbildungen 12A und 30). Zusatzlich wurden als Kontrollen auch Mdause mitgefiihrt, die

durchgédngig unter Standardbedingungen gehalten wurden.

An sich verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen stieg die Dichte dendritischer
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Abbildung 11. Das ,,Enriched Environment seit der Geburt“ induziert strukturelle Plastizitat an
basalen Dendriten von Schicht Il/lll Neuronen. (A) Reprasentative Zeitserie exemplarischer
Dendriten, die Uber einen Zeitraum von 30 Tagen in vivo beobachtet wurden. Die griinen Pfeile
markieren alle neu entstandenen Spines, wahrend die roten Pfeile die Stellen hervorheben, an denen
Spines verloren gegangen waren. (Mafstabsleisten 5um) (B) Die Dichte dendritischer Spines ist bei
den Mé&usen des Enriched Environments erhdht. Uber den Beobachtungszeitraum bleibt die Spine-
Dichte stabil. (Es wurden jeweils 34 Dendriten in vier Mausen in der Enriched-Gruppe und in der
Kontrollgruppe ausgewertet.) (C-D) Die Dichte der entstandenen (C) und der verloren gegangenen
Spines (D) ist bei den Mausen des Enrichments um ein ahnliches Level erhoht. (E-G) Das Schicksal
dendritischer Spines, die innerhalb der ersten drei Beobachtungszeitpunkte neu entstanden sind,
wurde detailliert analysiert. (E) Insgesamt 110 entstandene Spines (an 1152um Gesamtdendrit) in der
Enriched-Gruppe und 53 neu gebildete Spines (an 1627um Gesamtdendrit) der Kontrollgruppe wurden
zu den sich anschlieenden Zeitpunkten verfolgt. (F) In der Enriched Environment Gruppe sind mehr
entstandene Spines Uber einen Zeitraum von 22 Tagen stabil. (G) In der Enriched Environment Gruppe
geht ein hoherer Anteil an neu gebildeten Spines innerhalb von acht Tagen wieder verloren, die damit
als transiente Spines klassifiziert werden. (Fehlerbalken stellen + SEM dar; < %% P>0,001, * P>0,05)
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Spines innerhalb von Tagen nachdem die Mduse ins Enriched Environment gesetzt wurden
(Abbildung 12B). Ein signifikanter Unterschied wurde nach 16 Tagen im Environmental Enrichment

erreicht, als die Spine-Dichte verglichen mit den Kontrollen um etwa 20% erhoht war. Dem Graph
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Abbildung 12. Ein akutes Enriched Environment induziert strukturelle Plastizitit an sich
verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen. (A) Reprasentativer
Dendritenabschnitt einer Maus, die zu den ersten beiden Zeitpunkten noch unter Kontrollbedingungen
gehalten wurde (dO und d7), bevor sie in den Enriched-Kéfig gesetzt wurde (grau unterlegt). Die
grinen Pfeile markieren alle neu entstandenen Spines und die roten Pfeile die verloren gegangenen
Spines. (MaBstabsleiste 5um) (B) Die Spine-Dichte erhoht sich direkt nach Beginn des Enriched
Environments. Es wurden bei der Enrichment Gruppe 45 apikale Dendritenabschnitte von Schicht V
Neuronen von insgesamt acht Mausen und bei den Kontrollen 31 Dendritenabschnitte von vier Mausen
ausgewertet. (C) Durch das Enriched Environment steigt die Dichte entstandener Spines unmittelbar
an und vermindert sich spater ohne auf das Kontrollniveau zu sinken. (D) Die Dichte der verlorenen
Spines nimmt weniger rapide und weniger stark zu. (E) Aufgetragen wurden die durchschnittlichen
Dichten der entstandenen Spines innerhalb der ersten vier Wochen des Enriched Environment gegen
die durchschnittlichen Dichten der verloren gegangenen Spines fiir jeden einzelnen Dendriten. Die
jeweiligen Regressionsgraden mit den entsprechenden Anstiegen sind ebenfalls angegeben.
(F) Etablierte Spines, die zu den ersten beiden Zeitpunkten stabil sind, gehen zu einem gréReren Anteil
durch die Wirkung des Enriched Environments verloren. (G) Das Uberleben von 228 entstandenen
Spines (an 2391uym Gesamtdendrit), welche an den ersten zwei Beobachtungszeitpunkten im Enriched
Environment gebildet wurden, wurde Uber die sich anschlieBenden vier Beobachtungszeitpunkte
verfolgt und mit den 42 entstandenen Spines (an 1500um Gesamtdendrit) der Kontrolltiere verglichen.
(H) Von den neu entstandenen Spines sind in der Enriched Gruppe mehr Spines Uber
28 Tage stabil. (J) Gleichzeitig wird durch das Enrichment die Bildung transienter Spines erhéht.
(Fehlerbalken stellen + SEM dar; *** P>0,001, ** P>0,01, * P>0,05)
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in Abbildung 12B zufolge hat es den Anschein, als laufe die Spine-Dichte nach Induktion durch das
Enrichment auf einen Maximalwert zu, der bei etwas tiber 0,4/um liegt. Ein drastischer Unterschied
konnte fir die neu entstandenen Spines festgestellt werden (Abbildung 12C). Nach einem Tag im
Enriched Environment verdoppelte sich die Dichte der gebildeten Spines und blieb fiir zwei Wochen
auf diesem Level. Danach ging die Dichte der entstandenen Spines zuriick, jedoch ohne auf das
Level der Kontrollmduse zu fallen. Interessanterweise folgte die Dichte der verloren gegangenen
Spines einer etwas anderen Kinetik (Abbildung 12D). Der Anstieg der verlorenen Spines setzte
spater ein und erreichte auch nicht das Ausmal der entstandenen Spines. Deutlich wird dies auch in
Abbildung 12E, bei der fiir jeden einzelnen Dendriten die Dichte der entstandenen gegen die Dichte
der verlorenen Spines aufgetragen wurden, da die resultierende Regressionsgrade fiir die Enriched
Environment Gruppe zur Seite der neu gebildeten Spines geneigt ist. Demgegeniber liegen Bildung
und Verlust dendritischer Spines bei den Kontrollen im Gleichgewicht. Zuséatzlich geht aus dieser
Darstellung hervor, dass die Veranderungen relativ gleichméaBigen verteilt sind und sich keine
Verteilungscluster abzeichnen (Abbildung 12E). Dies deutet darauf hin, dass alle Dendriten in
dhnlicher und genereller Weise durch die sensorische Stimulation des Enriched Environments

betroffen waren.

Als ndchstes wurde analysiert, wie etablierte Spines auf die neue Stimulation reagierten. Als
etabliert wurden Spines definiert, die zu den beiden Beobachtungszeitpunkten vor dem Enriched
Environment stabil waren und damit als persistent galten. Das Uberleben dieser Spines wurde iiber
die Zeit des Enrichments beobachtet und ist in Abbildung 12F dargestellt. Wahrend bei den
Kontrolltieren 86,8+1,2% der etablierten Spines eine vergleichbare Zeitspanne iberlebten, waren es
in der Enriched Environment Gruppe mit 80,4+1,4% signifikant weniger. Die Ergebnisse sprechen
dafiir, dass das Enriched Environment eine wesentliche Reorganisation des neuronalen Netzwerks

bewirkte.

Weiterhin wurde das Schicksal der Spines detailliert verfolgt, welche im Zuge des Enriched
Environments (genauer; an den ersten beiden Zeitpunkten des Environmental Enrichments) neu
entstanden waren (Abbildung 12G). Gegeniiber der Kontrolle tiberlebte eine gréBere Anzahl an
entstandenen Spines einen Zeitraum von vier Wochen (Abbildung 12H). Interessanterweise zeigte
ein Vergleich der beiden Versuchsgruppen, dass ein hoherer Anteil der neu gebildeten Spines nach
akutem Enriched Environment Uber einen entsprechenden Zeitraum stabil integriert werden konnte,
als es fur das Experiment mit dem ,,Enrichment seit der Geburt* der Fall war (Abbildungen 10J
und 12H). Die Dichte der transienten Spines war in der Enriched Environment Gruppe ebenfalls
erhoht (Abbildung 12)).

33



4.1.4 Der Effekt eines akuten Enriched Environments auf dendritische

Spines basaler Dendriten von Schicht II/IIl Neuronen

Auch fur die basalen Dendriten der Schicht II/1ll Neurone wurde der Einfluss des akuten Enriched
Environments untersucht. Es zeigte sich, dass beide Dendritenpopulationen in dhnlicher Weise auf
die generelle sensorische Stimulation reagierten. Die Spine-Dichte der basalen Dendriten der
Schicht II/Ill Neurone wurde um etwa 20% erhoht, was auf einen schnellen Anstieg der neu
gebildeten Spines und einen verzogerten und weniger starken Anstieg der Dichte der verlorenen
Spines zurtickzufihren war (Abbildungen 13A-D). Die beobachteten Verdnderungen fiir den
Zuwachs und den Verlust dendritischer Spines waren gleichmaBig Uber die aufgenommenen
Dendriten verteilt (Abbildung 13E). Von den etablierten Spines ging ein groBerer Anteil verloren,
wenn die Versuchstiere akut durch das Enrichment stimuliert wurden (Abbildung 13F). Von den
Spines, die direkt mit dem Beginn des Enriched Environments neu gebildet wurden, wurden mehr
langfristig stabilisiert als bei den Kontrolltieren (Abbildung 13G). Gleichzeitig wurden nach
Stimulation durch das Enrichment mehr transiente Spines gebildet (Abbildung 13H).

4.1.5 Lentivirus-basierte Markierung kortikaler Neurone ermoglicht das

in vivo Mikroskopieren von Axonen

Neben der Verwendung von transgenen Tiermodellen gewinnt der virale Gentransfer einen immer
groBeren Stellenwert bei dem Versuch, lebende Modellorganismen genetisch zu manipulieren.
Dabei kann es vor allem in der Neurobiologie wichtig sein, spezifische Zellpopulationen bis hin zu
Einzelzellen genetisch zu verdndern, um die Funktion einzelner Gene oder den Einfluss einzelner
Zellen im neuronalen Netz zu studieren. Replikationsdefiziente lentivirale Vektorsysteme eignen
sich diesbeziiglich, da sie in das Genom der Zielzelle integrieren und damit eine stabile Expression
der entsprechenden Genprodukte gewdhrleisten. AuBerdem bieten sie mit 8kb eine hohe

Packungskapazitdt fir transgene Sequenzen (Jakobsson und Lundberg, 2006).

Grundsatzlich sollte im Rahmen der Arbeit die genetische Modulation kortikaler Neurone mittels
lentiviralen Vektoren etabliert werden, um diese mit der in vivo Mikroskopie zu untersuchen. Die
Planung der Experimente und die Produktion der lentiviralen Partikel wurden in enger
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Professor Martin Biel, vor allem mit Dr. Stykianos
Michalakis durchgefiihrt. In einem ersten Schritt musste dazu die Expression der Zielgene auf
Neurone beschrankt werden. Entsprechend der Publikation von Dittgen et al., 2004 kann dies durch
neuronenspezifische Promotoren erreicht werden. Ein Plasmid mit der Sequenz des murinen
Promotors der a-Calcium-/Calmodulin-abhéngigen Kinase II (CaMKII) wurde vom Labor
von Pavel Osten bereitgestellt, welches als Grundlage fir die PCR-Amplifikation der beiden
Promotorabschnitte CaMKII(0,4kb) und CaMKII(1.3kb) diente (Dittgen et al., 2004). Die jeweiligen
Primer waren zusatzlich mit den Restriktionsschnittstellen fiir die Enzyme Clal und Agel versehen,

mit deren Hilfe die entsprechenden Promotorsequenzen in einen lentiviralen GFP-Transfervektor
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(Addgene plasmid 12252) eingefiigt wurden. Die resultierenden  Transfervektoren
LV-CaMKII(0,4kb)-GFP und LV-CaMKII(1,3kb)-GFP wurden mittels Restriktionsverdau und
Sequenzierung kontrolliert und entsprechende Viruspartikel hergestellt (Tiscornia et al., 2006).
Wiahrend die Produktion der LV-CaMKII(0,4kb)-GFP-Viren einen sehr geringen Titer ergab,
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Abbildung 13. Das akute Enriched Environment induziert strukturelle Plastizitdat an basalen
Dendriten von Schicht Il/lll Neuronen. (A) Reprasentativer Dendritenabschnitt zu dO und d7 unter
Kontrollbedingungen und anschlieRender Stimulation durch das Enriched Environment (grau unterlegt).
Die griinen Pfeile markieren alle neu entstandenen Spines und die roten Pfeile die verloren
gegangenen Spines. (MaRstabsleiste 5um) (B-D) Es wurden bei der Enriched Environment Gruppe
41 basale Dendritenabschnitte von insgesamt finf Mausen und bei den Kontrollen
18 Dendritenabschnitte von vier Mausen ausgewertet. Die Spine-Dichte (B) sowie die Dichte der
entstandenen (C) und der verloren gegangenen Spines (D) erhéhen sich durch das Enrichment analog
zu den beschriebenen Ergebnissen fiir die apikalen Dendriten der Schicht V Neurone. (E) Aufgetragen
wurden die durchschnittlichen Dichten der entstandenen Spines innerhalb der ersten vier Wochen im
Environmental Enrichment gegen die durchschnittlichen Dichten der verlorenen Spines flr jeden
einzelnen Dendriten. (F) Etablierte Spines, die zu den ersten beiden Zeitpunkten stabil sind, gehen zu
einem groReren Anteil durch die Wirkung des Enriched Environments verloren. (G) Das Uberleben von
114 entstandenen Spines (an 1246uym Gesamtdendrit), welche an den ersten zwei
Beobachtungszeitpunkten im Enriched Environment gebildet wurden, wurde Uber die sich
anschlieRenden vier Beobachtungszeitpunkte verfolgt und mit den 23 entstandenen Spines (an 785um
Gesamtdendrit) der Kontrolltiere verglichen. (H) Von den durch das Enriched Environment induzierten
neuen Spines werden Uber die folgenden 28 Tage mehr Spines stabilisiert (J). Auch der Anteil der
transienten Spines ist in der Enriched-Gruppe erhéht. (Fehlerbalken stellen £+ SEM dar; %% %
P>0,001, %% P>0,01, % P>0,05)
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konnten hochkonzentrierte Losungen mit LV-CaMKII(1,3kb)-GFP-Partikeln mit einem Titer in der
GroBenordnung von etwa 2 x 10° infektiosen Partikeln pro Milliliter gewonnen werden. Diese
Viruspartikel wurden schlieBBlich in einen ersten Versuch in vivo getestet. Mithilfe eines Stereotakts,
der mit einem Mikromanipulator und skalierten Pitpetten ausgestattet war, wurden im Verlauf der
Operation fur kraniale Fenster lentivirale Partikel kortikal in einer Tiefe von 350-450um injiziert
(Cetin et al., 2006). Nach der gewohnten dreiwdchigen Erholungsphase wurde mit der in vivo
Zwei-Photonen-Mikroskopie ~ die  Effizienz ~ der  virusbasierten  Transfektion  tberpriift
(Abbildung 14A). Es exprimierten ausschlieBlich Neurone das GFP, wobei die Expression stark
genug war, um in vivo auch kleine Verzweigungen und einzelne dendritische Spines aufzunehmen.
Allerdings war mit der eingesetzten Viruspartikelmenge die Dichte der markierten Zellen so hoch,
dass einzelne Dendritenabschnitte nur sehr selten aufgelést werden konnten. Es wurden mit der
verwendeten Injektionstiefe vorrangig Neurone der kortikalen Schicht V markiert, wobei auch
zahlreiche Schicht I/l Neurone das Transgen exprimierten. Zusammenfassend ist dieses virale
Transfektionssystem somit neuronenspezifisch, eignet sich fiir die Zwei-Photonen-Mikroskopie und

kann fiir komplexere Fragestellungen adaptiert werden.

Die GFP-Expression wurde ex vivo auf Gehirnschnitten kontrolliert (Abbildung 14B). In der Tat
wurden ausschlieBlich Neurone in einem Radius von etwa 300pm um die Injektionsstelle
fluoreszenzmarkiert. Ein starkes Signal fand sich in den apikalen Dendriten und den Axonen, die
primédr in das Striatum und den Thalamus projizieren (Aronoff et al., 2010). Eher zuféllig konnte
beobachtet werden, dass Axone auch in den kontralateralen somatosensorischen Kortex projizieren
und sich dort sehr vereinzelt in der Schicht I darstellten (Abbildungen 14C und 14D) (Ivy et al.,
1979). Da die strukturelle Plastizitdt von Axonen bis dato nur in wenigen Publikationen beschrieben
war, wurde im Folgenden versucht, diese mit der in vivo Mikroskopie eingehender zu
charakterisieren. Dazu wurden LV-CaMKII(1,3kb)-GFP-Partikel in den somatosensorischen Kortex
kontralateral zum kranialen Fenster von C57BI/6]J Mausen injiziert. Es wurde eine Injektionstiefe
von 150-250pm gewdhlt, um moglichst ausschlieBlich kontralateral projizierende Schicht II/111
Neurone zu transfizieren. Drei Wochen nach Virusapplikation konnten einzelne Axonabschnitte
in vivo aufgenommen und iber einen Zeitraum von 27 Tagen verfolgt werden (Abbildung 14E).
Gegentiber dendritischen Spines waren vor allem die kleinen En-passant-Boutons schwer vom Axon
abzugrenzen und als eigene Strukturen zu definieren. Dennoch schien ein GroBteil der Boutons,
dhnlich wie Spines, liber einen Zeitraum von Wochen relativ stabil zu sein, wahrend vereinzelt
Boutons verloren gingen oder neu gebildet wurden. Verglichen mit der Dendriten-Mikroskopie
musste sehr viel mehr Anregungsenergie aufgebracht werden, um die feinen Axone aufzunehmen.
Daher wurde auch vermehrt ein sogenanntes beading der Strukturen, ein perlenschnurdhnliches
Aufschwellen, beobachtet, was auf phototoxische Effekte deutete (Abbildung 14E).

Kontralaterale Projektionen von Schicht II/lll Neuronen bilden mit apikalen Dendriten von
Schicht 1I/11l und Schicht V Neuronen Synapsen aus (Petreanu et al., 2007). Folglich sollte in YFP-H
Mausen mit kontralateral injizierten LV-CaMKII(1,3kb)-GFP-Partikeln tberprift werden, ob sich

pré- und postsynaptische Strukturen einer einzelnen Synapse mikroskopieren lassen. Mithilfe der
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entsprechenden Bandpassfilter war es moglich die YFP-markierten dendritischen und die
GFP-markierten axonalen Strukturen voneinander zu trennen (Abbildung 14F). Eine unmittelbare
raumliche Néhe von dendritischen Spines und axonalen Boutons konnte nur sehr selten gefunden
und der in Abbildung 14F dargestellte Fall ist das wahrscheinlichste Beispiel einer beidseitig
markierten Synapse. Allerdings fehlt selbst hier der Beweis, dass die beiden Strukturen tatsdchlich

funktionell in Kontakt stehen.

Zusammenfassend stellt die Lentivirus-basierte Fluoreszenzmarkierung prinzipiell eine Moglichkeit
dar, kontralaterale Axone in vivo zu mikroskopieren, auch wenn die Handhabung komplizierter als
fur dendritische Spines ist und man deutlich vorsichtiger mikroskopieren muss. Fir ein paralleles
Aufnehmen von Prd- und Postsynapse ist das Verfahren unter den gegebenen technischen

Voraussetzungen nicht geeignet.
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Abbildung 14. Die Lentivirus-basierte Expression von GFP in kortikalen Neuronen ermoglicht
das in vivo Mikroskopieren von Axonen. (A) Seitliche Ansicht einer Projektion einer Bildreihe Gber
600um durch den somatosensorischen Kortex, die in vivo mikroskopiert wurde. Stereotaktisch wurden
200n! einer 2x10° Einheiten/ml Lésung lentiviraler Partikel mit dem Transfervektor LV-CaMKII(1,3kb)-
GFP in einer Tiefe von 350-450um injiziert. Kortikale Schicht V und einige Schicht 1l/lll Neurone
exprimieren das GFP. (Mafstabsleiste 50um) (B-D) Auf dem koronaren Schnitt wird die
GFP-Gesamtexpression deutlich. (B) Die transfizierten Neurone des somatosensorischen Kortex
projizieren ins Striatum und in den Thalamus. (Malstabsleiste 1mm) (C-D) Die vergroRerten
Teilausschnitte zeigen die kontralateral projizierenden Axone. (Malstabsleiste 25um) (E) Nach
kontralateraler Applikation der Viruspartikel lassen sich Axone mit den Boutons repetitiv in vivo
mikroskopieren. Allerdings ist die Gefahr phototoxischer Effekte wie dem beading an Tag 27 erhoéht.
(Mal3stabsleiste 5 um) (F) Die kontralaterale Injektion der LV-CaMKII(1,3kb)-GFP Viruspartikel in
YFP-H Mause ermdglicht das parallele Mikroskopieren von dendritischen Spines (griin) und axonalen
Boutons (rot). VergrofRert hervorgehoben wurde eine mutmafBlich prd- und postsynaptisch
doppelmarkierte Synapse. (Mafistabsleiste 5um)

2
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4.1.6 Der Effekt eines akuten Enriched Environments auf kontralateral
projizierende Axone von Neuronen des somatosensorischen

Kortex

Parallel zu den dendritischen Spines wurde versucht, den Einfluss des Enriched Environments auf
kontralaterale Axone des somatosensorischen Kortex, die wie oben beschrieben mit lentiviralen
LV-CaMKII(1,3kb)-GFP-Partikeln fluoreszenzmarkiert wurden, zu bestimmen. Da wahrend des
Experiments mehrere Maduse aufgrund phototoxischer Effekte und anderer technischer
Schwierigkeiten aus dem Versuch genommen werden mussten, konnte in die Auswertung letztlich
nur eine Maus mit sieben Axonen einbezogen werden. Insofern sind diese Ergebnisse als

exemplarisch und vorldufig zu betrachten.

Auch fur die Axone wurde ein Basisstatus unter Kontrollbedingungen ermittelt, bevor die
entsprechende Maus in das Enriched Environment umgesetzt wurde. Fir die exemplarisch
ausgewerteten Axone stieg die Bouton-Dichte dabei von 0,19+0,01/um innerhalb von 25 Tagen im
Enriched-Kafig um 25% auf 0,24+0,02/um an (Abbildung 15). Auch die Dichte der gebildeten und
der verlorenen Boutons schien dabei erhoht zu sein. Auf generelle sensorische Stimulation zeigten
die kontralateralen Axone der Neurone des somatosensorischen Kortex somit eine dhnliche

Plastizitat wie die Dendriten dieser Neurone.
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Abbildung 15. Ein akutes Enriched Environment induziert vermutlich strukturelle Plastizitat an
kontralateral projizierenden Axonen. Neurone des somatosensorischen Kortex wurden Lentivirus-
basierend mit LV-CaMKII(1,3kb)-GFP-Partikeln transfiziert und kontralateral pojizierende Axone in vivo
mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie verfolgt. (A) Dargestellt ist ein reprasentativer axonaler Abschnitt,
der vor (d0 und d7) und wahrend der sensorischen Stimulation durch das Enriched Environment
mikroskopiert wurde. Die schwarz-weilen Pfeile markieren exemplarisch axonale Boutons, die tUber
den Beobachtungszeitraum stabil bleiben, griine Pfeile markieren entstandene Boutons und rote Pfeile
heben die Positionen hervor, an denen ein Bouton verloren gegangen war. (MaRstabsleiste 5um)
(B) Bedingte Quantifizierung der Dichte axonaler Boutons fiir sieben Axone einer Maus. Auf eine
statistische Auswertung wurde aufgrund der geringen Anzahl an ausgewerteten Axonen verzichtet.
(Fehlerbalken stellen £+ SEM dar.)
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4.2 Der Einfluss des Amyloid-Vorlauferproteins APP auf die strukturelle

Plastizitdt dendritischer Spines in jungen Tieren

Das vom Amyloid-Vorlduferprotein (APP) abgespaltene AB-Peptid ist von zentraler Bedeutung fiir
die Pathophysiologie der Alzheimerschen Erkrankung und unmittelbar fir eine verminderte
synaptische Ubertragung und den Verlust von dendritischen Spines verantwortlich (Hsieh et al.,
2006; Kamenetz et al., 2003). APP selbst scheint ebenfalls fuir die Bildung von Synapsen und die
Ausbildung dendritischer Spines wesentlich zu sein, auch wenn diese Funktion kontrovers diskutiert
wird (Hoe et al., 2012). In unserem Labor wurde in vier bis sechs Monate alten Mausen, in denen
entweder eine Kopie oder beide Kopien des APP-Gens deletiert waren, eine dosisabhadngige
Zunahme der dendritischen Spines gefunden (Bittner et al., 2009). Um diesen Zusammenhang
naher zu beleuchten, wurde im Folgenden der Status der Spines in jungen Mdusen in Abhdngigkeit
von der APP-Expression analysiert. Im sich entwickelnden murinen Kortex ist die Dichte
dendritischer Spines relativ hoch und senkt sich graduell bis zu einem Alter von zwei Monaten. Ab
diesem Alter bleibt die Spine-Dichte konstant (Holtmaat et al., 2005). Da in jungen Wildtyp-Mausen
ein dhnlicher Wert fir die Spine-Dichte beschrieben wurde, wie er bei Bittner et al., 2009 fir adulte
APP-knockout Tiere gefunden wurde, sollte iberprift werden, ob der entwicklungsbedingte

Spine-Rickgang abhangig von APP ist.

Vorab musste die Operation des kranialen Fensters an jungen Tieren etabliert werden. Die

Expression des YFP in kortikalen Neuronen beginnt in der YFP-H Linie ab einem Alter von zwei
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Abbildung 16. Der Verlust von APP fiihrt zu keiner Veranderung der Dichte dendritischer Spines
in jungen Tieren. (A) Zwei-Photonen-mikroskopische Aufnahme sich verzweigender apikaler
Dendriten im somatosensorischen Kortex von 16 Tage alten YFP-H Tieren, die einen vollstandigen
(APP-/-) oder heterozygoten (APP+/-) Verlust von APP hatten oder diesbezlglich Wildtyp (APP+/+)
waren. (Mafstabsleiste 5um) (B) Quantifizierung der in vivo mikroskopierten Spine-Dichte an Tag 16
von 70 Dendriten fir APP+/+, 36 Dendriten fir APP+/- und 60 Dendriten fiir APP-/- in jeweils funf
Mausen. Gestrichelt hinterlegt ist der entsprechende Wert der Spine-Dichte bei vier bis sechs Monate
alten Tieren nach Bittner et al., 2009. (C) Der physiologische Rickgang der Dichte von Spines
wahrend der postnatalen Entwicklung wurde fiir APP+/+ (26 Dendriten in drei Mausen), APP+/- (29
Dendriten in drei Mausen) und APP-/- (25 Dendriten in drei Mausen) verfolgt. (Fehlerbalken stellen +
SEM dar.)
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Wochen (Abbildung 25). Entsprechend Holtmaat et al., 2005 wurden daher 14 Tage alte Mé&use
operiert, die bereits zwei Tage spédter das erste Mal in vivo mikroskopiert wurden. Dendriten
konnten Uber einen Zeitraum von einem Monat verfolgt werden, obwohl die Qualitdt der
Aufnahmen schwankte. Zum ersten Beobachtungszeitpunkt war die Bildqualitdt in der Regel gut,
lieB dann aber fiir etwa zwei Wochen deutlich nach, bevor das kraniale Fenster wieder klarer wurde
(Abbildung 28). Die Spine-Dichte von YFP-H Tieren, die fir APP homo- oder heterozygot knockout
oder Wildtyp waren, wurde in vivo an Tag 16 ermittelt. Sowohl die homozygoten als auch die
heterozygoten jungen APP-knockout Mause waren hinsichtlich ihrer Spine-Dichte nicht von den
Wildtyp-Tieren zu unterscheiden (Abbildungen 16A und 16B). Ein Teil der Dendriten konnte Gber
die folgenden 32 Tage beobachtet werden. Auch wenn der entwicklungsbedingte Riickgang der
Spines in den APP-knockout Mausen tendenziell schwacher war, erreichte der Unterschied keine
statistische Signifikanz. Folglich hatte der Verlust von APP im Kortex junger Méuse keinen Effekt
auf die Dichte dendritischer Spines.
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4.3 Der Einfluss von Priasenilinl auf die strukturelle Plastizitat

dendritischer Spines

Praseniline bilden die katalytische Untereinheit der y-Sekretase (De Strooper et al., 1998; Wolfe
et al., 1999) und Mutationen in den Prdsenilinen sind die hdufigste Ursache fiir die friihzeitig
auftretende familidre Form der Alzheimerschen Erkrankung (FAD) (Tanzi und Bertram, 2001).
Transgene Mausmodelle, die FAD-mutierte humane Varianten des Prasenilin1 (PS1) exprimieren,
zeigen allerdings keine ApB-Pathologie. Vielmehr wurde in verschiedenen Studien herausgefunden,
dass diese Mausmodelle eine verbesserte synaptische Ubertragung aufweisen (Auffret et al., 2009;

Dewachter et al., 2008; Parent et al., 1999; Schneider et al., 2001; Zaman et al., 2000).

4.3.1 Effekte auf die Dichte dendritischer Spines in PS1-transgenen
Mausen in Abhdngigkeit von der kortikalen Schicht

Um die Rolle von PS1 auf dendritische Spines kortikaler Neuronen zu untersuchen, wurden Mduse
die entweder transgen fiir humanes Wildtyp-PS1 (hPS1) oder fur humanes PS1 mit der
FAD-Mutation A246E (FAD-PS1) waren, mit YFP-H Mausen verkreuzt. Entsprechend einer fritheren
Studie sind die Expressionslevel des humanen PS1 in der hPS1-Linie etwa doppelt so hoch wie in

den FAD-PS1-Méusen (Dewachter et al., 2008). Um innerhalb der jeweiligen Linie eine homogen
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Abbildung 17. Die Dichte dendritischer Spines ist in Abhangigkeit von der kortikalen Schicht in
PS1-transgenen Mausen erhoht. Zwei-Photonen-mikroskopische in vivo Analyse der Dichte
dendritischer Spines von Wildtyp-Kontrollen (WT) und von Mausen, die humanes Wildtyp-PS1 (hPS1)
oder FAD-mutiertes PS1 (FAD-PS1) Uberexprimierten, jeweils in einem Alter von sechs bis acht
Monaten. (A, C) Repréasentative Dendritenabschnitte sich verzweigender apikaler Dendriten von
Schicht V Neuronen (A) und basaler Dendriten von Schicht Il/lll Neuronen (C). (MaRstabsleiste 5um)
(B, D) Quantifizierungen der Spine-Dichten der entsprechenden Dendriten. In (B) wurden flr
WT 52 Dendriten in funf Mausen, fir hPS1 66 Dendriten in sechs Mausen und fir FAD-PS1
62 Dendriten in sechs Mausen analysiert. In (D) wurden fiir WT 22 Dendriten in finf Mausen, fur hPS1
28 Dendriten in sechs Mausen und fur FAD-PS1 25 Dendriten in sechs Mausen analysiert.
(Fehlerbalken stellen £ SEM dar; % %% P>0,001)
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hohe Expression des PS1-Transgens zu gewdhrleisten, wurden die YFP-H-positiven Nachkommen
mittels rea-Itime PCR genotypisiert (Abbildung 26). Homozygote Weibchen im Alter von sechs bis

acht Monaten wurden fir die in vivo mikroskopische Analyse verwendet. Die Dichte dendritischer
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Abbildung 18. Kinetische und Form-abhidngige Klassifizierungen dendritischer Spines fiir
hPS1 und FAD-PS1 iiberexprimierende Mause. (A) Repetitives in vivo mikroskopieren desselben
Dendriten ermoglicht die Identifizierung transienter Spines. Exemplarisch wurden Spines markiert, die
Uber den Beobachtungszeitraum stabil waren (schwarz-weil3e Pfeile), die neu gebildet wurden (griine
Pfeile) oder die verloren gingen (rote Pfeile). (MaRstabsleiste 5um) (B, C) Quantifizierung transienter
Spines (B) sich verzweigender apikaler Dendriten von Schicht V Neuronen fir WT (48 Dendriten in funf
Mausen), hPS1 (66 Dendriten in sechs Mausen) und FAD-PS1 (54 Dendriten in sechs Mausen) und
(C) basaler Dendriten von Schicht II/lll Neuronen fir WT (14 Dendriten in finf Mausen),
hPS1 (23 Dendriten in funf M&usen) und FAD-PS1 (16 Dendriten in sechs Mausen). (D) Mithilfe der
Bildanalyse-Software Imaris (Bitplain) wurden dendritische Spines semiautomatisch aufgrund ihrer
dreidimensionalen Ausmale als mushroom, stubby oder thin klassifiziert. (MaRstabsleiste 5um)
(E, F) Vergleich der Spine-Klassen fiir jeweils 15 sich verzweigende apikale Dendriten von
Schicht V Neuronen (E) beziehungsweise fir jeweils 12 basale Dendriten von Schicht 1/l
Neuronen (F). (Fehlerbalken stellen £+ SEM dar)
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Spines im somatosensorischen Kortex sich verzweigender apikaler Dendriten von Schicht V
Neuronen war sowohl in hPS1-Mausen als auch in FAD-PS1-Médusen um etwa 40% und damit
signifikant erhsht, verglichen mit Wildtyp Kontrollen (Abbildungen 17A und 17B). Zwischen den
beiden PS1-transgenen Mauslinien wurde kein Unterschied fir die Spine-Dichte der Schicht V
Neurone gefunden (Abbildungen17A und 17B). Im Gegensatz dazu war die Spine-Dichte der
basalen Dendriten von Schicht 1I/lll Neuronen nur in den FAD-PS1-Tieren erhoht.
(Abbildungen 17C und 17D). Die Spine-Dichte der basalen Schicht II/lll Dendriten in den
hPS1-Méusen entsprach den Kontrollwerten (Abbildungen 17C und 17D). Somit ist der Einfluss

von Uberexprimiertem humanem PS1 abhdngig von der Art der beobachteten Dendriten.

4.3.2 Kinetische und Form-abhangige Klassifizierung dendritischer

Spines in PS1-transgenen Mausen

Fir eine Klassifizierung der dendritischen Spines in den PS1-lberexprimierenden Mdusen in
transiente und persistente Spines wurden dieselben Dendritenabschnitte iiber einen Zeitraum von
8 Tagen verfolgt (Abbildung 18A). Es konnten sowohl fir sich verzweigende apikale Dendriten von
Schicht V Neuronen als auch fiir basale Dendriten von Schicht II/Ill Neuronen keine Unterschiede
zwischen Wildtyp-, hPS1- und FAD-PS1-Mdusen hinsichtlich des Anteils an transienten Spines
festgestellt werden (Abbildungen 18B und 18C).

Eine weitere Moglichkeit, dendritische Spines zu klassifizieren, stellt die Einteilung in mushroom,
stubby und thin dar (Peters und Kaiserman-Abramof, 1970), die sich auf die Form der Spines
bezieht. Mithilfe einer Software-basierten dreidimensionalen Formanalyse wurde diese
Klassifizierung semiautomatisch fiir einen ausgewdhlten Anteil der in vivo mikroskopierten
Dendriten  durchgefiihrt  (Abbildung 18D). Obwohl fir die basalen Dendriten von
Schicht 1I/1Il Neuronen etwas weniger mushroom-Spines und etwas mehr thin-Spines als fir die sich
verzweigenden apikalen Dendriten der Schicht V Neurone gefunden wurden, konnte zwischen den
jeweiligen Mauslinien kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildungen 18E
und 18F). Eine Uberexpression von humanem Wildtyp-PS1 oder der FAD-mutierten Variante
hatte somit keinen Einfluss auf die Art der dendritischen Spines, zumindest nicht im

somatosensorischen Kortex.

4.3.3 Prozessierung von Spine-relevanten Substraten der y-Sekretase in

PS1-transgenen Mausen

Um den Einfluss der transgenen PS1-Uberexpression auf die Dichte dendritischer Spines zu
erkldaren, sollten die zelluldaren Funktionen von PS1 ndher untersucht werden. Als katalytische

Untereinheit der y-Sekretase ist PS1 verantwortlich fiir die proteolytische Prozessierung einer
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Vielzahl von Substraten, von denen einige im Zusammenhang mit der Ausbildung oder der
Aufrechterhaltung synaptischer Verbindungen stehen (Wakabayashi und De Strooper, 2008). Die
Aktivitdt der y-Sekretase wurde analysiert, indem die Mengen der C-terminalen Fragmente (CTFs)
der entsprechenden Proteine, also die direkten Substrate der proteolytischen Spaltung, auf
Westernblots bestimmt wurden. Eine hypothetische Erhchung der y-Sekretaseaktivitdt wiirde daher

zu einer Verminderung der entsprechenden CTFs fiihren.

Wie bereits beschrieben, ist APP selbst wesentlich fiir die Bildung von Synapsen und ein Verlust
fuhrt zu einer erhdhten Anzahl an synaptischen Endigungen (Bittner et al., 2009; Priller et al.,
2006). Daher wurde der Einfluss der transgenen Uberexpression von PS1 auf die Prozessierung von
APP anhand der Menge der APP-CTFs in GroBhirnhomogenaten der entsprechenden Mauslinien
ermittelt. Der verwendete Antikdrper bindet innerhalb der AB-Peptidsequenz und erkennt sowohl
das nach der B-Sekretase freigesetzte APPB-CTF als auch das kleinere APPa-CTF, welches bei der
a-Spaltung entsteht (Abbildung 19A). Uberraschend waren die Level an APPo- und APPB-CTF fiir

Gehirn-Homogenat

]

)
N 4
NP
A ¢ & B C D E
_~APPB-CTF
- APP-CTF 3 3 3 3
el el
210 210 £ 1,0 21,0
= = = =
005 Q0,5 g 0,5 Q05
50 -Cad- & g 3 8
N-Cad-CTF o T z S
< < =
0,0 0,0 w0 0,0
s\ Q%\ Q%\ é& Qé\ Qé\ s& Q%\ Q%\ $/\ Qo_,\ Qé\
Tubulin AR T o T O T o
50 [ <& <& <%
(kD)
Synaptosomen
6\
N Q
F & && G H J K
_~APPB-CTF
10 c c < £
- APP-CTF 5 3 2 =
Q Q
21,0 21,0 21,0 21,0
= = = =
Q0,5 Q0,5 Q05 Q05
50 by g $ 3
N-Cad-CTF o & £ Q
< < i z
0,0 0,0 0,0 0,0
! @ Q%\ Q%\ é& Qé\ Qé\ @ Q%\ Q%\ é\ QG-;\ Qé\
Tubulin T O T O AN AN
M <& <& <&

50
(kD)

Abbildung 19. Unverdnderte Prozessierung Spine-relevanter Substrate der y-Sekretase in den
PS1-transgenen Mausen. (A) Als MaR der y-Sekretase-Aktivitdt wurden in Homogenaten von
Grolihirngewebe sechs bis acht Monate alter Tiere die Level der C-terminalen Fragmente (CTF) von
Substraten bestimmt, die wichtig fur die Ausbildung oder den Erhalt von Synapsen sind.
Reprasentative Immunblots mit der Detektion von APPa/B-CTFs (Antikérper CT15 von Dr. E. Koo),
EphA4-CTF (sc-921 von Santa Cruz), N-Cadherin-CTF (N-Cad-CTF) (6199 von BD Biosciences) und
der Ladekontrolle Tubulin (sc-51502 von Santa Cruz). (B-E) Fir jede Mauslinie wurden die Grof3hirn-
Homogenate von drei Tieren in je dreifacher Ausflihrung densitometrisch fir (B) APPB-CTF,
(C) APPa-CTF, (D) Eph4A-CTF und (E) N-Cadherin quantifiziert. (F) Synaptosomen wurden aus den
Grof3hirn-Homogenaten  prapariert und auf die oben genannten Substrate getestet.
(G-K) Quantifizierung von Triplikaten dreier unabhangiger Experimente fir (G) APPB-CTF,
(H) APPa-CTF, (J) Eph4A-CTF und (K) N-Cadherin. (Fehlerbalken stellen £+ SEM dar)
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beide PS1-Linien und fur die Wildtyp-Kontrollen bei der Westernblotanalyse identisch
(Abbildungen 19B und 19C). Ein zweiter Kandidat fir die Analyse war der Ephrinrezeptor EphA4,
da kurzlich gezeigt werden konnte, dass die y-Sekretase-abhdngige Spaltung von EphA4 die
Bildung von dendritischen Spines induziert (Inoue et al., 2009). Fur die EphA4-CTF Level konnte
ebenfalls kein Unterschied zwischen den untersuchten Mauslinien festgestellt werden
(Abbildung 19D). SchlieBlich ergab die Analyse fiir das dritte Substrats N-Cadherin, welches auch
relevant fiir die Ausbildung von Synapsen ist (Mysore et al., 2007), eine dhnliche Prozessierung
durch die y-Sekretase in Wildtyp-, hPS1- und FAD-PS1-Tieren (Abbildung 19E).

Zusdtzlich  wurden grobe Synaptosomenprédparationen angefertigt (Abbildung 33), um
auszuschlieBen, dass mogliche Unterschiede in der y-Sekretaseaktivitdt sich ausschlieBlich auf
synaptische Regionen auswirkten und es gegebenenfalls durch die Verwendung von Homogenaten
von GroBhirngewebe zu Verdiinnungseffekten kam. Auch hier ergab die Westernblotanalyse fiir die
CTFs von APP, EphA4 und N-Cadherin keine signifikanten Unterschiede zwischen den Mauslinien
(Abbildungen 19F-K). Die transgene Uberexpression von hPS1 und FAD-PS1 hat somit keinen

Einfluss auf die Prozessierung der untersuchten Substrate der y-Sekretase.

4.3.4 Die Expression des Ryanoidin-Rezeptors in PSl-transgenen

Mausen

Neben der proteolytischen Funktion im vy-Sekretase-Komplex wird zunehmend die y-Sekretase-
unabhingige Rolle von PS1 in der Regulation von neuronalem Ca®* diskutiert (Elder et al., 2010).
Um zu testen, ob die Ca®*-Homdostase in den PS1-transgenen Mausen verdndert war, wurden die

Expressionslevel ~ des  Ryanoidin-Rezeptors  bestimmt.  Die  Westernblotanalyse  von
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Abbildung 20. Erhohte Expression des Ryanoidin-Rezeptors in PS1-transgenen Mausen.
(A) Westernblotanalyse der Expression des Ryanoidin-Rezeptors (RyR) (Antikbrper ma3-925 von
Thermo Scientific) in Grohirnhomogenaten von sechs bis acht Monate alten Tieren mit Ladekontrolle
Tubulin (sc-51502 von Santa Cruz). (B) Densitometrische Quantifizierung der Immunblots relativ zur
Tubulinexpression (drei unabhangige Westernblots mit drei Tieren pro analysierte Mauslinie).
(Fehlerbalken stellen £+ SEM dar; % %% P>0,001, *% P>0,01)
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GroBhirnhomogenaten ergab sowohl in den hPS1- als auch in den FAD-PS1-Tieren eine signifikant
erhohte Expression (Abbildung 20). Die Uberexpression des humanen Wildtyp-PS1 war
ausreichend, um das Ryanoidin-Rezeptor-Level um das 1,6-fache anzuheben (Abbildung 20B). Im
GroBhirn FAD-PS1-transgener Tieren betrug die Ryanoidin-Rezeptor-Expression mehr als das
Doppelte, verglichen mit den Wildtyp-Kontrollen, und war damit auch signifikant hoher als in den
hPS1-Méusen (Abbildung 20B). Die gesteigerte Expression des Ryanoidin-Rezeptors wurde als ein

Indikator fiir eine gestérte neuronale Ca?*-Homéostase verstanden.

4.3.5 Der Effekt einer transgener Uberexpression von PS1 auf das

Uberleben von Schicht II/III Neuronen

In einer friheren Studie wurde in einem dreifach transgenen Mausmodell der Alzheimerschen
Erkrankung, welches neben FAD-mutiertem PS1 noch mutierte Varianten von APP und Tau
exprimierte, ein Verlust von kortikalen Schicht II/lll Neuronen detektiert (Fuhrmann et al., 2010). Da
die Mduse in einem dhnlichen Alter wie die hier verwendeten PS1-Tiere waren, wurde in letzteren
zusatzlich untersucht, ob die Expression von hPS1 oder FAD-PS1 allein zu einem Nervenzellverlust
fuhrt. Mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie wurden daher die Zellkorper von Schicht II/111 Neuronen
in Ubersichtsaufnahmen im somatosensorischen Kortex detektiert und 30 Tage spiter die
entsprechenden  Positionen  erneut aufgenommen  (Abbildung 21A). Innerhalb des
Beobachtungszeitraums konnte dabei weder in den PS1-transgenen Tieren noch in den Wildtyp-
Kontrollen ein Nervenzellverlust beobachtet werden (Abbildung 21B). Eine ausschlieBliche
Uberexpression von hPS1 oder FAD-PS1 ist daher nicht fiir einen Verlust von kortikalen Neuronen

der Schicht 1I/11l ausreichend, zumindestens im untersuchten Alter von sechs bis acht Monaten.

A B

Zellkorper von Schicht [I/111
Neuronen uber 30 Tage

WT 56
hPS1 91
FAD-PS1 120

Abbildung 21. Kein Neuronenverlust bei der Uberexpression von hPS1 oder FAD-PS1. (A) Mit
der Zwei-Photonen-Mikroskopie wurden Zellkdrper von Schicht II/lll Neuronen im somatosensorischen
Kortex in sechs bis acht Monate alten PS1-transgenen Mausen und Wildtyp-Kontrollen tber einen
Zeitraum von 30 Tagen verfolgt. (Maf3stabsleiste 10 ym) (B) In finf Wildtyp-, finf hPS1- und sechs
FAD-PS1-Tieren konnte die jeweils angegebene Anzahl an Neuronen mikroskopiert werden. Es wurde
unabhangig von der Mauslinie uber den Beobachtungszeitraum kein Neuronenverlust detektiert.
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4.4 Der Einfluss von BACE1 auf die strukturelle Plastizitit dendritischer

Spines

BACE1 (p-site APP cleaving enzyme 1) ist eine neuronale Protease, die verschiedene synaptische
Proteine prozessiert (Dislich und Lichtenthaler, 2012). Méuse, denen das BACE1-Gen fehlt, sind auf
den ersten Blick phanotypisch unauffallig, weisen allerdings leichte Verhaltens- und Lerndefizite auf
(Laird et al., 2005). Tatsachlich ist die Spine-Dichte im Hippocampus von BACE1-knockout Tieren
vermindert (Savonenko et al., 2008). Da BACE1 die vorrangige, wenn nicht sogar einzige,
neuronale PB-Sekretase und das geschwindigkeitsbestimmende Enzym bei der Generierung des

AB-Peptids ist, stellt das Enzym ein interessantes Zielprotein fiir therapeutische Ansétze dar.
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Abbildung 22. Der knockout von BACE1 hat keinen Einfluss auf die Spine-Dichte und die
Spine-Kinetik  kortikaler Dendriten im somatosensorischen Kortex. Zwei-Photonen-
mikroskopische Aufnahme von YFP-H-positiven Dendriten im somatosensorischen Kortex von sechs
Monate alten, weiblichen M&usen, die Wildtyp oder homozygot knockout fir BACE1 waren. (A-D) Es
wurden sowohl sich verzweigende apikale Dendriten von Schicht V Neuronen (A) als auch basale
Dendriten von Schicht II/lll Neuronen mikroskopiert (C). (Maf3stabsleiste 5um) (B) Fur die quantitative
Auswertung der Spine-Dichte der apikalen Dendriten wurden 42 Dendriten in vier Wildtyp-Mausen und
22 Dendriten in drei BACE1-knockout-Tieren analysiert. (D) Fir die basalen Dendriten wurden 19
Dendriten von drei Wildtyp-Kontrollen und 15 Dendriten von drei BACE1-knockout-Tieren ausgewertet.
(E) Die aufgenommenen Dendriten wurden Uber die Zeit verfolgt, um entstandene dendritische Spines
(griner Pfeil) und verloren gegangene Spines (roter Pfeil) zu identifizieren. (MaRstabsleiste 5um)
(F-G) Der Anteil der dendritischen Spines, die innerhalb des Beobachtungszeitraums von acht Tagen
neu gebildet wurden (F) beziehungsweise verloren gingen (G). Die Anzahl der ausgewerteten
Dendriten entspricht (B) beziehungsweise (D). (Fehlerbalken stellen + SEM dar)
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4.4.1 Der Effekt des knockouts von BACE1 auf dendritische Spines in

adulten Mausen

Die Dichte dendritischer Spines im somatosensorischen Kortex sechs Monate alter
BACE1-knockout Méuse wurde mithilfe der in vivo Mikroskopie gemessen und mit Wildtyp-
Kontrollen verglichen (Abbildungen 22A und 22C). Auch in diesem Experiment war ein Anteil der
kortikalen Neurone durch das Einkreuzen mit der YFP-H-Mauslinie fluoreszenzmarkiert.
Uberraschenderweise war die Spine-Dichte in den BACE1-defizienten Mausen sowohl fiir sich
verzweigende apikale Dendriten von Schicht V Neuronen (Abbildung 22B), als auch fir basale
Dendriten der Schicht 1I/1Il Neurone (Abbildung 22D) von den Kontrollen nicht zu unterscheiden.
Auch hinsichtlich der Spine-Dynamiken scheint der permanente Verlust von BACE1 keinen Effekt
zu haben. An beiden untersuchten Dendritenarten war der Anteil an entstandenen Spines
(Abbildungen 22E und 22F) und der Anteil an verloren gegangenen Spines (Abbildungen 22E

und 22G) iiber den Beobachtungszeitraum von acht Tagen gleich grof.

Eine Analyse der Spine-Dichte im Hippocampus von BACE1-knockout Mausen war leider nicht
moglich, da sich erstens hippokampale Neurone nicht mit einem herkémmlichen kranialen Fenster
mikroskopieren lassen und zweitens die Fluoreszenzmarkierung in der YFP-H-Mauslinie im
Hippocampus adulter Tiere so dicht ist, dass eine zuverldssige Auswertung der Spines auch ex vivo

nicht gewahrleistet war (Abbildung 3).

4.4.2 Der Effekt des knockouts von BACE1 auf dendritische Spines in

jungen Mausen

Um zu beurteilen, ob der Verlust von BACET1 einen Einfluss auf ein weniger etabliertes und daher
plastischeres neuronales Netzwerk hat, wurden junge BACE1-knockout-Maduse untersucht. Der
Einfachheit halber wurde diese Analyse ex vivo, also an fixierten Gehirnschnitten durchgefiihrt. Der
friheste Zeitpunkt fiir eine Analyse war ein Alter von 16 Tagen, da fir die Markierung einzelner
Neuronen wieder auf eine YFP-H-Verkreuzung zurlickgegriffen wurde und die Expression des YFP
erst in diesem Alter einsetzte. Im Kortex war in den verwendeten Mdusen die Expression des YFP
selbst zu diesem Zeitpunkt immer noch so schwach (Abbildung 25), dass fir Tag 16 eine
Auswertung der Spine-Dichte ausschlieBlich in der CA1-Region des Hippocampus moglich war. Die
apikalen Dendriten pyramidaler Neurone der CA1-Region von BACET1-defizienten Mdusen hatten
an Tag 16 mit etwa 84% eine deutlich geringere Spine-Dichte als die Wildtyp-Kontrollwerte
(Abbildung 23). Auch nach 32 Tagen war die Dichte der Spines in CA1 von BACE1-knockout
Tieren noch signifikant vermindert, der Wert naherte sich den Kontrollen jedoch an (Abbildung 23).
An den sich verzweigenden Dendriten von Schicht V Neuronen im Kortex zeichnete sich bei den

BACET1-knockouts ebenfalls eine Tendenz =zu einer niedrigeren Spine-Dichte ab. Der

48



WT BACE1-ko O wr

= 16 Bl BACE1-ko
[ ’ S‘
<|2 . o ® o 2w . . 0] S0 ey wEx
S1= T 3
(&) . =}
P [7-] » r ° » - 2 0,5
3 - . N
o 2 o
£ —15
© 3
e O . \% (o *
2 > . S0
LelF - S
Il o ‘. Q05
2] - 2
— & 00
— 08
g
x| @ ' . = 06
ol 2 4 \ g
H IS ' 504
o ’ { Q
X ™ . n=>0,2
s
® 00

Abbildung 23. Verminderte Dichte dendritischer Spines in jungen BACE1-knockout-Mausen. In
fixierten koronaren Gehirnschnitten von 16 und 32 Tage alten YFP-H Mausen, die fir BACE1 Wildtyp
oder homozygot knockout waren, wurde die Dichte dendritischer Spines apikaler Dendriten der
pyramidalen Neurone in der hippocampalen CA1-Region und sich verzweigender apikaler Dendriten
von Schicht V Neuronen im Kortex untersucht. Fir die quantitative Auswertung wurden fir
CA1/16 Tage 45 Dendriten in vier Wildtyp-Mausen gegen 55 Dendriten in vier BACE1-knockouts, fir
CA1/32 Tage 56 Dendriten in vier Wildtyp-Mausen gegen 55 Dendriten in vier BACE1-knockouts und
fur Kortex/32 Tage 42 Dendriten in vier Wildtyp-M&usen gegen 44 Dendriten in drei BACE1-knockout-
Tieren analysiert. (MaRstabsleiste 5um) (Fehlerbalken stellen + SEM dar; * * % P>0,001, * P>0,05)

Unterschied zu den Wildtyp-Tieren war allerdings nicht signifikant (Abbildung 23). Weiterhin
erschienen die dendritischen Spines in den jungen BACE1-knockouts noch nicht ausgereift und es
wurden wesentlich mehr Filopodien-dhnliche Strukturen bei diesen Tieren gefunden
(Abbildung 23). Diese Befunde legen nahe, dass BACE1 tatsdchlich fur die Ausbildung
dendritischer Spines bedeutsam ist, dies moglicherweise aber nur im sehr plastischen, sich

entwickelnden neuronalen Netzwerk fassbar ist.

4.4.3 Der Einfluss einer akuten pharmakologischen Inhibition von
BACE]1 auf dendritische Spines

Ob ein akuter Verlust der B-Sekretase einen Einfluss auf dendritische Spines hat und dieser
therapeutische Ansatz fir die Behandlung von Alzheimer-Patienten daher als unbedenklich
eingestuft werden kann, sollte durch die Testung von BACE1-Inhibitoren im in vivo Zwei-Photonen-
Experiment uberprift werden. BACE1 stellte sich lange Zeit als schwieriges pharmakologisches
Zielprotein dar und erst kurzlich konnten erste vielversprechende inhibierende Substanzen
identifiziert werden (Vassar und Kandalepas, 2011).
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Abbildung 24. Eine akute pharmakologische Inhibition von BACE1 stort die Ausbildung neuer
dendritischer Spines. Der Effekt des potenten und in vivo applizierbaren BACE1-Inhibitors SCH-
1682496 auf dendritische Spines wurde in mannlichen, drei Monate alten GFP-M-M&usen untersucht.
Dazu wurden sich verzweigende apikale Dendriten von Schicht V Neuronen vor (d0, d7), wahrend
(d11, d18, d25; grau unterlegt) und nach (d28, d35, d42) der Behandlung (von Tag 10 bis Tag 25) mit
dem Inhibitor (100mg/kg Korpergewicht) beziehungsweise der Lésungsmittel-Kontrolle (Vehikel) mittels
Zwei-Photonen-Mikroskopie aufgenommen. (A) An reprasentativen Dendritenabschnitten wurden
durchgehend stabile Spines (exemplarisch) mit schwarz-weil3en Pfeilen, alle neu entstandenen Spines
mit griinen und alle verloren gegangenen Spines mit roten Pfeilen markiert. (MaRstabsleiste 5 um) =
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In Zusammenarbeit mit der Firma Lundbeck A/S wurden zuerst verschiedene BACE1-Inhibitoren
auf lhre Effektivitat und Vertraglichkeit in Méausen Uberpriift. Als erster Kandidat wurde der
Inhibitor LY2434073 getestet, der zwei Stunden nach einmaliger Behandlung zu einer Reduktion
der AB40 Level um etwa 14% im Gehirn von Maéusen fiihrte (Hussain et al., 2007). In einem
Vorexperiment mit einer Behandlung tiber vier Tage konnte kein Effekt auf die Ap-Level im Gehirn
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Dies kann durch eine mogliche Metabolisierung der
Substanz erklédrt werden. Die Testung eines weiteren Inhibitors LY2811376 (May et al., 2011) tiber
zwei Wochen wurde von den Mausen nicht vertragen, was sich durch Diarrh6 und Gewichtsverlust

bemerkbar machte. Die Testung wurde von der Firma Lundbeck A/S durchgefiihrt.

Als dritte Substanz wurde schlieBlich der Inhibitor SCH-1682496 (Scott et al., 2011) (Abbildung 32)
getestet (im Folgenden als BACE1-Inhibitor bezeichnet). Die Substanz kann oral appliziert werden,
passiert die Blut-Hirn-Schranke und reduziert im Gehirn von Ratten die Ap Level um 80% (Scott
et al., 2011). In Mé&usen wurde nach einer akuten Dosis von 100mg/kg Ko&rpergewicht eine
Verminderung der AB40 Level von 60% sowohl im Kortex als auch im Plasma beobachtet
(Abbildungen 32C und 32D). Eine chronische Behandlung der Tiere iiber acht und 15 Tage hielt die
AB40 Level in Gehirn und Plasma bei 40% ohne offensichtliche Nebeneffekte (Abbildungen 32C
und 32D).

Firr die Zwei-Photonen-mikroskopische Analyse wurden in diesem Experiment Mause der GFP-M
Linie eingesetzt. GFP-M Mause bieten den Vorteil, dass weniger kortikale Neurone
fluoreszenzmarkiert sind. Daher lassen sich vereinzelte Dendriten fiir die mikroskopische Aufnahme
besser finden und auch die Auswertung gestaltet sich einfacher. Allerdings wurden in den
GFP-M-Mausen nur sehr wenige Schicht 1I/11l Neurone gefunden, so dass sich die Mauslinie fiir eine
Analyse dieser Neuronenpopulation nicht eignet. Vor der 16-tagigen Behandlungsphase mit dem
BACE1-Inhibitor (100mg/kg K&rpergewicht) beziehungsweise mit dem Losungsmittel als Kontrolle
(Vehikel), wurde der basale Spine-Status an zwei Zeitpunkten bestimmt (Abbildung 24A). Die
Spine-Dichte sich verzweigender apikaler Dendriten von Schicht V  Neuronen im
somatosensorischen Kortex lag bei den GFP-M-Méusen unter Kontrollbedingung mit 0,29+0,02/um

etwas unterhalb der Werte, die fur die YFP-H-Tiere tiblicherweise gemessen wurden.

(B-D) Zur quantitativen Analyse der relativen Spine-Dichte (B), der neu entstandenen Spines (C) und
der verloren gegangenen Spines (D) wurden 45 Dendriten von insgesamt vier Inhibitor-behandelten
Mausen und 50 Dendriten von funf Kontroll-Tieren ausgewertet. Die groRen Graphen stellen den
Verlauf der untersuchten Parameter dar, fir die zum jeweiligen Zeitpunkt auf signifikante Unterschiede
getestet wurde. Die kleineren Graphen je rechts oben sind identische Abbildungen der Datenpunkte,
verdeutlichen aber die lineare Regression Uber den angegebenen Beobachtungsbereich als
statistische Auswertung. (E) Es wurde analysiert, ob dendritische Spines, die wahrend der
Behandlungsphase (an Tag 17 und Tag 25) als neu entstanden identifiziert wurden, bis zum letzten
Beobachtungszeitpunkt (Tag 42) Uberlebten und diese als lang-persistente Spines klassifiziert.
(Fehlerbalken stellen + SEM dar; *** P>0,001, ** P>0,01, * P>0,05)
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Der Effekt der Behandlung mit dem BACEI1-Inhibitor auf die Spine-Dichte war nicht sehr
ausgepragt und erreichte am letzten Beobachtungszeitpunkt innerhalb der Behandlungsphase eine
Verminderung um etwa 10% (Abbildung 24B). Allerdings folgte der Riickgang der Dichte der
Spines sehr markant dem Zeitverlauf der Behandlung und resultierte in einer signifikant
unterschiedlichen linearen Regression, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach der Behandlung
ndherte sich die Spine-Dichte wieder dem Ausgangswert an (Abbildung 24B). Wie anhand der
grinen Pfeile in Abbildung 24A zu sehen, war der Effekt auf den Anteil an entstandenen Spines in
der Behandlungsgruppe sehr deutlich. Bereits einen Tag nach Beginn der BACE1-Inhibition war der
Anteil an neu gebildeten Spines signifikant reduziert und erreichte am Ende der Behandlung eine
Verminderung an enstandenen Spines um mehr als 40% (Abbildung 24C). Auch die Bildung neuer
Spines kehrte nach Beendigung der BACE1-Inhibition wieder auf den Basiswert zuriick, was einen
reversiblen Effekt nahe legt. Der Verlauf fir den Anteil an verloren gegangenen Spines folgte einer
anderen Kinetik. Der Verlust dendritischer Spines nahm langsam und tber die Behandlungsphase
hinaus ab (Abbildung 24D). Erst eine lineare Regression iiber den ganzen Beobachtungszeitraum
offenbarte einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Da ein groBer Teil der neu
gebildeten Spines transient ist und innerhalb kurzer Zeit wieder untergeht, kann der Effekt fur die
verloren gegangenen Spines in Abbildung 24D als sekundére Folge des Verlustes neu gebildeter
Spines verstanden werden. Alternativ kdnnte auch ein homdostatischer Mechanismus fiir den
verzogerten Verlust von Spines verantwortlich sein (siehe Diskussion). Die Kontrollbehandlung mit
dem Vehikel allein hatte auf die Spine-Dichte und den Anteil an entstandenen und verloren
gegangenen Spines keinen Einfluss (Abbildungen 24A-D). SchlieBlich wurde das Schicksal der
dendritischen Spines néher analysiert, die trotz der BACE1-Inhibitor-Behandlung neu entstanden
waren. Daher wurden Spines, die am neunten und am sechzehnten Behandlungstag als neu gebildet
identifiziert wurden, Uber die Zeit verfolgt und es wurde registriert, ob diese Spines bis zum letzten
Beobachtungszeitpunkt tberlebten. In der Inhibitorgruppe waren signifikant weniger neu gebildete
Spines Uber diesen Zeitraum stabil als in der Kontrollgruppe (Abbildung 24E). Zusammenfassend
lasst sich festhalten, dass eine akute Inhibition von BACE1 im Kortex adulter Mduse die Bildung

neuer Spines beeintrachtigt.
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5 Diskussion

5.1 Enriched Environment und dendritische Spines

In der vorliegenden Arbeit hatte eine generelle sensorische Stimulation durch ein Enriched
Environment einen signifikanten Einfluss auf die dendritischen Spines kortikaler Neurone. Sowohl
bei Mdusen, die seit ihrer Geburt im Enriched Environment-Kéfig gehalten wurden, als auch bei
akut stimulierten Tieren konnte eine Zunahme der Spine-Dichte beobachtet werden. AuBlerdem
erhohte sich die Dichte der neu entstandenen und der verloren gegangenen Spines. Neu gebildete
Spines wurden vermehrt stabilisiert und das akute Enriched Environment fihrte zu einem Verlust
von bisher etablierten Spines. Diese Effekte wurden an beiden untersuchten Dendritenpopulationen
gefunden, an den sich verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen und an den
basalen Dendriten von Schicht II/lll Dendriten. Die Beobachtungen sprechen dafiir, dass
substanzielle und lang anhaltende Verdnderungen des neuronalen Netzwerks durch ein Enriched

Environment induziert werden.

Der Einfluss eines Environmental Enrichments wurde in Ratten und Mdusen bereits post mortem in
verschiedenen Hirnregionen untersucht. In unterschiedlichen Arealen des cerebralen Kortex (Gelfo
et al., 2009; Kolb et al., 2003; Leggio et al., 2005), als auch im Hippocampus (Rampon et al., 2000)
und im Striatum (Comery et al., 1995) konnte eine erhohte Dichte dendritischer Spines festgestellt
werden. Im Kortex waren die Befunde weitestgehend tbereinstimmend fiir apikale und basale
Dendriten pyramidaler Neurone. Nur in einer Studie konnte kein Effekt auf die Spine-Dichte an den
apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen im parietalen Kortex ausgemacht werden (Gelfo et al.,
2009). Auch bei Primaten, genauer bei Krallenaffen, resultierte eine komplexere Umgebung
ebenfalls in einer erhohten Dichte von Spines im prafrontalen Kortex und im Hippocampus
(Kozorovitskiy et al., 2005). Diese Beobachtungen konnten mit den in dieser Arbeit vorgestellten
in vivo mikroskopischen Daten in der Maus bestdtigt werden. Da mit der Zwei-Photonen-
Mikroskopie der Effekt des akuten Enriched Environments direkt und zeitlich aufgelost beobachtet

wurde, sind die hier vorgestellten Ergebnisse als sehr zuverladssig und aussagekraftig zu bewerten.

Dariiber hinaus liefert die in vivo Mikroskopie natirlich wichtige Informationen tiber die Dynamik
dendritischer Spines, die mit dem ex vivo Ansatz nicht gewonnen werden konnen. Mit der Methode
wurde bereits vielfach die Neubildung und der Verlust von Spines als Folge sensorischer
Manipulation beobachtet (Fu und Zuo, 2011). Wahrend bei der Mehrzahl der Studien sensorische
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Reize auf unphysiologische Weise unterdriickt wurden, wurde erst in neueren Studien auch der
Einfluss konkreter physiologischer Lernerfahrungen untersucht (Fu et al., 2012; Lai et al., 2012;
Xu et al., 2009; Yang et al., 2009). Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit,
fuhrte eine permanente Stimulation der Vibrissen bei Yang et al., 2009 zu einem schnellen Anstieg
neu entstandener Spines und einem erhéhten Verlust bereits etablierter Spines im
somatosensorischen Kortex. Eine Verdopplung der Bildung neuer Spines wurde im motorischen
Kortex von Maéusen gemessen, die in einem speziellen Kafig ausgiebige Moglichkeiten zu
motorischem Training hatten (Fu et al., 2012). Diese und weitere Studien bestdtigen das Ausmal3
und den zeitlichen Verlauf der hier beschriebenen Verdnderungen an dendritischen Spines. Dass das
Enriched Environment auch sehr schnell zu funktionellen Verdnderungen im somatosensorischen
Kortex fiihrt, konnte in einer elektrophysiologischen Studie belegt werden. So wurde eine erhhte
synaptische Ubertragung bei Ratten bereits nach 15 bis 24 Stunden im Enriched-Kifig beobachtet
(Rema et al., 2006).

Alle bisherigen in vivo mikroskopischen Arbeiten zu kortikalen dendritischen Spines beziehen sich
ausschlieBlich auf apikale Dendriten, hauptsédchlich von Schicht V Neuronen (Fu und Zuo, 2011).
Die hier vorgestellten Daten beschreiben nach aktuellem Stand der Literatur daher zum ersten Mal
dendritische Spines basaler Dendriten von Schicht II/lll Neuronen mit der in vivo Mikroskopie.
Unter Kontrollbedingungen ist die Spine-Dichte an den basalen Dendriten der Schicht II/Ill Neurone
hoher. Hinsichtlich der Dynamik dendritischer Spines wurde ein geringerer Anteil an entstehenden
und verloren gegangenen Spines festgestellt, verglichen mit den sich verzweigenden apikalen
Dendriten von Schicht V Neuronen. Beide Dendriten-Populationen wurden, zumindest beziiglich

aller hier untersuchten Parameter, durch das Enriched Environment in dhnlicher Weise beeinflusst.

In einem Vergleich der beiden experimentellen Ansidtze, dem ,Enriched Environment seit der
Geburt” und dem akuten Enrichment, wird deutlich, dass das AusmalB des Effekts beim letzteren
geringer ausfallt. Das hohe Level der Spine-Dichte bei den Mdusen, die seit ihrer Geburt im
Enriched Environment lebten, wurde nach einem akuten Enrichment nicht erreicht. Das neuronale
Netz der adulten Mdause scheint sich bei gleicher Stimulation nicht auf einen Stand bringen zu
lassen, den ein lebenslanges Environmental Enrichment bewirkt. Ausschlaggebend dafiir konnte vor
allem die Stimulation wéhrend der postnatalen Phase sein, da das neuronale Netz in diesem
Zeitraum die hochste Plastizitdt aufweist (Hubel und Wiesel, 1970; Katz und Shatz, 1996). Dennoch
lieB sich im somatosensorischen Kortex von adulten Tieren nach akutem Enriched Environment ein
substantieller struktureller Umbau beobachten. Es kam zur Bildung neuer dendritischer Spines, von
denen ein GroBteil stabilisiert wurde. Andererseits gingen etablierte Spines verloren. Sicherlich
wdre es in diesem Zusammenhang interessant, weitere Altersgruppen, sowohl jiingere als auch
altere, unter akuten Stimulationsbedingungen zu untersuchen, um die strukturelle Plastizitdt direkt

mit dem Alter zu korrelieren.

Wesentlich ist die Beobachtung, dass das neuronale Netzwerk auf die generalisierte Stimulation
zuerst mit der Bildung neuer dendritischer Spines reagiert und erst spater ein Verlust von Spines

einsetzt. Ahnliches wurde in einer Studie beobachtet, in der die strukturelle Plastizitit im
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motorischen Kortex von Méausen analysiert wurde, die spezifisch das Ergreifen einer Belohnung in
einem bestimmten Versuchsaufbau erlernen mussten. Auch hier folgte auf eine schnelle Neubildung
von Spines eine verzogerte Eliminierung bereits bestehender Spines mit Ubereinstimmendem
zeitlichen Verlauf (Xu et al., 2009). In der ebenfalls in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchung zur
BACE1-Inhibition wurde umgekehrt erst der Verlust der Neubildung von Spines beobachtet, dem
verzégert ein Rickgang des Anteils verloren gegangener Spines folgte. Moglicherweise liegt diesen
Beobachtungen ein homdostatischer Mechanismus zu Grunde, der fir eine Balance der Spine-
Dichte sorgen konnte. Werden mehr dendritische Spines gebildet, kommt es auch zu einem
vermehrten Verlust von Spines. Umgekehrt fuihrt ein Riickgang der Bildung von Spines zu einem
Riickgang der Spineeliminierung. In dhnlicher Weise stellt das sogenannte synaptic scaling eine
Form von homdostatischer Plastizitdt dar, in der neuronale Aktivitdt die Anzahl synaptischer
NMDA-Rezeptoren reguliert und damit die Erregbarkeit von Neuronen in kontrollierbaren Grenzen
halt (Perez-Otano und Ehlers, 2005; Turrigiano et al., 1998). In der Studie von Xu et al., 2009
wirkte der zeitlich versetzte Verlust von Spines der Entstehung neuer Spines entgegen und fuhrte
letztlich zu einer unverédnderten Spine-Dichte. Dagegen resultiert die breite sensorische Stimulation
des Enriched Environments in einem Nettogewinn an dendritischen Spines und kénnte damit eine

zusdtzliche Ebene der strukturellen Verdnderung darstellen.

Ob und in welchem MaB die strukturellen Veranderungen, die durch das Enriched Environment im
neuronalen Netz induziert wurden, konkrete Erfahrungen widerspiegeln, soll im Folgenden
diskutiert werden. Eine Reihe von Beobachtungen spricht diesbezliglich eher fir einen generellen
und weniger spezifischen Einfluss. So fihrte ein Enriched Environment beim Gehirn von Nagetieren
zu Verdnderungen auf ganz unterschiedlichen Ebenen. Das Gewicht des Gehirns wird erhoht, es
kommt zu einer vermehrten Gliogenese als auch einer wesentlich gesteigerten hippocampalen
Neurogenese, und die Ausbildung von neuen Synapsen wird induziert (Bennett et al., 1969;
Kempermann et al., 1997; Kolb und Gibb, 1991; Soffie et al., 1999). Eine Anreicherung
neurotropher Faktoren wie BDNF (brain derived neurotrophic factor), NGF (nerve growth factor)
und NT-3 (neurotrophin-3) wurde nach Stimulation durch ein Enriched Environment im Kortex und
im Hippocampus, aber beispielsweise auch im Kleinhirn gemessen (Ickes et al., 2000). In dieser
Argumentationslinie eines grundsétzlichen Einflusses des Enriched Environments auf das neuronale
Netz lassen sich auch Teile der in dieser Arbeit vorgestellten Daten einordnen. Zum einen wirkte
sich das Enriched Environment auf die sich verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V
Neuronen und die basalen Dendriten der Schicht II/lll Neurone fiir alle untersuchten Parameter in
dhnlicher Weise aus. AuBBerdem wurden innerhalb der Dendritenpopulationen die Verdnderungen
fur die neu entstandenen und die verloren gegangenen Spines gleichméaBig verteilt an den
analysierten Dendriten gefunden. Das heif3t, es zeichnen sich keine Cluster von Dendriten ab, die
besonders starke Verdnderungen aufweisen, oder bei denen vorrangig neu gebildete

beziehungsweise vorrangig verloren gegangene Spines zu finden sind.

Auf der anderen Seite lassen sich auch Parallelen zu Studien ausmachen, die den Einfluss

spezifischer Lernerfahrungen auf die strukturelle Plastizitat untersuchten, und die damit fiir gezielte
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Verdnderungen innerhalb des neuronalen Netzes sprechen. In der oben beschriebenen Greif-
Aufgabe und in einem weiteren Test, bei dem Mause das Balancieren auf einem rotierenden
Zylinder (Rotarod) lernen mussten, wurden neu gebildeten Spines iiber einen Zeitraum von bis zu
18 Monaten stabilisiert (Xu et al., 2009; Yang et al., 2009). Durch zusétzliches Training wurden
spezifisch diese Spines gefestig und das Ausmaf der Neubildung von Spines stellte einen Indikator
fur den resultierenden Lernerfolg dar (Xu et al., 2009). Zusammen unterstreichen diese Befunde,
dass dendritische Spines als physische Korrelate von Lernerfahrungen verstanden werden kénnen.
Analog dazu integrierte in der vorliegenden Studie ein Teil der neu entstanden Spines nach
Stimulation durch das Enriched Environment dauerhaft in das neuronale Netz. Gleichzeitig gingen
nach Induktion durch das Environmental Enrichment, wie auch in den Studien mit den definierten
Lernaufgaben, dendritische Spines verloren, die urspriinglich fest in das neuronale Netz integriert
waren (Xu et al., 2009; Yang et al., 2009).

Hypothetisch vorstellbar ist daher eine Kombination aus beidem; einerseits generellen Aspekten
und andererseits spezifischen Veranderungen dendritischer Spines als Folge einer generalisierten
Stimulation durch das Enriched Environment. Interessanterweise war die Dichte beider Spine-
Klassen, der funktionell integrierten persistenten Spines und der kurzlebigen transienten Spines
unter Enriched Environment-Bedingungen signifikant erhoht. Es lasst sich spekulieren, dass diese
Spine-Klassen die beiden unterschiedlichen Aspekte der Verdnderungen abbilden. Die verbesserten
kognitiven Fahigkeiten, die bei Enriched-Tieren beobachtet wurden (Lee et al., 2003; Rosenzweig,
1966; Schrijver et al., 2002; Tang et al., 2001), kdnnten daher aus folgendem resultieren: (1) Die
gesteigerte Anzahl an etablierten Spines kénnte dem neuronalen Netzwerk einen spezifischen und
hoheren Grad an Konnektivitdt verleihen. (2) Eine erhohte Flexibilitdat konnte das Netzwerk durch
die vermehrte Anzahl transienter Spines erreichen, die bei Bedarf in funktionelle Spines

transformiert werden konnten.

Per definitionem setzt sich das Enriched Environment aus verschiedenen leblosen und sozialen
Faktoren zusammen, und die Interaktion dieser Faktoren tragt wesentlich zur Komplexitdt dieses
Versuchsmodells bei (van Praag et al., 2000). Beispielsweise lernten Ratten, die in einem Enriched-
Kafig gehalten wurden, besser als Ratten, die lediglich die Moéglichkeit zu ausgiebiger freiwilliger
Bewegung hatten (Bernstein, 1973). Den Einfluss aller Einzelelemente des Enriched Environments
auf die strukturelle Plastizitdt im somatosensorischen Kortex zu tberpriifen, ware allerdings sehr
aufwendig. Eine Moglichkeit, um spezifische Lernerfahrungen zu beobachten, wére der sogenannte
roughness discrimination-Test. Bei diesem Test lernen die Mause, mithilfe ihrer Vibrissen
verschieden raue Oberflachen voneinander zu unterscheiden (Cybulska-Klosowicz —und
Kossut, 2001).

Der hier etablierte Kombination aus Enriched Environment und in vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie
stellt eine Moglichkeit dar, lernabhidngige Mechanismen auf der Ebene der strukturellen Plastizitdt
zu untersuchen. Um die synaptische Funktion einzelner Proteine aufzukldren, konnte so berpriift
werden, ob sich der Verlust oder die Uberexpression dieser Proteine in entsprechenden

Mausmodellen auf die induzierte strukturelle Plastizitdt auswirkt. Analog lieBe sich auch
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analysieren, ob beispielsweise Mausmodelle der Alzheimerschen Erkrankung in der Lage sind, auf
die Stimulation des Enriched Environments zu reagieren. Ein Verlust der synaptischen Plastizitat
konnte in solchen Mausmodellen kiirzlich anhand der neuronalen Aktivitat kortikaler Nervenzellen
nach visueller Stimulation nachgewiesen werden (William et al., 2012). Die vorgestellten

Ergebnisse er6ffnen damit eine Vielzahl interessanter zukiinftiger Anwendungen.

AbschlieBend soll im Zusammenhang mit dem Enriched Environment ein Aspekt diskutiert werden,
der von Wurbel, 2001 aufgegriffen wurde (Wurbel, 2001). Ein Enriched Environment unterscheidet
sich von einem Standard- oder Kontrollkdfig dadurch, dass es erhohte sensorische, soziale und
motorische Stimulation bietet (van Praag et al., 2000). Tatsdchlich entsprechen diese Bedingungen
der natirlichen Lebensweise der Mduse beziehungsweise Ratten und eine Haltung im Standardkaéfig
stellt demnach eine artifizielle Reizverminderung dar. So entwickeln Nager in Standardkéfigen
unnatiirliche, stereotype Verhaltensweisen (Wurbel, 2001), was einen grundsatzlichen Einfluss auf
das Nervensystem der Tiere nahelegt. Es muss daher in Betracht gezogen werden, dass das
Modellsystem Maus mit der Haltung in einem Standardkafig um einen zusatzlichen ,,Modell-

Aspekt* erweitert wird, der sich auf den jeweiligen Untersuchungsgegenstand auswirken kann.

5.2 Viraler Gentransfer fiir die in vivo Mikroskopie

Um das Anwendungsspektrum der in vivo Mikroskopie zu erweitern, sollte in dieser Arbeit der
Einsatz lentiviraler Partikel etabliert werden. Es wurden lentivirale Vektoren generiert, die mithilfe
eines CaMKII(1,3kb)-Promotorfragments eine neuronenspezifische Expression von GFP
gewdhrleisten sollten. Die kortikale Injektion dieser Viruspartikel fiihrte zu einer
Fluoreszenzmarkierung von Schicht V und Schicht II/lll Neuronen, die auch die Aufnahme dieser
Neurone, deren Dendriten und einzelner dendritischer Spines mit der intravitalen Zwei-Photonen-
Mikroskopie ermoglichte. Die Ergebnisse sind vergleichbar mit den publizierten Daten von Dittgen
et al., 2004, die die Grundlage fir die hier vorgestellten Experimente bildeten. Zuséatzlich wurde
beobachtet, dass kontralateral projizierende Axone der transduzierten Neurone markiert waren, die
ebenfalls in vivo mikroskopiert werden konnten. Obwohl grundsétzlich moglich, war die
Markierung dendritischer Spines durch den lentiviralen Vektor nicht optimal. Im zentralen Bereich
der Injektion waren Neurone und Dendritenbdume so dicht gefdrbt, dass separierte
Dendritenabschnitte mit den Spines nicht aufgelost werden konnten. An der Peripherie der Injektion
war dies in einzelnen Féllen moglich. Eine Verminderung der Viruskonzentration fiihrte zwar zu
einer weniger dichten Markierung. Allerdings war das Signal der einzelnen Neurone schlechter, was
dafir spricht, dass eine Zelle von mehreren Viruspartikeln transduziert werden muss, um optimale
Mengen an GFP zu exprimieren. Moglicherweise kdnnte dieser Ansatz daher mit einem starkeren
Promotor verbessert werden. Auch in anderen Laboren hat sich die virale Fluoreszenzmarkierung
von Neuronen zur chronischen Zwei-Photonen-Mikroskopie von dendritischen Spines gegeniiber
den XFP-Mé&usen nicht durchsetzen konnen, da sie bisher erst in zwei Studien Anwendung fand

(Lendvai et al., 2000; Spires et al., 2005). Auf der anderen Seite bietet die Verwendung lentiviraler
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Vektoren die Moglichkeit, neben einem Fluorophor zusétzliche genetische Informationen zur

Manipulation der transduzierten Zellen einzubringen.

5.3 Die strukturelle Plastizitat axonaler Boutons

Mithilfe der lentiviral-vermittelten Expression von GFP in kontralateral projizierenden Axonen von
Schicht I/l Neuronen konnten in vivo einzelne axonale Boutons mikroskopiert und iiber einen
Zeitraum von Wochen verfolgt werden. Fir die Aufnahmen musste mit hoherer Laserleistung
angeregt werden, um die Fluoreszenz der feinen axonalen Strukturen zu detektieren. Dies fiihrte zu
einem vermehrten Auftreten von phototoxischen Effekten. Mit einer hoheren Expression der
Fluorophore oder mit dem Einsatz von empfindlicheren Detektoren, wie den neuerdings
verwendeten GaAsP- (Galliumarsenidphosphid-) Detektoren, konnte dieser Ansatz praktikabel
werden. Der GroBteil der axonalen Boutons war stabil tiber den Beobachtungszeitraum. Allerdings
waren auch der Verlust und die Neubildung von Boutons zu beobachten. Eine analoge Dynamik
und eine dhnliche Dichte der Boutons konnte an ipsilateralen Axonen kortikaler Neurone in GFP-M-
Mausen gemessen werden (De Paola et al., 2006). Die ultrastrukturelle Analyse von neu entstanden
Boutons zeigte, dass diese tatsdchlich Synapsen mit dendritischen Spines ausbilden (De Paola et al.,
2006). Das Auftreten neu gebildeter und verloren gegangener axonaler Boutons konnte unter
Verwendung viraler Fluoreszenzmarkierung in einer weiteren in vivo mikroskopischen Studie in
Primaten, genauer im visuellen Kortex von Makaken, bestédtigt werden (Stettler et al., 2006;
Yamahachi et al., 2009)).

Ebenfalls im Kortex von Makaken wurde gezeigt, dass sensorische Reize die Dynamik axonaler
Boutons beeinflussen. Nach einer akuten Retina-Ldsion wurden neben dem Umbau der axonalen
Verzweigungen auch ein schnelles Entstehen neuer Boutons und ein verzégerter Verlust von
Boutons beobachtet (Yamahachi et al., 2009). Im murinen Kortex fiihrten sowohl Retina-Lisionen
als auch das Stutzen der Vibrissen zu einer Zunahme der Bouton-Dichte an Axonen exitatorischer
Neurone, beziehungsweise zu einem gesteigerten Verlust von Boutons inhibitorischer Neurone
(Keck et al., 2011; Marik et al., 2010). Mit den vorgestellten vorldaufigen Daten zu strukturellen
Verdnderungen der axonalen Boutons als Reaktion auf das Enriched Environment konnte hier
gezeigt werden, dass auch eine physiologische Stimulation zu einem Umbau an Axonen fiihrte, die
im vorliegenden Fall in einer Zunahme an Boutons resultierte. Es sei noch einmal erinnert, dass die
hier gezeigten Ergebnisse aufgrund der geringen Anzahl der untersuchten Axone nicht reprasentativ
sind. Zusammenfassend ist die neuronale Verarbeitung sensorischer Informationen mit strukturellen
Verdnderungen auf der pra- und auf der postsynaptischen Seite mit einer dhnlichen Kinetik

verbunden.
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5.4 APP und dendritische Spines

Der Einfluss von APP auf dendritischen Spines wird in der Literatur widerspriichlich diskutiert. Bei
12 Monate alten APP-knockout Mdusen wurde im Hippocampus und an apikalen Dendriten von
Schicht II/Ill Neuronen eine verminderte Spine-Dichte gemessen (Lee et al., 2010a). Zumindest auf
der Ebene der Prdsynapsen konnten zwei weitere Arbeiten bei APP-knockout Tiere keinen
Unterschied zu Wildtyp-Kontrollen feststellen (Phinney et al., 1999; Seabrook et al., 1999).
Demgegeniiber resultierte der Verlust von APP in einer Studie aus unserem Labor in der
Verdoppelung der Dichte dendritischer Spines (Bittner et al., 2009). Fir Mduse, die heterozygot
knockout waren, lag die Spine-Dichte zwischen den Kontrollen und den knockout Tieren, was fir
einen dosisabhédngigen Effekt der APP-Expression spricht (Bittner et al., 2009). Das Ergebnis wurde
durch den Befund gestiitzt, dass kultivierte hippocampale Neurone von APP-knockout Méausen
ebenfalls eine erhohte Anzahl an prasynaptischen Endigungen hatten (Priller et al., 2006). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Spine-Dichte in jungen APP-knockout Tieren in vivo gemessen. Im
Alter von 16 Tagen ist das neuronale Netzwerk des somatosensorischen Kortex noch in seiner
Entwicklung und die apikalen Dendriten weisen eine erhthte Dichte an Spines auf. Diese féllt im
Laufe der folgenden zwei bis drei Wochen graduell auf einen konstanten Wert ab (Holtmaat
et al., 2005). Interessanterweise ist die Expression von APP, aber auch die der APP-prozessierenden
Proteine BACE1 und Présenilin1 in den ersten Wochen der postnatalen Entwicklung erhoht (Loffler
und Huber, 1992; Ribaut-Barassin et al., 2003; Willem et al., 2006). Um die Zunahme der
Spine-Dichte bei adulten APP-knockout Mdusen zu erkldren, sind im Wesentlichen zwei mogliche
Hypothesen denkbar: (1) APP kénnte wichtig fir die entwicklungsbedingten Reduktion von Spines
sein, die in den knockout Tieren dann nicht zu beobachten waére. (2) APP konnte in die vorgelagerte
Spinogenese involviert sein. Ein Verlust des Proteins wiirde in diesem Fall zu einer noch hoheren
Spine-Dichte an Tag 16 fiihren, die dann auf den Wert der adulten Tiere abfallt. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde gezeigt, dass die Spine-Dichte apikaler Dendriten im somatosensorischen Kortex
sowohl in den heterozygoten als auch in den vollstindigen APP-knockout Mausen im Alter von
16 Tagen von den Wildtyp-Kontrollen nicht zu unterscheiden ist. Allerdings wurde in allen
Versuchsgruppen der entwicklungsbedingte Riickgang der Spine-Dichte beobachtet, auch wenn
dieser bei den APP-knockouts tendenziell etwas schwacher war. Die hier vorgestellen Ergebnisse
der jungen Tiere stehen daher im Konflikt zu den Befunden, die bei den adulten APP-knockout
Méausen erhoben wurden. Alternativ widre denkbar, dass der APP-Verlust zu funktionellen
Verdnderungen an individuellen Spines fihrt und dadurch kompensatorische Mechanismen
aktiviert, die zu einem spdteren Zeitpunkt in der erhchten Spine-Dichte resultieren. So wurde zum
Beispiel gefunden, dass APP mit NMDA-Rezeptoren interagiert und deren Funktion beeinflusst
(Hoe et al., 2009). Auch im Zusammenhang mit der Zelloberflichenreprdsentation von
AMPA-Rezeptoren und deren Zusammensetzung wurde APP diskutiert (Lee et al., 2010a). Diese
Uberlegungen sind allerdings spekulativ und legen die Notwendigkeit nahe, in einer einheitlichen
Studie den Spine-Status in APP-knockout Mausen von der frithen postnatalen Phase bis zur adulten

Phase zu verfolgen.

59



Noch schwieriger wird der Versuch, die Rolle von APP an dendritischen Spines zu verstehen, zieht
man die Studien an APP-lberexprimierenden Mausmodellen mit in Betracht. In einer Vielzahl von
Untersuchungen mit Mdusen, die Wildtyp-APP oder FAD-mutiertes APP exprimierten, konnten in
unterschiedlichen Gehirnregionen und in unterschiedlichen Altersgruppen widerspriichliche
Ergebnisse hinsichtlich der Spine-Dichte beobachtet werden (Jung und Herms, 2012). In der Summe
der Studien zeichnete sich ab, dass in jlingeren APP-transgenen Mdusen tendenziell eine erhthte
oder eine unveranderte Spine-Dichte festgestellt wurde, wahrend es in &dlteren Tieren mehrheitlich
zu einem Verlust von Spines kam. Dies deutet darauf hin, dass in den &lteren Méusen
moglicherweise ein synaptotoxischer Effekt des akkumulierenden AB-Peptids zum Tragen kommt
(Hsieh et al., 2006; Shankar et al., 2007; Wei et al., 2010). In jungen Mdusen konnte dagegen der
physiologische Einfluss von APP oder dessen Spaltprodukte tiberwiegen. In jedem Fall wird
deutlich, dass APP eine wesentliche und wahrscheinlich vielschichtige Rolle bei der Bildung und
dem Erhalt dendritischer Spines spielt. Um diese Rolle genauer in vivo zu charakterisieren, mussten
zukuinftige Studien einheitlicher und vergleichbarer hinsichtlich der verwendeten Technik, des
Modells, des Alters und der untersuchten Gehirnregion gestaltet werden. Des Weiteren misste
versucht werden, den Einfluss des APP-Holoproteins und der verschiedenen Spaltprodukte isoliert

zu analysieren.

Die Operation des kranialen Fensters und die sich anschlieBende in vivo Mikroskopie von jungen
Maéusen konnten im Rahmen dieser Arbeit erfolgreich etabliert werden. Die hier erhobenen Werte
fur die Spine-Dichte und den entwicklungsbedingten Spine-Riickgang entsprechen den publizierten
Daten (Holtmaat et al., 2005). Im Vergleich zur Operation an adulten Mdausen erfordert die
Operationen an jungen Tieren eine vermehrte Vorsicht bei der Narkose und beim Bohren des
weicheren Knochens. Nicht alle jungen Mé&use wurden nach der Operation von der jeweiligen
Mutter akzeptiert. AuBerdem war der Anteil der mikroskopierbaren kranialen Fenster vermindert.
Trotz des Mehraufwandes lassen sich auf diese Weise jedoch wichtige Informationen zur
entwicklungsbedingten Plastizitdt gewinnen. Interessant ware zum Beispiel, wie sich ein Enriched

Environment auf die dendritischen Spines im sich entwickelnden neuronalen Netz auswirkt.

5.5 Prasenilinl und dendritische Spines

Neuere Studien legen eine physiologische Funktion von Prdsenilinen bei der synaptischen
Ubertragung nahe und Prisenilin-Mutationen, die mit der Alzheimerschen Erkrankung assoziiert
sind, scheinen diese Funktion zu beeinflussen. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
Uberexpression von FAD-mutiertem PS1, aber auch von humanem Wildtyp-PS1 zu einer erhéhten
Dichte dendritischer Spines von kortikalen Neuronen fihrte. Dieser Effekt war unabhéngig von der
y-Sekretase-Aktivitdt, da die Prozessierung von Substraten, die theoretisch fiir die verdnderte
strukturelle Plastizitat verantwortlich sein kénnten, nicht beeinflusst wurde. Dagegen deutete eine

erhohte Expression des Ryanoidin-Rezeptors auf eine verdnderte Ca**-Homdostase hin.
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Die Beobachtung einer erhohten Spine-Dichte in Mausmodellen der Alzheimerschen Erkrankung
war unerwartet, da im Gehirn von Alzheimer Patienten die Anzahl an Synapsen vermindert ist
(DeKosky und Scheff, 1990; Terry et al., 1991). Allerdings wurden verbesserte synaptische
Eigenschaften in einer Reihe von Studien fir PS1-transgene Mduse beschrieben. So wurde
Uibereinstimmend in zahlreichen elektrophysiologischen Untersuchungen von verschiedenen
FAD-PS1 iberexprimierenden Mauslinien, einschlieBlich der hier verwendeten Linie mit der A246E
Mutation, als auch in knockin-Modellen ein signifikant erhthtes LTP an hippocampalen Synapsen
gemessen (Auffret et al., 2010; Auffret et al., 2009; Barrow et al., 2000; Dewachter et al., 2008;
Parent et al., 1999; Schneider et al., 2001; Wang et al., 2009a; Zaman et al., 2000). In
Verhaltensversuchen zeigten FAD-PS1 transgene Mduse in Abhéngigkeit vom Test und von der
verwendeten Mauslinie entweder Verbesserungen, Verschlechterungen oder kein verdndertes
Lernen. Beispielsweise waren A246E-PS1 Tiere unauffillig bei einem Test, in dem ein neues Objekt
als unbekannt identifiziert werden sollte (novel recognition), wéahrend sie in der kontextabhéngigen
Angstkonditionierung (contextual fear conditioning) ein verbessertes Lernen zeigten (Dewachter
et al., 2008). Die Dichte dendritischer Spines als direktes Mal3 der Synapsenanzahl in FAD-PS1
Méusen wurde bisher erst in einer einzigen Studie untersucht. In einem Alter von vier bis fiinf
Monaten zeigten L286V-PS1 Maduse eine erhohte Spine-Dichte an Golgi-Cox-gefdrbten
Pyramidenzellen der hippocampalen CA1-Region (Auffret et al., 2009), analog zu dem Effekt, der
hier fur kortikale Neurone von Mausen der Linie A246E-PS1 mit sechs bis acht Monaten
beschrieben wurde. Wahrend in den meisten Publikationen nur junge PS1-Mduse untersucht
wurden, schlossen die zwei Studien von Auffret et al. auch alte Tiere ein. Dort konnte gezeigt
werden, dass das erhohte hippocampale LTP in jungen L286V-PS1 und in M146V-PS1-knockin
Maéusen mit zunehmendem Alter abnahm und bei Tieren im Alter von 12-14 Monaten signifikant
unter dem Wert der Kontrollen lag (Auffret et al., 2010; Auffret et al., 2009). Analog dazu ging
auch die Spine-Dichte im Hippocampus acht bis zehn Monate alter L286V-PS1 Mdause zuriick
(Auffret et al., 2009). Interessant ware daher die altersabhadngige Untersuchung der dendritischen
Spines von kortikalen Neuronen der in dieser Arbeit verwendeten FAD-PS1 Linie. In
Ubereinstimmung mit den hier vorgestellten Daten konnte hinsichtlich der Form der Spines von
Auffret et al. in den FAD-PS1 iberexprimierenden Md&usen ebenfalls keine Verdnderung der
Spine-Klassen-Verteilung festgestellt werden (Auffret et al., 2009). Auch in einer ultrastrukturelle
Analyse der Lange dendritischer Spines wurde kein Unterschied zwischen Wildtyp- und FAD-PS1-
Maéusen beobachtet (Dewachter et al., 2008).

In Méusen, die humanes Wildtyp-PS1 tiberexprimierten, wurde eine erhohte Spine-Dichte spezifisch
in den sich verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen gefunden. Dagegen war die
Spine-Dichte der basalen Dendriten von Schicht 1I/lll Neuronen vergleichbar mit den
Wildtyp-Kontrollen. Fiir hippocampale Neurone war die Spine-Dichte der hPS1-Méuse bei Auffret
et al. ebenfalls auf dem Niveau der Kontrollen, allerdings wurden bei den LTP-Messungen
signifikante Effekte bei diesen Mausen festgestellt (Auffret et al., 2009). Ahnlich orientierten sich
die Werte der hPS1 Tiere in verschiedenen elektrophysiologischen und Verhaltens-Experimenten

zwischen den Werten der Kontrollen und der FAD-PS1-Gruppe, ohne dass die Unterschiede dabei
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signifikant waren (Barrow et al., 2000; Dewachter et al., 2008; Parent et al., 1999; Priller
et al., 2006; Schneider et al., 2001; Zaman et al., 2000). Interessanterweise wurde in den meisten
dieser Publikationen bei einzelnen Experimenten die hPS1-Versuchsgruppe beriicksichtigt, in
anderen aber nicht (Dewachter et al., 2008; Priller et al., 2006; Schneider et al., 2001; Zaman
et al., 2000). In einer Arbeit wurden hPS1-Mduse und Wildtyp Tiere sogar alternierend als
Kontrollgruppe herangezogen (Barrow et al., 2000). Zusammenfassend verdeutlichen diese Studien,
dass auch Uberexprimiertes hPS1 einen Einfluss auf synaptische Parameter hat. Fur zukinftige
Untersuchungen an tiberexprimierendem FAD-PS1-Modellen sollten daher beide Kontrollgruppen,
die nichttransgen und die hPS1-transgenen Tiere, mitgefithrt werden. Bisher sind Langzeiteffekte
von Uberexprimiertem hPS1 wenig untersucht worden (Auffret et al., 2009). Allerdings deuten
Befunde auf eine kritische Rolle des Expressionsleveles von humanem Wildtyp-PS1 beim

physiologischen Altern und bei der Neurodegeneration hin (Kumar et al., 2009; Miller et al., 2008).

Es ist weitestgehend akzeptiert, dass bei familidfren Formen der Alzheimerschen Erkrankung
Mutationen in den Prdsenilinen zu einer relativen Erhéhung des AB42-Peptids gegentiber dem AB40
fuhren (Borchelt et al., 1996; Duff et al., 1996; Murayama et al., 1999; Scheuner et al., 1996),
welche die Aggregation und die Neurotoxizitdt des AB-Peptids bewirkt (McGowan et al., 2005).
Allerdings héufen sich Belege, die die Absolutheit dieser Aussage in Frage stellen (Batelli
et al., 2008; Bentahir et al., 2006; Heilig et al., 2010; Shioi et al., 2007). Beispielsweise konnte eine
Mutation im PS1 von Patienten mit einer frith einsetzenden familidren Form der Alzheimerschen
Erkrankung identifiziert werden, die beinahe zu einem vollstandigen Verlust der
v-Sekretase-Aktivitat fuhrt (Heilig et al., 2010). Bentahir et al., 2006 fanden in Zellen, die die
A246E-mutierte  PS1-Variante exprimierten, keine Verdnderungen der APP-Prozessierung im
Vergleich zu Wildtyp-PS1. Entsprechendes galt auch fiir die proteolytische Spaltung von Notch und
N-Cadherin (Bentahir et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die
A246E-Mutation auch im Mausmodell die Prozessierung von endogenem APP und N-Cadherin
nicht beeinflusst. Als weiteres Kandidatensubstrat wurde der Ephrinrezeptor EphA4 untersucht, fir
den ein y-Sekretase-abhédngiger Effekt auf die Dichte dendritischer Spines bereits beschrieben
worden war (Inoue et al., 2009). Auch fir Prozessierung von EphA4 konnte mittels
Westernblotanalysen,  die ~ sowohl  von  GroBhirnhomogenaten  als  auch  von
Synaptosomenpraparationen  durchgefithrt wurden, kein Unterschied zwischen FAD-PS1,
Wildtyp-PS1 und nichttransgenen Kontrollen festgestellt werden. Obwohl ein méglicher Effekt auf
die Prozessierung anderer Substrate nicht ausgeschlossen werden kann, lassen die Ergebnisse der
hier getesteten Kandidatenproteine auf eine y-Sekretase-unabhingige Ursache fiir den beobachteten

Spine-Phdnotyp in den PS1-transgenen Mausen schlief3en.

Neben der zentralen Rolle innerhalb des y-Sekretase-Komplexes sind weitere zelluldre Funktionen
der Préseniline beschrieben. Die neuropathologischen Auswirkungen von Présenilin-Mutationen auf
diese Funktionen werden intensiv diskutiert (Pimplikar et al., 2010). Eine Schliisselfunktion hat PS1
bei der Regulation der Ca**-Homéostase von Neuronen. Fiir FAD-PS1-Mutationen wurde gezeigt,

dass die physiologische Ca?*-Signalfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum
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beeintrachtigt war (LaFerla, 2002). Es wurden verschiedene molekulare Mechanismen
vorgeschlagen, wie PS1 den zelluldren Ca**-Haushalt beeinflussen kann. Danach macht PS1 selbst
die Membran des Endoplasmatischen Retikulums Ca®*-durchléssig (Tu et al., 2006; Zhang
et al., 2010), moduliert die Offnungswahrscheinlichkeit von Inositol-3-Phosphat Rezeptoren
(Cheung et al., 2010; Cheung et al., 2008) oder erhtcht die Expression der Ryanoidin-Rezeptoren
(Chakroborty et al., 2009; Smith et al., 2005; Stutzmann et al., 2006). Ryanoidin-Rezeptor-
abhingige Ca**-Effekte waren besonders ausgeprédgt in den Dendriten und den dendritischen Spines
von FAD-PS1-transgenen Mausen (Goussakov et al., 2010). Ohne weiter auf den Mechanismus
einzugehen, wurde in der vorliegende Studie das Expressionsniveau des Ryanoidin-Rezeptors als
Indikator fiir eine verdnderte Ca?*-Homdostase betrachtet, welche fiir die A246E-PS1-Tiere bestatigt
werden konnte. Interessanterweise war die Uberexpression von humanem Wildtyp-PS1 ausreichend
fur ein erhohtes Ryanoidin-Rezeptor-Level, welches allerdings niedriger als das FAD-PS1 Niveau
war. Unter Beriicksichtigung der zentralen Rolle von Ca®* als Botenstoff bei der synaptischen
Plastizitdt konnten die PS1-abhingigen Verdnderungen der Ca®*-Homdostase fir die erhohten
Spine-Dichten verantwortlich sein, die bei den PS1-transgenen Mé&usen beobachtet wurden. Eine
mogliche Erklarung, warum die Expression von hPS1 nur die Spine-Dichte der sich verzweigenden
apikalen Dendriten der Schicht V Neurone, nicht aber die basalen Dendriten der Schicht II/IlI
Neurone beeinflusst, ist in der rdumlichen Heterogenitit der Ca**-Verteilung zu sehen. Die beiden
Typen kortikaler Pyramidenzellen unterscheiden sich in der Art ihrer Ca*-Antwort auf ein
Aktionspotential (Helmchen et al., 1999). Des weiteren ist die Expression des Ca*-puffernden
Proteins Calbindin-D28k in Schicht II/Ill Neuronen ausgeprégter als in Schicht II/lll Neuronen
(van Brederode et al., 1991). Alternativ konnten auch Unterschiede zwischen dem apikalen und
dem basalen dendritischen Kompartiment zum Tragen kommen. So kann der Ca®*-Haushalt
innerhalb einer Zelle regional spezifisch reguliert werden, beispielsweise durch eine
unterschiedliche Expression von Ca®*-Pumpen (Holthoff et al., 2002; Schmidt und Ehrlich, 2010).
Entsprechend der moderaten Erhohung der Expressionslevel des Ryanoidin-Rezeptors konnte der
Effekt auf die Ca?*-Homdostase in den hPS1-Mausen weniger stark sein als in den FAD-PS1-Tieren,
was moglicherweise von den basalen Dendriten aber nicht von den apikalen Dendriten kompensiert
werden kann. Leider lassen sich die apikalen Dendriten von Schicht II/lll Neuronen nicht addquat

mikroskopieren und analysieren, was gegebenenfalls zur Kldrung dieses Punktes beitragen konnte.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von FAD-PS1, aber auch die
Uberexpression der humanen Wildtyp-Variante die strukturelle Plastizitit dendritischer Spines an
kortikalen Neuronen von Méausen beeinflusst und dass diese Effekte wahrscheinlich die Folge eines
verdnderten Ca®*-Haushaltes sind. Eine Dysregulation der Ca?*-Homdostase wird im Kontext der
Alzheimer-Pathologie auf verschiedenen Ebenen diskutiert (LaFerla, 2002). So wurde zum Beispiel
eine erhdhte Expression des Ryanoidin-Rezeptors bei Patienten der Alzheimerschen Erkrankung
beobachtet (Kelliher et al., 1999). Allerdings scheinen die Effekte auf intrazelluldre Ca®*-Speicher
spezifisch fur FAD- PS1 zu sein, da sich FAD-Mutationen im APP nicht direkt auf die
Ca’*-Homoostase auswirken (Stieren et al., 2010). Offen bleibt die Frage, inwieweit die

physiologischen Funktionen des PS1 bei der Regulation des Ca**-Haushalts und bei der strukturellen
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Plastizitdt dendritischer Spines im Zusammenhang mit der Pathologie der Alzheimerschen
Erkrankung stehen. Die Ergebnisse machen auch deutlich, dass Daten von transgenen Modellen der
Alzheimerschen Erkrankung, wie den haufig verwendeten APP-PS1 doppeltransgenen Mdausen,
kritisch hinterfragt werden miissen, da die einzelnen Transgene vielschichtige und komplexe
Auswirkungen auf den zu untersuchenden Phanotyp haben kénnen. So sind beispielsweise die
synaptische Plastizitdt und die Anzahl von Synapsen typische ZielgroBen bei der Analyse solcher
Alzheimer-Modelle.

5.6 BACEI1 und dendritische Spines

Im somatosensorischen Kortex von sechs Monate alten BACE1-knockout Mdusen konnte weder
eine Verdnderung der Spine-Dichte, noch eine verdnderte Dynamik der Spines an den sich
verzweigenden apikalen Dendriten von Schicht V Neuronen und an den basalen Dendriten von
Schicht II/Ill Neuronen beobachtet werden. Dieser Befund ist iberraschend, da in einer anderen
Studie im Hippocampus dieser Mduse eine verminderte Dichte dendritischer Spines beschrieben
wurde (Savonenko et al., 2008). In den hier verwendeten YFP-H Mausen konnte der Effekt eines
Verlustes von BACET1 im adulten Hippocampus auf die Spine-Dichte nicht tiberpriift werden, da die
Fluoreszenzmarkierung so dicht war, dass einzelne Dendritenabschnitt nicht aufgelost werden
konnten (Abbildung 3).

Die Expression von BACET ist in den ersten beiden postnatalen Wochen sehr viel hther als im
adulten Gehirn (Willem et al.,, 2006). Ein Verlust des Proteins sollte sich daher am
wahrscheinlichsten in diesem Zeitraum bemerkbar machen. In der hippocampalen CA1-Region
16 und 32 Tage alter BACE1-knockout Tiere konnte tatsdchlich eine verminderte Spine-Dichte
beobachtet werden, die sich aber mit zunehmendem Alter dem Wildtypwert anndherte. Auch an
sich verzweigenden apikalen Dendriten kortikaler Neurone schien die Spine-Dichte in jungen Tieren
kleiner zu sein, der Unterschied erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Leider erlauben die
Ergebnisse nur einen liickenhaften Einblick in die Entwicklung der Spine-Dichte in den
BACE1-knockout Mausen, da die Analyse an die Expression des YFP gebunden war. Tendenziell
scheint vor allem in der Entwicklung, in der das neuronale Netz sehr plastisch ist, ein Verlust von
BACET1 zu einer Reduktion dendritischer Spines zu fiihren. Diese kénnte, zumindest teilweise, iber
kompensatorische Mechanismen zu spdteren Zeitpunkten ausgeglichen werden. Da hier der
16 Tage Zeitpunkt fiir die kortikalen Neurone und die Quantifizierung der Spine-Dichte im adulten
Hippocampus nicht untersucht werden konnten, ist diese Schlussfolgerung jedoch als vorlédufig zu
betrachten. Eine umfassende Analyse der Spine-Dichte von BACE1-knockout Mausen wahrend der
Entwicklung, beispielsweise mit einer Golgi-Farbung, konnte diesbeziiglich wesentliche
Informationen liefern. Interessanterweise erscheinen die Spines in den jungen BACE1-knockout
Tieren vermehrt elongiert und unreif. Daher kdnnte eine in vivo mikroskopische Studie analog zu
den APP-knockout Mausen einen Einblick in die Entwicklung der Spines im BACE1-knockout

Gehirn liefern. Zusammen deuten die Ergebnisse auf eine Rolle von BACE1 bei der Ausbildung
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synaptischer Kontakte, die vor allem im sehr plastischen neuronalen Netzwerk zum Tragen kommt.
So konnte der Unterschied in der Spine-Dichte zwischen Hippocampus und somatosensorischem
Kortex in BACE1-knockout Tieren im Vergleich zu Wildtypkontrollen darin liegen, dass der
Hippocampus eine hohere Plastizitdt als der Kortex aufweist. Beispielsweise werden im Gyrus
dentatus des Hippocampus auch in adulten Tieren neue Neurone gebildet und diese integrieren
fortwahrend in das neuronale Netzwerk (Altman und Das, 1965; van Praag et al., 2002). Eine
in vivo Langzeit-Untersuchung der Plastizitdt dendritischer Spines im Hippocampus wurde bisher

allerdings noch nicht veroffentlicht.

Mit dem kompetenten BACE1-Inhibitor SCH-1682496 wurde der Einfluss eines akuten Verlustes
der BACET1-Aktivitat auf dendritische Spines im somatosensorischen Kortex Uberprift. Eine
16-tagige Behandlung mit dem Inhibitor fithrte zu einer signifikanten Verminderung der Ausbildung
neuer Spines, die letztlich auch in einer Senkung der Spine-Dichte resultierte. Diese Effekte waren
reversibel und erreichten nach Beendigung der Behandlung wieder ihren Ausgangswert. Zusatzlich
wurde beobachtet, dass dendritische Spines, die trotz BACE1-Inhibition gebildetet wurden, weniger
stabil waren und folglich weniger gut in das neuronale Netzwerk integriert werden konnten. Diese
Befunde sind in zweierlei Hinsicht von wesentlicher Bedeutung. Einerseits stellen sie den
therapeutischen Ansatz einer Behandlung der Alzheimerschen Erkrankung durch Minderung der
BACE1-Aktivitat grundsatzlich in Frage. Andererseits geben sie einen wichtigen Einblick in die
physiologische Funktion von BACET fiir dendritische Spines.

Die Ergebnisse der beiden Experimente, die Analyse des BACEl-knockout und die
pharmakologische Inhibition von BACET, stellen einen Widerspruch dar. Wie kann eine akute
BACET1-Inhibition die Neubildung dendritischer Spines beeinflussen, wenn der genetische knockout
von BACE1 keinen Effekt auf die Spines hat? Ein moglicher und hypothetischer Erkldrungsansatz
ware, dass in den knockout Tieren der Verlust von BACE1 im adulten Gehirn durch alternative
Mechanismen kompensiert wird, wahrend sich dieser Verlust im sich entwickelnden Gehirn
durchaus bemerkbar macht. Diesbeziiglich sind auch verschiedene Folgeexperimente vorstellbar.
Einerseits wiirde man in jungen Wildtyp-Mdusen einen noch stédrkeren Effekt des BACE1-Inhibitors
auf die Spines vermuten. Zum anderen konnte die Spezifitdt des Inhibitors in BACET1-knockout

Tieren getestet werden, da man nach Inhibition keinen Effekt erwarten wiirde.

Da eine Vielzahl an BACE1-Substraten bekannt ist (Hemming et al., 2009), ware es fur das
Verstdndnis von dendritischen Spines von Bedeutung, das Substrat zu identifizieren, das fiir den
beschriebenen Effekt verantwortlich ist. Wie bereits ausfiihrlich diskutiert, scheint APP selbst eine
wichtige Rolle bei der Ausbildung von Spines zu spielen (Jung und Herms, 2012) und das Ap-Peptid
ist in der Lage, die synaptische Ubertragung zu modulieren (Kamenetz et al., 2003). Um
diesbezliglich einen Zusammenhang zu testen, konnte der Effekt des BACET-Inhibitors in den
APP-knockout Mdusen untersucht werden. Ein weiterer moglicher Kandidat ist das Substrat
Neuregulin1 (NRG1). In BACE1-knockout Mdusen akkumulierte das ungeschnittene NRG1 und die
Interaktion zwischen NRG1 und einem Komplex der Rezeptor-Tyrosinkinasen ErbB,-ErbB, ist fir
die Ausbildung der Myelinscheide maBgebend (Hu et al., 2006; Willem et al., 2006). Konditionale
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ErbB, und ErbB, doppel-knockout Méause zeigten eine reduzierte Spine-Dichte und ein erhohtes
NRG1-Level forderte die Maturierung dendritischer Spines in neuronaler Zellkultur (Barros
et al., 2009). Die Evaluierung moglicher Kandidatensubstrate fiir den beobachteten Spine-Effekt
in vivo ist schwierig. LieBe sich jedoch in neuronaler Zellkultur die verminderte Spinebildung nach
BACET-Inhibition rekonstruieren, kénnte durch eine anschlieBende Prasentation des rekombinant-
hergestellten Kandidatenfragments im Kulturmedium der Inhibitions-Effekt wieder riickgédngig

gemacht werden. Auf diese Weise ware es moglich, das verantwortliche Substrat zu identifizieren.

BACET eroffnet den amyloidogenen Prozessierungsweg des APP und ist damit fir die Generierung
des AB-Peptids geschwindigkeitsbestimmend. Daher stellt das Protein ein interessantes Zielmolekdl
fir eine therapeutische Intervention beziehungsweise fiir einen prophylaktischen Ansatz bei der
Alzheimerschen Erkrankung dar. Tatsdchlich konnten Verkreuzungen von FAD-APP-transgenen
Maéusen, die normalerweise eine starke ApB-Pathologie aufweisen, auf einen BACE1-knockout
Hintergrund sowohl die Ap-Plaqueablagerungen als auch die Lerndefizite vollstdndig aufheben
(Laird et al., 2005; Ohno et al., 2004). Die verminderte BACE1-Expression in heterozygoten
BACET1-knockout Tieren, die zusidtzlich transgen fiir FAD-APP waren, reichte aus, um die
AB-Pathologie wesentlich zu senken (Laird et al., 2005; McConlogue et al., 2007). Entsprechend
wurde in jlngster Zeit eine Reihe von Substanzen entwickelt, die BACE1 in Méusen (Atwal
et al., 2011; Fukumoto et al., 2010; Malamas et al., 2010; Sankaranarayanan et al., 2008) und sogar
in Primaten (Sankaranarayanan et al., 2009) inhibieren und die ApB-Level senken. In der ersten
Veroffentlichung einer klinischen Studie reduzierte die einmalige Gabe des BACE1-Inhibitors
LY2811376 die AP40-Level in der cerebrospinalen Flussigkeit um etwa 50% (May et al., 2011).
Trotz dieser Erfolge wurde vor zu hohen Erwartungen gewarnt, da mit der BACE1-Inhibition eben
nicht nur in die AB-Generierung, sondern moglicherweise in eine Vielzahl anderer zelluladrer
Prozesse eingegriffen wird und potentielle Nebenwirkungen erst aufgeklart werden missen
(De Strooper et al., 2010; Vassar et al., 2011). So musste der LY2811376-Ansatz auf Grund
toxischer Nebenbefunde, die in einem prdklinischen Test beobachtet wurden und
BACET-unabhdngig waren, aufgegeben werden (May et al., 2011). Analog dazu musste der
vielversprechende Ansatz mit dem y-Sekretase Inhibitor Semagacestat von Eli Lilly nach einer
klinischen Studie der Phase Il gestoppt werden, da die behandelten Patienten eine stirkere
Verschlechterung der kognitiven Leistungen als die Vergleichsgruppe zeigten (Schor, 2011). Im
Mausmodell hatte eine mehrtdgige Behandlung mit dieser Substanz einen irreversiblen Verlust
dendritischer Spines zur Folge, was mithilfe der in vivo Mikroskopie aufgedeckt werden konnte
(Bittner et al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde nun zum ersten Mal gezeigt, dass auch eine
Inhibition von BACE1 zu einem kritischen Nebeneffekt auf der Ebene der dendritischen Spines,
namlich zu einer reversiblen Verminderung und Destabilisierung neu gebildeter Spines fihrt. Ob
der beschriebene Effekt spezifisch fir die Inhibition von BACE1 ist, miisste in einem zuséatzlichen
Experiment kontrolliert werden. Eine Mdéglichkeit ware, wie schon erwdhnt, den Inhibitor in
BACET1-knockout Méusen zu testen. Alternativ kdnnte ein zusatzlicher Inhibitor eingesetzt werden,
der den gleichen Effekt zeigen misste. Als Negativkontrolle konnte eine Substanz mit dhnlicher

chemischer Struktur dienen, die allerdings die B-Sekretase-Aktivitat nicht beeinflusst.
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Die Bedeutung von neu entstandenen Spines wurde bereits ausfiihrlich diskutiert. Im murinen
Gehirn bedingten spezifische Lerntests die Neubildung und die Stabilisierung von dendritischen
Spines und der Lernerfolg korrelierte mit der Anzahl an neu entstandenen Spines (Xu et al., 2009;
Yang et al., 2009). Eine Beeintrachtigung der Ausbildung neuer Spines, wie bei der Behandlung mit
dem BACET-Inhibitor beobachtet, konnte daher Lernen und Gedachtnis beeinflussen. Dies konnte
analog zu den zitierten Studien in einem Verhaltensexperiment tiberpriift werden, bei dem unter
BACET-Inhibition das Erlernen einer spezifischen Aufgabe beobachtet wird und parallel dazu die
Verdnderungen an den dendritischen Spines mit der in vivo Mikroskopie verfolgt werden. Ein
weiterer kritischer Aspekt ergibt sich aus dem Phdnotyp der BACE1-knockout Méause. Obwohl auf
den ersten Blick unauffallig (Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001), fihrt der Verlust von BACE1 zu
einer Reihe von neurologischen Dysfunktionen. BACE1-knockout Méuse sind hyperaktiv, zeigen
eine erhohte Anfalligkeit fir epileptische Anfélle und weisen verschiedene kognitive Stérungen auf,
die auf einen Schizophrenie-dhnlichen Phdnotyp schlieBen lassen (Dominguez et al., 2005;
Hu et al., 2010; Laird et al., 2005; Savonenko et al., 2008). In Anbetracht dieser Befunde
unterstiitzen die hier vorgestellten Daten die Bedenken zum therapeutischen Ansatz einer
Verminderung der AP-Level durch Inhibition von BACE1 und verdeutlichen die Notwendigkeit

einer genauen Evaluierung der Nebenwirkungen einer solchen Behandlung.

5.7 Generelle Aspekte der in vivo Mikroskopie dendritischer Spines

Die in vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie zeichnet sich durch zwei wesentliche Vorteile gegeniiber
ex vivo Untersuchungen aus, die diese Methode zu einem essentiellen Werkzeug in den
Biowissenschaften, vor allem in der Neurobiologie machen. (1) Zelluldre Strukturen, wie
dendritische Spines, koénnen in ihrer natiirlichen Umgebung aufgenommen werden. Dies ist
besonders fiir neuronale Strukturen von Bedeutung, die nur als integrierte Einheit im
funktionierenden neuronalen Netzwerk ihre vollstdndigen physiologischen Eigenschaften
aufweisen. (2) Die Strukturen kénnen tber einen langen Zeitraum verfolgt werden und mogliche
Verdnderungen nach physiologischer oder artifizieller Modifikation an ein und derselben Struktur

beobachtet werden.

Auf der anderen Seite bringt die Methode auch verschiedene Limitationen mit sich. Unter
umfangreichem technischem und zeitlichem Aufwand konnen oft nur begrenzte Datenmengen
erhoben werden, da nicht zuletzt die Belastung der Versuchstiere moglichst gering sein muss.
Hinsichtlich der Aufnahme von Dendriten und dendritischen Spines ist man auf die oberfldchlichen
Hirnregionen wie den oberen Schichten des Kortex begrenzt. Um das Spektrum an dendritischen
Strukturen zu erweitern, wurde daher im Zuge dieser Arbeit das erste Mal die strukturelle Plastizitat
der basalen Dendriten von Schicht II/Ill Neuronen analysiert. Allerdings liegen Hirnregionen wie der
Hippocampus, der sowohl im Bezug auf Lernen und Gedéchtnis als auch hinsichtlich der
Alzheimerschen Erkrankung von besonderem Interesse ist, zu tief, um direkt mit der

Zwei-Photonen-Mikroskopie erreichbar zu sein. In einzelnen Studien wurde daher Kortexmaterial
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tiber dem Hippocampus entfernt, um mithilfe von Objektiven mit groBem Arbeitsabstand oder
Mikrolinsen (GRIN (gradient refractive index) Linsen) hippocampale Neurone zu mikroskopieren
(Barretto et al., 2009; Mizrahi et al., 2004). Neben der Tatsache, dass mit diesen Methoden bisher
noch keine detaillierte Beschreibung dendritischer Spines im Hippocampus gemacht werden
konnte, sind diese Ansatze sehr invasiv. Es bleibt zu tiberprifen, inwieweit das neuronale Netzwerk
nach einem solchen Eingriff seinem physiologischen Zustand entspricht. Ein weiterer kritischer
Aspekt bei der verwendeten in vivo Mikroskopie ist der Einsatz von Andsthetika, wie hier
Ketamin/Xylazin oder Isofluoran, die per se das Nervensystem und damit moglicherweise auch die
kortikalen dendritischen Spines beeinflussen. Jedoch konnte eine in vivo Studie keinen Einfluss der
Anésthesie auf die Entwicklung und die Dynamik dendritischer Spines feststellen (Yang
et al., 2011). Alternativ konnen in vivo Aufnahmen allerdings auch in wachen, sich bewegenden
Maéusen durchgefiihrt werden (Dombeck et al., 2007).

Als weitere Limitation der Methode haben die Ergebnisse grundsétzlich beschreibenden Charakter
und mechanistische Erkldrungen lassen sich nicht liefern. Diesbeziiglich wiirde eine Kombination
der in vivo Mikroskopie mit funktionellen Methoden, wie der Elektrophysiologie oder dem
Calcium-imaging die Aussagemoglichkeiten substantiell verstdrken. Auch eine ultrastrukturelle
Analyse der bereits in vivo mikroskopierten Spines konnte wesentliche Zusatzinformationen liefern.
Kritisch muss bemerkt werden, dass in den Untersuchungen der PS1-transgenen Mdause und fiir die
BACET1-knockout Tiere jeweils nur ein Beobachtungszeitraum von acht Tagen gewahlt wurde,
welcher der Definition der transienten Spines entspricht (Holtmaat et al., 2005). Um auch
langerfristige Effekte der Spine-Dynamik abzudecken und um aufgrund der Mehrfachbestimmung
zusdtzliche Datensicherheit zu gewinnen, sollten zukinftige Experimente fir einen
Beobachtungszeitraum von 30 Tagen angesetzt werden, analog zum Mikroskopie-Schema des
»Enriched Environments seit der Geburt“ (Abbildung 30).

Ein wichtiger Aspekt der strukturellen Plastizitdt ist die Form der dendritischen Spines. Die
Einteilung der Spines entsprechend ihrer Form in mushroom, thin und stubby hat funktionelle
Implikationen (Bourne und Harris, 2007). Innerhalb von Minuten kann sich das Volumen von
Spines nach synaptischer Aktivitat vervielfachen (Matsuzaki et al., 2004). Auch nach einer Enriched
Environment Stimulation wurde in hippocampalen Neuronen eine VergréBerung dendritischer
Spines beobachtet (Kitanishi et al., 2009). Die Analyse der Form von in vivo mikroskopierten Spines
war flr die hier vorgestellten Daten schwierig. Neben der Auflésungslimitation, vor allem in der
z-Dimension, und Intensitdtsunterschieden stellten auch Wackelartefakte der Aufnahmen in Frage,
ob bei der erreichten Genauigkeit der Methode eine vertrauenswiirdige und sinnvolle Vermessung
der Spine-Dimensionen gewdhrleistet ist. Da sich, wie erwdhnt, das Volumen der Spines innerhalb
von Minuten dndern kann, erzeugt dies bei einer Detektion der Spines tiber einen Zeitraum von
wenigsten vier Tagen ein zuséatzliches Rauschen der MessgroBen, welches bei der Anzahl der zu
analysierenden Strukturen beriicksichtigt werden muss. Anhand der Daten der PS1-transgenen
Méuse wurde in dieser Arbeit die Form in vivo mikroskopierter dendritischer Spines exemplarisch

untersucht. Die Analyse ergab allerdings keine signifikanten Unterschiede.
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5.8 Schlussfolgerung

Die hier vorgestellten Ergebnisse belegen, dass die strukturelle Plastizitat dendritischer Spines auf
komplexe Weise reguliert wird und durch vielféltige Ereignisse moduliert werden kann. Sowohl
sensorische Erfahrungen als auch eine Vielzahl von Proteinfunktionen bedingen teilweise
altersabhdngig die Dichte und die Dynamik dendritischer Spines. Die Proteine APP, Présenilin1 und
BACET1, die bei der Alzheimersche Erkrankung eine zentrale Rolle spielen, haben dabei
zellbiologische Funktionen, die fir die Ausbildung und die Aufrechterhaltung der strukturellen
Plastizitdt von wesentlicher Bedeutung sind. Pharmakologische MafBnahmen zur Therapie oder
Pravention der Alzheimerschen Krankheit, die diese Proteine zum Ziel haben, miissen daher
griindlich hinsichtlich kognitiver Nebeneffekte tiberpriift werden. AuBerdem wurde in dieser Arbeit
der Stellenwert der in vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie fiir die Beschreibung der plastischen
Verdnderungen dendritischer Spines noch einmal unterstrichen. So sind Effekte, wie der Verlust von
neu gebildeten Spines nach pharmakoligischer Inhibition von BACE1, mit anderen Methoden nicht

messbar.
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6 Material und Methoden

6.1 Mausexperimente
6.1.1 Mauslinien

YFP-H Diese transgene Mauslinie (vollstandiger Name B6.Cf-Tg(Thy1-YFPH)2Jrs/J) wurde von
Jackson Laboratory bezogen und auf dem genetischen Hintergrund C57BL/6J geziichtet. Die Linie
exprimiert das gelb-fluoreszierende Protein YFP unter dem neuronenspezifischen Thy1-Promotor,
welches eine fiir diese Linie charakteristische Fluoreszenzmarkierung hippokampaler und kortikaler
Nervenzellen ergibt (Abbildungen 3C und 3D) (Feng et al., 2000). Die Expression des YFP im
Kortex beginnt ab Tag 16 und nimmt tber die folgenden Wochen stark zu, so dass ab dieser Zeit
dendritische Strukturen in vivo und ex vivo mikroskopisch aufgenommen werden konnen
(Abbildung 25). Allerdings wurde der Eindruck gewonnen, dass auch wéahrend des Alterns die
Fluoreszenzmarkierung weiterhin zunahm. Zur Genotypisierung wurde mit den Primern TCT GAG
TGG CAA AGG ACC TTA GG und CGC TGA ACT TGT GGC CGT TTA CG mittels PCR auf
aufgereinigter DNA aus Mausschwanzbiopsien ein transgenspezifisches 300bp Fragment
amplifiziert (T,,neming 61°C, tepongaion 455, 35 Zyklen).

HC-CAT - |KTX KTX .

Abbildung 25. YFP-Expression im Gehirn junger YFP-H Mause. Die Expression des Fluorophors
beginnt ab Tag 16 im Hippocampus (HC, hier spezifisch die CA1 Region dargestellt) und bedingt im
Kortex (KTX) und ist an Tag 32 sehr ausgepragt. (MaRstabsleisten: Gesamthirn 1mm; HC
und KTX 50um)
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GFP-M Diese Linie (vollstandiger Name B6.Cg-Tg(Thy1-EFGP)MIJrs/J) wurde von Jackson
Laboratory bezogen und auf dem Hintergrund C57BL/6J geziichtet. Die transgene Linie exprimiert
EGFP (enhanced green fluorescent protein) unter der Kontrolle des neuronenspezifischen
Thy1-Promotor, welches in einer Fluoreszenzmarkierung hippokampaler und kortikaler Neurone
resultiert. Die Markierung ist allerdings sparlicher als in der YFP-H-Linie. Die Genotypisierung der
GFP-M-Mause mittels PCR erfolgte mit den Primern AAT TTC ATC TGC ACC ACC G und
TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG und ergab ein 173bp langes, transgenspezifisches Amplifikat
(T anneating ©0°C, teongarion 608, 35 Zyklen).

APP-knockout Der APP-knockout wurde durch eine 200kb Deletion erreicht, die die
Exone 3 bis 17 des APP-Gens umfasst (Li et al., 1996). Die Mauslinie wurde von Professor Ulrike
Miiller zur Verfiigung gestellt. Die reine Linie wurde als Inzucht mit einem gemischten C56BL/6J x
129/0la Hintergrund gefiihrt. Fir in vivo mikroskopische Experimente wurde die YFP-H-Linie
eingekreuzt. Die Genotypisierung der APP-knockout-Méuse erfolgte mittels PCR mit den Primern
CGA GAT CAG CAG CCT CTG TTC CAC A (transgenspezifisch), GAG ACG AGG ACG CTC
AGT CCT AGG G (wildtypspezifisch) und ATC ACC TGG TTC TAA TCA GAG GCC C und ergab
eine Wildtypbande (650-700bp) und/oder eine knockout-Bande (430bp) (T, eaiing 60°C, teiongarion 608,
35 Zyklen).

hPS1  Diese Mauslinie (auch S182 genannt) exprimiert humanes Présenilin1 (hPS1) unter der
Kontrolle des neuronenspezifischen Thy1-Promotors. Die Mauslinie wurde im Labor von Professor
Fred van Leuven generiert und auf einem FvB/NJ Hintergrund geziichtet (Dewachter et al., 2000).
Die Genotypisierung der reinen Linie erfolgte mittels PCR mit den Primern ATT TTG GTG TGG
TGG GAA TG und TCA CCT TTG GGC TTG TTT TC und ergab ein 725bp langes Amplifikat
(T annesing 53°C tuongaion 605, 35 ZyKlen).

Fir die Zwei-Photonen-Mikroskopie wurde die hPS1-Linie mit der YFP-H-Linie verkreuzt. Fur die
Versuche wurden Mause der F2-Generation eingesetzt, die dementsprechend einen genetischen
Mischhintergrund aus FvB/NJ und C57BL/6J hatten. Um eine gleiche Expression des Transgens
sicher zu stellen, wurde eine quantitative real-time PCR etabliert, mit der die hPS1-Homozygotie
getestet werden sollte. Unter Verwendung der TagMan-Sonde TGG CTA CGT ACA GTA TTG CTC
AGG TGG T, die am 3’-Ende mit einem Eclipse-Quencher und am 5’-Ende mit einem
6-FAM-Farbstoff modifiziert war, wurden mit den Primern TGC ACC GTT GTC CTA CTT CC und
TGG CTA CGT ACA GTA TTG CTC AGG TGG T hPS1-homozygote Tiere identifiziert
(T aneating 62°C, tetongarion 308, 35 Zyklen) (Abbildung 26).

FAD-PS1 Die Mauslinie exprimiert unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Thy1-Promotors

humanes Prasenilin1 mit der Mutation A246E, welche beim Menschen zu einer fritheinsetzenden
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Abbildung 26. Quantitative real-time PCR zur Identifikation homozygoter hPS1- und
FAD-PS1-Tiere. Nach Verkreuzung mit der YFP-H-Linie mussten fiir die in vivo Mikroskopie Tiere
identifiziert werden, die homozygot fiir das Transgen hPS1 beziehungsweise FAD-PS1 waren. Eine
quantitative real-time PCR wurde etabliert, die diese Bestimmung anhand der Haufigkeit der
genomischen PS1-Sequenz relativ zum BIr1-Gen erlaubt. Von den getesteten PS1-transgenen
Weibchen sind die fiir hPS1 beziehungsweise FAD-PS1 homozygoten Tiere rot hervorgehoben, die flr
weitere Experimente verwendet wurden.

familidren Form der Alzheimerschen Erkrankung fiihrt. Auch diese Linie wurde auf einem FvB/NJ
Hintergrund geziichtet und im Labor von Professor Fred van Leuven generiert (Dewachter
et al., 2000). Das Expressionslevel des FAD-PS1 ist allerdings nur halb so hoch wie in den
hPS1-Méausen (Dewachter et al., 2008). Fir die in vivo Mikroskopie wurde auch diese Linie mit
YFP-H-Mdusen verkreuzt. Da die Transgensequenzen von FAD-PS1- und hPS1-Tieren bis auf die
FAD-Mutation identisch sind, wurden sowohl die Genotypisierungs-PCR fir die reine Linie als auch
die quantitative real-time PCR zur Identifizierung der verkreuzten homozygoten F2-Mduse analog
zur hPS1-Linie durchgefiihrt.

BACE1-knockout  Fiir den BACE1-knockout wurde das erste kodierende Exon von BACEIT
deletiert, was zu einem vollstandigen Verlust der Proteinexpression fuhrte (Cai et al., 2001). Die
Linie (vollstindiger Name B6.129-Bacel"™'"*/]) wurde von Jackson Laboratory bezogen und auf
einem C57BL/6J Hintergrund gezichtet. Fir in vivo mikroskopische Experimente wurde die
YFP-H-Linie eingekreuzt. Die Genotypisierung der BACE1-knockout Mause erfolgte mittels PCR
mit den Primern TGG ATG TGG AAT GTG TGC GAG (transgenspezifisch), AGG CAG CTT TGT
GGA GAT GGT G (wildtypspezifisch) und CGG GAA ATG GAA AGG CTA CTC C und ergab eine
Wildtypbande (272bp) und/oder eine knockout-Bande (157bp) (T ,ppeaing 52°C, teiongation 608, 35
Zyklen).

Zu Zuchtzwecken und teilweise als Wildtyptiere fiir einzelne Experimente wurden auBerdem die
Linien C57BL/6] und FvB/NIJ (beides Jackson Laboratory) verwendet.
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6.1.2 Maushaltung

Grundsatzlich wurden die Mduse in Standard-IVC-Kéfigen (individual ventilated cage) spezifiziert
pathogenfrei (SPF) in Gruppen bis zu sechs Tieren gehalten, mit einem 12 Stunden Tag/Nacht-
Rhythmus und Futter (Sniff) und Wasser ad libitum. Der Gesundheitszustand der Tiere wurde
taglich durch optische Kontrolle uberprift. Die Zucht und die Haltung der Mause bis zum
Experiment erfolgten in einer zentralen Tierhaltung. Mit einem Alter von drei Wochen wurden
junge Mause abgesetzt, mit Ohrmarken zur Identifizierung versehen und fiir die Genotypisierung

wurde eine Schwanzbiopsie entnommen.

Mindestens einen Tag vor der Operation des kranialen Fensters oder einem anderen Experiment
wurden die entsprechenden Maiuse in eine externe Tierhaltung Uberfihrt. Mit dem Tag der
Operation wurden die Tiere einzeln gehalten (ausgenommen die Tiere aus dem Enriched

Environment und die operierten Jungtiere im APP-knockout Experiment).

Fir den Umgang mit den Tieren und fir alle Versuche galt der Grundsatz, die Mduse moglichst
schonend und mit moglichst geringer Schmerzbelastung zu behandeln. Es wurde entsprechend den
Richtlinien des Instituts der Neuropathologie und der Regierung von Oberbayern zum Schutz der
Tiere gearbeitet. Alle in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche wurden durch die Antrdge zu den
Tierversuchsvorhaben Az. 55.2-1-54-2531-110-06 und Az. 209.1/211-2531-67/04 gepriift und
genehmigt.

6.1.3 Operation eines kranialen Fensters

Die Operation des kranialen Fensters nach der open skull Methode entspricht dem im Labor
etablierten Protokoll von Martin Fuhrmann (Fuhrmann et al., 2007). Die einzelnen Schritte sind in
Abbildung 27 illustriert. Vor der Operation wurden die runden Deckgldschen (Durchmesser 5mm,
Menzel) mit Ethanol gesdubert und zusammen mit dem Operationsbesteck (FST) sterilisiert (Hot
Bead Sterilizer, FST). Die Maus wurde gewogen und durch eine intraperitoneale Injektion mit einem
Ketamin/Xylazin-Gemisch (0,14mg/g Ketamin, WDT/0,01 mg/g Xylazin, Bayer Health Care)
andsthesiert. Zuséatzlich wurde Dexamethason (6pg/g, Sigma) zur Beruhigung und Abschwellung
des Gehirngewebes intraperitoneal appliziert. Zur Unterstiitzung der Narkose wurde teilweise eine
Isofluran-Inhalationsandsthesie (Abbott; Isofluranverdampfer: Trajan808, Dréger) eingesetzt und
wahrend der Operation wurde die Maus durch ein Heizpad (FST) gewadrmt. Zum Schutz der Augen
vor Austrocknung wurden diese mit Bepanthen (Bayer) bedeckt. Die analgetische Wirkung der
Narkose wurde durch Kneifen in den Fu3 der Maus (Zwischenzehreflex) tiberpriift. Die Maus wurde
in einen selbstgebauten Stereotakten gespannt und der Kopf mit 70% Ethanol gewaschen. Unter
einem Mikroskop (Olympus SZ51 mit Kaltlicht-Schwanenhalslampe KL1500LED) wurde die
Kopfhaut mit Schere und Pinzette groBflachig Uber der Schédeldecke entfernt, ohne dabei
Muskelgewebe zu verletzen. Lose Haare wurden entfernt und der Schadelknochen mit Pinzette und

Skalpell gesdubert. Mit einer spitzen Injektionskaniile wurde die Schadeloberfliche aufgeraut und
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mit einer Schicht Dentalkleber (Cyano Veneer, Hager Werken) liberzogen, wobei die Stelle fiir das
kraniale Fenster offen gelassen wurde. Uber dem somatosensorischen Kortex wurde mit einem
Dentalbohrer (Schick C1-Master, Weithas; mit rundem Stahlbohrer, Komet) kreisrund mit einem
Durchmesser von 5mm die Kraniotomie angedeutet und der Schiadelknochen durch vorsichtiges

Bohren soweit ausgediinnt, dass sich eine Bruchlinie deutlich tber dem gesamten Kreis

Abbildung 27. Operation des kranialen Fensters nach der open skull Methode. Dokumentation
der einzelnen Schritte der Operation. (A) Vorbereiteter Arbeitsplatz mit sterilem Besteck, Mikroskop,
Stereotakt mit Heizpad und Tischsterilisator. (B) Uberpriiftung der Narkose (Zwischenzehreflex).
(C, D) Fixierung der Maus im Stereotakt. (E) Entfernen der Kopfhaut tber dem Schadelknochen.
(F) Sé&ubern und (G) Aufrauen des Schadelknochens. (H) Auftragen des Dentalklebers.
(J) Kreisférmige Bohrung tber dem somatosensorischen Kortex. (K) Entfernen des frei gebohrten
Knochenstlicks. (L) Sdubern der mit PBS bedeckten Kraniotomie. (M) Auflegen des Deckglaschens
und Absaugen des PBS. (N) Fixieren des Deckglaschens mit Dentalzement. (O) Auflegen des
Plattchens und Auskleiden mit Dentalzement. (P) Frisch operiertes kraniales Fenster. (R) Innerhalb
von ein bis drei Stunden sollte sich eine Maus von der Operation erholt haben.
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abzeichnete. Dabei wurden die Knochenspidne fortwdhrend entfernt und Blut mit sterilen
Wattestdbchen (Béttger) aufgesogen. Uber der Kraniotomie wurde ein Tropfen steriles PBS gesetzt
und das kreisrunde Stiick Knochen sehr vorsichtig abgehoben. Das freigelegte Areal wurde mit der
Pinzette gesdubert und mit PBS gespiilt, wobei darauf geachtet wurde, dass die Hirnoberflache
immer befeuchtet war. Stiarkere Blutungen wurden mithilfe hdmostatischen Schwamm-Materials
(Gelfoam, Pfizer) gestillt. Ein Deckgldschen wurde mit einem Tropfen PBS versehen, einfassend auf
der frei gebohrten Stelle aufgelegt und Uberfliissiges PBS unter dem Fenster mit sterilen
Watteschwammchen (Sugi, Kettenbach) abgesaugt. Mit frisch angerithrtem Dentalzement
(Cyano Veneer, Hager Werken) wurde das Fenster an einigen Punkte fixiert, bevor die gesamte
Schidelflache mit dem Zement eingekleidet wurde. Zur spéteren Fixierung der Maus unter dem
Mikroskop wurde ein selbstangefertigtes Metallpldttchen mit Gewinde und Schraube parallel zum
Fenster ausgerichtet und in den Zement eingearbeitet. Nach der Operation wurden Carprophen
(7,5pg/g, Pfizer) und Cefotaxim (0,25mg/g, Pharmore) zur analgetischen beziehungsweise
antibiotischen Behandlung subkutan verabreicht. Es wurde versucht, die Operation innerhalb
von 60 Minuten durchzufiihren. Bis zur vollstindigen Erholung von Operation und Narkose,
typischerweise ein bis zwei weitere Stunden, wurden die Mduse gewdrmt. Um die Kraniotomie

abheilen zu lassen, wurde bis zum ersten Mikroskopie-Zeitpunkt drei bis vier Wochen gewartet.

Bei der Operation 14 Tage alter Mduse wurde sich an Angaben aus Holtmaat et al., 2005 orientiert.
Die Narkose wurde mit 0,1mg/g Ketamin und 7pg/g Xylazin schonender eingestellt. Es musste
wesentlich vorsichtiger gebohrt werden, da der Schadelknochen sehr weich und nachgiebig war.
AuBerdem wurde versucht, moglichst wenig Zement zu verwenden, da der Schéadel zu diesem
Zeitpunkt noch nicht ausgewachsen war. Ein groBes Problem war, dass junge operierte Mause oft
nicht von ihrer Mutter erkannt beziehungsweise akzeptiert wurden (Abbildung 28A), was den Tod

der Jungen bedeutete. So wurde besondere Sorgfalt darauf gelegt, dass die Tiere nur so kurz wie

Qualitat des
kranialen Fensters

16 24 32 40 48
Alter [d]

Abbildung 28. Kraniales Fenster bei jungen Mausen. (A) Ein besonders kritischer Punkt war die
Akzeptanz des operierten Jungtieres von der Mutter. (B) Einschatzung der Qualitédt des kranialen
Fensters bei jungen Mausen, die zwei Tage vor dem ersten Mikroskopie-Zeitpunkt operiert wurden.
(0: nicht vertrauenswuirdig; 1: moderat; 2: gut, 3: sehr gut mikroskopierbar; Fehlerbalken
stellen + STDV dar)
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moglich von der Mutter separiert waren und Wunden oder Blutungen vollstéandig versteckt wurden.
AuBerdem wurden die operierten Jungtiere mit dem Streu oder dem Urin der Mutter eingerieben.
Bereits zwei Tage nach der Operation wurden die jungen Mause das erste Mal mikroskopiert, da ab
diesem Zeitpunkt in den YFP-H Mausen die Expression des Fluorophors eine Aufnahme von
Dendriten ermdoglichte. Aufgrund einer glialen Antwort lieB die Qualitdt des kranialen Fensters
allerdings bereits zum zweiten Zeitpunkt deutlich nach. Diese vermindert Qualitdt wurde Uber zwei
Wochen beobachtet und besserte sich danach wieder (Abbildung 28B).

6.1.4 In vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie

Bis auf die Testung des BACE1-Inhibitors wurden alle in vivo mikroskopischen Experimente an
einem Zeiss Axioskop 2Fs mot LSM510Meta/NLO Setup durchgefiihrt, welches mit dem spektral
abstimmbaren Titan:Saphir-Laser (710-920nm) MaiTai XF-W1S (Spectra Physics), einen in
X, y-verstellbaren motorisierten Tisch (380 FM, Luigs und Neumann), Standard Photomultipliern
(Hamamatsu) und den Objektiven Achroplan IR 10x/0,3 W Ph1 (Zeiss) und Achroplan IR 40x/0,80
(Zeiss) ausgestattet war. Die Zwei-Photonen-Anregung der Fluorophore YFP und GFP erfolgte mit
einer Wellenldange von 880nm und das emittierte Licht wurde durch den Hauptstrahlteiler
HFT/KP650 iiber einen Bandpass-Filter BP500-550 auf den Detektor geleitet. Eine Trennung des
YFP und des GFP bei der simultanen Aufnahme von Dendriten und Axonen (Abbildung 14F) wurde
durch den Nebenstrahlteiler FT506hq und die Bandpass-Filter BP527-582 (YFP) und
BP460-500 (GFP) vor den jeweiligen Detektoren erreicht.

Die Aufnahmen der GFP-M-Mduse fiir die Testung des BACE1-Inhibitors wurden an einem Zeiss
LSM 7MP, ausgestattet mit einem MaiTai HP DeepSee Titan:Saphir-Laser (Spectra Physics) und
einem W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC (Zeiss), durchgefiihrt. Auch hier wurde mit 880nm
angeregt und das emittierte Licht Uiber den Hauptstrahlteiler LP690, einen Sperrfilter SP690 und
einen Bandpassfilter BP470-550 mit einem GaAsP-Detektor (Hamamatsu) registriert.

Fur die in vivo Mikroskopie wurden die Mduse mit einem Ketamin/Xylazin-Gemisch (0,12mg/g
Ketamin, WDT/ 8pg/g Xylazin, Bayer Health Care) oder mit Isofluran (Abbott; Isofluranverdampfer:
Trajan808, Drédger) andasthesiert und mithilfe des Plattchens mit Gewinde in einer
selbstangefertigten Maushalterung fixiert. Zum Schutz vor Austrocknung wurden die Augen mit
Bepanthen (Bayer) bedeckt. Das kraniale Glasfenster wurde mit einem Skalpell sorgfaltig gereinigt
und die Halterung mit Maus unter dem Mikroskop positioniert. Unter dem Epifluoreszenzmodus
lassen sich durch das Okular die oberflachlichen BlutgefaBBe abbilden, die als Orientierungshilfen
dienten. Daher wurde mit einer mikroskopintegrierten Kamera das charakteristische
BlutgefaBmuster bestimmter Positionen fotographiert, was das Wiederfinden bereits
mikroskopierter Regionen erlaubte (Abbildung 5C). Von ausgewdhlten Regionen wurden mit der
Zwei-Photonen-Anregung Ubersichtsaufnahmen der GroBe 210pym x 210um x 350um mit dem
40x Objektiv beziehungsweise 425um x 425um x 350pum mit dem 20x Objektiv jeweils in einer
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Abbildung 29. In vivo Zwei-Photonen-Mikroskopie von YFP-markierten Dendriten.

(A) Volumengerenderte Darstellung einer typischen dreidimensionalen Ubersichtsaufnahme kortikaler
Neurone in einer YFP-H-Maus (ber eine Tiefe von 350um. (B) z-Projektion des in
(A) hervorgehobenen Bereichs in einer Tiefe von etwa 200-250um mit einem Schicht 1l/lll Neuron und
den lateral ausgehenden basalen Dendriten. (MaRstabsleiste 50um) (C, D) Beispiele fur
hochaufgeldste Detailaufnahmen (z-Projektionen) von Dendritenabschnitten. Diese Art von Aufnahmen
bildete die Grundlage fir alle Analysen zu dendritischen Spines, die in dieser Arbeit vorgestellt werden.
Jeweils links abgebildet ist der Bilddatensatz ohne Bearbeitung (bis auf die Invertierung). Zu
Abbildungszwecken wurden die Daten dekonvoliert und der Kontrast wurde angepasst, rechts
dargestellt. (Mafistabsleiste 10um) (E, F) Ausschnitte fiir zwei typische Dendritenabschnitte aus
(C) beziehungsweise (D) als Rohdatei und nach Bildbearbeitung. Die Beispiele verdeutlichen, dass mit
der verwendeten Dekonvolution die Aufldsung der Bilder verbessert und das Signalrauschen reduziert
wurde, dass jedoch keine Artefakte durch die Bearbeitung eingefiihrt wurden. (MaRstabsleiste 5um)
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Auflésung von 0,4um/Pixel und einem Einzelbildabstand von 3um gemacht (Abbildung 29A).
Dabei wurde die Laserintensitét iber die Tiefe der Aufnahme angepasst. Einerseits erfassten diese
Ubersichtsaufnahmen alle kortikalen Neurone der Schicht II/1l, die typischerweise in einer Tiefe
von 200-300pm zu finden sind. Entsprechende apikale Dendriten konnten diesen Neuronen direkt
zugeordnet werden. Alle Dendriten, die iiber diese Ubersichten hinausgehen, wurden folglich als
apikale Dendriten der Schicht V Neurone klassifiziert. Weiterhin wurden innerhalb dieser
Ubersichtsaufnahmen die Dendritenabschnitte lokalisiert, an denen die Daten zu den dendritischen
Spines erhoben wurden. Diese Dendriten wurden als kleinerer Ausschnitt mit einer hohen
Auflésung von 0,1um/Pixel und einem z-Abstand der Einzelbilder von 1pm mikroskopiert
(Abbildungne 29B-D). Die stufenweise Aufnahme dieser Dendritenabschnitte erlaubte bei der
chronischen Zwei-Photonen-Mikroskopie die repetitive und genaue Relokalisation der gewiinschten
Strukturen. Auf diese Weise wurden 7-16 Dendriten pro Maus mikroskopiert, wobei eine
Mikroskopiesitzung nicht langer als eine Stunde dauern sollte. Es wurde darauf geachtet, dass die
Signalintensitdat der Fluoreszenz innerhalb des mikroskopierten Volumens und Uber die Zeit
konstant gehalten wurde. Dabei wurde die Leistung der Anregungsenergie unter 50mW gehalten,

um phototoxischen Effekten vorzubeugen.

6.1.5 Enriched Environment

Zur generellen sensorischen Stimulation wurde ein komplexes Enriched Environment eingerichtet
(Sztainberg und Chen, 2010; van Praag et al., 2000). Es wurde ein groBerer Kafig eingesetzt
(80cm x 50cm x 40cm), verglichen mit den Standard-IVC-Kéfigen (30cm x 15cm x 20cm), in
welchen die entsprechenden Kontrollen gehalten wurden. Der Kifig war mit unterschiedlichem
Nestmaterial, mit Tunneln, Hutten, Plattformen und anderem Spielzeug aus Holz, Plastik, Papier,
Metall oder Glas und von unterschiedlicher Textur ausgestattet. Zusdtzlich befanden sich in dem
Ké&fig mindestens zwei Laufrader, die die Moglichkeit zu freiwilliger physischer Aktivitdt gaben
(Abbildung 10A). Der Inhalt des Kéfigs wurde alle zwei bis drei Tage ausgetauscht und umgerdaumt
und auch die Orte fiir die Futter- und Trinkmoglichkeiten wurden variiert. Fiir die Experimente
wurden ausschlieBlich Weibchen eingesetzt, von denen wenigstens finf und maximal zehn im
Enriched-Kéfig gehalten wurden. War die Anzahl der Tiere zu klein, wurden zusétzliche Weibchen
in den Kafig gesetzt, die nicht mikroskopiert wurden. Allerdings wurden wihrend eines

Experiments keine neuen Méuse in das Enrichment eingefuhrt.

Firr den Versuch ,,Enriched Environment seit der Geburt* wurden schwangere YFP-H-Mduse in den
Enriched-Kéfig gesetzt. Nach der Geburt wurde das Umrdumen des Kafigs fir zehn Tage gestoppt,
um die jungen Mitter und die Babies keinem unnétigen Stress auszusetzen. Drei Wochen nach der
Geburt wurden die Mtter und die ménnlichen Geschwister aus dem Kéfig genommen und eine

Schwanzbiopsie der weiblichen Jungtiere fiir die Genotypisierung genommen.
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Abbildung 30. Experimenteller Zeitplan fiir die Versuche mit dem Enriched Environment. Fir das
.Enriched Environment seit der Geburt® wurden schwangere YFP-H Mause in den Enriched-Kéafig
gesetzt. Drei Wochen nach der Geburt wurden die Mutter und die mannlichen Geschwister aus dem
Kafig genommen und den verbleibenden weiblichen YFP-H Tieren mit drei Monaten (13 Wochen) ein
kraniales Fenster implantiert. Vier Wochen spater wurde mit der in vivo Mikroskopie der kortikalen
Dendriten begonnen. Bei dem akuten Enriched Environment erfolgte die Operation des kranialen
Fensters bei YFP-H Mausen in einem Alter von vier bis fliinf Monaten. Nach der obligatorischen
Erholungsphase von drei bis vier Wochen wurde zu zwei Zeitpunkten der Kontrollstatus der
dendritischen Spines mit der in vivo Mikroskopie aufgenommen, bevor die Mause in das Enriched
Environment gesetzt wurden und der Effekt an den identischen Dendriten Gber 35 Tage verfolgt wurde.

Nach der Operation des kranialen Fensters oder nach einer Mikroskopiesitzung wurden die Mause
isoliert gehalten, bis sie sich vollstandig von der Narkose erholt hatten und wieder in den
Enriched-Kifig gesetzt werden konnten. In Abbildung 30 ist noch einmal der konkrete Ablauf der

beiden Experimente des Enriched Environments schematisch zusammengefasst.

6.1.6 Injektion lentiviraler Vektoren

Fir die Etablierung der Injektion lentiviraler Vektoren wurde sich an dem Protokoll von Cetin et al.,
2006 orientiert. Es wurden kalibrierte Mikroglaspitten (5pl, Hirschmann) fir die Injektion
verwendet, die nach einem optimierten Programm (temp: 530; pull: 75; velo 100; time: 75) mit
einem Mikropipettenpuller (P-87, Sutter Instruments) zu einer langen, dinnen Spitze gezogen
wurden. Diese wurde mit einer Schere geschnitten. Auf diese Weise wurden Pipettenspitzen mit
einem Innendurchmesser von etwa 10um und einem AuBendurchmesser von etwa 25um erzeugt
(Abbildung 31A). Die Pipetten wurden an dem Tag der jeweiligen Injektion frisch gezogen und die
Ausmale unter einem Mikroskop kontrolliert. Zur Abmessung des Injektionsvolumens wurden die

Pipetten mit einem wasserfesten Stift skaliert, wobei der Skalierungsabstand von 1mm einem
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Volumen von 60nl entsprach (Abbildung 31A). Die Mikropipetten wurden in einen Pipettenhalter
gespannt und Uber ein Schlauchsystem mit einer 20ml Spritze verbunden, mit der der Unter- und

Uberdruck zum Befiillen beziehungsweise Entladen der Pipette erzeugt wurde.

Die lentiviralen Vektoren wurden wéhrend der Operation des kranialen Fensters oder in einer
separaten Operation appliziert, bei der die Andsthesie und die Vorbereitung der Maus der Prozedur
der Fensteroperation entsprach. Erfolgte die Injektion kontralateral zum kranialen Fenster, wurden
tiber dem entsprechenden somatosensorischen Kortex vorsichtig kleine Bohrungen gesetzt
(Duchmesser Tmm; Dentalbohrer: Schick C1-Master, Weithas; mit rundem Stahlbohrer, Komet),
wobei das letzte Stick Knochen mit einer Kanile entfernt wurde. Zur Orientierung ist in

Abbildung 31C die Lage des somatosensorischen Kortex schematisch abgebildet.

Die Losung der viralen Vektoren wurde auf Eis aufgetaut und die Mikropipette unter Sicht mit
einem Mikroskop (OpMi-1, Zeiss) beladen. Mikromanipulatoren (Luigs und Neuman) erlaubten
dabei eine mikrometergenaue Positionierung der Pipette im Raum (Abbildung 31B). Die Pipette
wurde senkrecht Giber der Kraniotomie platziert und vorsichtig auf die Gehirnoberflidche aufgesetzt.
Langsam wurde die Pipette ausschlieBlich in z-Richtung in das Gewebe gefahren, wobei die
Eindringtiefe tiber die Digitalanzeige des Mikromanipulators verfolgt wurde. Mithilfe der Spritze
wurde die Viruslosung langsam (etwa 100nl pro Minute) mit einem Volumen von 100nl pro
Injektionsstelle appliziert, welches Uber die skalierte Pipette verfolgt wurde. Eine weitere Minute
wurde gewartet bevor die Pipette sehr langsam wieder herausgefahren wurde. Separate
Injektionskraniotomien wurden direkt mit Dentalzement (Cyano Veneer, Hager Werken)
geschlossen. Nach Injektionen innerhalb eines kranialen Fensters wurde das PBS tber der
Kraniotomie fiinfmal ausgetauscht, um ausgetretene Viruspartikel zu verdiinnen, bevor das Fenster

durch das Deckglédschen verschlossen wurde.

Bregma
1mm /
= somato-
60 nl
ZEn ' sensorischer
Kortex
Lambda

Abbildung 31. Setup fiir die Injektion lentiviraler Vektoren. (A) Skalierte Glaspipette mit gezogener,
geschnittener Spitze. (B) Separierter Virusinjektionsplatz, an dem unter Bedingungen der
Sicherheitsstufe 2 gearbeitet werden konnte. Abgebildet sind die Maushalterung, das Mikroskop und
die motorisierten Mikromanipulatoren mit dem Pipettenhalter. (C) Schematisch angedeutet ist die
Position des somatosensorischen Kortex, die sich anhand der stereotaktischen Bezugspunkte des
Schadels, dem Bregma und dem Lambda, bestimmen lasst.
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6.1.7 Testung des BACE1-Inhibitors SCH-1682496

Der BACET-Inhibitor SCH-1682496 ((S)-6-(3-chloro-5-(5-(prop-1-yn-1-y) pyridine-3-yl) thiophen-2-
yl)-2-imino-3, 6-dimethyl-tetrahydropyrimidin-4(1H)-on) (Abbildung 32A) wurde von der Firma
Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals entwickelt (Scott et al., 2011) und entsprechend den
Patentangaben (W02007146225 und WO2008103351) von der Firma Lundbeck A/S
nachsynthetisiert. Der Inhibitor wurde in 10%HPBCD (10% Hydroxypropyl-B-cyclodextrin,

240mM Glucose, pH4 mit Methansulfonsdure) mit einer finalen Konzentration von 10mg/ml gelost.

Die Effektivitdt des Inhibitors wurde von der Firma Lundbeck A/S bestimmt. Dazu wurden drei
Monate alte méannliche C57BL/6J Mé&use mit dem Inhibitor bis zu 14 Tage alle 12 Stunden per os in
den Konzentrationen 30mg/kg und 100mg/kg behandelt. Die AP40-Level wurden aus den
Homogenaten von kortikalem Gehirngewebe und aus Blutplasmaproben mit einem Elisa-Kit

(Wako Pure Chemical Industries) entsprechend den Herstellerangaben bestimmt (Abbildung 32C).

((8)-6-(3-chloro-5-(5-(prop-1-yn-1-y)
pyridine-3-yl)thiophen-2-yl)-2-imino-3,6-
dimethyl-tetrahydropyrimidin-4(1H)-on)
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Abbildung 32. Applikation und Effektivitit des BACE1-Inhibitors SCH-1682496. (A) Chemische
Struktur des BACE1-Inhibitors SCH-1682496 (B) Orale Applikation (per os) von Substanzen mithilfe
einer Magensonde. Die Maus wurde mit Isofluoran betdubt, die Magensonde wurde vorsichtig
eingefihrt (man beachte, dass die Sonde bis unterhalb des Brustbeins eingefiihrt werden muss) und
die Substanz langsam appliziert. (C, D) Reduktion der AB40 Level im murinen Kortex (C) und im
Plasma (D) nach akuter (1 Tag) und chronischer (8 beziehungsweise 15 Tage) Behandlung mittels
Magensonde mit niedriger (30mg/kg) und hoher (100mg/kg) Dosis des BACE1-Inhibitors und mit der
Vehikelkontrolle.
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Fir die Zwei-Photonen-mikroskopische Analyse des Effekts der BACE1-Inhibitor auf dendritische
Spines wurden drei Monate alte GFP-M Mdause verwendet. Wahrend der Behandlungsphase wurde
den Mdusen tber 16 Tage alle 12 Stunden der Inhibitor (100mg/kg) oder der Kontrollgruppe das
Losungsmittel mit einer Magensonde (FST) appliziert (Abbildung 32B). Eine moglichst stressarme
orale Applikation wurde durch eine kurze Narkose der Mause mit Isofluran (Abbott;

Isofluranverdampfer: Trajan808, Drager) gewdhrleiset.

6.1.8 Perfusion und Fixierung von Gehirngewebe

Zur Perfusion von Gehirngewebe wurden die Mause mit Isofluran (Abbott; Isofluranverdampfer:
Trajan808, Drager) oder mit Ketamin/Xylazin (0,14mg/g Ketamin, WDT/0,01 mg/g Xylazin, Bayer
Health Care) anédsthesiert und an den GliedmaBen fixiert. Nacheinander wurden Bauchdecke und
Brustkorb gedffnet und das schlagende Herz freigelegt. Eine Flugelkaniile wurde in die linke
Herzkammer gestochen, tiber die PBS aus einem erhoht hangenden Reservoir in den Blutkreislauf
geleitet wurde. Gleichzeitig wurde das rechte Herzohr getffnet, um den Ausfluss des Blutes zu
gewdhrleisten. Nachdem der Blutkreislauf vollstandig mit PBS gesplilt war, wurde Uber eine zweite
Fligelkaniile 4% PFA (4% Paraformaldehyd in PBS) eingeleitet. Die erfolgreiche Fixierung konnte
anhand des sich ringelnden Schwanzes und der Versteifung des Mauskorpers kontrolliert werden.
AnschlieBend wurde das Gehirn prépariert und in 4% PFA bei 4°C iiber Nacht postfixiert. Fixierte
Gehirne wurden in PBS bei 4°C gelagert.
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6.2 Immunhistochemische Methoden

6.2.1 Praparation und immunhistochemische Farbung von

Gehirnschnitten

In der vorliegenden Arbeit wurden immunhistologische Prdparate fir die Darstellung der
transgenen oder viralvermittelten Expression von GFP beziehungsweise YFP angefertigt, um das
endogene Fluoreszenzsignal zu verstarken. Koronare Schnitte (100pm) wurden mit einem Vibratom
(Leica VT1000S) von PFA-fixiertem Gehirngewebe angefertigt. Die Schnitte wurden in 12-well
Platten freischwimmend prozessiert (free floating sections). Die Permealisierung erfolgte in
2% PBS-T (PBS-Triton X-100) tiber Nacht. Fir das verwendete Protokoll war eine Blockierung nicht
notwendig. Die Inkubation mit dem direkt markierten Antikérper antiGFP-Alexa488
(1:100; A21311, Invitrogen) in 5% BSA, 0,1% PBS-T erfolgte iber Nacht. Der Antikorper bindet
spezifisch GFP, sowie das verwandte YFP. Nach anschlieBendem dreifachem Waschen mit 0,1%
PBS-T wurden die Schnitte auf Objekttrdger aufgezogen und mit Fluorescent Mounting
Medium (Dako) eingedeckelt.

6.2.2 Konfokale Mikroskopie

Konfokale Laser-Scanning Aufnahmen der immunhistochemischen Schnitte wurden mit einem
inversen LSM 510 Mikroskop von Zeiss angefertigt. Die Anregung des Alexa488 erfolgte mit einem
Argonlaser (488nm) und das emittierte Fluoreszenzlicht wurde Uber einen Bandpass-Filter
(500-550nm) mit einem Hamamatsu-Detektor registriert. Die Ubersichtsaufnahmen ganzer
Hemisphdren wurden im tilescan-Modus mit einem Plan-Neofluar 10x/0,3 Objektiv gemacht. Fiir

Detailaufnahmen wurde ein Plan-Apo 40x/1,3 DIC Olimmersionsobjektiv verwendet.
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6.3 Molekularbiologische Methoden
6.3.1 DNA-Praparation aus Mausschwanzbiopsien

Die Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien fiir die Genotypisierungen erfolgte mit
dem pegGold Tissue DNA Mini Kit (Peglab) in 96-well Platten entsprechend dem
Herstellerprotokoll. Die Biopsien wurden tber Nacht in 400pl Lyse-Puffer mit ProteinaseK und
RNase bei 50°C inkubiert. Nach Zentrifugation fur eine Minute bei 10000U/min (Eppendorf
Zentrifuge 5804) wurden zum Uberstand 400ul DNA-Bindepuffer pipettiert, die Sdulen (PerfectBind
DNA Column) beladen und erneut zentrifugiert (eine Minute, 10000U/min). Die Elution der
genomischen DNA mit 200pl Elutionspuffer (drei Minuten Inkubation und eine Minute
Zentrifugation bei 6000 U/min) erfolgte nach zweimaligem Waschen (Waschpuffer, eine Minute,
10000U/min). Die isolierte Mausschwanz-DNA wurde bei 4°C gelagert.

6.3.2 PCR

Die Amplifikation der DNA-Sequenzen fiir die Genotypisierung und die Klonierung des lentiviralen
Vektorkonstrukts erfolgte mittels PCR (polymerase chain reaction). Standardmé&Big wurden
Tul genomische Maus-DNA beziehungsweise 5ng Plasmid-DNA, 1-10uM eines jeden Primers
(MWG Eurofins) und der 5Prime HotMasterMix (VWR) eingesetzt. Die PCRs wurden an
Mastercycler pro Thermozyklern (Eppendorf) nach folgendem Standardprotokoll durchgefiihrt:
(1) Pra-Denaturieren: 94°C fur 0,5-3min; (2) 25-35 Zyklen: Tgenaturieren 94°C fUr tyenawurieren 3055
T anneaing €ntsprechend den Primern fUr t,,.euing 3085 Teiongation 72°C TUr toongaion €Ntsprechend
Amplifikatlange; (3) abschlieBende Elongation 72°C fiir 10min; (4) 4°C Kuhlung. Die Amplifikate
wurden auf Sybr-Gold-Agarosegelen elekrophoretisch aufgetrennt (Gelkammer: C.B.S. Scientific)
und die Gele mit einem Kamerasystem (Canon Powershot G1, Software: Remote-Capture) auf
einem UV-Tisch (3UV Transilluminator, UVP) dokumentiert.

6.3.3 Quantitative real-time PCR

Zur ldentifikation homozygoter PS1-transgener Mdause wurde eine real-time PCR nach der
TagMan-Methode etabliert. Die entsprechende spezifische Sonde TGG CTA CGT ACA GTA TTG
CTC AGG TGG T fur die humane PS1-Sequenz wurde am 3’-Ende mit einem Eclipse-Quencher und
am 5’-Ende mit einem 6-FAM-Farbstoff modifiziert (Eurogentec). Als interne Kontrolle wurde
auBerdem eine PCR fiir das Gen BIr1 (Burkitt-Lymphom-Rezeptor 1) mit der 3’-Eclipse, 5’-Yakima
Yellow markierten Sonde CTG TTC CAC CTC GCA GTA GCC GAC (Eurogentec) und den Primern
CGG AGC TCA ACC GAG ACC T und TGC AAA AGG CAG GAT GAA GA mitgefiihrt. Die
real-time PCR erfolgte am Lichtcycler2.0 (Roche) in den entsprechenden 20ul Lightcycler Kapillaren
(Roche) unter Verwendung des Lightcycler FastStart DNA-Master™ Kit (Roche), zu dem 2uM eines
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jeden Primers, 2uM einer jeden Sonde und 4pl aufgereinigter Mausschwanz-DNA pipettiert
wurden. Folgendes PCR-Programm wurde benutzt: (1) 50°C fir 2min; (2) 95°C fur 10min;
(3) 40 Zyklen: 95°C fiir 15s, 60°C fir 60s; (4) 40°C fur 30s. Die Zunahme der Fluoreszenz wurde
fur PS1 (6-FAM) bei 530nm, fur Blrl (Yakima Yellow) bei 560nm detektiert und die CP-Werte
(crossing point, Anstiegspunkt der Fluoreszenz) als -(CPps,-CPy,;) aufgetragen (Abbildung 26).

6.3.4 Klonierung des viralen Vektorkonstrukts

Von einem Plasmid mit der Sequenz des murinen Promotors der a-Calcium-/Calmodulin-
abhdngigen Kinase Il (Dittgen et al., 2004) wurden mit der Phusion Polymerase (New England
Biolabs) und den Primern fir das CaMKII(0,4kb)-Fragment CCC TTA ATT AAC TTG TGG ACT
AAG TTT GTT CAC ATC CC und GCT CTA GAG CTG CCC CCA GAA CTA GGG GCC ACT CG
beziehungsweise fir das CaMKII(1,3kb)-Fragment CCC TTA ATT AAC ATT ATG GCC TTA GGT
CAC TT und GCT CTA GAG CTG CCC CCA GAA CTA GGG GCC ACT CG die entsprechenden
Promotorbereiche mit einer hohen Genauigkeit amplifiziert. Die Amplifikate wurden mittels
Ethidiumbromid-Agarosegelen elektrophoretisch getrennt (Elektrophoresekammer: Kisker Biotech),
die Banden mit einem Skalpell auf einem UV-Tisch (3UV Transilluminator, UVP) ausgeschnitten
und die DNA-Fragmente entsprechend den Herstellerangaben mit dem Gelextraktions-Kit von

Quiagen isoliert.

Mit den Restriktionsenzymen Clal und Agel (beide New England Biolabs) wurden das
Vektorplasmid (Addgene plasmid 12252 aus dem Labor von Didier Trono) und die
Promotorfragmente fiir zwei Stunden bei 37°C geschnitten, um komplementér tberhdngende
Enden zu erzeugen. Die Fragmente wurden erneut elektrophoretisch getrennt und isoliert. Fir die
Ligation wurden 25ng Vektor und 5ng CaMKII(0,4kb)-Fragment beziehungsweise
15ng CaMKII(1,3kb)-Fragment eingesetzt und mit der T4-DNA-Ligase Uber Nacht bei
16°C inkubiert. Der Ligationsansatz wurde vollstandig fiir die Transformation chemokompetenter
Bakterien (XL1-blue) eingesetzt. Die Transformation erfolgte bei 30 Minuten auf Eis,
anschlieBenden 40 Sekunden bei 42°C und nach Zugabe von antibiotikafreiem LB-Medium
weiteren 30 Minuten bei 37°C unter Schiitteln. Auf Ampicilin-haltigen LB-Agarplatten wurden die
Ansatze ausgestrichen und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Mit einzelnen Kolonien wurden 5ml Ubernachtkulturen angeimpft, die Bakterien anschlieBend
abzentrifugiert, in Losunglyyioe, resuspendiert und mit Losungllyine, gemischt. Nach Zugabe von
Losunglil e, Wurde zentrifugiert und die Plasmid-DNA aus dem klaren Uberstand mit Ethanol
geféllt. Mit ausgewdhlten Kontrollrestriktionen (analog der Beschreibung oben, Enzyme New
England Biolabs) wurde Uberprift, ob die Insertion der Promotorfragmente erfolgreich war und der
richtigen Orientierung entsprach. Mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) wurden die

entsprechenden Plasmide in groBem Mafstab amplifiziert und aufgereinigt und mit einer

86



Sequenzierung Uberpriift. In analoger Weise wurden die Helferplasmide fiir die Prdparation der

lentiviralen Vektoren amplifiziert.

Zur Bestimmung der Konzentration und der Reinheit wurden die DNA-L&sungen mit dem

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) vermessen.

6.3.5 Priparation lentiviraler Vektoren

Als virales Vektorsystem wurden lentivirale Vektoren der dritten Generation verwendet (Dull
et al., 1998). Die Prdparation der lentiviralen Vektorpartikel erfolgte im Labor von Professor Martin
Biel, in Zusammenarbeit mit Dr. Stykianos Michalakis. Auf Poly-L-Lysin beschichteten
15cm Zellkulturschalen wurden HEK 293T Zellen bis zu einer Konfluenz von 60-80% gezogen.
Mithilfe der Kalziumphosphatprézipitation wurden die Zellen mit den Vektorplasmiden
LV-CaMKII(0,4kb)-GFP oder LV-CaMKII(1,3kb)-GFP und den drei Helferplasmiden pMDLg/pRRE
(Addgene Plasmid 12251; gag und pol Gene), pRSV-Rev (Addgene Plasmid 12253; rev Gen) und
pMD2.G (Addgene Plasmid 12259, vsv-g Gen fiur das Oberflaichenglycoprotein G des
Vesicular-Stomatitis-Virus) transfiziert (Dull et al., 1998).

Aus den Zellkulturiiberstdnden des zweiten und des dritten Tages nach der Transfektion wurden die
Viruspartikel mit 19400U/min bei 17°C fur zwei Stunden abzentrifugiert (Zentrifugenréhrchen
Beckman&Coulter; Zentrifuge Beckman&Coulter Optima LES8OK mit Rotor SW 28) und in HBSS
(Gibco) resuspendiert. Die Virusernten der beiden Tage wurden vereint und auf ein vorgelegtes
Sucrosekissen (20%) in Zentrifugenrohrchen (Beckman&Coulter) pipettiert. Das Pellet der
anschlieBenden Zentrifugation mit 21000U/min fiir zwei Stunden bei 17°C (Zentrifuge
Beckman&Coulter Optima LESOK mit Rotor SW 55) wurde in HBSS gel6st und bei -80°C gelagert.
Der Titer der Viruspraparationen wurde mit dem Reverse Transcriptase Assay (Roche) entsprechend

den Herstellerangaben abgeschatzt.
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6.4 Proteinbiochemische Arbeiten
6.4.1 Herstellen von Gro3hirnhomogenaten

Fur Westernblotanalysen wurden GroBhirnhomogenate von hPS1-, FAD-PS1- und Wildtyp-Tieren
angefertigt, aus denen anschlieBend auch eine grobe Synaptosomenfraktion angereichert wurde.
Um fiir die Synaptosomenpréparation ausreichend Gewebematerial zu haben, wurden pro Ansatz
die GroBhirne von zwei Madusen eingesetzt, mit drei Ansdtzen pro Genotyp. Die bei
-80°C gelagerten Gehirne wurden eingewogen und mit 10ml pro Gramm gekihlter

Losungl versetzt. Auf Eis wurde mit einem gekihlten Glas-Teflon-Homogenisator

Synprep
(PotterS, Sartorius) das Gehirngewebe mit zehn Schldgen aufgeschlossen. 1ml wurde als
GroBhirnhomogenatprobe in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Das

restliche Homogenat wurde fiir die Synaptosomenpréparation eingesetzt.

6.4.2 Synaptosomenpraparation

Die Isolierung der Synaptosomen erfolgte nach einem bereits etablierten Protokoll (Nicholls, 1978)
(Abbildung 33A). In der Kiihlzentrifuge (Eppendorf 5819R) wurde das GroBhirnhomogenat fiir
zwei Minuten bei 4°C und 3050xg zentrifigiert. AnschlieBend wurde der Uberstand 12 Minuten bei
4°C und 15000xg zentrifugiert (Eppendorf 5819R) und das Pellet in 1ml gekihlter Losunglsy, e,
resuspendiert. In Ultrazentrifugenréhrchen (Thermo Scientific) wurde ein gekihlter Ficoll-Gradient

(4%/6%/13% in Losungl ) vorbereitet und das geloste Pellet vorsichtig aufgetragen. Nach

Synprep

A Gehirnhomogenat B
2 min 3050xg
&
& s
QO 2
P1 S1 3 &\0
i & &
12 min 15000xg L g v N
Ficoll-Gradient
P2 S2 —— "
_ [ — S0 B | PSD95
4% | 37 min 84400xg 90
6% (kD)

A
W Synaptosomen

Abbildung 33. Praparation einer groben Synaptosomenfraktion. (A) Zentrifugationsschritte zur
Isolierung der Synaptosomen. Im ersten Zentrifugationsschritt wurde nichtaufgeschlossenes
Gehirngewebe abzentrifugiert. Die Zellbestandteile wurden anschlieRend pelletiert. Mittels
Ultrazentrifugation sammelten sich die Synaptosomen im Ficoll-Gradienten in der 6% Fraktion an und
konnten so von Zellorganellen und Myelinbestandteilen getrennt werden. (B) Die Anreicherung des
postsynaptischen Proteins PSD95 wurde mittels Immunblot (ab12093, Abcam) Uber die verschiedenen
Zentrifugationsschritte verfolgt.
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Ultrazentrifugation (Sorvall Discovery 90SE, Rotor TH-641) bei 4°C und 84400xg fiir 37 Minuten
wurde die synaptosomenhaltige 6% Ficoll-Fraktion mit einer Pasteurpipette vorsichtig isoliert. Zur
Uberpriifung der Synaptosomenaufreinigung wurde die Anreicherung des postsynaptischen
Proteins PSD95 in den einzelnen Fraktionen mittels Westernblot verfolgt (Abbildung 33B). Der
Proteingehalt der Synaptosomenpréparationen wurde photometrisch nach der Bradfordmethode
bestimmt (Coomassie Plus Protein Assay, Thermo Scientific; bioPhotometer, Eppendorf) und mit
gekiihlter  Losunglls,,.., auf eine Proteinkonzentration von 1mg/ml eingestellt. Die

Synaptosomenfraktionen wurden aliquotiert und bei -80°C gelagert.

6.4.3 Westernblotanalyse

Fiir Westernblotanalysen wurden pro Probe 7,5pg Gesamtprotein eingesetzt und durch Aufkochen
mit  Gelladepuffer denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte anhand der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese  mit  12%igem Trenngel beziehungsweise fir den
Ryanodin-Rezeptor-Ansatz mit 8%igem Trenngel (Elektrophoresekammer: Mini-Protean, Biorad).
Die Proteine wurden mit der semidry-Methode (Blotkammer: Semi-Dry-Blotter, Peqlab) oder fir
den Ryanodin-Rezeptor-Ansatz mit der wet-Methode (Blotkammer: Tank Blot System, Biorad) auf
PVDF-Membranen (Immobilon-P, Millipore) geblottet. Auf der Membran wurden die Proteine durch
zehn Sekunden Methanol-Behandlung fixiert. Zur Lagerung wurden trockene Membranen in
Klarsichtfolie eingeschlagen und bei -20°C aufbewahrt. Geblockt und gewaschen wurden die
Blotmembranen mit 5%iger Blocklosung. Die Antikérper wurden ebenfalls in dieser Losung
verdiinnt und es wurde bei mehrfacher Verwendung zusatzlich 0,01% Natriumazid zugesetzt.
Folgende Primérantikérper wurden bei 4°C Gber Nacht oder bei Raumtemperatur fir 1,5 Stunden
verwendet: fir die APP-CTFs CT15 (1:5000, ein Geschenk von Dr. Pietrzik und Dr. Koo), fiir das
EphA4-CTF sc-921 (1:1000, Santa Cruz), fir das N-Cadherin-CTF 6199 (1:2500, BD Biosciences),
fur den Ryanodin-Rezeptor ma3-925 (1:5000, Thermo Scientific), fur Tubulin sc-51502
(1:1000, Santa Cruz) und fur PSD95 ab12093 (1:2500, Abcam). Die entsprechenden sekundaren
Antikorper waren an die alkalische Phosphatase gekoppelt (Thermo Scientific) und wurden
1:5000 eingesetzt. Die Chemilumineszenz-Detektion erfolgte unter Verwendung des CDP-Star
Reagenz (Roche) mit dem Chemocam Imager (Intas Science Imaging Instruments). Eine
Quantifizierung der Banden wurde mithilfe der entsprechenden Funktion in der Bildauswerte-
Software Image) durchgefiihrt. Um auf Blotmembranen mehrfach hintereinander Proteine zu
detektieren, wurden die Membranen fir 30 Minuten bei 37°C gestrippt und vor einem erneuten

Block ausgiebig gewaschen.
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6.5 Computergestutzte Datenauswertung
6.5.1 Auswertung der Spinedaten

Die Datenauswertung zur Dichte und Kinetik dendritischer Spines erfolgte mittels
kontrastangepasster Rohdaten in den Programmen LSM Image Browser (Zeiss) oder Zen (Zeiss) als
drei- beziehungsweise vierdimensionale Bildstapel. Dabei wurden die Daten von Experiment- und
Kontrollgruppen gleichzeitig und verblindet ausgewertet. Als Spines wurden die primdr lateral von
aufgenommenen Dendritenabschnitten abgehenden Strukturen erfasst, die nach eigenem Ermessen
die entsprechende Form und GroéBenordnung hatten. In Zeitserien wurden die Dendriten eines
jeweiligen Zeitpunkts mit dem vorherigen Zeitpunkt verglichen und fir jeden Spine kontrolliert, ob
dieser bereits prasent war, ob er neu entstanden war oder ob bereits vorhandene Spines verloren
gegangen waren. Als identisch wurden Spines dabei betrachtet, wenn sich ihre Position entlang des
Dendriten um nicht mehr als einen Mikrometer verdndert hatte. Die Ldnge des entsprechenden
Dendritenabschnitts wurde ebenfalls im Raum bestimmt. Die Daten wurden in Excel-Tabellen

erfasst und teilweise mit selbstangefertigten Routinen ausgewertet.

Die Klassifizierung der dendritischen Spines nach ihrer Form wurde semiautomatisch mit der
Software Imaris 5.0.1 (Bitplane) durchgefiihrt. Es wurden laterale Spines in diesem Programm
markiert und anhand der automatisch ermittelten Parameter Spineldnge (L, ), Breite des
Spinekopfes (W ..s) und Breite des Spinehalses (W ,..,) die dendritischen Spines nach den folgenden
Regeln hierarchisch klassifiziert (Harris et al., 1992): mushroom-Spines: (maximaler
W pea)/(minimaler W ...) > 1,4 und (maximaler W .,;) > 0,5um und (minimaler W ) > Oum;
stubby-Spines: (L. )/(mittlerer W .,) < 3 oder (minimaler W ) = Opym oder (minimaler W' ..,) >
0,5um; thin-Spines: (L. )/(mittlerer W .,) > 3.

Zu Abbildungszwecken wurden Bilddateien dekonvoliert (AutoQuantX2, Media Cybernetics), um
den Kontrast zu verbessern, das Hintergrundsignal zu reduzieren und die Kanten von
Detailelementen zu scharfen (Holmes, 1988). Der Einfluss dieser Bildbearbeitung wurde in
Abbildung 29E und F verdeutlicht. Mit Photoshop (Adobe) wurden die Einzelbilder auf ihre GroBe

zugeschnitten, vereinzelt die Signale stérender weiterer Dendriten entfernt und die Bilder invertiert.

6.5.2 Statistische Auswertung

Die Prufung statistischer Signifikanzen wurde mit den Programmen SigmaPlot (Systat Software)
und Prism5 (GraphPad) durchgefiihrt. Fur den Vergleich von zwei Experimentgruppen wurde der
T-Test verwendet. Bei mehreren Experimentgruppen wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(Iway ANOVA) eingesetzt. Der Vergleich eines Parameters zweier Gruppen tiiber mehrere
Zeitpunkte erfolgte mit einer zweifaktoriellen Varianzanalyse (2way ANOVA) mit anschlieBender
Benferroni Testung der Einzelwerte. Fiir den charakteristischen Verlauf der Spine-Dynamiken bei

der Evaluierung des BACE1-Inhibitors wurden die Anstiege der jeweiligen linearen Regression ber

90



den angezeigten Zeitraum statistisch verglichen (als kleine Graphen jeweils recht oben). Die Daten
sind als Mittelwert angegeben und die Fehlerbalken stellen den Standardfehler des Mittels (standard
error of the mean, SEM) dar. Unterschiede wurden als signifikant erachtet, wenn der P-Wert kleiner
als 0,05 war (% %% P>0,001, ** P>0,01, % P>0,05).
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6.

92

6 Standard-Labormaterialien und Lésungen

Material Details Firma
Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Roth
Agar Roth
Agarose Serva
Ammoniumpersulfat Merck
Ampicilin Merck
Blotpapier Whatman
Schleicher&Schuell

Blotpuffer (semidry)

e Tris 25mM

° Glycin 192mM

e SDS 0,04%

e Methanol 20%

pH 8,3

Blotpuffer (wet)

o Tris 50mM

e  Glycin 40mM

e SDS 0,04%

e Methanol 10%

pH 8,3

BSA (bovine serum albumin)
Bromphenolblau
Deckglédschen
Dithioerythrit (DTE)
DMEM
DNA-Ladepuffer
DNA-Standard

e  100bp-ladder

e  lkb-ladder
EDTA
Einwegpipetten (5ml/10ml/25m)
Einwegpipetten (1ml)
Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid
Falcontubes (10ml/50ml)
fetales Kélberserum
Ficoll400
Flugelkanule
Glukose
Glycin
Glycerin
HBSS
Hefeextrakt
Hepes
Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
Immersionsol
Incidin
isotone Kochsalz-Lésung
Kaliumacetat
Kaliumchlorid
Kalziumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaniilen (27G/20G)

Sigma
Merck
VWR
Roth
Gibco
Sigma

Peglab

New England Biolabs
Merck

Greiner bio-one
VWR

Roth

VWR

Roth

Greiner bio-one
Pan Biotech
Amersham
Hospira venisystems
Roth

Roth

Merck

Gibco

Roth

Roth

Sigma

Zeiss

Ecolah

Braun

Merck

Merck

Merck

Merck

Terumo



Material

Details Firma

LB-Agarplatten

e  Agar

e in LB-Medium
LB-Medium

e  Trypton

e  Hefeextrakt
e  Natriumchlorid
Ldsungl Miniprep

e  Glucose
e Tris

e EDTA

e RNase

Ldsung“Miniprep
e  Natriumhydroxid
e SDS
Losungllyiniprep
e  Kaliumacetat
e  Essigsdure

Losunglsynprep
e  Sucrose

e  Hepes
e PMSF
e MPIC

Losungllsynprep
e  Glucose
e  Kaliumchlorid
e  Natriumchlorid
e  Natriumhydrogencarbonat
e  Magnesiumchlorid
e  Natriumdihydrogenphosphat
e  Hepes

Magnesiumchlorid
Mercaptoethanol
Methanol
Methansulfonsdure
Milchpulver
MPIC (Mini Protease Inhibitor Cocktail)
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumazid
Objekttrager
Paraformaldehyd (PFA)
Pasteurpipetten
PBS (steril)
PBS (10x)

e Natriumchlorid

e  Kaliumchlorid

e  Natriumhydrogenphosphat

e  Kaliumdihydrogenphosphat

15¢g/1
10g/1
5g/l
85mM
50mM
25mM
10mM
0,1Tmg/ml
200mM
1%
3M
11,50%
pH 5,2
320mM
5mM
2uM
1 Tablette / 10ml
pH 7,4
10mM
5mM
140mM
5mM
1mM
1,2mM
20mM
pH 7,4
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth
Roche
Merck
Sigma
Merck
Merck
Merck
Merck
Roth
ThermoScientific
Roth
Hartenstein
Pan Biotech
1,4M
27mM
10mM
18mM
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Material Details

Firma

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
Poly-L-Lysin
ProteinaseK
Proteinmarker
e  MagicMark XP Protein Standard
e  Himark prestained
Rasierklingen

ReaktionsgefaBe

RNase

Schraubeppendorfgefafle (1,5ml)

Salzsdure

SDS-Gel Laufpuffer (10x)
e Tris 25mM
e Glycin 1,9M
e SDS 35mM

SDS-Gelladepuffer (2x)
e  Tris-HCL 120mM
o  Glycerol 20%
e SDS 4%
e DTE 200mM
e  Bromphenolblau 0,05%

Skalpelle

Spritzen

Sterilfilter

Sucrose

Sybr-Gold

TAE (50x)
e Tris 2M
e EDTA 64mM
e  Essigsdure 6%

TEMED

Tris

Tris-HCI

Triton X-100

Trypton

Tween20

Westernblot Detektionspuffer
e Natriumchlorid 100mM
e  Magnesiumchlorid 5mM
e Tris 100mM

pH 9,5

Westernblot Blocklosung
e  Milchpulver 5%
e Tris 20mM
e Natriumchlorid 150mM
e  Tween20 0,10%

Westernblot Striplosung
e Tris 50mM
e SDS 2%
e  Mercaptoethanol 0,80%

Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten (10cm/15cm)
Zellkulturplatten (12 well)
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Merck Millipore
Sigma
Peglab

Invitrogen
Invitrogen
Rotbart
Eppendorf
Peqlab
Sarstedt
Roth

Swann Morton
Terumo
Whatman
Schleicher&Schuell
Sigma

Life Technologies

Roth
Roth
Gibco
Sigma
Roth
Sigma

Nunc
Sigma
Nunc



7 Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ug Mikrogramm

ul Mikroliter

um Mikrometer

uM Mikromolar

ADAM a disintegrin and metalloprotease

AICD (APP intracellular domain) intrazellulire Doméane des APP
AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid
angep. angepasst

ANOVA (analysis of variance) Varianzanalyse

AOM akustooptischen Modulator

Aph-1 anterior pharynx-defective phenotype

APLP1/ APLP2 amyloid precursor like protein1/2

ApoE Apolipoprotein E

APP (amyloid precursor protein) Amyloid-Vorlduferproteins
APPsa/ (soluble) 16sliches APPao/B

AP Amyloidp

BACE1/2 (p-site APP cleaving enzymel/2) APP spaltendes Enzym an der
BDNF brain derived neurotrophic factor

Bir1 Burkitt-Lymphom-Rezeptor 1

Ca** Calcium (-lonen)

CaMKII Calcium/Calmodulin-abhéngige Protein-Kinasell

cm Zentimeter

CP crossing point

CTF C-terminales Fragment

CX3CR1 Fraktalkin-Rezeptor1

d (day) Tag

DNA Desoxyribonukleinsdure

EE Enriched Environment



EGFP (enhanced  green  fluorescent  protein)  verstdarktes  griin-

ER endoplasmatisches Retikulum

et al. und andere

FAD (familial Alzheimer’s disease) familidare Form der Alzheimerschen
FTLD (frontotemporal lobar degeneration) Frontotemporalen Demenz
g Gramm

GaAsP Galliumarsenidphosphid

GFP (green fluorescent protein) grin-fluoreszierendes Protein
GRIN gradient refractive index

HC Hippocampus

hPS1 humanes Wildtyp-PS1

HPBCD Hydroxypropyl-p-cyclodextrin

IP3-R Inositol-3-Phosphat Rezeptor

IVC (individual ventilated cage) individuell beliifteter Kafig
kb Kilobasen

kD Kilodalton

kg Kilogramm

ko knockout

KTX Kortex

LRP1 low density lipoprotein receptor-related protein

Lspine (spine length) Spinelénge

LTD (long-term depression) Langzeit-Depression

LTP (long-term potentiation) Langzeit-Potentierung

LV Lentivirus / lentiviral

M Molar

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

mRNA (messenger) Boten-Ribonukleinsdure

MRT Magnetresonanztomographie

NGF nerve growth factor

NICD (Notch intracellular domain) intrazellulare Domé&ne von Notch
nl Nanoliter

nm Nanometer

NMDA N-Methy-D-Aspartat

NRG1 Neuregulin1

NT-3 neurotrophin-3



NTF
PBS
PCR
Pen-2
PFA
PMT
PS1/2
PSD
PVDF
rel.
RFP
RyR

SEM
SERCA
SPF

T

t
Ti:Saphir
U/min
uv
Wicad

W ek
WT
XFP
YFP

N-terminales Fragment

phosphat buffered saline

polymerase chain reaction

presenilin enhancer

Paraformaldehyd

(photomultiplier tube) Photomultiplier
Prasenilin1/2

(postsynaptic density) Postsynaptische Dichte
Polyvinylidenfluorid

relativ

(red fluorescent protein) rot-fluoreszierendes Protein
Ryanodin-Rezeptor

Sekunden

(standard error of the mean) Standardfehler des Mittels
Sarco-/Enplasmatisches Retikulum Ca?*-ATPase
spezifiziert pathogenfrei

Temperatur

(time) Zeit

Titan:Saphir

Umdrehung pro Minute

Licht im ultravioletten Bereich

(spine head width) Breite des Spinekopfes
(spine neck width) Breite des Spinehalses
Wildtyp

"farbvariabel"-floureszierendes Protein

(yellow fluorescent protein) gelb-fluoreszierendes Protein
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