
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Doctor rerum naturalium
der Fakultät für Biologie der Ludwig-Maximilians-Universität München

Die Rolle von GSK-3β in der strukturellen
Spine-Plastizität

Simon Moritz Ochs

aus Bad Dürkheim an der Weinstraße

2013



Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass die vorgelegte Dissertation von mir selb-
ständig und ohne unerlaubte Hilfe angefertigt wurde. Außerdem versichere ich,
dass die Dissertation nicht ganz oder in wesentlichen Teilen einer anderen Prü-
fungskommission vorgelegt wurde und ich mich nicht anderweitig einer Doktor-
prüfung ohne Erfolg unterzogen habe.

Erklärungen

Die Betreuung der Dissertation erfolgte durch Prof. Dr. Jochen Herms, deren of-
fizielle Vertretung durch Prof. Dr. Rainer Uhl an der biologischen Fakultät der LMU.

Ich bin mit der Einstellung dieser Arbeit in Fachbibliotheken einverstanden.

Im Rahmen der GNU General Public License begrüße ich die Verbreitung sowie die
Verbesserung der von mir entwickelten Algorithmen.

München, im September 2013

Simon Ochs

Einreichungsdatum: -
Erstgutachter: Prof. Dr. Rainer Uhl
Zweitgutachter: Prof. Dr. Barbara Conradt
Verteidigungsdatum: -

ri92zis2
Schreibmaschinentext
19.09.2013

ri92zis2
Schreibmaschinentext
27.01.2014



Für meine Familie

Für meine Saskia

To boldly go where no one has gone before.

Captain Jean-Luc Picard, 2364
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1 Zusammenfassung

Im neurophysiologischen Kontext versteht man unter dem Gedächtnis die Fähig-

keit, Sinnesinformationen aus der Außenwelt zu behalten und langfristig abruf-

bar zu verwerten. Die fundamentale Basis des Gedächtnisses bilden Lern- und

Erinnerungsprozesse, was sich im Allgemeinen in der Plastizität neuronaler Netz-

werke abbildet. Die Ablage von Gedächtnisinhalten hängt im Wesentlichen von

der synaptischen Effizienz ab. Dies ist die Fähigkeit von Nervenzellen, Synapsen

auszubilden, zu stabilisieren und die Übertragung zwischen ihnen zu verbessern.

Die molekulare Maschinerie hinter der Ausbildung und Stabilisierung von Prä- und

Postsynapsen (Spines) ist noch immer nicht ganz verstanden.

Das Enzym Glycogen-Synthase-Kinase-3β (GSK-3β) wurde in licht- und elektro-

nenmikroskopischen Untersuchungen in großen Mengen in Neuronen und deren

Spines lokalisiert. Elektrophysiologisch konnte dem Enzym bereits eine Rolle bei

der exzitatorischen Neurotransmission zugeordnet werden. Dennoch ist unklar,

welche Funktion GSK-3β in der Postsynapse ausübt. Zur Beantwortung dieser Fra-

ge wurde ein neuartiges Mausmodell etabliert, bei dem in vereinzelten Nerven-

zellen des Gehirns GSK-3β zeitkontrolliert ausgeschaltet werden kann. Die daraus

erhobenen Befunde zeigen, dass ausschließlich die β-Isoform von GSK-3 ein kriti-

scher Regulator dendritischer Spine-Dichten im Hippocampus und des somatosen-

sorischen Cortex ist. Es existiert ein direkter Zusammenhang zwischen Gendosis

und hippocampaler Spine-Dichte. GSK-3β beeinflusst die Spine-Funktion hinsicht-

lich ihrer morphologischen Beschaffenheit und glutamatergen Neurotransmission.

Intravitalmikroskopische Untersuchungen und die Exposition der Mäuse in einer

reizangereicherten Umgebung führen zur Hypothese, dass GSK-3β im Wesentli-

chen die Stabilität persistenter und neu ausgebildeter Spines bestimmt. Darüber

hinaus konnte β-Catenin als molekularer Mediator der GSK-3β-Effekte herausge-

arbeitet werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten komplettieren das aktuelle Bild über Lern-

und Erinnerungsprozesse. Hinsichtlich neurodegenerativer Erkrankungen liefern

die hier gezeigten Befunde wichtige Erkenntnisse über GSK-3β, die bei der Ausar-

beitung neuer therapeutischer Strategien berücksichtigt werden müssen.
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Summary

In neurophysiology, memory refers to the ability of all living beings to gather, store

and process information from the outside world. The fundamental basis of lear-

ning and memory is constituted of highly dynamic processes of neurons, which

are reflected in the plasticity of neuronal networks. Memory formation basical-

ly depends on the synaptic efficacy, a capability to form and stabilize pre- and

postsynapses (spines). The underlying molecular mechanisms still remain poorly

understood.

Electron- and light microscopy revealed the enzyme Glycogen-Synthase-Kinase-

3β (GSK-3β) to be highly enriched in the mammalian brain, especially in neurons

and spines. By electrophysiological means, GSK-3β was associated with excitatory

neurotransmission. However, the function of GSK-3β in spines and in structural

spine plasticity is still unclear. To adress this question, a new mouse model was

generated, which enables a conditional single cell knockout of GSK-3β in a spar-

se subset of pyramidal neurons at any time. The results obtained in this work

prove that the β-isoform of GSK-3 is a critical regulator of dendritic spine density

in hippocampus and somatosensory cortex. A direct connection between gene-

dosage and spine density was demonstrated. GSK-3β modulates spine function

by its ability to change spine morphology and glutamatergic neurotransmission.

In vivo imaging and exposing knockout mice into an enriched environment revea-

led that GSK-3β controls dendritic spine stability and turnover of persistent and

new formed spines. Furthermore, β-Catenin was identified to mediate the effects

caused by GSK-3β-knockout.

These data complement the current view of learning and memory formation. In

context of neurodegenerative diseases, where GSK-3-Inhibition is proposed as

therapeutic target, this study illuminates new synaptic functions of GSK-3β. They

have to be considered when designing new therapeutic strategies based on GSK-

3-Inhibition.
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2 Einleitung

Es kann Jahrhunderte dauern, um zu lernen, dass es nicht Jahrhunderte dauert, um

zu lernen. Mit dieser Erkenntnis musste Captain Jean-Luc Picard wohl leben[178].

Die Fähigkeit, Informationen in Kürze zu speichern und über die Lebenszeit hin-

weg abzurufen bildet eine fundamentale Basis für unser Gedächtnis. Es ist eine ko-

gnitive Leistung, die durch das größte Organ des zentralen Nervensystems, dem

Gehirn, ermöglicht wird. Die Aufnahme und Speicherung von Informationen im

Gehirn wird generell von Nervenzellen (Neuronen) bewerkstelligt. Wie jede Zelle

im Körper ist auch die Nervenzelle hinsichtlich Beschaffenheit und Organisation

genetisch fest bestimmt. Im Kontrast dazu ist die Vernetzung der einzelnen Neu-

rone zu einem neuronalem Netzwerk sehr flexibel.

Der spanische Neuroanatom und Nobelpreisträger Ramón y Cajal postulierte be-

reits im späten 19. Jahrhundert, dass die Hauptaufgabe der Informationsspeiche-

rung von den Kontaktstellen zwischen den Neuronen, den Synapsen, übernom-

men wird[174]. Auf Basis dieses Wissens ersann Donald O. Hebb das Prinzip der

synaptischen Plastizität, welches für die Beschreibung von Lern- und Erinnerungs-

vorgängen bis heute anerkannt ist: „cells that fire together, wire together“[88]

(engl. Zellen, die zusammen aktiv sind, verbinden sich miteinander). Demzufolge

sind Synapsen modulierbar und je häufiger zwei Neurone miteinander aktiv sind,

umso stärker wird der synaptische Kontakt zwischen ihnen. Nach Hebbs Vorstel-

lung wird eine Information nicht an einer einzelnen Synapse gespeichert, sondern

manifestiert sich durch eine Verkettung mehrerer Synapsen über ein neuronales

Netzwerk hinweg. Dass ein Erlebniseindruck eine Art Gedächtnisspur (Engramm)

auch auf organischem Niveau hinterlassen müsse, bewegte Neurowissenschaftler

dazu, nach den Grundlagen des Lernens und Erinnerns zu forschen[128].

2.1 Synaptische Plastizität

Das menschliche Gehirn enthält zwischen 100 Milliarden bis einer Billion Nerven-

zellen und bildet mit geschätzten einer Billiarden Synapsen ein mannigfaltiges
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komplexes Netzwerk[91,205]. Die pyramidale Nervenzelle setzt sich aus dem Zell-

körper (Soma), den Dendriten und genau einem Axon zusammen (siehe Abbil-

dung 2.1A,B). Die Dendriten sind vom Soma auswachsende baumartige Veräste-

lungen, die dem Empfang neuraler Erregungen dienen. Das Axon ist ein langer,

faserartiger Fortsatz und überträgt das vom Soma ausgehende Signal. Synapsen

zeichnen sich durch drei funktionelle und morphologisch voneinander getrennte

Komponenten aus. Erstens die vom Axon ausgehende Präsynapse, an der Signal-

botenstoffe (Neurotransmitter) zur transneuronalen chemischen Kommunikation

ausgeschüttet werden. Zweitens der synaptische Spalt, in den die Neurotransmit-

ter freigesetzt werden. Drittens die Postsynapse, an der spezifische Rezeptoren

für die Neurotransmitter lokalisiert sind und komplexe Signalkaskaden fortschrei-

ten (siehe Abbildung 2.1C). Größtenteils erfolgt die Reizweiterleitung entlang der

Nervenzelle durch sogenannte elektrische Potenziale. Zwischen den Nervenzellen

geschieht dies dagegen meist chemisch über die Neurotransmitter und den Sy-

naptischen Spalt [205].

Tim Bliss und Terje Lomø konnten die von Hebb postulierte synaptische Plastizität

durch die Etablierung der Langzeit-Potenzierung (LTP) beweisen. Die hochfrequen-

te elektrische Stimulation von Nervenfasern führte zu einer verstärkten Antwort

nachgeschalteter Neurone. Die Verstärkung der synaptischen Verbindungen blieb

auch lange nach der Stimulation nachhaltig erhalten[15]. Dieser Effekt ist durch

die Anwendung des Protokolls für Langzeit-Depression (LTD) umkehrbar. Dabei

führt die verminderte Stimulation der Synapsen zur anhaltenden Schwächung der

synaptischen Kontakte[194]. LTP- und LTD-Protokolle finden in der Elektrophysiolo-

gie, also bei der direkten Ableitung elektrischer Signale von Neuronen, bis heute

Anwendung. Auf genau diese Art konnte der Nobelpreisträger Eric Kandel und

andere Wissenschaftler durch einfache Untersuchungen am intakten Nervensys-

tem des kalifornischen Seehasen belegen, dass die Informationsverfestigung mit

strukturellen sowie molekularen Veränderungen und einer Variation der Synap-

senanzahl einhergeht[9,10,111].

Mechanistisch betrachtet führen exzitatorische Aktionspotenziale durch spannungs-

abhängige Kalzium-Kanäle an der Präsynapse zum Eintritt von Kalzium-Ionen (Ca2+).

Dies bewirkt die Fusion von Vesikeln, die mit dem anregenden Neurotransmit-

ter Glutamat gefüllt sind, mit der Zellmembran (siehe Abbildung 2.1C). Dadurch

wird das Glutamat in den synaptischen Spalt freigesetzt. An der postsynapti-

schen Membran kann das Glutamat an α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-

Propionsäure-Rezeptoren (AMPA-Rezeptor) binden und damit die Umwandlung
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A B

C

Dendrit

Soma

Axon

Präsynapse

CaMKII

Aktin-Filament

Zell-Adhäsions-Protein

Endozytose-Maschinerie

Ribosom

Neurotransmitter Glutamat

NMDA-Rezeptor

AMPA-Rezeptor

PSD

Kalziumkanal des ER

Postsynapse

Abbildung 2.1: Dendritische Spines. (A) Ramón y Cajals Originalzeichnung von Dendri-
ten. (B) Schematischer Aufbau eines Pyramidal-Neurons. (C) Skizzierung einer Synapse. CaMKII:
Calcium/Calmodulin-abhängige Protein-KinaseII, AMPA: α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-
Propionsäure, NMDA: N-Methy-D-Aspartat, PSD: Postsynaptische Dichte, ER: Endoplasmatisches
Reticulum.

des chemischen Neurotransmittersignals in ein elektrisches Signal einleiten. Ein an-

derer Rezeptor, der N-Methy-D-Aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor), kann eben-

falls durch Glutamat aktiviert werden. Dabei kommt es aber nur dann zum Ein-

strom von Ca2+, wenn die postsynaptische Membran gleichzeitig depolarisiert ist.
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Dieser Zustand tritt dann ein, wenn Prä- und Postsynapsen parallel aktiv sind, wie

z.B. bei der Langzeit-Potenzierung.

Ca2+ bewirkt eine Vielzahl von Modifikationen in der Postsynapse, um sie auf zu-

künftige Aktivierung zu justieren. Folgend sind einige postsynaptische Effektoren

genannt, die sensibel auf präsynaptische Signale reagieren können[23,91,185,186,202]

[68,190,231]:

• Die Aktivierung der Calcium/Calmodulin abhängigen Protein-KinaseII (CaM-

KII). Die Modulation der synaptischen Stärke geschieht hierbei z.B. direkt

durch die Phosphorylierung von Glutamat-Rezeptoren oder Strukturprotei-

nen wie Stargazin, oder indirekt durch die Erhöhung der AMPA-Rezeptoren-

zahl an der postsynaptischen Membran.

• Die Organisation weiterer Neurotransmitter-Rezeptoren durch ein komple-

xes System von Signal- und Strukturbildenden Proteinen wie z.B. PSD-95,

Homer oder Shank. Zusammen erscheint dieses Protein-Geflecht in ultra-

strukturellen Untersuchungen als elektronendichte Struktur, die als postsyn-

aptische Dichte (PSD) bezeichnet wird.

• Die Konzentration von N-Cadherin, Integrin, Neurexin/Neuregulin und Eph-

rin/Ephrin-Rezeptoren.

• Die morphologische Variation der Posysynapse durch das Aktin-Zytoskelett.

• Der dendritische Transport von mRNA und die lokale Translation aktivitäts-

regulierter Gene. Dies findet an Polyribosomen statt, die an Ausläufern des

Endoplasmatischen Reticulums (ER) in der Postsynapse lokalisiert sind.

2.2 Dendritische Spines

1873 entwickelte der italienische Neuroanatom Camillo Golgi ein chemisches Ver-

fahren zur Färbung einzelner Neurone im Hirngewebe. Bei diesem Verfahren wer-

den weniger als ein Prozent aller Neurone markiert. Sie erscheinen in voller Ganz-

heit, eingeschlossen feinster verzweigter Strukturen[74]. Zunächst hielt Golgi die

feinen Ausstülpungen am Dendritenschaft für Silberpräzipitate in den verwende-

ten Chemikalien[146]. Erst 14 Jahre später beschrieb Ramón y Cajal an Vogelhirn-

schnitten eben genau diese Ausstülpungen am Dendriten als Spines (siehe Abbil-

dung 2.1A)[41,43,173].
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2.2.1 Morphologie und Funktion

= Stubby

= Mushroom

= Thin

= Filopodium

Abbildung 2.2:
Spine-Morphologien

Der typische Spine ist ein ca. 0,5-2µm großes Gebil-

de mit einem globulären Kopf, der über einen fei-

nen Hals mit dem Dendritenast verbunden ist. Er

lässt sich durch seine charakteristische Morpholo-

gie sehr gut mit mikroskopischen Methoden analy-

sieren. Neben Spines wurden weitere dünne und

flexible Strukturen am Dendritenschaft beobach-

tet, die als Filopodien bezeichnet werden. Ihnen

fehlt die für Spines charakteristische PSD[42]. Man

glaubt, dass die bis zu 10µm langen, hoch fle-

xiblen Fortsätze zunächst den Kontakt zu einem

naheliegenden Axon ertasten, um sich dann zum

Synapsen-bildenden Spine umzuwandeln[42,142,238].

Entsprechend kurz ist auch ihre Lebensdauer: sie

wurde zwischen einigen Minuten bis Stunden ge-

messen[39]. Filopodien stellen also eine Art Vorstufe der Spines dar, wobei aber

nur ca. 1% von ihnen als funktionelle Spines stabilisiert werden[239]. In der Hirn-

rinde (Cortex) adulter Mäuse repräsentieren Filopodien nur noch zwei bis drei Pro-

zent aller dendritischen Ausstülpungen und sind dementsprechend selten anzu-

treffen[239].

Bis heute werden Spines grob nach ihrer morphologischen Erscheinungsform ka-

tegorisiert [84,170] (siehe Abbildung 2.2):

Stubby: Stubby Spines sitzen direkt dem Dendritenschaft auf und sind in etwa

genauso breit wie lang. Sie haben keinen Hals.

Mushroom: Mushroom Spines besitzen einen voluminösen Kopf auf dünnem

Hals.

Thin: Thin Spines haben im Verhältnis zu ihrem langen Hals einen sehr kleinen

häufig schwer erkennbaren Kopf.

Allerdings treten im Gehirn vielfältige Variationen dieser Grundformen auf. Die

Übergänge sind fließend und bilden ein morphologisches Kontinuum[231].
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Im synaptischen Kontext werden die exzitatorischen Postsynapsen durch Spines

repräsentiert. Sie sind den aktiven Zonen der Präsynapsen gegenübergestellt (sie-

he Abbildung 2.1C). In ihnen befindet sich außerdem die PSD. Wie bereits ange-

deutet, wird ihre Morphologie durch zytoskelettäre Aktin-Filamente bestimmt[100].

Daneben finden sich auch Mitochondrien[131], Polyribosome[163], Endoplasmati-

sches Reticulum[186] sowie Komponenten der Endo- und Exozytose[155] wieder.

Nach Rafael Yuste sind dendritische Spines spezialisierte Strukturen für die Kom-

munikation zwischen Nervenzellen mit vollkommen eigenen elektrischen und bio-

chemischen Eigenschaften[231]. Durch die komplexe Struktur des neuronalen Netz-

werks ist jede Zelle mit vielen anderen verbunden[28]. Dadurch würde ohne Signal-

prozessierung des empfangenden Neurons eine starke Signalüberlagerung resul-

tieren, was eine Informationsvernichtung zur Folge hätte. Dies geschieht jedoch

nicht, wenn die Signale vom postsynaptischen Neuron individuell registriert und

am Dendriten integriert werden[26]. Die Spines können daher als „Empfängermo-

dule“ zur Aufarbeitung und Integration neuronaler Impulse verstanden werden.

Die Kompartimentierung wird dabei durch den dünnen Spine-Hals verursacht. Er

entkoppelt den Spine vom Dendriten und bewirkt einen hohen elektrischen Wi-

derstand. Durch die biochemische Eigenständigkeit können aufgrund eines Sti-

mulus individuelle Veränderungen an einzelnen Spines stattfinden. In aktivierten

Spines verändert sich z.B. die lokale Ca2+-Konzentration, ein wichtiger Indikator

der synaptischen Plastizität (siehe Abschnitt 2.1 auf Seite 3), während andere be-

nachbarte Spines nicht beeinträchtigt werden[231–233].

2.2.2 Strukturelle Spine-Plastizität

Während Dendritenbäume im adulten Gehirn relativ stabil sind und ihre Gestalt

weitgehend festgelegt ist, sind Spines hoch flexibel. Sie können einerseits rapide

in ihrer Morphologie variieren. Andererseits kann sich die Bestückung von Spi-

nes am Dendritenschaft ändern. Während einige etablierte Spines verloren ge-

hen, werden neue gebildet. All diese Phänomene kann man unter dem Begriff

der strukturellen Spine-Plastizität zusammenfassen[68,146,150,210]. Es wurde in orga-

notypischen Hirngewebeschnitten gezeigt, dass es durch die Erregung von Prä-

synapsen unter Anwendung von LTP-Stimulation zu einer Erhöhung des Spine-

Volumens kommt. Dieser Effekt basiert auf einem NMDA-Rezeptorabhängigen
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Umbau des Aktin-Zytoskeletts[144,161]. Dagegen bewirkt die LTD-Stimulation eine

reversible Verkleinerung der Spines[161,235]. Die Spine-Geometrie geht dabei posi-

tiv mit der Zahl funktioneller AMPA-Rezeptoren in der PSD einher[143]. Das Volu-

men der Thin Spines nimmt nach LTP-Stimulation permanent zu, weswegen diese

Spine-Klasse mit Lernvorgängen assoziiert wurde. Die mushroom Spines verhalten

sich dagegen sehr stabil und eine Volumenänderung scheint nur vorübergehend

zu sein. Man hat sie deswegen mit Erinnerungsvorgängen in Zusammenhang ge-

bracht[19,144]. Die LTP-Stimulation führt außerdem dazu, dass weitere Spines aus

dem Dendritenschaft perturbieren können[58,138,156]. Die filopodiale Zwischenstufe

wird dabei übersprungen und ein direkter physikalischer Kontakt zu Präsynapsen

hergestellt. Dies geschieht innerhalb von 15 bis 19 Stunden mit all den dafür cha-

rakteristischen ultrastrukturellen Merkmalen[154]. Verringert sich die neuronale Ak-

tivität, kann dies dagegen zur Eliminierung von dendritischen Spines führen[156].

Die strukturelle Spine-Plastizität bezieht sich aber nicht nur auf die räumliche Di-

mension, denn Spines verhalten sich auch hinsichtlich ihrer zeitlichen Kinetik plas-

tisch. Dies konnte am lebenden Maus-Cortex zum ersten Mal im Jahr 2002 be-

schrieben werden[80,210]. Als transiente Spines werden jene definiert, die weniger

als 8 Tage stabil sind. Dagegen klassifiziert man alle mit längerer Existenzdauer als

persistent[96]. Die transienten Spines sind morphologisch betrachtet häufig klein,

während persistente Spines relativ groß sind und in die Kategorie Mushroom fal-

len[96,137]. Sie bilden funktionelle Synapsen aus[120]. Passend dazu konnte man am

lebenden Mausgehirn beobachten, dass Spines adulter Neurone relativ lange sta-

bil sind und ca. 70% einen Zeitraum von 18 Monaten überstehen[80,239]. Im Kon-

trast dazu dominiert in der postnatalen Entwicklung noch der Auf- und Umbau

des neuronalen Netzwerks, weswegen die Mehrheit der Spines eine eher kurze

Lebensdauer hat[96].

Neben der Beobachtung und Beschreibung physiologischer Vorgänge am Dendri-

ten wuchs in den Neurowissenschaften auch das Interesse, die strukturelle Spine-

Plastizität zu beeinflussen, um Modelle für Lern- und Erinnerungsvorgänge auszu-

arbeiten. Darunter führte das Stutzen der Schnauzhaare von Mäusen[95,210,218,239],

der Verschluss eines Auges[93], die Aufzucht in Dunkelheit [212] oder die Zerstö-

rung von Teilen der Netzhaut[114] zu nachhaltigen Veränderungen in den Spine-

Dynamiken. Dies geschah in genau den cortikalen Arealen, die die Informationen

aus den affektierten Systemen verarbeiteten. Im Wesentlichen wurde dabei ein

höherer Umsatz dendritischer Spines zusammen mit permanenten strukturellen

Veränderungen beobachtet. Beim Verlust sensorischer Stimulation werden nach-



2 EINLEITUNG 10

haltige Anpassungen in der strukturellen Plastizität erzwungen. Es ist daher frag-

lich, ob es sich hierbei tatsächlich um ein Konzept für Lern- und Erinnerungsvor-

gänge handelt. Deshalb sind aktuellere Studien wesentlich exakter auf die Frage

eingegangen, inwieweit bei Mäusen konkrete Lernaufgaben dendritische Spines

beeinflussen[65,124,226,228]. Der Lernerfolg beim Training einer speziellen Greif- oder

Balancierübung führte zur rapiden Ausstülpung neuer Spines im Motorcortex. Die-

se Spines blieben über Monate hinweg so lange stabil, wie die Übungen fortge-

führt wurden. Daher stehen dendritische Spines in direkter Proportionalität zu den

erlernten Fähigkeiten und repräsentieren somit auf physikalischer Ebene tatsäch-

lich Lern- und Erinnerungsvorgänge. Im Kontrast zur Stärkung bereits bestehender

synaptischer Verbindungen, führt die Ausbildung neuer Spines zur Erhöhung der

Speicherkapazität innerhalb eines neuronalen Netzwerks[27].

Die molekularen Vorgänge des Lernens und Erinnerns im Spine sind größtenteils

unbekannt. Die Entschlüsselung der zugrunde liegenden Mechanismen sind Ge-

genstand aktueller Studien. Erste Fortschritte wurden bereits unter Zuhilfenahme

genetischer und pharmakologischer Manipulationstechniken erzielt. In Mäusen

konnte gezeigt werden, dass die Spine-Destabilisierung nach verminderter neu-

ronaler Aktivität von NMDA-Rezeptoren abhängig ist und von der CaMKII kontrol-

liert wird[218,240].

Eine weitere Möglichkeit der kognitiven, sensorischen und motorischen Stimula-

tion kann durch die sogenannte reizangereicherte Umgebung (Enriched Environ-

ment) erzielt werden. Das Enriched Environment wurde von Donald O. Hebb ent-

wickelt, nachdem er beobachtete, dass seine als Haustiere gehaltenen Ratten in

Laborversuchen besser abschnitten als jene aus standardisierten Zuchtkäfigen[87].

Das Enriched Environment sieht in der Regel einen größeren Käfig vor, der mit

einer Vielzahl wechselnder Spielzeuge ausgestattet ist. Außerdem haben in ihm

die Versuchstiere die Möglichkeit, sozial zu interagieren und sich frei zu bewe-

gen[179,215]. Das Enriched Environment beeinflusst Genexpression[62], erhöht die

Neurogenese im adulten Hippocampus[116], verändert das Gewicht des Gehirns[14]

und die Komplexität des Dendritenbaums[79]. Im lebenden Maushirn wurde durch

das Enriched Environment die cortikale Spine-Dichte und der Spine-Umsatz nach-

haltig erhöht. Außerdem zeichnete sich ab, dass das Enriched Environment die

Integration neu gebildeter Spines in ein bestehendes funktionales Netzwerk för-

dert [66,110].

Die strukturelle Plastizität der präsynaptischen Endigungen (axonale Boutons) ist

relativ unerforscht. Axonale Fasern und Verzweigungen sind teils stabil, können
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aber durch sensorische Manipulation entsprechend schrumpfen oder anwach-

sen[141,227]. Ähnlich wie Spines sind auch Boutons flexibel und können sich auf-

grund entsprechender Stimuli durch Neubildung, Verlust oder Reorganisation plas-

tisch verhalten. Damit tragen Boutons wahrscheinlich ebenfalls zur funktionalen

Plastizität neuronaler Netzwerke bei [13,115].

2.3 Die intravitale Zweiphotonenmikroskopie

Wie ist es überhaupt möglich, Vorgänge in der strukturellen Plastizität zu messen?

Die Untersuchungen Cajals basierten hauptsächlich auf lichtmikroskopischen Me-

thoden[174]. Ausgehend davon hat sich über die Jahrzehnte die Lichtmikroskopie

als eines der bedeutungsvollsten Werkzeuge zur Erforschung neurobiologischer

Phänomene herauskristallisiert. Allerdings setzen viele Methoden die Fixierung des

Hirngewebes und dessen chemische Färbung voraus. Um dynamische Vorgänge

am Dendriten beobachten zu können, muss die Nervenzelle jedoch intakt bleiben

und in ihrer physiologischen Umgebung eingebettet sein. Für diese Rahmenbedin-

gungen hat sich heute die Zweiphotonen Laser Scanning Fluoreszenz Mikroskopie

(kurz Zweiphotonenmikroskopie) bewährt.

Fluoreszierende Farbstoffe absorbieren eintreffende Photonen, wodurch ein Elek-

tron auf ein höheres Energieniveau angehoben wird (siehe Abbildung 2.3A). Dort

verbleibt es für einige Nanosekunden und fällt wieder auf ein energieärmeres

Niveau zurück. Dabei wird ein Photon emittiert. Aufgrund intramolekularer Re-

laxationen teilt sich die abgegebene Energie in Wärme und Licht auf, sodass

das abgestrahlte Fluoreszenzlicht immer langwelliger und somit energieärmer als

das Anregungslicht ist. Dieser Unterschied wird nach seinem Entdecker Stokes-

Verschiebung genannt[125].

Das Anregungsphoton kann durch zwei oder mehrere Photonen ersetzt werden,

wenn sie in der Summe die gleiche Energie wie ein einzelnes Anregungsphoton

liefern. Bei der Multi-Photonen-Anregung müssen die Photonen innerhalb einer

Attosekunde eintreffen, um das Elektron auf das nächste stabile Energieniveau

anzuheben. Für das quasi gleichzeitige Eintreffen zweier Photonen im Fokuspunkt

sind sehr hohe Photonendichten notwendig. Diese können von besonders gepuls-

ten Lasern erzeugt werden, die intensive und sehr kurze Laserpulse mit hoher Ra-

te generieren. Durch die Pause zwischen den einzelnen Pulsen kann die gesamte
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Abbildung 2.3: Prinzipien der Zweiphotonenmikroskopie. (A) Jablonski Diagramm der linea-
ren Ein-Photonen- und der nicht-linearen Zwei-Photonen-Anregung eines Fluorophors. (B) Aufbau
eines Zweiphotonenmikroskops. e-: Elektron, hνi: absorbiertes Photon, hνo: emittiertes Photon,
AOM: akustooptischer Modulator, PMT: Detektor, PC: Computer.

durch den Laser erzeugte Energie in einem Bruchteil der Zeit abgegeben werden.

Als Anregungsquelle eignen sich z.B. Titan-Saphir-Laser, an denen sich Wellenlän-

gen zwischen 700nm und ca. 1050nm einstellen lassen. Da die Zwei-Photonen-

Anregung des Fluorophors nicht linear erfolgt, ist das Anregungsspektrum nicht

aus der linearen Anregung vorhersehbar. In der Praxis hat sich gezeigt, dass das

Zwei-Photonen-Anregungsspektrum sehr breit ist und die experimentellen Bedin-

gungen jedes Mal erneut angepasst werden müssen.

Bei der Zweiphotonenmikroskopie wird zur Erzeugung eines zweidimensionalen

Bildes das Objektiv zunächst in die Probe fokussiert und dann der Anregungsstrahl

mittels eines im Strahlengang beweglichen Scan-Spiegels rasterförmig durch die

Probe bewegt. Die Intensität der Anregungsstrahlung wird durch einen akusto-

optischen Modulator (AOM) gesteuert. Das Emissionslicht aus der fluoreszieren-

den Probe wird vom Objektiv auf dichroitische Strahlteiler geleitet. Sie reflektieren
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einen Teil des Lichtspektrums während der restliche Anteil transmittiert. Das spek-

tral gefilterte Licht erreicht nun den Detektor (PMT), der jeden Bildpunkt nachein-

ander detektiert. Am Steuerungscomputer (PC) werden die gemessenen Bildpunk-

te zu einem Bild zusammengesetzt (siehe Abbildung 2.3B)[45,46,48,177].

Gegenüber der herkömmlichen Fluoreszenzmikroskopie bietet die Zweiphotonen-

mikroskopie erhebliche Vorteile, die sich aus der physikalischen Natur der Metho-

de herleiten lassen[46,177,200]:

• Das langwellige Anregungslicht dringt durch reduzierte Absorptions- und

Streueffekte tiefer in lebendes Gewebe ein. Mit einer Eindringtiefe von ca.

einem Millimeter im lebenden Mausgehirn lassen sich damit nahezu kom-

plette Dendritenbäume und einzelne Spines von Schicht 5 Neuronen erfas-

sen.

• Die Phototoxizität, also die Zerstörung biologischen Gewebes durch Licht,

sowie das Ausbleichen von Fluorophoren reduziert sich bei der Zweipho-

tonenmikroskopie erheblich, da sich die Anregung nur auf eine sehr kleine

Umgebung des Fokuspunkts konzentriert. Die Bereiche darüber und darun-

ter werden nicht angeregt.

• Aus dem letzten Punkt ergibt sich auch, dass sämtliches Emmissionslicht auf-

gefangen werden kann. Damit kann auf eine Lochblende verzichtet werden.

Reduzierte Energie und Zeitdauer für die Bildgebung schont die biologische

Probe.

Um mit der Zweiphotonenmikroskopie biologische Strukturen im Submikrometer-

Bereich auflösen zu können, müssen diese entsprechend mit einem Fluorophor

markiert sein. Inzwischen wurden viele effiziente synthetische Fluorophore entwi-

ckelt, die in Zellen eindringen können oder injiziert werden[69,157,199]. Die Fluoro-

phore können dabei auch selektiv Zelltypen, Proteinstrukturen oder Blutgefäße im

lebenden Tier markieren[21,119,177]. Für Langzeitexperimente haben sich Fluoropho-

re bewährt, die direkt von den Zellen gebildet werden. Als Beispiel sei das grün

fluoreszierende Protein (GFP) genannt, das von dem Nobelpreisträger Osamu Shi-

momura in der Quallenart Aequorea victoria beschrieben wurde[193]. Inzwischen

gibt es eine Vielzahl gentechnisch modifizierter GFP-Spektral-Varianten.

Die genetische Expressionskontrolle des Fluorophors unter dem neuronspezifi-

schen Thy-1 Promotor ermöglicht die selektive Markierung von Nervenzellen. Dies

kann z.B. durch die Anwendung viraler Systeme ermöglicht werden, die ein ent-

sprechendes genetisches Konstrukt in Nervenzellen einschleusen[50,196]. Alternativ
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dazu gibt es transgene Mauslinien, bei denen die genetischen Konstrukte zur Fluo-

rophorbildung fest im Genom verankert sind. Der Umgang mit transgenen Maus-

modellen ist mit weniger Invasivität verbunden, weswegen sie die viralen Systeme

für den Zweck der Neuronen-Markierung praktisch abgelöst haben. Je nach In-

sertionsort des Transgens auf den Chromosomen, kann eine Vielzahl oder eine

kleine Population von Neuronen gefärbt sein[60]. Die in dieser Arbeit verwendete

SlickV-Mauslinie exprimiert das gelb fluoreszierende Protein (YFP) in vereinzelten

Neuronen der cortikalen Schicht 2/3, Schicht 5 und des Hippocampus (siehe Abbil-

dung 3.1 auf Seite 22)[60,230]. Dieses Mausmodell ist durch die intensive Einzelzell-

Markierung von Neuronen sehr gut für die intravitale Zweiphotonenmikroskopie

cortikaler Neurone geeignet.

Da das Gehirn der Maus von undurchsichtigem Schädelknochen umgeben ist,

muss zur intravitalen Zweiphotonenmikroskopie ein optischer Zugang angelegt

werden. Dabei gibt es im Wesentlichen zwei verschiedene Herangehensweisen:

Die thinned-skull Methode: Thinned-skull steht für ausgedünnter Schädelkno-

chen. Der Schädel wird hierbei lokal zu einer ca. 20µm dünnen, durchsichti-

gen Knochenschicht abgetragen. Die mikroskopierbare Fläche beträgt typi-

scherweise 0,1-0,3mm2 und erlaubt für 24 Stunden die Erfassung sehr ober-

flächlicher Strukturen. Sollen wiederholte Aufnahmen durchgeführt werden,

muss man die Schädeldecke erneut ausdünnen. Die Vorteile dieser Methode

sind, dass der Mikroskopierzeitraum zwischen Monaten bis Jahren frei ge-

wählt werden kann. Außerdem bleibt das Gehirn in seinem physiologischen

Zustand relativ unbeeinträchtigt [80,94,229].

Die open-skull Methode: Open-skull steht für offener Schädelknochen. Je nach

gewünschter cortikalen Region wird hierbei der Schädelknochen entfernt

- meistens im Durchmesser von drei bis acht Millimetern. An dieser Stelle

wird anschließend ein dünnes Glasdeckgläschen implantiert, der Knochen

sozusagen durch Glas ersetzt (kraniales Fenster). Diese Methode ermöglicht

einen wesentlich besseren und größeren optischen Zugang zum Gehirn als

die thinned-skull Methode. Abhängig von der Qualität der Operation blei-

ben kraniale Fenster für repetitives Mikroskopieren über Wochen bis Mona-

te klar und ermöglichen optische Eindringtiefen bis zu 800µm. Im Kontrast

zur thinned-skull Methode ist diese Herangehensweise wesentlich invasiver.

Dies zeigt sich besonders durch das Auftreten einer lokalen inflammatori-

schen Glia-Reaktion, die in der Regel nach drei Wochen abklingt[94,177,229].
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Ein ausgedünnter und durch ein Deckgläschen stabilisierter Schädelknochen er-

möglicht ebenfalls wiederholte Aufnahmen über mehrere Wochen. Allerdings sind

hier hochauflösende Aufnahmen aus dem Cortex nur bis zu einer Eindringtiefe von

100µm möglich[54].

2.4 Dendritische Spine-Stabilität

Entlang ausgereifter Dendriten haben ca. 95% der dendritischen Spines eine ent-

sprechende Präsynapse[7,83]. Langzeitmikroskopische Untersuchungen an Nage-

tieren weisen darauf hin, dass die meisten dendritischen Bäume und deren Spines

über Monate bis möglicherweise Jahre stabil bleiben. Beim Menschen wäre es da-

her auch denkbar, dass individuelle Synapsen für den Großteil der Lebenszeit vor-

handen sind[96,137,210,239]. Synapsen- und Spineuntergang wird im normal altern-

den Gehirn beobachtet. Allerdings geschieht dies bei einigen neurodegenerativen

Erkrankungen in verstärkter Form. Diese Beeinträchtigung gilt als Hauptursache

für Stimmungsschwankungen, gestörte Wahrnehmung und eingeschränkte ko-

gnitive Leistung[5,64,67,72,73,129,219]. Die Stabilität von Synapsen und Spines ist daher

für die funktionale Integrität des Gehirns und für die Aufrechterhaltung kogniti-

ver Leistungen von herausragender Bedeutung. Aus diesem Grund ist das Wissen

über die Ausbildung und Stabilisierung von Spines von grundlegender Wichtigkeit

für die Neurowissenschaften. Doch die zugrunde liegenden molekularen Mecha-

nismen der Spine-Stabilität sind nach wie vor schwer fassbar.

Wie bereits angesprochen ist bekannt, dass die Aufrechterhaltung und Formge-

bung von Spines letztendlich auch von Strukturproteinen und deren Effektoren

abhängt (siehe auch Erörterungen auf Seite 6). Die strukturelle Langzeit-Unter-

stützung am Spine wird essenziell durch das F-Aktin-Zytoskelett ermöglicht. Ne-

ben der Morphologie determinierenden Funktion organisiert F-Aktin auch die In-

tegrität dendritischer Spines und die Signalmaschinerie entlang der PSD[49]. Alle

F-Aktin-mediierten Vorgänge unterliegen einer perfekten Balance zwischen Po-

lymerisation und Depolymerisation. Jeder pharmakogenetische Eingriff in dieses

empfindliche Gleichgewicht wirkt sich unmittelbar auf die Größe, Form und Be-

weglichkeit der Spines aus[63,97,161]. Es ist jedoch nicht nur die Aktin-Zytoskelett-

Dynamik für die Spine-Plastizität verantwortlich. Auch die Mikrotubuli-Dynamik

gewinnt zunehmend als formgebendes Element an Bedeutung[104,112].

Strukturstützende Proteine wie z.B. PSD-95[55,59], Shank[180] oder Homer[180,225]
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leisten ebenfalls ihren Beitrag zur Spine-Stabilität. Die Reduktion synaptischer Akti-

vität führt zum Abbau dendritischer Spines. Dies weist darauf hin, dass synaptische

Impusle am Spine kritisch für deren Aufrechterhaltung sind[32,35,66,106,145,188]. Ist ei-

ne Synapse erst einmal ausgebildet, tragen Zell-Adhäsionssysteme (Catenin/Cad-

herin-Komplexe[8,208], Neurexin/Neuregolin-Komplexe[37], Ephrin/Ephrin-Rezeptor-

en[113,118], Integrine[18,192]) und neurotrophische Faktoren (BDNF[25], Neuregulin1
[11]) ebenfalls zur Spine-Stabilität bei.

2.5 Signalkaskaden und Plastizität

Signalkaskaden dienen in der Regel der Weiterleitung (Transduktion) eines äuße-

ren oder inneren Stimulus zu Effektorproteinen, um eine Reaktion in der Zelle her-

vorzurufen. Der Mechanismus wird meistens durch Protein-Protein-Interaktionen

und einer Aktivierung dazwischen geschalteter Mediatoren erfüllt. Sie können

wiederum andere Signalproteine aktivieren, sodass ein komplexes Signalnetzwerk

entsteht. Dabei wird oft eine Amplifikation des Ursprungssignals erzielt. Eine Va-

riante der (In-)Aktivierung von Signalproteinen geschieht über ihre Phosphorylie-

rung durch Kinasen, oder die Dephosphorylierung durch Phosphatasen[3]. Wie be-

reits im vorigen Abschnitt erwähnt, benötigen dendritische Spines Stabilität, um

synaptische Verbindungen über lange Zeit hinweg aufrecht zu erhalten. Aber auf

der anderen Seite sind sie hochflexible, plastische Gebilde, die sich jederzeit än-

dern können. Man glaubt, viele dieser plastischen und hochdynamischen Vorgän-

ge werden von Kinasen und deren Signalkaskaden kontrolliert [126,191]. Beispiels-

halber sollen hier sehr kurz einige prominente Signalwege erläutert werden, die

mit der Modulation der strukturellen Plastizität am Spine assoziiert wurden:

Rho/Rac: Der Rho/Rac-Signalweg beeinflusst direkt den Ausbau und auch den

Rückzug von Spines unter Anteilnahme des Aktin-Zytoskeletts [59,132].

CaMKII: Eine der vielen Funktionen der CaMKII Isozyme ist die aktivitätsindu-

zierte Spine-Stabilisierung. Charakteristisch für die CaMKII ist die Mannigfal-

tigkeit an Protein-Protein-Interaktionsmöglichkeiten. Die β-Isoform verfügt

darüber hinaus über eine Bindestelle für F-Aktin, um dessen Stabilisierung

zu unterstützen[132,217].

PKA: Postsynaptisch erhöht der Protein-Kinase A Signalweg die Wahrscheinlich-

keit, dass sich AMPA-Rezeptoren durch einen Glutamat-Stimulus öffnen und
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sich effizienter entlang der Postsynapse verankern[1].

MAPK: Die Mitogen aktivierte Protein-Kinasen Signalisierung umfasst eine Grup-

pe verwandter Kinasen, die allesamt eine Rolle in der synaptischen Langzeit-

Plastizität ausüben. Im Beispiel der ERK-Aktivierung kommt es zusammen

mit einer Spine-Vergrößerung zur Insertion von AMPA-Rezeptoren und zur

Stärkung der synaptischen Übertragung[16].

Wnt: Wnt-Signalwege leisten einen besonderen Beitrag unter anderem bei der

Festlegung der Zellpolarität, dem axonalen Wachstum und dem Ausreifen

von Dendriten. Es gibt aber vermehrt Hinweise darauf, dass Wnt-Signalwege

an der Synapse und ihrer Plastizität eine Rolle spielen. Dies kann über den

Zellkern via der β-Catenin regulierten Genexpression, oder zytosolisch unter

Einbezug von Protein-Kinase C, CaMKII oder der Variation der lokalen Ca2+-

Konzentration geschehen[8,214].

Die Glycogen-Synthase-Kinase-3 (GSK-3) moduliert ein weiteres komplexes Netz-

werk, welches erst kürzlich mit synaptischer Plastizität in Verbindung gebracht

wurde[20,166]. Für GSK-3 wurde darüber hinaus eine Funktion bei der Vesikelfreiset-

zung und Wiedergewinnung an der Präsynapse während der synaptischen Aktivi-

tät beschrieben[33,236]. Einige der oben genannten Kandidaten haben GSK-3 als Ef-

fektor[164]. Die meisten Untersuchungen konzentrierten sich jedoch auf die präsyn-

aptische Seite und wurden in artifiziellen Zellkultur-Systemen durchgeführt. Ande-

re Studien beschäftigten sich dagegen an organotypischen Hirnschnitten mit der

Elektrophysiologie. Die in vivo Rolle von GSK-3 in der strukturellen Spine-Plastizität

bleibt jedoch unaufgeklärt. Dieser Fragestellung widmet sich diese Arbeit.

2.6 GSK-3β und synaptische Plastizität

GSK-3 ist eine Serin/Threonin Protein-Kinase. Sie katalysiert bei Proteinen das An-

hängen von Phosphatgruppen an Serin- oder Threonin-Aminosäure-Reste unter

Spaltung von Adenosintriphosphat (ATP). Wie sich bereits am Namen erkennen

lässt, wurde dieses Enzym zum ersten mal 1980 im Zusammenhang mit dem

Zuckermetabolismus entdeckt[57]. Seither hat sich GSK-3 als eine nahezu universel-

le Kinase für über 40 verschiedene Proteine in unterschiedlichen Signalwegen her-

ausgestellt [107]. Eine GSK-3 vermittelte Phosphorylierung inhibiert in der Regel die

Akivität des Zielproteins. GSK-3 existiert in zwei Isoformen, der α- und β-Isoform.
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Die Aktivität der α-Isoform wird durch die Phosphorylierung der Aminosäure Serin

21 reguliert. Bei der β-Isoform geschieht dies durch Phosphorylierung von Serin

9[38]. Besonders der β-Isoform werden diverse Funktionen zugesprochen, z.B. die

Glukoseregulation, Zellproliferation, Zellmigration, Inflammation, Immunantwort,

Apoptose und Festlegung der neuronalen Polarität [4,105,220,221]. GSK-3β wird im

sich entwickelnden, aber auch im adulten Gehirn in großen Mengen gebildet.

Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen bestätigen darüber hinaus

die Anwesenheit von GSK-3β in ausdifferenzierten Dendriten und Synapsen[169].

Die Indizien für eine Beteiligung von GSK-3β in der synaptischen Plastizität stüt-

zen sich hauptsächlich auf Befunde, die durch elektrophysiologische Studien an

organotypischen Hirnschnitten erhoben wurden[20,166].

Der NMDA-Rezeptor-mediierte LTP-Stimulus bewirkt, dass sich vermehrt NMDA-

und AMPA-Rezeptoren in die postsynaptische Membran verankern und Synapsen

vergrößern (siehe auch Abschnitt 2.1 „Synaptische Plastizität“ auf Seite 3) [127,139,144]

[36]. Der LTD-Stimulus dagegen repräsentiert das Gegenteil zur LTP-Stimulation. Sie

bewirkt unter anderem die Loslösung von AMPA-Rezeptoren aus der Membran

- es kommt somit zur Schwächung der synaptischen Stärke[12,36]. Es stellte sich

heraus, dass es durch GSK-3-Inhibition nicht mehr zur Endozytose postsynapti-

scher AMPA-Rezeptoren kommt und die LTD-Induktion somit blockiert wird[166].

Dieser Effekt scheint spezifisch von GSK-3 und keiner anderen verwandten Kinase

abhängig zu sein[165]. Dies betrifft nur die LTD-Induktion, nicht aber die LTP oder

andere Formen der Plastizität [166]. Unter Normalbedingungen kommt es bei der

LTP-Stimulation durch Serin-9-Phosphorylierung zur intrinsischen Inhibition von

GSK-3[99]. Darüber hinaus blockiert eine GSK-3 Überexpression die Induktion ei-

ner LTP-Antwort[166]. Zusammengenommen führen diese Befunde zur Hypothese,

dass LTP und LTD über einen molekularen Pfad interagieren, der GSK-3 als „mole-

kularen Schalter“ involviert.

Es hat sich herausgestellt, dass GSK-3β von vielen Signalwegen inhibiert wird, die

mit der synaptischen Plastizität in Verbindung stehen. So können z.B. CaMKII, p38-

MAPK oder PKA GSK-3β direkt durch S9-Phosphorylierung inaktivieren[160,195,206].

Dagegen bewirkt der Einstrom von Ca2+ in die Synapse die Aktivierung von Protein-

Phosphatase-1. Sie aktiviert GSK-3β durch S9-Dephosphorylierung. Dieser Signal-

weg ist wichtig zur Induktion der LTD[151]. Über die bekannten Zielproteine von

GSK-3β lässt sich ebenfalls eine Beteiligung des Enzyms bei der neuronalen Plasti-

zität herleiten. Erstens kann GSK-3 direkt mit einer ganzen Reihe von Proteinen in
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Verbindung treten, die eng mit der Dynamik des Zytoskeletts verknüpft sind. Bei-

spielshalber kann GSK-3 Mikrotubuli-assoziierte Proteine wie Tau, MAP1b oder

MAP2c phosphorylieren und somit deren Fähigkeit Mikrotubuli zu stabilisieren

verändern[77,181,197]. Zweitens verfügt das Protein CREB über eine Phosphorylie-

rungsstelle für GSK-3. CREB ist ein Transkriptionsregulator von Genen, die un-

ter anderem mit Langzeit-Lernvorgängen in Zusammenhang gebracht werden.

CREB aktiviert die Transkription unmittelbar früher Gene, die innerhalb von Mi-

nuten nach der neuronalen Stimulation aktiv werden. Sie codieren Wachstums-

faktoren, Stoffwechselenzyme, Zellmembranproteine und Signaltransduktionspro-

teine[44,189]. Drittens bewirkt GSK-3β durch β-Catenin-Phosphorylierung im Wnt-

Signalweg dessen Stilllegung. Die Funktion von β-Catenin in adulten Nervenzellen

ist noch relativ unverstanden. Neben seiner Aktivität als Transkriptionsfaktor weiß

man aber, dass es bei der Ausbildung von Zelladhäsionskontakten an der Synapse

beteiligt ist [152]. Funktional betrachtet beeinflusst β-Catenin die Spontanaktivität

von Neuronen. Hinsichtlich der Spine-Morphologie hat β-Catenin einen Effekt auf

die Spine-Morphogenese[8,152,162].

Obwohl sich die β-Isoform von GSK-3 als Hauptspieler in der synaptischen Plastizi-

tät herauskristallisierte, kann man eine Beteiligung der α-Isoform nicht ausschlie-

ßen. Es sind jedoch kaum Informationen über eine Beteiligung von GSK-3α am

Spine vorhanden. Die physiologische Charakterisierung von GSK-3β in der neu-

ronalen Plastizität ist auch aus medizinischer Sicht von Bedeutung. Abnormale

GSK-3β-Aktivität wurde mit vielen psychiatrischen Erkrankungen assoziiert, die

mit eingeschränkten kognitiven Leistungen und Synapsenuntergang einhergehen.

Darunter fällt die Alzheimer-Erkrankung, Schizophrenie, Fragiles-X-Syndrom oder

Fronto-Temporale-Demenz, um nur einige zu nennen[31,148,171,204]. Deshalb bleibt

GSK-3β nach wie vor ein interessantes Ziel der Pharma-Industrie zur Entwicklung

neuer therapeutischer Strategien[34,56,221].

2.7 Zielsetzung dieser Arbeit

Die obigen Erörterungen führen zur Hypothese, dass GSK-3β auch in der struk-

turellen Spine-Plastizität eine Funktion übernimmt. Obwohl die Hinweise relativ

eindeutig sind, wurde eine Rolle von GSK-3β in der strukturellen Spine-Plastizität

noch nicht untersucht.
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Diese Arbeit soll deshalb den Einfluss von GSK-3β auf Spine-Dichten, Spine-Dyna-

miken, funktionelle Relevanz und eventuelle zugrunde liegende molekulare Me-

chanismen beleuchten. Insbesondere steht hier die postsynaptische in vivo Cha-

rakterisierung des Enzyms im adulten Maus-Neuron im Fokus. Da eine genomi-

sche Deletion von GSK-3β zur Letalität des Mausembryos führt [92], sollen neue

pharmakologische und genetische Manipulationsansätze zur zeitlich und örtlich

kontrollierten Manipulation der GSK-3β-Aktivität etabliert und angewendet wer-

den. Unter Einbezug hochauflösender Bildgebungsverfahren wie Konfokal- und

intravitale Zweiphotonenmikroskopie sollen die erbrachten Ergebnisse zum Ver-

ständnis über die Mechanismen des Lernens und Erinnerns beitragen.

Die physiologische Charakterisierung von GSK-3β in der strukturellen Spine-Plas-

tizität ist nicht nur für die Grundlagenforschung von Interesse, sondern hat dar-

über hinaus auch Bedeutung für die Entwicklung therapeutischer Strategien zur

Behandlung neurodegenerativer Erkrankungen.



3 ERGEBNISSE 21

3 Ergebnisse

3.1 Die GSK-3βLoxP(EX2)×SlickV-Mauslinie

Die genomische GSK-3β-Defizienz ist für den Mausembryo aufgrund einer gra-

vierenden Leberdegeneration tödlich[92]. Für die Analyse der GSK-3β-Funktion in

adulten Nervenzellen müssen daher andere Knockout-Strategien herangezogen

werden, die eine zeitliche und örtliche Kontrolle der Expression erlauben. Das

Cre/LoxP-Rekombinationssystem eignet sich dazu besonders gut. Cre-Rekombina-

sen katalysieren die Spaltung von DNA zwischen spezifischen DNA-Erkennungs-

sequenzen. Diese werden als „LoxP“-Stellen bezeichnet und flankieren das auszu-

schneidende Gen[207]. Die in dieser Arbeit verwendete SlickV-Linie ist eine transge-

ne Mauslinie, die speziell für die Cre/Lox-Rekombination im Gehirn generiert wur-

de[230]. Sie bildet in Neuronen unter der Kontrolle des Thy-1 Promotors die Cre-

ERT2-Rekombinase zusammen mit YFP. Thy-1 ist ein Zelloberflächen-Glykoprotein

der Immunglobulin-Superfamilie, das unter anderem im Thymus und im Nerven-

system gebildet wird[24]. Wegen der Lokalisation des SlickV-Transgens im Mausge-

nom ist das Konstrukt vereinzelt in Neuronen der cortikalen Schicht 2/3, Schicht

5 oder des Hippocampus aktiv[230]. Wie auch in Abbildung 3.1A zu sehen ist,

eignet sich dadurch diese Mauslinie besonders gut für konfokale und intravital-

mikroskopische Untersuchungen, weil relativ wenig Hintergrundfluoreszenz zu er-

warten ist [17,230].

Alle YFP-positiven Zellen verfügen über die Cre-ERT2-Rekombinase. Sie ist ursprüng-

lich an ein weiteres Protein, das HSP90 (Hitze-Schock-Protein 90), gebunden. Auf-

grund der Größe dieses Komplexes kann die Cre-ERT2-Rekombinase nicht in den

Zellkern eindringen. Tamoxifen, ein Östrogenanalogon, bewirkt jedoch die Disso-

ziation von HSP90, wodurch Cre-ERT2 in den Zellkern diffundieren und dort geno-

misch aktiv werden kann.
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Die Effizienz des Knockouts hängt im Wesentlichen von drei Faktoren ab[207]:

1. Die Konzentration, mit der Tamoxifen verabreicht wird. Je höher die Konzen-

tration, umso wahrscheinlicher erreicht eine ausreichende Menge die Neu-

rone. Zu hohe Dosen sind allerdings toxisch.

2. Der Verabreichungsweg: Tamoxifen kann intraperitoneal (i.p.) und oral ver-

abreicht werden. Da die orale Verabreichung über eine Magensonde weiter

verbreitet und für die Maus schonender ist, wurde dieser Verabreichungs-

weg ausgewählt.

3. Die Exposition der LoxP-Stellen: Je nachdem, wie gut die LoxP-Stellen für die

Cre-ERT2-Rekombinase zugänglich sind, desto effizienter erfolgt der Knock-

out.

A B

Tamoxifen

5 Tage

Cre-ERT2

YFP

Thy-1

LoxP

GSK-3βX

LoxP

Abbildung 3.1: Die GSK-3βLoxP(EX2)×SlickV-Mauslinie. (A) Ausschnittsvergrößerung aus einem
SlickV-Sagittalschnitt. In orange ist der somatosensorische Cortex hervorgehoben, in schwarz der
Hippocampus. (B) Kreuzungsschema zur Erzeugung der GSK-3βLoxP(EX2)×SlickV-Mauslinie. SlickV-
Mäuse bilden in YFP fluoreszierenden Neuronen Cre-ERT2. Maßstabsbalken: 400µm.

Die SlickV- wurde mit der GSK-3βLoxP(EX2)-Mauslinie verkreuzt. In ihr flankieren die

LoxP-Stellen das Exon 2 von GSK-3β, was dessen Knockout durch Tamoxifen-

Induktion ermöglicht. Das Kreuzungsschema in Abbildung 3.1B verdeutlicht die

Erzeugung der GSK-3βLoxP(EX2)×SlickV-Linie. Die markierten Bereiche in Abbildung
3.1A sind die Hirnregionen, die für die folgenden Analysen in Betracht gezogen

wurden: der somatosensorische Cortex (orange) und der Hippocampus (schwarz).

Alle in dieser Arbeit analysierten Tiere befanden sich zu Beginn der Experimente
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im Alter von zwei Monaten und waren unterschiedlichen Geschlechts.

3.2 Validierung des GSK-3β-Einzelzell Knockouts

GSK-3β ist mit einer Halbwertszeit von 48 Stunden ein relativ stabiles Protein[52].

Deshalb wurde vor der eigentlichen Analyse immer noch eine zusätzliche Wo-

che nach der letzten Tamoxifen-Verabreichung gewartet. In dieser Zeit sollten sich

mögliche Effekte etablieren. In den folgenden Versuchen wurde zur Induktion des

GSK-3β-Knockouts Tamoxifen wie beschrieben[230] oral in einer täglichen Dosis

von 0,25mg/g 5 Tage lang verabreicht. Abbildung 3.2A zeigt exemplarisch die

Immunhistochemie für GSK-3β eine Woche nach dem Knockout. Während die

meisten Zellen GSK-3β gefärbt sind und somit das Enzym enthalten, fällt die Fär-

bung in den YFP-positiven Zellen unter die Detektionsgrenze. Durch Auszählung

in der hippocampalen Region CA1 (Abbildung 3.2B) wurde die Effektivität des

Knockouts mit ca. 62% bestimmt.

YFP GSK-3β+DAPI

MischungDAPI

A B

Hippocampus

Somatosensorischer
Cortex

CA1

Abbildung 3.2: GSK-3β-Einzelzell-Knockout. (A) Konfokales Bild aus der CA1-Region, eine
Woche nach der letzten Tamoxifen-Administration. YFP und Sternchen identifizieren GSK-3β-
Knockout-Neurone. DAPI markiert die Zellkerne (Maßstabsleiste: 20µm). (B) Skizze zur Veranschau-
lichung der analysierten hippocampalen Region CA1.
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3.3 GSK-3β-Knockout reduziert dendritische

Spine-Dichten

Um zu beurteilen, inwieweit GSK-3β dendritische Spines beeinflusst, wurde ein

Knockout in zwei Monate alten Tieren induziert. Eine Woche nach der letzten

Tamoxifen-Administration wurden fixierte Gehirnschnitte hergestellt und das

schwache intrinsische YFP-Signal immunhistochemisch verstärkt. Abbildung 3.3A

zeigt, welche Dendriten für die Spine-Dichte-Bestimmung untersucht wurden.

Dabei handelte es sich um apikale (blau eingerahmt) und basale (magenta

eingerahmt) Dendriten zweiten Grades. Sie stammten von Neuronen aus dem

Hippocampus CA1, und den cortikalen Schichten 2/3 und 5. In Abbildung

3.3B und Tabelle 3.1 ist zu erkennen, dass in allen untersuchten Regionen ein

GSK-3β-Knockout die Spine-Dichte signifikant um 29±6% reduzierte.

Spine-Dichten nach GSK-3β-Knockout

Region GSK-3β+/+ GSK-3β-/- % Reduktion

CA1 apikalt0: 1,92±0,04µm-1 1,93±0,07µm-1 ≈0%
CA1 apikal: 2,04±0,04µm-1 1,56±0,02µm-1 ≈23%
CA1 basal: 1,88±0,07µm-1 1,50±0,01µm-1 ≈21%
Schicht 3 apikal: 1,00±0,06µm-1 0,75±0,29µm-1 ≈26%
Schicht 3 basal: 0,95±0,06µm-1 0,64±0,04µm-1 ≈33%
Schicht 5 apikal: 1,10±0,04µm-1 0,73±0,07µm-1 ≈34%
Schicht 5 basal: 0,96±0,02µm-1 0,61±0,07µm-1 ≈37%
Tabelle 3.1: Dendritische Spine-Dichten vor („t0“) und nach dem GSK-3β-Knockout. Fehlte
GSK-3β in den Neuronen, reduzierte sich nach einer Woche die Spine-Dichte zwischen 21-37%.

Repräsentativ für diesen Effekt sind in Abbildung 3.3C einige Dendriten darge-

stellt. Um als Ursache mögliche Differenzen im genetischen Hintergrund der Maus-

linie auszuschließen, wurde die Spine-Dichte apikaler CA1-Dendriten auch vor der

Induktion des Knockouts quantifiziert („t0“). Die Spine-Dichte unterschied sich

nicht signifikant von Wildtyp-Tieren (Abbildung 3.3D). Dies erhärtete den Befund

der Spezifität des Knockouts.
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Abbildung 3.3: GSK-3β-Knockout Effekt auf die Spine-Dichten. (A) Zeichnung zur Lage der
Neurone, an denen die Spine-Dichte gemessen wurde. Blau: apikale Dendriten, magenta: basale
Dendriten, gelb: apikale Dendriten für die intravitale Mikroskopie (siehe Abschnitt 3.12 auf Seite
36). (B) Dendritische Spine-Dichten aus verschiedenen Hirnregionen, eine Woche nach der letzten
Tamoxifen-Administration (p<0,001; t-Test; n=25 Dendriten pro Tier; N=4-8 Tiere). (C) Konfokale
Aufnahmen exemplarischer apikaler Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm). (D) Spine-Dichte vor der
Induktion des Knockouts („t0“; p>0,05; t-Test; n=10 Dendriten pro Tier; N=3 Tiere). Fehlerbalken
zeigen Standardabweichung. „t0“: Zeitpunkt vor Knockout, S3/5: Cortikale Schicht 3/5.
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3.4 Dosis-Wirkungs-Beziehung

Da die GSK-3β vermittelte Spine-Dichte-Reduktion unabhängig von den unter-

suchten Hirn-Regionen beobachtet wurde, wurden für alle weiteren Ex-vivo-Ana-

lysen apikale CA1-Dendriten herangezogen. Die Frage, ob eine Gendosis-Abhän-

gigkeit zwischen der Spine-Dichte-Reduktion und der GSK-3β-Expression besteht,

wurde mit der Durchführung eines heterozygoten Knockouts geklärt. In Abbil-

dung 3.4 und Tabelle 3.2 ist erkennbar, dass der heterozygote GSK-3β-Knockout

ebenfalls eine Spine-Dichte-Reduktion verursachte.

CA1-Spine-Dichten im GSK-3β+/--Genotyp

- GSK-3β+/+ GSK-3β+/- GSK-3β-/-

Spine-Dichte: *2,04±0,04µm-1 1,82±0,01µm-1 *1,56±0,02µm-1
% Reduktion: - ≈10% ≈23%
Tabelle 3.2: Dendritische Spine-Dichten bei einem heterozygoten GSK-3β-Knockout. Im
Hippocampus CA1 bewirkte die halbe Gendosis nunmehr eine Spine-Dichte-Reduktion um ca.
10%, was knapp der Hälfte eines homozygoten GSK-3β-Knockouts entsprach. * Wildtyp-Werte
entstammen aus dem Experiment in Abschnitt 3.3 auf Seite 24.

Da sich die Spine-Dichte-Reduktion bei heterozygoter GSK-3β-Deletion um ca. die

Hälfte des homozygoten Knockouts belief, ist es wahrscheinlich, dass ein direk-

ter Zusammenhang zwischen der GSK-3β-Gendosis und dem beobachteten Effekt

existiert.

3.5 Pharmakologische GSK-3-Inhibition reduziert

die Spine-Dichte

Da GSK-3 ein interessantes therapeutisches Ziel bei der Behandlung neurodege-

nerativer Erkrankungen ist (siehe Abschnitt 2.6 auf Seite 19 und Abschnitt 4.5 auf

Seite 61), wurde das Sortiment verfügbarer GSK-3-Inhibitoren stetig erweitert [56].

Der GSK-3 spezifische Inhibitor AR-A014418 wurde von Gould et al. 2004[78] cha-

rakterisiert und fand in vielen präklinischen Studien Anwendung. Er blockiert die

ATP-Bindestelle, wodurch beide Isoformen des Enzyms gehemmt werden[56,78]. Es

stellte sich die Frage, ob sich der genetische Knockout-Effekt durch die Verabrei-

chung eines GSK-3-Inhibitors reproduzieren lässt. Dazu wurde der Inhibitor nach



3 ERGEBNISSE 27

A

GSK-3β+/+

GSK-3β+/-

GSK-3β-/-S
pi

ne
-D

ic
ht

e 
(μ

m
-1

)

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

GSK-3β
-/-

GSK-3β
+/+

GSK-3β
+/-

*** ***

B

Abbildung 3.4: Heterozygoter GSK-3β-Einzelzell-Knockout. (A) Spine-Dichten aus dem Hip-
pocampus CA1, eine Woche nach der letzten Tamoxifen-Administration (p<0,001; ANOVA; n=10
Dendriten pro Tier; N=4-8 Tiere). (B) Konfokale Aufnahmen exemplarischer Dendriten (Maßstabs-
leiste: 2µm). Fehlerbalken zeigen Standardabweichung.

Gould et al. 2004 zwei Monate alten GSK-3β+/+-Mäusen drei Wochen lang mit ei-

ner Dosis von 30µM i.p. verabreicht[78]. Anschließend wurden die SlickV-Neurone

gegen YFP nachgefärbt und die CA1-Region des Hippocampus der Spine-Dichte-

Analyse unterzogen. Wie aus Abbildung 3.5 zu entnehmen ist, bewirkte die Ad-

ministration des Inhibitors ebenfalls eine signifikante Spine-Dichte-Reduktion von

1,93±0,05µm-1auf 1,62±0,11µm-1. Diese Reduktion belief sich bei diesem Ver-
such auf ca. 18% und fällt damit geringer aus als in dem vorher beschriebenen

Knockout-Versuch (siehe Abschnitt 3.3 auf Seite 24).

3.6 Die Spine-Dichte-Reduktion ist β-Isoform

spezifisch

GSK-3α und GSK-3β sind zwei eng verwandte Isozyme. Die α-Isoform unterschei-

det sich dabei imWesentlichen nur durch eine Glycin-reiche Region am N-terminus

der Kinase[4]. Obwohl der zuvor beschriebene Knockout-Effekt durch die Deletion

des GSK-3β-Gens verursacht wurde, war eine mögliche Beteiligung von GSK-3α

nicht gänzlich auszuschließen. Es wäre beispielsweise denkbar, dass der GSK-3β-

spezifische Effekt von GSK-3α abgeschwächt wird und dadurch milder ausfällt.

Um diese Fragestellung zu untersuchen, wurde ein GSK-3β-Knockout induziert
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Abbildung 3.5: Pharmakologische GSK-3-Inhibition. (A) Spine-Dichten aus dem Hippocam-
pus CA1 nach drei Wochen pharmakologischer GSK-3-Inhibition (p<0,01; t-Test; n=10 Dendriten
pro Tier; N=4 Tiere). (B) Konfokale Aufnahmen exemplarischer Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm).
Fehlerbalken zeigen Standardabweichung. LM: Lösungsmittel, AR-A: AR-A014418.

und anschließend zusätzlich für drei Wochen der GSK-3-Inhibitor AR-A014418

verabreicht, der zusätzlich die α-Isoform inhibiert. Der GSK-3β-Knockout bewirk-

te wie erwartet eine signifikante Spine-Dichte-Reduktion von *1,94±0,02µm-1 auf
1,53±0,01µm-1 (siehe Abbildung 3.6). Die darauffolgende Inhibition von GSK-3α
beeinflusste die CA1-Spine-Dichte nicht zusätzlich signifikant (von 1,53±0,01µm-1
zu 1,52±0,04µm-1).
Die Kombination aus GSK-3β-Knockout und GSK-3-Inhibition bewirkte also keine

weitere Spine-Dichte-Änderung im Hippocampus CA1. Dies führt zur Hypothese,

dass eine Modulation der Spine-Dichte nicht durch GSK-3α, sondern ausschließlich

durch die β-Isoform bedingt ist.

3.7 Die Spine-Dichte-Reduktion hat keine

präsynaptische Ursache

In dem hier verwendeten Mausmodell enthielten lediglich 5% aller Neurone das

SlickV-Konstrukt[17,230] und die Effektivität des Knockouts lag bei ca. 62%. Daraus

ergibt sich, dass nach Induktion ca. 3,1% der Neurone in den untersuchten Hirn-

regionen GSK-3β verloren haben. Es ist also sehr unwahrscheinlich, dass die hier

beobachteten Effekte eine präsynaptische Ursache haben. Um dies mit Gewissheit

ausschließen zu können, wurden immunhistochemische Färbungen durchgeführt.

* Wildtyp-Wert stammt aus Experiment in Abschnitt 3.10 auf Seite 33
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Abbildung 3.6: GSK-3β-Deletion und pharmakologische GSK-3-Inhibition. (A) Spine-
Dichten aus dem Hippocampus CA1 nach GSK-3β-Knockout und pharmakologischer GSK-3-
Inhibition (p<0,001; ANOVA; n=10 Dendriten pro Tier; N=4 Tiere). (B) Konfokale Aufnahmen
exemplarischer Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm). Fehlerbalken zeigen Standardabweichung. LM:
Lösungsmittel, AR-A: AR-A014418.

Mit einem Antikörper gegen Synapsin und im roten Spektralbereich detektierba-

ren Farbstoff wurden alle Präsynapsen markiert. Parallel dazu wurden Dendriten

und Spines im grünen Spektralbereich mikroskopiert (Abbildung 3.7A). Über eine

automatische Auswerteroutine von Dr. Mario Dorostkar wurde die Präsynapsen-

Dichte in Abhängigkeit zur Distanz zum Knockout-Dendriten quantifiziert. Die

Präsynapsen-Dichte unterschied sich innerhalb des Radius von 1µm oder 5µm um

YFP-positive Dendriten herum nicht signifikant zwischen Wildtyp- und Knockout-

Tieren (Abbildung 3.7B; 1µm: 0,51±0,03µm-2 in Kontrollen vs. 0,55±0,03µm-2 in
Knockouts; 5µm: 0,47±0,02µm-2 in Kontrollen vs. 0,50±0,03µm-2 in Knockouts).
Auf ähnliche Weise wurde auch die Wirkung des GSK-3-Inhibitors AR-A014418

im Cortex analysiert. Durch die Verwendung gegen PSD-95 (roter Spektralbereich)

und gegen Synapsin (grüner Spektralbereich) gerichteter Antikörper konnten Post-

bzw. Präsynapsen parallel detektiert werden. Während nach GSK-3-Inhibition die

Postsynapsen-Dichte von 0,24±0,02µm-2 auf 0,16±0,01µm-2 fiel, galt dies nicht
für die Präsynapsen-Dichte (0,43±0,02µm-2 in Kontrollen vs. 0,44±0,06µm-2 in
Knockouts, Abbildung 3.7C). Somit scheinen die hier beobachteten Effekte durch

GSK-3β-Knockout oder GSK-3-Inhibition keine präsynaptische Ursache zu haben.
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Abbildung 3.7: Postsynaptische Lokalisation des GSK-3β-Knockout Effekts. (A) Hippo-
campaler Dendrit im grünen Kanal, Synapsin-Detektion im roten Kanal, Distanzsegmentierung
mit Punktdetektion. Maßstabsleiste: 10µm und 5µm in der Vergrößerung. (B) Keine signifikan-
te Veränderung der Präsynapsen-Dichte durch GSK-3β-Knockout (p>0,05; t-Test; N=5-6 Tiere). (C)
Darstellung der automatischen PSD-95/Synapsin Punktdetektion und Effekt des GSK-3-Inhibitors
auf die PSD-95-Dichte (p<0,01; t-Test; N=4 Tiere). Maßstabsleiste: 5µm. Fehlerbalken zeigen Stan-
dardabweichung. Syn: Synapsin, PSD: PSD-95.

3.8 GSK-3β-Knockout verändert

Spine-Morphologien

Dass ein GSK-3β-Knockout Spine-Dichten beeinflusst, wurde in den vorigen Ab-

schnitten mehrfach gezeigt. Es blieb jedoch unklar, ob hierbei tatsächlich nur die

Anzahl dendritischer Spines betroffen war, oder ob GSK-3β auch Veränderungen

in der Morphologie-Population mit sich zog. Deswegen wurden unter Zuhilfenah-

me der Bildanalyse-Software Imaris dendritische Spines semi-automatisch anhand

ihrer dreidimensionalen Ausmaße als mushroom, stubby oder thin klassifiziert (sie-
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he Abschnitt 2.2.1 auf Seite 7). Die Einstufung erfolgte dabei nach folgendem

Muster, welches aus der Literatur abgeleitet wurde[84,170,231]:

Spine :=

⎧⎪⎪⎪⎨
⎪⎪⎪⎩

M, falls max (WK)
min (WH) > 1, 4 ∧ max (WK) > 0, 5 ∧ min (WH) > 0

S, falls L
WH

≤ 3 ∨ min (WH) = 0 ∨ min (WH) > 0, 5
T, falls L

WH
> 3

M : Mushroom S: Stubby T : Thin

WK : Kopf-Weite WH : Hals-Weite L: Länge

WH : mittlere Hals-Weite

WH

WK

L

Abbildung 3.8:
Spine-Drahtmodell

Dendriten und Spines wurden manuell nachgezeichnet und

über ein angepasstes MatLab-Skript quantifiziert. Abbil-

dung 3.9A zeigt exemplarisch zwei modellierte Dendri-

ten nach dem Rendering. Die Kontingenzanalyse ergab,

dass sich das Muster der Spine-Klassen-Zusammensetzung

signifikant mit dem GSK-3β-Knockout veränderte (sie-

he Tabelle 3.3, Abbildung 3.9B). Es reduzierte sich die

Zusammensetzung von thin Spines um 8% und von

mushroom Spines um 6%. Dagegen nahm der Anteil

von stubby Spines um 14% zu. Die Analyse der Spine-

Kopf-Volumina zeigt, dass der Verlust von GSK-3β ei-

ne Verkleinerung der Spine-Köpfe bewirkte (Abbildung

3.9C).

Spine-Morphologie-Kontingenz nach GSK-3β-Knockout

Klasse GSK-3β+/+ GSK-3β-/- Differenz

Thin 59% 51% -8%

Stubby 28% 42% +14%

Mushroom 13% 7% -6%

Tabelle 3.3: Spine-Morphologie eine Woche nach GSK-3β-Knockout. Die Morphologie-
Kontingenz verschiebt sich auf Kosten der thin und mushroom Spines in Richtung stubby Spines.
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Abbildung 3.9: GSK-3β-Knockout beeinträchtigt die Spine-Morphologien. (A) Zwei mittels
Imaris gerenderte Dendriten (blau: thin Spines; grün: stubby Spines; rot: mushroom Spines). (B)
Das Kontingenzmuster der Spine-Morphologien von Dendriten mit und ohne GSK-3β (p<0,001;
χ2-Test; n=5 Dendriten pro Tier; N=4 Tiere). (C) Kumulatives Histogramm der Gesamt-Spine-Kopf-
Volumina (p<0,001; Mann-Whitney-Test; n=5 Dendriten pro Tier; N=4 Tiere).

3.9 GSK-3β-Knockout beeinträchtigt die

dendritische Spontanaktivität

Eine Modulation der Spine-Gestalt durch GSK-3β (siehe Abschnitt 3.8 auf Sei-

te 30) ist deshalb von Interesse, weil die Morphologie und besonders das Kopf-

Volumen eng mit den elektrophysiologischen Parametern der Dendriten verknüpft

sind[6,234]. Es liegt also die Vermutung nahe, dass sich als funktionelle Konsequenz

des GSK-3β-Knockouts auch die Spontanaktivität synaptischer Ströme verändert.

Diese Überlegung sollte mit dem hier beschriebenen Experiment geprüft werden.

Dazu wurden eineWoche nach der letzten Tamoxifen-Verabreichung akute, leben-

de Hirnschnitte angefertigt und die darin liegenden, intakten GSK-3β-Knockout-

Neurone über ihre YFP-Fluoreszenz lokalisiert. Von CA1-Pyramidenzellen wur-
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den anschließend Gesamtzellen Patch-Clamp-Messungen spontaner glutamater-

ger postsynaptischer Miniaturströme (mEPSC) aufgenommen (Abbildung 3.10A).

Die Schnitte wurden Bicucullin, Strichnin und Tetrodotoxin ausgesetzt, um inhi-

bitorische Neurotransmitter-Rezeptoren und Aktionspotenziale zu eliminieren. Als

Kontrolle dienten benachbarte, nicht-fluoreszierende GSK-3β+/+-Neurone (Abbil-

dung 3.10A). Dieses Experiment wurde von meiner Kollegin Dr. Gayane Aramuni

durchgeführt und mit ihrer freundlichen Genehmigung in diese Arbeit aufgenom-

men.

Wie in Abbildung 3.10 zu sehen ist, beeinträchtigte der GSK-3β-Knockout die

glutamaterge Neurotransmission. Dabei reduzierte sich die mittlere mEPSC-Am-

plitude von 23,29±7,96pA auf 10,96±2,29pA (Abbildung 3.10C), also um ca.
53%. Das entsprechende kumulative Histogramm in Abbildung 3.10D verdeut-

licht eine klare Zunahme von Ereignissen mit geringerer mEPSC-Amplitude in GSK-

3β-Knockout-Neuronen. Darüber hinaus war eine Tendenz der mEPSC-Frequenz-

Reduktion erkennbar, diese war jedoch nicht signifikant (Abbildung 3.10E,F). Zu-

sammengenommen legen diese Daten nahe, dass ein GSK-3β-Knockout die glu-

tamaterge Neurotransmission beeinträchtigt.

3.10 Die GSK-3β-mediierte

Spine-Dichte-Reduktion ist persistent

Weil sich Neurone hochdynamisch und plastisch verhalten, stellte sich die Frage,

ob sie sich von der Spine-Dichte-Reduktion erholen können. Deshalb wurde ein

GSK-3β-Knockout induziert und eine, 4 und 12 weitere Wochen bis zur Gehirn-

entnahme abgewartet. Die folgende Tabelle 3.4 zeigt die Werte aus der darauffol-

genden Spine-Dichte-Analyse. Wie aus Tabelle 3.4 und Abbildung 3.11 erkennbar

ist, fiel die Spine-Dichte nach GSK-3β-Knockout um ca. 23% und blieb auch nach

längeren Zeiträumen auf diesem Niveau bestehen. Da sich die Dendriten somit

nicht von der Spine-Dichte-Reduktion erholten, ist der Effekt innerhalb der ge-

messenen Periode von 12 Wochen persistent.
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Abbildung 3.10: Die exzitatorische Neurotransmission wird durch GSK-3β-Deletion be-
einträchtigt. GSK-3β-Knockout-Neurone wurden durch ihre YFP-Fluoreszenz identifiziert, wäh-
rend benachbarte, nicht-fluoreszierende Neurone als Kontrolle dienten. (A) Illustration zur Dar-
stellung der Datenakquise. (B) Elektrophysiologische Aufnahmen von exzitatorischen postsynapti-
schen Miniaturströmen (mEPSC). (C) Gemittelte mEPSC-Amplituden. (D) Kumulatives Histogramm
der Daten aus (C). (E) Gemittelte mEPSC-Frequenzen. (F) Kumulatives Histogramm der Daten aus
(E). (p<0,01; t-Test; n=7-9 Neurone; N=5 Tiere; Fehlerbalken zeigen Standardabweichung). Vielen
Dank an Dr. Gayane Aramuni.
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Zeitserie Hippocampaler Spine-Dichten

Zeit GSK-3β+/+ GSK-3β-/- Reduktion

0 Wochen: *1,92±0,04µm-1 *1,93±0,07µm-1 -

1 Wochen: *1,97±0,04µm-1 *1,56±0,02µm-1 ≈23%
4 Wochen: 1,96±0,02µm-1 1,45±0,08µm-1 ≈25%
12 Wochen: 2,01±0,04µm-1 1,54±0,12µm-1 ≈21%
Tabelle 3.4: Zeitserie eines GSK-3β-Knockouts. Die nach einer Woche erreichte Reduktion
von ≈23% blieb auch über längere Zeiträume hinweg erhalten. Die Werte sind in Abbildung 3.11
dargestellt. * Wildtyp-Werte entstammen aus Experiment in Abschnitt 3.3 auf Seite 24.
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Abbildung 3.11: Zeitserie des GSK-3β-Knockouts. (A) CA1-Spine-Dichten vor sowie nach ei-
ner, 4 und 12 Wochen nach GSK-3β-Knockout. Die Spine-Dichte reduzierte sich nach dem Knock-
out persistent (p<0,001 oder weniger; t-Test; n=10 Dendriten pro Tier; N=4-8 Tiere). (B) Konfokale
Aufnahmen exemplarischer Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm). Fehlerbalken zeigen Standardabwei-
chung.

3.11 Der Einfluss eines Enriched Environments auf

GSK-3β-Knockout-Neurone

Wenn sich, wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, die Spine-Zahl nicht von selbst er-

holen kann, ist dann die GSK-3β-mediierte Spine-Dichte-Reduktion durch andere

äußere Einflüsse umkehrbar? Die Frage, ob GSK-3β-Knockout-Neurone z.B. durch

externe Stimulation überhaupt noch zur Neubildung von Spines fähig sind, sollte

durch das Platzieren der Versuchstiere in einem Enriched Environment (EE) (siehe
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Abschnitt 2.2.2 auf Seite 8) geklärt werden. Zu diesem Zweck wurde der Knock-

out induziert und die Tiere anschließend weitere 10 Wochen einem EE ausgesetzt.

Um die Anzahl zu opfernder Mäuse zu minimieren, wurden die Spine-Dichten

mit den bereits vorhandenen Einzel-Käfig (EK) Wildtyp-Daten des „12-Wochen-

Knockouts“ (siehe Abschnitt 3.10 auf Seite 33) verglichen. Zur Verdeutlichung ist

die Zeitlinie des Experiments in Abbildung 3.12A dargestellt. Die folgende Tabelle

3.5 fasst die gemessenen Spine-Dichten, wie sie in Abbildung 3.12B,C zu sehen

sind, zusammen.

Spine-Dichten nach Enriched Environment

- GSK-3β+/+ GSK-3β-/- Reduktion

EE: 2,37±0,08µm-1 2,00±0,01µm-1 ≈15%
EK: *2,01±0,04µm-1 *1,54±0,12µm-1 ≈21%
Erhöhung: ≈15% ≈21%
Tabelle 3.5: Der Einfluss eines Enriched Environments auf hippocampale GSK-3β-
Knockout-Neurone. Das EE erhöhte die Spine-Dichte in Knockout- und in Wildtyp-Neuronen
gegenüber der EK-Haltung. Dennoch blieb ein signifikanter Unterschied zwischen beiden EE-
Kohorten vorhanden. Die Werte sind in Abbildung 3.12 dargestellt. Fehlerbalken zeigen Standard-
abweichung. * Werte entstammen aus Experiment in Abschnitt 3.10 auf Seite 33. EE: Enriched
Environment, EK: Einzel-Käfig.

Wie aus den Daten erkennbar ist, bewirkte das Enriched Environment in Wildtyp-

Neuronen gegenüber Einzel-Käfig Bedingungen eine Erhöhung der hippocampa-

len Spine-Dichte um ca. 15%. Im GSK-3β-Knockout reduzierte sich die Spine-

Dichte um denselben Wert. Dennoch war die Spine-Dichte in Knockout-Neuronen

aus dem EE gegenüber jenen aus der EK-Haltung um ca. 21% erhöht. Dies ver-

deutlicht, dass Dendriten auch ohne GSK-3β in der Lage waren, neue Spines aus-

zubilden. Es wurde allerdings nicht das gleiche Spine-Dichte-Niveau eines unma-

nipulierten Neurons erreicht.

3.12 GSK-3β beeinflusst die Spine-Kinetik

Dendritische Spines entstehen und verschwinden. Veränderungen in diesen dy-

namischen Spine-Umsätzen gehören zur Basis physiologischen Lernens und Er-

innerns[66]. Um zu verstehen, wie genau GSK-3β die ex vivo gemessene Spine-

Dichte-Reduktion veranlasste, wurde das hier vorgestellte Experiment durchge-

führt. Die intravitale Zweiphotonenmikroskopie ermöglicht es, dynamische Vor-
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Abbildung 3.12: EE verändert dendritische Spine-Dichten in Neuronen mit und ohne GSK-
3β. (A) Illustration der EE- und EK-Haltung sowie die zeitliche Aufteilung des Experiments (abgelei-
tet von Jung 2012[108]). (B) Dendritische Spine-Dichten, die durch das EE beeinflusst wurden. Der
initiale Spine-Dichte-Verlust nach GSK-3β-Knockout konnte nicht kompensiert werden (p<0,001
oder weniger; t-Test; n=10 Dendriten pro Tier; N=4 Tiere). (C) Konfokale Aufnahmen exempla-
rischer Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm). Fehlerbalken zeigen Standardabweichung. EE: Enriched
Environment, EK: Einzel-Käfig.

gänge an ausgesuchten Dendriten in regelmäßigen Abständen über lange Zeiträu-

me hinweg am lebenden Gehirn zu untersuchen. Durch das im Rahmen dieser

Arbeit entstandene Software-Paket SpineMiner (im Prinzip ein numerisches be-

nutzerfreundliches Spine-Zählwerk) wurde eine Vielzahl an Ausleseautomatiken

entwickelt (siehe auch Abschnitt 5.4.2 „Softwareapplikation SpineMiner(XT)“ auf

Seite 75). Die für dieses Experiment relevanten Analysen sind folgend in Tabelle

3.6 erklärt.
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Erklärung der in vivo Datensätze

Datensatz Bedeutung

Spine-Dichte Anzahl Spines pro Mikrometer in vivo.

Überlebensfraktion

Wie lange Spines überlebten, die zu einem

bestimmten Mikroskopie-Zeitpunkt t vor-

handen waren.

Überlebensfraktion neuer Spines

Wie lange Spines überlebten, die zu einem

bestimmten Mikroskopie-Zeitpunkt t enst-

standen sind.

dTOR

Die Spine-Umsatzrate wird folgenderma-

ßen berechnet[96]: dTOR = Sn+Sv

2·Sg
· Δt−1

mit Sn: Neu entstandene Spines. Sv: Verlo-

rengegangene Spines. Sg: Gesamtzahl Spi-

nes. Δt: Tagesabstand zwischen den Mi-

kroskopiezeitpunkten.

Fraktion transienter Spines

Als transient wurden jene Spines definiert,

deren Lebenszeit τ ≤ 4 Tage betrug. Der
Wert wurde aus einer Publikation entlehnt,

nach der neue Spines ab Tag 4 eine funk-

tionelle Synapse ausbilden können[120].

Fraktion persistenter Spines

Als persistent wurden jene Spines de-

finiert, deren Lebenszeit τ > 4 Tage

betrug. Der Wert ergibt sich aus 1 −
(Fraktion transienter Spines).

Tabelle 3.6: Relevante Datensätze für das GSK-3β-in vivo Knockout-Experiment.

Wie in Abbildung 3.13A zu sehen ist, wurde zeitgleich mit der Mikroskopie api-

kaler Dendriten cortikaler Schicht 5 Neurone der GSK-3β-Knockout induziert. Be-

reits drei Tage nach der Induktion war eine Spine-Dichte-Reduktion von ca. 20%

sichtbar. Nach diesem initialen Abfall blieb die Spine-Dichte während der gesam-

ten verbleibenden Mikroskopie-Periode konstant auf diesem Niveau (Abbildung

3.13B). Die Reduktion wurde durch eine Eliminierung persistenter Spines um ca.

-20% veranlasst (Abbildung 3.13C). Dem stand ein Anstieg transienter Spines

von ca. 0,004µm-1 auf 0,02µm-1 entgegen (Abbildung 3.13D). Dies spiegelte sich

auch in einer erhöhten Spine-Umsatzrate von 1,73% auf 3,87% wider (Abbildung
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3.13E). Der Spine-Verlust konnte einer verkürzten Lebensdauer aller Spines zuge-

schrieben werden, was sich in Zeitkonstante τ der monophasischen exponentiel-

len Abfall-Funktion ausdrückte. Die Spine-Lebensdauer τ wurde durch den GSK-

3β-Knockout von 36,8 Tage auf 13,8 Tage reduziert (Δτ ≈ -23 Tage, Abbildung
3.13F). Die Lebensdauer der Spines, die am Tag 10 entstanden waren, reduzierte

sich ebenfalls von 17,0 Tage in Kontrollen auf 4,16 Tage im Knockout (Δτ ≈ -
13 Tage, Abbildung 3.13G). Zusammengefasst sprechen diese Daten dafür, dass

eine postsynaptische GSK-3β-Defizienz primär in einer Eliminierung persistenter

Spines resultiert. Dies versucht das Neuron zu kompensieren, indem neue Spi-

nes gebildet werden. Jedoch geht mit dem Knockout die Fähigkeit verloren, neu

gebildete Spines zu stabilisieren, was sich im Anstieg der Transienten-Fraktion wi-

derspiegelt. Die Spine-Dichte-Reduktion blieb vor allem deswegen erhalten, weil

die Transienten-Fraktion ca. 1/10 der Gesamt-Spines ausmachte und somit kaum

einen Einfluss auf die Spine-Dichte hatte (siehe Abbildung 3.13C,D).

3.13 Zugrunde liegende molekulare Mechanismen

Zusammenfassend zeigen die Daten in den vorangegangenen Abschnitten, dass

GSK-3β eine fundamentale Rolle in der strukturellen Spine-Plastizität übernimmt.

Als funktionelle Konsequenz des GSK-3β-Knockouts werden stabile Spines elimi-

niert, gleichzeitig können neu gebildete Spines nicht stabilisiert werden. Das Mus-

ter der Spine-Typen mushroom, stubby und thin veränderte sich und die glutamat-

erge Neurotransmission wurde gestört. Es blieb allerdings zu klären, über welche

molekularen Mechanismen diese Veränderungen eingeleitet werden. Inzwischen

sind nahezu 100 Proteine als Substrate von GSK-3 bekannt[198], was die Suche

nach dem finalen Mediatorprotein wie die sprichwörtliche Suche nach der Na-

del im Heuhaufen erscheinen lässt. Außerdem ist es wahrscheinlich, dass durch

das Ausschalten eines kompletten Signalnetzes gleich mehrere Effektoren zusam-

menwirken und das hier beobachtete Resultat produzierten. Dennoch kann man

die Suche nach den möglichen Zielproteinen anhand des derzeitigen Stands der

Literatur folgendermaßen einschränken:

• Es sollten Substrate in Frage kommen, die in der Neurobiologie eine Rolle

spielen.

• Die Substrate sollten bereits für eine Funktion in der neuronalen Plastizität

vorgeschlagen worden sein.
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Abbildung 3.13: in vivo Spine-Dynamiken. Der Knockout wurde am Tag 0 nach der letzten Auf-
nahme induziert. (A) Schicht 5 Neurone des somatosensorischen Cortex. Die Pfeile kennzeichnen
stabile Spines (weiß), verlorene oder entstandene Spines (grün bzw. magenta). (B) Spine-Dichte
aller Spines, (C) persistenter Spines (Lebeszeit > 4 Tage) und (D) transienter Spines (Lebenszeit ≤
4 Tage). (E) Tägliche Spine-Umsatzrate. A-E: p<0,0001; Zwei-Weg ANOVA; N=4 Tiere. (F) Über-
lebenskurve der Spines, welche am Tag 0 vorhanden waren mit Fit (p<0,01; F-Test). (G) Überle-
benskurve der Spines, die am Tag 10 entstanden sind mit Fit (p<0,05; F-Test). (F-G) Die Kurven
entsprechen monophasischen exponentiellen Abfall-Funktionen (n=3-18 Dendriten pro Tier; N=4
Tiere pro Kohorte; Maßstabsleiste: 5µm). Fehlerbalken zeigen Standardabweichung.
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• Die Substrate dürfen eine Funktion in der zytoskelettären Dynamik überneh-

men.

Unter Zuhilfenahme dieser Suchkriterien wurden folgende putative GSK-3β-Medi-

atoren für die weitere Überprüfung ausgewählt:

Interessante GSK-3β-Mediatorproteine

Kandidat Funktionen

β-Catenin[8,152,167] Spine-Stabilisierung; Spine-Plastizität

BACE1[135,182] Reguliert hippocampale CA1-Spine-Dichten

CREB[40,44,189] Aktivierung unmittelbar früher Gene; Spine-Plastizität

MAPs[77,181,209]
Mikrotubuli/Aktin-Zytoskelett-Stabilität und Crosstalk;
Spine-Plastizität

NFκB[17,135] Spine-Plastizität; Bindeglied zwischen GSK-3β und BACE1

Tau[103,197]
Mikrotubuli-Stabilität; Vermutung einer synaptotoxischen
Funktion am Spine bei neurodegenerativen
Erkrankungen.

Tabelle 3.7: Kandidaten-Liste eventueller GSK-3β-Mediatoren für die Rolle von GSK-3β in
der strukturellen Spine-Plastizität.

3.13.1 Sondierung putativer GSK-3β-Mediatoren

Zunächst sollte immunhistochemisch an fixierten Gehirnschnitten sondiert wer-

den, welche der in Tabelle 3.7 genannten Substrate überhaupt durch den GSK-

3β-Knockout affektiert werden. Dazu wurden immunhistochemische Färbungen

gegen die Substrate etabliert und konfokal mikroskopiert. Wie in Abbildung 3.14

und 3.15 zu sehen ist, waren im Hippocampus CA1 die Immunreaktivitäten für

β-Catenin, MAP1b und Tau im Vergleich zu benachbarten Wildtyp-Neuronen ver-

ändert. Ein verändertes Muster konnte dagegen für die Substrate BACE1, CREB,

und NFκB nicht beschrieben werden (nicht gezeigt). Die intensive Färbung für

β-Catenin in Abbildung 3.14 war zu erwarten, da GSK-3β die Degradation β-

Catenins initiiert [198,223]. Fehlt GSK-3β, so akkumuliert β-Catenin entsprechend -

auch im Zellkern (siehe auch Illustration 3.17A und Abbildung 3.14). Ungewöhn-

lich war jedoch die relativ starke β-Catenin-Immunreaktivität in Dendriten und

vereinzelten Spines. Die Auflösung eines Proteins in einzelnen Spines in Knockout-

Neuronen konnte für kein anderes Substrat erreicht werden (Abbildung 3.15A,C).
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Abbildung 3.14: Immunreaktivität für β-Catenin, eine Woche nach GSK-3β-Knockout.
Konfokale Aufnahmen von Knockout-Neuronen im Hippocampus. Die Immunfärbung kolokalisiert
mit DAPI (DNA bindender Farbstoff) in Zellkernen und ist in einzelnen Spines detektierbar. Maß-
stabsleiste: 20µm

Rein qualitativ erweckte die MAP1b-Färbung den Eindruck, dass sich das Protein

nach GSK-3β-Knockout im Zellsoma anreicherte. Um diese Vermutung zu bestäti-

gen, wurden die Flächenwerte des Somas („S“ in Abbildung 3.15A) und des proxi-

malen Dendriten („D“ in Abbildung 3.15A) ermittelt. Als Kontrolle dienten benach-

barte, nicht YFP-positive Wildtyp-Neurone. Aus den „S“- und „D“-Werten wurden

anschließend Verhältnisse gebildet. Sie waren bei Knockout-Neuronen signifikant

herabgesetzt (siehe Abbildung 3.15B). Zusammen mit der qualitativen Betrach-

tung der Immunreaktivität bedeutet dies, dass der GSK-3β-Knockout wahrschein-

lich eine Anreicherung oder Umverteilung des MAP1b vom Dendriten zum Soma

bewirkte.

Anders als für MAP1b wurde für Tau das Gesamt-Fluoreszenz-Signal für die Quan-

tifizierung herangezogen (Abbildung 3.15C,D). Das YFP-Signal diente zunächst als

Vorlage zur Erstellung einer Maske. Anschließend wurde die Tau-Immunreaktivität

innerhalb und außerhalb der Maske integriert und das Verhältnis gebildet. Dieser

Analyseweg wurde deshalb ausgewählt, da sich offenbar das Tau-Niveau im ge-

samten Knockout-Neuron erhöhte. Wie Abbildung 3.15E bestätigt, war dies beim
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Abbildung 3.15: Immunhistochemie der GSK-3β-Substrate MAP1b und Tau-1 eine Woche
nach GSK-3β-Knockout. Konfokale Aufnahmen von CA1-Neuronen. (A) Färbung gegen MAP1b
und zugehörige Quantifizierung (B; p<0,001; t-Test; n=4-6 Zellen pro Tier; N=3 Tiere; Maßstabs-
leiste: 20µm). (C) Färbung gegen Maus-Tau und zugehörige Quantifizierung (D; p<0,01; t-Test; n=2
Bildstapel pro Tier; N=3 Tiere; Maßstabsleiste: 20µm). Fehlerbalken zeigen Standardabweichung.

GSK-3β-Knockout tatsächlich der Fall. Die Quantifizierung basierte in diesem Fall

auf einem automatisierten IgorPro-Skriptsatz, der von meinem Kollegen Dr. Mario

Dorostkar entwickelt wurde.

3.13.2 β-Catenin-Stabilisierung mediiert den Effekt des

GSK-3β-Knockouts

Immunhistochemisch war β-Catenin in GSK-3β-Knockout-Neuronen in großen

Mengen nachweisbar. Wie bereits erwähnt, phosphoryliert im adulten Neuron

GSK-3β β-Catenin, was zu dessen Degradation führt [223] (Abbildung 3.17A). Wür-
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de nun eine Deletion dieser Phosphorylierungs-Stelle im β-Catenin den GSK-3β-

Knockout-Effekt auf die Spines phänokopieren? Zu diesem Zweck wurde die Maus-

linie catnbLoxP(EX3)×SlickV gezüchtet. Durch die Verabreichung von Tamoxifen wird
das Exon 3 des β-Catenins durch Cre-ERT2-Rekombination in vereinzelten Neu-

ronen ausgeschnitten. Die Funktionalität des β-Catenins bleibt aber erhalten[82].

Durch die Exon-3-Ausschneidung kann β-Catenin nun nicht mehr von GSK-3β

phosphoryliert werden, akkumuliert und nimmt seine Rolle z.B. als Transkriptions-

faktor im Zellkern auf[82] (siehe Abbildung 3.17B).

Die β-Catenin-Stabilisierung wurde eine Woche nach der letzten Tamoxifen-Ad-

ministration immunhistochemisch überprüft. Die Färbung entsprach dem Mus-

ter, wie es bereits in Abbildung 3.15A zu sehen ist (nicht gezeigt). Dendritische

CA1-Spine-Dichten wurden vor und nach der β-Catenin-Stabilisierung untersucht.

Während vor der Tamoxifen-Verabreichung („t0“) keine signifikante Differenz im

Spine-Dichte-Niveau bestand (Tabelle 3.8, Abbildung 3.16A,B), kam es durch die

β-Catenin-Stabilisierung dagegen zu einer deutlichen Spine-Dichte-Reduktion. Sie

betrug ca. 21%, was in etwa der Reduktion nach GSK-3β-Knockout entsprach

(siehe Tabelle3.8 und Abbildung 3.16A,B).

Dieses Resultat zeigt, dass durch eine β-Catenin-Stabilisierung der GSK-3β-Knock-

out-Effekt auf die Spine-Dichte phänokopierbar ist. Damit ist der Zusammenhang

zwischen GSK-3β-Knockout und β-Catenin-Mediation aber nicht vollständig er-

bracht. Eine Woche nach der β-Catenin-Stabilisierung wurde für drei weitere Wo-

chen der GSK-3-Inhibitor AR-A014418 appliziert (siehe Abschnitt 3.5 auf Seite

26). An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, dass aufgrund des zuvor beschrie-

benen Gendosis-Zusammenhangs (siehe Abschnitt 3.4 auf Seite 26) homozygote

catnbLoxP(EX3)×SlickV-Mäuse für dieses Experiment herangezogen wurden. Denn
bei einer heterozygoten β-Catenin-Stabilisierung gäbe es noch ein wildtypisches

Allel, das durch GSK-3β-Inhibition beeinflusst werden könnte. Die Analyse hippo-

campaler CA1-Spine-Dichten ergab, dass nach β-Catenin-Stabilisierung die Werte

von mit Lösungsmittel behandelten Tieren nicht mehr signifikant von jenen mit

AR-A014418 behandelten Tieren unterscheidbar waren (Tabelle 3.8, Abbildung

3.16C,D). Somit wurde der Zusammenhang zwischen GSK-3β-Aktivität und β-

Catenin als möglicher Mediator weiter abgesichert. Zum Vergleich sind auf Seite

46 nochmals alle Spine-Dichte-Werte in Tabelle 3.8 und in Abbildung 3.17 zusam-

mengefasst.
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Abbildung 3.16: Stabilisierung von β-Catenin phänokopiert den GSK-3β-Knockout. (A)
Spine-Dichten eine Woche nach β-Catenin-Stabilisierung durch die heterozygote Exon-3-Deletion
(catnbΔEX3/+) (p<0,001; t-Test; n=10 Dendriten pro Tier; N=4-8 Tiere). (B) Konfokale Aufnahmen
apikaler CA1-Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm). (C) Spine-Dichten nach β-Catenin-Stabilisierung
und GSK-3-Inhibition (p<0,01; t-Test; n=10 Dendriten pro Tier; N=4 Tiere). (D) Konfokale Auf-
nahmen apikaler CA1-Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm). Fehlerbalken zeigen Standardabweichung.
LM: Lösungsmittel, AR-A: AR-A014418.

3.13.3 BACE1 mediiert nicht die GSK-3β-Effekte

BACE1 (β-Stelle Spaltenzym 1) ist ein transmembranöses Protein, welches neben

anderen Enzymen bei der Spaltung des amyloiden Vorläuferproteins (APP) zur Ge-

neration von Aβ beiträgt. Dies ist die Hauptkomponente der amyloiden Plaques,

die bei der Alzheimer-Erkrankung im Gehirn auftreten[5,135,204]. Es wurde in einer
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Spine-Dichten bei β-Catenin-Stabilisierung und GSK-3-Inhibition

- Vorher Nachher LM AR-A

catnb+/+ *1,92±0,04µm-1 *2,04±0,04µm-1 �1,93±0,05µm-1 �1,62±0,11µm-1

catnbΔEX3 2,04±0,09µm-1 1,58±0,14µm-1 1,61±0,05µm-1 1,60±0,04µm-1
Differenz n.s. ≈-21% ≈-18% n.s.

Tabelle 3.8: Spine-Dichten in Abhängigkeit von der β-Catenin-Stabilisierung und GSK-3-
Inhibition. Vorher: Zeitpunkt vor β-Catenin-Stabilisierung („t0“), Nachher: Zeitpunkt nach β-
Catenin-Stabilisierung, LM: mit Lösungsmittel behandelte Kohorte, AR-A: mit GSK-3-Inhibitor be-
handelte Kohorte. * Wildtyp-Werte aus Experiment in Abschnitt 3.3 auf Seite 24, �: Wildtyp-Werte
aus Experiment in Abschnitt 3.5 auf Seite 26.
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Abbildung 3.17: Schematische Illustration zur Darstellung β-Catenins als Mediatorprotein
von GSK-3β. (A) Das Verhältnis zwischen GSK-3β+/+ und GSK-3β-/- zu β-Catenin und die Wirkung
auf die dendritische Spine-Dichte. (B)Wirkungsweise der catnbΔEX3-Mutation auf die Spine-Dichte.
(C) GSK-3-Inhibition kann nach β-Catenin-Stabilisierung die Spine-Dichte nicht weiter beeinflussen.
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im Jahr 2008 veröffentlichten Studie gezeigt, dass ein BACE1-Knockout in ca. 4

Monate alten Mäusen signifikant hippocampale CA1-Spine-Dichten reduziert. Dies

ging ebenfalls mit einer Veränderung der Spine-Morphologien, nämlich auf Kosten

der mushroom Spines einher[182]. Die Bildung von BACE1 in Neuronen wird direkt

über den Transkriptionsfaktor-Komplex NFκB kontrolliert. Ob dieser Komplex aktiv

ist, bestimmt wiederum GSK-3β über Phosphorylierung. Ein direkter Zusammen-

hang zwischen BACE1-Menge und GSK-3β-Aktivität wurde bereits hergestellt [135],

nicht aber hinsichtlich dendritischer Spine-Dichten (Abbildung 3.18A).
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Abbildung 3.18: BACE1 ist nicht relevant für die GSK-3β-mediierte Spine-Dichte-
Reduktion. (A) Illustration über den Zusammenhang zwischen BACE1 und GSK-3β. (B) Spine-
Dichte vor und nach BACE1-Knockout und GSK-3-Inhibition (p<0,001; ANOVA; n=10 Dendriten
pro Tier; N=4 Tiere). (C) Konfokale Aufnahmen apikaler CA1-Dendriten (Maßstabsleiste: 2µm).
Fehlerbalken zeigen Standardabweichung. LM: Lösungsmittel, AR-A: AR-A014418.

Das hier vorgestellte Experiment wurde an BACE1-Knockout-Mäusen mit GFP-

M-Hintergrund durchgeführt. Es ist aus Abbildung 3.18B,C zu erkennen, dass

wie auch in den Experimenten zuvor, eine pharmakologische GSK-3-Inhibition

mit AR-A014418 hippocampale CA1-Spine-Dichten um ≈17% reduzierte (von
2,06±0,07µm-1 auf 1,74±0,02µm-1). Die gleiche Reduktion wurde allerdings auch
bei BACE1-defizienten Mäusen beobachtet (von 1,97±0,08µm-1 auf 1,67±0,10
µm-1). Da der Spine-Verlust bei GSK-3-Inhibition offensichtlich nicht von BACE1
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abhängig war, konnte dieses Enzym als Mediator des GSK-3β-Knockout-Effekts

ausgeschlossen werden.
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4 Diskussion

4.1 GSK-3β und Spine-Dichte

Licht- und elektronenmikroskopische Studien an adulten Mausgehirnen haben ge-

zeigt, dass GSK-3β in großenMengen in Neuronen gebildet wird und besonders in

Prä- und Postsynapsen vorzufinden ist [169]. In Zellkultursystemen konnte GSK-3β

hinsichtlich neuronaler Plastizität mit dem Wachstum und der Größe der Wachs-

tumsspitzen von Axonen assoziiert werden[76,134]. Eine Beeinflussung dendritischer

Spine-Dichten durch GSK-3β-Defizienz konnte in Zellkultur nicht beobachtet wer-

den (Jacek Jaworski, persönliche Mitteilung). Über eine Funktion auf postsynapti-

scher Seite im intakten, adulten Gehirn konnte bisher also nur spekuliert werden.

Dies lag vor allem daran, dass bisher die Erzeugung eines lebensfähigen GSK-

3β-Knockout-Mausmodells fehlschlug[92]. Zu diesem Zweck wurde in der vorlie-

genden Arbeit ein neues Mausmodell etabliert, welches die GSK-3β-Deletion in

vereinzelten adulten Neuronen im intakten Gehirn ermöglicht (siehe Abschnitt 3.1

auf Seite 21 und folgende). Durch die geringe Anzahl von Knockout-Neuronen

(ca. 3,1% aller Neurone) kann man davon ausgehen, dass die Zahl der Präsynap-

sen ohne GSK-3β vernachlässigbar klein war. Es ist also unwahrscheinlich, dass

die beobachteten postsynaptischen Knockout-Effekte eine präsynaptische Ursa-

che haben. Dies wurde durch die im Abschnitt 3.7 auf Seite 28 gezeigten Da-

ten nochmals bestätigt. Somit sind die in dieser Arbeit beschriebenen Effekte rein

postsynaptischer Natur.

Die vorliegenden Daten haben gezeigt, dass GSK-3β-Verlust die Spine-Dichte si-

gnifikant reduziert. Dies erschien zumindest im Hippocampus und somatosenso-

rischen Cortex unabhängig von den untersuchten Sub-Regionen zu sein (siehe

Abschnitt 3.3 auf Seite 24). Darüber hinaus konnte hier ein direkter Zusammen-

hang zwischen Zygotie des Knockouts und dem Effekt hergestellt werden, wel-

cher offenbar nicht durch kompensatorische Mechanismen aufgehoben wurde

(siehe Abschnitt 3.4 auf Seite 26 und Abschnitt 3.10 auf Seite 33). Ergänzend
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dazu wurde von Anneke Kremer aus der Arbeitsgruppe von Fred van Leuven

KU Leuven beobachtet, dass in einer S9A-Mutante die GSK-3β-Überaktivierung

Spine-Dichten erhöhte (persönliche Mitteilung,[47,123]). Diese Resultate erschienen

zunächst unerwartet, da GSK3-Überaktivierung auf ultrastruktureller Ebene sowie

auf Ebene der synaptischen Plastizität als synapsenschädigend beschrieben wur-

de[237]. Ebenso beeinträchtigte konditionale Überaktivierung von GSK-3β in Mäu-

sen Lern- und Erinnerungsfähigkeiten[89,133]. Die GSK-3β-Überexpression wurde

außerdem als Modell für Manie und Hyperaktivität vorgeschlagen[172]. Weil be-

einträchtigte Lern- und Erinnerungsfähigkeiten mit einer reduzierten Synapsen-

zahl assoziiert wurden[9,10], stünden diese Befunde im Widerspruch zu den hier

gezeigten Daten. In der Vergangenheit wurden allerdings auch Anstrengungen

unternommen, die GSK-3-Aktivität nicht-letal zu inhibieren. Die artifizielle Expres-

sion einer funktionsunfähigen GSK-3β-Variante bewirkte neuronale Apoptose und

Motilitätsstörungen[75]. Heterozygot GSK-3β-defiziente Mäuse unterschieden sich

bezüglich der Erinnerungsmanifestation kaum von Wildtyp-Tieren. Interessanter-

weise galt das nicht für Langzeit-Erinnerungsvorgänge. Ihr Aufbau war gestört

und Amnesie-ähnliche Symptome traten zum Vorschein[117]. Die Auswirkungen

durch pharmakologische GSK3-Inhibition in Wildyp-Tieren verbleiben ambivalent.

Zum einem bewirkte die Inhibition Störungen beim räumlichen Lernen[101]. Zum

anderen wurde nach der Administration von 0,5µM TDZD-8 (ein GSK-3-Inhibitor)

eine Spine-Dichte-Erhöhung festgestellt, bei höheren Dosen hingegen wieder eine

drastische Reduktion[40]. Diese Effekte wurden einer putativ neurotoxischen Wir-

kung der jeweils verwendeten Inhibitoren zugeschrieben. Die durch pharmako-

logische GSK-3-Inhibition gewonnenen Erkenntnisse stehen also nur teilweise im

Einklang mit den in dieser Arbeit gezeigten Daten der AR-A014418-Applikation

(siehe Abschnitt 3.5 auf Seite 26).

Inwieweit ist GSK-3β in dieser physiologischen Funktion einzigartig? Inzwischen

wurde eine ganze Reihe von molekularen Vermittlern beschrieben, die direkt oder

indirekt das Auswachsen oder die Eliminierung von Spines vermitteln. Als klas-

sisches Beispiel soll hier das Rho/Rac-GTPase-System genannt werden. Es beein-

flusst in Abhängigkeit von der Synapsen-Aktivität direkt die (De-)Polymerisation

des Aktin-Zytoskeletts, welches dem Spine Form und Stabilität verleiht [188,191]. Ein

aktuelleres Beispiel zeigte ganz ähnlich zu den in dieser Arbeit gezeigten Versu-

chen eine direkte Auswirkung des p140Cap-Proteins auf die dendritische Spine-

Dichte. p140Cap lokalisiert in der Postsynapse zusammen mit seinem Interakti-

onspartner EB3, um dort die Aktivität weiterer Kinasen zu modulieren. In Zellkul-
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tur bewirkte der p140Cap-Knockdown den Spineuntergang durch Initiation der

Aktin-Depolymerisation[104].

Das zytoskelettäre Mikrotubuli-Netzwerk wurde lange Zeit als nicht essentiell für

die strukturelle Spine-Plastizität wahrgenommen. Neuere Untersuchungen zeig-

ten allerdings, dass auch Mikrotubuli in Spines ausgebildet werden[112]. PAR-1

phosphoryliert Mikrotubuli-assoziierte Proteine[224]. Eine Störung der Mikrotubuli-

Dynamik, z.B. durch die Überexpression der PAR-1-Kinase (auch MARK genannt),

bewirkte eine sofortige Elimination von Spines[224]. Neben PAR-1 können auch ei-

nige andere Mikrotubuli-Effektoren (CLASPs, Spectraplakine) gleichzeitig das Aktin-

Zytoskelett modulieren. Deswegen wird häufig über eine Art Netzwerk-Crosstalk

diskutiert [98,104,121,213,224]. Bestätigend zeigte eine Studie zum Mikrotubuli-assozi-

ierten Protein 1B (MAP1b), dass dessen Knockout in Mäusen die hippocampale

Spine-Dichte reduzierte. Dies wurde zusammen mit RhoA-Aktivierung und Rac1-

Inaktivierung beobachtet, also Modulatoren der Aktin-Dynamik[209]. ZwischenMAP-

1b und GSK-3β gibt es einen publizierten Zusammenhang (siehe Abschnitt 4.4 auf

Seite 57)[198].

NFκB und β-Catenin sind andere Beispiele, die zunächst über das Transkriptom

die strukturelle Spine-Plastizität beeinflussen können. Ein konditionaler SlickV-me-

diierter NFκB-Knockout erzielte ähnlich wie bei den hier gezeigten Daten eine

Reduktion hippocampaler Spine-Dichten von fast 32%[17]. Interessanterweise ist

NFκB ein direktes Ziel von GSK-3β. Die NFκB-Aktivität ist direkt mit der GSK-

3β-Aktivität verknüpft [135]. Ein β-Catenin-Knockout in kultivierten hippocampalen

Neuronen rief dagegen eine erhöhte Spine-Dichte hervor[132]. Weil GSK-3β direkt

die Stabilität von β-Catenin bestimmt, entspräche dieser Phänotyp einer GSK-3β-

Überexpression.

Des Weiteren gibt es noch eine Reihe anderer Gene, die besonders im Kontext

neurodegenerativer Erkrankungen die Spine-Dichte beeinflussen können. Dabei

soll kurz das Tau-Protein genannt werden. Tau wird bei der Alzheimer-Erkrankung

durch GSK-3β hyperphosphoryliert und aggregiert [51]. Die physiologische Tau-Phos-

phorylierung bestimmt dagegen seine Lokalisation in der Zelle und seine Affi-

nität für Mikrotubuli. Dadurch ist Tau ebenfalls ein Modulator der Mikrotubuli-

Stabilität [105,216]. Die physiologische Funktion von Tau im Spine ist jedoch größ-

tenteils unklar. Es ist allerdings bekannt, dass Tau eine exzitotoxische Wirkung am

Spine vermitteln kann[103].
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Auf die möglichen molekularen Mechanismen des GSK-3β-Knockouts wird aber

im Abschnitt 4.4 auf Seite 57 nochmals eingegangen.

Eine kurze Anmerkung zur Rolle des Tamoxifens

In der vorgelegten Arbeit wurde zur Induktion des GSK-3β-Knockouts regelmäßig

Tamoxifen appliziert. Dies ist deshalb erwähnenswert, weil Tamoxifen ein Östro-

genanalog ist. Steroidhormone des Östrogen-Zyklus oder Estradiol selbst kön-

nen bei Ratten starke Schwankungen in der hippocampalen dendritischen Spine-

Dichte hervorrufen[222]. Tamoxifen-Verabreichung blockiert diesen Effekt. Tamoxi-

fen alleine bewirkt aber keine Reduktion der Spine-Dichte[153]. Da in der vorgeleg-

ten Arbeit immer beide Versuchsgruppen Tamoxifen erhielten, kann man jedoch

einen möglichen Effekt durch Tamoxifen in den Untersuchungsreihen vernachläs-

sigen.

4.2 GSK-3β und die Spine-Funktion

Die Spine-Morphologie wurde schon oft mit der elektrischen Spine-Funktion in

Verbindung gebracht. Dies ist insofern plausibel, da beispielsweise mit einem grö-

ßeren Spine-Kopf-Volumen die Membranoberfläche der Postsynapse vergrößert

ist und mehr Neurotransmitter-Rezeptoren aufnehmen kann. Dementsprechend

hängt die Integration eines Signals von der Morphologie des Spines ab[85,232,233].

Man unterscheidet im Wesentlichen drei verschiedene Morphologie-Subtypen:

mushroom, stubby und thin. Filopodien werden, da sie in der Regel keine post-

synaptische Dichte aufweisen, häufig nicht als Spine per se betrachtet[85,120,170].

Die Morphologie-Analyse in Abschnitt 3.8 auf Seite 30 ergab einen Anstieg in

der Fraktion der stubby Spines, während sich der Anteil von mushroom und thin

Spines reduzierte. Es ist nicht ungewöhnlich, dass die Manipulation von Protei-

nen, denen eine Funktion am Spine zugeschrieben wurde, die Spine-Morphologie

beeinflusst. Der Knockdown des p140Cap-Proteins sowie seines Interaktionspart-

ners EB3 veränderten die Spine-Morphologie auf Kosten der mushroom Spines,

wobei gleichzeitig die Bildung filopodialer Strukturen gefördert wurde[104]. Ein

ganz ähnlicher Effekt wurde durch den MAP1b-Knockout in Mäusen beobach-

tet. Auch hier bewirkte die MAP1b-Defizienz das Hervortreten filopodialer und

thin-ähnlicher Strukturen auf Kosten der mushroom und stubby Spines[209]. Bei

der Inaktivierung der NFκB-Signalisierung wurde eine Zunahme der stubby Spines



4 DISKUSSION 53

beobachtet[29]. Eine konditionale, postsynaptische Deletion von β-Catenin in Zell-

kultur bewirkte, dass Spines verlängert wurden, wobei die Spine-Dichte in diesem

Fall unverändert blieb[162]. Obwohl also hinsichtlich der Spine-Dichte oftmals ähn-

liche Resultate wie bei der GSK-3β-Deletion/Überaktivierung beobachtet wurden,

galt dies nicht auch unbedingt für die Spine-Morphologien. Das liegt möglicher-

weise daran, dass beim GSK-3β-Knockout andere molekulare Mechanismen in die

zytoskelettäre Dynamik eingreifen.

Zur Überprüfung der Spine-Funktionalität wurden in der vorgelegten Arbeit auch

elektrophysiologische Messungen an GSK-3β-Knockout-Neuronen durchgeführt

(siehe Abschnitt 3.9 auf Seite 32). Anstoß für dieses Experiment bildete die Tatsa-

che, dass die Spine-Morphologien jeweils unterschiedliche elektrophysiologische

Zustände reflektieren[85,170]. Darüber hinaus wurde durch GSK-3β-Verlust auch ei-

ne generelle Reduktion der Spine-Kopf-Volumina beobachtet. Die elektrophysio-

logischen Messungen an GSK-3β-Knockout-Neuronen ergaben, dass sich die Fre-

quenz der spontanen Ereignisse (mEPSC) gegenüber wildtypischen, benachbarten

Neuronen nicht signifikant veränderte. Die mEPSC-Frequenz hängt mit der Ca2+-

Konzentration in der Präsynapse zusammen. Mit ihr korreliert die Wahrscheinlich-

keit der Vesikel-Fusion an der präsynaptischen Membran und damit die Freiset-

zung von Neurotransmittern in den synaptischen Spalt [91,184,231,236]. Somit scheint

eine Wirkung eines GSK-3β-Knockouts auf die präsynaptische Vesikelfreisetzung

ausgeschlossen. Anders verhielt es sich mit der mEPSC-Amplitude. Hier wurde ei-

ne signifikante Reduktion beobachtet. Die mEPSC-Amplitude hängt unmittelbar

mit der Anzahl von Neurotransmitter-Rezeptoren in der postsynaptischen Mem-

bran zusammen. Je kleiner ein Spine ist, umso geringer ist seine Sensitivität für

Neurotransmitter, was eine niedrige Amplitude des integrierten Signals zur Folge

hat[184,231]. Dies passt besonders mit den hier erhobenen Morphologie-Daten zu-

sammen, die eine Verkleinerung des Spine-Kopf-Volumens zeigen. Ein analoger Ef-

fekt wurde in MAP1b- und NFκB-defizienten Mäusen gefunden[17,209]. Auch für β-

Catenin erscheinen die Befunde ähnlich. Der konditionale β-Catenin-Knockdown

in Kultur bewirkte bei Gesamtzellen Patch-Clamp-Messungen eine Reduktion der

mEPSC-Amplitude. Obwohl anders diskutiert, ist in den Abbildungen von Okuda et

al. 2007[162] aber auch eine klare Reduktion in der mEPSC-Frequenz zu erkennen.

Dagegen zeigte eine andere Studie von Peng et al. 2009[167] den gegenteiligen

Effekt. Die Überexpression von β-Catenin im Mausmodell führte bei gepatchten

Neuronen in organotypischen Hirnschnitten ebenfalls zu einer reduzierten mEPSC-

Amplitude. An den beiden Beispielen wird deutlich, wie sehr sich die Ergebnisse
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aus Zellkultur-Studien von jenen aus in vivoMausmodellen unterscheiden können.

Wie sieht es an der Postsynapse mit Lern- und Erinnerungsvorgängen aus? Durch

pharmakologische Manipulation der GSK-3-Aktivität wurde GSK-3 inzwischen als

ein Bindeglied zwischen der Vermittlung von LTP und LTD identifiziert. Denn die

durch GSK3-Aktivität induzierte LTD kann durch GSK-3-Inhibition blockiert wer-

den[166]. Dieser Effekt gilt nicht für andere Formen der synaptischen Plastizität und

betrifft auch keine anderen, verwandten Kinasen[165,166]. Wird ein LTP-Stimulus

angelegt, kommt es durch Phosphorylierung der Aminosäure Serin 9 zur physio-

logischen GSK-3-Inhibition[99]. Verhindert man nun diese physiologische Inhibition

durch die Verwendung einer S9A-Mutante, so kann keine LTP-Antwort mehr indu-

ziert werden[47,166]. GSK-3-Inhibition ist somit also zwingend zur Induktion der LTP,

also quasi der Erinnerungsmanifestation, erforderlich. Dabei dient GSK-3 offenbar

als eine Art „molekularer Schalter“[20].

4.3 GSK-3β und die Spine-Stabilität

Die in Abschnitt 3.3 auf Seite 24 beschriebenen Experimente haben gezeigt, dass

ein genetischer Verlust von GSK-3β die dendritische Spine-Dichte reduziert. Die-

se Befunde stammen jedoch aus Hirnschnitt-Präparaten und geben daher keine

Auskunft über die Natur der Spine-Dichte-Senkung. Prinzipiell sind zunächst nur

zwei Mechanismen denkbar. Zum einen könnte der GSK-3β-Verlust zur aktiven Eli-

minierung von bestehenden Spines führen. Zum anderem wäre es auch möglich,

dass die Nervenzelle ohne GSK-3β nicht fähig ist, neue Spines auszubilden und

sozusagen in der Entwicklung stagniert. Um diese Fragen zu klären, wurden Enri-

ched Environment-Experimente (siehe Abschnitt 3.11 auf Seite 35) und intravital-

mikroskopische Untersuchungen durchgeführt (siehe Abschnitt 3.12 auf Seite 36).

Das Platzieren der Versuchstiere in einem Enriched Environment erhöhte in Wild-

typ-Tieren gegenüber Einzelkäfig-Tieren die hippocampale CA1 Spine-Dichte. Der

Wert von 15% liegt relativ nahe an den von Jung et al. 2012 publizierten 20%[110].

Das Enriched Environment Protokoll ist als zuverlässige Methode zur neuronalen

Stimulation anzusehen. Während die meisten Studien mit dem Entzug von Sin-

nesreizen arbeiteten, um die neuronale Plastizität zu untersuchen[93,95,114], setzt
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das Enriched Environment vollkommen auf physiologische Parameter und zielt di-

rekt auf Erfahrung basiertes Lernen ab[66,179,215]. Das Enriched Environment be-

wirkt in verschiedenen Bereichen des Gehirns bei Mäusen, Ratten und Affen eine

Spine-Dichte-Erhöhung. Dazu gehört neben dem somatosensorischen Cortex[71]

auch der Hippocampus[122,175]. Auch auf elektrophysiologischer Ebene lassen sich

die Effekte des Enriched Environments abbilden. So bewirkte bereits ein 15-24-

stündiges Verweilen von Ratten im Enriched Environment eine Verstärkung der sy-

naptischen Übertragung zwischen hippocampalen Neuronen[176]. Hinsichtlich der

Wildtyp-Befunde bestätigen die vorliegenden Ergebnisse die publizierten Informa-

tionen. In einigen Studien mit transgenen Mäusen wurde das Enriched Environ-

ment als Werkzeug zur in vivo Stimulation hippocampaler und cortikaler Neurone

benutzt. In der Regel wurde das Enriched Environment dazu angewendet, um

einen Phänotyp eines Protein-Knockouts wieder aufzuheben[147,175]. In dieser Ar-

beit konnte dies dagegen nicht gezeigt werden. Das Enriched Environment be-

wirkte im GSK-3β-Knockout zwar eine Erhöhung der Spine-Dichte, dennoch blieb

der Unterschied zwischen den Wildtyp- und Knockout-Tieren bestehen. Dies ist

ein deutliches Indiz dafür, dass ein GSK-3β-defizientes Neuron zwar Spines ausbil-

den kann, diese dann aber offensichtlich nicht behält, also die Stabilisierung der

Spines beeinträchtigt ist.

Um diese Möglichkeit detaillierter zu charakterisieren, wurden auch intravital-

mikroskopische Untersuchungen unternommen (siehe Abschnitt 3.12 auf Seite

36). Wie bereits ex vivo gezeigt, fiel auch in vivo die Spine-Dichte bei GSK-3β-

Defizienz um ca. 20%. Der Effekt machte sich nach ca. drei Tagen bemerkbar, und

stabilisierte sich dann ab Tag 7. Um eine detaillierte Auskunft über die Natur der

Reduktion zu erfahren, wurden die Spines anhand ihrer Lebensdauer charakteri-

siert. Ähnlich wie von Holtmaat et al. 2005 beschrieben, wurden Spines die länger

als 4 Tage am Dendriten vorhanden waren als persistent eingestuft, alle ande-

ren als transient[96]. Die transienten Spines sind also instabiler Natur und bilden

nach Knott et al. 2006 vor 4 Tagen Existenzdauer noch keine stabilen Synapsen

aus[120]. Durch die Klassifizierung in transiente und persistente Spines zeigte sich,

dass eine Woche nach GSK-3β-Knockout hauptsächlich persistente Spines unter-

gingen. Demgegenüber stand ein starker Anstieg in der Fraktion transienter Spi-

nes. Die Netto-Spine-Dichte-Reduktion blieb jedoch erhalten, weil die Transienten-

Fraktion ca. 1/10 der Gesamt-Spines ausmachte und somit kaum einen Einfluss auf

die Gesamt-Spine-Dichte hat. Bestätigend dazu stieg auch nach drei Tagen die

Spine-Umsatzrate stark an. Die gemessene Spine-Dichte-Reduktion konnte somit
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einer verkürzten Lebenszeit stabiler Spines zugeschrieben werden. Dies spiegelte

sich in einer Reduktion der Zeitkonstante τ von 36,8 Tagen zu 13,8 Tagen wider.

Die Lebensdauer der Spines, die am Tag 10 an Dendriten ohne GSK-3β entstanden

sind, reduzierte sich ebenfalls von 17,0 Tage auf 4,16 Tage. Im Vergleich zu pu-

blizierten Daten lagen die wildtypisch gemessenen Spine-Dichten um ca. 0,2µm-1

höher und verblieben auf dem gleichen Niveau bei ca. 0,6µm-1. Die Werte zur

Überlebensfraktion und Spine-Umsatzrate bestätigen in etwa die von Holtmaat et

al. 2005 erhobenen Daten[96]. Dass die Kinetiken vergleichbar sind, die absoluten

Spine-Dichte-Werte aber versetzt waren, spricht für eine unterschiedliche Spine-

Ausbeute durch das kraniale Fenster. Dies ist möglicherweise darin begründet,

dass durch die niedrige Hintergrund-Fluoreszenz und die Empfindlichkeit der ver-

wendeten GaAsP-Detektoren mehr und kontrastreicheres YFP-Signal erfasst wur-

de.

Die Interpretation der Kinetiken ergibt folgendes Bild: Durch den Verlust von GSK-

3β wird zunächst ein Anteil von ca. 20% der persistenten Spines eliminiert und

die tägliche Spine-Umsatzrate angehoben. Dieses Bild passt gut zur derzeitigen

Vorstellung von Lern- und Erinnerungsvorgängen. Beim erfahrungsbedingten Ler-

nen im Enriched Environment wurde nämlich erstens beobachtet, dass sich exis-

tierende Spines destabilisieren. Zweitens bewirkte anschließend eine hohe Spine-

Umsatzrate das vermehrte Auftreten neuer Spines. Drittens wurden diese im An-

schluss stabilisiert, was zu einer netto Spine-Dichte-Erhöhung führte[66]. In der vor-

liegenden Studie waren jedoch GSK-3β-defiziente Neurone nicht in der Lage, den

dritten Schritt einzuleiten. Im Kontext von Lern- und Erinnerungsvorgängen würde

man damit die Inhibition von GSK-3β als Initiator von Lern- und Erinnerungsvor-

gängen einordnen. Dabei bestünde die Hauptfunktion darin, bereits bestehende

(aber ggf. weniger aktivierte) Spines zu eliminieren und neue Spines, die eine syn-

aptische Verbindung aufgebaut haben, zu stabilisieren. Diese Hypothese passt zu

den elektrophysiologischen LTP/LTD-Befunden von Hooper et al. 2007, bei denen

nach LTP-Stimulation die Verstärkung der synaptischen Transmission eine GSK-3-

Inhibition voraussetzt [20,99,166].

Neu an den hier gezeigten in vivo mikroskopischen Daten ist, dass sie auf Ein-

zelzell-Niveau und an adulten Mäusen erhoben wurden. Eine ähnliche Strategie

wurde beim derzeitigen Stand der Literatur nur für ein weiteres transgenes Maus-

modell gezeigt. Das NgR1-Gen leitet am Ende des adoleszenten Stadiums cor-

tikaler Neurone den Übergang von hohem zu niedrigem Spine-Durchsatz ein[2].
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Ein konditionaler Knockout von NgR1 in adulten Neuronen konnte eine Umkeh-

rung zurück zum adoleszenten Spine-Durchsatz erzwingen. Umgekehrt bewirkte

ein Enriched Environment die Stabilisierung neuer Spines auf das gleiche Niveau

des NgR1-Knockouts. Anders als in dieser Arbeit handelte es sich bei den NgR1-

Experimenten aber um entwicklungsbiologische Fragestellungen. Dass bei dieser

Studie mit einem adulten SlickV-Mausmodell gearbeitet wurde, war allerdings in-

teressant. Auch für Präsenilin 1 (PS1) wurde ein Versuch unternommen, einen

physiologischen Gen-Knockout auf Basis adulter SlickV-Neurone zu charakterisie-

ren[109]. PS1 ist ein mit der Alzheimer-Erkrankung assoziiertes und transmembra-

nöses Protein, dessen Funktion bei der strukturellen Spine-Plastizität noch unge-

nügend verstanden ist [203]. Die in vivo mikroskopische Studie von Jung et al. 2011

zeigte jedoch keinerlei Einfluss des PS1-Knockouts auf die dendritischen Spine-

Dichten oder Spine-Morphologien[109].

4.4 Zugrunde liegende molekulare Mechanismen

Für GSK-3β sind fast einhundert mutmaßliche Substrate bekannt. Diese Tatsa-

che legt nahe, dass GSK-3β nahezu jeden denkbaren zellulären Prozess in jeden

erdenklichen Gewebe reguliert. Jedoch sind viele dieser Ziele nur in vitro nachge-

wiesen und nur einige davon für Funktionen im Gehirn von Relevanz[198]. Hier wird

in Kürze auf GSK-3β-regulierte Mechanismen eingegangen, die eine Funktion bei

der Spine-Plastizität ausüben können.

Das CREB-Protein entfaltet durch seine Phosphorylierung an Serin 129 Gen-regu-

latorische Aktivität. CREB ist als Aktivator der unmittelbar frühen Gene beschrie-

ben worden, wobei die Langzeit-Plastizität von Synapsen durch die Bildung von

Wachstumsfaktoren und Signalmolekülen moduliert wird[44,189]. Durch pharma-

kologische GSK3-Inhibition hat sich CREB auch ex vivo als aktivierter Mediator

von GSK-3-Signalisierung herausgestellt [40]. Allerdings stehen diese über Western-

Blot-Analyse erhobenen Befunde im Kontrast zu den hier gezeigten Daten. Ei-

ne immunhistochemische Sondierung zeigte außerdem keine veränderte CREB-

Translokation in adulten GSK-3β-Knockout-Neuronen.

Wie im vorherigen Abschnitt angesprochen, kontrolliert GSK-3 die Aktivität der

zellulären NFκB-Signalisierung. Konkret bewirkt die Phosphorylierung der inhi-
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bitorischen Komponente des NFκB-Signalwegs dessen Abschaltung. Die geneti-

sche Inhibition der NFκB-Signalisierung wurde bereits mit reduzierter Spine-Dichte

und eingeschränkter synaptischer Transmission in Verbindung gebracht[17]. Eine

neue Studie hat darüber hinaus gezeigt, dass die Menge des transmembranö-

sen Proteins BACE1 direkt von GSK-3β gesteuert wird. Dies geschieht über die

NFκB-mediierte Transkriptionsmaschinerie[135]. Ein BACE1-Knockout in 4 Monate

alten Mäusen bewirkte eine signifikante Reduktion der hippocampalen CA1-Spine-

Dichte, besonders auf Kosten der mushroom Spines[182]. Eine über BACE1 ver-

mittelte Modulierung der strukturellen Spine-Plastizität wäre damit ein möglicher

Mechanismus für die in dieser Arbeit beobachteten Effekte. In GSK-3β-Knockout-

Neuronen war jedoch keine veränderte NFκB-Immunreaktivität zu beobachten.

Die pharmakologische GSK-3-Inhibition in BACE-Knockout-Mäusen zeigte außer-

dem keine Wirkung auf die dendritische CA1-Spine-Dichte (siehe Abschnitt 3.13.3

auf Seite 45). Dies könnte daran liegen, dass der Mechanismus der NFκB-Signali-

sierung entweder anders verläuft als erwartet, kompensiert werden kann, oder im

adulten Gehirn keine Rolle mehr spielt.

Wie bereits erläutert, wird die Formgebung und Stabilität dendritischer Spines

wesentlich durch dynamische Vorgänge im Aktin- und Mikrotubuli-Zytoskelett be-

stimmt[100,112]. Die Regulation der zytoskelettären Dynamik erfolgt unter anderem

über assoziierte Proteine. Beispielsweise erhöht die Phosphorylierung von MAP1b

die Affinität für Mikrotubuli und damit deren Stabilisierung[112,198]. Durch GSK-3β

phosphoryliertes MAP1b hält sich vorwiegend im Axon auf, während es unphos-

phoryliert in Richtung Zellsoma abwandert[183,198,211]. Dagegen spricht allerdings

der Befund, dass MAP1b in vivo offensichtlich eine Funktion in der dendritischen

Spine-Plastizität ausübt[209]. Auch die hier gezeigten immunhistochemischen Da-

ten auf Seite 41 im Abschnitt 3.13.1 zeigen, dass MAP1b in unmanipulierten

Neuronen auch in Dendritenschäften anzutreffen ist und erst durch den GSK-

3β-Knockout in Richtung Zellsoma abwandert. Dieser Widerspruch kann jedoch

darin begründet sein, dass die bereits publizierten Distributionsdaten im Axon

aus Zellkultursystemen erhoben wurden. Dennoch sind die Daten konsistent, da

phosphoryliertes MAP1b zur Mikrotubuli- und somit zur Spine-Stabilisierung bei-

trägt[183,198]. Dies geschieht über die RhoA-Aktivierung und Rac1-Inaktivierung, al-

so Modulatoren der Aktin-Dynamik[209]. Fehlt GSK-3β, werden Mikrotubuli nicht

länger stabilisiert und somit auch nicht die Spines. Dies wäre somit ein mögli-

cher Mechanismus. Durch GSK-3β phosphoryliertes MAP2c findet man dagegen

hauptsächlich an destabilisierten Mikrotubuli [181]. Dies steht eventuell im direkten
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Widerspruch zu den hier gezeigten Daten, da ein GSK-3β-Knockout demzufolge

Mikrotubuli und damit gegebenenfalls Spines stabilisieren würde. Anders als bei

MAP1b ist bisher kein solcher Mechanismus beschrieben worden und es wurde

immunhistochemisch auch keine Veränderung in der MAP2c-Distribution gefun-

den. Schwieriger ist die Situation für das murine Tau-Protein einzuschätzen, da

über die physiologische Funktion von Tau in Spines kaum Informationen vorhan-

den sind. Es ist jedoch bekannt, dass im Falle der Alzheimer-Erkrankung Tau hy-

perphosphoryliert wird und sich in Dendriten anreichert, um dort synaptotoxische

Wirkung zu vermitteln[103]. Durch GSK-3β-mediierte Tau-Phosphorylierung redu-

ziert die Affinität für Mikrotubuli und destabilisiert sie [198,216]. Unphosphoryliertes

Tau müsste demzufolge Mikrotubuli stabilisieren, was ebenfalls nicht im Einklang

mit den hier gezeigten Daten steht. Außerdem dirigiert konstitutiv aktiviertes GSK-

3β Tau aus den Axonen in das somato-dendritische Kompartiment[105]. Möglicher-

weise ist auch diese Diskrepanz auf den Vergleich zwischen In-vivo- und Zellkultur-

systemen zurückzuführen oder es handelt sich bei der in dieser Arbeit gemessenen

Tau-Umverteilung um einen Epi-Effekt.

Zuletzt soll β-Catenin als möglicher Mediator angesprochen werden. Wie im Ab-

schnitt 3.13.1 auf Seite 41 gezeigt, reichert sich nach GSK-3β-Verlust β-Catenin

immunhistochemisch nachweisbar in der Zelle und im Zellkern an. Im Wnt-Signal-

weg bildet GSK-3β zusammen mit β-Catenin, APC und Axin einen Komplex aus,

dessen Stabilität durch GSK-3β-Phosphorylierung reguliert wird. Die Phosphory-

lierung von β-Catenin an Serin 33, 37 und Threonin 41 bewirkt die proteasomale

Degradation[223]. Insofern war es nicht überraschend, dass sich β-Catenin in GSK-

3β-defizienten Zellen anreicherte. Die Anreicherung in einzelnen Dendriten und

Spines war dagegen unerwartet. Um β-Catenin als putativen Mediator der GSK-

3β-Effekte zu testen, wurde die catnbLoxP(EX3)×SlickV-Mauslinie erzeugt. Bei ihr ist
das Exon 3 des β-Catenins gefloxt und kann durch Cre-ERT2 vermittelte Rekom-

bination ausgeschnitten werden. Das Exon 3 enthält genau die oben genannten

GSK-3β-Phosphorylierungsstellen. Das nach Cre-ERT2-Rekombination stabilisierte

β-Catenin bleibt funktional im Zellkern aktiv[82]. Unter dieser Stabilisierungsreakti-

on konnte ebenfalls eine reduzierte Spine-Dichte nachgewiesen werden. Darüber

hinaus erzielte die parallele Stabilisierung von β-Catenin und pharmakologische

GSK-3-Inhibition keine weiteren Veränderungen (siehe Abschnitt 3.13.2 auf Sei-

te 43). Somit hatte GSK-3 nach der β-Catenin-Stabilisierung also keinen Einfluss

mehr auf die dendritischen Spines. Demzufolge kann man β-Catenin als Media-

tor der beobachteten Effekte postulieren. Doch in welcher Weise wirkt β-Catenin
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auf dendritische Spines? Diese Frage ist schwer zu beantworten, da die Funktion

von β-Catenin im Spine größtenteils unverstanden ist. Erschwerend kommt hinzu,

dass β-Catenin im Rahmen der Wnt-Signalsierung offensichtlich über zwei Wege

aktiv sein kann: kanonisch über den Zellkern und nicht-kanonisch direkt in der Prä-

und Postsynapse[102].

Im kanonischen Fall wandert β-Catenin in den Zellkern und assoziiert mit der

TCF/LEF-Bindefaktorfamilie, um Gentranskription zu aktivieren. Die Zahl der durch

β-Catenin regulierten Gene ist hoch, so dass sich die in dieser Arbeit betrachtete

Kaskade schwer weiterverfolgen lässt. Trotzdem sollen in Tabelle 4.1 kurz einige

Kandidaten genannt werden, die in Verbindung mit synaptischer/neuronaler Plas-

tizität diskutiert werden und für zukünftige Untersuchungen in Betracht gezogen

werden könnten[8,152,159].

Mögliche Zielkandidaten für β-Catenin

Cyclin D c-jun fra-1 Fosl1

MMP-7 EphB Survivin FGF18

L1 Tiam1
Nitric Oxide
Synthase 2

Dickkopf

MMP-9 Wrch-1 cyclooxygenase-2 DFz2

Tabelle 4.1: Eventuell relevante Effektorgene von β-Catenin. Alle Kandidaten wurden nach
derzeitigem Stand der Literatur inzwischen mit neuronaler Plastizität in Zusammenhang gebracht.

Im nicht-kanonischen Fall stellte sich durch elektrophysiologische Messungen her-

aus, dass Wnt-Signalisierung LTP durch die Insertion von NMDA- und AMPA-

Rezeptoren vermittelt. Dies ging mit Spine-Wachstum, Verdichtung der PSD95-

Cluster und Verstärkung der synaptischen Transmission über den Ca2+/Calmodulin-

Signalpfad einher[30,102]. Diese Veränderungen traten bereits nach wenigen Minu-

ten auf, was nicht im Einklang mit den hier gezeigten kinetischen Veränderungen

nach mehreren Tagen steht. Ein direkter, nicht-kanonischer Interaktionspartner

von β-Catenin ist N-Cadherin. Die Bindung zwischen N-Cadherin und β-Catenin

an der Postsynapse hilft bei der Stabilisierung des lokalen Aktin-Zytoskeletts, der

Ausbildung von Zell-Adhäsionskontakten und der Stabilisierung der synaptischen

Verbindung[8]. Auch bei den zuvor beschriebenen Effekten von β-Catenin auf die

glutamaterge Spontanaktivität (siehe Seite 53) wird von einer nicht-kanonischen

Wirkungsweise ausgegangen[8,102,162].

Obwohl in dieser Arbeit β-Catenin immunhistochemisch in Dendriten und sogar
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in vereinzelten Spines beobachtet wurde, muss das nicht zwangsläufig eine nicht-

kanonische Wirkungsweise des β-Catenins bedeuten. Dagegen spricht zunächst

der kinetische Zeitverlauf aus der Intravital-Mikroskopie, bei dem sich die Verän-

derungen erst nach mehreren Tagen einstellen. In weiterführenden immunhisto-

chemischen Untersuchungen konnte dazu keine Veränderung im Cadherin-Muster

gefunden werden. Es ist wahrscheinlich, dass die β-Catenin-Färbung in Dendriten

und Spines ein Nebeneffekt der kontinuierlichen Anreicherung des Proteins in der

Zelle ist. Zuletzt soll noch angemerkt werden, dass für die catnbLoxP(EX3)-Mutante

nur die kanonische Funktion, nicht aber die nicht-kanonische Funktion nachge-

wiesen wurde[82]. Dies könnte Bestandteil weiterer Untersuchungen sein. Hinsicht-

lich der Lern- und Erinnerungsvorgänge zeigten Untersuchungen der β-Catenin-

mRNA-Menge in der Amygdala, dass β-Catenin offensichtlich für die Konsolidie-

rung von Langzeit-Erinnerungsvorgängen nötig ist, nicht aber für deren Akqui-

se[136]. Da beobachtet wurde, dass bei der langzeit- und erfahrungsabhängigen Er-

innerungskonsolidierung initial Spines destabilisiert werden und GSK-3β-Inhibition

für die Induktion einer LTP-Antwort nötig ist, ist ein β-Catenin-mediierter Weg

über den Zellkern wahrscheinlicher[20,66,99,166]. Die Belegung dieses Signalwegs

und die Identifizierung der verantwortlichen Zielgene können Ausgangsbasis für

zukünftige Untersuchungen sein.

4.5 GSK-3 und neurodegenerative Erkrankungen

Alzheimer-Erkrankung

Das Auftreten des Aβ-Peptids und seine Aggregation zu amyloiden Plaques ist ei-

nes der Haupt-Diagnosemerkmale für Morbus Alzheimer. In Anwesenheit von Aβ

wird GSK-3 überaktiviert. Man glaubt, dass diese Überaktivierung zu Störungen in-

trazellulärer Signalkaskaden und zum Untergang von Synapsen führt [5,204]. Außer-

dem bewirkt überaktiviertes GSK-3 die Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins.

Es aggregiert darauf hin zu Tangles, dem zweiten Haupt-Diagnosemerkmal[51].

Deshalb wurde inzwischen GSK-3 als das Bindeglied zwischen Aβ- und Tau-Patho-

logie vorgeschlagen[90]. Dies liegt vor allem darin begründet, dass die pharmako-

logische Inhibition von GSK-3 durch Lithium oder anderen Substanzen sowohl den

Synapsenverlust als auch das Auftreten der Tau-Aggregate abmildert [40,101,158,187].

Übertragen würde das bedeuten, dass eine pharmakologische Inhibition Spines

stabilisiert, was im Widerspruch zu den hier gezeigten Daten stünde. Doch der

1:1-Vergleich der in dieser Arbeit erhobenen physiologischen Befunden mit je-



4 DISKUSSION 62

nen aus Studien zur Alzheimer-Erkrankung ist nicht wirklich sachgemäß. Zum

einen sind bei neurodegenerativen Erkrankungen sehr wahrscheinlich mehr als

nur ein Signalweg gestört. Zum anderen wurde beobachtet, dass GSK-3 bei der

Alzheimer-Erkrankung überaktiviert ist und eine Inhibition zurück auf physiologi-

sches Niveau die Situation verbesserte. Gleichzeitig bewirkte die GSK-3-Inhibition

aber auch eine Senkung der Spine-Dichte[40]. Dies ging häufig mit starken kogni-

tiven Beeinträchtigungen einher, die als Nebenwirkungen betrachtet wurden[101].

Zuletzt soll angemerkt werden, dass Lithium als Komplexbildner mit ATP kaum als

spezifischer GSK-3-Inhibitor betrachtet werden kann. Es ist bekannt, dass Lithium

ebenfalls eine Reihe anderer Kinasen inhibiert. Eventuell ist es die Kombination

der inhibierten Proteine, die eine Verbesserung der Pathologie hervorruft [34,56,221].

Lithium ist allerdings als Medikament gegen Morbus Alzheimer in einer klinischen

Studie gescheitert. In humanen Fällen konnten durch Lithium weder Verbesserun-

gen der Tau-Pathologie noch der kognitiven Leistungen nachgewiesen werden[81].

Schizophrenie

Das DISC1-Gen ist in den seltenen Fällen der genetisch vererbbaren Schizophre-

nie korrumpiert. Physiologisch interagiert DISC1 direkt mit GSK-3, bewirkt des-

sen Inhibition und damit die Stabilisierung von β-Catenin. Diese Inhibition ist bei

der DISC1-Korrumption gestört, was zu einer veränderten Nervenzell-Ausdifferen-

zierung und kognitiven Beeinträchtigungen führt [140]. Auch hier kommt es zu ei-

ner Reduktion dendritischer Spine-Dichten pyramidaler Nervenzellen[70]. GSK-3-

Inhibitoren verbesserten das Krankheitsbild. Es ist aber unklar, ob sich dies auf die

Wiederherstellung der Nervenzell-Reifung zurückführen lässt oder der Wiederher-

stellung physiologischer Spine-Dichte-Niveaus. Dies konnte bisher nur durch einen

genetischen Knockout von GSK-3α erreicht werden[130].

Fragiles-X-Syndrom

Das Interessante bei dieser Krankheit ist, dass die Zahl der dendritischen Spines im

Hippocampus extrem erhöht ist, aber die Betroffenen trotzdem unter kognitiven

Defiziten leiden. Dazu gehört auch, dass die Spines ungewöhnliche morpholgische

Strukturen aufweisen und die Spine-Umsatzrate herabgesetzt ist [86]. Aus diesen

Fakten ist also ersichtlich, dass nicht zwangsläufig die Spine-Dichte mit der kogni-

tiven Leistungsfähigkeit korreliert und „mehr“ Spines nicht gleichzeitig „besser“

bedeutet. Gerade in diesem Zusammenhang ist es wichtig herauszustellen, dass

sich GSK-3-Inhibition zur Wiederherstellung der physiologischen Spine-Umsatzrate

derzeit als vielversprechende Therapie zur Behandlung des Fragilen-X-Syndroms
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herauskristallisiert [149].

Die Anführungen sollen verdeutlichen, dass die Dichte der dendritischen Spines

keine gute Messgröße für die Wirksamkeit einer Therapie neurodegenerativer Er-

krankungen darstellt. Während die Alzheimer-Erkrankung deutlich mit einer Re-

duktion dendritischer Spine-Zahlen assoziiert wurde, ist dies bei Schizophrenie

und bei Depression ambivalent. Hier wurden gehirnregionabhängig Veränderun-

gen der dendritischen Spine-Dichten in beide Richtungen beobachtet [61,168]. Viel-

mehr muss also der physiologische Aspekt eines Proteins betrachtet werden. Da-

zu gehört dessen Fähigkeit, die Spine-Stabilität und Umsatzrate zu verändern. So

ist eine erhöhte Spine-Umsatzrate z.B. mit Lern- und Erinnerungsakquise verbun-

den[66], eine verringerte Umsatzrate mit neurodegenerativen Erkrankungen[61].
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4.6 Hypothese

Ausgehend von den in dieser Arbeit erhobenen Daten, zuvor diskutierten Fakten

und bereits publizierten Informationen, soll nun folgende Arbeitshypothese auf-

gestellt werden. Sie ist auch in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt.
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Abbildung 4.1: Hypothetische Rolle von GSK-3β in der strukturellen Spine-Plastizität.

Die verringerte GSK-3β-Aktivität bewirkt in Neuronen möglicherweise einen Zu-

stand erhöhter Plastizität. Dies äußert sich durch erhöhte Spine-Umsatzrate und

Spine-Destabilisierung. Diese Hypothese steht mit Befunden in Einklang, bei de-

nen mit der Induktion der LTP GSK-3 inhibiert wird[47,99,166]. Die physiologische

Rolle von GSK-3β in der strukturellen Spine-Plastizität setzt außerdem ein streng
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kontrolliertes Äquillibrium zwischen GSK-3β-Aktivierung und Inaktivierung voraus.

Des Weiteren bewirkte GSK-3-Inhibition einer Verbesserung der Symptome in Tier-

modellen und Patienten des Fragilen-X-Syndroms, welches durch erhöhte Spine-

Dichten und reduzierten Spine-Umsatz charakterisiert ist [149]. Deshalb stellt GSK-3

nach wie vor ein interessantes therapeutisches Ziel zur Behandlung neurodegene-

rativer Erkrankungen dar.
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5 Material und Methoden

5.1 Experimente an Mäusen

5.1.1 Haltung

Beschreibung der Haltungsbedingungen, des Hygienemanagements und der Vor-

bereitung der Tiere auf den Versuch gemäß der genehmigten Tierversuchsvorha-

ben Az. 55.2-1-54-2531-188-09 und Az. 55.2-1-54-2531-184-09:

Im Tierhaltungsbereich des ZNP erfolgt die Haltung und Züchtung

der Mäuse unter SPF-Bedingungen, mit geschlossenem Barrieresystem

(Personalschleuse, Materialschleuse, Durchreichautoklav, Überdruck-

belüftung). Die Käfige werden einmal wöchentlich autoklaviert, mit

80°C heißem Wasser gewaschen und anschließend mit 121°C erneut

autoklaviert. Die Haltung der Mäuse erfolgt in THKB-M2V-M Polysul-

fonkäfigen (Typ M II, verlängert) mit max. fünf Tieren pro Käfig. Die

Fütterung der Tiere erfolgt ad libitum mit Standardfutter für Laborna-

ger (Haltungsfutter V 1536), Wasser (autoklaviertes Leitungswasser)

steht den Tieren aus Tränkeflaschen unbegrenzt zur Verfügung. Die

Raumtemperatur beträgt 21°C und die Luftfeuchtigkeit 55%±10%.
Ein 12h-Zeitschalter für die Beleuchtung im Tag-Nacht-Rhythmus ist

vorhanden. Der SPF-Status der Tiere wird regelmäßig mit Hilfe von

Sentinel-Mäusen überprüft und wird nach den FELASA Empfehlungen

durchgeführt. Der Tierstall ist von der Aufsichtsbehörde abgenom-

men.

Mit dem Beginn eines jeden Experiments wurden die Tiere in Einzelkäfigen (aus-

genommen Tiere aus dem Enriched Environment Experiment) gehalten. Es wur-

de prinzipiell nach den Grundsätzen des Tierschutzes der Regierung von Ober-

bayern und des Instituts der Neuropathologie gearbeitet, nach denen die Mäu-

se möglichst schonend und mit möglichst geringer Schmerzbelastung behandelt

wurden.
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5.1.2 Tamoxifen-Verabreichung

Tamoxifen wurde in einer Konzentration von 20mg/ml in einer 1:10 Ethanol:Erd-

nuss-Öl Mischung bei 37°C unter Schütteln gelöst. Zur Induktion der Cre-ERT2-

Rekombinase-Aktivität wurde einmal pro Tag Tamoxifen mit einer Dosis von 0,25

mg/g vorsichtig über eine Oralsonde intragastrinal appliziert [230]. Die Verabrei-

chung dauerte 5 Tage. Vor jeder Verabreichung wurde das Tier kurz mit Isofluran

betäubt.

5.1.3 Pharmakologie

Die in dieser Studie durch pharmakologische GSK-3-Inhibition erlangten Daten

wurden durch Anwendung bereits publizierter Protokolle erhoben[56,78]. Der GSK-

3 spezifische Inhibitor AR-A014418 wurde in PEG-300 in einer Konzentration von

8mg/ml gelöst und 1 Mal täglich mit einer Dosierung von 30µM/kg (≈9mg/kg)
intraperitoneal (i.p.) in die Bauchhöhle appliziert. Die Verabreichung dauerte drei

Wochen.

5.1.4 Enriched Environment

Für die sensorische Stimulation wurde ein komplexes Enriched Environment auf-

gebaut, ähnlich wie es von Sztainberg 2010 beschrieben wurde[201]. Der Käfig um-

fasste die Maße 80cm × 50cm × 40cm. Kontrolltiere wurden alleine in Standard-
THKB-M2V-M-Käfigen gehalten. Das Enriched Environment wurde mit unterschied-

lichen Spielzeugen aus Holz, Papier, Plastik, Metall oder Glas mit unterschiedli-

cher Oberflächenbeschaffenheit ausgestattet. Leitern, Laufräder und Kreisel bo-

ten die Möglichkeit zur physischen Aktivität (siehe Abschnitt 3.11 auf Seite 35).

Alle drei Tage wurde der Käfiginhalt neu arrangiert und/oder ausgetauscht. Dem

Enriched Environment wurden ausschließlich 5-10 Weibchen ausgesetzt. War die

Versuchstier-Kohorte zu klein, dienten Black-6-Mäuse, die später nicht untersucht

wurden, als Lückenfüller. Während eines laufenden Experiments wurden keine

Tiere in das Enriched Environment ein- oder ausgeführt.
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5.1.5 Kraniale Fensterimplantation

Die Implantation des kranialen Fensters leitete sich von den publizierten Protokol-

len von Holtmaat et al. 2009 und Fuhrmann et al. 2007 ab[67,94]. In Kürze, nach

Möglichkeit innerhalb einer Stunde durchzuführen:

1. Sterilisation von Deckgläschen und OP-Besteck durch Ethanol und Hitze (Hot

Bead Sterilizer).

2. Anästhesie durch i.p. injizierte Ketamin/Xylazin-Narkose (0,14mg/g Ketamin,

0,01mg/g Xylazin). Überprüfung durch Zwischenzehreflex.

3. Entzündungshemmung und Beruhigung durch i.p. Injektion von Dexame-

thason (6µg/g) zusammen mit dem Analgetikum Carprophen (7,5µg/g).

4. Zusatzanästhesie durch Isofluran bei vorzeitigem Aufwachen.

5. Einstellen der Körpertemperatur über eine OP-Heizapparatur.

6. Schutz der Augen vor Austrocknung durch Bedeckungmit Bepanthen Nasen-

und Augensalbe.

7. Einspannen in einen Stereotakten (hauseigene Anfertigung).

8. Kopfwäsche mit 70%v/v Ethanol.

9. Entfernung der Kopfhaut unter einem Binokular.

10. Säuberung und Trockenlegung des Schädelknochens mit Skalpell und Tup-

fer.

11. Markierung des Fensterbereiches durch einen Biopsie-Punch.

12. Schraffierung des Schädelknochens mit Skalpell und überziehen mit Dental-

kleber. Der Bereich für das kraniale Fenster wird ausgelassen.

13. Ausdünnen des Schädelknochens entlang der Markierung mit einem Den-

talbohrer. Fräsrückstände absaugen.

14. Wenn die Bruchkante sichtbar ist, die Bohrfurche mit sterilem PBS für 5min

einweichen.

15. Vorsichtiges Aufhebeln der Kraniotomie und Abziehen des Schädelknochens

mit einer Pinzette.

16. Mit ca. 5ml PBS spülen. Blutungen mit hämostatischen Schwamm stillen

(Gelfoam).

17. Das Deckgläschen mittels eines Mikromanipulators knapp über die Kranio-

tomie positionieren und den Spalt mit ca. 15ml sterilem PBS perfundieren.

Überschüssiges PBS mit Watteschwämmchen absaugen.

18. Einlassen des Deckglases und mit Dentalzement kreisrund mit dem Schädel-

knochen verkleben.
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19. Einen „Titan-Z-Stift“ (hauseigene Anfertigung) parallel zur Fensterfläche aus-

richten und mit Dentalzement einbetten.

20. Nach der Zementtrocknung Subkutan Cefotaxim (0,25mg/g, Pharmore) zur

antibiotischen Behandlung verabreichen.

21. Wärmen der Maus für weitere 2-3 Stunden bis zur Erholung von der Anäs-

thesie.

22. Vor dem ersten Mikroskopiezeitpunkt die Kraniotomie für weitere 3-4 Wo-

chen abheilen lassen.

5.1.6 Intravitale Zweiphotonenmikroskopie

Die intravitale Zweiphotonenmikroskopie orientiert sich im Wesentlichen an be-

reits publizierten Protokollen[21,67,94,108,110]. Sie wurde an einem aufrechten Axio-

skop LSM 7MP durchgeführt, welches mit einem Titan-Saphir-Laser bestückt war.

Die Anregung erfolgte bei 900nm (6-18%) und das emittierte Licht wurde über ein

20×/1.0 Objektiv, den Hauptstrahlteiler LP690, einen Sperrfilter SP690 und einen
Bandpassfilter BP470-550 mit einem GaAsP-Detektor detektiert.

Die Maus wurde mit Isofluran anästhesiert und über einen bei der Kraniotomie

eingesetzten „Titan-Z-Stift“ im „Keppler2000“ (hauseigene Anfertigungen) fixiert

(Abbildung 5.1A). Zum Schutz der Augen vor Austrocknung wurden diese mit

Bepanthen Nasen- und Augensalbe bedeckt. Mit einem Skalpell wurde das Fens-

ter von störenden Verunreinigungen befreit. Die Maushalterung wurde anschlie-

ßend auf dem x,y-verstellbaren motorisierten Tisch des LSM 7MP Axioskop einge-

spannt und positioniert (Abbildung 5.1B). Das Auskühlen der Maus wurde durch

den Einsatz eines speziell angefertigten Heizpads (siehe Abschnitt 5.4.1 auf Seite

73) unterbunden. Im Epifluoreszenz-Modus ließen sich durch das Okular SlickV-

Nervenzellen abbilden, weswegen sie zur späteren Orientierung mit einer Kame-

ra fotografiert wurden (Abbildung 5.1C). Von ausgewählten Regionen wurden

über Zwei-Photonen-Anregung Aufnahmen von Dendriten mit den Ausmaßen

70,71µm × 35,29µm × 20µm mit einer Auflösung von 0,138µm/px und einem
Einzelbildabstand von 1µm angefertigt. Es wurden nur Schicht 5 Neurone erfasst,

deren Zellkörper typischerweise in einer Tiefe von 400-500µm zu sehen waren

(Abbildung 5.1D). Die Tiefe der gemessenen cortikalen SlickV-Dendriten, an de-

nen später auch die Daten zu den dendritischen Spines erhoben wurden, belief

sich auf ca. 40-80µm. Da innerhalb eines Fensters zwischen einer und drei Zellen

gesichtet werden konnten, wurden pro Maus zwischen 5 bis 15 Dendriten mikro-

skopiert. Sie waren durch die zerstreute Fluoreszenzmarkierung leicht aufzufinden
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und auszurichten, deshalb dauerte eine Mikroskopie-Sitzung nicht länger als eine

Stunde. Kurze Mikroskopie-Zeiträume und eine konstant niedrige Anregungsener-

gie (6-18%) sollten phototoxische Effekte minimieren.

A C

D

C

B

Schicht 5

Somato-
sensorischer

Cortex

Hippocampus
CA1

Abbildung 5.1: Intravitale Zweiphotonenmikroskopie von SlickV-Dendriten. (A) Kopf-
fixierte Maus im „Keppler2000“ (hauseigene Anfertigung). (B) Positionierung des kranialen Fens-
ters am Mikroskop. (C) Epifluoreszenzbild eines kranialen Fensters. Grün: YFP-Signal, schwarz:
Gefäße. (D) Illustration zur Verdeutlichung der aufgenommenen Region und Aufnahme eines api-
kalen Dendriten eines Schicht 5 SlickV-Neurons.

5.2 Immunhistochemie

5.2.1 Gewinnung fixierter Hirnschnitte

Die Mäuse wurden durch i.p. injizierte Ketamin/Xylazin-Narkose (0,14mg/g Ke-

tamin, 0,01mg/g Xylazin) und Isofluran-Narkose anästhesiert. Nach der Fixierung

wurde der Brustkorb geöffnet und das Herz freigelegt. Über eine Flügelkanüle

wurde unter dem Druck eines Peristaltikpumpensystems (hauseigene Anfertigung)

zunächst für drei Minuten PBS und anschließend für 6 Minuten 4% w/v PFA (4%
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w/v Paraformaldehyd in PBS) mit einer Fließgeschwindigkeit von 2ml/min in die

linke Herzkammer und damit in den Blutstrom eingeleitet. Die gleichzeitige Öff-

nung des Herzohrs ermöglichte den Abfluss des Blutes. Nach der Perfusion wurde

das Gehirn präpariert und über Nacht bei 4°C nachfixiert und anschließend in PBS

bei 4°C gelagert.

Mit einem Vibratom wurden 60µm dicke Koronalschnitte der PFA-fixierten Ge-

hirne angefertigt und bei Raumtemperatur in Multiplatten freischwimmend unter

Schütteln gefärbt.

5.2.2 Färbungen

Alle in dieser Studie angewendeten Färbungen basieren auf folgendem Grundpro-

tokoll:

Grundprotokoll

Permeabilisierung über Nacht 2% v/v Triton-X-100 in PBS

Blockierung über Tag Blockier-Agenz in PBS

Inkubation Primärantikörper in Blockier-Agenz

Waschung für 3×15min PBS

Inkubation für max. 5h Sekundärantikörper 1:500 in PBS

Waschung für 3×15min PBS

optional: Inkubation für max. 2h
Rabbit anti GFP Alexa-Fluor 488 in

PBS

Waschung für 3×15min PBS

optional: Inkubation für max. 15min DAPI-Lösung

optional: Waschung für 3×15min PBS

Konservierung

Aufziehen auf Objektträger mit

Deckglas, Konservierung mit Dako

über Nacht und Versiegelung mit

Nagellack

β-Catenin Blockier-Agenz: iBlock. Primärantikörper: rabbit anti β-Catenin 1:300

über Nacht. Sekundärantikörper: goat anti rabbit Alexa-Fluor 647.

GFP Zur Gewinnung von Spine-Daten wurden alle Schnitte zur Verstärkung des

schwachen intrinsischen YFP-Signals mit Anti-GFP Alexa-Fluor 488 gekop-
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pelten Antikörpern nachgefärbt. Blockierung mit iBlock für 3h. Primäranti-

körper: 1:300 in PBS für 3h.

GSK-3β Blockier-Agenz: iBlock. Primärantikörper: rabbit anti GSK-3β 1:100 über

Nacht. Sekundärantikörper: goat anti rabbit Alexa-Fluor 647.

MAP1b Blockier-Agenz: iBlock + FAB 1:10. Primärantikörper: mouse anti MAP1b

1:200 in iBlock über Nacht. Sekundärantikörper: goat anti mouse Alexa-

Fluor 647.

PSD-95+Synapsin Blockier-Agenz: 10% Normal Goat Serum/PBS + 0,2% Triton-

X-100. Primärantikörper: rabbit anti PSD-95 1:500 und mouse anti Synapsin

1:1000 in Blockier-Agenz über Nacht. Sekundärantikörper: goat anti rabbit

Alexa-Fluor 647 und goat anti mouse Alexa-Fluor 488.

Synapsin Blockier-Agenz: 10% Normal Goat Serum/PBS + 0,2% Triton-X-100.

Primärantikörper:mouse anti Synapsin 1:1000 in Blockier-Agenz über Nacht.

Sekundärantikörper: goat anti mouse Alexa-Fluor 647.

Tau-1 Blockier-Agenz: iBlock + FAB 1:10. Primärantikörper: mouse anti Tau-1

1:200 in iBlock über Nacht. Sekundärantikörper: goat anti mouse Alexa-

Fluor 647.

5.3 Konfokalmikroskopie

Konfokale Laser-scanning Aufnahmen von dendritischen Spines oder immunhisto-

chemisch prozessierten Schnitten erfolgten an einem inversen Konfokalmikroskop

LSM 780. Die Anregung von Alexa-Fluor 488 geschah mit einem Argon-Laser mit

488nm. Alexa-Fluor 647 wurde mit einem Helium-Neon-Laser mit 633nm, DAPI

mit einem Dioden-Laser mit 405nm angeregt. Das Emissionslicht wurde über den

Strahlenteiler MBS 488/561/633 für Alexa-Fluor 488 und für Alexa-Fluor 647,

und über den Strahlenteiler MBS 405/760 für DAPI auf den Spektralteiler ge-

lenkt. Die Detektion erfolgte immer mit multi-track Einstellungen und wurde über

Durchblutungs-Tests verfiziert. Bei Dreifachfärbungen fand folgendes Trennmus-

ter Anwendung: Detektor Ch1=DAPI(410nm-585nm), Detektor ChS1=Alexa-Fluor

488(490nm-633nm), Detektor Ch2=Alexa-Fluor 633(638nm-755nm). Bei Zweifach-

färbungen wurde folgende Konfiguration verwendet: Detektor Ch1=Alexa-Fluor

488(493nm-630nm), Detektor Ch2=Alexa-Fluor 633(638nm-755nm). Aufnahmen
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dendritischer Spines erfolgten mittels eines 40×/1,4 Ölimmersionsobjektivs, Über-
sichtsaufnahmen ganzer Hirnschnitte im tilescan-Modus mit einem 10×/0,3 Ob-
jektiv. Generell wurde unter Zuhilfenahme des Range-Indicators gearbeitet, um

Überbelichtung zu unterbinden.

5.4 IT-Lösungen

5.4.1 Hardwareapplikation Heizpad

Um die Labortiere vor thermischer Unterkühlung zu schützen, wurde eine benut-

zerfreundliche Heizplatte (Heizpad) (Abbildung 5.2C,D) angefertigt. Es ist für die

Bedürfnisse des Mikroskops skalierbar und erzeugt keine thermische Ausdehnung

im Mikroskopietisch (Abbildung 5.2A,B). Die Leiterplatten-Entwürfe wurden auf

Folie gedruckt, auf fotosensitive belichtbare Epoxyd-Leiterplatten plan aufgelegt

und mit einer Glasplatte beschwert. Anschließend wurden die Leiterplatten nun

für ca. 5min mit einem Abstand von knapp 30cm mit einem Gesichtsbräuner be-

lichtet und in Entwickler-Lösung entwickelt. Die entwickelten Leiterplatten wur-

den anschließend im Abzug mit Ätzlösung geätzt bis nur noch die Leiterbahnen

erhalten waren. Restlack wurde durch Nachbelichtung oder mit Isopropanol ent-

fernt. Die Leiterplatten wurden danach in Zinnbad-Lösung veredelt und anschlie-

ßend mit Lötlack versiegelt. Die Bohrlöcher für die Durchkontaktierung bedrahte-

ter Bauelemente wurden mit einem Platinenbohrer mit 0,8mm-1mm Durchmesser

mit einer Fräsmaschine angefertigt. Die Bestückung und Verlötung der Leiterplat-

ten erfolgte bei ≥400°C mit einem Lötsystem und bleifreiem Lötzinn. Für den
zukünftigen Nachbau eignet es sich, den PCB-Entwurf direkt an eine Leiterplatten-

Manufaktur zu schicken und anfertigen zu lassen. Die Heizwendel wurde zusätz-

lich in PE-Schlauchfolie eingeschweißt und versiegelt und auf extra-porösem Sty-

ropor auf der „Keppler2000“-Maushalterung (hauseigene Anfertigung) unterge-

bracht. Die Mess- und Kontroll-Logik wurde in ein einfaches Halbschalen-Gehäuse

eingebaut.

Die programmierbare Mess- und Kontroll-Logik basiert auf einem AVR Mikrocon-

troller-System, das mit einem Standard 12-15V Labor-Netzteil betrieben wird. Der

Schaltkreis an sich wird erst mit der Verbindung der Kontroll-Logik mit der Heiz-

wendel über Pfostenbuchsen und Flachbandkabel mit Spannung versorgt und ak-

tiviert. Ein Spannungswandler beliefert dann den Mikrocontroller und den I2C-

SMD-Temperatursensor auf der Heizwendel mit Logikspannung. Der Mikrocontrol-
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A
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B

Abbildung 5.2: Skalierbares Heiz-System für die intravitale Mikroskopie. (A) Schaltkreis des
Heizpads ohne Kontrolllogik. (B) PCB-Entwurf von (A). (C) Heizwendel und kalibrierter I2C-SMD-
Temperatursensor LM75. (D) Unterbringung des Heizpads auf dem „Keppler2000“ (hauseigene
Anfertigung).

ler wurde in hardwarenahem C zu einem simplen Differenzialregler programmiert.

Eine Ausarbeitung komplexer Integral- und Proportional-Anteile war nicht not-

wendig, da die hohe Trägheit (und damit verbunden hohe Dilatationszeiten) der

Regelstrecke keine derart exakten Betriebsmodi erforderte. Die Soll-Temperatur

und das Intervall der Temperaturabtastung ist im Quelltext frei definierbar. Die

Stellgröße wird durch das Setzen und Löschen eines Logikpegels an einem Hoch-

leistungstransistor kontrolliert, was zu einer sofortigen Be-/Entlastung der Heiz-

wendel mit Versorgungsspannung führt. Die Messgröße wird digital von dem auf

der Heizwendel untergebrachten I2C-Temperatursensor erfasst. Soll- und Ist-Werte

werden auf einer 2×16 Punktmatrix Flüssigkristall-Anzeige bereitgestellt.
Die elektrischen Schaltkreise und das Platinen-Layout wurden mit Eagle 5.6.0 er-

stellt. Der C-Quelltext wurde mit dem freien Editor PSPad geschrieben und mit

WinAVR und AVR Studio in Hexadezimal-Tabellen übersetzt. Als externe Quellen

dienten die i2cmaster- und LCD-Bibliotheken von Peter Fleury. Die Übertragung

des Programms gelang über einen AVR-Programmierer mit Avrdude über die se-

rielle Schnittstelle des Computers. Detaillierte Schaltpläne, Layouts sowie der Pro-

grammquelltext für die Applikation befinden sich im Anhang dieser Arbeit.
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5.4.2 Softwareapplikation SpineMiner(XT)

...

1m

2s 3s

4m
5s 6s

7m

8s

9m 10s

id=1d3
l=13.65
day=1

id=1d3
l=13.65
day=3

1m

11t

12f
13s

2s
3t

4m
5t 6s 7m

8s

9m
10s

14s

15t

16s

1m

11s
12s 13s2t 3t

4m
5t 6s 7m

8s

9m 10s

id=1d3
l=13.65
day=7

1.ovl
öffnen

neu 1.ovl

edit. 2.ovl

2.ovl
öffnen

edit. 3.ovl

Im Rahmen dieser Arbeit wurde

ein neues Verfahren ausgearbei-

tet, mit dem in vivomikroskopisch

aufgenommene Dendriten und

Spines mit der Hälfte der bisher

veranschlagten Zeit ausgewertet

werden können. Das numeri-

sche benutzerfreundliche Spine-

Zählwerk SpineMiner ist eine

Kreuz-Plattform kompilierbare ISO

C++-Anwendung mit Anbindung

an eine eingebettete SQL-Daten-

bank. Es erfasst nach einem spezi-

ell definierten Protokoll die in die

Bild-Stapel eingefügten und abge-

speicherten Annotationen (OVLs)

und transcodiert diese Informa-

tionen in die Datenbank. Nach

der Erfassung werden die Einga-

ben überprüft und bei Korrektheit

weiter analysiert.

Die Spines werden in den 3D-

Bildstapeln nach folgendem Pro-

tokoll annotiert: Der Bildstapel

wird in die ZEN2009 Software ge-

laden und dort mit Text-Boxen aus

den Overlay-Optionen beschriftet:

id=X (Farbe #4, blau) ist die Zu-

weisung einer ID zu einem Dendri-

ten. X bleibt für jeden Dendriten

während der gesamten Imaging-

Sitzung konstant und kann folgende Zeichen enthalten: a-z A-Z 0-9. l=Y (Farbe

#4, blau) ist die Zuweisung der Dendriten-Länge. Nachkommastellen werden mit

einem Punkt getrennt (also YY.YY). Die Länge bleibt in der Regel konstant. day=Z

(Farbe #4, blau) beschreibt den aktuellen Imaging-Zeitpunkt. Diese müssen nicht
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notwendigerweise Tage sein. Z ist ganzzahlig und muss mit einer Zahl > 0 be-

ginnen. Nun werden die Spines annotiert. Zum ersten Zeitpunkt erhalten alle

Spines die Farbe #1, weiß. Diese Farbe repräsentiert stable Spines. Jedem Spi-

ne wird dabei eine einzigartige ID zugewiesen, die numerisch sein muss. Wenn

Spine-Morphologien mitberücksichtigt werden sollen, muss hinter jede ID noch

ein Morphologie-Tag angehängt werden. „m“ steht dabei für mushroom, „s“ für

stubby, „t“ für thin und „f“ für filopodium. Es ist wichtig, dass die Entscheidung,

ob Morphologien von Interesse sind, vor Beginn der Auswertung getroffen

wird, da die Applikation nicht mit Mixturen arbeiten kann. Es wird an dieser Stelle

empfohlen, Morphologie-Tags immer zu verwenden.

Ist die Annotation komplett, wird das Overlay gespeichert. Daraufhin öffnet man

den nächsten Imaging-Zeitpunkt und das zuvor gespeicherte Overlay. Danach muss

zuerst die day-Annotation auf den nächsten Zeitpunkt angepasst werden. Im An-

schluss werden alle Spines überarbeitet. Ist ein Spine neu entstanden, so wird

er mit einer neuen einzigartigen ID gekennzeichnet, die die Farbe #2, grün er-

hält. Verloren gegangene Spines erhalten dagegen die Farbe #3, rot. Wenn sich

die Spine-Morphologien im Vergleich zum vorherigen Zeitpunkt geändert haben,

müssen diese ebenfalls angepasst werden. Das Overlay kann nun unter einem

neuen Namen gespeichert und für den nächsten Imaging-Zeitpunkt geöffnet und

wieder angepasst werden. Auf diese Weise werden alle Bildstapel sukzessive pro-

zessiert.

Sind alle Annotationen abgeschlossen, werden nun die OVL-Dateien durch den

Aufruf von spineminer.exe in der Kommandozeile eingelesen. Alle Programm-
aufrufe aus der Kommandozeile beziehen sich auf das aktuelle Arbeitsverzeich-

nis, in der spineminer.exe liegt. Folgende Programmaufrufe werden derzeit er-
kannt:

Programmaufrufe

Aufruf Argument Bedeutung

spineminer.exe - Überprüft alle OVL-Dateien auf korrekte Annotation.

spineminer.exe
-w:<datei>

-
Transcodiert Annotationen in OVL-Dateien in eine

durch <datei> spezifizierte Datenbankdatei.

spineminer.exe
-w:<datei>

-ignoremorphologies
Diese Option ist zu verwenden, wenn keine

Spine-Morphologie-Tags verwendet wurden.

spineminer.exe
-w:<datei>

-nofilopodia Filopodium-ähnliche Spines werden wie thin-ähnliche

behandelt.

spineminer.exe
-r:<datei>

- Öffnet die Datenbank und überprüft die

Datenbankintegrität.
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spineminer.exe
-r:<datei>

-calcsurvival:<zp>
Neuberechnung des Spine-Überlebens unter der

Benutzung von <zp> als Start-Zeitpunkt. (Standard =

1)

spineminer.exe
-r:<datei>

-calcnewgained:<zp> Neuberechnung des Spine-Überlebens von Spines, die

zum Zeitpunkt <zp> entstanden sind. (Standard = 2)

spineminer.exe
-r:<datei>

-calctransients:<lz>
Neudetektion transienter Spines. Transient sind jene,

die eine Mindestlebenszeit von <lz> haben. (Standard

≤ 8)
spineminer.exe
-r:<datei>

-survival:<dendrit-id>
Minimal-Überlebenskurve eines durch <dendrit-id>

spezifizierten Dendriten.

spineminer.exe
-r:<datei>

-trace:<dendrit-id>,
<spine-id>

Verfolgt und stellt das Schicksal eines durch

<dendrit-id> und <spine-id> spezifizierten Spines dar.

spineminer.exe
-r:<datei>

-check Testet Datenbankintegrität.

spineminer.exe
-r:<datei>

-tor:<dendrit-id>
Zeigt die tägliche Spine-Durchsatzrate eines mit

<dendrit-id> spezifizierten Dendriten.

spineminer.exe
-r:<datei>

-dbscan:<dendrit-id>,
ε,μ

Berechnet ein dichtebasiertes Clustering für einen

durch <dendrit-id> spezifizierten Dendriten. Wird *

verwendet, gilt die Berechnung für alle Dendriten.

Der Algorithmus erwartet ε als Dichteradius und μ für

die Minimalanzahl von Clusterpunkten.

spineminer.exe
-r:<datei>

-quickdbscan

Berechnung eines dichtebasierten Clusterings für alle

Dendriten. Der Dichteradius wird automatisch

ermittelt, die Minimalanzahl von Clusterpunkten wird

mit 4 angenommen.

spineminer.exe
-r:<datei>

-pipe:<sqldatei>
Stapelverarbeitung von SQL-Befehlen, die in der Datei

<sqldatei> hinterlegt sind. Die Resultate werden in

<sqldatei>.result.txt gespeichert.

spineminer.exe
-q:<datei>

-
Öffnet eine SQL-Sitzung zur durch <datei>

spezifizierten Datenbank, um Eingaben zu bearbeiten.

Die Sitzung wird mit der Eingabe von !q beendet.

spineminer.exe
-c:<datei>

-
Erstellt ein für Microsoft Excel lesbares

CSV-Dateiformat der durch <datei> angegebenen

Datenbank mitsamt den Analysergebnissen.

spineminer.exe
-replace

<finde>,<ersetze>

Ersetzt in allen OVL-Dateien die Zeichenkette, die in

<finde> angegeben ist mit der Zeichenkette, die durch

<ersetze> bestimmt ist. Warnung: diese Funktion hat

β-Status und kann Daten-Korruption zur Folge haben.

Beim Erstellen einer neuen Datenbank (Aufruf -w:) werden nach dem Einspei-
sen der Annotationen die Daten automatisch weiter analysiert und die Analyseer-

gebnisse zurückgeschrieben. Der komplette Funktionsumfang und die Algorithmik

von SpineMiner sind in der angehängten Abbildung 7.5 auf Seite 118 dargestellt.

Im Kern handelt es sich um folgenden Programmablauf:

1. Einlesen der Annotationen in die Datenbank. Es werden „virtuelle Neurone“

erstellt.
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2. Berechnung der Spine-Dichte, Fraktionen entstandener, verlorengegangener

und stabiler Spines.

3. Detektion transienter Spines.

4. Detektion von Spines, die am gleichen Ort wieder entstanden sind.

5. Berechnung der täglichen Spine-Umsatzrate (dTOR).

6. Berechnung der Minimaldistanzen und des dichtebasierten Clusterings neu

entstandener Spines.

7. Berechnung des Spine-Überlebens und des Überlebens neu entstandener

Spines.

8. Berechnung morphologieabhängiger Spine-Kinetiken.

9. Überprüfung der Datenbankintegrität.

Die Analysenergebnisse lassen sich in ein lesbares CSV-Datenformat exportieren

(Aufruf -c:). Dabei werden folgende Datenbestände generiert (beliebig erweiter-
bar):

Datensätze

Spine-Dichte Überlebensfraktion
Überlebensfraktion neu

entstandener Spines

dTOR Transienten-Dichte Transienten-Fraktion

Persistenten-Dichte Persistenten-Fraktion Fraktion/Dichte entstandener Spines

Fraktion/Dichte stabiler Spines Fraktion/Dichte verlorener Spines Formänderfrequenz

Dichte f-, m-, t-, s- Spines
Dichte persistenter f-, m-, t-, s-

Spines
Dichte transienter f-, m-, t-, s- Spines

Dichte entstandener f-, m-, t-, s-

Spines
Dichte stabiler f-, m-, t-, s- Spines Dichte verlorener f-, m-, t-, s- Spines

Dichte entstandener persistenter f-,

m-, t-, s- Spines

Dichte stabiler persistenter f-, m-, t-,

s- Spines

Dichte verlorener persistenter f-, m-,

t-, s- Spines

Dichte entstandener transienter f-,

m-, t-, s- Spines

Dichte stabiler transienter f-, m-, t-,

s- Spines

Dichte verlorener transienter f-, m-,

t-, s- Spines

Wiederentstandene Spines Dichte wiederentstandener Spines Fraktion wiederentstandener Spines

Verhältnis

Wiederentstandener/entstandener

Spines

Latenzzeiten wiederentstandener

Spines

Lebenszeiten wiederentstandener

Spines

Morphologiekontingenz

wiederentstandener Spines

Minimaldistanzen zwischen

entstandenen Spines
Cluster entstandener Spines

Durch die Anweisung -pipe kann das Programm mit beliebigen, selbst geschrie-
benen Erweiterungen zur Datenbank-Manipulation erweitert werden. Alle Ausga-

ben des Programms werden generell in ein lokal gelegenes Logbuch „log.txt“
abgespeichert.

Da die Arbeit an der Kommandozeile aufwendig ist, wurde eine benutzerfreund-

liche Windows-Oberfläche (SpineMinerXT, XT für Extension (Programmerweite-
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C#-Program Erweiterung

C++-Applikation:
OVL-reader/writer
Prozessor
SQL-pipe
Datei-Konverter

iostream

argc, *argv[]

OVL-Dateien

OVL
OVL

OVL
OVL

OVL
OVL

fs
tre

am

mySQL
Datenbank

hat
1 N

Dendrit

dendrite_id

day

length

spine_density

...

Spines

dendrite_id

spine_id

day

spine_type

...

tmp_sum

day

mean

Werte

...

andere
Tabellen...

Werte

sqlite3 w
rapper

Abbildung 5.3: Modell von SpineMiner und SpineMinerXT. Die intern verwaltete Datenbank
folgt einer 1:N-Relation: ein Dendrit kann mehrere Spines haben, jeder Spine aber nur einem
Dendriten angehören.

rung)) entwickelt. Diese Oberfläche basiert auf C# und arbeitet mit dem .NET-

Framework 4 oder höher. In der Oberfläche können ebenfalls die wichtigsten Pa-

rameter, die SpineMiner sonst per Kommandozeile erwartet, individuell eingestellt

werden. SpineMinerXT für Windows bettet SpineMiner ein und extrahiert es beim

Programmstart. SpineMiner wiederum bettet den Kern-Prozessor ein, der die Da-

tenbank intern nach einer simplen 1:N Entitäten-Relation bedient (Abbildung 5.3).

SpineMinerXT kann sich selbst updaten, wenn auf dem im Programmquelltext hin-
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terlegten Webserver die neueste Version hochgeladen wird. Dazu muss die neue

Anwendung das Format „spineminerXT_X.XX.exe“ haben, wobei X.XX für die
Versionsnummer steht (z.B. 1.23). Diese Versionsnummer muss entsprechend auf

dem Webserver in der Datei „curr_vers.txt“ hinterlegt sein.

SpineMiner wurde mit Code::Blocks 12.11 erstellt und ist mit dem mitgeliefer-

ten MinGW-Compiler 4.7 kompilierbar. Als externe Quellen wurden die CImg-,

kdTree- und sqlite3- Bibliotheken mit eingebunden. Linker optionen: -gdi32. Spi-
neMinerXT wurde mit Microsoft Visual Studio 2010 Ultimate erstellt, die einge-

bundenen Bildressourcen mit Microsoft Visio 2007 und Adobe CS4. SpineMiner

umfasst ca. 6000 Zeilen, SpineMinerXT etwa 600 Zeilen Quelltext. Im Anhang

finden sich Hinweise zum Veröffentlichungsort der Open-Source-Projekte.

5.4.3 Generelle Bildprozessierung

Zu Abbildungszwecken wurden die Aufnahmen dendritischer Spines zunächst mit

Imaris in den Image-Cytometry-Standard umgewandelt und dann mit AutoQuant

dekonvoliert, um Hintergrundrauschen zu entfernen. Zur Dekonvolution wurde

die sphärische Abberation automatisch detektiert und 10 Iterationen mit maxi-

malem Rauschanteil festgelegt. Die Kontrastanpassung und Entfernung störender

Elemente erfolgte mit Adobe CS4.

5.4.4 Spine-Dichte-Analyse

Für jeden Datensatz wurde der Mittelwert über alle Dendriten pro Maus in Prism5

übertragen. Somit zeigen die Graphen aus Prism5 Mittelwerte von Mittwelwer-

ten.

5.4.4.1 in vivo

Die in vivo Bildstapel aus der intravitalen Zweiphotonenmikroskopie wurden nach

dem im vorherigen Abschnitt definierten Annotations-Protokoll mit der ZEN 2009

Software bearbeitet und ausgewertet (siehe auch Abschnitt 5.4.2 „Softwareappli-

kation SpineMiner(XT)“ auf Seite 75). Die Darstellung und statistische Analyse der

Daten erfolgte mit Adobe CS4 bzw. Prism5.
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5.4.4.2 ex vivo

Die Hirnschnitte wurden vor der Konfokalmikroskopie mit einem gegen GFP ge-

richteten und Alexa-Fluor 488 gekoppelten Antikörper immunhistochemisch ge-

färbt, um das schwache intrinsische YFP-Signal zu verstärken (siehe auch Ab-

schnitt 5.2.2 „Färbungen“ auf Seite 71). Zur Detektion einer regionalen Abhän-

gigkeit des Effekts wurden dendritische Spines von hippocampalen CA1, Schicht

3 und Schicht 5 Neuronen, jeweils entlang apikaler und basaler Dendriten zweiter

Ordnung analysiert (siehe auch Abschnitt 3.3 „GSK-3β-Knockout reduziert dendri-

tische Spine-Dichten“ auf Seite 24). Die Dendritenabschnitte sollten dabei mindes-

tens die doppelte Breite des Zellkörpers vom Hauptschaft entfernt sein. Die Aus-

zählung erfolgte im LSM Image Browser durch manuelles Markieren der einzelnen

Spines, während durch den dreidimensionalen Bildstapel durchgerollt wurde. Die

Anzahl der Spines geteilt durch die Länge des gezählten Abschnitts entspricht der

Spine-Dichte. Für gezählte Dendriten-Abschnitte, die sich mit mehr als 10µm in

die Tiefe erstreckten, wurde die Dendriten-Länge nach dem Satz des Pythagoras

korrigiert. Die Auswertung der Daten geschah mit Prism5.

5.4.5 Morphologieanalysen

Zur Morphologieanalyse wurden dekonvolierte Dendritenabschnitte in Imaris ge-

laden. Die Filamente und einzelnen Spines mussten anschließend manuell nach-

gezeichnet und die Oberfläche ausgehend von den Bilddaten gerendert werden.

Danach wurde ein in MatLab implementierter und angepasster Algorithmus über

die in Imaris vorhandene Java-Brücke gestartet und ausgeführt. Der Algorithmus

wurde nach den im Abschnitt 3.8 des Ergebnisteils (siehe auch Abschnitt 3.8 „GSK-

3β-Knockout verändert Spine-Morphologien“ auf Seite 30) beschriebenen Para-

metern angepasst. Die Klassifizierung lieferte im Anschluss Daten zu allen Dendri-

ten, die in Prism5 übertragen und ausgewertet wurden.

5.4.6 Quantifizierung Immunhistochemischer Daten

5.4.6.1 Tau

Die Quantifizierung immunhistochemischer Konfokalbilder aus einer Tau-Färbung

erfolgte mittels eines Skriptsatzes, der von meinem Kollegen Dr. Mario Dorostkar
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ausgearbeitet wurde. Im Wesentlichen handelt es sich dabei um folgende Schrit-

te:

1. Setzen eines Schwellenwerts im YFP-Kanal.

2. Die dadurch erzeugten Flächen entsprechen dann ausgehend vom YFP einer

binären Maske.

3. Integration des Tau-Signals innerhalb und außerhalb der Maske.

4. Division der Werte erzeugt das Verhältnis zwischen innerhalb und außerhalb

der Zelle und gibt damit Aufschluss über die Verteilung des Proteins.

Die Resultate wurden anschließend mit Prism5 analysiert.

5.4.6.2 Synapsin/PSD-95

Die Punktdetektion für Synapsin und PSD-95 erfolgte nach einem ähnlichen Pro-

tokoll, das von Dr. Mario Dorostkar publiziert wurde[53]:

1. Dekonvolution der Bilder.

2. Laplace-Operation:∇2I = ∂2I
∂x2 + ∂2I

∂y2

3. Schwellenwert-Operation: Θ(x) : R → {0, 1} x 	→
⎧⎨
⎩

0 : x < 2σX

1 : x ≥ 2σX

4. Zuordnung der erzeugten Binär-Flächen zu ROIs.

5. Massenmittelpunkt-Bestimmung für jedes ROI: �Ri =
∑

(�ri×mi)∑
mi

6. Jeder Massenmittelpunkt entspricht einer Prä- oder Postsynapse. Über die

Fläche erhält man die Synapsen-Dichte.

Die Resultate wurden anschließend mit Prism5 analysiert.

5.4.6.3 Synapsin/YFP-Distanz

Die Präsynapsen-Detektion in Abhängigkeit von der Distanz zum Dendriten er-

folgte nach einem IgorPro Skriptsatz, der von Dr. Mario Dorostkar ausgearbeitet

wurde:

1. Dekonvolution der Bilder.

2. Synapsen-Detektion wie im vorigen Unterabschnitt beschrieben.

3. Distanztransformation zum YFP-Signal.

4. Segmentierung in µm-Abstände.

5. Synapsen-Dichte-Bestimmung innerhalb der Segmente.



5 MATERIAL UND METHODEN 83

Die Resultate wurden anschließend mit Prism5 analysiert.

5.4.6.4 MAP1b

Um zu zeigen, dass das MAP1b-Protein sich vom proximalen Dendriten in Rich-

tung Zellkörper verlagert, wurden manuell mit dem LSM Image Browser Bereiche

definiert. Diese Bereiche schließen den Zellkörper (ohne Zellkern) oder nur den

proximalen Dendritenschaft ein. Die Integration der Flächen und das Verhältnis

der Werte ergaben Aufschluss über die Umverteilung des Proteins (siehe auch

Abschnitt 3.13.1 „Sondierung putativer GSK-3β-Mediatoren“ auf Seite 41). Die

Resultate wurden mit Prism5 ausgewertet.

5.5 Elektrophysiologie

Zunächst wurden ca. 8-9Wochen alte Tiere anästhesiert (siehe auch Abschnitt 5.2.1

„Gewinnung fixierter Hirnschnitte“ auf Seite 70), danach enthauptet und das Ge-

hirn in eiskalte Schneide-Lösung überführt. Mit einem Vibratom wurden 200µm

dicke Koronalschnitte erzeugt und für 30min in 34°C warme Schneide-Lösung

eingelegt. Danach wurden sie für mindestens eine Stunde auf Raumtemperatur

gehalten. Die Patch-Pipetten wurden aus Borosilikat-Rohlingen mit einem End-

Widerstand von 3-4MΩ gezogen und mit Pipetten-Lösung befüllt. mEPSCs wur-

den unter demMikroskop von fluoreszierenden (und somit transgenen) hippocam-

palen CA1-Pyramidal-Neuronen von akuten Hirnschnitten abgeleitet. Als Kontrolle

dienten benachbarte, nicht fluoreszierende Neurone. Der Patch-Vorgang fand bei

70mV in Patch-Lösung in Anwesenheit von 1µM Bicucullin, 1µM Strychnin und

0,5µM Tetrodotoxin statt. Zur Aufnahme der Spuren wurde ein EPC10 USB Patch-

Clamp Verstärker unter der Kontrolle der PatchMaster Software verwendet, und

die mEPSC-Ereignisse mit der MiniAnalysis Software detektiert. Diese Experimente

wurden von Dr. Gayane Aramuni durchgeführt und mit freundlicher Genehmigung

in diese Arbeit aufgenommen.

5.6 Statistik

Alle Statistiken wurden mit Prism5 berechnet. Vergleiche von Spine-Dichten zwi-

schen zwei Gruppen unterlagen dem ungepaarten, zweiseitigen t-Test unter An-
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nahme einer Normalverteilung der Daten. Diese Annahme stützt sich auf dem

Central-Limit-Theorem, da die Spine-Dichten aus Mittelwerten von Mittelwerten

jeder Maus berechnet wurden. Für Mehrfach-Vergleiche wurde der Einweg ANO-

VA mit Bonferronis Post-Hoc-Test herangezogen. Vergleiche zwischen Kohorten

bei Intravital-Zeitserien wurden über Zweiweg ANOVA Tests angestellt. Zum Ver-

gleich zwischen verschiedenen Kurven-Fits wurde der F-Test angewendet. Konti-

genzdaten aus Morphologie-Analysen wurden über χ2-Tests verglichen. Die Elek-

trophysiologie-Daten wurden zum Vergleich nicht-parametrischer Mann-Whitney-

Tests unterzogen. Die Varianz ist in der gesamten Arbeit als Standardabweichung

angegeben.

5.7 Mausmodelle

5.7.1 SlickV

Originalname: B6;SJL-Tg(Thy1-cre/ERT2,-EYFP)VGfng/J

Beschaffung: Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/) unter der Stock-
Number #007610.

Kurzinformation: Das Mausmodell wurde von Young et al. 2008 generiert und

vollständig charakterisiert [230]. Die Mäuse bilden zufällig und vereinzelt in

Nervenzellen in den Schichten 2/3 und 5 des somatosensorischen Kortex

und im Hippocampus YFP zusammen mit der Tamoxifen induzierbaren Cre-

ERT2-Rekombinase (siehe auch Abschnitt 3.1 „Die GSK-3βLoxP(EX2)×SlickV-
Mauslinie“ auf Seite 21). Das SlickV Transgen alleine hat keine Auswirkung

auf die Physiologie der betroffenen Zellen. Heterozygotie des Transgens ge-

nügte, um einen Cre-ERT2-mediierten Knockout erfolgreich durchzuführen.

Zu beachten: Bei homozygoter Linienführung wurde nach 2-3 Generationen ein

Zuchtstopp beobachtet. Das Problem wurde durch Verpaarungen mit BL/6-

Tieren behoben. Keimbahn-Rekombination bewirkte in seltenen Fällen ne-

gative PCR-Resultate obwohl alle Verwandten homozygot positiv waren.

Genotypisierung: Die genomische DNA wurde aus Mausschwanzbiopsien mit-

tels des pegGold Tissue DNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll

isoliert. Folgendes Protokoll wurde für die Genotypisierung durch Polymera-

se-Kettenreaktion verwendet:
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Primertabelle

Name 5’-Sequenz

IMR7303 TCTGAGTGGCAAAGGACCTTAGG
IMR8744 CAAATGTTGCTTGTCTGGTG
IMR8745 GTCAGTCGAGTGCACAGTTT
IMR9296 CGCTGAACTTGTGGCCGTTTACG

Reaktionsansatz

Komponente Menge

ddH2O 10,6µl

5’ Mastermix 10µl

10µM IMR7303 1µl

10µM IMR9296 1µl

10µM IMR8744 0,7µl

10µM IMR8745 0,7µl

DNA 1µl

PCR-Programm

T / °C t / sec Zyklen

94 180 -

94 30 -

61 60 35

72 45 -

72 60 -

10 ∞ -

Auftrag auf 1,5% w/v Agarose-Gel

Bestimmungstabelle für 1,5% w/v Agarose-Gel

200bp (Interleukin) 300bp (YFP) Genotyp

positiv negativ SlickV+/+

positiv stark positiv SlickVT/?

5.7.2 GSK-3βLoxP(EX2)

Originalname: B6/129;GSK3b-LoxP(EX2) (extrapolierter Name)

Beschaffung: Ein freundliches Geschenk von Prof. Fred van Leuven, Experimen-

telle Genetik der KU Leuven (http://med.kuleuven.be/legtegg/) im Rah-
men des neuro.GSK3-Konsortiums.

Kurzinformation: Das Mausmodell wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Fred van

Leuvens generiert. Es handelt sich hierbei um einen Knock-In, bei dem das

Exon 2 des GSK-3β-Gens mit LoxP-Stellen für die Cre-mediierte Rekombina-

tion flankiert wurde. Die Deletion des Exon 2 aus GSK-3β führt zur GSK-3β-

Defizienz in der gesamten Zelle. Die LoxP-Mutationen hatten keinerlei Aus-

wirkungen auf die Tierphysiologie. Die Mauslinie ist per-se nicht publiziert

worden. Für die GSK-3β-Knockout-Experimente wurde die Linie mit SlickV

verkreuzt.

Zu beachten: Die Linie hatte ursprünglich BL/6 und 129-whiteMischhintergrund,

die Kreuzung GSK-3βLoxP(EX2)×SlickV ist durch die mehrfache Einkreuzung
von SlickV inzwischen auf BL/6 Hintergrund zu führen.

Genotypisierung: Die genomische DNA wurde aus Mausschwanzbiopsien mit-

tels des pegGold Tissue DNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll

isoliert. Folgendes Protokoll wurde für die Genotypisierung durch Polymera-

se-Kettenreaktion verwendet:
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Primertabelle

Name 5’-Sequenz

NE1095 CGAAAGTGATTGGAAATGGAT
NE1053 TCTGGGCTATAGCTATCTAGTAACG

Reaktionsansatz

Komponente Menge

ddH2O 6µl

Phusion Mastermix 10µl

10µM NE1095 1µl

10µM NE1053 1µl

10ng/µl DNA 1µl

100% DMSO 1µl

PCR-Programm

T / °C t / sec Zyklen

98 10 -

98 2 -

54 5 35

72 7 -

72 60 -

4 ∞ -

Auftrag auf 1,5% w/v Agarose-Gel

Bestimmungstabelle für 1,5% w/v Agarose-Gel

200bp 300bp 500bp Genotyp

negativ negativ positiv GSK-3βLoxP/LoxP

negativ positiv negativ GSK-3β+/+

negativ positiv positiv GSK-3βLoxP/+

positiv negativ negativ GSK-3β-/-

5.7.3 catnbLoxP(EX3)

Originalname: B6;catnb-LoxP(EX3) (extrapolierter Name)

Beschaffung: Im Rahmen eines Materialien-Transfer-Abkommens, von Prof. Ma-

koto M. Taketo vom Institut für Pharmakologie der Universität Kyoto erhal-

ten (http://www4.mfour.med.kyoto-u.ac.jp/).

Kurzinformation: Das Mausmodell wurde von der Arbeitsgruppe Prof. Makoto

M. Taketo generiert. Es handelt sich hierbei um einen Knock-In, bei dem das

Exon 3 des β-Catenin-Gens mit LoxP-Stellen für die Cre-mediierte Rekom-

bination flankiert wurde. Die Deletion des Exon 3 aus β-Catenin führt zur

β-Catenin-Stabilisierung in der gesamten Zelle. Die Funktion als Transkripti-

onsfaktor bleibt unverändert. Die LoxP-Mutationen hatten keinerlei Auswir-

kungen auf die Tierphysiologie. Die Mauslinie wurde von Harada et al. 1999

charakterisiert [82]. Für die β-Catenin-Stabilisierungs-Experimente wurde die

Linie mit SlickV verkreuzt.

Zu beachten: Die Mauslinie züchtet am besten auf Heterozygotie.

Genotypisierung: Die genomische DNA wurde aus Mausschwanzbiopsien mit-

tels des pegGold Tissue DNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll

isoliert. Folgendes Protokoll wurde für die Genotypisierung durch Polymera-

se-Kettenreaktion verwendet:
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Primertabelle

Name 5’-Sequenz

mbCatFw CGTGGACAATGGCTACTCAA
mbCatRv TGTCCAACTCCATCAGGTCA

Reaktionsansatz

Komponente Menge

ddH2O 9,6µl

5’ Mastermix 10µl

20µM mbCatFw 1µl

20µM mbCatRv 1µl

DNA 2µl

PCR-Programm

T / °C t / sec Zyklen

94 180 -

94 30 -

60 60 35

72 30 -

72 120 -

6 ∞ -

Auftrag auf 1,5% w/v Agarose-Gel

Bestimmungstabelle für 1,5% w/v Agarose-Gel

330bp 500bp Genotyp

positiv negativ catnb+/+

negativ positiv catnbLoxP/loxP

5.7.4 GFP-M

Originalname: B6/Cg-Tg(Thy1-EGFP)MJrs/J)

Beschaffung: Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/) unter der Stock-
Number #007788.

Kurzinformation: TransgeneMauslinie, die eGFP (enhanced GFP) in Neurone des

Hippocampus, und den kortikalen Schichten 2/3 und 5 unter der Kontrolle

des Thy-1-Promotors ausbildet. Das Transgen hatte keinerlei Auswirkungen

auf die Tierphysiologie.

Zu beachten: Zucht auf Heterozygotie vollkommen ausreichend.

Genotypisierung: Die genomische DNA wurde aus Mausschwanzbiopsien mit-

tels des pegGold Tissue DNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll

isoliert. Folgendes Protokoll wurde für die Genotypisierung durch Polymera-

se-Kettenreaktion verwendet:
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Primertabelle

Name 5’-Sequenz

IMR0872 AAGTTCATCTGCACCACCG
IMR1416 TCCTTGAAGAAGATGGTGCG

Reaktionsansatz

Komponente Menge

ddH2O 11,2µl

Hot Mastermix 10µl

20µM IMR0872 0,6µl

20µM IMR1416 0,6µl

DNA 2µl

PCR-Programm

T / °C t / sec Zyklen

94 90 -

94 30 -

60 60 35

72 60 -

72 120 -

6 ∞ -

Auftrag auf 1,5% w/v Agarose-Gel

Bestimmungstabelle für 1,5% w/v Agarose-Gel

173bp Genotyp

positiv eGFP-MT/?

negativ eGFP-M+/+

5.7.5 BACE1-Knockout

Originalname: B6/129;Bacetm1Pcw/J

Beschaffung: Jackson Laboratory (http://jaxmice.jax.org/) unter der Stock-
Number #004714.

Kurzinformation: Das Mausmodell wurde von Cai et al. 2001 generiert und be-

schrieben[22]. In dieser Mauslinie fehlt das Exon 1 des BACE1-Gens, was zum

vollständigen Verlust der Genexpression führt. Für mikroskopische Untersu-

chungen wurde über mehrere Generationen GFP-M eingekreuzt, so dass die

Linie fortan auf BL/6 Hintergrund geführt wird. Der Knockout hatte keinerlei

Auswirkungen auf die Tierphysiologie.

Zu beachten: Zucht auf Homozygotie für BACE1-Knockout.

Genotypisierung: Die genomische DNA wurde aus Mausschwanzbiopsien mit-

tels des pegGold Tissue DNA Mini Kits entsprechend dem Herstellerprotokoll

isoliert. Folgendes Protokoll wurde für die Genotypisierung durch Polymera-

se-Kettenreaktion verwendet:
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Primertabelle

Name 5’-Sequenz

IMR3169 AGGCAGCTTTGTGGAGATGGTG
IMR3170 CGGGAAATGGAAAGGCTACTCC
IMR3171 TGGATGTGGAATGTGTGCGAG

Reaktionsansatz

Komponente Menge

ddH2O 9,6µl

5’ Mastermix 10µl

20µM IMR3169 0,6µl

20µM IMR3170 0,6µl

20µM IMR3171 0,6µl

DNA 2µl

PCR-Programm

T / °C t / sec Zyklen

94 180 -

94 30 -

52 60 35

72 60 -

72 120 -

6 ∞ -

Auftrag auf 1,5% w/v Agarose-Gel

Bestimmungstabelle für 1,5% w/v Agarose-Gel

330bp 500bp Genotyp

positiv negativ catnb+/+

negativ positiv catnbLoxP/loxP

5.8 Ingredienzien

Name Herkunft / Produktbezeichner

Agarose Serva / 11404

AR-A014418 Sigma / A3230

Bepanthen Bayer / 20113

Bicucullin Sigma / 14343-50MG

CaCl2 Roth / CN93.2

Carbogen Fakultät für Chemie und Pharmazie, LMU München

Carprophen (Rimadyl) WDT / 07202

Casein I Applied Biosystems / T2015

Cefotaxim Pharmore

DAPI Roche / 236 276 10mg

Dexamethason WDT / 98056

DMSO Sigma / D4540

EDTA Sigma / ED4SS

EGTA Sigma / 03777-10G

Ethanol VWR / 1.00983.1000

Erdnuss-Öl Sigma / C-8267

Essigsäure Merck / 1.00063.2500

FAB
Dianova / AffiniPure Goat Anti-Mouse IgG+IgM

115-005-068

Glucose Merck / 1.08337.1000

goat anti rabbit Alexa-Fluor 647 Invitrogen / A-21244

goat anti mouse Alexa-Fluor 647 Invitrogen / A-21236

H2O2 30% v/v Roth / 8070.1

H2SO4 98% v/v Merck / 1.12080.1000

HCl 37% v/v Roth / 4625.2

HEPES Invitrogen / 15630-056
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Hot Mastermix VWR / 220041

Isofluran Abbott / Forene 100% v/v

Isopropanol Staub

Isotonische NaCl-Lösung 0,9% w/v Braun / 3710647

KCl Merck / 1.04936

Ketamin 10% (100 mg/ml) WDT / 02946

KH2P O4 Merck / 4873.1000

MgCl2 Roth / KK36.3

mouse anti MAP1b Santa Cruz Biotechnology / sc-25729

mouse anti Synapsin Synaptic Systems

mouse anti Tau-1 Millipore / MAB3420

Na2HP O4 Sigma / 71636

Na3AT P Sigma / G7127-250MG

Na3GT P Sigma / G8877-250MG

NaCl VWR / 1.06404.1000

NaH2P O4 Sigma / 71507

NaHCO3 Roth / 6885.1

NaOH 1M Merck / 1.09137.1000

NaOH 4M Merck / 191373M

Normal Goat Serum Dako

Paraformaldehyd VWR / 28794.295

PEG-300 AppliChem / A5537,1000

peqGold Tissue DNA Mini Kit Peqlab / 12-3396-02

Primer MWG Eurofins

rabbit anti β-Catenin Abcam / ab6302

rabbit anti GFP Alexa-Fluor 488 Invitrogen / A-21311

rabbit anti GSK-3β Santa Cruz Biotechnology / sc-9166

rabbit anti PSD-95 Synaptic Systems

Rompun 2% (Xylazin) WDT / 03406

Saccharose Merck / 1.07687.1000

SnCl2 VWR / A16202.22

Strychnin Sigma / S0532

Sybr-Gold Life Technologies / S114940

Tamoxifen Sigma / T-5648

Tetrodotoxin BioTrend / BN0517

Thioharnstoff GE-Healthcare / RPN 6301

Tris-Base Sigma / T1503-1KG

Triton-X-100 Sigma / T9284

Tween-20 Sigma / P1379

5.9 Rezepte

Name Zusammensetzung

4% w/v PFA

1g Paraformaldehyd

25ml PBS

2 Tropfen NaOH 4M

Bei 70°C lösen und Filtrieren
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Ätzlösung

300ml ddH2O

100ml H2O2 30% v/v

200ml HCl 37% v/v

Agarose-Gel (1,5% w/v)

2,3g Agarose

3µlSybr-Gold

150ml 1× TAE-Puffer

DAPI-Arbeitslösung
1µl DAPI-Stammlösung

999µl PBS

DAPI-Stammlösung
10mg DAPI

2ml PBS

Entwickler-Lösung
475ml ddH2O

25ml NaOH 4M

iBlock

1g Casein I

50ml PBS

0,5ml Tween-20

Ketamin / Xylazin Narkose

4 ml Ketamin 100mg/ml

1ml Xylazin 20mg/ml

24ml isotonische NaCl-Lösung

Patch-Lösung

118mM NaCl

3mM KCl

1,5mM CaCl2

1mMMgCl2

25mM NaHCO3

1mM NaH2P O4

10mM Glucose

Oxygenierung mit Carbogen

pH := 7,4

PBS (10×)

80g NaCl

2g KCl

14,4g Na2HP O4
2,4g KH2P O4

1L ddH2O

Pipetten-Lösung

140 mM KCl

1mM CaCl2

10mM EGTA

2mMMgCl2
4mM Na3AT P

0,5mM Na3GT P

10mM HEPES

pH := 7,3

Schneide-Lösung

2,5mM KCl

1,25mM Na2HP O4

26mM NaHCO3

25mM Glucose

200mM Saccharose

0,5mM CaCl2

6mMMgCl2
Oxygenierung mit Carbogen

pH := 7,4

TAE-Puffer

121g Tris-Base

28,5ml Essigsäure

9,31g EDTA

ad 500ml ddH2O
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Zinnbad-Lösung

350ml ddH2O

20ml H2SO4 98% v/v

5g SnCl2

25g Thioharnstoff

ad 500ml ddH2O

5.10 Materialien, Geräte, Werkzeuge

Name Herkunft / Produktbezeichner

10x/0,3 Objektiv Zeiss / Plan-Neofluar 10x/0,3

10x/0,8 Objektiv für die Elektrophysiologie Zeiss / IR-Achroplan 10x/0,8

20x/1.0 Objektiv Zeiss / W Plan-Apochromat 20x/1.0 DIC

40x/0,8 Objektiv für die Elektrophysiologie Olympus / LumPlan FL N 40x/0,8

40x/1,4 Ölimmersionsobjektiv Zeiss / W Plan-Apochromat 40x/1,4 DIC

Argon-Laser Zeiss / LASOS RMC 7812Z2

Ausgießstation Microm / EC350

AVR-Programmer AVR910 / http://www.klaus-leidinger.de

Axioskop LSM 7MP Zeiss

Binokular
Olympus / SZ51 mit Kaltlicht-Schwanenhalslampe

KL1500LED

Biopsie-Punch Calmed, 33-35

Borosilikat-Rohlinge Science products GmbH / GB150TF-8P

BP470-550 Zeiss

Dako Dako / S302380-2

Deckglas VWR / 631-0146

Dentalbohrer
Gebrüder Brasseler GmbH, Rosetten-Bohrer / H71 104

004

Dentalkleber Henry Schein Dental Depot, Cyano Veneer / 4582169

Dentalzement Henry Schein Dental Depot, Cyano Veneer / 1574354

Dioden-Laser Zeiss / LASOS RMC 7812Z2

EPC10 USB Patch-Clamp Verstärker HEKA

Flügelkanüle Helpi-Medical / ABB600627

Folie für Leiterplattenherstellung Amazon / Tartan 901

Fräsmaschine (Mcrofräse MF70 Proxxon) Conrad / 812193

GaAsP-Detektor Hamamatsu

Gelfoam Paeser und Lorei / 09 0315 08

Gelkammer CBS Scientific / SGU-030T-02

Gesichtsbräuner TCM

Helium-Neon-Laser Zeiss / LASOS RMC 7812Z2

Hot Bead Sterilizer FST / 18000-45

Isofluranverdampfer Abbott / Trajan808, Dräger

Kamera Canon / Power Shot G1 Digital

Kanülen Neolus, diverse Stärken VWR

Konfokal-Mikroskop Zeiss / LSM 780

Labor-Netzteil (1,5V-15V, 1,5A) Conrad / 511805-62

Epoxyd-Leiterplatten (Bungard, UV sensitiv) Conrad / 529206-62

Lötlack Conrad / 813907-62
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Lötsystem (Ersa Lötstation Analog 60 0ANA60) Conrad / 810053-62

Lötzinn (bleifrei) Conrad / 828697-22

LP690 Zeiss

MBS 405/760 Zeiss

MBS 488/561/633 Zeiss

Mikromanipulator Luigs und Neumann / SM-5

Mikropipettenpuller Sutter Instruments / P-87

Mikroskop für Elektrophysiologie Olympus / BX50WI

Multiplatte Hartenstein / MU04

Nagellack Essence / color & go transparent

Nano-Drop ThermoFisher Scientific / ND1000

Objektträger Superfrost Plus VWR / 631-9483

OP-Besteck
FST / 00632-11, 15000-00, 11006-12, 91150-20,

11223-20, 91197-00, 91460-11

OP-Deckgläschen (Ø 5mm) Menzel / CB00050RA1

OP-Heizapparatur StoeltingEurope / 50300V, 50305, 50304

PCR-Cycler Eppendorf / Thermocycler Master Cycler

peqGold Tissue DNA Mini Kit Peqlab / 12-3396-02

PE-Schlauchfolie Hartenstein / PE10

Platinenbohrer Conrad / 826686-62

Rasierklingen VWR / 13510.35

Reaktionsgefäße Eppendorf

Schüttler Edmund Bühler / KM-2 AKKU

Skalpelle VWR / 233-5366

SP690 Zeiss

Spritzen, diverse VWR

Sugi Kettenbach GmbH / 30601

Thermoblock Eppendorf

Titan-Saphir-Laser Spectra Physics / MaiTai HP DeepSee

Tupfer Böttger / 09.113.9105

Vibratom für die Elektrophysiologie Leica / LeicaVT1200S

Vibratom für fixierte Hirnschnitte Leica / VT1000S

Vortexer Scientific Industries / Vortex Genie 2

X,Y-verstellbarer motorisierten Tisch Luigs und Neumann / 380 FM

Zentrifuge Eppendorf / 5804R

5.11 Elektronische Bauteile

Name (Schaltplansymbol) Herkunft / Produkbezeichner

AVR Mikrocontroller (IC) Reichelt / ATMEGA8-16DIP

Buchsen (SV) Reichelt / PFL10, PFL14

Buchsenleiste (JP) Reichelt / BL1X20G82,54

Diode Reichelt (D) / 1N4004

Flachbandkabel Reichelt / AWG28-24G3M

Halbschalen-Gehäuse (Polystyrol) Conrad / 523117-62

Hochleistungstransistor (Q) Reichelt / IRLZ34N
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IC-Sockel Reichelt / GS28-S

I2C-Temperatursensor (IC) Reichelt / LM75SMD

Klemmen (X) Reichelt / AKL101-02, AKL101-04

Kondensatoren (C) (Keramik, Tantal, etc...) Reichelt / SORTIMENT SMD 1, SORTIMENT 1-SMD

Kondensatoren (C) (Elektrolyt) Conrad / 442896-62

Kühlkörper Reichelt / V CK633

LC-Display Reichelt / LCD162C

Potentiometer (R) 10K Reichelt / PT10-L10K

Spannungswandler (IC) Reichelt / μA 78S05

Stecker (SV) Reichelt / HEBW25, WSL10G, WSL14G, WSL10SK

Stiftleiste (JP) Reichelt / SL1X50G2,54

Widerstände (R) (Kohleschicht, etc...) Reichelt / SORTIMENT SMD 3, KOHLE E 12

5.12 Software

Name Herkunft

Adobe CS4 Adobe / Abteilung Medizintechnik und IT, München

AutoQuant
Media Cybernetics autoQuant X2 /

http://www.mediacy.com

AVR Studio AVR Studio 5.1 http://www.atmel.com/

Code::Blocks Code::Blocks 12.11 / http://www.codeblocks.org/

Eagle CadSoft Eagle 5.6.0 / http://www.cadsoft.de/

Imaris Bitplane Imaris 7.5.1 / http://www.bitplane.com/

LSM Image Browser 4.2.0 Zeiss / http://microscopy.zeiss.com/

MatLab 2012b The MathWorks / http://www.mathworks.de

MikTex 2.9 http://miktex.org/

MiniAnalysis
Synaptosoft MiniAnalysis 6.0.3 /

http://www.synaptosoft.com/

PatchMaster PatchMaster für EPC10 / http://www.heka.com/

Prism5 Graphpad / http://www.graphpad.com

PSPad PSPad 4.5.6 / http://www.pspad.com/

TeXnicCenter 2.0 http://www.texniccenter.org/

Visio 2007 Microsoft / http://www.microsoft.com

Visual Studio 2010 Ultimate Microsoft / http://www.microsoft.com

WinAVR
WinAVR Build 2010-01-20 http:
//sourceforge.net/projects/winavr/files/

ZEN2009 Zeiss / http://microscopy.zeiss.com/
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7 Anhang

Die chemischen Elementsymbole wurden entsprechend den IUPAC-Richtlinien an-

notiert.

Präfixe

Kürzel Bedeutung Umrechnungsfaktor

M Mega 106

k Kilo 103

c Centi 10-2

m Milli 10-3

μ Mikro 10-6

n Nano 10-9

p Pico 10-12

f Femto 10-15

Symbole

Kürzel Bedeutung

% Prozent

°C Grad Celsius

Ø Durchmesser, Durchschnitt
= ist gleich

:= ist definiert als
± plusminus

≈ näherungsweise

≤ kleiner gleich

≥ größer gleich

< kleiner als
> größer als

α Alpha

β Beta

λ Lambda
μ Mü
∞ Unendlich

Abkürzungen

Abkürzung Bedeutung

2P Zwei-Photonen

A Adenin

A Ampère (elektrische Stromstärke)

Abb. Abbildung(en)

ADAM a disintegrin and metalloprotease

AICD APP intracellular domain
Amp Ampicillin

AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

ANOVA analysis of variance

AOM akustooptischer Modulator
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APP Amyloid-Precursor-Protein

AR-A Siehe AR-A014418

AR-A014418 ATP kompetitiver GSK-3 Inhibitor

ATP Adenosintriphosphat

AVR Atmel Mikroprozessor der RISC-Architektur

Aβ Amyloidβ

BACE1 β-site of APP cleaving enzyme

BL/6 C57BL/6, Labormaus-Linie

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

C Programmiersprache C

C# Programmiersprache C#

C++ Programmiersprache C++

Ca2+ Calciumionen

CA1 Hippocampale Region mit dem Namen Cornu Ammonis

CaMKII Calcium/Calmodulin-abhängige Protein-KinaseII

cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

catnb β-Catenin-Gen

ca. circa

CRE cAMP response element

Cre cyclization recombination

Cre-ERT2 Besondere, durch Tamoxifen aktivierbare Form der Cre-Rekombinase

CRMP Collapsin response mediator protein

CSV Comma-Separated Values

Cx, CX (Somatosensorischer) Cortex

d day

dd zweimal destilliert

d.h. das heißt

Da Dalton

DAPI 4’,6-Diamidin-2-phenylindol, ein Zellkernmarker

DISC1 Disrupted in schizofrenia

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsäure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

dTOR Daily turnover rate

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

EE Enriched Environment

EK(H) Einzelkäfig(-Haltung)

engl. Englisch

ER Endoplasmatisches Reticulum

ERK Mitglied der MAPK-Familie

EtOH Ethanol

et al. et alii

etc. et cetera

evtl. eventuell

f Filopodium

FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations

FTDP-17 frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus verknüpft mit Chromosom 17

G Guanin
g Gramm

GaAsP Gallium arsenide phosphide

(e)GFP (Enhanced) Green Fluorescent Protein

GSK-3 Glykogen Synthase Kinase 3

h Stunden

HSP90 Hitze-Schock-Protein 90
http Hypertext Transfer Protocol
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IC Integrated circuit

IHC Immunhistochemie

I2C Inter-IC-Bus

ID Identifikator
i.p. Intraperitoneal

IR Infrarot

ISO International Organization for Standardization

ISP In-System-Programmierung

IT Informationstechnik

IVC individual ventilated cage

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-2-Ethansulfonsäure

kb Kilobasen

KO Knockout

Konz. Konzentration

KU Katholieke Universiteit

l, L Liter

lat. lateinisch

LC(D) Liquid Crystal (Display)

LEF Lymphoid enhancer-binding factor

LM Lösungsmittel

LMU Ludwig-Maximilians-Universität München

LoxP Basensequenz, die von der Cre-Rekombinase erkannt wird

LP Langpassfilter

Lsg. Lösung

LSM laser scanning microscopy

LTD long-term depression

LTP long-term potentiation

M Molar
m Meter

m Mushroom

MAP1b Microtubule-associated protein 1B

MAPK Mitogen aktivierte Protein-Kinasen

MAPT Mikrotubuli-assoziiertes Protein Tau

mEPSC miniature excitatory postsynaptic current

MHz Megahertz

min Minute(n)

mind. mindestens

mRNA (messenger) Boten-Ribonukleinsäure

MW Mittelwert

NA Numerische Apertur

NDD non-descanned detector

NFκB Nukleärer Faktor Kappa B

NMDA N-Methy-D-Aspartat

OP Operation (Medizin)

OVL Overlay (Dateiformat)
p.a. per analysis

PBS phosphate buffered saline

PC Personal computer

PCB Printed Circuit Board, Leiterplatte

PCR Polymerase Kettenreaktion

PSD Postsynaptische Dichte

PE Polyethylen

PFA Paraformaldehyd-Lösung oder Paraformaldehyd

pH pondus hydrogenii (negativer, dekadischer Logarithmus der Wasserstoffionenkonzentration)

PKA Protein-Kinase A

RISC Reduced Instruction Set Computer

ROI Region of interest
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PMT photomultiplier tube

PS1/2 Präsenilin1/2

PSD Postsynaptic density

rel. relativ

RNA Ribonukleinsäure

RT Raumtemperatur
rpm Umdrehungen pro Minute

s Sekunden
s Stubby

SD standard deviation

s. (u.) siehe (unten)

sec. Sekunde(n)

SlickV Single-neuron labeling with inducible Cre-mediated knockout in transgenic mice strain V

SMD Surface-mounted device
sog. sogenannt

SQL Structured Query Language

Std. Stunde(n)

T Thymin

T Temperatur

t Thin

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TCF Transcriptionfactor 1

Thy-1 thymus cell antigen 1

TOR siehe dTOR

Tris Trishydroxymethylaminomethan

u.a. unter anderem

üN über Nacht

URL Universal Resource Locator

USA United States of America

USB Universal Serial Bus

üT über Tag

u.v.m. und viele mehr

UV Ultraviolett

U/min Umdrehungen pro Minute

V Volt
vgl. vergleiche

Vol. Volumen
v.a. vor allem
vs. versus

v/v Volumenprozent (volume/volume)

WT Wildtyp

w/v Gewichtsprozent (weight/volume)

www World Wide Web
× fach (z.B. 10× Objektiv)
YFP Yellow fluorescent protein

z.T. zum Teil

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem

Ω Ohm

.NET Eine von Microsoft entwickelte Software-Plattform
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7.1 Hardwareapplikation Heizpad

7.1.1 Schaltung

Abbildung 7.1: Elektrischer Schaltkreis der Heizwendel.
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Abbildung 7.2: PCB-Layout der Heizwendel.
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Abbildung 7.3: Elektrischer Schaltkreis der Mess- und Regel-Logik.



7 ANHANG 112

Abbildung 7.4: PCB-Layout der Mess- und Regel-Logik.
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7.1.2 Quelltext

main.c:

1 / *
2 * HEIZPAD

3 * Copy r igh t Simon M. Ochs , 2013

4 * In l i n e with the Gnu P u b l i c L i cence I agree with r e d i s t r i b u t i o n and mod i f i c a t i o n

of my code as long as you do no harm .

5 * /

6

7 / / runs with i n t e r n a l c lock , f requency de f in ed i n make f i l e

8 / / # d e f i n e F_CPU 8000000UL

9 Â# include <avr / io . h>Â

10 Â# include <s td l i b . h>Â

11 Â# include < u t i l / delay . h>Â

12 Â# include <avr /wdt . h>Â

13

14 Â# include " lcd . c"Â

15 Â# include " lcd .h"Â

16 Â# include " twimaster . c"Â

17 Â# include " i2cmaster . h"Â

18

19 / / b lank l i n e f o r l c d

20 Â#define LCD_LINE " "Â

21 / / add r e s s of the temp sen so r

22 Â#define LM75 0x90Â

23 / / s e t tempera tu re i n degree c e l s i u s

24 Â#define SET_TEMP 37.0Â

25 / / tempera tu re a t hea t i ng c o i l h ighe r than at the sen so r . De f ine d i f f e r e n c e b i a s i n

degree c e l s i u s

26 Â#define HEATER_BIAS 1Â

27

28 void l c d _ c l r l n ( void ) ;

29

30 / / empty second l i n e on l c d

31 void l c d _ c l r l n ( )

32 {

33 l cd_go to xy ( 0 ,1 ) ;

34 l cd_pu t s_P ( LCD_LINE ) ;

35 l cd_go to xy ( 0 ,1 ) ;

36 return ;

37 }

38

39 i n t main ( void )

40 {

41 / / v a r s :

42 unsigned char r e t ;

43 uint8_t hea t i ng = 0 ;

44 uint8_t hys t = 1 ;

45 i n t8_t i i c _ t emp ;

46 i n t8_t i i c _ d e c im a l ;

47 f loat Temp ;

48 char bu f f e r [ 2 0 ] ;

49

50 / / enab le d i s p l a y
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51 l c d _ i n i t ( LCD_DISP_ON ) ;

52 l c d _ c l r s c r ( ) ;

53

54 / / s t a r t the system , i n i t the i i c s en so r

55 l cd_pu t s_P ( "Ochs 2012. \ nv1 .0 " ) ;

56 for ( u int8_t i = 0 ; i < 200 ; i ++ )

57 {

58 _de lay_ms ( 10 ) ;

59

60 i f ( i == 100 )

61 {

62 l c d _ c l r l n ( ) ;

63 l cd_pu t s_P ( " S t a r t i n g " ) ;

64 }

65

66 i f ( i == 130 )

67 {

68 / / hea t ing c o i l a t t ached to PD6 , s e t output low

69 DDRD = ( 1 << DDD6 ) ;

70 PORTD &= ~ ( 1<<PD6 ) ;

71 l cd_pu t s_P ( " . " ) ;

72 }

73

74 i f ( i == 160 )

75 {

76 / / i n i t i i c i n t e r f a c e

77 i 2 c _ i n i t ( ) ;

78 l cd_pu t s_P ( " . " ) ;

79 }

80

81 i f ( i == 190 )

82 {

83 / / t r y to reach sen so r on i i c bus

84 r e t = i 2 c _ s t a r t (LM75+ I2C_WRITE ) ;

85

86 / / when no answer from i i c bus , show e r r o r and h a l t

87 i f ( r e t )

88 {

89 PORTD &= ~ ( 1<<PD6 ) ;

90 l c d _ c l r l n ( ) ;

91 l cd_pu t s_P ( "LM75 m i s s i ng ! " ) ;

92 i2c_s top ( ) ;

93 for ( ; ; ) ;

94 }

95

96 l cd_pu t s_P ( " . OK" ) ;

97 }

98 }

99

100 / / c l e a r d i s p l a y .

101 l c d _ c l r s c r ( ) ;

102

103 / / enab le watchdog t ime r to two seconds : on system f a i l u r e or program cra sh

104 / / the a v r w i l l be r e s t a r t e d a f t e r 2 s e c s

105 wdt_enable (WDTO_2S ) ;

106

107 / / show e xp l a n a t i o n i n f i r s t l i n e on d i s p l a y
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108 l cd_pu t s_P ( " SOLL I ST HEIZE \ n" ) ;

109

110 / / end le s s loop

111 while ( 1 )

112 {

113 / / wa i t one sec

114 for ( i n t i =0 ; i <100 ; i ++ ) _de lay_ms ( 10 ) ;

115 l c d _ c l r l n ( ) ;

116

117 / / t r y to reach sen so r on bus

118 r e t = i 2 c _ s t a r t (LM75+I2C_WRITE ) ;

119

120 / / show e r r o r and h a l t system when sen so r not r e p l y i n g

121 i f ( r e t )

122 {

123 / / a s su r e hea t i ng c o i l i s i n a c t i v e , PD6 = low .

124 PORTD &= ~ ( 1<<PD6 ) ;

125 l c d _ c l r l n ( ) ;

126 l cd_pu t s_P ( " E r r : LM75 m i s s i ng " ) ;

127 i2c_s top ( ) ;

128 for ( ; ; ) ;

129 }

130 e lse

131 {

132 / / w r i t e po i n t e r of tempera tu re r e g i s t e r i n s en so r ( =0 )

133 i 2 c _w r i t e ( 0x00 ) ;

134 / / i n i t i i c bus to read mode u s ing dev i ce add re s s of te

s en so r

135 i 2 c _ r e p _ s t a r t (LM75+I2C_READ ) ;

136 / / read f i r s t byte ( t empera tu re ) from tempera tu re s en so r

de v i ce from r e g i s t e r ( =0 )

137 i i c_ t emp = i2c_readAck ( ) ;

138 / / read second byte ( dec ima l ) from tempera tu re s en so r de v i ce

139 i i c _ d e c im a l = i2c_readNak ( ) ;

140 / / r e l e a s e i i c bus

141 i2 c_s top ( ) ;

142

143 / / add the b i a s to the tempera tu re

144 Temp = i i c_ t emp + HEATER_BIAS ;

145

146 / / i f a dec ima l was r e c e i v e d from bus , add 0.5 degrees (

r e s o l u t i o n of the sen so r )

147 i f ( b i t _ i s _ s e t ( i i c _ d e c ima l , 7 ) ) Temp += 0.5 ;

148

149 / / show s e t / a c t u a l v a l u e s on d i s p l a y

150 d t o s t r f ( SET_TEMP , 4 , 1 , b u f f e r ) ;

151 l c d _pu t s ( bu f f e r ) ;

152 l cd_pu t s_P ( " " ) ;

153 d t o s t r f ( Temp , 4 , 1 , b u f f e r ) ;

154 l c d _pu t s ( bu f f e r ) ;

155

156 / / note : 0.00 i s a h y s t e r e s i s va lu e which can be adapted to

any o the r va lu e .

157 / / a c t i v a t e hea t i ng c o i l when s e t tempera tu re < , no

h y s t e r e s i s behav io r and hea t i ng c o i l i s i n a c t i v e

158 i f ( ( Temp < SET_TEMP + 0.00 ) && hea t ing == 0 && hys t == 0 )

159 {
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160 hea t ing = 1 ;

161 }

162

163 / / i n a c t i v a t e hea t ing c o i l when tempera tu re reached the s e t

tempera tu re . h y s t e r e s i s behav io r

164 i f ( ( Temp >= SET_TEMP + 0.00 ) )

165 {

166 hea t i ng = 0 ;

167 hys t = 1 ;

168 }

169

170 / / tempera tu re j u s t dropped below the s e t tempera tu re . e x i t

h y s t e r e s i s behav io r

171 i f ( ( Temp <= SET_TEMP − 0.00 ) )

172 {

173 hys t = 0 ;

174 }

175

176 / / enab le hea t i ng c o i l

177 i f ( hea t i ng == 1 )

178 {

179 PORTD | = ( 1<<PD6 ) ;

180 l cd_pu t s_P ( " [ x ] " ) ;

181 }

182 / / d i s a b l e hea t i ng c o i l

183 e lse

184 {

185 PORTD &= ~ ( 1<<PD6 ) ;

186 l cd_pu t s_P ( " [ ] " ) ;

187 }

188 }

189 / / t e l l watchdog the program fu n c t i o n s w i t h in normal pa ramete r s

190 wdt_rese t ( ) ;

191 }

192

193 / / h o pe f u l l y we neve r end up here . . .

194 return 0 ;

195 }

Angaben im Makefile, die vom Standard abweichen:

1 # MCU name

2 MCU = atmega8

3

4 # P roce s so r f requency

5 F_CPU = 8000000

6

7 # Programming hardware

8 AVRDUDE_PROGRAMMER = avr910

9

10 # Programmer po r t

11 AVRDUDE_PORT = com1

Die Kompilierung des Programms und die Übertragung in den Flash-Speicher des

AVR gelang durch die Eingabe folgender Befehle in die Kommandozeile:
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make clean
make all
make program

7.2 Softwareapplikation SpineMiner(XT)

Die Quelltexte für SpineMiner und SpineMinerXT umfassen mehrere tausend Zei-

len Quelltext, auf deren Aufnahme in diese Arbeit verzichtet wurde. Stattdes-

sen wurden die Quelltexte, build Optionen und die zugehörigen Ressourcen als

GitHub-Repository veröffentlicht. Über Releases stehen auch vorkompilierte aus-

führbare Dateien zum Download zur Verfügung.

SpineMiner: https://github.com/siochs/SpineMiner
SpineMinerXT: https://github.com/siochs/SpineMinerXT

In folgener Abbildung 7.5 ist die Algorithmik des Programms schematisch abge-

bildet.



ScanFiles
for each OVL in folder:

IsConsistent?

open next OVL-file

exit 

add to FileList

yes

no

IsConsistent

t = “id=<string>“ & 
c = blue?

no

t = “day=<int>“ &
c = blue?

t = “l=<double>“ &
c = blue?

t = <spine>?

no

no

yes

yes

yes

<spine>:
“<integer><‘m‘/‘s‘/‘t‘/‘f‘>“

(e.g. 11m)

yes

i = d = l = s = true?
yes

exit yes

d = true

l = true

s = true

i = true

open OVL-file binary
find first font tag position

p = find next font tag position
t = read text from p + 0x9C
c = read color from p - 0x44

EOF?
no

exit no

no

yes

no

font tag: 
0x41, 0x00, 0x72, 0x00, 0x69, 0x00, 0x61, 0x00

CalcTransients( LifeTime in days)
for each dendrite; for each day

get gained spines

for each gained spine

get day when lost

Δ ≤ LifeTime?

Δ = day(lost) - day(gained)

yes

set spine as transient

continue

no

update transient spines in dendrites table
continue

exit 

morphology count 
in spines ≥ 3

for each dendrite; for each day

m = count( gained or lost transient mushrooms )
s = count( gained or lost transient stubbies )

t = count( gained or lost transient thins )
f = count( gained or lost transient filopodia )

update dendrites with gained or lost transient m,s,t,f

yesno

CalcRegainedSpines

for each dendrite; for each day

get gained spines

for each gained spine

was lost day 
before?

yes

set spine as regained

continue

no

update regained spines in dendrites table
continue

exit 

CalcTOR

for each dendrite; for each day

get gained, lost, stable spines

update dTOR in dendrites table
continue

exit 

dTOR=
Ngained+Nlost

2•(Ngained+Nstable)•Δt-1

CalcSurvival( imaging EntryPoint )
for each dendrite

convert EntryPoint to dayEP

for each day > dayEP

continue

exit 

get stable spines of dayEP

get stable spines of day
S = stables(day) ∩ stables(dayEP)
Survival = 100 • S / stables(dayEP)
update survival in dendrites table

CalcNewGainedSurvival
( imaging EntryPoint )

for each dendrite
convert EntryPoint to dayEP

for each day > dayEP

continue

exit 

get gained spines of dayEP

get stable spines of day
S = stables(day) ∩ gained(dayEP)

NGS = 100 • S / gained(dayEP)
update NGS in dendrites table

CalcShapeshiftingFrequency
for each dendrite; for each day; for each spine

exit 

Mi = get morphology of day

for each Mi

Mi-1 = get morphology of day before

Mi = Mi-1?

continue count = count +1

yes no

Δt = day - day before

f =
100 • count

Ngained(day)+Nstable(day) •Δt-1

update f in dendrites table

CalcGainedLostMorphs
for each dendrite; for each day

exit 

m = count( gained or lost mushrooms )
s = count( gained or lost stubbies )

t = count( gained or lost thins )
f = count( gained or lost filopodia )

update dendrites with gained or lost m,s,t,f

for each file in FileList

open OVL-file binary
find first font tag position

while not EOF:

p = find next font tag position
t = read text from p + 0x9C
c = read color from p - 0x44

t = “id=<string>“ & 
c = blue?

t = “day=<int>“ &
c = blue?

t = “l=<double>“ &
c = blue?

t = <spine>?

day

length

id

add to SpineList

<spine>:
“<integer><‘m‘/‘s‘/‘t‘/‘f‘>“

(e.g. 11m)

no

no

no

no

skip entry

yes

yes

yes

yes

ignore morphologies?

no

set morphology = ‘?‘

count filopodia as 
thins?

yes

set morphology ‘f‘ to ‘t‘
yes

no

ScanFiles

create mySQL table “spines“
insert into “spines“ spine data from SpineList, id, day...

create mySQL table “dendrites“
insert into “dendrites“ id, day, and data computable from SpineList...

update lost spines: lost(t) = lost(t) - lost(t-1)
update fraction columns: frac = 100 • N/(Ngained+Nstable)

CalcTransients( LifeTime in days )
CalcRegainedSpines

CalcTOR

CalcSurvival( imaging EntryPoint )
CalcNewGainedSurvival( imaging EntryPoint )

ignore morphologies?

CalcShapeshiftingFrequency

no

CalcGainedLostMorphs

exit 

yes

update dendrites table
CheckFates

NewAnalysis

for each OVL file in directory

b = read OVL into byte array

expand SearchText with 0x00s
expand ReplaceText with 0x00s

p = find position of SearchText in b
delete SearchText at p from b

adapt changes at 0x46-0x49 in b
insert ReplaceText at p in b

adapt changes at 0x46-0x49, p-0xFC in b

while hit

exit 

FindAndReplace

Convert
defining readout-summaries

for each readout; for each dendrite;

create temp table with mean and values
insert daily values into temp table

calc mean from values in temp table
write temp table content into CSV

drop temp table

for each dendrite; for each day

write dendritic values into CSV
write spine fates into CSV

exit 

SQL-Pipe
open input file

exit 

for each line in file

execute SQL statement
write result into output file

sqlite3 c++ wrapper class

<sqlite3.h>

Close: closes opened database

SQL: opens prompt to accept SQL commands

Query: executes SQL statement and returns results

Open: opens specified database

argc, *argv[] parser

start

no command line option

Read
show table dendrites

exit 
show table dendrites

Trace

exit 
trace the fate of spine X on dendrite Y

CheckFates

exit 

for each spine

trace the fate

changed from lost 
to stable?

changed from stable
to gained?

changed from gained
to gained?

continue

produce error

yes

yes

yes

no

no

no

TOR

exit 
show daily turnover rate of dendrite X
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CalcClusters (DBSCAN)
for all gained spines of each dendrite

=Noise

=epsilon

=minPts

update clusters table

exit 

CalcDistances
for all gained spines 

of each dendrite:
make n x n distance matrix
update minimum distances

in distances table

exit 

Abbildung 7.5: Algorithmik von SpineMiner.
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