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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Morbus Alzheimer ist die weltweit haufigste, altersassoziierte, neurodegenerative
Erkrankung und manifestiert sich klinisch in einem progressiven Verlust kognitiver
Funktionen und Gedachtnisleistung. Gegenwartig existieren weder praventive MaRnahmen,
noch therapeutische Verfahren, um das Ausbrechen bzw. das Voranschreiten dieser
Krankheit zu verhindern. Unter Berlicksichtigung des demographischen Wandels stellt
Morbus Alzheimer somit heute eine der groRten medizinischen, 6konomischen und
gesellschaftlichen Herausforderungen dar. Der Amyloid-Kaskaden-Hypothese zufolge
besteht die molekulare Krankheitsursache in der pathologischen Akkumulation und
Aggregation des AB-Peptids, infolge derer Synapsen und Neurone geschadigt werden und
degenerieren. Das AB-Peptid wird hierbei durch die sequentielle, proteolytische Spaltung
des Amyloid-Vorlauferproteins APP produziert. Der erste Schritt dieses sogenannten
amyloidogenen Prozessierungswegs wird durch die B-Sekretase BACE1 initiiert. Ein
attraktiver Behandlungsansatz zur Reduktion des AB-Spiegels besteht somit in der direkten
pharmakologischen Inhibition von BACE1. Um den klinischen Erfolg derartiger Inhibitoren zu
gewahrleisten, miissen jedoch potentielle Nebenwirkungen zuvor identifiziert werden, die
mit der therapeutischen Intervention einhergehen, um Risiken einzuschatzen und

minimieren zu konnen.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die Auswirkungen einer chronischen BACE1
Inhibition auf die Physiologie und das Verhalten adulter Mause untersucht. Die hierbei
verwendeten BACE1 Inhibitoren reduzierten zwar effektiv die AB-Level im Gehirn, fihrten
jedoch zu einer Beeintrachtigung diverser synaptischer Funktionen. Mittels
intravitalmikroskopischer Verfahren konnte wahrend der Inhibitor-Behandlung eine
signifikante Abnahme der Bildung neuer dendritischer Spines im somatosensorischen Kortex
festgestellt werden; ein Effekt, der nach Absetzen der Inhibitoren langsam wieder abklang.
Elektrophysiologische Ableitungen lieBen weiterhin auf eine gestorte synaptische
Transmission und Plastizitat schlielen. Diese strukturellen und funktionellen Defizite in der
Plastizitdit von Synapsen spiegelten sich ferner in einer verminderten Lern- und
Gedachtnisleistung in BACE1 Inhibitor behandelten Versuchstieren wieder. Die prasentierten
Befunde zeigen somit, dass BACE1 eine wichtige physiologische Rolle in der Regulation

neuronaler und kognitiver Funktionen erflillt, die durch eine chronische Inhibition dieser

v



Zusammenfassung

Protease gestort werden kdnnen. Fir den potentiellen Einsatz von BACE1 Inhibitoren zur
medikamentdsen Behandlung von Morbus Alzheimer wird es daher von groRer Wichtigkeit
sein, eine therapeutische Dosis zu evaluieren, die beides im Gleichgewicht zu halten vermag:

Wirksamkeit und klinische Sicherheit.



Summary

Summary

Alzheimer’s disease is the most common, age-associated, neurodegenerative disorder and is
clinically characterized by a progressive loss of cognitive functions and memory. Presently,
neither preventive measures nor therapeutic strategies exist to prevent the development or
progression of the disease. In consideration of the demographic changes Alzheimer’s disease
represents one of the biggest medical, economic and social challenges of our time. Based on
the amyloid-cascade-hypothesis the molecular cause of the disease is the pathological
accumulation and aggregation of the AB-peptide, which is followed by synaptic and neuronal
injury and degeneration. The AB-peptide is produced by the sequential, proteolytic cleavage
of the amyloid precursor protein APP. The first step in this so called amyloidogenic
processing pathway is initiated by the [-secretase BACE1l. Therefore, the direct
pharmacological inhibition of BACE1 represents an attractive, therapeutical approach to
reduce the AB-levels. To ensure a positive clinical outcome, potential mechanism-based side
effects of such inhibitors have to be identified to assess and minimize the risks that might be

caused by this therapeutic strategy.

The main goal of this dissertation was to investigate the effects of chronic BACE1 inhibition
on the physiology and behavior of adult mice. The applied BACE1 inhibitors effectively
reduced AB-levels in the brain but caused the deterioration of various synaptic functions. By
intravital microscopy a significant reduction in the formation of new dendritic spines in the
somatosensory cortex was discovered during the application of the inhibitors; an effect that
recovered slowly after withdrawal of the inhibitors. Furthermore, electrophysiological
recordings revealed alterations of synaptic transmission and plasticity. These structural and
functional deficits in the plasticity of synapses were also reflected by a diminished
performance in learning and memory behavioral tasks. Taken together, these results assign
an important physiological role to BACE1 in the regulation of neuronal and cognitive
functions, which might be impaired by the chronic inhibition of this protease. Therefore, it
will be of great importance to evaluate a therapeutical dose of BACE1 inhibitors for the
medication-based treatment of Alzheimer’s disease, that balances both: Efficacy and clinical

safety.

Vi
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1. Einleitung

1.1 ,,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“

Im Jahre 1901 Ubernahm der deutsche Psychiater und Neuropathologe Alois Alzheimer,
seinerzeit Assistenzarzt an der Frankfurter ,Stddtischen Anstalt fiir Irre und Epileptische”,
eine Patientin, die ungewohnlich friih an ,Altersschwachsinn“ zu leiden schien. So
konstatierte Alzheimer, die erst 51-jahrige Auguste Deter sei ,,...zeitlich und 6rtlich ganzlich
desorientiert” und ,,...ihre Merkfahigkeit aufs schwerste gestort.”. Des Weiteren litt Auguste
Deter unter abrupten Gemiutsschwankungen und spontan auftretenden Halluzinationen. Ein
Zustand den sie selbst mit den Worten beschrieb: ,Ich habe mich sozusagen verloren.”.
Diese klinische Symptomatik lieR sich keiner bis dato beschriebenen Krankheit zuordnen und
veranlasste Alzheimer das Gehirn der 1906 letztendlich verstorbenen Patientin mittels einer
Bielschowsky Silberfarbung zu untersuchen (Abb. 1A). Die Ergebnisse seiner Studie
verdffentlichte er 1907 in seinem Aufsatz ,,Uber eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde”;
heute bekannt als Morbus Alzheimer!. Durch die Methode der Silberimpragnierung war es
Alzheimer gelungen die Bildung proteindser Ablagerungen im Gehirnpraparat von Auguste
Deter nachzuweisen (Abb. 1B). So beschrieb er das Auftreten , miliarer Herdchen”, eines
eigenartigen, in die Hirnrinde eingelagerten Stoffes und intrazelluldrer Einschlisse
y,aufgeknaulter Blindel von Fibrillen”, die heute amyloide Plaques und neurofibrillare Tangles
(engl. fir Knduel) genannt werden. Begleitet wurden diese neuropathologischen
Veranderungen durch eine ausgepragte Nervenzellatrophie, die sich lGber weite Teile des
Gehirns erstreckte. In Anbetracht der steigenden Anzahl dhnlich gearteter Krankheitsfalle
prognostizierte Alzheimer ferner, dass die Erforschung der zur Grunde liegenden Ursachen
von grolRer Wichtigkeit sein wird: “Solche eigenartigen Krankheitsprozesse haben sich in den
letzten Jahren in gréBerer Anzahl feststellen lassen. Diese Beobachtung wird uns nahe legen
miussen, dass wir uns nicht damit zufrieden geben sollen, irgendeinen klinisch unklaren
Krankheitsfall in eine der uns bekannten Krankheitsgruppen unter Aufwendung von allerlei

Mdihe unterzubringen.”

Mehr als 100 Jahre spéter stellt Morbus Alzheimer mit zwei Drittel aller Demenzerkran-
kungen die haufigste neurodegenerative Krankheit und vierthaufigste Todesursache nach

Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Krebs und Schlaganfall dar. Schatzungsweise 36 Millionen
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Menschen weltweit leiden heute an einer Demenz, ein Wert der sich bis zum Jahre 2050
aufgrund des demografischen Wandels durch steigende Lebenserwartung und weniger
Nachwuchs sogar verdreifachen diirfte’. Die hierdurch entstandenen Kosten fir das
Gesundheitswesen sind enorm. So beliefen sich die weltweiten Ausgaben 2010
schatzungsweise auf Uber 600 Milliarden US-Dollar**. Trotz dieser alarmierenden
Entwicklung existiert bisher keine dauerhaft effektive Medikamentation, oder praventive
MaBnahme fir die Behandlung der Alzheimer'schen Krankheit. Aufgrund der groBen
okonomischen und emotionalen Belastung fiir die Patienten, deren Familien und der
Gesellschaft ist es somit heute wichtiger denn je die molekularen Mechanismen der
Alzheimer’schen Krankheit zu verstehen, neue Therapien zu entwickeln und ihre

Wirksamkeit zu evaluieren.

1.1.1 Klinische Symptome und Krankheitsverlauf

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung des zentralen Nervensystems,
welche sich in einer langsam voranschreitenden Demenz manifestiert. Generell ldsst sich der
Krankheitsverlauf in drei Stadien unterteilen, die den Schweregrad der Demenz

wiederspiegeln’:

- Das frihe Stadium der Krankheit zeichnet sich besonders durch eine Stérung des
episodischen Gedachtnisses aus: Der Fahigkeit sich an autobiographische Ereignisse zu
erinnern. Entsprechende Defizite lassen sich anhand einer voranschreitenden
Degeneration des medialen Temporallappens und einer funktionellen Beeintrachtigung
des Hippocampus erklaren, einer Gehirnregion die eine zentrale Rolle in der

Abspeicherung von Gedachtnisinhalten spielt®.

- Im fortgeschrittenem Stadium ist der Patient auf die Unterstiitzung Dritter angewiesen.
Die Gedachtnisleistung nimmt weiter ab mit einer rapiden Verschlechterung des
episodischen und semantischen Gedachtnisses, welches das gesamte Faktenwissen
eines Menschen umfasst, wie die grundlegende Bedeutung von Wértern, Begriffen und
deren Zusammenhange in abstrakter Form. Einhergehend ist hdufig eine Verdanderung

der emotionalen Gemitslage und Personlichkeit des Patienten zu beobachten.
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- Im finalen Stadium der Krankheit sind die allgemeinen kognitiven Fahigkeiten des
Patienten massiv beeintrachtig. Der Betroffene verliert die Fahigkeit mit seiner Umwelt
zu kommunizieren und ist physisch stark eingeschrankt. Es kann zu einer Versteifung der
Muskulatur und Reflexausfallen kommen. Als haufigste Todesursache gilt die Entstehung
von Atemwegsinfekten; meist verursacht durch das Verschlucken von Flissigkeiten und

Speisen aufgrund einer Dysphagie.

Die durchschnittliche Lebensdauer nach Diagnosestellung betragt sieben Jahre, kann
allerdings individuell stark variieren®. Morbus Alzheimer beginnt jedoch nicht erst mit dem
Auftreten der ersten klinischen Symptome. Anhand von Biomarkerstudien an Patienten, die
an einer erblichen Form der Krankheit leiden, konnte gezeigt werden, dass sich erste

pathologische Veridnderungen bereits 25 Jahre vorher nachweisen lassen’.

1.1.2 Neuropathologische Merkmale

Makroskopisch lasst sich in Morbus Alzheimer eine zunehmende kortikale Atrophie
feststellen, die hauptsachlich den medialen Temporallappen und assoziierte Gehirnregionen
betrifft. Ein Prozess, der sich bereits friih im klinischen Krankheitsverlauf mittels MRI (engl.
fir Magnetic Resonance Imaging) anhand einer Ausdehnung der lateralen Ventrikel
beobachten l3sst (lat.: ex vacuo hydrocephalus)®. Mikroskopische Verfahren erméglichen
zudem die Identifikation zweier, fiir die Krankheit stereotypischer Merkmale: Die
extrazelluldare Ablagerung amyloider Plaques (Abb. 1C) im Hirnparenchym (griech. fir para =
“neben” und enchyma = ,das Eingegossene”) und die Bildung intrazellularer Tangles (engl.
fur Knzuel)>™ (Abb. 1D). Diese Lisionen gelten als Ursache fir die Degeneration
synaptischer Kontakte, das Absterben von Nervenzellen’? und die Entstehung
inflammatorischer Prozesse, gekennzeichnet durch die Rekrutierung von Mikroglia und

Aktivierung von Astrozyten13_15.
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Abbildung 1: Histopathologische Merkmale des ersten, beschriebenen Alzheimer-Patienten Auguste
Deter. (A) Histologisches Gehirnprdparat von Auguste Deter, welches mit freundlicher Genehmigung von
Prof. Dr. h. c. Hans Kretzschmar fiir die mikroskopischen Aufnahmen unter B-D zur Verfligung gestellt
wurde. (B) Ubersichtsaufnahme einer Bielschowsky Silberfirbung zur Darstellung der fiir Morbus
Alzheimer charakteristischen, pathologischen Hauptmerkmale: (C) Neuritische Amyloid-B Plaques und (D)
Neurofibrillare Tangles. Die MaRstdbe reprasentieren jeweils 10 pm.

1.1.3 Amyloide Plaques

Die Bezeichnung amyloider (lat. amylum = ,Starke”) Plaque geht auf den deutschen
Pathologen Rudolf Virchow zurlick, der diese erstmalig 1854 mittels einer lod-Farbung
detektierte, einer ansonsten klassischen Methode zum Nachweis von Starke'®. zwar wurde
gezeigt, dass es sich bei amyloiden Ablagerungen um proteindse Strukturen handelt'’, der
Begriff wurde jedoch aus historischen Griinden beibehalten. Amyloide Plaques entstehen
durch die Akkumulation und anschlieRende Aggregation des sezernierten Amyloid-
Peptides (AB)lS’lg, welches durch die proteolytische Spaltung des Transmembranproteins
APP (engl. fir amyloid precursor protein) generiert wird. Plaques zeichnen sich durch eine
porose Struktur® und annghernd spharische Form aus, deren Durchmesser bis zu 200 um
betragen kann?'. Generell lassen sich zwei Arten von Plaques unterscheiden: Neuritische
Plaques weisen einen kompakten Kern aus Amyloidfibrillen mit einer charakteristischen
Betafaltblattstruktur auf??, welche durch eine hochgeordnete Quervernetzung des Ap-
Peptides entstehen und radial zur Peripherie ausstrahlen. Typischerweise werden
neuritische Plaques von reaktiven Astrozyten, aktivierten Mikroglia und dystrophen Neuriten

2324 Diffuse Plaques wiederum entstehen durch eine amorphe, gleichmaRige

umgeben
Ablagerung des AB-Peptides und verfligen liber eine relativ unscharf begrenzte Peripherie 2,
Im Gegensatz zu neuritischen Plaques wird das Neuropil (griech. fir neuron = ,Nerv” und

pilema = ,Filz“) durch diffuse Plagues nicht geschadigt. Dieser Plaque-Typ lasst sich relativ
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hadufig auch in kognitiv unbeeintrachtigten, dlteren Menschen beobachten und gilt daher
nicht als pathologisches Kriterium fiir die Diagnose von Morbus Alzheimer®. Die Ausbreitung
der AB-Pathologie im Gehirn unterliegt einem raumlich und zeitlich definierten Verlauf. Die
sequentielle Reihenfolge mit der die einzelnen Gehirnregionen befallen werden, lasst sich in
funf Phasen unterteilen’®: (Phase 1) Isokortex, (Phase 2) enthorinaler Kortex und
Hippocampus, (Phase 3) Striatum und Zwischenhirn, (Phase 4) verschiedenen Kerne des
Stammbhirns, (Phase 5) Kleinhirn. Klinische Studien haben jedoch zeigen konnen, dass bei
Morbus Alzheimer die Schwere oder Dauer der Demenz weder mit der Plaque-Dichte, noch

Plaque-GréRe korreliert?” %,

1.1.4 Tangles

Neurofibrillare Tangles entstehen durch die Hyperphosphorylierung, Fehlverteilung und
anschlieRende Aggregation des Proteins Tau (= Tubulin bindendes Protein)*® innerhalb einer
Nervenzelle®'. Tau gehort zur Klasse der intrinsisch ungeordneten Proteine®? und weist als
solches keine rigide dreidimensionale Struktur auf, sondern ist in der Lage verschiedenste
Konformationen anzunehmen. Es ist daher extrem schwierig alle konformativen
Umwandlungen von Tau wahrend des Aggregationsprozesses experimentell
nachzuvollziehen. Dennoch herrscht ein allgemeiner Konsens dariiber, wie die Aggregation
von Tau in Morbus Alzheimer initiiert wird. Tau verfligt iber Lysin-reiche und daher positiv
geladene Bindungs-Domanen, Uber die es an die negativ geladenen B-Tubulin

3337 aufgrund

Untereinheiten von Mikrotubuli binden und letztere somit stabilisieren kann
dieser Eigenschaft spielt Tau eine wichtige Rolle in der Bildung von Zellfortsitzen®®, dem
Aufbau der ZeIIpoIaritéitg'39 und der Regulierung des axonalen Transports40. Unter

41,42 .
*“ und die

pathologischen Bedingungen wird das Tau Protein jedoch hyperphosphoryliert
Bindung zu den Mikrotubuli geschwécht33. Infolgedessen kommt es zu einer Schadigung des
axonalen Transports®® und einer Umverteilung von Tau in das somatodendritische

4243 Das im Zytosol (griech. fir kytos = ,Zelle” und lat. flr solvere = ,|6sen”)

Kompartiment
angereicherte Tau vollzieht nun eine konformative Veranderung, die zur Ausbildung der
sogenannten ,Alz50“-Struktur fuhrt (das entsprechende Epitop wird durch den Antikoérper
Alz50 erkannt) und die Aggregation von Tau beginstigt®. Weitere posttranslationale

Modifikationen lassen gepaarte, helikale Filamente mit einer gekreuzten B-Faltblattstruktur
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entstehen, dhnlich den Amyloidfibrillen®. Diese intraneuronalen Aggregate werden als
neurofibrillare Tangles bezeichnet und lassen sich selbst nach dem Absterben der

43,46

Nervenzelle extrazellular nachweisen™ . Hyperphosphorylierte Tau-Aggregate finden sich
ferner in dystrophen Neuriten in unmittelbarer Umgebung zu neuritischen Plaques und
werden aufgrund ihrer Erscheinung Neuropilfiden genannt®’. Analog zu der sequentiellen
Ablagerung von amyloiden Plaques weist das Voranschreiten der Tau-Pathologie im Gehirn
einen zeitlich und o6rtlich definierten Verlauf auf. Der deutsche Neuropathologe Heiko Braak
unterteilte das topographische Verlaufsmuster in sechs Stadien®: (Stadium I und 11) Trans-
enthorinaler und enthorinaler Kortex, (Stadium 1l und IV) Hippocampus, (Phase V und VI)
Isokortex. Da die Tau-Pathologie im Gegensatz zur Amyloid-Pathologie wesentlich starker
mit dem Verlust kognitiver Fahigkeiten korreliert*®, wurde die Einteilung nach dem Schema

von Braak als Standard fiir die klinische post mortem Diagnose von Morbus Alzheimer

eingefihrt®.

1.1.5 Synapsen- und Nervenzellenuntergang

Die Alzheimer'sche Krankheit zeichnet sich durch eine progressive Degeneration von

Nervenzellen und synaptischen Endigungen aus, welche sich post mortem anhand einer stark

50,51

ausgepragten Atrophie des Gehirns feststellen ldsst®”". In besonderem Male betroffen sind

Nervenzellen im Hippocampus, im anatomisch angegliederten enthorinalen Kortex sowie im

254 Einhergehend mit dem Absterben

temporalen, parietalen und frontalen Neokortex
neuronaler Zellen konnte experimentell anhand immunhistochemischer Untersuchungen
eine Abnahme des prisynaptischen Markers Synaptophysin festgestellt werden. Ferner
wurde, insbesondere in unmittelbarer Nahe zu neuritischen Plaques, ein Verlust
dendritischer Spines beobachtet®®. Zahlreiche Studien konnten belegen, dass Synapsen ein

57-59

strukturelles Korrelat fur Lernen und Gedachtnis darstellen und tatsachlich korreliert die

Abnahme der Synapsendichte starker mit der Demenzausprdagung des Patienten, als alle

anderen neuropathologischen Kennzeichen®® 2,

1.1.6 Molekularbiologie

Dank methodischer Fortschritte in der Molekularbiologie und Genetik konnte in den letzten

zwei Jahrzenten das Verstandnis der pathologischen Mechanismen, die der Alzheimer’schen



Einleitung

Krankheit zugrunde liegen, wesentlich erweitert werden. Auf der Suche nach den
molekularen Krankheitsursachen gelang es den Biochemikern George Glenner und Philip
Wong 1984 erstmalig das AB-Peptid, den proteindsen Hauptbestandteil amyloider Plaques,
aufzureinigen und zu sequenzierenls. Drei Jahre spater wurde das entsprechende Vorlaufer-
Protein identifiziert aus dem das AR Peptid als Spaltprodukt hervorgeht und sinngemafld APP
(engl. fiir amyloid precursor protein) benannt®. Obwohl Morbus Alzheimer groRtenteils
idiopathisch, also ohne erkennbare Ursache auftritt, so finden sich auch seltene familidre
Fille, in denen die Krankheit autosomal dominant vererbt wird®. Genetische Analysen
konnten schlieBlich zeigen, dass manche Patienten, die an einer familiar vererbbaren Form

65,66

von Morbus Alzheimer leiden, ein mutiertes APP Gen aufwiesen . Heute ist bekannt, dass

diverse Punktmutationen in APP die Produktion und Aggregation des AB-Petides beglinstigen

6788 Djese Beobachtungen fiihrten

und somit zur Entstehung amyloider Plaques beitragen
schlieBlich zur Formulierung der sogenannten ,Amyloid Kaskaden Hypothese”, die besagt,
dass die GbermafRige Produktion bzw. Ablagerung des AB-Peptids im Gehirnparenchym die
kausale Ursache einer Kette von Ereignissen darstellt, die letztendlich zur Entstehung der

Alzheimer’schen Krankheit fiihrt®.

1.1.7 Proteolytische Prozessierung von APP

Das Amyloid Vorlauferprotein (engl. amyloid precursor protein, APP) ist ein ubiquitar
exprimiertes Transmembran-Glykoprotein des Typ 1%, Im Saugetier bildet APP zusammen
mit den homologen Proteinen APLP1 und APLP2 (engl. fir amyloid precursor like protein
1/2) eine gemeinsame APP-Proteinfamilie; jedoch enthalt nur APP, die fir die amyloide

972 |m Menschen ist das korrespondierende APP Gen

Plague Bildung wichtige A Domane
auf Chromosom 21 lokalisiert, mit drei bekannten Splice Varianten von jeweils 695, 751,
oder 770 Aminosduren Kettenldnge. Wahrend APP751 und APP770 in nahezu allen
Gewebearten gebildet werden, findet sich APP695 hauptséachlich in den Synapsen, Dendriten

und Axonen von Nervenzellen”>™"’

. Die Reifung des Proteins erfolgt im sekretorischen Pfad
der Zelle, wobei es posttranslational durch Glykosylierung, Phosphorylierung und
Sulfatierung modifiziert wird’®. AnschlieRend erfolgt eine proteolytische Spaltung des APP

Holoproteins, wobei prinzipiell zwei Prozessierungs-Wege unterschieden werden kdnnen:
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Ein amyloidogener Weg, der zur Generierung des AB-Peptides fihrt und ein nicht-

amyloidogener Weg’® (Abb. 2).

Der amyloidogene Prozessierungs-Weg wird durch die Spaltung von APP mittels der
Aspartat-Endopeptidase BACE1 (engl. fir B-site APP cleaving enzyme 1) im Endosom initiiert,
da sich das saure Lumen des Endosoms positiv auf die enzymatische Aktivitdat von BACE1

)2%8L Bei der Proteolyse von APP wird hierbei die Ektodomane

auswirkt (pH-Optimum bei ~ 5
(APPsB) in den extrazellularen Raum entlassen, wahrend das carboxy-terminale Fragment
(BCTF oder C99) in der Membran verbleibt. Dieses membranstindige Fragment wird
anschlieBend durch den vy-Sekretase Komplex, bestehend aus Nicastrin, dem
Stabilisationsfaktor APH-1, Prasenilin-Enhancer 2 und den katalytischen Untereinheiten
Prasenilin-1 oder Prisenilin-2%%, innerhalb der Transmembrandomine gepaltenga, wodurch
das AB-Peptid und die intrazellulare Domane AICD (engl. fir APP intracellular domain)

884 Dije Schnittposition der y-Sekretase ist hierbei heterogen und so

freigesetzt werden
konnen ApB-Peptide mit Langen von 37 bis zu 43 Aminosduren entstehen, die
unterschiedliche, konformationelle Eigenschaften aufweisen®. Im Vergleich zu der
haufigsten Variante, dem AB4 Peptid, neigt ABs> zu Konformationsanderungen, die die
Aggregation des Peptides begiinstigen und zur Ausbildung amyloider Fibrillen fiihren®®%’.
Folglich konnte festgestellt werden, dass der GroRteil des fibrilliren AB in neuritischen

Plaques aus ABa, besteht®,

Im nicht-amyloidogenen Prozessierungsweg wird APP durch die Metalloproteinase ADAM10
(engl. fiir a disintegrin and metalloproteinase 10)*° innerhalb der AB-Sequenz gespalten, was

%51 Die anschlieRende

zur Sekretion der |6slichen extrazelluldaren APPsa-Ektodomane fuhrt
Spaltung des membranstandigen aCTF (C83) durch die y-Sekretase resultiert wiederum in

der Freisetzung der intrazellularen Domane (AICD) und des p3 Peptids.
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Abbildung 2: Sequentielle Prozessierungswege des Amyloid-Vorlauferproteins APP. Die sequentielle
Spaltung von APP erfolgt in zwei Prozessierungswegen. In der amyloidogenen Prozessierung wird die
Ektodoméane (APPsB) durch BACE1 proteolytisch abgetrennt und in den extrazelluldren Raum entlassen.
Durch die anschlieRende Prozessierung des membranstandigen C-terminalen Fragments (BCTF) mittels y-
Sekretase Komplex werden die APP intrazellulare Doméne (AICD) und das AB-Peptid freigesetzt. Alternativ
wird bei der nicht-amyloidogenen Prozessierung APP innerhalb der AB-Peptid Domdne durch ADAM10
gespalten, wodurch die APPsa-Ektodomaéne in den extrazelluldren Raum entlassen wird. Die anschlieBende
Spaltung des membranstdndigen C-terminalen Fragments (aCTF) durch die y-Sekretase befreit die APP
intrazellulare Doméane und das p3 Peptid. Abbildung modifiziert nach Burgold, 2013%.

1.1.8 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurde 1991/1992 von John A. Hardy und Dennis J. Selkoe
postuliert und beschreibt eine Sequenz pathologischer Veranderungen, die zur Entstehung

099394 Nach dieser Hypothese besteht die unmittelbare

der Alzheimer’schen Krankheit fiihrt
Krankheitsursache in der sukzessiven Akkumulation und Aggregation des APB-Peptids
aufgrund einer erhohten AP Freisetzung bzw. aufgrund eines verminderten AB Abbaus.
Infolge der Aggregation von AB werden Synapsen geschaddigt, Immunreaktionen in Form
einer reaktiven Gliose versursacht und l6sliches Tau hyperphosphoryliert, was wiederum zur
Bildung intrazelluldarer Fibrillen fihrt. Die Kaskade kulminiert letztendlich in einer

progressiven synaptischen und neuronalen Degeneration, an deren Ende die Alzheimer’sche

Demenz mit ihrer charakteristischen Plaque- und Tangle-Pathologie steht™.

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese griindet auf dem Befund, dass das AB-Peptid den

proteindsen Hauptbestandteil amyloider Plaques und zerebraler Amyloidangiopathien

18,19

ausmacht . Die These, dass AP eine zentrale Rolle in der Atiologie von Morbus Alzheimer
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spielt, erhartete sich weiter durch die Identifizierung des APP-Gens und dessen Lokalisation

63,96-98

auf Chromosom 21 . Aufgrund einer Chromosomenabberation ist das Chromosom 21

und somit das APP-Gen im Down-Syndrom dreifach vorhanden (Trisomie 21). Individuen mit
Down-Syndrom weisen eine erhohte AB-Produktion und amyloide Plaque-Bildung auf und
entwickeln in fast allen Fallen bis zum 55 Lebensjahr klinische Symptome einer Demenz vom

93,99-101

Alzheimer-Typ . Molekulargenetische Studien fiihrten schlieflich zur Entdeckung von

Punktmutationen im APP-Gen, die mit einer dominant vererbbaren Form der
Alzheimer'schen Krankheit assoziiert sind®®'®. Weitere Mutationen konnten in den
katalytischen Untereinheiten PS-1 und PS-2 des y-Sekretase Komplexes ausgemacht

103

werden . Grundsatzlich verandern diese Mutationen die Prozessierung des APP-Substrats

und verstirken somit die Produktion des AB4, Peptids’®

. Auch das ApoE4 (Apolipoprotein
E4), der bisher einzige identifizierte genetische Risikofaktor fir Morbus Alzheimer, spielt
eine wesentliche Rolle in der Homdostase des AB Levels, da es fiir die Bindung und den
Abtransport des AB-Peptids aus dem Gehirn verantwortlich ist'®. Kirzlich erhielt die
Amyloid-Kaskaden-Hypothese zusatzlichen Aufschwung durch die Identifizierung einer APP-
Mutation, durch die die Produktion des AB-Peptids vermindert und das Risiko an Morbus

Alzheimer zu erkranken signifikant verringert wird™®.

Eine wesentliche Grundannahme der Amyloid-Kaskaden-Hypothese besagt, dass die
Entstehung der Tau-Pathologie letztendlich verursacht wird durch die Ablagerung amyloider
AB-Aggregate. Hinweise hierfir liefern Befunde aus Patienten, die unter einer
Frontotemporalen Demenz leiden. Frontotemporale Demenz stellt eine neurodegenerative

Erkrankung dar, die durch eine massive Tau-Pathologie gekennzeichnet ist, ohne jedoch

107,108

amyloide Plaques aufzuweisen . Dies impliziert, dass die pathologische Akkumulation

von Tau per se neurotoxisch ist, nicht aber die AB-Pathologie induzieren kann®***

. Ein Beleg
fir die umgekehrte Schlussfolgerung wurde in Tau-Uberexpremierenden Mausmodellen
erbracht, deren Tau-Pathologie sich durch die Koexpression von mutierten, humanen APP

wesentlich verstirken lieR!*

. Weitere Beweise fiir eine wechselseitige Interaktion zwischen
AB und Tau wurden anhand von Experimenten in transgenen Mausmodellen und Zellkultur
geliefert. In diesen Studien zeigte sich, dass der genetische Knock-out von Tau AB-induzierte
Lerndefizite, Verminderung der LTP (engl. fiir long-term potentiation) Expression und den

111-113 .
. Die

Untergang von Neurone kompensiert zugrunde liegenden molekularen

Mechanismen der Tau-vermittelten synaptotoxischen Wirkung von AP sind weiterhin

10
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Gegenstand intensiver Forschung. So konnte eruiert werden, dass AP liber den CAMKK2-
AMPK Signalweg (engl. fur calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, 5
adenosine monophosphat-activated protein kinase) hyperphosphoryliert und somit zu einer
Fehlverteilung von Tau in Richtung des dendritischen Kompartiments fahrt™. Im
dendritischen Spine lokalisiert bewirkt Tau schlielllich Uber die Kinase Fyn eine
Hyperphosphorylierung von NMDA-Rezeptoren (N-Methyl-D-Aspartat). Die anschlieSende,
UbermadlRige Freisetzung des Neurotransmitters Glutamat resultiert letztendlich in
Excitotoxizitat (lat. fir excitare = ,antreiben” und griech. fur toxikon = ,Gift“) und der

Degeneration von synaptischen Endigungen*>*1®.

Basierend auf der Amyloid-Kaskaden-Hypothese wurden im Verlauf der vergangenen Jahre
zahlreiche potentielle Therapeutika zur Reduktion der AB-Pathologie entwickelt.
Therapeutische Strategien zur Behandlung von Morbus Alzheimer umfassten hierbei die
aktive bzw. passive Immunisierung gegen AP, oder die Applikation pharmakologischer
Substanzen zur Inhibition der AB-Aggregation und Modulation der AB-generierenden
Sekretasen. Trotz dieser vielversprechenden Ansatze ist es dennoch bisher nicht gelungen
den Krankheitsverlauf effektiv zu verlangsamen. Als Hauptursache fir das Scheitern der
klinischen Studien wird angefiihrt, dass die therapeutische Intervention in einem Stadium
der Erkrankung erfolgte, bei der die progressive Degeneration des Gehirns bereits dermalRen

117

ausgepragt war, dass sie nicht mehr gestoppt werden konnte™"". Ferner verursachten einige

Praparate derart schwere Nebenwirkungen, dass die Behandlung abgebrochen werden

118-121

musste . Es wird daher fiir den Erfolg zukiinftiger Studien von groRer Wichtigkeit sein

122-124

moglichst frih mit der Therapie zu beginnen und die physiologische Funktion der

Schlisselproteine in der Pathogenese von Morbus Alzheimer genauer zu charakterisieren.

1.1.9 Die B-Sekretase BACE1

Der erste und somit limitierende Schritt in der Produktion des toxischen AP Peptids besteht
in der proteolytischen Spaltung von APP durch die B-Sekretase BACE1 (B-site APP cleaving
enzyme 1, auch bekannt als Asp2, oder memampsin 2). BACE1 stellt somit ein primares und
direktes therapeutisches Ziel zur Senkung des cerebralen B-Amyloid-Spiegels in Morbus
Alzheimer Patienten dar. Die zentrale Rolle von BACE1 in der Prozessierung von APP wurde

erstmals 1999 von funf unterschiedlichen Forschungsgruppen voneinander unabhangig

11
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1257129 |n diesen Studien wurde zudem eine zweite Aspartat-Endopeptidase

aufgedeckt
identifiziert, deren Aminosdure-Sequenz sich mit BACE1 zu 64% deckt: BACE2 (auch bekannt
als Aspl, oder memapsin 1). Beide Endopeptidasen lassen sich zwar in diversen
Gewebearten nachweisen, jedoch wird BACE1 hauptsachlich im Gehirn exprimiert127’129’130.
Ferner wurde gezeigt, dass BACE1 und nicht BACE2 die in vivo relevante B-Sekretase fiir die

B! Die katalytische Domane des BACE1 Enzyms verfligt Gber

Prozessierung von APP darstellt
zwei charakteristische (DT/SGS/T) Motive, &dhnlich der Pepsin Familie der Aspartat
Proteasen™?. Im Gegensatz zu diesen handelt es sich bei BACE1l jedoch um ein
Transmembranprotein des Typ |, dessen C-Terminus in das Zytosol ragt, wahrend der N-
Terminus samt aktivem Zentrum luminal ausgerichtet ist. Durch besagte

Transmembrandomane wird gewahrleistet, dass BACE1 nicht sekretiert wird und sich daher

im Trans-Golgi-Netzwerk anreichern kann®33.

1.1.10 Zellbiologie und physiologische Funktion

BACE1 lokalisiert in sogenannten Lipidfl6Ben, den Cholesterin-reichen Mikrodomadnen der

134

Plasmamembran™". Interessanterweise wurde in vitro nachgewiesen, dass spezifische Lipide

134 ..
3 Intrazellular

dieser LipidfloRe sich giinstig auf die Aktivitdt des BACE1 Enzyms auswirken
lasst sich BACE1L in diversen Zellorganellen nachweisen. Aufgrund der pH-Abhangigkeit des
Enzyms wird seine maximale katalytische Aktivitat jedoch nur im sauren Lumen des Trans-
Golgi-Netzwerks und in Endosomen erreicht (pH 4.5 — 6.0)%. Entsprechend wird BACE1
zunachst als Pro-Enzym synthetisiert und erst im Trans-Golgi-Netzwerk in die aktive Form

136,137

konvertiert . Durch weitere post-translationale Modifikationen, wie Phosphorylierung

und Palmitoylierung, wird der Transport von BACE1 in das endosomale-lysosomale System

138139 Da im Endosom ein fiir BACE1 optimales saures

bzw. der Einbau in LipidfloRRe reguliert
Milieu vorherrscht, findet hier auch der Grof3teil der Prozessierung von APP statt.
Experimentelle Studien zeigen, dass BACE1 und APP im Endosom intermolekular
interagieren135 und dass der Einsatz von Stoffen, die den endosomalen pH-Wert erhohen,
effektiv die AR Produktion inhibiert'®>. Neben APP konnten bisher 33 weitere neuronale
BACE1 Substrate identifiziert werden und somit ist BACE1 eine der wichtigsten Sheddasen im

Nervensystem®!. Basierend auf der gegenwirtigen Literatur lassen sich BACE1 Substrate, die

eine physiologische Funktion im zentralen Nervensystem erfiillen, in zwei Untergruppen

12
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unterteilen. Die erste Gruppe umfasst Proteine, die eine synaptische Funktion erfillen,
wahrend die zweite Gruppe Proteine enthalt, die mit der extrazelluldren Matrix von
Astrozyten und Oligodendrozyten interagieren und somit das Wachstum von Axonen

regulieren132.

Da das BACE1l Sekretom eine Vielzahl synaptischer Proteine beinhaltet, weisen Bacel”
Mause diverse neurologische Phanotypen auf, wie Lern- und Gedachtnisstorungen,
epileptische Anfdlle, lokomotorische Hyperaktivitdat und Schizophrenie-assoziierte

1427144 Zumindest zum Teil lassen sich diese komplexen Phinotypen

Verhaltensanderungen
zuriickfihren auf die BACE1 Substrate Sez-6 (seizure-related gene 6)'* und Nay B-
Untereinheit'*®. Sez-6 ist ein dendritisch lokalisiertes Typ | Membranprotein. Sez-6 knock-out
Mause weisen eine reduzierte dendritische Spine Dichte und eine beeintrachtigte

195 3uf. Die

Erregbarkeit der pyramidalen Nervenzellen in der kortikalen Schicht V
epileptischen Anfille in Bacel”" Miusen wiederum beruhen wahrscheinlich auf einer
reduzierten Prozessierung der Nay B-Untereinheit, durch die die Expression und
Zelloberflachen-Lokalisation von Natriumkanalen gesteuert wird 47148, Folglich erhoht sich
die Dichte an Spannungs-gesteuerten Natriumkanalen in BACE1”" Miusen und tragt somit zu

einer verstarkten neuronalen Erregbarkeit bzw. einer gesteigerten Anfalligkeit fir

epileptische Anfille bei.

In der Gruppe der BACE1 Substrate, die in der Regulation des axonalen Wachstums involviert
sind, ist insbesondere das neurale Zelladhesionsmolekiil CHL1 (close homolog of L1) zu
nennen. CHL1 ist ein Typ | Membranprotein, welches durch ADAM8 (A Disintegrin and
metalloproteinase domain-containing protein 8)"*° und BACE1' prozessiert wird und
dessen l6sliche Ektodomane mit Neurophilin-1 und Semaphorin 3A interagieren kann, um

120151 "Folglich weisen sowohl CHL17, als auch Bacel

die axonale Zielfindung zu beeinflussen
” Miuse eine gestorte axonale Verschaltung der hippocampalen Moosfasern innerhalb des
infrapyramidalen Biindels auf. Ferner ist die Gesamtlange des infrapyramidalen Biindels in

Bacel” Tieren um ca. 30% verkiirzt®?

. Da die Lange des infrapyramidalen Biindels mit der
Gedichtnisleistung von Mausen korreliert™?, kann hierdurch ein Teil der kognitiven Defizite

in Bacel”” Tieren erklart werden.

Auch im peripheren Nervensystem konnten zahlreiche Funktionen von BACE1 beschrieben

werden. So wurde beobachtet, dass eine genetische Ablation von BACE1l zu einer

13
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154

Hypomyelinisierung von Nervenfasern fiihrt™". Dieser Effekt ist zurlickzufiihren auf eine

reduzierte proteolytische Prozessierung des BACE1 Substrats NRG1 (Neuregulin 1) Isoform

>4 welches eine zentrale Rolle wihrend der frilhen postnatalen Myelinisierung

Typ I
spieltlss. Ahnlich zu NRG1 Typ lll wird auch NRG1 Typ | von BACE1 prozessiert. Da NRG1 Typ |
eine wesentliche Funktion in der Bildung von Muskelspindeln ausiibt, flihrt eine reduzierte
Spaltung von NRG1 Typ 1 zu einer verminderten Muskelspindelbildung in Bacel knock-out
Mausen™®. Dieser Effekt konnte des Weiteren durch die pharmakologische Inhibition von
BACE1l in adulten Wildtyp Mausen reproduziert werden’®. Die BACE1l vermittelte
Prozessierung von NRG1 Typ | ist somit nicht nur nétig fiir die Formation von Muskelspindeln
wahrend der Entwicklung, sondern auch fiir deren Erhalt im Erwachsenenalter. Es bleibt
abzuwarten, ob die Applikation pharmakologischer BACE1 Inhibitoren zu einem ahnlichen
Phanotyp bei Menschen fiihren wird. Ein weitreichendes Verstandnis samtlicher BACE1
Substrate und deren physiologischen Funktion wird daher dazu beitragen, potentielle

Nebenwirkungen zu erkennen und zu kontrollieren, die durch den therapeutischen Einsatz

von BACE1 Inhibitoren auftreten kdnnten.

1.1.11 Therapeutisches Potential

Erste Untersuchungen von Bacel”" Tieren stellten weder Entwicklungs-, noch
Verhaltensstérungen, oder histologische Veranderungen fest™’. Dies erweckte die Hoffnung,
dass eine therapeutische Inhibition von BACE1 frei von unerwiinschten Nebenwirkungen
sein kdnnte und somit ein potentielles Zielprotein fiir die Behandlung der Alzheimer’schen
Krankheit darstellt. In weiterfihrenden Studien wurde schlieRlich gezeigt, dass die
genetische Ablation von Bacel in transgenen, APP (iberexpremierenden Tieren die
Produktion von AB und somit die Entstehung amyloider Plaques bzw. AB-assoziierter

144,158 Angesichts dieser vielversprechenden Befunde wurden im

Pathologie verhindert
Verlauf der Jahre verschiedenste Inhibitoren entwickelt, um das aktive Zentrum von BACE1
zu blockieren. Wahrend erste Peptidmimetika, die der B-Sekretase Spaltstelle von APP
nachempfunden sind, effektiv und spezifisch die Aktivitdt von BACE1 in vitro zu inhibieren
vermochten, waren sie dennoch zu grofl3 um die Blut-Hirn Schranke zu passierenlsg. Erst die

Entwicklung niedermolekularer, nicht-peptidischer Inhibitoren Iéste dieses Problem™?.

Gegenwartig befinden sich pharmakologische BACE1 Inhibitoren der Firmen AstraZeneca,

14
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Boehringer Ingelheim, Biogen, Janssen und Merck in klinischen Studien. In diesen gilt es nun
wesentliche Fragen zu l6sen, die mit dem therapeutischen Einsatz von BACEL Inhibitoren

einhergehen™:

1.) In welchem MaR wird BACE1 inhibiert werden miissen, um einen therapeutischen Effekt

zu erreichen?

Die Entdeckung der protektiven APP Punktmutation Ala673Thr legt nahe, dass eine
lebenslange Reduktion der AR Produktion um ca. 20% geniligen kdnnte, um die Entstehung

19 APP transgene Miuse, die heterozygot fiir

der Alzheimer’schen Krankheit zu verhindern
Bacel sind, weisen ebenfalls eine um 20% verringerte AB Produktion auf, ohne dabei die
Phdanotypen zu entwickeln, die bei einem kompletten knock-out des Bacel Gens

144,160

entstehen . Eine moderate Inhibition von BACE1 kénnte daher ausreichen, das AB Level

adaquat zu senken, ohne die Aktivitdit von BACE1 derart zu reduzieren, dass schwere

Nebenwirkungen auftreten’®?

. Weiterhin wurde gezeigt, dass die Konzentration von BACE1
im Gehirn von Alzheimer Patienten im Vergleich zu einem normalen, gesundem Gehirn, um
das zweifache erhéht ist*®'. Sowohl BACE1, als auch APP akkumulieren in dystrophen

182 Man vermutet, dass somit die

Neuriten, in unmittelbarer Nahe zu neuritischen Plaques
AB Produktion direkt am Plaque erhoht ist und hierdurch eine positive
Rickkopplungsschleife entsteht, durch die sich die pathologischen Verdanderungen weiterhin
verstarken. In diesem Fall stellt eine Normalisierung der BACE1 Aktivitat am Plaque mittels

BACE1 Inhibition ein potentielles therapeutisches Ziel dar®®,

2.) In welchem Krankheitsstadium sollten BACE1 Inhibitoren appliziert werden, um eine

maximale therapeutische Effektivitat zu erzielen?

Die Entdeckung familiar vererbbarer, Alzheimer-assoziierter Mutationen, die zu einer
gesteigerten AP Produktion fiihren, zeigen, dass AP eine friihe Rolle in der Atiologie der

585 Weiterhin weisen PET (Positron-Emissions-

Alzheimer’'schen Krankheit spielt
Tomographie) Studien in Kombination mit dem Amyloid-bindenden, radioaktiven Marker
Pittsburgh Compound B, darauf hin, dass die Akkumulation von AR den klinischen

7,163, Angesichts dieser Daten erscheint

Symptomen der Krankheit bis zu 10 Jahre vorausgeht
es sinnvoll AB-reduzierende BACE1 Inhibitoren moglichst frih im Krankheitsverlauf

einzusetzen, noch ehe sich eine ausgepragte, cerebrale Amyloidose entwickelt. Derartige
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Untersuchungen waéren allerdings sehr =zeit- und damit kostenaufwendig und so
konzentrieren sich die gegenwartigen klinischen Studien auf Patienten, die bereits eine

leichte bis mittel-schwere Demenz entwickelt haben'®*.
3.) Welche Nebenwirkungen kdnnten mit der Inhibition von BACE1 einhergehen?

Fir den Erfolg dieser klinischen Studien wird es allerdings von grofler Wichtigkeit sein,
potentielle Nebenwirkungen einer pharmakologischen BACE1 Inhibition zu identifizieren. Die
Vielzahl der bisher beschriebenen, phanotypischen Verdanderungen in Bacel” Miusen legt
nahe, dass der therapeutische Einsatz von BACE1 Inhibitoren gesundheitliche Risiken bergen
konnte. Dennoch ist es bisher unklar, ob eine Inhibition von BACE1l im Menschen zur
Entstehung &hnlicher Phanotypen fihren wird, wie sie in Bacel” Tieren beschrieben
wurden. So konnte BACE1 wahrend der Entwicklung eine andere Funktion ausiben, als im
Erwachsenenalter. Da Bace1” Miuse zu keiner Zeit iiber ein funktionsfahiges BACE1 Enzym
verfligen, lassen sich die beschriebenen Defizite in Bacel” Miusen teils auf einen
Entwicklungs-, oder teils auf einen adulten Phdnotyp zurickfihren. Zum Beispiel ist
Myelinisierung ein Prozess, der bis zum Erreichen des Erwachsenenalters abgeschlossen
ist*® und so handelt es sich bei der charakteristischen Hypomyelinisierung in Bacel” Tieren
um einen Entwicklungsphanotyp. Es ist daher unwahrscheinlich, dass eine therapeutische
Inhibition von BACE1 im erwachsenem Menschen zu einer dhnlichen Hypomyelinisierung
flihren wird, wie sie in Bacel” Tieren zu beobachten ist. Im Gegensatz hierzu handelt es sich
bei der Bildung von Muskelspindeln um einen lebenslangen, kontinuierlichen Prozess, der
sowohl in Bacel” Mausen, als auch in BACE1 Inhibitor behandelten, adulten Wildtyp

136 Es handelt sich somit um einen adulten Phanotyp, der potentiell auch

Mausen gestort ist
durch den therapeutischen Einsatz von BACE1 Inhibitoren in Morbus Alzheimer Patienten
auftreten konnte™2. Ferner besteht die Mdglichkeit, dass andere Proteasen das vollstindige
Fehlen von BACE1 in Bacel” Tieren zu kompensieren vermogen. Demnach kénnte eine
akute, pharmakologische Inhibition von BACE1 zu starkeren, phanotypischen Verdnderungen

flihren, als es basierend auf den Beobachtungen in Bacel” Tieren zu erwarten wire.
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1.2 Dendritische Spines

1906, im gleichen Jahr als Alois Alzheimer erstmals seine Studienergebnisse ,Uber eine
eigenartige Erkrankung der Hirnrinde” 6ffentlich prasentierte, erhielt der spanische Arzt
Santiago Felipe Ramdn y Cajal den Nobelpreis fiir Physiologie oder Medizin ,,in Anerkennung
seiner Arbeit Gber die Struktur des Nervensystems®. Seinem Kollegen Alois Alzheimer gleich,
bediente sich Ramoén Cajal neuester mikroskopischer und histochemischer Verfahren, um
den anatomischen Aufbau des Nervensystems moglichst prazise zu charakterisieren und
naturgetreue darzustellen. Unter anderem ist es Cajals Arbeiten zu verdanken, dass wir
heute das Nervensystem nicht als ein zusammenhdngendes Synzytium von Nervenbahnen
verstehen, sondern als eine Vernetzung einzelner, diskreter Nervenzellen (Abb. 3). In
Verbindung miteinander stehen diese Neurone U{ber prasynaptische Endigungen und
postsynaptischen Spines, die Cajal anno 1888 mittels Golgi-Farbung entdeckte und als

dornenartige Fortsatze , espinas” bezeichnete!®®.

Einzelne Nervenzellen kénnen tausende solcher dendritischen Spines ausbilden und so wird
geschatzt, dass allein im menschlichen Neokortex 164 x 10" synaptischer Verbindungen

vorIiegen169

. Spines sind Ausstilpungen der dendritischen Zellmembran und stellen das
postsynaptische Element exzitatorischer Synapsen dar. Die meisten Spines weisen eine
Lidnge von 0,5 — 2 um, ein Volumen von bis zu 0,8 um? und einen globuliren ,Kopf“ auf, der
Uber einen dinnen ,Hals“ mit dem Dendritenschaft verbunden ist. Basierend auf diesen
morphologischen Kriterien lassen sich drei Klassen von Spines unterscheiden*’®!": Thin
(dinne) Spines weisen einen relativ kleinen Kopf im Verhéltnis zur Halslange auf. Stubby
(untersetzte) Spines sind halslos und verfiigen Uber eine anndhernd dquivalente Lange wie
Breite. Mushroom (pilzférmige) Spines besitzen im Verhaltnis zur Halslange einen relativ
grofRen Kopf. Zudem lassen sich diinne, bis zu 10 um lange Membranfortsatze identifizieren,
die als Filopodien (von lat.: filum = Faden, pes = FuB) bezeichnet werden. Filopodien
verfligen im Gegensatz zu Spines (iber keine Postsynapse, kdnnen jedoch in seltenen Fillen
zu Synapsen-bildenden Spines transformieren und stellen somit eine Vorstufe funktioneller
Spines dar'’?. Elektronenmikroskopische Aufnahmen des Spine-Kopfes weisen eine
elektronendichte Region auf, die mit der postsynaptischen Membran assoziiert ist: die

173,174

sogenannte postsynaptische Dichte (engl.: postsynaptic density; PSD) . Diese setzt sich

zusammen aus Rezeptor-, Struktur- und Signal-Proteinen'’®. Des Weiteren verfiigen
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dendritische Spines Uber ein Aktin-Zytoskelett, welches mit der postsynaptischen Dichte
verankert ist und den Spine mit dem Dendriten verbindet'’®. Vereinzelt lassen sich im Spine
auch Zellorganellen finden, wie Mitochondrien, Polyribosome, oder ein Spine Apparatus,
eine spezielle Form des Endoplasmatischen Retikulums®”’. Aufgrund des hohen elektrischen
Widerstandes des diinnen Spine-Halses stellen Spines ein, vom Dendriten elektrisch
isoliertes Kompartiment dar. Hierdurch wird gewahrleistet, dass alle eingehenden,
synaptischen Potentiale zuvor am Spine prozessiert werden ehe sie am Dendriten

integrieren konnen'’®

. Die hieraus resultierende Verlangsamung der Ladungsibertragung
zum Dendritenschaft verhindert eine Uberlagerung der empfangenen Signale und eine

Ubermalige Erregung der Nervenzelle.

1.2.1 Strukturelle Plastizitat dendritischer Spines

Dendritische Spines sind jedoch nicht starr und unveranderlich, sondern weisen ein hohes
Mal} an struktureller Plastizitat auf. Dies betrifft sowohl morphologische Parameter, wie
GroRRe und Form, als auch kinetische Parameter, wie Neubildung und Verlust dendritischer
Spines. Grundlage fiir die dynamische Plastizitat dendritischer Spines ist eine Remodellierung
des synaptischen Aktin-Zytoskeletts'’®. In vitro Studien belegen, dass die Applikation von
Cytochalasin D die Polymerisation von Aktin blockt und die Fahigkeit von Spines ihre Form zu

179

andern hemmt . Die Polymerization von Aktin wird durch Calcium-abhdngige Proteine

reguliert und assoziiert mit der Stimulation spannungsgesteuerter NMDA-Rezeptoren und
dem nachfolgendem Calciumeinstrom in das synaptische Kompartiment'®%8,
Interessanterweise korreliert die Grofe dendritischer Spines direkt mit dem Einbau
synaptischer AMPA-Rezeptoren und dem AusmaR der PSD. Wahrend ,,mushroom” und
,Stubby” Spines Giber eine relativ groRe PSD verfiigen, ist diese in ,thin“ Spines weniger stark
ausgepragt. Folglich wurde postuliert, dass groBere Spines eine starkere synaptische
Ubertragungsleistung aufweisen, als kleine Spines. Der Zusammenhang zwischen
synaptischer Aktivitit und Anderung der Spine Morphologie wurde in zahlreichen ex vivo
Studien nachgewiesen. Die Induktion einer synaptischen Langzeit-Potenzierung (engl.: long-
term potentiation; LTP) mittels hochfrequenter Erregung der Prasynapse fihrt zu einer

signifikanten Zunahme des Spine-Volumens und Neubildung dendritischer Spines. Im

Gegensatz hierzu resultiert eine niederfrequente Stimulation in einer synaptischen Langzeit-
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Depression (engl.: long-term depression; LTD) und Reduktion des Spine-Volumens bis hin

zum kompletten Verlust dendritischer Spines® ™%

. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die GroRRe dendritischer Spines positiv mit ihrer Lebensdauer korreliert. Da ,,mushroom*
und ,stubby” Spines Uber lange Zeit stabil sind, wird vermutet, dass sie der
Langzeitspeicherung von Informationen dienen, wahrend die kurzlebigeren, dynamischen
,thin“ Spines mit dem Prozess des Lernens in Zusammenhang gebracht werden'®®1%’,
Zusammenfassend wurde aufgrund dieser Beobachtungen postuliert, dass die aktivitats-
abhangige Remodellierung dendritischer Spines ein physiologisches Korrelat von Lernen und

188189 " Uberpriift werden konnte diese These erstmals in vivo mit dem

Gedachtnis darstellt
Aufkommen intravitalmikroskopischer Verfahren und der Generierung transgener Mause,
deren Nervenzellen sich durch die Expression fluoreszenter Proteine visualisieren

lassen®?% 1!

Entsprechend ihrer Lebensdauer konnten in derartigen Studien zwei
unterschiedliche Populationen von Spines identifiziert werden: Transiente und persistente
Spines. Als transient werden Spines bezeichnet, wenn sie weniger als acht Tage stabil sind.
Spines hingegen, die Uber einen langeren Zeitraum hinaus Uberleben, bezeichnet man als
persistent’®. Analog zu den ex vivo Befunden erweisen sich transiente Spines haufig als

192
d

klein, wahrend grofRe ,,mushroom” Spines meist persistent sind™". Je nach Gehirnregion

weisen ca. 70% der kortikalen Spines in der adulten Maus eine Lebensdauer von bis 18
Monaten auf und sind somit der Klasse der persistenten Spines zuzuordnen’?*%,
Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen, dass persistente Spines meist mit einem
prasynaptischen Partner in Kontakt stehen und somit eine funktionelle Synapse ausbilden®®.
Die Bildung einer neuen Synapse wird hierbei initiiert durch das Auswachsen eines neuen
dendritischen Spines, welcher vorzugsweise eine bereits existierende Prasynapse
kontaktiert'®. In einer Reihe eleganter Studien konnte belegt werden, dass die strukturelle
Plastizitat dendritischer Spines erfahrungsabhangig moduliert werden kann. Sensorische
Manipulation, wie monokulare Deprivation, Lasion der Retina, oder Stutzen von Vibrissen
fihren zu einer dauerhaften Neuverschaltung neuronaler Verbindungen in den
korrespondierenden Gehirnregionen und ist gekennzeichnet durch eine erhéhte Umsatzrate

190,194-198

dendritischer Spines Verdnderungen in der Umsatzrate und Morphologie

dendritischer Spines ldsst sich auch im Kontext des erfolgreichen Erlernens und Erinnerns

199

neuer Aufgaben beobachten . So fiihrt das Erlernen motorischer Aufgaben, wie Greif-,

oder Balancier-Ubungen zur Bildung und Stabilisierung neuer dendritischer Spines im
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motorischen Kortex der Maus*®

. Von maRgeblicher Bedeutung fiir die Entdeckung und
weitergehende Erforschung dieser Phdanomene war die Entwicklung moderner
mikroskopischer Verfahren wie die Zwei-Photonen Laser Scanning Mikroskopie, welche

hochauflésende intravitalmikroskopische Analysen bis zu einer Tiefe von 800 um ermoglicht.

1.3 Intravitalmikroskopie

Die 2-Photonen Intravitalmikroskopie ist ein bildgebendes Verfahren, welches die
Darstellung vielfaltiger biologischer Prozesse im lebenden Organismus ermaoglicht. Speziell
die Erforschung neurobiologischer Fragestellungen profitierte enorm von der Entwicklung
und dem Einsatz intravitalmikroskopischer Techniken. So konnte erstmals in vivo die
strukturelle, aber auch die funktionelle Plastizitdt ganzer neuronaler Netzwerke studiert und
in Verbindung mit Umweltreizen gebracht werden. Die Intravitalmikroskopie verdankt
hierbei ihren groRen Erfolg einer Reihe innovativer technischer Fortschritte auf den Gebieten
der Physik, Genetik und Biochemie, die dieser Technik den Weg ebneten. Im Folgenden soll
daher auf die wesentlichen Meilensteine der Entwicklung fluoreszenzoptischer Verfahren

eingegangen werden.

1.3.1 Fluoreszenzmikroskopie — Geschichte und Anwendung

Sowohl Ramodn Cajals, als auch Alois Alzheimers Entdeckungen auf dem Gebiet der
Neurowissenschaft, wurden durch die Entwicklung neuartiger, histochemischer und
mikroskopischer Verfahren ermdglicht. Einzelne Strukturen in organischen Geweben,
insbesondere Nervenzellen im Gehirn, lassen sich haufig aufgrund eines zu geringen
Kontrastes nur schwer visualisieren. Cajal und Alzheimer gelang dies durch Anwendung der
Silberfarbung, wodurch neuronale Strukturen vereinzelt angefdrbt und somit optisch
voneinander abgegrenzt werden konnen (Abb. 3). Diese Technik erfordert jedoch eine
chemische Prozessierung des Praparats und verhindert somit die Studie biologischer
Vorgadnge im lebenden Nervengewebe. Abermals ist es dem Fortschritt im Bereich optischer
Bildgebungsverfahren zu verdanken, dass dieses Problem gelost werden konnte. Im Jahre
1908 stellte der Optiker August Kéhler erstmals der Offentlichkeit eine neue mikroskopische

201

Methode vor, die er ,Lumineszenz Mikroskopie” nannte” . Die Lumineszenz Mikroskopie
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(heute bekannt als Fluoreszenzmikroskopie) basiert auf der Beobachtung, dass
fluoreszierende Farbstoffe, sogenannte Fluorophore, mit Licht einer bestimmten
Wellenldnge zum Leuchten angeregt werden konnen. Das Phdanomen, dass das
Fluoreszenzlicht hierbei gegentber dem Anregungslicht langwellig verschoben ist, wurde
nach seinem Entdecker ,Stokes-Verschiebung” genannt®®. Der Effekt der Stokes-
Verschiebung lasst sich vereinfacht anhand eines Jablonski-Diagramms erklaren®®?%: Unter
basalen Bedingungen befinden sich die Elektronen eines Fluorophors in einem energiearmen
Grundzustand. Nach Absorption von Photonen einer bestimmten Wellenlange
(Anregungslicht), werden die Elektronen auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Dieser
Zustand ist jedoch energetisch unginstig und instabil. Nach ca. 1-10 Nanosekunden kehren
die Elektronen wieder in ihren Grundzustand zuriick, wobei Energie in Form von Photonen
(Fluoreszenzlicht) und Warme (Schwingungsrelaxation) abgegeben wird. Da bei diesem
Prozess ein Teil der Energie in Warme umgewandelt wird, ist das Fluoreszenzlicht

energiedarmer und somit langwelliger, als das Anregungslicht (Abb. 4A).

Die Fluoreszenzmikroskopie hat sich seitdem als eine unverzichtbare Technik in Forschung
und Medizin etabliert. So ermdoglichte die Fluoreszenzmikroskopie die direkte Visualisierung
einer Reihe organischer Verbindungen im lebenden Gewebe, aufgrund ihrer spezifischen,
intrinsischen Fluoreszenz. Der Redox-Zustand einer Zelle lasst sich z.B. anhand der
Autofluoreszenz der Coenzyme NADH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) und NADPH
(Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat) bestimmen, deren oxidierte Formen NAD" bzw.
NADP" eine verminderte Fluoreszenz aufweisen’”. Des Weiteren liefert die endogene
Fluoreszenz mitochondrialer Flavoproteine Aufschluss lber die Aktivitdt von Nervenzellen,

206 per

da Flavoproteine unter aerober Oxidation eine griine Autofluoreszenz aufweisen
Nutzen fluoreszenzoptischer Bildgebungsverfahren fiir die Erforschung biologischer Prozesse
wurde immens gesteigert durch die Entwicklung genetisch kodierter Fluoreszenzfarbstoffe.
Im Jahre 1962 gelang es dem Biochemiker Osamu Shimomura und seinen Kollegen das
chemilumineszente Protein GFP (engl.: green fluorescent protein) aus der Qualle Aequorea

207

victoria zu isolieren”"’. 30 Jahre spater konnte das GFP-Gen schliellich erfolgreich kloniert

2087219 Fir die Entdeckung und

und in einem artfremden Organismus exprimiert werden
Entwicklung des griin fluoreszierenden Proteins GFP“ erhielten Osamu Shimomura, Martin
Chalfie und Roger Y. Tsien gemeinsam den Nobelpreis fiir Chemie 2008. GFP wird heutzutage

fir die Erforschung einer Vielzahl biologischer Fragestellungen eingesetzt. Z. B. ldsst sich
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durch GFP-Markierung die Lokalisation, Interaktion und Dynamiken diverser Proteine
analysieren. Des Weiteren ermoglicht die Expression von GFP unter einem spezifischen
Promoter die Visualisierung von Genaktivitdit und einzelner Zellen samt subzellularer
Kompartimentem. Fir die in vivo Analyse neuronaler Strukturen wurden transgene Mause
generiert, die eGFP (engl.: enhanced green fluorescent protein), oder eine seiner spektralen
Varianten, unter dem pan-neuronalen Promoter Thy-1 exprimierenm. Aufgrund der
zufdlligen Insertion des Transgens in das Genom, wird eGFP jedoch nicht in samtlichen
Nervenzellen, sondern nur in spezifischen, neuronalen Untergruppen gebildet. Anhand der
sparlichen eGFP-Expression lassen sich die Neurone optisch deutlich voneinander abgrenzen
und  mikroskopisch  darstellen, ahnlich  einer  Golgi-Farbung.  Konventionelle
fluoreszenzmikroskopische Verfahren eignen sich jedoch nur bedingt flir die intravitale
Mikroskopie von Nervenzellen. Z.B. erzeugt der hohe Lipidanteil axonaler Myelin-Scheiden

213 Dieser Effekt wird zusatzlich

eine starke Streuung des Anregungs- und Emissionslichts
verstarkt, je weiter das Licht durch das Gewebe propagieren muss, bzw. je tiefer die
abzubildenden Strukturen im Gehirn liegen. Diesem Problem wurde schlieflich 1990 durch

Einflihrung der 2-Photonen Mikroskopie durch Winfried Denk et al. entgegengewirkt214.
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Abbildung 3: Histologische Gehirnprdparate im frilhen 20. vs. 21. Jahrhundert. (A-B) Histologische
Gehirnpraparate, die von Ramén y Cajal angefertigt wurden'®”'®® Aufnahmen einer kortikalen
Pyramidalzelle im murinen Kortex, visualisiert mittels (B) Golgi-Farbung bzw. konventioneller
Lichtmikroskopie und (C) neuronaler eGFP-Expression bzw. konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie. Die
MaRstédbe reprasentieren jeweils 40 um.

1.3.2 Invivo 2-Photonen Mikroskopie

Der nicht-lineare optische Effekt der 2-Photonen Anregung wurde bereits 1931 von Maria
Goppert-Mayer postuliert?™ und besagt, dass ein Fluorophor durch die quasi-simultane
Absorption zweier Photonen angeregt werden kann, wenn die Summe der
Photonenenergien gleich der bendtigten Anregungsenergie ist (Abb. 4A). Die Anregungs-
wahrscheinlichkeit unter diesen nicht-linearen Absorptionsbedingungen ist extrem niedrig,
steigt jedoch proportional zum Quadrat der Lichtintensitdt. Folglich missen extrem hohe
Photonendichten (mehreren kW/cm?) generiert werden, um ausreichend viele Fluorophore
anzuregen, so dass Fluoreszenz messbar ist. Eine derart hohe Photonflussdichte ldsst sich
durch Anwendung modengekoppelter Ultrakurzpuls-Laser (Laser, engl.: light amplification by
stimulated emission of radiation) erreichen. Derartige Laser, z.B. Ti:Sa-Laser (Abb. 4B), sind
in der Lage sehr kurze (< 100 Femtosekunden), intensive Laserpulse mit einer Wiederholrate
von ca. 80 MHz abzugeben. Da das Licht hierbei nicht kontinuierlich, sondern in Form von
extrem kurzen Pulsen emittiert wird, werden Spitzenleistungen von mehreren 100 kW
erzielt, wahrend die Durchschnittsleistung niedrig bleibt (> 2.5 W). Hierdurch wird
gewadhrleistet, dass hohe Photonendichten generiert werden kdnnen, ohne die Probe unter
dem Mikroskop zu schadigen. Intravitalmikroskopische Verfahren mittels 2-Photonen

Anregung haben gegeniliber der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie wesentliche
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Vorteile: Aufgrund des nicht-linearen, optischen Effekts beschrankt sich die 2-Photonen
Anregung der Fluorophore auf ein fokal begrenztes Volumen. Hierdurch minimiert sich die
unspezifische Anregung der Probe aullerhalb der Fokusebene und somit das Photobleichen
bzw. Gewebsschaden durch Phototoxizitat. Ferner wird langwelliges, nah-infrarotes
Anregungslicht verwendet, welches weniger stark vom Nervengewebe gestreut und

absorbiert wird, wodurch gréRere Eindringtiefen von bis zu 800 um ins Gehirn erzielt werden

konnen'#21®
A Fluoreszenzanregung Energiediagramm  Fluoreszenz im Fokus
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Abbildung 4: Vereinfachtes Jabtonski-Diagramm zur Beschreibung der Ein- bzw. Zwei-Photonen
Anregung. (A) Bei der Ein-Photonen Anregung absorbieren Fluoreszenzmolekiile (graue Kugel)
Lichtquanten (blau), derren Energie ausreicht um die Elektronen der Fluorophore in einen angeregten
Zustand E; zu versetzen. Kehren die Elektronen auf das Grundniveau Eyzuriick, werden hierbei Photonen
emitiert, die eine geringere Energie aufweisen, als das urspriingliche Anregungslicht. Die Ein-Photonen
Anregung findet im gesamten Lichtkegel eines fokusierten Lichtstrahls statt, wie im Schema dargestellt ist.
Bei der Zwei-Photonen Anregung werden zum Uberwinden der Energiedifferenz zwischen E, und E; zwei
Lichtquanten (magenta) mit halber Energie im Vergleich zur Ein-Photonen Anregung genutzt. Beide
Lichtquanten miussen fir diesen Effekt nahezu simultan auf das Fluorophor treffen, was nur bei sehr
hohen Photonendichten méglich ist. Um diesen Effekt zu bewirken ist der Einsatz von (B) Femtosekunden-
Laser notig, die eine entsprechende Photonendichte erzeugen. Die Anregung ist dabei auf das fokale
Volumen beschrédnkt, da nur im Fokus eine ausreichende Photonendichte existiert. Abbildung modifiziert
nach Burgold, 2013%.

Zur intravitalmikroskopischen Erfassung neuronaler Strukturen muss die Gehirnoberflache

zunachst optisch zugdnglich gemacht werden. Generell finden hierbei zwei verschiedene

qul7 |11218

Methoden Verwendung: Die ,thinned skul und die ,open skul Praparation. Beim
,thinned skull“ Verfahren wird die Schadeldecke mithilfe eines Bohrers zu einer ca. 20 um

diinnen, transparenten Knochenschicht abgetragen. Die mikroskopierbare Flache ist mit ca.
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0,1 — 0,3 mm? jedoch relativ klein und die Eindringtiefe der 2-Photonen Mikroskopie,
aufgrund der optischen Eigenschaften des verbleibenden Knochens, stark eingeschrankt. Des
Weiteren erfordert das Riickwachstum des Knochens eine erneute Praparation des Fensters,
wenn der Kortex einer repetitiven Mikroskopie Uber einen langen Zeitraum zuganglich
bleiben soll. In den meisten Fallen ist dies nur 3—4 Mal moglich, da der Knochen mit der Zeit
an Transparenz verliert. Bei der ,open skull“ Methode wird ein zirkuldres Stlck
Schadeldecke, mit einem Durchmesser von 3-8 mm, vollstandig entfernt und durch ein
Glasfenster ersetzt (Abb. 5A,B). Derartige Praparationen ermoglichen eine chronische,
wiederholte Mikroskopie des Hirnparenchyms (Abb. 5C,D) bis zu einer Tiefe von 800 um
Uber einen Zeitraum von Wochen bis zu Monaten. Die Trepanation des Schadels ist im
Vergleich zum ,thinned skull” Verfahren jedoch weitaus invasiver und induziert in der Regel
eine Immunreaktion in Form einer Gliose, die jedoch nach einer Erholungsphase von ca. 3-4

Wochen abklingtm.

Abbildung 5: Kranielles Fenster. (A) Fotographische Abbildung des kraniellen Fensters. Nach Trepanation
der Schadeldecke wurde die Kraniotomie durch ein kreisrundes Glasplattchen verschlossen und der
Schadelknochen mit Dentalzement abgedeckt. Ein zuséatzlich angebrachter Titanstift dient zur spateren
Fixierung der Maus unter dem 2P-Mikroskop. (B) Stereomikroskopische Aufnahme der Gehirnoberflache
samt BlugefaRe. (C) Weitfeld- und (D) 2-Photonen-mikroskopische Aufnahme der apikalen Dendriten von
Pyramidalzellen der kortikalen Schicht V in transgenen Mausen der Linie GFP-M.
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2. Ergebnisse

2.1 Expressionsmuster und subzelluldre Lokalisation von BACE1 im murinen
Gehirn

Aufgrund der zentralen Rolle von BACE1 in der Generierung von Amyloid-beta Peptiden,
stellt es ein attraktives, therapeutisches Wirkstoffziel zur Behandlung der Alzheimer’schen
Krankheit dar. Um die klinische Unbedenklichkeit pharmakologischer BACE1 Inhibitoren zu
gewadhrleisten, bedarf es jedoch einer umfassenden Evaluierung samtlicher BACE1 Substrate
und deren physiologischen Funktion. Ein Verstandnis der subzelluldren Lokalisation von
BACE1l im Gehirn, welches den pharmakologischen Wirkort darstellt, kénnte potentiell
Aufschluss Gber die Identitat und Funktion dieser Substrate liefern. Zu diesem Zweck wurde
BACE1 in murinen Gehirnschnitten der transgenen Linie Thyl-GFP-M mittels
Immunfluoreszenzfarbung markiert und durch Konfokalmikroskopie analysiert. Die
neuronenspezifische Expression von eGFP in transgenen Thyl-GFP-M Tieren ermoglicht
hierbei eine einfache optische Abgrenzung und Identifikation diverser Gehirnbereiche (Abb.

6A).

Abbildung 6: BACE1 Lokalisation im murinen Gehirn. (A) Fluoreszenzmikroskopische Ubersichtsaufnahme
eines saggitalen Gehirnschnitts der transgenen Mauslinie GFP-M, immunogefarbt gegen BACE1 (magenta).
eGFP-Expression (griin) lasst sich hauptsachlich in spezifischen Nervenzellpopulationen des Kortex (KTX)
und Hippokampus (HI) detektieren. BACE1 wird in samtlichen Gehirnarealen exprimiert. Die hdchsten
BACE1 Expressionslevel lassen sich im olfaktorischen Bulbus (OB) und Hippokampus feststellen. (B-C)
Fotographische Aufnahmen von DAB-Immunofdrbungen gegen BACE1 in Gehirnschnitten aus (B) Bace1™*
und (C) Bacel” Miusen. (B) Hohe, hippokampale BACE1 Expressionslevel werden im Hilus (H) des gyrus
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dentatus, dem infrapyramidalen Bindel (IPB), dem stratum lucidum (SL) und dem Moosfaserweg
beobachtet. (C) Kein DAB bzw. BACE1 |4Rt sich in Gehirnschnitten von Bacel” Mausen detektieren. (D, E)
Elektronenmikroskopische Aufnahmen des somatosensorischen Kortex der entsprechenden BACE1l
Farbungen aus (B) und (C). (D) DAB-Prazipitate lassen sich teilweise in assymetrischen Prad-Synapsen
(weiler Pfeil) beobachten, wahrend andere Axon-Terminale keine Farbung aufweisen (weill umrandeter
Pfeil). (E) Kein DAB bzw. BACE1 |aRt sich in Gehirnschnitten von Bacel”” Miusen detektieren. MaRstibe
reprasentieren jeweils in A: 2 mm, in B und C: 667 um, in D und E: 0.55 um.

Die mikroskopische Analyse ergab, dass BACEL in allen Regionen des adulten Gehirns zu
finden ist, jedoch in Abhangigkeit zur untersuchten Region unterschiedlich stark exprimiert
wird (Abb. 6A). Die héchsten BACE1 Expressionslevel lieRen sich hierbei in der glomeruldren
Schicht des olfaktorischen Bulbus und der hippocampalen CA3 Region beobachten.
Innerhalb dieser Gehirnareale lokalisierte BACE1 hauptsachlich jeweils in den Axonen
olfaktorischer Sinnesnervenzellen und Kérnerzellen des Gyrus dentatus (Abb. 6B). Weiterhin
wies BACE1 im Axon keine gleichmaRige, sondern eine punktuelle Verteilung auf. Um zu
evaluieren, ob die punktuelle Akkumulation von BACE1 einem spezifischen, subzelluldren
Kompartiment zuzuordnen ist, reichte jedoch die Auflosung des konfokalen Mikroskops nicht
aus. Hierzu wurden Gehirnpraparate mittels 3,3-Diaminobenzidin (DAB) gegen BACE1
immungefarbt und elektronenmikroskopisch untersucht. Die Detektion elektronendichter
DAB Prazipitate im Gehirnparenchym ergab, dass DAB bzw. BACE1l ausschlieBlich in
prasynaptischen Kompartimenten lokalisiert (Abb. 6D). Die Spezifitdt des BACE1 Antikorpers
wurde ferner in Gehirnschnitten von Bacel”” Tieren validiert, in denen kein chromogener
Farbumschlag beobachtet werden konnte (Abb. 6C,E). Diese Ergebnisse stimmen liberein mit
den Befunden von Kandalepas et al.**? mit dem Unterschied, dass in der vorliegenden Arbeit
eine Immuno- DAB, anstelle einer Immuno-Gold Farbung verwendet wurde. Durch die
hohere Sensitivitdat der DAB-Farbung gegeniliber dem Immuno-Gold Verfahren, gelang es die
prasynaptische Lokalisation von BACE1 auch im Neokortex nachzuweisen, einer

Gehirnregion, in der BACE1 nur schwach exprimiert wird.

2.2 Analyse pra- und post-synaptischer Endigungen in Bacel”” Miusen

Die spezifisch prasynaptische Lokalisation von BACE1 verweist auf eine mogliche,
synaptische Funktion. Um einen potentiellen Zusammenhang zwischen BACE1 Aktivitat und
synaptischer Konnektivitdt zu eruieren, wurden die Morphologie und Dichte synaptischer

Elemente in adulten, heterozygoten und homozygoten Bacel knock-out x Thy1—GFP—M'/+
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Mausen ermittelt. Die Analyse beschrankte sich hierbei auf neuronale Strukturen des
Hippocampus, da diese Gehirnregion unter physiologischen Bedingungen hohe BACE1l
Expressionslevel aufweist (Abb. 6B). Der Konfokalmikroskopie zuganglich waren
hauptsachlich pra-synaptische Endigungen des Moosfaserwegs und dendritische Spines der
CA1 Pyramidalzellen. Die Grofle prasynaptischer Boutons des hippocampalen
Moosfaserwegs in der CA3 Region wurde schlieRlich anhand semi-automatischer, drei-
dimensionaler Rekonstruktion der konfokalen Bildstapel in Imaris ermittelt (Abb. 7A). Die
Untersuchung ergab, dass der Durchmesser pra-synaptischer Terminale sowohl in Bace1+/+,
als auch in Bacel” Tieren einer GauRschen Normalverteilung folgte. Die Verteilungskurven
beider Kohorten waren jedoch gegeneinander leicht verschoben. Diese Tendenz wurde
besonders in den Bereichen von 2-5 pm und 11-16 um Durchmesser evident, in denen die
Boutons der Bacel” Gruppe gegeniber denen der Bacel™* Gruppe, groflere Werte
erreichten. Diese Bereiche lagen allerdings in den Ausldaufern der Verteilung und

reprasentierten nur ca. 10% aller detektierten Prasynapsen (Abb. 7B).
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Abbildung 7: GroRenverteilung der axonalen Moosfaserterminale in der hippokampalen CA3 Region. (A)
Konfokalmikroskopische Aufnahmen (griin) bzw. entsprechende, drei-dimensionale Rekonstruktionen
(magenta) hippokampaler Moosfaserterminale von GFP-M transgenen Bace1”* und Bacel” Mausen
(MaRstab reprasentiert 15 um). (B) Vergleich des Bouton-Durchmessers zwischen Bace1”* und Bacel”
Kohorten (Fehlerbalken stellen + SEM dar; n = 5 Tiere pro Gruppe, N ~ 750 Synapsen pro Tier).
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Um einen moglichen Effekt der BACE1 Aktivitat auf die Dichte post-synaptischer Endigungen
zu untersuchen, wurden die Spines apikaler und basaler Dendriten von hippocampalen CA1l
Pyramidalzellen (Abb. 8B) quantifiziert und in Abhdngigkeit zum Bacel-Genotyp zwischen
den folgenden Versuchskohorten verglichen: Die Spine-Dichte zwischen Bace1™* Kontrollen,
hetero- und homozygoten Bacel knock-out Tieren im Alter von zwei Monaten wies keinen

signifikanten Unterschied auf (Abb. 8A).
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Abbildung 8: Hippokampale, dendritische Spine-Dichten in jungen bzw. adulten Bace1+/+, Bace1” und
Bace1” Miusen. (A) Quantifizierung und Vergleich der Spine-Dichten apikaler und basaler Dendriten von
Pyramidalzellen in der hippokampalen CA1 Region zwischen unterschiedlichen Alterstufen und Bacel
Genotypen (Fehlerbalken stellen + SEM dar; n = 2-6 Tiere pro Gruppe, N = 10 Dendriten). (B)
Exemplarische, konfokalmikroskopische Aufnahmen der eGFP-markierten Dendriten aus den jeweiligen
Versuchskohorten. Anordnung der Mikrographen entspricht dem Schema aus (A). MaRstab reprasentiert 5
pum.

Die konfokalmikroskopischen Analysen am histologischen Schnittpraparat gewadhren jedoch
nur eine Momentaufnahme in den Zustand des Gewebes. Eine Aussage Uber dynamische
Langzeit-Prozesse, wie die strukturelle Plastizitdt synaptischer Elemente, lasst sich anhand
dieser Technik nicht treffen. Ferner handelte es sich bei den inspizierten Gewebeproben um
Material aus knock-out Tieren, in denen Bacel genetisch ablatiert wurde. Das lebenslange

Fehlen von BACE1 konnte entwicklungsbedingt durch andere Proteasen kompensiert und
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entsprechende Phanotypen potentiell maskiert werden. Effekte, wie sie durch die
therapeutische Inhibition von BACE1 zur Behandlung von Alzheimer-Patienten auftreten
konnten, lassen sich anhand eines genetisch modifizierten Mausmodells somit nicht
zwangsladufig feststellen. In den folgenden Experimenten wurden daher die physiologischen

Auswirkungen pharmakologischer BACE1 Inhibitoren in adulten Tieren untersucht.

2.3 In vivo Evaluierung pharmakologischer BACE1 Inhibitoren

In Zusammenarbeit mit der Firma Lundbeck A/S wurde die pharmakologische Effizienz und
Vertraglichkeit zweier, strukturell unterschiedlicher BACE1 Inhibitoren in adulten C57BL/6)
Mausen in vivo evaluiert: SCH1682496 (Merck/Schering-Plough Pharmaceuticals) (Abb. 9A)
und LY2811376 (Eli Lilly and Company) (Abb. 9D). Beide Inhibitoren kénnen oral verabreicht

19220 pie Effektivitat der Substanzen wurde

werden und passieren die Blut-Hirn-Schranke
mittels Sandwich-ELISA anhand der Konzentration von AB-Peptiden validiert, den
Spaltprodukten des BACE1l vermittelten, amyloidogenen APP-Prozessierungswegs. Unter
physiologischen Bedingungen betragt das Verhaltnis von AB42:AB40 im murinem Gehirn
1:3%?!. Die Inhibition von BACE1 konnte somit robuster anhand des AB40-, als am AB42-Level
detektiert und quantifiziert werden. Sowohl Kurzzeit- (1 Tag, alle 12 h), als auch Langzeit-
Behandlung (15 Tage, alle 12 h) mit beiden Inhibitoren flihrte zu einer dosisabhdngigen
Reduktion des AB40 Spiegels im Kortex (Abb. 9B,E) und Plasma (Abb. 9C,F). Die chronische
Behandlung der Tiere Gber 15 Tage mit einer Dosis von 100 mg/kg Kérpergewicht reduzierte

die AB40 Level in Kortex und Plasma um 60% (SCH1682496) bzw. 75% (LY2811376), ohne

offensichtliche Beeintrachtigung des Gesundheitsstatus und Kérpergewichts der Mause.
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Abbildung 9: Die pharmakologische Inhibition von BACE1l reduziert effektiv die AB-Level. (A, D)
Chemische Struktur des Bacel Inhibitors SCH1682496 (A) und LY2811376 (D). Beide Inhibitoren
reduzierten dosisabhangig (30 mg/kg und 100 mg/kg) die AB40 Level im Kortex (B, E) und Plasma (C, F) der
Mause jeweils 1 h, oder 12 Tagen (alle 12 Stunden) nach oraler Gabe. Die Daten werden als Mittelwerte
dargestellt £ SEM; n = 4-5 Tiere pro Gruppe; einfaktorielle Varianzanalyse. *p < 0.05; **p < 0.1; ***p <
0.001. NS, nicht signifikant.

2.4 Einfluss pharmakologischer BACE1 Inhibitoren auf die Fell-Pigmentierung

Nach ca. 2-wdchiger Applikation pharmakologischer BACE1 Inhibitoren liell sich ein
unerwarteter Effekt auf die Fellpigmentierung von C57BL/6J Méause feststellen. Sowohl die
Behandlung mit SCH1682496, als auch LY2811376 bewirkte bei einer Dosis von 100 mg/kg
(Gber 16 Tage, alle 12 h) Korpergewicht die Bildung weier Haare. Dieser Effekt trat auch in
Bacel”” Tieren auf, die auf gleiche Weise behandelt wurden (Abb. 10). Aufgrund der hohen
Sequenzhomologie zwischen BACE1 und BACE2 existieren gegenwdrtig keine nicht-
peptidischen, niedermolekularen BACE Inhibitoren, die spezifisch nur eine dieser Proteasen

inhibieren kénnen??. Dieser Phidnotyp ist somit nicht der Inhibition von BACE1
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zuzuschreiben, sondern resultiert wahrscheinlich aus einer unspezifischen Blockierung der
Aktivitat von BACE2. Diese Schlussfolgerung stimmt Gberein mit der Funktion von BACE2 in
der Melanogenese und Prozessierung von PMEL (engl.: cell-specific melanocyte protein)??>.
Entsprechend weisen Bace2” Miuse Pigmentierungsdefizite auf und entwickeln ein silbriges
Fell, im Gegensatz zu ihren dunkel-farbigen Bace2™* Wurfgeschwisternm. Welche BACE1-
spezifischen Effekte sind folglich durch die Behandlung mit BACE Inhibitoren zu erwarten?
Die synaptische Lokalisation von BACE1 im Gehirn ldsst vermuten, dass eine Inhibition von
BACE1 mit einer Beeintrachtigung synaptischer Funktionen, wie z.B. der strukturellen und

funktionellen Plastizitdt, einhergehen kodnnte. Dieser These wurde in den folgenden

Experimenten nachgegangen.

Vehikel SCH1682496 Abbildung 10: Die chronische Behandlung mit hohen

100 mg/kg Dosen SCH1682496 verursacht Defizite in der
Fellpigmentierung. Ein Verlust der Fellpigmentierung trat
in C57BL/6) Mausen nach 16-tagiger Behandlung mit 100
mg/kg SCH1682496 (alle 12 h) auf, ein Effekt der in
Vehikel-behandelten Kontrolltieren nicht zu beobachten
war.

2.5 Einfluss pharmakologischer BACE1l Inhibition auf die strukturelle
Plastizitat dendritischer Spines

Um potentielle Effekte einer pharmakologischen BACE1 Inhibition auf die strukturelle
Plastizitat dendritischer Spines zu evaluieren, wurden Mause der Linie Thyl-GFP-M
verwendet???. Transgene Nachkommen dieser Linie weisen eine starke, zytosolische
Expression des griin fluoreszierenden Proteins eGFP in einer spezifischen Subpopulation
pyramidaler Neurone der kortikalen Schicht V auf. Die zytosolische Lokalisation von eGFP

verleiht den Nervenzellen hierbei eine Golgi-dhnliche Farbung, anhand derer der gesamte
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dendritische Baum, inklusive einzelner, dendritischer Spines mittels Fluoreszenzmikroskopie
visualisiert werden kann. Um diese Neurone der Intravitalmikroskopie zuganglich zu
machen, wurde (iber dem somatosensorischen Kortex eGFP-positiver Mause, im Alter von
zwei Monaten, ein chronisches, kraniales Fenster implantiert. Dies ermoglicht die Aufnahme
dreidimensionaler, optischer Schnittbilder apikaler dendritischer Segmente samt Spines
mittels Zwei-Photonen-Mikroskopie (Abb. 11A). Eine hochauflésende, intravitale
Langzeitmikroskopie Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen ermdéglicht somit eine
detaillierte Analyse der dendritischen Spine-Kinetik: Durch Verfolgen des Schicksals einzelner
dendritischer Spines in aufeinanderfolgenden Aufnahmezeitpunkten, kann die Dichte
stabiler, neuer und verlorener Spines quantifiziert werden. Diese Daten liefern schlieRlich ein

messbares Korrelat tUber die strukturelle Plastizitat dendritischer Spines.

4 Wochen nach Implantation des kranialen Fensters, begann die intravitalmikroskopische
Aufzeichnung apikaler Dendriten von fluoreszenzmarkierten Pyramidalzellen der Schicht V
im somatosensorischen Kortex. Der insgesamt 42-tdgige Untersuchungszeitraum
untergliederte sich hierbei in drei Phasen: Zunachst wurden anhand von zwei Zeitpunkten
die basale Spine-Dichte und -Kinetik bestimmt. Im Anschluss erfolgte eine 16-tdgige
Behandlungsphase mit den BACEl-Inhibitoren SCH1682496 bzw. LY2811376 und den
entsprechenden Vehikeln, als Kontrolle. Die Untersuchung endete schliefllich 2 Wochen

nach Abschluss der Behandlungsphase.
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Abbildung 11: BACE1 Inhibitor SCH1682496 beeintrachtigt die strukturelle Dynamik dendritischer Spines
in vivo. (A) Zwei-Photonen-mikroskopische Aufnahmen eGFP-markierter, apikaler Dendriten von
Pyramidalzellen der Schicht V im somatosensorischen Kortex, aufgenommen vor, wahrend und nach der
Applikation von Vehikel oder SCH1682496. Die Behandlung erfolgte 10 Tage nach dem ersten
Mikroskopiezeitpunkt und wurde 16 Tage lang (alle 12 h) fortgesetzt. Weille Pfeilspitzen markieren
representative Spines, die (iber den gesamten Mikroskopiezeitraum stabil waren; alle neu gebildeten und
verloren gegangenen Spines werden entsprechend durch griine und magentafarbene Pfeilspitzen
gekennzeichnet. (B) Quantifizierung der relativen Spine-Dichte, des Anteils neu gebildeter und verloren
gegangener Spines in Vehikel oder SCH1682496 (30 mg/kg, oder 100 mg/kg) behandelten Mausen. Die
Daten werden als Mittelwerte dargestellt £+ SEM; n = 4-5 Tiere pro Gruppe; N = 10 Dendriten; einfaktorielle
Varianzanalyse. *p < 0.05; **p < 0.1; ***p < 0.001. Malstab reprasentiert 10 pum.

Eine niedrigdosierte Behandlung mit dem BACE1 Inhibitor SCH1682496 (30 mg/kg, 16 Tage,

alle 12 h), oder Vehikel lieB keine Effekte auf die Dichte, oder strukturelle Plastizitat

dendritischer Spines erkennen (Abb. 11B). Im Gegensatz hierzu fiihrte die chronische

Verabreichung einer hoéheren Inhibitor Dosis von 100 mg/kg (16 Tage, alle 12 h) zu einer

graduellen Verminderung der dendritischen Spine-Dichte um bis zu 10%. Ein besonders stark

ausgepragter Effekt lieR sich auf die Bildung neuer Spines feststellen. Bereits einen Tag nach

Beginn der BACE1-Inhibition wurde eine signifikante Abnahme in der Fraktion neu gebildeter

Spines detektiert. Am letzten Behandlungszeitpunkt betrug diese Reduktion 50%. Sowohl

Bildungsrate, als auch Dichte der Spines naherten sich nach Abschluss der Behandlungsphase

wieder ihrem urspringlichen Basiswert an. Analog hierzu fiuhrte die pharmakologische
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Inhibition von BACE1 zu einer signifikanten Abnahme der Fraktion verloren gegangener
Spines. Die Regression verloren gegangener Spines war jedoch weniger stark ausgepragt,
folgte einer langsameren Kinetik und dauerte lber die Behandlungsphase hinaus an (Abb.
11B). Da neu entstandene Spines haufig transient sind, spiegelt sich ihr Verlust auch in der
Fraktion verloren gegangener Spines wieder. Ein verminderter Spine-Verlust kdnnte somit
eine Konsequenz der reduzierten Spine-Bildung darstellen. Der reduzierte Spine-Verlust
konnte ferner auch einen kompensatorischen Mechanismus reprasentieren, um der
reduzierten Spine Bildung entgegen zu wirken. Unter basalen Bedingungen befindet sich die
Bildung und Eliminierung von dendritischen Spines in einem homdostatischen Gleichgewicht.
Aufgrund der pharmakologischen Inhibition von BACE1 verschiebt sich dieses Verhaltnis
jedoch in Richtung proportional groRerer Spine-Verlustraten und verursacht somit den
graduellen Abfall in der Spine-Dichte. Ein ahnlicher Phanotyp trat in Madusen auf, die mit
dem BACE1 Inhibitor LY2811376 (100 mg/kg, 16 Tage, alle 12 h) behandelt wurden (Abb. 12).
Am letzten Zeitpunkt der 16-tdagigen Behandlungsphase waren die Spine-Dichte um 7% und
der Anteil neu gebildeter Spines um 30% reduziert. Beide Parameter kehrten nach Absetzen

des Inhibitors wieder zuriick auf ihren urspriinglichen Basiswert.
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Abbildung 12: BACE1 Inhibitor LY2811376 beeintrachtigt die strukturelle Dynamik dendritischer Spines
in vivo. (A) Zwei-Photonen-mikroskopische Aufnahmen eGFP-markierter, apikaler Dendriten von
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Pyramidalzellen der Schicht V im somatosensorischen Kortex, aufgenommen vor, wahrend und nach der
Applikation von Vehikel oder LY2811376. Die Behandlung erfolgte 10 Tage nach dem ersten
Mikroskopiezeitpunkt und wurde 16 Tage lang (alle 12 h) fortgesetzt. WeiRRe Pfeilspitzen markieren
representative Spines, die iber den gesamten Mikroskopiezeitraum stabil waren; alle neu gebildeten und
verloren gegangenen Spines werden entsprechend durch griine und magentafarbene Pfeilspitzen
gekennzeichnet. (B) Quantifizierung der relativen Spine-Dichte, des Anteils neu gebildeter und verloren
gegangener Spines in Vehikel oder LY2811376 (100 mg/kg) behandelten M&usen. Die Daten werden als
Mittelwerte dargestellt £ SEM; n = 5 Tiere pro Gruppe; N = 10 Dendriten; einfaktorielle Varianzanalyse. *p
< 0.05; ***p < 0.001. MaRstab repréasentiert 10 um.

Um auszuschlieRen, dass die Beeintrachtigung der strukturellen Spine-Plastizitat eine BACE1-
unspezifische Nebenwirkung der pharmakologischen Inhibitoren darstellt, wurden dhnliche
Experimente mit SCH1682496 (100 mg/kg, 16 Tage, alle 12 h) in Bacel” Miusen
durchgefiihrt (Abb. 13). Wie erwartet, fihrte die Behandlung mit SCH1682496 in Bacel”
Tieren zu keiner Verdnderung der Spine-Dichte, -Bildung, oder -Eliminierung und bestatigt
somit die BACE1-Spezifitdt der beschriebenen, synaptischen Effekte. Interessanterweise

wiesen Bacel”" und Bacel™*

Kontrolltiere eine identische Spine-Dichte und -Kinetik auf,
eventuell aufgrund kompensatorischer Mechanismen, die in Bacel”" Tieren zum Tragen

kommen.
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Abbildung 13: BACE1l Inhibitor SCH1682496 verandert nicht die strukturelle Dynamik dendritischer
Spines von Bacel” Miusen in vivo. (A) Zwei-Photonen-mikroskopische Aufnahmen eGFP-markierter,
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apikaler Dendriten von Pyramidalzellen der Schicht V im somatosensorischen Kortex, aufgenommen vor,
wahrend und nach der Applikation von Vehikel oder SCH1682496. Die Behandlung erfolgte 10 Tage nach
dem ersten Mikroskopiezeitpunkt und wurde 16 Tage lang (alle 12 h) fortgesetzt. WeilRe Pfeilspitzen
markieren representative Spines, die Uber den gesamten Mikroskopiezeitraum stabil waren; alle neu
gebildeten und verloren gegangenen Spines werden entsprechend durch griine und magentafarbene
Pfeilspitzen gekennzeichnet. (B) Quantifizierung der relativen Spine-Dichte, des Anteils neu gebildeter und
verloren gegangener Spines in Vehikel oder SCH1682496 (100 mg/kg) behandelten Mausen. Die Daten
werden als Mittelwerte dargestellt + SEM; n = 4-5 Tiere pro Gruppe; N = 10 Dendriten; einfaktorielle
Varianzanalyse. MaRstab reprasentiert 10 pm.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass eine chronische, pharmakologische Inhibition
von BACE1l die strukturelle Plastizitdt dendritischer Spines im Kortex adulter Mause

beeintrachtigt.

2.6 Elektrophysiologische Messungen

2.6.1 Einfluss pharmakologischer BACE1 Inhibition auf die synaptische Transmission

Konnektivitat und Plastizitat sind typische Charakteristika neuronaler Netzwerke. Die BACE1
Inhibitor induzierte Abnahme in der dendritischen Spine-Dichte und -Kinetik, sollte sich
folglich auch in einer veranderten kortikalen Netzwerkaktivitdt duRern. Dieser Hypothese
wurde experimentell nachgegangen, indem adulte Versuchstiere der Linie GFP-M 16 Tage
lang mit den BACE1 Inhibitoren SCH1682496 bzw. LY2811376 behandelt und anschliefend
ihre Gehirnschnittpraparate elektrophysiologisch untersucht wurden. Diese Experimente
wurden von Dr. Saak Ovsepian durchgefiihrt und mit seiner freundlichen Genehmigung in
die Doktorarbeit aufgenommen. Um die elektrophysiologischen Messungen mit den
intravitalmikroskopischen Befunden korrelieren zu konnen, wurden eGFP-positive,
pyramidale Neurone der kortikalen Schicht V mittels Gesamtzell-Patch-Clamp (engl.: whole-
cell patch clamping) Technik analysiert. Zudem wurde zur Isolation und Detektion Spine-

vermittelter exzitatorischer Ereignisse der GABAA-Rezeptor-Antagonist Picrotoxin appliziert.

37



Ergebnisse

A -TTX B +TTX E -TTX F +TTX
o Y Y ° T r r f
= ' J éh ! Y M Y
> Twrrr—-r-*r-'r’r r Y T >—r—m—r—"r‘r—-rrr- Y Y N
2
YT Y _"TF T ML © LR S S B | Y T Y
r 5 f 30 pA|
o v
2

T T
30pAl

SHC1682596
100 mg/kg 30 mg/kg
1
—3
N
4
o
0|

r r ¥
03s
C D G H
70 14+ * 70 124
60 124 = 60 104
é 504 | * I 107 | T 50- T 8-
= —_— — I
2 404 N 8 S 40- N
= 30 S 6- 2 30- | g o
: : - B :J
2 207 = 4] 2 g 207 L
10- 2 | 10+ 21 "
0- 0- t 0- 0 -
sEPSC  mEPSC sEPSC  mEPSC SsEPSC mEPSC SsEPSC mEPSC
Vehikel M 30 mg/kg M 100 mg/kg SHC 1682596 Vehikel B 100 mg/kg LY2811376

Abbildung 14: Die BACE1l Inhibitoren SCH1682496 und LY2811376 vermindern die exzitatorische
synaptische Transmission in kortikalen Pyramidalzellen. Representative Ableitungen spontaner- (A, E)
und Miniatur-EPCSs (B, F) von Pyramidalzellen des somatosensorischen Kortex aus Mausen, die tGber 16
Tage lang (alle 12 h) mit Vehikel, SCH1682496 (30 oder 100 mg/kg) oder LY2811376 (100 mg/kg) behandelt
wurden. Die Histogramme geben die Effekte der BACE1 Inhibitoren auf die Amplitude (C, G) und Frequenz
(D, H) spontaner- bzw. Miniatur-EPSCs im Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrollen wieder. Die Daten
werden als Mittelwerte dargestellt + SEM; n = 3-4 Tiere pro Gruppe; N = 7 Zellen; einfaktorielle
Varianzanalyse. *p < 0.05; ***p < 0.001. sEPSC, engl.: spontaneous excitatory postsynaptic current;
mEPSCs, engl.: miniature excitatory postsynaptic current.

Sowohl! die chronische Behandlung mit LY2811376, als auch mit SCH1682496 fiihrten bei
einer Dosis von 100 mg/kg (16 Tage, alle 12h) zu einer Veranderung der Netzwerkaktivitat, in
Form einer signifikant reduzierten Frequenz spontaner exzitatorischer postsynaptischer
Strome (engl.: spontaneous excitatory postsynaptic current; sEPSC) (Abb. 14D,H). Die sEPSC
Amplitude blieb hierbei unverdndert (Abb. 14C,G). Des Weiteren wurden postsynaptische
Miniaturstrome (engl.: miniature excitatory postsynaptic current; mEPSC) mittels
Applikation des Natriumkanal-Antagonisten Tetrodotoxin von Aktionspotential-induzierten
synaptischen Ereignissen isoliert. Hierdurch geben die gemessenen Strome Aufschluss tGber
einzelne spontane Vesikelfusionen mit der prasynaptischen Membran. Die Verabreichung

der BACE1 Inhibitoren LY2811376 bzw. SCH1682496 (jeweils 100 mg/kg, 16 Tage, alle 12 h),
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reduzierte robust die mEPSC-Frequenz und —Amplitude (Abb. 14), auch wenn der Effekt von
LY2811376 auf die mEPSC-Amplitude die statistische Signifikanz knapp verfehlte. Eine
niedriger dosierte (30 mg/kg, 16 Tage, alle 12 h) (Abb. 14) oder akute (100 mg/kg, 1 Tag, alle
12 h) (Abb. 15) Behandlung mit SCH1682496 hingegen liel} keinen signifikanten Effekt auf die

Frequenz und Amplitude von seEPSC, oder mEPSC erkennen.

Um zu verifizieren, ob die Abschwachung der synaptischen Transmission explizit auf eine
reduzierte BACE1 Aktivitat zurlickzuflihren ist, wurden die Auswirkungen von SCH1682496
(100 mg/kg, 16Tage, alle 12 h) auf sEPSC und mEPSC in Gehirnschnitten von Bacel” Mausen
untersucht (Abb. 15). Weder die Amplitude, noch die Frequenz von sEPCS und mEPCS
unterschieden sich zwischen Vehikel-, oder Inhibitor-behandelten Bacel” Versuchstieren;
im Vergleich zu Bace1”* Miusen war die mEPCS Frequenz jedoch wesentlich erhéht. Das
Fehlen einer SCH1682496 Effektivitat auf die synaptische Transmission in Bacel”" Tieren

bestatigt, dass BACE1 das primare pharmakologische Wirkziel darstellt.
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Abbildung 15: Weder eine chronische SCH1682496 Behandlung in Bacel'/', noch eine akute SCH1682496
Applikation in Bace1”* Miusen verindern die exzitatorische synaptische Transmission in kortikalen
Pyramidalzellen. Representative Ableitungen spontaner- (A, E) und Miniatur-EPCSs (B, F) von
Pyramidalzellen des somatosensorischen Kortex aus Bace1™* Mausen, die einen Tag lang (E, F), oder aus
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Bacel” Tieren, die Uber 16 Tage (A, B) (jeweils alle 12 h) mit Vehikel oder SCH1682496 (100 mg/kg)
behandelt wurden. Die Histogramme geben die Effekte der BACE1 Inhibitoren auf die Amplitude (C, G) und
Frequenz (D, H) spontaner- bzw. Miniatur-EPSCs im Vergleich zu Vehikel-behandelten Kontrollen wieder.
Die Daten werden als Mittelwerte dargestellt + SEM; n = 3-4 Tiere pro Gruppe; N = 7 Zellen; einfaktorielle
Varianzanalyse. *p < 0.05; ***p < 0.001. sEPSC, engl.: spontaneous excitatory postsynaptic current;
mMEPSCs, engl.: miniature excitatory postsynaptic current.

Zusammenfassend weisen diese Daten auf eine reduzierte glutamaterge Neurotransmission
hin und stimmen Uberein mit dem intravitalmikroskopischen Befund, dass eine chronische
BACE1 Inhibition zu einer Abnahme der dendritischen Spine-Dichte flihrt. Ferner bestatigen
die Ergebnisse abermals, dass die Auswirkungen einer pharmakologischen BACE1 Inhibition

nicht zwangslaufig den Effekten einer genetischen Bacel Ablation gleichen.

2.6.2 Einfluss pharmakologischer BACE1 Inhibition auf die synaptische Potenzierung

Unter Langzeit-Potenzierung (engl.: long-term potentiation, LTP) versteht man die
dauerhafte Verstirkung synaptischer Ubertragungsleistung als Folge einer erhohten
neuronalen Erregung. LTP wird somit bedingt durch die Fahigkeit synaptischer Elemente sich
plastisch zu verandern und ihre Neurotransmission zu modulieren. Die bisherigen
intravitalmikroskopischen und elektrophysiologischen Befunde dieser Arbeit weisen jedoch
darauf hin, dass diese synaptischen Funktionen durch die pharmakologische Inhibition von
BACE1 beeintrachtigt sind. Die am besten untersuchte und verstandene LTP-Form findet
zwischen den Synapsen der Schaffer-Kollateralen und Pyramidenzellen in der CA1-Region im
Hippocampus statt. Um die Wirkung von BACE1 Inhibitoren auf die Aktivitats-abhangige
Plastizitat exzitatorischer Synapsen zu untersuchen wurde daher das Stimulus-Antwort-
Verhaltnis und LTP in der hippocampalen CA1 Region von Vehikel und Inhibitor (100 mg/kg
LY2811376 bzw. 30 oder 100 mg/kg SCH1682496, iUber 16 Tage, alle 12 h) behandelten
Mdusen anhand evozierter Feldpotentiale (fEPSP, engl.: field excitatory postsynaptic
potential) bestimmt (Abb. 16). In Inhibitor-behandelten Versuchstieren konnte Gber einen
weiten Stimulus-Intensitats-Bereich ein erheblich abgeschwachtes Antwort-Verhalten in
Form einer verminderten fEPSP-Amplitude festgestellt werden (Abb. 16A,C). Um
vergleichbare evozierte Feldpotentiale zwischen der Vehikel- und Inhibitor-Gruppe zu
generieren, wurde daher die Intensitdt der Stimuli in der Kontrollgruppe entsprechend

reduziert. Hierdurch wurde sichergestellt, dass beide Kohorten eine gleichstarke
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postsynaptische Depolarisation erfahren. Nach 15 minitiger Aufzeichnung basaler fEPSPs,

erfolgte schlielllich eine Tetanisierung der Schaffer-Kollaterale. Wie erwartet, fihrte die

hochfrequente Stimulation in den Gehirnschnitten Vehikel-behandelter Mause zu einer

ausgepragten LTP, wahrend die frilhe und spate LTP-Phase in den Schnitten Inhibitor-

behandelter Tiere eine Dosis-abhdngige Reduktion zeigten (Abb. 16B,D).
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Abbildung 16: Die pharmakologische Inhibition von BACE1 vermindert die Langzeit-Potenzierung in
hippokampalen CA1 Neuronen. (A, C) Stimulus-Antwort-Verhalten evozierter Feldpotentiale und (B, D)
LTP Messungen in der hippokampalen CA1 Region von Vehikel und BACE1 Inhibitor (30 oder 100 mg/kg
SCH1682496 bzw. 100 mg/kg LY2811376, Uber 16 Tage, alle 12 h) behandelten M&usen. Die Daten werden
als Mittelwerte dargestellt £ SEM; n = 3-4 Tiere pro Gruppe; N = 7; einfaktorielle Varianzanalyse. *p < 0.05;
**p < 0.01. fEPSP, engl.: field excitatory postsynaptic potential.

Eine signifikante Abschwéachung der friihen, aber nicht spaten LTP-Phase war auch in

hippocampalen Schnitten akut behandelter Tiere (100 mg/kg SCH1682496, 1 Tag, alle 12 h)

zu verzeichnen (Abb. 17D). Analog zu den Patch-Clamp Versuchen wurde die BACE1-

Spezifitat dieser LTP-Effekte mittels chronischer SCH1682496 Gabe (100 mg/kg, 16 Tage, alle
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12 h) in Bacel” Miusen verifiziert. Die elektrophysiologischen Messungen ergaben, dass

Bacel” Tiere bereits per se eine stark verminderte LTP aufweisen, diese jedoch nicht weiter

durch die Applikation pharmakologischer BACE1 Inhibitoren reduziert wird (Abb. 17B).
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Abbildung 17: Weder eine chronische SCH1682496 Behandlung in Bacel'/', noch eine akute SCH1682496
Applikation in Bace1”* Mausen verindern die spate LTP Phase in hippokampalen CA1 Neuronen. (A, C)
Stimulus-Antwort-Verhalten evozierter Feldpotentiale und (B, D) LTP Messungen in der hippokampalen
CA1 Region aus Bace1™* Mausen, die einen Tag lang (C, D), oder aus Bacel” Tieren, die Uber 16 Tage (A,
B) (jeweils alle 12 h) mit Vehikel oder SCH1682496 (100 mg/kg) behandelt wurden. Die Daten werden als
Mittelwerte dargestellt + SEM; n = 3-4 Tiere pro Gruppe; N = 7; einfaktorielle Varianzanalyse. fEPSP, engl.:
field excitatory postsynaptic potential.

Diese Ergebnisse demonstrieren, dass die chronische Inhibition von BACE1 die Starke

exzitatorischer, synaptischer Transmission vermindert und die aktivitdtsabhangige

synaptische Plastizitat hippocampaler CA1 Pyramidal Zellen reduziert.
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2.7 Einfluss pharmakologischer BACE1 Inhibition auf kognitive Funktionen

Der Hippocampus ist die zentrale Schaltstelle zur Uberfiihrung von Erinnerungen aus dem
Kurzzeit- ins Langzeitgedachtnis. Insbesondere die hippocampale, persistente Potenzierung
der Erregungstransmission gilt hierbei als die synaptische Grundlage bzw. das neuronale
Korrelat von Lernen und Gedachtnis?**. Aufgrund der Befunde, dass BACE1 Inhibitoren die
strukturelle und funktionelle synaptische Plastizitat beeintrachtigen, wurde in den
nachfolgenden Experimenten der Frage nachgegangen, ob sich die pharmakologische
Inhibition von BACE1 nachteilig auf kognitive Funktionen auswirkt, wie z.B.
Gedachtnisleistung und emotionaler Status. Zu diesem Zweck wurden C57BL/6J Mause 21
Tage lang alle 12 h mit Vehikel bzw. mit 100 mg/kg SCH1682496 behandelt und anschlieRend
die Reaktionen der Tiere in einer Serie standardisierter Verhaltenstests analysiert®>>%’.
Generelle motorische Aktivitat und das Erkundungsverhalten wurden hierbei quantitativ
mittels Offenfeldtest erfasst. Das Grundprinzip des Tests besteht darin, ein Tier in einer
unbekannten Umgebung auszusetzen, aus welcher es nicht entkommen kann. Der hierdurch
induzierte Separationsstress fiihrt in der testnaiven Maus zu einem Konflikt zwischen
Vermeidungs- und Explorationsverhalten. Die frihe motorische Aktivitdit kann somit als
Parameter angstassoziierten Verhaltens herangezogen werden. Die Messung der gesamten
zuriickgelegten Distanz im Offenfeldtest wahrend der 15 miniitigen Observationsperiode liel3
keinen signifikanten Effekt zwischen den Vehikel und Inhibitor-behandelten Kohorten
erkennen, obwohl eine leicht reduzierte Lokomotor-Aktivitdt beobachtet werden konnte
(Abb. 18A). Die Zeit, die Mause in der inneren und aulReren Zone verbrachten und die Dauer
bis zum Betreten der inneren Zone unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant.
Eine alternative Methode zur Analyse und Quantifizierung anxiogener Effekte stellt das
erhohte Plus-Labyrinth dar. Der Test beruht auf der natirlichen Furcht der Mause vor
erhohten und ungeschitzten Flachen sowie auf ihrem spontanen Erkundungsverhalten in
einer neuen Umgebung. Das vierarmige Labyrinth besteht aus einer erhohten Plattform in
der Mitte, von der zwei offene gegeniiberliegende Arme und zwei geschlossene
gegeniberliegende Arme abgehen. Die Anzahl der Besuche der offenen Arme und die dort
verbrachte Zeit dienen als Mal} der Angst vor offenen Raumen. Sowohl Vehikel-, als auch
BACE1 Inhibitor-behandelte Mause verweilten hauptsachlich in den geschlossenen Armen
(F1,38 = 2835, p < 0.0001). Die Zeit, in der sich die Tiere in den jeweiligen Armen aufhielten,

unterschied sich zwischen den Gruppen nicht signifikant (Abb. 18C). Potentielle Effekte einer
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BACE1 Inhibition auf das raumliche Arbeitsgedachtnis von Versuchstieren wurden mittels Y-
Labyrinth untersucht. Das Y-Labyrinth besteht aus drei Armen, die in einem Winkel von 120°
zueinander angeordnet sind. Unter normalen Kontrollbedingungen tendieren Mause dazu,
eher einen neuen Arm aufzusuchen, als in einen bereits untersuchten Arm zurickzukehren.
Anhand des Wechselverhaltens im Y-Labyrinth lasst sich somit die Gedachtnisleistung der
Tiere bestimmen. BACE1l Inhibitor-behandelte Mause zeigten hierbei eine signifikante
Reduktion in der spontanen Alternationsrate beim Aufsuchen der Arme (Abb. 18B). Die
leicht beeintrachtigte Lokomotor-Aktivitdt, wie sie im Offenfeldtest beobachtet wurde,
konnte jedoch potentiell zu diesem Effekt beigetragen haben. Diese Vermutung wird
unterstitzt durch den Befund, dass Inhibitor-behandelte Tiere innerhalb der 10 minitigen
Beobachtungsperiode seltener die Arme des Y-Labyrinths betraten, als Vehikel-behandelte
Mause (15.7 £ 0.8 vs. 19.05 + 1.27; p = 0.03). Ein Defizit in der Gedachtnisleistung Inhibitor-
behandelter Tiere war ferner in einem Objekterkennungstest evident. Bei diesem
Experiment werden dem Tier ein bekanntes und ein unbekanntes Objekt prasentiert. Da
Nagetiere eine natirliche Tendenz aufweisen, neue Objekte bevorzugt zu untersuchen,
konnen durch Messung der Explorationsdauer die Wiedererkennungsrate ermittelt und
hierdurch Riickschliisse auf die Leistung des Kurzzeitgedachtnisses gewonnen werden. Die
Langzeitbehandlung mit 100 mg/kg SCH1682496 (21 Tage, alle 12 h) verursachte eine
signifikante Abnahme der Erkennungsrate, wobei sich die gesamte Explorationsdauer von
Objekten zwischen der Vehikel- und Inhibitor-behandelten Gruppe nicht unterschied (Abb.
18D).
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Abbildung 18: Effekte des BACE1l Inhibitors SCH1682496 auf kognitive Funktionen. (A, C) Die
pharmakologische Inhibition von BACE1 hat keinen Effekt auf Angst-assoziierte Verhaltensweisen. (A)
Gesamte Distanz und Strecke, die innerhalb von 5 minitigen Zeitintervallen im Offenfeldtest zuriickgelegt
wurde. (C) Relative Zeit, in der sich die Versuchstiere in den geschlossenen und offenen Armen des
erhohten Plus-Labyrinths aufhalten. (B, D) Die pharmakologische Inhibition von BACE1l reduziert die
Leistung des Arbeitsgedachtnisses. (B) Spontane Alternationsrate beim Aufsuchen der Arme im Y-
Labyrinth. (D) Explorationsdauer und Wiedererkennungsrate im Objekterkennungstest. Die Daten werden
als Mittelwerte dargestellt £ SEM; n = 20 Tiere pro Gruppe; zweiseitiger Student t-Test und zweifaktorielle
Varianzanalyse. *p < 0.05; **p < 0.01.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine langzeitige, pharmakologische Inhibition

von BACE1 sich auf synaptische und somit auch kognitive Funktionen, wie Lernen und

Gedachtnis, auswirkt.
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3. Diskussion

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese postuliert, dass das kausale Ereignis in der Atiologie von
Morbus Alzheimer in der cerebralen Akkumulation und Aggregation des AB-Peptids besteht.
Aufgrund der synaptotoxischen Wirkung dieser AB-Aggregate, kommt es zu einem Verlust
synaptischer Kontakte und Nervenzellen, der sich schlielich in progressiven kognitiven
Defiziten manifestiert>®. Basierend auf dieser These wurden in den letzten zwei
Jahrzehnten zahlreiche therapeutische Strategien entwickelt, um die cerebralen AB-Level zu
senken und somit das Voranschreiten der Krankheit zu verlangsamen bzw. zu stoppen.
Entsprechende Praparate wurden zwar in klinischen Studien evaluiert, wiesen jedoch eine zu
geringe therapeutische Effektivitat auf oder verursachten derart schwere Nebenwirkungen,

dass die Behandlung friihzeitig abgebrochen werden musste******

. Flr den Erfolg zuklnftiger
Studien wird es daher von grofRer Wichtigkeit sein die physiologische Funktion der
Schlisselproteine in der Pathogenese von Morbus Alzheimer eingehender zu
charakterisieren, um potentielle Risiken einschatzen zu koénnen, die mit einer
therapeutischen Intervention einhergehen. Der limitierende Schritt in der Produktion von A
besteht in der proteolytischen Spaltung des Amyloid-Vorlauferproteins APP mittels der B-
Sekretase BACE1l. Gegenstand der vorliegenden Arbeit war es die Auswirkungen
pharmakologischer BACE1 Inhibitoren auf die Physiologie und das Verhalten von Mausen zu
untersuchen, um somit die biologische Funktion dieser Sekretase im adulten Gehirn zu

evaluieren und potentielle Nebenwirkungen einer gegen BACE1l gerichteten Therapie

identifizieren zu konnen.

3.1 Synaptische Funktion von BACE1

Die immunhistochemischen und elektronenmikroskopischen Untersuchungen zeigen, dass
BACE1 hauptsachlich prasynaptisch lokalisiert und im gesamten Gehirn exprimiert wird. Die
hochsten Expressionslevel wurden hierbei im Hippocampus und olfaktorischen Bulbus
detektiert. Eine gemeinsame Besonderheit dieser Gehirnregionen liegt darin, dass sie den
Integrationsort adult-geborener Nervenzellen darstellen, die fortlaufend und lebenslang neu
gebildet werden. Insbesondere in den Axonen dieser Neurone (Kornerzellen des
hippocampalen Gyrus dentatus und olfaktorische Sinnesnervenzellen) konnte ein sehr hohes

BACE1 Expressionslevel festgestellt werden. Im Vergleich zu postmitotischen Nervenzellen
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weisen adult-geborene Neurone eine relativ groRe strukturelle und synaptische Plastizitat
auf?* 2!, Die axonale bzw. prasynaptische Anreicherung von BACE1 in diesen Zellen legt
somit die Vermutung nahe, dass die Expression von BACE1 positiv mit dem AusmaR der
synaptischen Plastizitat korreliert und eine potentielle Funktion in dieser erfiillt. Unterstitzt
wird diese Vermutung durch die Studien von Willem et al., in denen gezeigt werden konnte,
dass die Expression von BACE1 wahrend der friihen postnatalen Entwicklungsphase, in

welcher das neuronale Netzwerk noch unreif und sehr plastisch ist, wesentlich hoher ist, als

im adulten Gehirn®*.

Um einen potentiellen Zusammenhang zwischen BACE1 Aktivitat und synaptischer
Konnektivitdat zu eruieren, wurde zundchst die Morphologie und Dichte synaptischer

Elemente von Bacel”” Mausen analysiert und mit Bacel®*

Kontrolltieren verglichen. Die
Analyse beschrankte sich hierbei auf neuronale Strukturen im Hippocampus, da diese
Gehirnregion unter physiologischen Bedingungen hohe BACE1 Expressionslevel aufweist. In
diesen Untersuchungen konnte in Bacel”” Miusen eine leichte GroRenzunahme der CA3
Moosfaser-Boutons beobachtet werden, wahrend die Spine-Dichte apikaler, oder basaler
Dendriten der CA1l Pyramidalzellen unverandert blieb. Dieser Befund ist insofern
Uberraschend, da in einer anderen Studie eine signifikant reduzierte Spine-Dichte der

hippocampalen Pyramidalzellen in diesen Tieren beschrieben wurde*?

. Diese Diskrepanz
basiert womaoglich auf den unterschiedlichen Methoden, die eingesetzt wurden, um die
dendritischen Spines zu analysieren. Savonenko et al. verwendeten eine Golgi-
Impragnierung zur Farbung neuronaler Strukturen, wahrend in der vorliegenden Arbeit
Nervenzellen mittels neuronaler eGFP Expression in Verbindung mit
konfokalmikroskopischen Verfahren visualisiert wurden. Aufgrund der verschiedenen
Protokolle, ist es somit denkbar, dass in den jeweiligen Experimenten unterschiedliche
Nervenzell-Populationen angefarbt und analysiert wurden. Ferner lassen sich dendritische
Spines mittels Konfokalmikroskopie, aufgrund der groReren Tiefenscharfe, besser auflosen

und detektieren als mit der, von Savonenko et al. verwendeten, konventionellen

Lichtmikroskopie.

Die leichte GréRenzunahme der Moosfaser-Terminale in Bacel”” Miusen hingegen ist
indikativ fiir eine verdnderte synaptische Ubertragungsleistung oder Verschaltung. Generell

existieren drei morphologisch distinkte Typen von Moosfaserterminalen: GroRe, komplexe
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Boutons, kleine ,en passant” (franzosisch fiir: im Vorbeigehen) Prasynapsen und
filamentose, prasynaptische Endigungen. Elektronenmikroskopische Studien konnten zeigen,
dass das Volumen dieser Synapsen hierbei positiv mit der GroRRe ihres synaptischen Vesikel-

222 Eine Zunahme im Volumen der Synapsen liele sich somit potentiell

Pools korreliert
anhand veranderter Vesikelumsatz bzw. Exozytoseraten erkldaren. Entsprechend wurde in
elektrophysiologischen Patch-Clamp Untersuchungen festgestellt, dass die spontane
Vesikelausschiittung von hippocampalen Moosfaserterminalen in Bacel” Méusen reduziert
ist’*3. Des Weiteren innervieren die verschiedenen Synapsentypen unterschiedliche Klassen
hippocampaler Nervenzellen: Grofle Moosfaser-Boutons kontaktieren ausschlieRlich CA3
Pyramidalzellen, wahrend kleinere en passant und filamentdse Terminale hauptsachlich
inhibitorische Interneurone im hippocampalen Hilus und Stratum lucidum innervieren®*?*,
Eine Fehlverschaltung der synaptischen Kontakte konnte sich daher auch in einer
veranderten GroRenverteilung der Synapsen wiederspiegeln. Tatsachlich wurden Defizite im
Langenwachstum und der Wegfindung von hippocampalen Moosfaseraxonen in Bacel”

Miusen beschrieben®®?.

Aussagen Uber die strukturelle und aktivitatsabhangige Plastizitdt dieser Synapsen lassen
sich in fixierten Gehirnschnitten anhand morphologischer Kriterien jedoch nur indirekt
treffen. Um Einblick in das dynamische Verhalten synaptischer Strukturen in Bacel”” Miusen
zu gewinnen, wurde die Umsatzrate dendritischer Spines in diesen Tieren mittels
Intravitalmikroskopie ermittelt. Im somatosensorischen Kortex adulter Bace1” Tiere konnte
weder eine Veranderung in der Dichte, noch in der Dynamik von Spines an den apikalen
Dendriten von Pyramidalzellen der kortikalen Schicht V beobachtet werden. Dieser Befund
steht in Widerspruch zu den Ergebnissen der Experimente, in denen die Aktivitat von BACE1
in Bace1™* Versuchstieren mittels pharmakologischer Inhibition akut blockiert wurde. Eine
16-tagige Behandlung mit den BACE1l-Inhibitoren SCH1682496, oder LY2811376 bewirkte
hierbei eine signifikante Reduktion in der Bildung und Dichte dendritischer Spines im
somatosensorischen Kortex. Auf die moéglichen Ursachen dieser Diskrepanz soll im Abschnitt
,Differentielle Effekte einer genetischen Ablation und pharmakologischen Inhibition von
BACE1“ eingegangen werden. Bemerkenswert ist die Beobachtung eines BACE1-Inhibitor
vermittelten Effekts auf die Postsynapsen, obwohl BACE1 hauptsachlich prasynaptisch
lokalisiert ist. Zwei potentielle Mechanismen sind fiir dieses Phdnomen denkbar: 1. BACE1

erflllt eine pra-synaptischen Funktion und die post-synaptischen Defizite stellen daher die
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Konsequenz einer pra-synaptischen Dysfunktion dar, oder 2. BACE1-Substrate regulieren
direkt die Funktion post-synaptischer Spines. Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen, dass
beide Mechanismen eine Rolle spielen und BACE1 spezifische pra-, als auch post-synaptische
Funktionen zugeschrieben werden kénnen, auf die im Folgenden genauer eingegangen

werden soll:
1.) Pra-synaptische Funktion von BACE1:

Die Elektrophysiologischen Messungen in kortikalen Pyramidalzellen ergaben, dass die
pharmakologische Inhibition von BACE1 zu einer signifikanten Reduktion in der Frequenz
spontaner postsynaptischer Miniaturstrome filhrte. Potentielle Erklarungsansatze fiir dieses
Phanomen lassen sich in Berlicksichtigung des BACE1 Sekretoms finden. Das BACE1 Substrat
CHL1 ist ein pra-synaptisch lokalisiertes Typ | Membranprotein, welches die Exozytose und

236,237

Clathrin-vermittelte Endozytose von synaptischen Vesikeln reguliert . Entsprechend

wurde gezeigt, dass CHL1” Miuse eine verinderte synaptische Ubertragungsleistung

238 Die verminderte Netzwerkaktivitit in BACE1 Inhibitor behandelten Tieren lieRe

aufweisen
sich daher auf pra-synaptische Defizite in der Vesikel-Umsatzrate zurlickfiihren. Ferner ergab
die Analyse evozierter Feldpotentiale, dass eine akute pharmakologische Inhibition von
BACE1 eine Abschwéachung der hippocampalen, friihen LTP-Phase verursachte. Ein Effekt,
der ebenfalls in Zusammenhang mit CHL1 stehen konnte, da &dhnliche Defizite in der

synaptischen Kurzzeitplastizitit durch die genetische Ablation von CHLI auftreten®.
2.) Post-synaptische Funktion von BACE1:

Im Gegensatz zu der akuten Hemmung bewirkte die chronische Inhibition von BACE1 eine
Dosis-abhangige Abschwachung der spaten LTP-Phase. Diese verminderte synaptische
Kopplung konnte auf der reduzierten Dichte synaptischer Partner bzw. dendritischer Spines
basieren, die in den Inhibitor-behandelten Tieren festgestellt wurde. In
elektrophysiologischen Studien wurde gezeigt, dass LTP die Bildung neuer dendritischer

185239 pauerhafte Defizite in der LTP-Auspragung und Spinebildung bzw. -

Spines induziert
Dichte konnten daher in einer kausalen Wechselbeziehung miteinander stehen. Eine
reduzierte BACEl-vermittelte Prozessierung von Sez-6 spielt bei der Entstehung dieser
postsynaptischen Effekte potentiell eine Rolle. Sez-6 ist ein dendritisch bzw. postsynaptisch

lokalisiertes Typ | Membranprotein, dessen Expression durch neuronale Aktivitat reguliert
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wird*®. Entsprechend fiihrt die Applikation Epilepsie-induzierender Konvulsiva zu einem

240 5e7-6 ist

Anstieg der Sez-6 mRNA-Level im Gehirn (Sez-6, engl. fir: seizure-related gene 6)
eines der wenigen Substrate, welches nahezu exklusiv durch BACE1 proteolytisch gespalten
wird™. Interessanterweise verursacht die genetische Ablation des Sez-6 Gens eine
Reduktion in der Spinedichte apikaler Dendriten von Pyramidalzellen der Schicht V, ein
Befund der den BACE1-Inhibitor induzierten Effekten gleicht. Weitere Gemeinsamkeiten
bestehen in der beeintrachtigten Erregbarkeit pyramidaler Nervenzellen der kortikalen

Schicht V> . Uber die molekularen Mechanismen der Sez-6 vermittelten synaptischen

Regulation ist jedoch bisher wenig bekannt.

Sowohl die Integritdt pra-, als auch post-synaptischer Funktionen ist unabdingbar fiir die
erfolgreiche Prozessierung und Abspeicherung neuer Informationen im Gehirn.
Insbesondere synaptische Potenzierung und dendritische Spine-Bildung bzw. -Stabilisierung
assoziieren hierbei mit dem Lernerfolg und gelten daher als das physiologische Korrelat von

Lernen und Gedichtnis?0%241-243

. Die Gedachtnisstorung der BACE1l-Inhibitor behandelten
Tiere steht daher in einem direkten Zusammenhang mit den beschriebenen synaptischen

Defiziten.

3.2 Differentielle Effekte einer genetischen Ablation und pharmakologischen
Inhibition von BACE1

Die experimentellen Daten der vorgelegten Arbeit zeigen auf, dass der Phanotyp adulter
Bacel”” Miuse nicht zwangslaufig den Effekten einer pharmakologischen BACE1 Inhibition
gleicht. Dies wurde z.B. in den Verhaltensstudien festgestellt: Obwohl in Bacel”" Mausen
Angst- und Schizophrenie-assoziierte Verhaltensweisen beschrieben wurden**'**, konnte
dieser Effekt mittels pharmakologischer BACE1 Inhibition nicht reproduziert werden. Ein
moglicher Erklarungsansatz besteht darin, dass es sich bei den Schizophrenie-dhnlichen
Symptomen in Bacel'/'Tieren, um eine entwicklungsbedingte Stérung handelt, die folglich
durch eine akute Inhibition von BACE1 in einem adulten, bereits reifen Gehirn nicht mehr
ausgelost werden kann. Unterstitzt wird diese Hypothese durch klinische Studien, die
belegen, dass die multifaktorielle Pathogenese der Schizophrenie teilweise in einer
synaptischen Fehlverschaltung grindet, die bereits in der frilhen Entwicklungs-Phase

244-247

beginnt Analog hierzu wurden in 16 Tage alten Bacel” Miusen reduzierte

hippocampale und kortikale Spinedichten beschrieben, die sich graduell mit zunehmenden
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Alter dem Wert von Bacel?*

Kontrolltieren angleichen?*®. Diese Daten und der Befund einer
normalen dendritischen Spine-Dichte und -Kinetik in adulten Bacel” Miusen pladieren fur
die Entwicklung kompensatorischer Mechanismen, die den synaptischen Defiziten teilweise
entgegenwirken. Interessanterweise versterben ca. 40% aller Bace1” Jungen innerhalb des

ersten Lebensmonats, partiell aufgrund epileptischer Anfalle***2*°

. Eine Beobachtung, die in
Einklang steht mit der abnormen Netzwerkaktivitdt in Form einer erhdohten sEPSC und
mMEPSC Frequenz in Bacel”” Mausen. Auf neurologischer Ebene ist ein epileptischer Anfall die
Folge paroxysmaler, synchroner Nervenzell-Depolarisation aufgrund eines Ubergewichts von

20 Die Anfilligkeit der Bacel” Mause fiir einen

exzitatorischen zu inhibitorischen Impulsen
epileptischen Insult konnte daher die Konsequenz einer synaptischen Fehlverschaltung
wahrend der frihen postnatalen Entwicklung darstellen. Die Vermutung, dass BACE1 in
diesem Prozess eine wesentliche Funktion erfillt, wird gestlitzt durch die auRerordentlich
hohen BACE1l Expressionslevel im Gehirn wahrend des ersten Lebensmonats®*. Adulte
Bacel” Tiere kénnten somit eine selektierte Population darstellen, die das Fehlen der
BACE1-Aktivitat durch alternative Mechanismen teilweise zu kompensieren vermogen.
Tatsachlich weisen die Uberlebenden Mause nach Abschluss der kritischen

249
f

Entwicklungsphase eine relativ normale Lebensdauer auf®”. DNS-Microarray Analysen von

Bacel” Gewebeproben demonstrieren allerdings, dass die genetische Ablation von Bacel zu

251 potentielle

keiner Veranderung der globalen, neuronalen Genexpression fihrt
kompensatorische Mechanismen sind somit auf einer funktionalen Ebene zu suchen. In
diesem Zusammenhang konnte die zu BACE1 homologe Protease BACE2 eine Rolle spielen.
In vitro Studien belegen, dass sowohl BACE1-, als auch BACE2-Substrate zumindest partiell

. . . 252
durch beide Sekretasen prozessiert werden kénnen?®

. Es ware somit moglich, dass der
Funktions-Verlust von BACE1 teilweise durch BACE2 ausgeglichen wird. Unterstiitzt wird
diese Hypothese durch den Befund, dass Bace2” Miause zwar Uberlebensfahig sind, jedoch
die genetische Ablation von Bace2 in Bacel”” Miusen die hohe neonatale Mortalititsrate

der monogenen Bacel” Linie zusitzlich steigert®®.

3.3 Therapeutisches Potential pharmakologischer BACE1 Inhibitoren

BACE1 initiiert den amyloidogenen  APP-Prozessierungsweg und ist somit
geschwindigkeitsbestimmend fiir die Generierung des AB-Peptids. Der Amyloid-Kaskaden-

Hypothese zufolge stellt BACE1 somit ein attraktives, therapeutisches Angriffsziel zur
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Behandlung bzw. Pravention von Morbus Alzheimer dar. In diesem Zusammenhang konnte
gezeigt werden, dass bereits die genetische Ablation eines einzelnen Bacel Allels in
transgenen, APP-liberexpremierenden Mausen ausreicht, das Voranschreiten der AB-
assoziierten Pathologie signifikant zu verlangsamen, ohne hierbei einen homozygoten Bacel

knockout Phanotyp zu induzieren****¢°

. Demnach kdnnte eine partielle BACE1 Inhibition eine
ausreichende therapeutische Effektivitat aufweisen, ohne die physiologische Funktion von
BACE1 derart zu hemmen, dass schwere Nebenwirkungen auftreten™?. Wie in der
vorgelegten Arbeit jedoch aufgezeigt wurde, sind die Effekte einer genetischen Ablation
nicht zwangslaufig mit denen einer pharmakologischen Inhibition von BACE1 vergleichbar.
Um das Risiko potentieller Nebenwirkungen zu minimieren, wird eine Inhibitor-Dosis
evaluiert werden miussen, die die therapeutische Wirksamkeit und Unbedenklichkeit der
Behandlung gleichermaRen gewahrleistet. Entsprechend wurden sowohl niedrige, als auch
hohe Wirkstoffdosen getestet: Wahrend die chronische Behandlung mit hochkonzentrierten
Inhibitoren die Kinetik dendritischer Spines beeintrachtigte, konnte ein dhnliches Defizit bei
niedrigerer Dosierung nicht beobachtet werden. Dieser Unterschied in der Dosis-Wirkungs-
Beziehung ist insofern bemerkenswert, da die AB40 ELISA-Messungen ergaben, dass beide
Inhibitor-Dosen die AB-Spiegel im Plasma &hnlich effektiv senkten. Das Ausbleiben
struktureller, synaptischer Defizite wahrend der Behandlung mit niedrig-dosierten
Inhibitoren ist somit nicht stringent die Konsequenz einer schwacheren BACE1 Inhibition,
sondern evtl. das Resultat einer kiirzeren potenten Wirkung aufgrund einer geringeren

Inhibitor-Konzentration im Gehirn**>?%°,

Zudem werden die erhohten Protein und enzymatischen Aktivitdtslevel von BACE1 in
unmittelbarer Nahe zu neuritischen AB-Plaques, in der Titration adaquater Inhibitor-Dosen
bertcksichtigt werden mussen®'%? (Abb. 19). In diesem Kontext sind zwei mogliche

Szenarien vorstellbar:

1.) Die UbermaRige Akkumulation von BACE1 erfordert eine starke BACE1 Inhibition, um die

253 In diesem Fall, ware eine chronische BACE1 Inhibitor

AB-Produktion effektiv zu hemmen
Applikation verbunden mit den Risiken mechanismusbasierter und unspezifischer

Nebenwirkungen.

2.) Die Absenkung der aberranten BACE1 Aktivitdat auf ein physiologisches Level mittels

moderater BACE1 Inhibition ist therapeutisch ausreichend wirkungsvoll. Somit ware die
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medikamentése Behandlung mit BACE1 Inhibitoren zumindest frei von Mechanismus-

bedingten Nebenwirkungen.

Abbildung 19: BACEl-lLevel sind in unmittelbarer Ndhe zu AB-Plaques erhoht. Die
konfokalmikroskopische Aufnahme zeigt den kortikalen Gehirnschnitt eines transgenen Alzheimer-
Mausmodells. Zur Darstellung der AB-Plaques (cyan) wurde der B-Amyloid-bindende Farbstoff Methoxy-
X04 appliziert. BACE1 (magenta) wurde mittels Fluorophor-gekoppelter Antikérper immunogefarbt und
Neuriten (griin) mittels neuronaler eGFP-Expression markiert. Erhohte BACE1 Level und neuritische
Dystrophien (Pfeilspitzen) lassen sich in der nahen Umgebung von AB-Plaques detektieren. MalRstab
reprasentiert 25 um.

Insbesondere aufgrund der Homologie zwischen BACE1 und BACE2 ist jedoch mit einer
unselektiven pharmakologischen Hemmung beider Proteasen zu rechnen. Diese Annahme
wird bekraftigt durch die phinotypische Ahnlichkeit zwischen der Hypopigmentierung von
Bace2” Miusen’® und den Inhibitor-induzierten Fellpigmentierungsdefekten in
behandelten Versuchstieren. Da die Pigmentstérung auch in Inhibitor-behandelten Bacel”
auftrat, ist dieser Effekt somit unabhangig von BACE1 und beruht wahrscheinlich auf einer
gestorten Melanogenese aufgrund einer reduzierten PMEL-Prozessierung durch BACE2?%.
Neben PMEL stellt APP selbst ein weiteres BACE2-Substrat dar. Biochemische Studien
belegen, dass die AB-Domane von APP durch BACE2 proteolytisch gespalten werden kann
und hierdurch ein alternativer, nicht-amyloidogener APP-Prozessierungsweg beschritten

wird®*, Eine geringe Inhibitorspezifitit wiirde daher das Risiko bergen den potentiellen

therapeutischen Nutzen der AB-Level hemmenden Wirkung von BACE2 zu verlieren®”>.
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Obwohl die neurotoxischen Eigenschaften von AB42 hinlanglich bekannt sind, mehren sich
die Hinweise, dass AB-Peptide in geringer, oder physiologischer Konzentration womaoglich
sogar neuroprotektiv sind: In Zellkultur konnte gezeigt werden, dass nanomolare AB42-Level
gegen N-Methyl-D-Aspartat—induzierte Exzitotoxizitat schitzen®®. Ferner fordert die
hippocampale Injektion exogener AB42-Peptide in pikomolaren Dosen die Konsolidierung

von Gedichtnisinhalten®’

. In Entsprechung hierzu beeintrachtigt die Reduktion endogener
APP-Expressionslevel mittels RNA-Interferenz die synaptische Langzeitpotenzierung in
hippocampalen Schnitten; ein Effekt der durch die Applikation von AR42 aufgehoben wird >,
Diese und ahnliche Befunde verweisen auf die Moglichkeit, dass die Inhibition von BACE1
den AB-Spiegel in Wildtyp Mausen auf ein derart niedriges Level reduziert, dass seine neuro-
und synapto-trophe Funktion verloren geht. Folglich konnte die schadliche Wirkung einer
BACE1 Inhibition auf die synaptische Plastizitdt prinzipiell das Resultat eines AB-Mangels

darstellen®®

. Die pharmakologische Blockierung der amyloidogenen AB-Genese begiinstigt
zudem die Metabolisierung des APP-Proteins in einem weiteren, divergenten
Prozessierungsweg durch die Matrix-Metalloprotease MT5. Hierbei entsteht das sogenannte
Carboxy-terminale APP-Fragment CTF-n, dessen neurotoxische Effekte erst kiirzlich in vivo

nachgewiesen werden konnten?°.

Die Effektivitat pharmakologischer BACE1 Inhibitoren beziiglich ihrer AB-Level senkenden
Wirkung wurde bereits in frihen klinischen Studien belegt. Die einmalige Gabe der
Inhibitoren LY2811376, oder LY2886721 reduzierte die AB40/42 Level im Plasma gesunder

119,261

Probanden um etwa 80% Bedauerlicherweise musste die Evaluierung beider

Substanzen in weiteren klinischen Versuchen aufgrund toxischer, jedoch BACE1-

unabhingigen, Nebenwirkungen abgebrochen werden'®%!

. Der negative Ausgang dieser
Studien unterstreicht abermals die Unerlasslichkeit potentielle Nebenwirkungen einer
BACE1 gerichteten Therapie frihzeitig zu identifizieren und entsprechend zu
berilicksichtigen. Ein solches Versdumnis mag teilweise zum Scheitern des
vielversprechenden y-Sekretase Inhibitors Semagacestat in klinischen Studien der Phase llI
beigetragen haben. So wurde gezeigt, dass die chronische Behandlung mit Semagacestat zu
einer Dosis-abhangigen Verschlechterung der kognitiven Leistung von Alzheimer Patienten

fihrte!?!

. Hinweise fiir die das Auftreten eines derartigen Effektes lieferten bereits zuvor
intravitalmikroskopische Untersuchungen im Mausmodell, die aufzeigen, dass eine

mehrtagige Applikation mit dieser Substanz zu einem irreversiblen Verlust dendritischer
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52 Dje Besorgnis, dass dhnlich negative, Mechanismus-basierte Auswirkungen

Spines flihrt
einer BACE1 Inhibition in Alzheimer Patienten auftreten kdnnten, wird zumindest durch den
Befund relativiert, dass die Inhibitor-induzierten Effekte auf die dendritische Spineplastizitat

reversibel waren.

3.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend demonstrieren die hier vorgestellten Daten, dass BACE1l eine
wesentliche, physiologische Rolle in der Regulation synaptischer und kognitiver Funktionen

erflllt, die durch den therapeutischen Einsatz von BACE1 Inhibitoren beeintrachtigt wird.

Sollte BACE1 daher als pharmakologisches Ziel aufgegeben werden? Zu jetzigem Zeitpunkt
gewiss nicht! Einerseits konnte die Inhibition von BACE1 den erhéhten AB-Level in Morbus
Alzheimer Patienten auf ein physiologischeres MalR senken, so dass die synaptotoxische
Wirkung verloren geht und die wiinschenswerten Eigenschaften zuriickkehren, andererseits
konnten die positiven Effekte einer solchen Behandlung insgesamt Uberwiegen. In
Anbetracht der ,dualen Natur” von AP - synaptotoxisch im UbermaR und synaptotroph bei
normaler, physiologischer Konzentration — wird eine therapeutische Dosis evaluiert werden
miussen, die sowohl Wirksamkeit, als auch klinische Sicherheit zu balancieren vermag. Die
Alzheimer’sche Krankheit stellt eine derart groRRe Belastung fiir die Patienten, ihre Familien
und die Gesellschaft dar, dass, sollte sich eine glinstige Wirkung auf den Krankheitsverlauf
erzielen lassen, die potentiellen Nebenwirkungen pharmakologischer BACE1 Inhibitoren das

Risiko wert sind.
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4. Material und Methoden

4.1 Maushaltung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier verschieden Mauslinien verwendet: Kongene,
mannliche Mause des Inzuchtstammes C57BL/6J (Charles River, Germany) wurden im Alter
von zwei Monaten fir die Verhaltensversuche am Max Planck Institut fiir Psychiatrie
verwendet. Transgene, mannliche, als auch weibliche Mause der Linien B6.129-Bace1™*/
(Jackson Laboratory, USA), B6.Cg-Tg (Thyl-EGFP)MlIrs/) (Jackson Laboratory, USA) und
Bacel” x GFP-M (erzeugt durch Kreuzung am Zentrum fir Neuropathologie) wurden im Alter

von 2-3 Monaten fir die intravitalmikroskopischen und elektrophysiologischen

Untersuchungen am Zentrum fiir Neuropathologie eingesetzt.

Alle Mause wurden in Standard-IVC-Kafigen (individual ventilated cage) unter spezifisch
pathogenfreien Bedingungen in Gruppen von bis zu sechs Tieren, nach Geschlecht getrennt
unter einem 12 stindigen Tag-/Nacht-Rhythmus bei 23 +2°C gehalten. Die Tiere hatten ad
libitum Zugang zu autoklaviertem Futter und Wasser. Im Alter von drei Wochen wurden
Jungtiere abgesetzt, mit einer Ohrmarkierung versehen und die hierbei entnommenen
Ohrstanzbiopsien fiir die Genotypisierung verwendet. In einem Tierversuch verwendete
Mause wurden mindestens einen Tag zuvor getrennt und einzeln im Kafig gehalten. Fir den
Umgang mit Tieren galt der Grundsatz, moéglichst stressfrei mit den Tieren umzugehen und
die Belastung auf ein Minimum zu reduzieren. Es wurde entsprechend den Richtlinien des
Instituts ,Zentrum flr Neuropathologie und Prionforschung” der LMU Miinchen, der
Regierung von Oberbayern (Sachgebiet 54 — Tierschutz) und dem Danischen Nationalen
Komitee fir Tierversuchsethik gearbeitet. Alle in dieser Arbeit beschriebenen Tierversuche
wurden im Antrag zu dem Tierversuchsvorhaben Az. 55.2-1-54-2531-188-09 durch die

Regierung von Oberbayern geprift und genehmigt.
4.2 Transgene Mause und deren Genotypisierung

4.2.1 DNS Isolierung aus Ohrstanzbiopsien

Fiir die Genotypisierung transgener Mause wurde genomische DNS mittels peqGold Tissue

DNA Mini Kit (Peglab) aus entsprechenden Ohrstanzbiopsien isoliert: Die entnommenen
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Gewebeproben wurden lUber Nacht in einem Schittel-Thermoblock (Eppendorf, Hamburg)
bei 50°C und 550 U/min in 400 pl Lyse-Puffer T mittels 20 pl Proteinase K und 15 pl RNase A
(20 mg/ml) lysiert. Nach Abzentrifugation der unldslichen Bestandteile fir 1 min bei 10.000
U/min (Eppendorf Zentrifuge 5804) wurde der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR
Uberfihrt und 400 pl DNS-Bindepuffer hinzugegeben. Das Lysat wurde im Anschluss auf
PerfectBind DNS Saulen geladen und erneut fir 1 min bei 10.000 U/min zentrifugiert. Nach
zweimaligem Waschen der Sdulen mit Waschpuffer gefolgt durch jeweils eine Minute
Zentrifugation bei 10.000 U/min erfolgte schlieflich die Elution der gefdllten DNS durch 3
min Inkubation mit 200 ul Elutionspuffer. Die extrahierte DNS wurde fir 1 min bei 6000

U/min von der Saule getrennt und bei 4°C gelagert.

4.2.2 Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels PCR

Fir die Genotypisierung der transgenen Mauslinien wurden die entsprechenden
Gensequenzen mittels PCR (polymerase chain reaction) amplifiziert und elektrophoretisch
der Grofle nach aufgetrennt. Anhand des erhaltenen Bandenmusters lieR sich somit der
jeweilige Genotyp bestimmen. In den Abschnitten zu den verschiedenen Mauslinien sind die
einzelnen Primer samt PCR-Ansdtzen und -Programmen aufgefiihrt. Die PCRs wurden mit

Thermozyklern der Firma Eppendorf (Mastercycler pro) durchgefiihrt.

4.2.3 Auftrennung des PCR-Produkts mittels Gelelektrophorese

Die PCR Produkte wurden auf Sybr-Gold-Agarosegelen elektrophoretisch aufgetrennt. Hierzu
wurde Agarose (1,5% w/v) in 1x TAE-Puffer durch Aufkochen gel6st und mit 0,1 pg/ml Sybr-
Gold versetzt. Die Losung wurde im Anschluss in eine Gelkammer (C.B.S. Scientific) Gberflhrt
und mit einem Geltaschenkamm bestlickt. Nach Erstarren der Agarose wurde der Kamm
entfernt und die Kammer mit TAE Puffer befillt. Die PCR Produkte wurden in einem
Verhaltnis von 1:5 mit 6x Ladepuffer versetzt und zusammen mit einem 1kb-DNS Marker auf
das Gel aufgetragen. Die elektrophoretische Trennung der DNS-Fragmente erfolgte bei einer
Spannung von 40 mV filr 4 h. Das spezifische Bandenmuster der einzelnen Proben wurde
durch lllumination auf einem UV-Tisch (3UV Transilluminator, UVP) mit einer
Anregungswellenldnge von 258 nm sichtbar gemacht und durch ein Kammerasystem (Canon

Powershot G1) dokumentiert. Das Bandenmuster fiir die verschiedenen Genotypen der
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Mauslinien wurde in Abbildung 20 exemplarisch dargestellt. Transgene Tiere der Linie Thy1-
GFP-M konnten von Wildtyptieren anhand eines 173 bp grolen PCR Amplifikats
unterschieden werden. Dieses Amplifikat lieR sich nicht im PCR Produkt von Wildtyptieren
nachweisen. In der Mauslinie Bacel-KO konnten drei Genotypen unterschieden werden:
Eine Bande bei 272 bp indizierte Wiltyptiere, die zwei intakte Bacel-Allele besalRen. Tiere,
die heterozygot fiir die gerichtete Bacel Mutation waren, lieBen sich anhand von zwei
Banden auf der Ho6he von 157 bp und 272 bp identifizieren. War das Tier homozygot fir die
Bacel Mutation, so konnte nur eine Bande auf der Hohe von 157 bp generiert werden (Abb.

20).

bp M M
400 . !
300 - -
200 — . -
100
eGFP" eGFP” Bace1** Bace1*- Bacel”

Abbildung 20: Darstellung der DNS-Fragmente zur Genotypisierung der transgenen
Mauslinien. Transgene Mause der Linie Thy1-GFP-M kénnen anhand einer einzelnen Bande auf der Hohe
von 173 bp identifiziert und somit von nicht-transgenen Wurfgeschwistern unterschieden werden, die kein
PCR Amplifikat aufweisen. In der Mauslinie Bacel-KO lassen sich drei verschiedene Genotypen
unterscheiden: Eine Bande bei 272 bp indiziert Wildtyptiere, wahrend zwei Banden bei 272 und 157 bp
heterozygote Bacel-KO Tiere indizieren. Homozygote Bacel-KO Mause weisen eine einzelne Bande bei
157 bp auf.

4.2.4 C578BL/6)

Unter den kongenen Stammen ist C57BL/6J die weltweit am haufigsten verwendete und
untersuchte Labormaus. 1921 von Dr. CC Little durch Inzucht kreiert, zeichnet sich der

Stamm durch seine hohe Fertilitit und einen definierten genetischen Hintergrund aus®®>.

4.2.5 B6.129-Bace1™""/)

Zur Generierung der Bacel-Knockout Mauslinie wurde ein Zielvektor kreiert, der fiir ein
Bacel-Gen kodiert, dessen erstes Exon deletiert wurde und somit nicht mehr transkribiert

werden kann. Um das Wildtyp Bacel Allel mittels homologer Rekombination zu ersetzen
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wurde das Konstrukt durch Elektroporation in embryonale Stammzellen der Mauslinie 129
eingebracht und anschliefend in C57BL/6J Blastozysten injiziert. Die hieraus resultierenden
chimaren Tiere wurden schlieRlich auf einen reinen C57BL/6J Hintergrund
zurUckgezuchtet264. Homozygote B6.129-BaceltmlPcw/J Mause sind lebensfahig und fertil,
weisen jedoch eine erhohte Sterblichkeit und verzégertes Wachstum im juvenilen Alter
auf*®. Des Weiteren wurden diverse neurologische und Verhaltens- Defizite beschrieben,
wie die Beeintrachtigung hippocampaler Langzeitdepression, Hypomyelinisierung kortikaler

Axone, Gedachtnisstérungen und verringerte Lokomotion**%°,

Tabelle 1: Primer, PCR-Ansatz und Thermozyklen fiir die Genotypisierung von B6.129-Bace1™""/)
Bezeichnung Sequenz (5°->3") Tuybridisierung [°C ]
Bacel_1 AGG CAG CTT TGT GGA GAT 62,1

GGTG
Bacel_2 CGG GAA ATG GAA AGG CTA 621

CTCC
Bacel_3 TGG ATG TGG AAT GTG TGC 59,8

GAG
Volumen [pl] Produkt Konzentration [uM]
10 HotMasterMix
0,6 Bacel_1 (10 uM) 20
0,6 Bacel 2 (10 uM) 20
0,6 Bacel 3 (10 uM) 20
2 DNS Probe
9,6 H,0
Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Wiederholungen
Denaturierung 94 180 1x
Denaturierung 94 30 35x
Hybridisierung 52 60 35x
Elongation 72 60 35x
Elongation 72 120 1x
Ende 10 1x
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4.2.6 B6.Cg-Tg (Thy1-EGFP)MIrs/)

Transgene Mause der Linie B6.Cg-Tg (Thy1l-GFP)MlIrs/J (Synonym: GFP-M) exprimieren das

266 nter der Kontrolle

fluoreszierende Protein eGFP (enhanced Green Fluorescent Protein)
eines modifizierten thyl.2 Promoters. Thy-1 ist ein GPI (Glycosylphosphatidylinositol) -
verankertes Zelloberflachen-Glykoprotein, das in einer Vielzahl von Geweben und Zelltypen

257 Durch Deletion des Exons 3

exprimiert wird, wie z.B. im Thymus und im Nervensystem
und dessen flankierenden Introns wurden die fiir die Expression in nicht-neuronalen Zellen
bendtigten Sequenzen entfernt, wodurch ein spezifischer pan-neuronaler thy1.2 Promoter
entstand. Das Transgen wurde schlielllich in befruchtete Oozyten des Mausstammes
C57BL/6J x CBA injiziert und die hieraus resultierenden Nachkommen auf einen reinen
C57BL/6J Hintergrund zuriickgezlichtet. Mause der Linie Thyl-GFP-M zeichnen sich durch
eine starke zytosolische eGFP Expression in vereinzelten Nervenzellen, insbesondere der
neokortikalen ~ Schickt V und hippocampalen CAl1 Region aus™™®.  Durch

fluoreszenzmikroskopische Verfahren wird somit eine detaillierte Studie der neuronalen

Morphologie ermdglicht.

Tabelle 2: Primer, PCR-Ansatz und Thermozyklen fiir die Genotypisierung von B6.Cg-Tg (Thyl-
EGFP)MlJrs/)

Bezeichnung Sequenz (5°->3°) Tuybridisierung [C ]
eGFP_fw AAG TTC ATC TGC ACCACCG 56,7

eGFP_rev TCCTTG AAG AAG ATGGTGCG 57,3

Volumen [pl] Produkt Konzentration [uM]
10 HotMasterMix

1 eGFP_fw (10 pM) 20

1 eGFP_rev (10 uM) 20

2 DNS Probe

11,2 H,0

Schritt Temperatur [°C] Zeit [s] Wiederholungen
Denaturierung 94 90 1x
Denaturierung 94 30 35x
Hybridisierung 52 60 35x
Elongation 72 60 35x
Elongation 72 120 1x
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Ende

1x

4.2.7 Bacel-KO x GFP-M

Transgene Tiere, die sowohl homozygot fiir das mutierte Bacel Allel, als auch heterozygot

fir das eGFP kodierende Transgen sind wurden durch Verpaarung der Linie B6.129-

Bace1™™/J mit B6.Cg-Tg (Thy1-EGFP)MIrs/J generiert. Die resultierende Linie Bacel-KO x

GFP-M ermoglicht es aufgrund der neuronalen eGFP Expression, den Einfluss der pB-

Sekretase BACE1 auf die Morphologie und strukturelle Plastizitat spezifischer Nervenzellen

mittels fluoreszenzmikroskopischen Verfahren zu untersuchen.

Die Genotypisierung der Linie Bacel-KO x GFP-M erfolgte analog dem PCR-Protokoll zu den

Linien B6.129-Bace1™***“/J und B6.Cg-Tg (Thy1-EGFP)MJrs/J.

Tabelle 3: Materialien zur Maus-Genotypisierung

Material

Hersteller

peqGOLD Tissue DNA Mini Kit
5 Prime HotMasterMix 2,5x

PCR-Primer-Oligonukleotide

Peglab, Erlangen

VWR, Ismaning

Eurofins MWG Operons, Ebersberg

Sybr-Gold
Gel Loading Solution 6x
1 kb DNA-Marker

Agarose

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Peqlab, Erlangen

SERVA, Heidelberg

Essigsdure (100%)

Ethanol (100%)

NaEDTA

Trizma base

Safe Lock ReaktionsgefaRe, 1,5 ml
Safe Lock ReaktionsgefaRe, 2 ml
PCR-Reaktionsgefalie, 0,2 ml
Pinzette

Schere

Skalpell

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Eppendorf, Hamburg
VWR, Ismaning
Eppendorf, Hamburg

FST, Heidelberg

FST, Heidelberg

VWR, Ismaning

Schittel-Thermoblock Thermomixer comfort

Vortexer Vortex Genie 2

Eppendorf, Hamburg

Scientific Industries, New York, USA
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Zentrifugen 5430R und 5804R Eppendorf, Hamburg
Thermozykler Mastercycler pro Eppendorf, Hamburg

Mikrowelle Quickchef 650 Moulinex, Solingen
Gelelektrophorese - Kammer, -Schlitten, - Elchrom Scientific, Cham, Schweiz
Kamme

Spannungsregler PS200HC Hoefer, Holliston, MA, USA
UV-Tisch 3UV-Transilluminator UVP, Cambridge, UK
Digitalkamera-System Powershot G1 Canon, Krefeld

Thermozykler LightCycler480 Roche, Mannheim

Tabelle 4: Pufferlésung zur Maus-Genotypisierung

Tris-Acetat-EDTA-Puffer

121 g Trizma Base

9,31 g NaEDTA

28,5 ml Essigsaure

mit sterilem Wasser auf 500 ml auffiillen 50x Stammldsung

mit sterilem Wasser 1:50 verdinnenlx
Arbeitslosung

4.3 Formulierung und Applikation der Bacel Inhibitoren

Die Bacel Inhibitoren SCH1682496°*%*%® und LY2811376"° wurden freundlicherweise von
Lundbeck (Valby, Danemark) fiir die elektrophysiologischen und intravitalmikroskopischen
Experimente zur Verfligung gestellt. Weitere Mengen an SCH1682496 wurden von Merck
Research Labs (Kenilworth NJ) fiir die Verhaltensstudien bereitgestellt. Die Synthese des
Inhibitors SCH1682496 erfolgte gemaB den Patentangaben (W02007146225 und
W02008103351) von Schering-Plough Pharmaceuticals (North Wales, PA, USA). Der Bacel
Inhibitor LY2811376 wurde nach dem, von Eli Lilly & Co. (Indianapolis, Indiana, USA)

publizierten Schema synthetisiert.

Beide Inhibitoren wurden mittels Zugabe von Cyclodextrinen in Losung gebracht.
Cyclodextrine sind zyklische Oligosaccharide bestehend aus einer unterschiedlichen Anzahl
an a-1-4-verknipften Glukosemolekiilen. Die zyklische Anordnung der Glukose Einheiten
flhrt zur Ausbildung eines trichterférmigen Hohlraumes, der sich durch ein hydrophobes

Inneres und einer hydrophilen AuBenflache auszeichnet. Dadurch sind Cyclodextrine in der
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Lage die Wasserloslichkeit apolarer, organischer Substanzen durch Bildung einer

2609270 |n der hier vorgelegten Arbeit fanden die

Einschlussverbindung zu erhdhen
Cyclodextrin-Derivate 2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD; AppliChem) und Sulfobutyl
Ether 7-B-Cyclodextrin (SBE7-B-CD; Captisol) Verwendung. Im Gegensatz zu HP-B-CD verfiigt
SBE7-B-CD (lber 6-7 negativ geladene Sulfonat Gruppen, deren elektrostatische
Wechselwirkung die Cyclodextrin-Kavitat weiter vergréBert und die Bindung zu positiv

geladenen Substanzen verstarkt®’*.

Die Bacel Inhibitoren wurden wie folgt formuliert:

e SCH1682496 (3 mg/ml oder 10 mg/ml) und 220 mM Glucose-Monohydrat (Sigma
Aldrich) in 10% (w/v) HP-B-CD bei pH 4,0

e LY2811376 (10 mg/ml) in 30% (w/v) SBE7-B-CD bei pH 4,0

Agglomerate wurden durch 30 minitige Inkubation im Ultraschallbad (Merck) zerlegt und
die Lésungen durch Spritzenfilter mit einer PorengréRe von 0,35 um (MoBiTec) steril filtriert.
Je nach Experiment wurde den Versuchstieren Bacel Inhibitor in Dosen von 30 oder 100
mg/kg Korpergewicht mittels einer Schlundiernadel (Fine Science Tools) intragastral alle 12

Stunden bis zu 21 Tagen verabreicht.

4.4 Sandwich ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)

Die in vivo Wirksamkeit der Bacel Inhibitoren wurde durch Quantifizierung des Bacel
Spaltproduktes Amyloid-beta 40 (AB40) im Blutplasma und Gehirngewebe mittels Sandwich
ELISA ermittelt. Zu diesem Zweck wurde 3 Monate alten, mannlichen C57BI/6) Mausen alle
12 h Bacel Inhibitor SCH1682496 oder LY2811376 in Dosen von 30 mg/kg oder 100 mg/kg
verabreicht. Nach 1- oder 15-tagiger Behandlung erfolgte jeweils 3 h nach der letzten
Inhibitor Applikation die Probenentnahme am narkotisierten Tier. Die Narkose wurde durch
eine i.p. (intraperitoneale, lat.: intra=innen, peritoneum=Bauchfell) Ketamin/Xylazin (140

mg/kg Ketamin und 10 mg/kg Xylazin in 0,9% NaCl) Injektion eingeleitet.
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4.5 Blutentnahme und Plasmaseparation

Die Blutentnahme erfolgte per Herzpunktion. Das narkotisierte Versuchstier wurden hierzu
in Rickenlage fixiert, das Abdomen mit 70% Alkohol desinfiziert und der Brustkorb nach
Durchtrennung der Rippen eroffnet. Mittels einer 23G-Kaniile bestlickten 1 ml Spritze wurde
anschlielfend die rechte Herzkammer punktiert und ca. 500 ul Blut entnommen. Es ist
wichtig die Blutabnahme langsam durchzufiihren, da ein zu hoher negativer Druck zum
Herzkollaps fihrt, der eine weitere Abnahme nicht zuldsst. Um eine Koagulation der
Blutprobe zu verhindern wurden diese zigig in ein Heparin-haltiges BD Microtainer
Réhrchen (Thermo Fisher Scientific) Gberfihrt und anschlieBend 8-10 mal invertiert. Es
folgte ein Zentrifugationsschritt bei 2000 g fir 3 min durch den das Blut in 3 Phasen
aufgetrennt wird: Eine untere Erythrozyten-, eine obere Plasma- und eine weiRliche Inter-
Phase, der sogenannte Leukozyten-Film. Der Plasmaiberstand wurde nun in Matrix Storage
Tubes (Thermo Fisher Scientific) Gberfiihrt und zur Aufbewahrung bei -80°C gelagert. Bevor
die Proben schliefllich mittels Sandwich ELISA analysiert werden konnten wurden sie mit
Standard-Losungsmittel (aus dem Sandwich ELISA Kit; Wako Pure Chemical Industries) im

Verhaltnis 1:4 verdinnt.

4.6 Gehirnentnahme und Gewebehomogenisierung

Nach erfolgter Blutentnahme (siehe Abschnitt ,Blutentnahme und Plasmaseparation®)
wurde der Kopf der narkotisierten Maus abgetrennt und das Gehirn freiprapariert. Um eine
Degradation des Gewebes zu verhindern wurde das Gehirn entnommen, auf Trockeneis
schockgefroren und bei -80°C asserviert. Bevor die Probe mittels Sandwich ELISA analysiert
werden konnte, musste das Gewebematerial zunachst aufgeschlossen werden. Der
gefrorene Kortex wurde hierzu im Verhaltnis 1:10 (w/v) in einer Losung bestehend aus 0,2%
Diethylamin, 50 mM NaCl (pH 10), Complete Protease Inhibitor (Roche), AEBSF (4- (2-
Aminoethyl) benzensulfonylfluorid hydrochlorid; Roche) und 0,5% IGEPAL CA-630 (Sigma-
Aldrich) homogenisiert. Das Homogenat wurden im Anschluss kurz sonifiziert (Bandelin
Sonopuls HD2070; Bandelin Electronic), 30 min lang auf Eis inkubiert und flr weitere 30 min
bei 20.000 g und 4°C abzentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Uberstand mit
der l6slichen Fraktion abgenommen und durch eine 1:10 Verdiinnung mit 0,5 M Tris/HCI

(Sigma-Aldrich), pH 6.8 neutralisiert. Schlieflich wurde die Probe im Verhaltnis 1:10 mit 8 M
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Urea versetzt und nach einer 30 minitigen Inkubation auf Eis mit Standard-Losungsmittel

(aus dem Sandwich ELISA Kit; Wako Pure Chemical Industries) 1:5 verdinnt.

4.7 Sandwich ELISA Verfahren

Im Sandwich ELISA Verfahren wird die Konzentration eines Antigens anhand eines
chromogenen Farbumschlages gemessen. Das nachzuweisende Antigen wird hierbei Gber
einen Erstantikorper an die Mikrotiterplatte adsorptiv gebunden und (iber einen HRP-
gekoppelten (engl.: horse raddish peroxidase) Zweitantikorper detektiert. Der Aufbau des
entstandenen Antikorper-Antigen-Antikorper Komplexes dhnelt einem Sandwich, daher auch
der Name ,Sandwich-ELISA“. Das Reporterenzym HRP bewirkt schlieBlich den Umsatz des
Chromogens TMB (Thermo Fisher Scientific), dessen Reaktionsprodukt mittels Photometer
gemessen werden kann. Die Intensitdt des entstandenen Farbstoffes korreliert hierbei mit

der Konzentration des zu bestimmenden Antigens.

Die AB40 Konzentration in Gehirn- bzw. Plasma-Proben wurde von Lundbeck A/S mittels
Sandwich ELISA Kit (Human/Rat AB40 ELISA Kit; Wako Pure Chemical Industries) gemaR dem
Protokoll des Herstellers ermittelt. Im folgendem wurden die wells einer ,BNT77
Antikorper“-beschichteten Mikrotiterplatte mit jeweils 100 ul Probenmaterial beladen und
bei 2-10°C iber Nacht inkubiert. Die Adsorption des AB40 Fragments erfolgte hierbei durch
Bindung des AB (11-28) Epitops an BNT77. Im Anschluss wurden die wells 5x gewaschen und
fir 1h mit dem HRP-gekoppelten Zweitantikdrper BA27 bei 2-10 °C inkubiert. Es folgten 5
weitere Waschschritte und die Zugabe von 100 ul TMB-Lésung, wodurch die HRP Reaktion
bei RT in Gang gesetzt wurde. Nach 30 min wurde diese enzymatische Reaktion durch
Zugabe von 100 pl Stop-Losung unterbrochen und die Extinktion der Proben photometrisch
bei 450 nm mittels Microplate Reader (Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer,

Thermo Scientific) bestimmt.

4.8 Immunhistochemie

4.8.1 Transkardiale Perfusion

Die Gewebefixierung mittels transkardialer Perfusion dient der Erhaltung der
Probenstruktur, der Hartung des Prdparates und der Entfernung von Erythrozyten, deren

Autofluoreszenz lichtmikroskopische Untersuchungen beeintrachtigen kdnnte. Als Fixativ
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wurde eine isotonische 4% Formaldehydlosung verwendet. Formaldehyd ist ein additives
Fixativ, welches mittels seiner Aldehyd-Gruppe eine kovalente Quervernetzung der Proteine
im Gewebe durch Bildung von Methylenbriicken bewirkt. Ein noch starkeres Fixativ stellt

somit Glutaraldehyd dar, da es tber zwei Aldehyd-Gruppen verfigt.

Zur transkardialen Perfusion wurden die Versuchstiere mittels einer i.p. Ketamin/Xylazin
(140 mg/kg Ketamin und 10 mg/kg Xylazin in 0,9% NaCl) Injektion anasthesiert und die
Narkosetiefe anhand des Zwischenzehenreflexes beurteilt. Sobald der Zwischenzehenreflex
ausfiel, wurden die Mause mit exponierter Bauchseite auf einer Halterung fixiert und das
Herz durch Er6ffnung des Brustkorbes freigelegt. Im Anschluss wurde die linke Herzkammer
mittels einer Fligelkanlle punktiert und die absteigende Aorta (lat.: Aorta descendens)
durchtrennt, um den Ausfluss des Blutes zu gewahrleisten. Mit Hilfe einer peristaltischen
Pumpe wurden nun Gber 5 min 40 ml Phosphatpuffer (PB; 0,1M; pH 7,4; 4°C) lber die
Fligelkantle in den Blutkreislauf eingeleitet. Nachdem das gesamte Blut durch die
isotonische PB Losung ersetzt worden war erfolgte eine 8 minitige Perfusion mit 70 ml
Formaldehydlosung (4% Paraformaldehyd in 0,1M PB, pH 7.4). Nach Abschluss der Perfusion
wurde der Kopf der Maus abgetrennt, das Gehirn vorsichtig freiprapariert und tGber Nacht
bei 4°C in 4% Formaldehydlésung postfixiert. Die fixierten Gehirne wurden anschlieBend in

PB Uberfihrt und bei 4°C asserviert.

4.8.2 Anfertigung von Gehirn-Schnitten mittels Vibratom

Zur Erzeugung 50 pm dicker Gehirn-Schnitte wurde ein VT1000S Vibratom (Leica
Microsystems) verwendet. Das fixierte Gehirn wurde hierzu mit einer Rasierklinge
zurechtgetrimmt und anschlieBend mit Sekundenkleber auf der Vibratom-Biihne fixiert. Die
Vibratom-Wanne wurde mit 0,1M PB (pH 7,4) gefiillt, so dass das Praparat stets mit
FlUssigkeit bedeckt war, wahrend bei niedriger Schnittgeschwindigkeit und hoher
Vibrationsamplitude koronale, oder sagittale Schnitte angefertigt wurden. Die
Gehirnschnitte wurden schlieSlich in PBS befillte 24-well Platten uberfiihrt und den

folgenden Farbeprotokollen entsprechend prozessiert.
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4.8.3 Immunhistochemische Farbeprotokolle

Die subzellulare Lokalisation und das Expressionsmuster von Bacel im murinen Gehirn
wurden mittels Antikorperfarbung und anschlieRender Fluoreszenz-, oder Elektronen-

Mikroskopie bestimmt.

4.8.4 Farbeprotokoll fiir die Fluoreszenzmikroskopie

Zur Herstellung immunfluoreszent gefarbter Praparate wurden die fixierten Gehirnschnitte
auf einem Plattformschiittler (Titramax 1000, Heidolph) iber Nacht bei RT mittels 0,25%
Triton X-100 in PBS (pH 7,4) permeabilisiert. Unspezifische Bindungsstellen wurden
anschlieBend durch einstiindige Inkubation in einer Losung aus 3% Normalziegenserum
(Vector Laboratories, Burlingame) in PBS blockiert. Nach Zugabe des monoklonalen BACE
Primarantikorper D10E5 (Cell Signalling) im Verhaltnis 1:200 folgte eine eintagige Inkubation
bei 4°C. Ungebundener Antikérper wurde anschlieBend in drei Waschschritten mit PB
entfernt. Die Detektion des D10E5 Antikorpers erfolgte durch zweistlindige Inkubation mit
Alexa 647-gekoppelten Sekunddrantikorper (1:200; Invitrogen) in Dunkelheit, um ein
Ausbleichen des Alexa-Fluorophors zu vermeiden. Die Praparate wurden nun lichtgeschitzt
drei weitere Male mit PBS fir jeweils 15 min gewaschen, auf Objekttrager aufgezogen und
mit Vectashield ,,Mounting Medium“ (Vector Laboratories) eingedeckelt. Um die Praparate
vor Austrocknung zu schiitzen wurden die Objekttrager mit Nagellack versiegelt und bei 4 °C

lichtgeschiitzt gelagert.

4.8.5 Farbeprotokoll fiir die Elektronenmikroskopie

Die immunhistochemische Farbung von Gehirnschnitten fiir die Elektronenmikroskopie
verlief analog zum , Farbeprotokoll fir die Fluoreszenzmikroskopie”, mit dem Unterschied,
dass der Permeabilisierungsschritt Gbersprungen und ein biotinylierter Sekundarantikérper
verwendet (1:200; Vector Laboratories) wurde. Die Detektion des Sekundarantikorpers
erfolgte mit Hilfe eines VECTASTAIN ABC Immunoperoxidase Kits (Vector Laboratories)
gemall den Anweisungen des Herstellers. Hierbei wurde ein Avidin-HRP Komplex (engl.:
horse raddish peroxidase) an das Biotin-Antikorper Konjugat gebunden und durch die HRP

vermittelte Oxidation von 3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid (DAB; Sigma Aldrich)
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sichtbar gemacht (Substratlosung: 0,05% DAB, 0,01% Wasserstoffperoxid). Die
Gehirnschnitte wurden im Anschluss fiir 1 h in einem Fixativ aus 2,5% Glutaraldehyd (SERVA)
und 2% Formaldehyd (Carl Roth) in 0,1M Cacodylatpuffer (Sigma-Aldrich) postfixiert und
mittels 1% Osmiumtetroxid (Paesel + Lorei) in 0,1 M Cacodylatpuffer fir 1 h osmiert.
Daraufhin erfolgte die Einbettung der Prdparate unter Verwendung einer mit

Vakuumkammer und Kihlplattform ausgestatteten Mikrowelle (Ted Pella):

Tabelle 5: Einbettungsprotokoll

Vorgang Dauer Losung
Waschen 5x 2 min 0,1 M Cacodylatpuffer
Bacel_2 2Xx2min deionisiertes Wasser
Bacel_3 2Xx2min 50% EtOH
Dehydrieren Mikrowellen-Behandlung bei
250 W:
40s 1% (w/v) Uranylacetat in 50%
EtOH
40s 1% (w/v) Uranylacetat in 70%
EtOH
40s 1% (w/v) Uranylacetat in 90%
EtOH
40s 1% (w/v) Uranylacetat in 100%
EtOH
40s 100% EtOH
40s 1:1 EtOH/Aceton
40s 1:2 EtOH/Aceton
3x40s 100% Aceton
Flacheinbettung Mikrowellen-Behandlung bei

350 W im Vakuum:

3 min 1:1 Aceton/Araldit
3 min 1:4 Aceton/Araldit
4 x 3 min Araldit
48 h bei 60°C Araldit

Die in Kunstharz eingebetteten Schnitte wurden anschlieBend unter einem Lichtmikroskop
(BX50, Olympus) mittels einer Kamera (ColorView lllu, Olympus) fotografiert. Nach Farbung

der Praparate mit 1% Toluidinblau (Sigma-Aldrich) in 1% Borax (Natriumtetraborat; Sigma-
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Aldrich) wurden die Blocke vom Objekttrdger geschnitten und der gewiinschte
Gewebeausschnitt zu einer trapezférmigen Pyramide getrimmt, wobei die zuvor erzeugten
Fotos bei der Orientierung halfen. Mit einem Ultracut UCT Ultramikrotom (Leica
Microsystems) wurden nun Semidinnschnitte (ca. 2 um Schnittdicke) angefertigt und
interessante Regionen zur weiteren Prozessierung lichtmikroskopisch ausgewahlt. SchlieRlich
wurden Ultradlnnschnitte (ca. 50 — 70 nm Schnittdicke) erzeugt, auf Formvar-beschichtete
Nickel-Polygonnetze (Agar Scientific) aufgezogen und mittels Bleicitrat (Sigma-Aldrich) und

Uranylacetat (Sigma-Aldrich) kontrastiert.

Tabelle 6: Materialien zur Immunhistochemie

Material

Hersteller, Sitz

Aceton (Propanon)

Araldit

BACE-Antikorper (Klon D10ES5)

Bleicitrat

Borax (Natriumtetraborat)

Cacodylsaure Natriumsalz Trihydrat

DAB (3,3’-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Ethanol absolut

Formvar-beschichtete Nickel-Polygonnetze

Glutaraldehyd (25 % in Wasser fiir

Elektronenmikroskopie, hoch rein)
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
Natriumhydrogenphosphat-2-Hydrat
Normalziegenserum

Osmiumtetroxid

Pelco BioWave Pro

Sekundarantikorper, Alexa Fluor 647-Konjugat
Titramax 1000 Plattformschittler
Toluidinblau

Triton X-100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)
Uranylacetat-Dihydrat

VECTASTAIN ABC Immunoperoxidase Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Cell Signalling, Cambridge
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
VWR, Ismaning

Agar Scientific, Essex

SERVA, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

J.T.Baker, Deventer, Niederlande
Vector Laboratories, Burlingame
Paesel + Lorei, Duisburg

Ted Pella, Redding

Invitrogen, Karlsruhe

Heidolph, Schwabach
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Vector Laboratories, Burlingame
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Vectashield ,,Mounting Medium* Vector Laboratories, Burlingame

Wasser, destilliert Merck Millipore, Darmstadt

Tabelle 7: Pufferlosungen zur Immunhistochemie

0,1 M Phosphatpuffer (PB)

1 | destilliertes Wasser
14,95 g Natriumhydrogenphosphat-2-Hydrat
2,49 g Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat

pH 7,4

0,02 M Phosphatgepufferte Kochsalzlésung
(PBS)

200 ml 0,1M PB
800 ml destilliertes Wasser
8 g NaCl

pH 7,4

0,1 M Cacodylatpuffer

11 destilliertes Wasser
21,4 g Cacodylsdure Natriumsalz Trihydrat

pH 7,4

4.9 Mikroskopie

4.9.1 Elektronenmikroskopie

Die Aufnahmen der immunhistochemisch gefarbten Ultradiinnschnitte erfolgten mit einem
Jeol JEM-1011 Transmissionselektronenmikroskop (JEOL Inc., MA) mittels eingekoppelter, 11
Megapixel Gatan Orius CCD Digital Kamera.

4.9.2 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die Aufnahmen der immunhistochemisch prozessierten Gehirnschnitte wurden an einem
inversen konfokalen LSM 780 Laser-Scanning-Mikroskop (Zeiss) durchgefiihrt. Alexa647 und
eGFP wurden gleichzeitig mit einem HeNe-Laser (633nm) und einem Argon-Laser (488nm)

tiber einen Strahlenteiler MBS 488/561/633 angeregt. Um eine Ubersaturierung der Bildpixel
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zu vermeiden, wurde darauf geachtet die Laserintensitdt beider Kandle entsprechend
anzupassen. Die Detektion des Emissionslichtes erfolgte durch NDD-Detektoren nach
Aufteilung durch einen Spektralfarbteiler. Zur Erstellung groRflachiger Ubersichtsaufnahmen
wurde die Lochblende des Mikroskops vollstiandig eroffnet und ein Plan-Neofluar 10x/0,3

Luftobjektiv (Zeiss) verwendet.

4.9.3 Intravitalmikroskopie
Implantation des kranialen Fensters

Um das Risiko einer postoperativen Wundinfektion zu minimieren wurde das
Operationsbesteck zunachst mithilfe eines Tischsterilisators (Fine Science Tools, Heidelberg,
Deutschland) thermisch desinfiziert. Der operative Eingriff erfolgte unter Zuhilfenahme eines
SZ51 Stereomikroskopes (Olympus, Hamburg, Deutschland) und einer KL 1500 LED
Kaltlichtschwanenhalslampe (Schott, Mainz, Deutschland). Durch eine i.p. Ketamin/Xylazin
(140 mg/kg Ketamin und 10 mg/kg Xylazin in 0,9% NaCl) Injektion wurde das Versuchstier
anasthesiert und die Narkosetiefe anhand des Zwischenzehenreflexes Uberprift. Nach
Erreichen einer adaquaten Narkosetiefe wurde eine i.p. Dosis des Entziindungshemmers
Dexamethason (6 mg/kg in 0,9% NaCl) appliziert, um die Entstehung einer Hirnschwellung
wahrend der Trepanation der Schadeldecke zu verhindern. Zur Vermeidung postoperativer
Schmerzen und Entziindungen wurden des weiteren s.c. (subkutan, lat.: sub = unter, cutis =
Haut) das Analgetikum Rimadyl (7,5 mg/kg in 0,9% NaCl) bzw. das Antibiotikum Cefotaxim
(250 mg/kg in 0,9% NaCl) verabreicht. Im Anschluss wurde die Maus auf ein
selbstregulierendes Heizkissen (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) platziert um die
Korpertemperatur wahrend der Operation bei konstanten 37°C aufrecht zu erhalten. Der
Kopf des Tieres wurde mittels einer MA-6N Halterung (Narishige, Tokyo, Japan) fixiert und
die Augen durch Auftragen von Bepanthen-Salbe (Hoffmann-La Roche, Leverkusen,
Deutschland) vor Austrocknung geschitzt. Das Schadelfell wurde mit einer 70% Ethanol-
Losung desinfiziert und der Skalp im Anschluss groRflachig mit einer Schere entfernt, ohne
dabei den Schlafenmuskel zu verletzen. Lose Haare am Wundrand wurden mit sterilen
Wattestdbchen beseitigt und die restliche Knochenhaut mit einem Skalpell sorgfiltig
entfernt. Um das Austreten von Blut zu verhindern und die Haftung des Dentalzementes zu

verstiarken wurde eine diinne Schicht Cyano-Veneer Flissigkleber (Hager und Werken,
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Duisburg, Deutschland) auf den Wundrand und den freigelegten Schadelknochen appliziert.
Der Bereich des rechten Scheitelbeins, in dem die kraniale Fensterimplantation erfolgen soll,
wurde hierbei ausgespart. AnschlieBend erfolgte eine kreisformige Trepanation der
Schadeldecke von 4 mm Durchmesser mithilfe eines Cl-Master Dentalbohrers (Schick
Dental, Schemmerhofen, Deutschland) (ber dem somatosensorischen Kortex
(stereotaktische Koordinaten relativ zu Bregma: 2 mm kaudal und 2,5 mm lateral). Es wurde
hierbei stets darauf geachtet, die Schadeldecke nur auszudiinnen und nicht zu durchstoRRen.
Knochenpartikel wurden Uber eine elektrische Vakuumpumpe entfernt. Auf die Kraniotomie
wurde schlielllich ein Tropfen steriles PBS gesetzt und der Knochen vorsichtig mit einer
gebogenen Pinzette abgehoben. Das PBS verhindert hierbei, dass der Kortex wahrend der
Eroffnung der Schadeldecke trocken liegt. Kleinere, durch die Kraniotomie verursachte
Blutungen wurden durch Spilen mit PBS und Applikation von hamostatisch wirkendem
Gelfoam (Pfizer, New York, USA) gestillt. Im Anschluss wurde ein kreisrundes Deckglas von 4
mm Durchmesser (Fine Science Tools, Heidelberg, Deutschland) passgenau in die
Kraniotomie eingelassen und Uberschissiges PBS mittels sterilen Sugi Saugtupfern
(Kettenbach, Eschenburg, Deutschland) entfernt. Der Spalt zwischen Glas- und Knochen-
Rand wurde anschlieBend mit Histoacryl Gewebekleber (B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) versiegelt und die gesamte freigelegte Schadeldecke mit Cyano-
Veneer Dentalzement (Hager Werken, Duisburg, Deutschland) bedeckt. Um den Kopf des
Tieres spater unter dem Mikroskop positionieren zu kdnnen, wurde im letzten Schritt der
Operation ein aus Titan gefertigter Stift auf die Schadeldecke aufgebracht und durch
Dentalzement fixiert. Bis zum Zeitpunkt des Erwachens wurde das Tier auf einem Heizkissen

gebettet und anschliefend in seinen Kéfig iberflhrt.

Tabelle 8: Materialien zur Fensterimplantation

Material Hersteller, Sitz

Ketamin 10 % WDT, Garbsen

Xylazin Bayer HealthCare, Leverkusen
Dexamethason Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Rimadyl (Wirkstoff Carprofen) Pfizer, Berlin

Cefotaxim Pharmore, Ibbenbiiren
Isofluran (Forene) Abbott, Wiesbaden
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Inhalations-Narkosegerat Trajan808
Gasmaske fur Mause

Heizkissen fiir Mduse

Ohrstiften

Mauskopfhalterung mit

Operation

zur

Bepanthen

Drager Medical, Libeck
Eigenbau
FST, Heidelberg

Eigenbau

Bayer HealthCare, Leverkusen

Stereomikroskop SZ51

Kaltlichtquelle KL 1500 LED mit Schwanenhals-
Lichtleiter

Tischsterilisator FST 250 Hot Bead Sterilizer

Bohrer C1 Master

Olympus, Hamburg

Schott, Mainz

FST, Heidelberg

Schick Dentalgerate, Schemmerhofen

Bohrkopf Gebriider Brasseler, Lemgo
Vakuum-Absaugvorrichtung Eigenbau

Spritzen 1ml VWR, Ismaning

Kanullen 27G/20G VWR, Ismaning

PBS (pH 7,4)

Ethanol (70%)

Operationsbesteck (Schere & Pinzetten)
Skalpell

Wattestabchen, steril

hdmostatischer Schaumstoff Gelfoam
Saugtupfer Sugi, steril

Deckglaser (4 mm Durchmesser)
Dentalkleber Cyano-Veneer Starter Kit

Titan-Stift

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

FST, Heidelberg
Swann-Morton, Sheffield, UK
Paul Bottger, Bodenmais
Pfizer, Berlin

Kettenbach, Eschenburg
Gerhard Menzel, Braunschweig
Hager & Werken, Duisburg

Eigenbau

In vivo Zwei-Photonen Mikroskopie

Intravitalmikroskopische Untersuchungen erfolgten 3-4 Wochen nach Implantation des
kranialen Fensters. Eine derart lange Erholungsphase stellt sicher, dass zum Zeitpunkt der
Mikroskopie keine reaktive Gliose mehr vorliegt; eine unspezifische, neuropathologische
Veranderung von Gliazellen, die durch die Kraniotomie verursacht werden kann. Zur
Durchfiihrung der Mikroskopie wurde die Maus mittels eines Gasgemisches aus 1% Isofluran
(Abbot) in 95% 0O, und 5% CO, anasthesiert (Isofluranverdampfer: Trajan 808, Drager) und
die Augen des Tieres zum Schutz vor Austrocknung mit Bepanthen-Salbe (Bayer) bedeckt.

Schlielllich wurde das Tiere mittels, des am Schadel aufgebrachten Titan-Stiftes in einer
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speziell-angefertigten Halterung fixiert und das Fenster mit einem Skalpell vorsichtig
gereinigt. AnschlieBend wurde die Halterung samt Maus unter dem Mikroskop positioniert.
Um die Korpertemperatur des Tieres bei konstanten 37°C aufrecht zu erhalten wurde
wahrend der maximal einstiindigen Mikroskopie ein Heizkissen (Fine Science Tolls)
verwendet. Der Mikroskopie-Aufbau setzte sich zusammen aus einem LSM 7 MP
Laserscanning-Mikroskop (Zeiss) in Verbindung mit einem Axio Examiner Z1 Stativ samt
integrierten, in X,Y,Z-verstellbaren, motorisiertem Tisch, einem W Plan-Apochromat 20x/1,0
DIC Immersions-Objektiv (Zeiss) und eingekoppelten Ti:Sa-Laser MaTai DeepSee eHP
(Newport Spectra-Physics). Die 2-Photonen Anregung von eGFP erfolgte bei einer
Wellenlange von 920 nm. Das emittierte Fluoreszenz-Signal wurde hierbei durch einen
Hauptfarbteiler (dichroitischer Spiegel Kurzpass 690, Zeiss) und im Detektionsstrahlengang
durch einen Sperrfilter (Kurzpassfilter 690, Zeiss) vom Anregungslicht getrennt. Die
Detektion erfolgte Uber einen direkt nachgeschalteten Galliumarsenidphosphid (GaAsp)

Detektor (Zeiss).

Im Epifluoreszenz-Modus des Mikroskopes sind die BlutgefdBe auf der Gehirnoberflache
deutlich erkennbar und deren charakteristisches Muster lasst sich somit zum
Wiederauffinden der Position in nachfolgenden Mikroskopie-Sitzungen nutzen. Zu diesem
Zweck wurde mit einer Powershot A95 Digitalkamera (Canon) liber einen Kamerazugang am
Mikroskopstativ Fotos der BlutgefaRRstruktur aufgenommen. Im Anschluss wurden von den
ausgewihlten Positionen dreidimensionale Ubersichtsaufnahmen in der GroRBe von 425 x
425 x 350 pum mit 041 x 0,41 x 0,3 um XYZ-Auflosung angefertigt. Diese
Ubersichtsaufnahmen erfassten alle Pyramidalzellen der kortikalen Schicht I1/11l, so dass der
Ursprung der apikalen Dendriten von Schicht II/lll und Schicht V durch Nachverfolgen bis
zum Zellkdrper unterschieden werden konnte. Innerhalb dieser Aufnahmen wurden nun
einzelne, moglichst parallel zur Gehirnoberflache verlaufende Dendriten von Nervenzellen
der Schicht V lokalisiert, um schlieRlich hochaufléosende Bilder ihrer dendritischen Spines
anzufertigen (0,16 x 0,16 x 1 um in XYZ bei Zoom 6). Durch Abgleich der BlutgefaBmuster
und Repositionierung der Ubersichtsaufnahmen, konnten somit einzelne dendritische Spines
Uber einen Zeitraum von mehreren Wochen wiederaufgefunden und mikroskopiert werden.
Hierbei wurde stets darauf geachtet, die Laserleistung entsprechend anzupassen, um ein

moglichst konstantes Fluoreszenzsignal zwischen den einzelnen Mikroskopie-Sitzungen zu
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gewdhrleisten. Eine Laserleistung von 50 mW wurde dabei nie (berschritten, um

Phototoxizitat zu verhindern.

4.10 Elektrophysiologie

Fir die elektrophysiologischen Versuche wurden transgene Mause der Linie GFP-M im Alter
von 12 Wochen verwendet. Die Tiere wurden entweder akut, oder chronisch liber 16 Tage
alle 12 h mit Vehikel bzw. Bacel Inhibitor behandelt. 2-3 h nach Gabe der letzten Dosis
wurden die Tiere mit Isofluran (1% in 95% 0O,, 5% CO,) narkotisiert und enthauptet. Die
Gehirne wurden zligig entfernt und fir 5-6 min inkubiert in einer eiskalten, begasten (95%
0,, 5% CO;) Losung (pH 7,4) bestehend aus: 75 mM Sucrose, 85 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.25
mM NaH,P0,4, 25 mM NaHCOs, 0.5 CaCl,, 4 mM MgCl,, 25 mM Glukose. AnschlieRend
wurden mittels VT1200S Vibratom (Leica) 350 um dicke, koronale Schnitte auf Hohe des
somatosensorischen Kortex angefertigt und in eine Warmekammer (35°C) Gberfihrt, die mit
folgender Losung befillt wurde: 125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 1.25 mM NaH,P0,4, 25 mM
NaHCOs, 0.5 CaCly, 4 mM MgCl,, 25 mM Glukose, pH 7,4. Nach 30 min wurden die Schnitte in
kiinstliche Cerebrospinalflissigkeit (aCSF, engl. fiir artificial cerebrospinal fluid) transferiert:
125 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 1.25 mM NaH;,P0O,, 25 mM NaHCOs, 2 mM CaCl;, 2 mM MgCl,, 25
mM Glukose. Elektrophysiologische Ableitungen von Pyramidalzellen der kortikalen Schicht
V wurden unter kontinuierlicher Perfusion mit aCSF (begast mit 95% O,, 5% CO,) bei RT in
einer Messkammer vorgenommen, welche zuvor auf dem Objekttisch eines aufrechten BX51
Mikroskops (Olympus) fixierten wurde. Patch-Pipetten wurden aus Borosilikatglas (HEKA
Electronics) mit Hilfe eines P87 Mikropipettenpullers (Sutter Instrument) gezogen und mit
Intrazellularlésung befillt: 140 mM CsCH303S, 10 mM KCI, 5 mM NaCl, 2 mM MgATP, 0.01
mM EGTA, 10 mM HEPES; 280-290 mOsm, pH 7.3. Alle Ableitungen wurden bei einem
Haltepotential von -65 mV durchgefiihrt, unter Korrektur des Diffusionspotentials von +8
mV. Nur eGFP exprimierende pyramidale Nervenzellen der kortikalen Schicht V des
somatosensorischen Kortex, wurden in die Studie einbezogen. GABAA/Glyzin Rezeptor
Blocker Picrotoxin (200 uM in DMSO) versetzte Badlosung wurde genutzt, um spontane
exzitatorische postsynaptische Strome (sEPSC) zu isolieren. Durch Zugabe von Tetrodotoxin
(TTX, 0.5-1.0 uM) wurde weiterhin Aktionspotential-abhdngige Netzwerkaktivitat blockiert,
um die Analyse von mini-EPSCs (mEPSC) zu ermoglichen. Zur Aufnahme evozierter

exzitatorischer postsynaptischer Feldpotentiale (fEPSP, engl fir field excitatory postsynaptic
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potential) im Hippocampus wurden koronale Schnitte (Schnittdicke 400 um) nach dem oben
beschriebenen Protokoll angefertigt. Eine bipolare Stimulationselektrode wurde innerhalb
des stratum radiatum der CA2-CA3 Region platziert um die Schaffer-Kollaterale mit 0,2 ms
Pulsen bei 0,033 Hz (A-360, WPI) zu stimulieren. Die evozierten Feldpotentiale wurden im
stratum radiatum der CA1 Region aufgenommen. Strompulse zunehmender Starke (jeweils +
0,2 mA) wurden genutzt um das Stimulus-Antwort Verhalten zu analysieren. Langzeit-
Potenzierung (LTP) wurde induziert durch Tetanisierung der Schaffer-Kollaterale mit 10
Impulsfolgen von jeweils 10 Pulsen bei 100 Hz und einem Intervall von 2 s zwischen den
einzelnen Impulsfolgen. sEPSC und mEPSC wurden mittels Synaptosoft Software
(Synaptosoft, Co.) bzw. der relative Anstieg und die Spitzenamplitude der evozierten fEPSPs

mittels FitMaster (HEKA Electronics) ausgewertet.

Tabelle 9: Materialien zur Elektrophysiologie

Material Hersteller, Sitz

Borosilikatglas HEKA Electronics, Lambrecht

BX51 Mikroskop

Caesium Methansulfonat
Calciumchlorid

DMSO

EGTA

FitMaster
Glucose-Monohydrat

HEPES
2-Hydroxypropyl-B-cyclodextrin
Inhalations-Narkosegerat Trajan808
Isofluran

Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
Magnesiumchlorid

Mg.ATP

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogencarbonat

P87 Mikropipettenpuller

Olympus, Hamburg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
HEKA Electronics
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Applichem, Darmstadt
Drager Medical, Libeck
Abbot, Wiesbaden

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Carl-Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Carl-Roth, Karlsruhe

Sutter Instrument, Novato
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Picrotoxin Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sucrose Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sulfobutyl Ether 7-B-Cyclodextrin Captisol, La Jolla
Tetrodotoxin BioTrend, Koln

VT1200S Vibratom Leica, Wetzlar

4.11 Verhaltensversuche

Alle Verhaltensstudien wurden von Dr. rer. nat. Merce Masana durchgefihrt und mit ihrer

freundlichen Genehmigung in die Arbeit aufgenommen.

Den Versuchstieren wurden alle 12 h Uber 21 Tage 100 mg/kg des Bacel Inhibitors
SCH1682496 intragastral Uber eine Schlundiersonde verabreicht. Die Verhaltensversuche
fanden zwischen 9% und 14% Uhr an den Behandlungs-Tagen 14 — 21 statt, jeweils 1 h nach
Verabreichung des Inhibitors. Die Tiere wurden zuvor eine Woche lang an den Versuchs-
Raum gewohnt und wahrend der verhaltensorientierten Aufgaben mittels einer Kamera
kontinuierlich Gberwacht (Anymaze 4.20, Stoelting). Die Verhaltensversuche fanden in der
folgenden Reihenfolge statt: (1) Offenfeldtest, (II) Y-Labyrinth, (Ill) Objekterkennungstest, (IV)
erhohtes Plus-Labyrinth. Fir den Offenfeldtest wurden umwandete Raume aus grauem
Polyvinylchlorid verwendet, die wahrend des Tests beleuchtet wurden (20 lux im Zentrum).
Allgemeine lokomotorische Aktivitat (zuriickgelegte Distanz) wurde fiir 15 min verfolgt und
in 5 min Segmente unterteilt, wobei die Latenzzeit bis zum Eintritt in die innere Zone und die
Zeit, die die Tiere in der inneren (20 x 20 cm) bzw. dufReren Zone verbrachten, gemessen
wurde. Zur Beurteilung des rdaumlichen Arbeitsgedachtnisses wurde das spontane
Wechselverhalten im Y-Labyrinth analysiert. Das Y-Labyrinth bestand aus drei gleichmaRig
beleuchteten Armen (30 x 10 x 15 c¢cm, 10 lux) aus grauem Polyvinylchlorid, die in einem
Winkel von 120° zueinander angeordnet und mit visuellen Orientierungsmarken versehen
waren. Nachdem das Versuchstier in das Zentrum des Y-Labyrinths platziert wurde, durfte es
die Umgebung 10 min lang ungehindert untersuchen. Zwischen den Versuchen wurde das
Gangsystem des Labyrinths gereinigt, um auszuschlieBen, dass sich die Tiere anhand von
Duftmarken orientieren. Eine Alternation galt als abgeschlossen, sobald alle drei Arme in
einer konsekutiven Reihenfolge von der Maus aufgesucht wurden. Der Prozentsatz der

spontanen Alternationen berechnet sich hierbei durch die Anzahl aller Alternationen durch

77



Material und Methoden

die Anzahl aller Armbesuche minus 2. Eine mogliche Beeintrachtigung des Kurzzeit-
Gedachtnisses durch pharmakologische Bacel Inhibition wurde mittels
Objekterkennungstest ermittelt. Einen Tag vor Versuchs-Beginn wurden die Tiere hierzu
zweimal fiir 10 min an eine leere Versuchsbox gewdhnt. Die Versuchsbox bestand aus einem
Standard Typ 3 Kéfig (45 x 25 x 15 cm, 10 lux), dessen Boden mit Sdgespanen bedeckt und
dessen Wande mit schwarzen Karton ausgekleidet waren. Fiir den Objekterkennungstest
wurden zwei Objekte aus Lego-Steinen derart konstruiert, dass sie sich zwar in Grolle
ahnelten, aber in Form und Farbe unterschieden. Wahrend des Lernversuches wurde den
Mausen gestattet zwei identische Kopien des ersten Objekts flir 10 min zu untersuchen. Der
Wiederholungsversuch begann 30 min nach Abschluss des Lernversuchs. Zwischen den
einzelnen Versuchen wurden die Tiere in Ihre Mauskéfige zurlickgebracht und alle Objekte
gesaubert, um Duftstoffe als mogliche Orientierungsmarker zu entfernen. Wahrend des 5-
minltigen Wiederholungsversuchs wurde den Mausen nun eine Kopie des bekannten
Objekts zusammen mit einem neuen Objekt pradsentiert. Berlhrte die Maus das zu
untersuchende Objekt direkt mit der Schnauze oder den Vorderpfoten, so wurde dies als
Explorationsverhalten gewertet. Zur Bestimmung des Erkennungsindex wurde der
prozentuale Unterschied des Explorationsverhaltens gegentber dem alten und neuen Objekt
berechnet. Als erhohtes Plus-Labyrinth wurde eine beleuchtete (40 lux), 50 cm Uber dem
Boden liegende Vorrichtung verwendet. Die Apparatur bestand dabei aus einer plus-
formigen Plattform mit zwei gegeniiberliegenden, offenen (30 x 5 x 0.5 cm) und zwei
gegeniberliegenden, geschlossenen (30 x 5 x 15 cm) Armen. Wahrend des 6-miniitigen
Versuchs wurde die Zeit gemessen, in der das Tier sich im den offenen und geschlossenen

Armen aufhielt.

4.12 Bildanalyse und quantitative Auswertung dendritischer Spines

Vor der Auswertung wurden alle Daten hinsichtlich ihrer entsprechenden
Behandlungskohorte verblindet. Zur Analyse der Dichte und strukturellen Plastizitat
dendritischer Spines wurde die ZEN 2009 Light Edition Software (Zeiss) verwendet. Je nach
Bedarf wurden Helligkeit und Kontrast der Rohdaten angepasst, bevor Spines manuell
markiert und ausgezahlt wurden. Da die Z-Auflésung auf 1 um limitiert war, wurden primar
lateral von den Dendriten ausgehende Fortsadtze erfasst. Durch chronologischen Vergleich

der einzelnen Aufnahmezeitpunkte wurden stabile, neu entstandene und verlorene Spines
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unterschieden. Dabei wurden Spines als identisch bzw. stabil definiert, wenn ihre Position
sich zwischen zwei Aufnahmezeitpunkten nicht mehr als 1 um entlang des Dendriten
veranderte. Zur Ermittlung der Spine-Dichte (Spines/um) wurde die Lange des analysierten
Dendriten gemessen.

Zur Morphologieanalyse prasynaptischer Boutons wurden konfokale Bildstapel vom
hippocampalen Moosfaser-Weg, mit einer Auflésung von 0.1 x 0.1 um in Imaris geladen. Die
prasynaptischen Elemente mussten anschlieRend halbautomatisch identifiziert und die
Oberflache ausgehend von den Bilddaten drei-dimensional rekonstruiert. Im Anschluss
wurden die gerenderten Objekte mittels einem, in MATLAB implementierten Algorithmus
ausgelesen. Die Analyse lieferte im Anschluss Daten zum Volumen allen Synapsen, die in

Prism 5 (ibertragen und ausgewertet wurden.

4.13 Statistische Auswertung

Alle erhobenen Messdaten wurde in Excel 2010 (Microsoft, Redmond, WA, USA) erfasst und
mittels Prism Software 5.04 (Graphpad, San Diego, Kalifornien) statistisch ausgewertet.
Unter Annahme einer Normalverteilung der Daten wurden Unterschiede zwischen zwei
Versuchsgruppen mittels ungepaarten, zweiseitigem Student t-Test geprift. Wurden mehr
als zwei Gruppen miteinander verglichen so wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA, engl.: analysis of variance) mit anschlieBendem Bonferroni post hoc Test
durchgefiihrt. Soweit nicht anders deklariert, werden die Ergebnisse als Mittelwert der
Versuchsgruppen * Standardfehler des Mittelwertes (SEM, engl.: standard error of mean)
angegeben. Die ermittelten p-Werte geben an mit welcher Wahrscheinlichkeit (engl.:
probability) sich zwei Ereignisse nicht signifikant unterscheiden. Als statistisch signifikant
definiert wurde hierbei ein p-Wert von <0,05. Die graphische Darstellung und das

Arrangement der Daten erfolgte in Illustrator CS4 (Adobe Systems, San Jose, CA, USA).

4.14 Software

Tabelle 10: Software

Bezeichnung Hersteller

Adobe lllustrator CS4 Adobe Systems
Adobe Photoshop CS4 Adobe Systems
AutoQuant X2 Media Cybernetics
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FitMaster HEKA Electronics
Imaris 7.5.1 Bitplane Imaris
LSM Image Browser 4.2.0 Zeiss

MATLAB MathWorks
Microsoft Excel 2010 Microsoft
Microsoft Word 2010 Microsoft
PatchMaster fiir EPC10 HEKA Electronics
GraphPad PRISM 5 Graphpad Software
Synaptosoft Synaptosoft

Zen 2009 Zeiss
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