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1. Einleitung 1

1. Einleitung

Mit der kontinuierlich steigenden Lebenserwartung und der immer groBer werdenden
Bevolkerungsgruppe der iiber 65-Jdhrigen gewinnen Demenzerkrankungen zunehmend an
klinischer, sozialer und auch sozio6konomischer Bedeutung. Die Alzheimer-Demenz (AD)
stellt mit etwa 60% der Fille die hdufigste Demenzform dar (Schmidtke, 2005). Aufgrund der
steigenden Anzahl potentiell betroffener Menschen, ist es von herausragender Bedeutung eine
entsprechende Behandlungsmoglichkeit zu finden.

Abschnitt eins der Arbeit behandelt die Pathologie der Krankheit, die beteiligten Gene bei der
vererbbaren Form der Alzheimer-Erkrankung und den aktuellen Forschungsstand und schlief3t
mit der Zielsetzung der Arbeit. Abschnitt zwei beschreibt die verwendeten Methoden und
Versuchstiere. Im dritten Abschnitt werden die Ergebnisse der elektrophysiologischen und
immunhistochemischen Untersuchungen erldutert. Diese Ergebnisse und ihre Relevanz fiir die
Alzheimer-Erkrankung werden in Abschnitt vier diskutiert. In Abschnitt fiinf werden die

Haupterkenntnisse der Arbeit noch einmal zusammengefasst.

11 Morbus Alzheimer

Im Jahr 1906 beschrieb der Psychiater Alois Alzheimer (1864-1915) zum ersten Mal eine
Erkrankung des Gehirns, die hauptsidchlich Menschen hoheren Alters betrifft und mit einem
fortschreitenden Verlust der mentalen Fahigkeiten verbunden ist. Das Gehirn dieser Patienten
zeigt neben einem Nervenzellverlust die Bildung von Plaques und Neurofibrillen (Abb. 1).
Dieses Krankheitsbild wird seit 1910, geprdgt durch Kraepelin als Morbus Alzheimer
bezeichnet (Kraepelin, 1910).

In Industrielaindern hat sich die Alzheimer-Krankheit nach Herz-Kreislauferkrankungen,
Krebs und Schlaganfillen mittlerweile zur vierthdufigsten Todesursache entwickelt.
Schitzungen zufolge leiden derzeit weltweit ca. 30 Millionen Patienten an Morbus
Alzheimer. Allein in Deutschland wird von 800000 Alzheimer-Erkrankten ausgegangen.
Sollte ein therapeutischer Durchbruch ausbleiben, so kdnnte durch die demographische

Entwicklung diese Zahl bis 2030 weltweit auf etwa 60 Millionen ansteigen (Fillit et al., 2002)
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Abb. 1: Originalaufnahme des ersten von Alois Alzheimer beschriebenen Alzheimer-Falls
Gezeigt sind Neurofibrillenbiindel (Pfeil) sowie neuritische Amyloid-Plaques (Pfeilspitzen).

(Silberfarbung aus den Archiven des Zentrums fiir Neuropathologie und Prionforschung, Miinchen).

Der Morbus Alzheimer stellt eine dtiologisch heterogene Gruppe von klinisch und
neuropathologisch sehr dhnlichen Krankheitsbildern dar. So werden prisenile, familidre
Formen von der Gruppe der senilen, sporadischen Erkrankungen unterschieden. Bei der
sporadischen Form treten die ersten klinischen Symptome meist erst nach Erreichen des 65.
Lebensjahres auf. Dagegen manifestiert sich die Symptomatik der seltener auftretenden
familidren Form, die filir ca. 1% aller Alzheimer Félle verantwortlich ist, schon haufig vor
dem 50., in Einzelfdllen sogar schon vor dem 30. Lebensjahr (Haass and Selkoe, 1993;
Selkoe, 1993).

1.11 Krankheitsbild

Die Alzheimer-Erkrankung ist durch einen schleichenden Verlust von Hirnleistungen
gekennzeichnet. Uncharakteristisch z.B. mit Lernschwiche und Kopfschmerzen beginnend,
duflert sie sich anfangs vor allem durch eine gestorte Merkfahigkeit. Diese ,,Vergesslichkeit*
betrifft zunéchst jiingere Ereignisse, einschlieBlich der zeitlichen und o6rtlichen Orientierung.
Spéter ist dann auch das Langzeitgeddchnis betroffen (Galton and Hodges, 1999). Im
Vordergrund der sich langsam entwickelnden Demenz stehen des Weiteren Stérungen der
Sprache (zundchst Wortfindungsstorungen), der Kognition (Problemldsungs-, Rechen- und

Abstraktionsvermogen) und der rdumlichen Orientierung (Schmidtke, 2005).
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Der Verlauf der Alzheimer-Krankheit ist unaufthaltsam progredient. Die Gedéchtnisstorungen
weiten sich aus und die Sprache verarmt bei zunehmenden Stereotypen immer mehr.
Motorisch zeigen sich in dhnlicher Weise stereotype Bewegungen. Hinzu treten Verhaltens-
und Stimmungsverdanderungen. Auch Angstzustinde und Depressionen kommen hiufig vor.
Vom Zeitpunkt der Diagnose an fiihrt die Krankheit in der Regel nach ca. 5-8 Jahren zum Tod
des Patienten (Bracco et al., 1994).

1.1.2 Pathologie der Krankheit

Das klinische Erscheinungsbild der Alzheimer-Krankheit beruht auf einer Degeneration von
Nervenzellen und Synapsen. Hierbei sind vor allem cholinerge Neurone im Kortex und
Hippocampus  betroffen.  Die  cholinergen = Nervenbahnen  zwischen  basalen
Vorderhirnstrukturen, GroBhirnrinde und Hippocampus spielen eine zentrale Rolle bei Lern-
und Gedéchtnisfunktionen, Aufmerksamkeitsverhalten und anderen kognitiven Prozessen
(Price et al., 1998a). Neben der Neurodegeneration kommt es zur extrazelluldren Bildung von
Amyloid Plaques (1.1.2.1), sowie der intrazelluliren Akkumulation abnormer fibrillérer
Strukturen. Beide Verdnderungen sind krankheitstypisch, jedoch nicht spezifisch. Sie sind
auch bei einer Reihe anderer mit kognitiven Storungen einhergehenden Erkrankungen
nachweisbar. Thr Vorkommen bei der Alzheimer-Krankheit ist jedoch besonders ausgeprigt

und zeigt eine typische Verteilung, worauf sich die neuropathologische Diagnose begriindet.

1.1.2.1 Amyloid Plaques

Amyloid Plaques stellen eines der pathologischen Hauptmerkmale bei der Alzheimer
Erkrankung dar. Es konnen zwei Arten von extrazelluliren Amyloid-Ablagerungen im
Parenchym von menschlichen Gehirnen unterschieden werden: neuritische (senile) und
nichtneuritische  (diffuse) Plaques. In den Hirnen élterer Menschen ohne
Demenzerscheinungen kdnnen sowohl diffuse als auch senile Plaques beobachtet werden (von
Braunmiihl, 1937). Amyloid Plaques bilden sich im Zwischenzellularraum und bestehen zu
90% aus einem 4-kDa-Peptid, das Amyloid-B-Peptid (AB) genannt wird (Glenner and Wong,
1984). Kang et al., zeigten, dass AP ein proteolytisches Spaltprodukt eines hochmolekularen
Vorlauferproteins, des 110 bis 130 kDa Amyloid Precursor Proteins (APP) ist (Kang et al.,
1987).
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Neuritische Plaques kommen im Wesentlichen in der grauen Hirnsubstanz vor (Katzman,
1986). Sie bestehen im Zentrum aus einem stark verdichteten Kern des Amyloid-Proteins. Die
durch Aggregation von AP gebildeten Amyloidfibrillen sind von dystroph verdnderten
Nervenzellfortsdtzen umgeben. Auch reaktive Astrozyten sowie Mikroglia sind innerhalb
oder in ndherer Umgebung neuritischer Plaques zu finden (Selkoe, 1996) . Obwohl AP die
Hauptkomponente der Amyloid-Plaques ist, sind weitere Molekiile bekannt, die mit diesen
Plaques assoziiert sind. Als Beispiel seien hier Laminin, Glykosaminoglykane und
Apolipoproteine genannt (Diaz-Nido et al., 2002; Monji et al., 2000; Strittmatter and Roses,
1995). Die Ablagerung von Amyloidfibrillen ldsst sich meist auch in der Wand von
Arteriolen nachweisen. Experimentellen Untersuchungen zufolge konnen Amyloidfibrillen in
ithrem Mikromilieu unter bestimmten Bedingungen zytotoxisch wirken (Yankner et al., 1990).
Es ist daher nicht auszuschlieen, dass die Bildung und Ablagerung dieser Amyloidfibrillen
im Hirngewebe zum Untergang von Neuronen beitragt (1.1.2.5).

Diffuse Plaques enthalten keinen Amyloid-Kern. Thre Ultrastruktur weist im Gegensatz zu
neuritischen Plaques nur einen geringen Anteil an Amyloid-Fibrillen und wenige oder keine

neuritischen Verdnderungen auf (Terry et al., 1999).

1.1.2.2 Neurofibrillenbiindel

Das zweite pathologische Merkmal im Gehirn von Alzheimer Patienten stellen intrazellulédre
Aggregate dar. Diese werden in Zellkorpern, in apikalen Dendriten sowie in der Peripherie
von senilen Plaques und in dystrophen Neuriten als Neurofibrillenbiindel (neurofibrilldre
tangles) und in distalen Dendriten als Neuropilfaden bezeichnet.

Neurofibrilldre tangles bleiben auch nach dem Absterben der Zelle erhalten und sind dann als
sog. ghost tangles im Extrazellularraum zu finden. Die fangles bestehen hauptsichlich aus
paarigen, doppelhelixartig gewundenen Filamenten (paired helical filaments) von ca. 10-12
nm und zu einem geringeren Anteil aus geraden Filamenten (straight filaments) von ca. 10-15
nm Durchmesser. Hauptbestandteil der paired helical filaments ist das Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau. Dieses ist Bestandteil des neuronalen Zytoskeletts und befindet sich
bei der Alzheimer-Erkrankung in einem hyperphosphorylierten Zustand (Goedert, 1993). Die
physiologische Funktion des Tau-Proteins besteht in einer Stabilisierung der am axonalen

Transport beteiligten Mikrotubulistruktur. Die Wechselwirkung zwischen Mikrotubuli und
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Tau wird durch den Phosphorylierungsgrad des Tau-Proteins reguliert. Infolge der bei der
Alzheimer-Erkrankung auftretenden hochgradigen Phosphorylierung von Tau kommt es zu
einer instabilen Wechselwirkung zwischen Mikrotubuli und Tau-Protein und damit zur
Destabilisierung der axonalen Zytoskelettstruktur und zur Beeintrdchtigung des axonalen
Transports. Tau, das nicht mehr an Mikrotubuli binden kann, wird aus dem axonalen in das
somatodendritische Kompartiment riickverlagert und aggregiert zu Neurofibrillen. Durch die
Storung axonaler Transportmechanismen sowie durch die im Zusammenhang mit der
Neurofibrillenbildung stehende zunehmende metabolische Beeintrachtigung der Zelle, tragen
die Folgen der erhohten Tau-Phosphorylierung sehr wahrscheinlich mittelbar zum Untergang
der Neurone bei (Goedert and Jakes, 2005). Abnormale Tau-Filamente sind jedoch auch bei
anderen Krankheiten (sog. Tauopathien) zu beobachten, bei denen die Alzheimer-typischen
Amyloid Plaques nicht vorkommen. Mutationen des Tau-Gens verursachen keine Demenz
vom Alzheimer-Typ, sondern bedingen, nach derzeitigem Stand der Forschung,
Frontotemporale Demenz mit Parkinsonismus gekoppelt mit Chromosom 17 (FTDP-17)

(Goedert et al., 1998; Hutton et al., 1998).

1.1.2.3 Astrogliose

Astrogliose ist gekennzeichnet durch eine grofle Anzahl hypertropher Astrozyten und der
erhohten Expression von Strukturproteinen, Zytokinen sowie Akute-Phase Proteinen, die zu
Entziindungsreaktionen in neuritischen Plaques und deren Umfeld fiihren (Griffin et al., 1989;
Mark et al., 1997; Selkoe, 1994a; Selkoe, 1994b; Selkoe, 1994c¢). Astrozyten gehdren zu den
Gliazellen und tbernehmen wichtige Aufgaben, z.B. bei der Aufrechterhaltung des
extrazelluldren lonenmilieus, dem Fliissigkeits- und Nahrstofftransport zwischen Kapillaren
und Nervenzellen und der Bildung der Blut-Hirn-Schranke (Kimelberg and Norenberg, 1989).
Sie werden durch eine Vielzahl verschiedener Noxen aktiviert und sind daher nicht nur bei

der Alzheimer-Erkrankung zu finden (Eddleston and Mucke, 1993).

1.1.24 Verinderungen im glutamatergen System
Das glutamaterge System spielt bei der Entwicklung und Funktion des Gehirns, insbesondere
bei Lern- und Gedichtnisvorgingen, eine wichtige Rolle. Eine Uberaktivierung dieses

Systems durch Glutamatrezeptoragonisten bzw. durch unterschwellige Depolarisationen fiihrt
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zur Exzitotoxizitdt des Neurotransmitters Glutamat. Solche Vorgidnge sollen sowohl dem
akuten Zelluntergang bei Ischdmie, als auch dem chronischen Zelluntergang bei Chorea
Huntington, der Parkinson- und der Alzheimer-Erkrankung zugrunde liegen (Kornhuber and

Weller, 1997).

1.1.2.5 Verlust von Neuronen und Synapsen

Neurone und Synapsen stellen die funktionellen und strukturellen Grundkomponenten der
Gehirn- und Gedichtnisaktivitdit dar. Alzheimer-Patienten zeigen im Vergleich zu
gleichaltrigen gesunden Menschen eine verringerte Neuronenzahl im Locus coeruelus
(Hoogendijk et al., 1995), im temporalen Kortex und in der CA1-Region des Hippocampus
(West et al., 1994). Dem Neuronenverlust zeitlich weit voraus gehen Verdnderungen an der
Synapse. Einige Studien (Ball, 1977; Hyman et al., 1984) lassen vermuten, dass der
Synapsenverlust im Hippocampus ein morphologisches Korrelat des Gedédchtnisverlusts im
alternden und Alzheimer erkrankten Gehirn darstellt. Der Schweregrad des Synapsenverlusts
ist sehr viel stirker ausgeprdgt als der Verlust an Neuronen in den gleichen kortikalen
Bereichen. Daher erscheint die synaptische Pathologie, im Gegensatz zu senilen Plaques und
Neurofibrillenbiindel am besten mit dem Verlust kognitiver Fahigkeiten bei der Alzheimer-
Erkrankung zu korrelieren. Experimentell ldsst sich der Synapsenverlust durch eine Abnahme
des priasynaptischen Markers Synaptophysin zeigen (Blennow et al., 1996; Masliah et al.,
1991; Masliah et al., 1992; Terry et al., 1991). Die Alzheimer Erkrankung duflert sich somit,
zumindest zu Beginn, in einem Angriff auf synaptische Strukturen (Small et al., 2001). Die
Abnahme der Synapsenzahl bei Alzheimer-Patienten wird hierbei vor allem im Kortex und
Hippocampus deutlich (Lassmann, 1996; Liu et al., 1996). Es ist daher sinnvoll, die
synaptischen Verdnderungen so friih wie mdglich zu untersuchen, bevor es zum Untergang

von Neuronen kommt und lange vor dem Auftreten erster Amyloid Plaques.

1.1.3 Genetisch bedingte Alzheimerfille

Im Gegensatz zur sporadischen Alzheimer-Erkrankung (late onset Alzheimer’s Disease) gibt
es auch autosomal-dominant vererbbare Fille dieser Krankheit. Fiir einen groflen Teil der
familidren Alzheimer-Demenzen (FAD) konnten die urséchlich verantwortlichen Gene

identifiziert werden. Dabei handelt es sich im Wesentlichen um das APP und die Préseniline
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(PS1 und PS2). Familidre Alzheimer-Félle weisen einen frithen Beginn (40-60 Jahre) der
Erkrankung auf, stellen jedoch mit ca. 1% aller Alzheimer-Félle nur einen sehr geringen
Anteil dar (Hardy, 1997).

Es gibt jedoch auch genetische Verdnderungen, die mit dem Auftreten von AD mit spitem
Erkrankungsbeginn assoziiert sind. So soll das e4-Allel des Apolipoproteins E, einem
Lipoprotein des Cholesterolstoffwechsels, das Risiko an Alzheimer zu erkranken erhéhen
(Corder et al., 1993; Saunders et al., 1993). ApoE4 kann an AP binden und demzufolge auch
in senilen Plaques nachgewiesen werden (Wisniewski and Frangione, 1992). ApoE4-Trager
entwickeln wesentlich mehr diffuse AB-Plaques als Nicht-Tréger, die jedoch nicht immer mit
dem Auftreten einer Alzheimer-Erkrankung assoziiert sind (Polvikoski et al., 1995).

Ein weiterer Polymorphismus auf Chromosom 12, der nahe des Gens fiir a,-Macroglobulin zu
finden ist, wird ebenfalls mit dem Auftreten von Alzheimer mit spatem Erkrankungsbeginn in
Verbindung gebracht (Blacker et al., 1998). Bei genauer Betrachtung der Familienanamnese
von vielen Personen, die an der sporadischen Form der Alzheimer Erkrankung leiden, finden
sich darin Verwandte ersten Grades mit alzheimerdahnlichen Demenzformen. Daher ist es sehr
wahrscheinlich, dass sehr viel mehr sporadische Alzheimerfdlle genetisch bedingt sind, die

dafiir verantwortlichen Gene jedoch erst noch identifiziert werden miissen (Selkoe, 2001b).

1.2 Amyloid Precursor Protein

Das Amyloid Precursor Protein ist ein Typ 1 integrales Membranprotein, das eine grofle N-
terminale extrazellulire Domidne (Ektodoméne), eine singulire Transmembranregion und
einen kurzen intrazelluldren Bereich besitzt (Abb. 2).

APP wird durch ein aus 19 Exons bestehendes Gen kodiert, welches sich beim Menschen
iiber einen Bereich von 400 kb erstreckt (Lamb et al., 1993). Durch alternatives mRNA-
Spleilen der Exons 7, 8 und 15 und verschiedene posttranslationale Modifikationen werden
eine Reihe von Isoformen gebildet, die bei elektrophoretischer Auftrennung entsprechende
Banden im Bereich von 110 bis 140 kD zeigen. Vorwiegend werden die APP-Splei3formen
mit 770 oder 751 Aminosduren, die sich nur durch Exon 8 voneinander unterscheiden,
ubiquitdr im Korper exprimiert. In Neuronen wird neben diesen beiden Spleilformen
iiberwiegend eine dritte, bestehend aus 695 Aminosduren gebildet, welche in nichtneuronalen

Zellen kaum produziert wird (Haass et al., 1991). Der Unterschied zwischen dem lédngeren
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APP751 und der kiirzeren Form APP695 besteht in einem Motiv aus 56 Aminosduren, das
homolog ist zu einer Protease-Inhibitordomine des Kunitz-Typs (KPI) und durch Exon 7
kodiert wird. Fiir die KPI-Domédne wurde in-vitro eine Funktion bei der Blutkoagulation
gezeigt, wobei der Faktor XI inhibiert wird (Smith et al., 1990). Durch Spleilen von Exon 15
entsteht eine Bindungsstelle fiir Chondroitinsulfat-Glykosaminoglykane (Pangalos et al.,
1995), was auf eine Funktion bei der Zelladhdsion hindeutet. Wichtige Bereiche der
Ektodoméne des APP sind neben der KPI-Doméne eine saure Doméne, ein Cystein-reicher
Abschnitt, der einen Heparin, Kupfer und Zink-bindenden Bereich enthdlt und das
Signalpeptid am N-Terminus (Storey and Cappai, 1999). Die Ap Domine liegt zu einem Teil
in der Transmembrandoméne und zum anderen Teil innerhalb der extrazelluliren Domine.
Der kurze intrazelluldre Bereich enthilt unter anderem die NPXY-Konsensussequenz, wie sie

fiir Clathrin-vermittelte Endozytose beschrieben wurde (Chen et al., 1990).

SP Ectodomain TMD CD
I 11l |
HBD ZnB GPF HBD CBD CuBD G NPXY

CuBD Acidic
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Cys-domains

1
E | Clathrin/Fe 65

ﬁ—l |2HO CS-GAG
\' (] J
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15 m A

X

]
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Abb. 2: Strukturelle und funktionelle Doménen des Amyloid Precursor Proteins

APP ist ein Typ 1 integrales Membranprotein mit einer groBen Ektodomine, einer singuldren
Transmembrandomine (TMD) und einem zytoplasmatischen Bereich (CD), (SP, Signalpeptid; HBD, Heparin-
bindende Doméne; CuBD, Kupfer-bindende Doméne; ZnBD, Zink-bindende Domine; KPI, Kunitz-
Serinprotease-Inhibitor; OX-2, OX-2 homologe Domine; GPF, wachstumsfordernder Faktor; CBD, Kollagen-
bindende Doméne; CHO, Anheftungsstelle fiir Kohlenhydrate, CS-GAG, Chondroitinsulfat-Glucosaminoglykan
(Storey and Cappai, 1999).

Das APP gelangt wihrend der Translation in das endoplasmatische Retikulum (ER) und tiber

Golgi-Vesikel zur Membran. Auf diesem konstitutiv sekretorischen Weg wird es durch N-
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und O-Glykosylierung (Weidemann et al., 1989), Sulphorylierung (Suzuki et al., 1994) und
Phosphorylierung (Hung and Selkoe, 1994) modifiziert.
Das reife APP wird auf zwei alternativen Wegen, dem nichtamyloidogenen oder

sekretorischen und dem amyloidogenen Weg, proteolytisch prozessiert.

1.2.1 Nicht-amyloidogene APP-Prozessierung

Bei der nicht-amyloidogenen APP-Prozessierung spalten a-Sekretasen (ADAM 9, 10, 12) aus
der ADAM (4 disintegrin and metalloprotease)-Familie (Kojro and Fahrenholz, 2005), das
APP innerhalb der Amyloid--Region zwischen Aminosdure 16 und 17 (Anderson et al.,
1991). Dabei entstehen ein grof3es, losliches N-terminales APP-Fragment (APPsa, ~ 100-120
kDa) und ein in der Membran verankertes 10 kDa C-terminales Fragment, namens o-CTF,
a-stub oder C83 (Schubert et al., 1989; Weidemann et al., 1989). Die a-Sekretase-Spaltung
erfolgt intrazelluldr, vorwiegend nach N- und O-Glykosylierung und Sulfatierung in einem
spaten Kompartiment des sekretorischen Transportwegs, sowie an der Zellmembran.
Alternativ kann membrangebundenes APP an der Zelloberfliche durch sein NPXY-Motiv in
der zytoplasmatischen Doméne wieder internalisiert werden. Vom ~10 kDa a-CTF spaltet die
y-Sekretase, vermutlich in den friihen Endosomen, ein weiteres Peptid P3 ab, das sezerniert

wird (Haass and Selkoe, 1993).

1.2.2 Amyloidogene APP-Prozessierung

Urspriinglich betrachtete man die APP-Spaltung innerhalb der AB-Region als ,,normal* und
nahm an, dass ,,abnormale‘ bzw. pathologische APP-Prozessierung zur Bildung von A fiihrt.
Dies dnderte sich jedoch, nachdem man AP im konditionierten Medium kultivierter Zellen
(Haass et al., 1992; Seubert et al., 1992) sowie in der Zerebrospinalfliissigkeit kognitiv
unauffilliger Personen fand (Seubert et al., 1992; Shoji et al., 1992). AP entsteht durch - und
y-Sekretasespaltung des APP (Abb. 3). Dabei erfolgt im ersten Schritt eine Prozessierung
durch B-Sekretase (Sinha et al., 1999), die auch als Beta-site APP-cleaving enzyme (BACE)
bezeichnet wird (Vassar et al., 1999). Sie spaltet APP innerhalb der extrazelluldiren Doméne
am N-Terminus der AB-Region, 12 Aminosiduren vor der Transmembranregion. Dadurch
entsteht analog zur a-Sekretase-Spaltung 16sliches APPsf, sowie ein amyloidogenes

C-terminales Fragment von ~ 12 kDa, das als C99 oder B-stub bezeichnet wird. Durch
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y-Sekretase Spaltung von C99 entstechen die C-Termini von Amyloid-Peptiden
unterschiedlicher Liange (39-43 Aminosduren) (LaFerla, 2002). Die e-Sekretase-Spaltung
fithrt zur Bildung der ~ 6 kDa grofen APP-intrazelluliren Doméne (AICD) (Chen et al.,
2002). Durch Transfektionsexperimente und Studien mit PS1/PS2-Doppel-Knockout Miusen
konnte gezeigt werden, dass die Préseniline eine essentielle Komponente der y-Sekretase
darstellen und moglicherweise selbst als Protease wirken (Herreman et al., 2000; Moore et al.,

2000).

H,N—| | |- cooH
G Intrazellular
Nl | | ]
APPsa a-stub APPsp B-stub
B ] 0]
P3 AB AICD
g
- e
A L
L AA :
Sezerniertes Neurotoxische Amyloid Plaque
AB Oligomere Pathologie

Abb. 3: Struktur von APP und Prozessierung durch Sekretasen
Das Transmembranprotein APP wird entweder durch die o-Sekretase unter Sekretion des neuroprotektiven
APPsa geschnitten oder aber durch die - und y-Sekretase unter Sekretion von AP. Dieses bildet zundchst

neurotoxische Oligomere, bevor es sich in den Amyloid Plaques ablagert (in Anlehnung an: LaFerla, 2002).

Die durch Prozessierung von APP gebildeten Spaltprodukte haben verschiedene
physiologische und pathophysiologische Eigenschaften. Fiir beide 16slichen Ektodominen
wurden neuroprotektive und neuritotrophische Eigenschaften in-vitro beschrieben (Mattson et

al., 1993; Mattson, 1994). Das Amyloid B wird ebenfalls sekretiert und bildet unter
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bestimmten Bedingungen unlosliche, fibrillire Aggregate, die Hauptbestandteil der Amyloid
Plaques sind. Die neurotoxischen Vorstufen der Amyloid-Plaques, die sog. AB-Oligomere,
werden derzeit von einer Vielzahl von Forschern als eine der Ursachen der Alzheimer-

Pathologie angesehen, worauf in 1.4.3 nédher eingegangen wird.

1.2.3 Mutationen des Amyloid Precursor Proteins

Mit familidren Formen der Alzheimer-Erkrankung gekoppelte Mutationen des APP-Gens sind
selten und wurden bisher nur in etwa 20 Familien identifiziert, in denen die Alzheimersche
Krankheit im Alter von 45 bis 65 Jahren auftrat. Bei allen bisher identifizierten Mutationen
handelt es sich um Punktmutationen, genauer gesagt um den Austausch einer Aminosiure
(Abb. 4). Die Mutationen liegen innerhalb des AP selbst oder in unmittelbarer Néhe der

Sekretase-Schnittstellen und beeinflussen die Prozessierung von APP (Irie et al., 2005).

Amyloid Precursor Protein (APP) Zellmembran

B-Sekretase y-Sekretase
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Abb. 4: Mutationen des APP

Die Abb. zeigt die Mutationen von APP, die mit familidren Formen der AD gekoppelt sind. Durch - und y-
Sekretase-Spaltung wird AP gebildet, welches 40 oder 42 Aminosduren umfasst. Im unteren Bildbereich ist die
Aminosduresequenz des AP dargestellt. Rot markiert sind die Aminoséuren, fiir die Punktmutationen gefunden

wurden, welche zu vererbbaren familidren Formen der Alzheimer-Erkrankung fiihren (Irie et al., 2005).
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Wihrend N-terminale Doppelmutationen (z.B. die schwedische APP-Doppelmutation, KM —=>
NL) zur Erh6éhung der Gesamtmenge von sekretiertem AP fiihrt, beeinflussen C-terminale
Mutationen die y-Sekretasespaltung, wodurch es zu einer Erhohung des relativen Anteils von

A4 kommt (Selkoe, 1996).

1.3 Priseniline

Priseniline sind  hochkonservierte integrale Membranproteine ~ mit 7-10
Transmembrandoménen (TM) (Abb. 5). Sie bestehen aus 10 Exons, welche gewebespezifisch
gespleillit werden. Wéhrend PS1, das auf Chromosom 14 lokalisiert ist, ubiquitir exprimiert
wird, findet man PS2 (Chromosom 1) hauptsidchlich im peripheren Gewebe und nur in

geringen Mengen im Gehirn (Tandon and Fraser, 2002).

1.3.1 Prozessierung der Priseniline

Erste grundlegende Untersuchungen zur Zellbiologie der PS-Proteine zeigten, dass diese als
47 bis 54 kDa Proteine in transfizierten Zellen exprimiert werden (Cook et al., 1996; Walter
et al., 1996). PS-Proteine sind vor allem im ER lokalisiert und zu einem geringeren Anteil
auch im Intermedidrkompartiment und im frithen cis-Golgi (Kim et al., 2000; Walter et al.,
1996). Ray et al. wiesen PS-Proteine auch an der Plasmamembran nach (Ray et al., 1999).
Die biochemischen und zellbiologischen Eigenschaften von PS1 und PS2 sind weitgehend
identisch, ihre Phosphorylierungen unterscheiden sich jedoch deutlich voneinander (Walter et
al., 1996; Walter et al., 1997).

Priseniline konnten bisher nur nach Uberexpression in transgenen Méusen und transfizierten
Zellen als vollstindiges Protein (full-length PS) nachgewiesen werden (Haass, 1996;
Thinakaran et al., 1996). Endogenes full-lenght PS scheint nur in kaum nachweisbaren
Mengen zu existieren, da beide Préseniline proteolytisch prozessiert werden. Endoproteolyse
des PS1 innerhalb der hydrophilen Schleife nahe der Transmembrandoméne 6 resultiert in der
Bildung eines 27 kDa N-terminalen Fragments (NTF) und eines 17 kDa C-terminalen
Fragments (CTF). Die Spaltung von PS2 fiihrt zu einem 34 kDa NTF und einem ca. 20 kDa
CTF (Thinakaran et al., 1996). Die CTFs der Préseniline konnen durch Caspasen weiter in 10-
15 kDa Fragmente aufgespalten werden (Kim et al., 1997). Die Beobachtung, dass man in
vivo hauptsidchlich das NTF/CTF Heterodimer findet, legt die Vermutung nahe, dass es sich
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bei full-length PS lediglich um eine unreife Vorstufe handelt und das NTF/CTF PS-
Heterodimer die reife, funktionelle Form des Prdsenilin Proteins darstellt (Brunkan and
Goate, 2005). Untersuchungen an PS1-Knockout-Méusen zeigen eine wesentlich geringere
Bildung von AP. Gleichzeitig akkumulieren sie jedoch das nach B-Sekretase-Spaltung
entstandene amyloidogene C99-Fragment (De Strooper et al., 1998). Dieser Befund legt die
Vermutung nahe, dass PS1 direkt die proteolytische Aktivitdt der y-Sekretase erhoht bzw.
selbst die y-Sekretase ist. (Haass and Selkoe, 1998). Weitere Befunde an Blastocysten, bei
denen PS1 und/oder PS2 ausgeschaltet wurden und bei denen eine komplette Inaktivierung
der y-Sekretase zu beobachten war, unterstiitzen diese Hypothese (Zhang et al., 2000).
Zusitzlich zeigten Seiffert et al., dass einige Verbindungen, die die y-Sekretase inhibieren,
spezifisch an PS1 binden (Seiffert et al., 2000). Neueren Untersuchungen zufolge, stellt man
sich die 7y-Sekretase als Membranproteinkomplex vor, bestehend aus den
Transmembranproteinen, Présenilin, Nicastrin, Aph-1 und Pen-2. Fiir die einwandfreie
Funktion der y-Sekretase, miissen alle 4 Proteine in stochiometrischen Mengen vorhanden
sein (Edbauer et al., 2002; Kimberly et al., 2003; Takasugi et al., 2003). Préseniline sind
nachweislich am Trafficking von Membranproteinen (Naruse et al., 1998), an der Regulation
der Stabilitit von B-Catenin (Zhang et al., 1998) sowie an der y-Sekretase-Spaltung von APP
und anderen Proteinen wie z. B. Notch beteiligt. Die Entdeckung eines PS-homologen Gens
(SEL-12) im Fadenwurm C. elegans gab deutliche Hinweise auf die physiologische Funktion
der Priseniline (Levitan and Greenwald, 1995). Das SEL-12 Gen scheint wichtig fiir die
Signaltransduktion durch Rezeptoren der Notch-Genfamilie zu sein. Gene der Notch-Familie
spielen bei der Zelldifferenzierung eine entscheidende Rolle. Baumeister et al. konnten
zeigen, dass das menschliche PS1-Gen die biologische Funktion von mutiertem SEL-12 in
Wiirmern vollstandig ersetzen kann (Baumeister et al., 1997). Folglich hat menschliches PS1
bei der Zelldifferenzierung in der Embryogenese eine biologische Funktion. PS1-Gene
verloren mit Punktmutationen, die die familidre Form der Alzheimer-Erkrankung hervorrufen,
ihre biologische Funktion nahezu vollstindig. Sie konnten die Funktion von SEL-12 in
mutierten Wiirmern nicht mehr {ibernehmen. Demzufolge treten PS1-Mutationen an

funktionell wichtigen Positionen auf.
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1.3.2 Mutationen der Priaseniline

Bei fast allen Mutationen, die fiir die Prédseniline bekannt sind, handelt es sich um den
Austausch einer Aminosdure. Im PS1-Gen konnten bisher mindestens 100 Punkt- sowie 2
Spleidefekt-Mutationen gefunden werden, die mit dem frithen Auftreten der Alzheimer-
Erkrankung einhergehen (Rogaeva, 2002). Geringe Konzentrationen an PS2 im Gehirn sowie
die Kompensation ihrer Aktivitdt durch PS1 konnten erklidren, warum PS2-Mutationen eher
selten auftreten und im Gegensatz zu PS1-Mutationen nur unvollstindig penetrant sind
(Sherrington et al.,, 1996). Ein groBer Teil der PS1-Mutationen liegt innerhalb der
Transmembrandoménen. Haufungen von Mutationen treten in der Transmembranregion 2 und
6 sowie innerhalb der hydrophilen Schleife auf (Brunkan and Goate, 2005). Diese befindet
sich zwischen der TM 6 und 7 des PS1-Proteins (Abb. 5).

Extrazellular

Intrazellular

Abb. 5: Struktur des PS1-Proteins in der Membran des ER

Gezeigt sind acht Transmembrandoménen (1 bis 8) und zwei hydrophilen Regionen (ohne Nummerierung, blau)
des PS1. Die Sterne geben die Positionen von PS1-Mutationen an, die mit der familidren Form der Alzheimer-
Erkrankung assoziiert sind. Der Pfeil deutet die Stelle an, wo die Endoproteolyse des PS1 stattfindet. Zwischen
der Transmembrandoméne 6 und 7 liegt eine hydrophile Schleife vor (in Anlehnung an: Brunkan and Goate,

2005).

14 Amyloid-Bildung
Untersuchungen zum pathologischen Mechanismus der Alzheimer-Erkrankung bewiesen eine
gesteigerte Produktion von AP4, bzw. eine Erhohung des APz zu AP Verhiltnisses aufgrund

von Mutationen in den PS-Genen. Mutationen im APP hingegen filhren meist zu einer
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Erhohung des Gesamt-AB-Gehalts, sowie bei einigen Mutationen ebenfalls zu einer Erh6hung
des AP4 : APso Verhiltnisses (Borchelt et al., 1996; Citron et al., 1997; Duff et al., 1996;
Scheuner et al., 1996; Tandon et al., 2000). Damit beeinflussen Mutationen in drei
verschiedenen Genen (PS1, PS2 und APP) denselben pathologischen Prozess, die Bildung
von AP. Diese Tatsache unterstiitzt die zentrale Rolle von AP bei der Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung. Ein direkter Zusammenhang zwischen den PS1-Mutationen und der
Bildung von A wird auch durch eine erhéhte Anzahl von Amyloid-Plaques in den Gehirnen

von Patienten mit PS1-Mutationen unterstiitzt (Lemere et al., 1996).

14.1 Intrazellulires AP

Mit Hilfe eines hochspezifischen ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), der die
Unterscheidung zwischen AP und AP4,; ermoglicht, konnte die Entstehung von A4y und
AP42 im ER und deren dortige Akkumulation gezeigt werden (Cook et al., 1997; Hartmann et
al., 1997). Ende 1997 wurde von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt, dass die APP-
Prozessierung nicht wie angenommen erst an der Zelloberfliche, sondern bereits intrazellulér
erfolgt. Aulerdem wurde bewiesen, dass die proteolytische Spaltung des ABsound AP4, durch
die y-Sekretase in verschiedenen Kompartimenten der Zelle erfolgt. Das ER ist dabei das erste
Kompartiment, in dem A4, akkumuliert wird, wohingegen sich A4 hauptsichlich im trans-
Golgi-Netzwerk anreichert (Hartmann et al., 1997). Die Pridseniline, die neben der
Zellmembran hauptséchlich in den Membranen des ER und des Golgi-Apparates lokalisiert

sind, befinden sich somit in einer geeigneten Position fiir die Prozessierung von APP.

1.4.2 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Da es sehr viele Argumente fiir eine zentrale Rolle von A in der Pathogenese der Alzheimer-
Erkrankung gibt, wurde auf diesem Gebiet intensiv geforscht. Anfang der 90er Jahre stellten
zwei grundlegende Erkenntnisse den fehlenden Link zwischen AP und der Neurodegeneration
bei der Alzheimer-Erkrankung her. Zum einen zeigten Yankner und Cotman und ihre
Arbeitsgruppen, dass Losungen aus synthetischem A toxisch gegeniiber ZNS-Neuronen sein
konnen (Busciglio et al., 1992; Pike et al., 1993). Des Weiteren fanden sie heraus, dass nur
»gealterte AB-Losungen, nicht jedoch frische Losungen, die nur AB-Monomere enthielten,

toxisch wirkten (Loo et al., 1993; Lorenzo and Yankner, 1994). Diese gealterten Losungen



1. Einleitung 16

enthielten hauptséchlich Amyloid-Fibrillen, die eine vergleichbare Struktur aufwiesen wie
Fibrillen, die man in senilen Plaques von Alzheimer-Patienten findet. Aus diesen
Erkenntnissen resultierte letztendlich die sog. ,,Amyloid-Kaskaden-Hypothese* (Abb. 6).
Danach wird die Ablagerung von AP als zentrales Ereignis und Ursache fiir die
Neurodegeneration bei der Alzheimer-Erkrankung angesehen. Im Rahmen dieser Hypothese
wird die Entstehung der Alzheimer-typischen Plaques durch erhdhte Konzentration von
fibrillirem AP4; im Vergleich zu 16slichem A4y begiinstigt. Untersuchungen ergaben, dass
ein Ubergang der 16slichen in die unldsliche Form mit einer Konformationsinderung von der
o-Helix- zur B-Faltblattstruktur assoziiert ist. Dieser Ubergang wird vom carboxyterminalen
Ende aus induziert. Folglich aggregieren AB-Peptide, die ein verkiirztes C-terminales Ende
besitzen, deutlich langsamer als z.B. das lange A4 (Jarrett et al., 1993). Die
Geschwindigkeit der Aggregation ist sowohl abhéngig von der Konzentration des Peptids als
auch von der Salzkonzentration und dem pH-Wert der Losung (Barrow et al., 1992; Garzon-
Rodriguez et al., 1997). Das lingere AP4, wird bereits in fritheren Stadien der AD in den sog.
»diffusen Plaques™ gefunden (Yamaguchi et al., 1989). Derzeit wird angenommen, dass die
reifen neuropathogenen neuritischen Plaques durch zunehmende Einlagerung von A4 sowie
fibrillairem A4, in diffuse Plaques entstehen (Selkoe, 1999; Selkoe, 2001a). Die Amyloid-
Kaskaden-Hypothese ist unter Forschern jedoch umstritten. Hauptkritikpunkte sind: Erstens,
eine nur teilweise Korrelation zwischen der Anzahl seniler Plaques und dem Ausmal} der
Demenz, zweitens der Nachweis von Amyloid-Ablagerungen fern der Bereiche des
Neuronenverlustes und drittens das Auftreten von v.a. diffusen Plaques auch bei ilteren,

gesunden Menschen (Terry et al., 1999).
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Missense Mutationen in APP, PS1 und PS2- Genen

J

veranderte APP- Prozessierung

T

erhohte Produktion von AB,,

T

Ablagerung von AB,, als diffuse Plaques

T

Einlagerung von AB,, in diffuse AB,,-Plaques

T

Bildung neuritischer Amyloid-Plaques

—

Schadigung und Verlust von Nervenzellen

{

DEMENZ

Abb. 6: Die Amyloid-Kaskaden Hypothese
Beschrieben ist die hypothetische Abfolge pathologischer Schritte, die bei der Alzheimerschen Erkrankung zu
Demenz fiihren (in Anlehnung an: Selkoe, 2001b).
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143 Oligomer-Hypothese

Die Oligomer-Hypothese besagt, dass losliche, runde AP4,-Oligomere, sog. ADDLs (Af-
derived diffusible ligands) mit als Hauptverursacher der neurologischen Pathologie bei der
Alzheimer-Erkrankung angesehen werden (Lambert et al., 1998). Die ersten Hinweise dafiir,
dass die APB-Toxizitdt nicht von der Bildung fibrillirer Aggregate abhingt, stammen aus
Untersuchungen einer Arbeitsgruppe an der Universitit von Siidkalifornien (Oda et al., 1994;
Oda et al.,, 1995). Diese beobachteten, dass ApoJ, ein Protein, welches von Gliazellen
sezerniert wird und eine Chaperon-dhnliche Funktion hat, die Bildung von fibrilliren AB-
Aggregaten verhindern kann. Dies hatte jedoch keine verminderte Zelltoxizitdt zur Folge. Es
zeigte sich vielmehr eine erhohte Toxizitdt, was auf eine Verschiebung des Gleichgewichts zu
Gunsten der Oligomerbildung schlieen ldsst. Oligomere als l9sliche Neurotoxine kdnnten als
,missing link* der unzureichenden Korrelation zwischen der Anzahl seniler Plaques und dem
Ausmal} der Demenz dienen. Diese Hypothese wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass sich
Oligomere schon bei sehr geringen AB-Konzentrationen bilden und somit vermutlich in sehr
friihen Stadien der Erkrankung, lange vor der Plaque-Bildung, eine entscheidende Rolle

spielen (Klein, 2002).

1.5 Synaptische Neurotransmission im Hippocampus

Die Hippocampus-Formation ist im Vergleich zu anderen Gehirnarealen relativ einfach
aufgebaut. Sie wird in vier Regionen unterteilt: den Gyrus dentatus, den eigentlichen
Hippocampus (cornu ammonis, Regionen CA1, CA2 und CA3), den subikuldren Komplex
(subiculum, prdsubiculum, parasubiculum) und den entorhinalen Kortex (Benninghoff and
Drenckhahn, 2004). Der Hippocampus erhélt seine Afferenzen v.a. iiber den Tractus
perforans aus dem entorhinalen Kortex. Nach Umschaltung auf die Kdrnerzellen im Gyrus
dentatus projizieren deren Axone als die sog. Moosfasern auf die Pyramidenzellen der CA3
Region. Diese ziehen ihrerseits iiber die sog. Schaffer-Kollateralen zu den groflen CAl-
Pyramidenzellen. Die Fortsdtze der CAl-Zellen verlaufen tliber das subiculum zuriick zum
entorhinalen Kortex.

Der Hippocampus spielt eine wichtige Rolle bei bestimmten Formen des Lernens
(deklaratives Gedachtnis) und der Erinnerung. Dabei nimmt er vermutlich selbst nicht an der

langerfristigen  Informationsspeicherung  teil, sondern ist vielmehr Teil des
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Kurzzeitgediachtnisses (Thompson, 2001). Der Synapsenverlust und fortschreitende
Neurodegeneration bei der Alzheimer Erkrankung betreffen hauptséchlich den Hippocampus,

wodurch dieser haufig Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen ist.

1.5.1 Glutamat als Neurotransmitter

Der wichtigste erregende Neurotransmitter im zentralen Nervensystem ist Glutamat. Dieses
spielt insbesondere im zerebralen Kortex eine bedeutende Rolle und kann zu einem Anstieg
der intrazelluliren Ca**-Konzentration ([Ca®'];) fithren. Die iibrigen Synapsen stellen
inhibititorische Synapsen mit dem Neurotransmitter GABA (y-Amino-Buttersdure) dar. Bei
vielen grundlegenden physiologischen Hirnfunktionen sowie bei komplexen integrativen
Leistungen, wie Schmerzverarbeitung, Motorik, Lernen und Gedéchtnis, ist Glutamat
entscheidend. Glutamat wirkt auf zwei Klassen von membrangebunden Rezeptoren:
metabotrope und ionotrope Glutamat Rezeptoren (Abb. 7 und 8). Die metabotropen
Rezeptoren verdndern iiber G-Proteine verschiedene intrazelluldre Stoffwechselvorginge, wie
z.B. [Ca*"};. Hierbei wird iiber ein G-Protein die Aktivitit des Enzyms Phospholipase C
(PLC) erhoht. Die aktivierte PLC katalysiert dann die Spaltung des Membranlipids
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in die beiden sekundidren Botenstoffe Inositol-
1,4,5,-triphosphat (IPs) und Diacylglycerin (DAG). DAG kann in Gegenwart von Ca*"-Ionen
und Lipiden die Sensitivitit der Proteinkinase C (PKC) gegeniiber Ca*" dramatisch erhdhen.
Dieser Komplex von PKC mit DAG, Ca®" und Lipiden ist in der Lage, eine Reihe von
Proteinen zu phosphorylieren. IP; ist wasserloslich und fungiert als second messenger.
Diffundiert es in das Zytoplasma, kann es an der Membran des ER an den IP;-Rezeptor
binden und damit die Freisetzung von Ca®" aus internen (IPs-sensitiven) Speichern ausldsen.
Sowohl DAG als auch IP; werden schnell abgebaut. Dabei kann IP3 zu freiem myo-Inositol
dephosphoryliert, oder durch eine spezifische Ca’'-aktivierte Kinase zu Inositol-1,3,4,5-
tetraphosphat (IP,4) weiterphosphoryliert werden.

Die Aktivierung der ionotropen Glutamatrezeptoren @ndert die Membranleitfdhigkeit fiir
Ionen und damit das Membranpotential. Die ionotropen Rezeptoren werden in zwei
Hauptklassen unterteilt, die non-N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) und NMDA-Rezeptoren. Zu
den non-NMDA-Rezeptoren gehdren die a-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat
(AMPA) und die Kainat-Rezeptoren. AMPA-Rezeptoren bilden Tetramere aus den



1. Einleitung 20

Untereinheiten GluR1 bis GIuR4. Sie vermitteln alle Formen der schnellen Neurotransmission
und erlauben den Durchfluss monovalenter Ionen wie Na' und K. AMPA-Rezeptoren
konnen allerdings auch Ca®"-permeabel sein. Die Ca”’-Permeabilitit wird durch die
Zusammensetzung der Untereinheiten der Kanile reguliert. AMPA-Rezeptoren, denen die
GluR2-Untereinheit fehlt, sind neben anderen bivalenten Kationen auch fiir Ca>" durchlissig

(Pellegrini-Giampietro et al., 1997).

GIuR3 GluR1

&
i
o

Ca?*-impermeabel Ca?*-permeabel

Abb. 7: Ca’*-Permeabilitit von AMPA-Rezeptoren

A, Die GluR2-Untereinheit bildet mit der GluR1 oder GluR3-Untereinheit AMPA-Kanile, die Ca®'-
impermeabel sind. Die GluR2-Untereinheit limitiert den Ca®’-Durchfluss aufgrund eines positiv geladenen
Arginins (R) anstelle eines Glutamins (Q).

B, Die AMPA-Kanile, die sich aus den Untereinheiten GluR1 und/oder GluR3 zusammensetzen, sind permeabel

fiir Ca®". Dargestellt sind jeweils nur zwei der vier Untereinheiten (Pellegrini-Giampietro et al., 1997).

NMDA-Rezeptoren bestehen aus fiinf Untereinheiten, welche in drei Familien eingeteilt
werden. Sie erlauben sowohl den Fluss von ein- als auch zweiwertigen lonen, also auch den
Durchfluss von Ca>" (siche Abb. 8). Da zur Rezeptoraktivierung sowohl Glutamat als auch
Glycin gleichzeitig als Agonisten vorhanden sein miissen, sind diese Rezeptoren einzigartig
unter allen Neurotransmitterrezeptoren. An der Funktion dieser Rezeptoren sind zusitzlich
verschiedene modulierende Bindungsstellen beteiligt, die auf Polyamine, Phosphorylierung,

Redoxeinfliisse oder Protonen reagieren. Im Ionenkanal des NMDA-Rezeptors befindet sich
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eine Mg®"-Bindungsstelle. Unter den Bedingungen des Ruhemembranpotentials wird der
Tonenkanal durch physiologische Konzentrationen von Mg®" in einer spannungs- und
benutzungsabhingigen Weise blockiert. Mg”™ verlidsst den Ionenkanal, wenn der Rezeptor
durch seine beiden Agonisten aktiviert wird und die Zellmembran depolarisiert ist. Nur unter
diesen Bedingungen kénnen Ca”'-Ionen iiber den NMDA-Rezeptor das Zellinnere erreichen.
Im Bereich der Mg®"-Bindungsstelle liegt die sog. Phencyclidin (PCP)-Bindungsstelle. Hier
binden nichtkompetitive NMDA-Rezeptorantagonisten, wie Mk-801 oder PCP (Kandel et al.,
1991; Kornhuber and Weller, 1997).

r
o

Abb. 8: Permeabilitit des NMDA-Rezeptors

Der NMDA-Rezeptor ist ein unspezifischer Kationenkanal, der permeabel fiir Ca**, Na+ und K+ ist und
Bindungsstellen fiir Glycin, Zink, Phencyclidin und Mg®" aufweist. Diese beeinflussen die Funktion des Kanals
in unterschiedlicher Weise (Kandel et al., 1991).

1.5.2 Aufbau und Funktion der Synapse

Bei der synaptischen Ubertragung an einer chemischen Synapse werden durch einen Ca*"
vermittelten Prozess Neurotransmittermolekiile aus der Prasynapse in den synaptischen Spalt
entleert. Diese diffundieren zur postsynaptischen Membran und binden dort an bestimmte
Rezeptoren. Als Reaktion darauf kommt es vor allem iiber die Erhohung der Na®"-Ionen
Leitfahigkeit zu einem schnellen Einstrom positiver Ladung und somit zur Auslosung eines
Aktionspotentials. Diese Depolarisation vom negativen Ruhepotential zu positiven
Potentialen breitet sich iiber die ganze Zelle aus. In der prasynaptischen Endigung fiihrt sie zu

einer Offnung spannungsabhingiger Ca’"-Kanile, deren Dichte in der sog. ,.aktiven Zone*
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der Synapse besonders hoch ist. Durch die schlagartig erhohte Ca®" Konzentration kommt es
zur Exozytose von Neurotransmitter gefiillten Vesikel, die in der aktiven Zone der
prasynaptischen Membran angelagert sind. Dieser, sofort zur Fusion mit der Plasmamembran
bereitstehende Anteil an Neurotransmitter-Vesikeln, wird auch Readily releasable pool (RRP)
genannt. Der grofere Teil der Neurotransmittermolekiile befindet sich in synaptischen
Vesikel kurz hinter der Plasmamembran und wird als Reserve pool (RP) bezeichnet. Er dient
der Wiederauffiillung des RRP, wenn dieser durch den oben beschriebenen Prozess geleert
wurde. Die leeren synaptischen Vesikel werden iiber Endozytose wieder in die Prisynapse
aufgenommen und dort recycelt. Wichtigster exzitatorischer Neurotransmitter im Gehirn ist
das Glutamat. Es bindet an non-NMDA (AMPA/Kainat) und NMDA-Rezeptoren der
postsynaptischen Membran. Normalerweise ist der NMDA-Rezeptor durch Mg* -Ionen
blockiert und wird erst nach ausreichender Depolarisation der postsynaptischen Membran
funktionstiichtig. Deutlich erhohte extrazellulire Mg” -Konzentrationen unterdriicken die
NMDA-Stréme auch bei starker Depolarisation (Bekkers and Stevens, 1993). Der durch diese
beiden Rezeptortypen ausgeloste Kationen-Einstrom wird als exzitatorischer postsynaptischer
Strom (excitatory postsynaptic current, EPSC) bezeichnet.

Neben den, durch Aktionspotentiale (AP) induzierten EPSCs, weisen Neurone auch ohne
Stimulation eine Grundaktivitidt auf. Diese entsteht durch die spontane Freisetzung einer
konstanten Transmittermenge aus einem mit der prasynaptischen Membran verschmelzenden
Vesikel. Die daraus resultierenden postsynaptischen Strome, die sog. miniature-EPSCs
(mEPSC), bilden die Spontanaktivitét. Diese kleinste, aus einem einzigen Vesikel stammende
Menge an Neurotransmittern nennt man ein Transmitterquant. Die
Freisetzungswahrscheinlichkeit eines Quants wird durch die prisynaptische Ca®'-
Konzentration beeinflusst (Borst and Sakmann, 1996). Ohne aktionspotential-induzierte
Stimulation ist die [Ca*"]; sehr niedrig, so dass nur einzelne Quants in Form spontaner
Ereignisse freigesetzt werden. Durch ein AP erhoht sich die [Ca®]; etwa um den Faktor 1000
wodurch es zur Freisetzung von zahlreichen Transmitter-Vesikeln kommt. Diese fiihren

postsynaptisch zur Auslésung eines wesentlich groBeren EPSCs (Zucker and Regehr, 2002).
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153 Synaptische Plastizit:it

Unter synaptischer Plastizitit versteht man die Regulierbarkeit der Synapse beziiglich der
Effektivitit ihrer synaptischen Ubertragung. Man unterscheidet die Langzeit- von der
Kurzzeitplastizitiat. Die langandauernde Verdnderung der synaptischen Effektivitit ist von
entscheidender Wichtigkeit fiir Entwicklung und Lernen. Ein experimentelles Korrelat ist die
sog. Langzeitpotenzierung (LTP), bei deren Funktionsweise die NMDA-Rezeptoren eine
entscheidende Rolle spielen.

Kurzzeitplastizitit kann sich entweder in einer Verstirkung (Facilitation) oder in einer
Abschwichung (Depression) der synaptischen Ubertragung #uBern (Zucker and Regehr,
2002). Treffen zwei Aktionspotentiale in einem kurzen Intervall auf die prisynaptische
Endigung, so kann es sein, dass der zweite Reiz eine stirkere oder schwéchere
postsynaptische Reaktion auslost. Im Falle der stiarkeren Reaktion spricht man von
Doppelpulsverstirkung (Paired-pulse facilitation, PPF). Sie ist durch die sog. Rest-Ca®'-
Hypothese erklirbar: Die durch das erste Aktionspotential erhdhte [Ca*']; ist bei Eintreffen
des zweiten AP immer noch iiber der Ruhekonzentration; somit addiert sich das neu
einstromende Ca®" zum restlichen Ca®*, wodurch sich die Freisetzungswahrscheinlichkeit fiir
die Neurotransmittervesikel erhoht. Daher werden beim zweiten Reiz mehr Vesikel entleert
und der postsynaptische Strom ist verstarkt (Katz and Miledi, 1968).

Bei der Abschwiichung der synaptischen Ubertragung, der Paired-pulse depression (PPD)
wird generell ein anderes Model bevorzugt: Der erste Reiz leert den RRP, wodurch dem kurz
darauf eintreffenden, zweiten Impuls nicht mehr gentigend Vesikel zur Verfiigung stehen und
die Neurotransmitterfreisetzung zwangsldaufig geringer ist. Das Resultat ist dann eine
geringere postsynaptische Reaktion (Betz, 1970). Eine weitere Ursache der PPD konnte in der
Desensibilisierung  postsynaptischer Rezeptoren oder in der Feedbackaktivierung
prasynaptischer Rezeptoren liegen (Zucker and Regehr, 2002).

Ob eine Zelle nun eine Verstirkung oder eine Abschwichung der synaptischen Ubertragung
zeigt, hiangt von der extrazelluliren Ca’’-Konzentration ([Ca®].) sowie von der
Neuronenpopulation und deren spezifischen Charakteristika, sowie der GroB3e ihres RRP oder
dem Vermogen diesen wieder aufzufiillen, ab (Murthy et al., 1997). In hippocampalen
Kulturen ist unter physiologischen Bedingungen die PPD die vorherrschende Form

synaptischer Kurzzeitplastizitit (Mennerick and Zorumski, 1995).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Der Untergang von synaptischen Endigungen wird als ein frithes pathophysiologisches
Korrelat der Demenz der Alzheimer-Erkrankung angesehen. Eine zentrale pathogenetische
Rolle wird dabei dem Amyloid Precursor Protein zugeschrieben, ein transmembranes, vor
allem synaptisches Protein unbekannter Funktion, dessen Abbauprodukte im Gehirn von

Partienten mit einer Alzheimerschen Erkrankung akkumulieren.

Ziel der Doktorarbeit ist es zum einen, genauere Erkenntnisse iliber die physiologische
Funktion dieses Proteins an der Synapse zu bekommen. Zum anderen soll analysiert werden,
ob und auf welche Weise Abbauprodukte dieses Proteins die synaptische Ubertragung

schiadigen.

Im ersten Teil der Arbeit wird die physiologische Rolle von APP anhand der Untersuchung
von Knockout-Méusen bearbeitet. Dazu soll anhand elektrophysiologischer Methoden die
Frage geklirt werden, ob sich der Knockout des APP auf die synaptische Ubertragung
auswirkt. Besonderes Augenmerk wird hierbei auf Verdnderungen in der Amplitude
stimulierter EPSCs, der Kurzzeitplastizitdt sowie des Pools an synaptischen Neurotransmitter-
Vesikeln gelegt. Als Modell dienen autaptische Primérzellkulturen aus dem Hippocampus
von neugeborenen Mausen. Des Weiteren sollen immunhistochemische Untersuchungen zur

Synapsenanzahl und Dendritengrof3e durchgefiihrt werden.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigt sich mit der Frage des Effektes von APP
Spaltprodukten. Anhand der Untersuchung von transgenen Médusen mit Mutationen im APP
und/oder PS1 sowie der Applikation von synthetisch hergestellten AB-Oligomeren sollen
mdgliche Effekte auf die synaptische Ubertragung aufgezeigt werden.
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2. Material und Methoden

Im ersten Abschnitt des Material und Methodenteils werden die verwendeten Mauslinien und
deren Genotypisierung beschrieben, der zweite Abschnitt beschiftigt sich hauptsédchlich mit
der Herstellung der autaptischen Zellkultur und den untersuchten elektrophysiologischen und

immunhistochemischen Parametern.

2.1 Versuchstiere

Zur Analyse der synaptischen Ubertragung an autaptischen neuronalen Primérzellkulturen
wurden transgene APP und PS1 Mauslinien verwendet. Ein Teil der transgenen Tiere
(PS1(A246E), PS1 (S182)) stammte aus der Arbeitsgruppe von Prof. F. van Leuven (Zentrum
fiir Humangenetik, Leuven, Belgien). Die APP” Miuse stammten von Prof. Dr. U. Miiller
(Institut fiir Pharmazie und molekulare Biotechnologie, Heidelberg). Der andere Teil der
Tiere) stammte von Dr. M. Staufenbiel (APP23 ) (Novartis Pharma Ltd. Basel, Schweiz) und
von Dr. M. Jucker (APPPSI1) (Hertie Institut fiir klinische Hirnforschung, Tiibingen). Nach
Uberfiihrung der Tiere wurden diese in der zentralen Tierhaltungseinrichtung des Zentrums
fiir Neuropathologie und Prionforschung der LMU in Miinchen unter Standardbedingungen
gehalten.

2.1.1 Wildtyp-Miuse
Als Kontrollmiuse fiir die jeweiligen Patch-clamp Messungen dienten C57BL/6 x 1290la,
FVB/N und C57BL/6J Méuse, je nach genetischem Hintergrund der jeweiligen transgenen

Linie.

2.1.2 APP-Knockout-Miiuse

Bei der APP-Knockout (KO) Mauslinie wurde durch cre/lox vermittelte Rekombination ein
200 kb grofer, die Exons 3 bis 17 umfassender Abschnitt des APP-Gens deletiert (Abb.
9A.B). Die Herstellung erfolgte mittels Blastozysteninjektion von ES-Zellen auf C57BL/6 x
1290Ila Hintergrund (Li et al., 1996).

Homozygote APP-KO Miuse sind lebensfahig und fertil, allerdings ca. 15-20% leichter als
Wildtyp-Mause (Magara et al., 1999). Als einzige morphologische Verdnderung wurde bei
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APP-KO Mausen eine Agenesie des Balkens beobachtet (Muller, 1999). Weiterhin wurde fiir
die Knockout-Miduse eine Hypersensitivitit gegeniiber Krampfen beschrieben, die durch

intraperitoneale Kainatinjektion induziert wurde (Steinbach et al., 1998).

2.13 Transgene Prisenilin-Méause

In Experimenten wurden Untersuchungen an transgenen PS1 Maéusen durchgefiihrt, die
entweder humanes Wildtyp PS1 (S182, PSlwt), oder humanes PS1 mit der A246E
Punktmutation (PSImut), homozygot, unter der Kontrolle des neuronenspezifischen Thy-1
Genpromotors exprimierten (Dewachter et al., 2000) (siche Abb. 9D).

Die Herstellung erfolgte mittels Pronukleus-Injektion des Konstrukts in Eizellen von FvB/N
Weibchen. Das transgene humane PS1 Protein wird im Hirn dieser Mause zum gleichen Grad
exprimiert wie das endogene Maus PS1 Protein. Western Blot Untersuchungen zeigen eine
proteolytische Prozessierung des humanen Transgens in C- und N-terminale Fragmente.
Histologisch zeigen die Hirne dieser transgenen PS1 Méuse auch im fortgeschrittenen Alter
von 2 Jahren keine Auffilligkeiten. Bei Lern- und Verhaltenstests (water maze test)
unterscheiden sich diese Méuse nicht gegeniiber nichttransgenen Tieren (Schneider et al.,
2001).

Insgesamt zeigen die transgenen PS1 Mause keinen deutlichen Phénotyp oder pathologische
Defekte. Diese Beobachtungen stehen im Gegensatz zu Untersuchungen von Patienten, die
eine PS1 Mutation aufweisen. In den meisten Fillen zeigen sich in den Hirnen dieser

Patienten bereits ab einem Alter von 40 Jahren deutliche Plaqueablagerungen.

2.14 Transgene APP-Miuse

Transgene APP-Tiere exprimieren heterozygot humanes APP (Isoform 751) mit der
schwedischen  Doppelmutation K670N/M671L  (APP23) ebenfalls unter dem
neuronenspezifischen Thy-1 Genpromotor (siche Abb. 9C). Sie wurden durch Pronukleus-
Injektion zundchst auf dem C57BL/6J x DBA2 Mischhintergrund generiert und anschlieend
fiir mindestens 9 Generationen auf den C57BL/6J Hintergrund riickgekreuzt (Phinney et al.,
1999; Sturchler-Pierrat et al., 1997). Sie zeigen eine 7-fache Uberexpression des Transgens,
hauptsdchlich im zerebralen Kortex und im Hippocampus. Bereits im Alter von 6 Monaten

lassen sich im Neokortex und Hippocampus erste AP Ablagerungen nachweisen. Diese
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werden begleitet von Entziindungsreaktionen sowie einer reduzierten Anzahl von Neuriten
und Synapsen. Erstmals konnte bei diesen Maiausen auch eine altersabhingige
Hyperphosphorylierung  des  Tau-Proteins, jedoch  keine  voll  ausgebildeten
Neurofibrillenbiindel nachgewiesen werden (Sturchler-Pierrat et al., 1997).

Bei Lern- und Verhaltenstests (water maze test) fand man altersabhingige Defizite,

verglichen mit Kontrollmausen (Kelly et al., 2003).

2.15 Doppeltransgene APP-und PS1-Miuse

Zur Herstellung der transgenen APP/PS1 Mauslinie wurde die cDNA fiir humanes Prasenilinl
mit der L166P Mutation und humanes APP (Isoform 751) mit der schwedischen
Doppelmutation KM760/761NL in einen pTSC Vektor kloniert und wunter dem
neuronenspezifischen murinen Thy-1 Promotor exprimiert. Die Generierung der Méiuse
erfolgte ebenfalls durch Injektion der Konstrukte in den ménnlichen Vorkern von Oozyten des
C57BL/6J Stammes (unpubliziert). Western Blot Analysen zeigen eine ca. 2-fache
Uberexpression des transgenen humanen APP gegeniiber dem endogenen Maus APP. Die
Besonderheit an diesen heterozygoten doppeltransgenen Mausen ist, dass sie bereits im Alter
von 6 Wochen erste Af Ablagerungen im Neokortex und nach ca. 3 Monaten dann im
Hippocampus zeigen. Bei Lern- und Verhaltenstests konnte man im Alter von 8§ Monaten ein

signifikant beeintriachtigtes reversal learning (spatial maze test) feststellen (unpubliziert).

2.2 Genotypisierung transgener Miuse

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction, PCR) ist ein Verfahren, mit
dessen Hilfe gezielt DNA-Abschnitte, die von zwei bekannten DNA-Sequenzen flankiert
werden, amplifiziert werden konnen (Mullis and Faloona, 1987; Saiki et al., 1988). Anhand
der resultierenden, vervielfiltigten DNA-Strange und ihrer Lidnge konnen transgene Tiere

identifiziert werden.

221 Isolierung chromosomaler DNA aus Mausschwanzbiopsien
Dafiir wurde chromosomale DNA aus Mausschwanzbiopsien mit Hilfe des E.Z.N.A.® Tissue
DNA Mini Kit (PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen) nach der Vorschrift des Herstellers

préapariert. Zuerst wurde den Méusen mit einem sterilen Skalpell ca. 0,5 bis 1 cm der
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Schwanzspitze abgeschnitten und in ein steriles 1,5 ml Reaktionsgefal} iiberfiihrt. Um keine
gegebenenfalls falsch-positiven Signale in der PCR-Reaktion zu erhalten, durfte bei der
Biopsie der Schwanzspitze verschiedener Tiere keine Ubertragung von Fremd-DNA in die
Reaktionsgefille erfolgen.

Unter Zugabe von 180 pl Lysispuffer und 25 pl OB™ Protease wurden die Schwanzproben
12 h bei 55°C und 550 rpm in einen Schiittel-Thermoblock (Eppendorf) inkubiert.
Verbliebene feste Bestandteile wurden anschlieend abzentrifugiert (10000 x g, 5 min) und
der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Die DNA-Fillung erfolgte durch die
Zugabe eines Gemisches aus 200 pl BL-Puffer und 210 pl absolutem Ethanol und einer
anschlieBenden griindlichen Durchmischung auf dem Vortexer (Scientific Industrie). Dieses
Gemisch wurde auf eine in einem 2 ml Auffangréhrchen platzierte HiBind®-DNA-Siule
gegeben und fiir eine Minute bei 8000 x g und RT zentrifugiert. Die Sdule mit der isolierten
DNA wurde in ein neues 2 ml Gefdll liberfiihrt und zweimal mit je 600 pul Waschpuffer
gewaschen (mit anschliefender Zentrifugation, 1 min 8000 x g, RT). Danach erfolgt die
Elution der DNA durch Zugabe von zweimal 200 ul Elutionspuffer (zuvor erwérmt auf 70
°C) und anschlieBender Zentrifugation bei 8000 x g. Die auf diese Weise isolierte
chromosomale DNA aus Mausschwanzbiopsien konnte bis zur Genotypisierung mittels PCR-
Methode bei 4°C gelagert werden. Alle verwendeten und aufgefiihrten Puffer waren
Bestandteil des E.Z.N.A.” Tissue DNA Mini Kit (PeqLab, Erlangen).

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Um DNA mit Hilfe der PCR amplifizieren zu kénnen, bendtigt man Oligonucleotidprimer.
Das sind kurze DNA-Fragmente, die komplementir zu definierten DNA-Bereichen sind und
bestimmte, zu amplifizierende DNA-Segmente als Start- und Stoppsignal flankieren. In
Gegenwart von Desoxynucleotidtriphosphaten (dNTPs) koénnen DNA-Polymerasen unter
geeigneten Versuchsbedingungen die Primer zu Sequenzen verldngern, die zur einzelstringig
denaturierten DNA komplementér sind, so dass am Ende alle DNA-Molekiile doppelstrangig
vorliegen. Der Doppelstrang wird durch Erhitzen wieder aufgespalten und nach erneuter
Anlagerung der Primer kann die Polymerase, unter entsprechenden Temperaturbedingungen

wiederum komplementére Stringe bilden. Dieser temperaturgesteuerte Mechanismus wird im
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Thermocycler (Eppendorf) mehrere Male wiederholt, so dass am Ende mehrere Kopien des

gewlinschten DNA-Stranges vorliegen.

Um die APP” - bzw. Wildtyp-Sequenz zu detektieren, wurden in zwei unterschiedlichen
PCR-Reaktionen fiir das Knockout-Allel die Primer APP”'1 und 2, sowie fiir das Wildtyp-
Allel die Primer APP”2 und 3 eingesetzt. Zur Identifizierung des APP-Transgen-Allels

wurden die Primer APPswel und 3 verwendet. Die transgenen PS1 Allele wurden mit Hilfe

der Primer PS1-1 und PSI1-5 identifiziert. In Tab. 1 sind die Sequenzen der verwendeten

Primer dargestellt. Alle Primer wurden iiber die Firma MWG Biotech AG, Ebersberg,

bezogen.

Primer Sequenz

APP” 1 5’-CGA GAT CAG CCT CTG TTC CAC A-3°
APP"2 5’-ATC ACC TGG TTC TAA TCA GAG GCC C-3°
APP”3 5’-GAG ACG AGG ACG CTC AGT CC AGG G-3’
PS1-1 5’-ATT TTG GTG TGG TGG GAA TG-3’

PS1-5 5’-TCA CCT TTG GGC TTG TTT TC-3’

APPswel 5’-ATG CCA TCT TTG ACC GAA AC-3’
APPswe3 5’-CTC CAC CAC ACC ATG ATG AA-3

Tab. 1: Primer mit den dazugehorigen Sequenzen fiir die jeweilige PCR

Die Primerbindungsstellen, die resultierenden PCR-Produkte und die Amplikonldngen

schematisch in Abb. 9 gezeigt.

sind
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A
WT
Exon2 Intron 16 Exon17 Intron 17
— -«—
APP*-3 APP”-2
—
loxP
B !
APP-- // BNeol——{ nygro |
Exon2 Intron 17
— —
APP-1 APP-2
Thy-1
Promotor
C Thy-1 Thy-1
APP Exon '2 Exon 4
[KETONM671L] l;—l i hAPP cDNA -%
Thy-1 — -«
Exon 1a,1b APPswe1 APPswe3
Thy-1
Promotor
D Thy-1 Thy-1
Exon 2 Exon 4
PS1(A246E), |;—l i hPS1 cDNA
PS1(S182) 7 | c
Thy-1 g —
Exon 1a,1b PS1-1 PS1-5

Amplikonldnge:

ca. 650-700 bp

ca. 450 bp

432 bp

725 bp

Abb. 9: Darstellung des APP-Gens und der beiden Genpromotorkonstrukte
A, Wildtyp-APP-Gen. B, Unterbrechung des APP-Allels bei der APP-Knockout-Maus durch cre/lox vermittelte
Rekombination. C, Thy-1 Genpromotorkonstrukt zur Herstellung der transgenen APP(K670N/M671L) Mause.
D, Thy-1 Genpromotorkonstrukt zur Herstellung der transgenen PS1 (A246E und S182) Méuse. Rechts sind die

resultierenden Amplikonléngen dargestellt, die durch die jeweilige Primerkombination erhalten werden.

Der Reaktionsansatz setzte sich folgendermaflen zusammen (die Mengenangaben beziehen

sich jeweils auf die Analyse einer DNA-Probe):

2,5 x Hot Master Mix (Eppendorf)
Primer 1 (25 pmol/pl)

Primer 2 (25 pmol/pl)

H,O bidest

DNA (200 ng/pl)

10,00 pl
0,25 pl
0,25 pl

13,50 pl
1,00 pl
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Die einzelnen Reaktionsansédtze wurden in 0,5 ml Reaktionsgefdfle pipettiert und in einen

Thermocycler (Eppendorf) gegeben. Folgende PCR-Programme wurden verwendet:

PCR 1: WT/APP™"
96°C 2 min
94°C 1 min
60°C 1 min
72°C 1 min
72°C 10 min
4°C  Lagerung

35x

PCR 2: hAPP

96°C
94°C
54°C
72°C
72°C
4°C

2 min
1 min
1 min
1 min
10 min

Lagerung

35x

PCR 3: hPS1

96°C
94°C
53°C
72°C
72°C
4°C

2 min
1 min
1 min 35x
1 min
10 min

Lagerung

Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden in einem 1%-igen Agarosegel, das 0,003%

Ethidiumbromid enthielt durch Gelelektrophorese bei einer Spannung von 80 mV aufgetrennt.

Die Identifizierung und Charakterisierung der resultierenden Banden erfolgte mittels UV-

Licht (Abb. 9). Als Standard diente eine 1 kb Leiter (New England Biolabs, MA, USA).

PCR1
KO-Allel

APP*1, APP+2

WT-Allel

APP+2, APP*3

750 bp —
500 bp —
250 bp —

PCR2
APPswe1, APPswe3

<— 430 bp

PCR3

PS1-1, PS1-5

<— 650-700 bp

<— 432 bp

-—725 bp

Abb. 10: Auftrennung des Amplikons durch Gelelektrophorese



2. Material und Methoden 32

Anhand des Bandenmusters lasst sich der Genotyp der einzelnen Tiere identifizieren: Spurl: APP”; Spur 2: WT
von APP”; Spur 3: APP™"; Spur 4: APP23 bzw. APPPSI; Spur 5: WT von APP23 bzw. APPPSI; Spur 6:
PS1[A246E], PS1(S182) oder APPPS1; Spur 7: WT von PS1(A246E), PS1(S182) oder APPPSI1.

23 Hippocampale autaptische Primiirzellkulturen

Zur Analyse der synaptischen Ubertragung wurden neuronale Primirzellkulturen aus den
Hippocampi junger Méuse der Linien PS1(A246E), PS1(S182), FvB, APP23 x C57BL/6J,
APP”" x C57B16/12901a und APPPS1 x C57BL/6J pripariert und auf sog. ,,Astrozyteninseln
(siche 2.3.1 - 2.3.2) kultiviert. Autapsen sind Synapsen zwischen dem Axon und den
Dendriten des gleichen Neurons. Der Hauptvorteil autaptischer Kulturen gegeniiber
konventionellen Praparationen ist, dass diese monosynaptische Praparationen darstellen. Sie
erlauben die Untersuchung derselben Gruppe von Synapsen unabhdngig von der
Stimulationsmethode und dies in Abwesenheit komplexer polysynaptischer Verkniipfungen.
Autaptische Zellen lassen sich auch im intakten Gehirn nachweisen (Cobb et al., 1997). Thre
Funktion liegt mdglicherweise in einer negativen Riickkopplung. So koénnten z.B.
inhibitorische Interneurone ohne Zwischenschaltung weiterer Neurone hemmend auf sich
selbst wirken (Bacci et al., 2003; Bekkers, 2003).

Runde Glasplittchen (coverslips @ 18mm) dienten zur Anzucht der Astrozyten in 12 well-
Platten. Die Deckglidschen wurden zunéchst 1 h in Aceton entfettet und anschlieBend fiir 12 h
in IN HCI auf einem Laborschiittler geschiittelt. Am néchsten Tag wurde mit destilliertem
Wasser und 70% EtOH gespiilt und die coverslips anschliefend in 96% EtOH gelagert.

Fiir die Vorbereitung der 12 well-Platten wurden die coverslips einzeln abgeflammt, in die
Vertiefungen gelegt und mit einer 0,15%-igen Agarose-Losung beschichtet. Um den
Astrozyten einen optimalen Haftuntergrund sowie die Moglichkeit der ,,Inselbildung™ zu
bieten, wurde ein Gemisch aus Poly-D-Lysin, Collagen und Essigsdure mit Hilfe eines
speziell angefertigten Stempels in Form vieler kleiner Punkte (dots) auf die Coverslips
aufgebracht. Derartig vorbehandelte 12 well-Platten lieBen sich bei 4°C {iber mehrere Wochen

lagern.



2. Material und Methoden 33

2.3.1 Herstellung einer adhirenten Astrozytenschicht

Bevor die Astrozyten auf die runden Glaspléttchen ausgesédt werden konnten, mussten diese
zuerst préapariert und in Gewebekulturflaschen (Nunc-GmbH, Wiesbaden) kultiviert werden.
Dafiir wurden pro Gewebekulturflasche (80 ¢cm?) zwei Hirne von neugeborenen Wildtyp-
Maiusen verwendet. Die Tiere wurden dekapitiert und die beiden Hemisphdren in warmer
HBSS (Hank’s balanced salt solution) herauspripariert und vom Hirnstamm und den
Meningen befreit. Alle nun folgenden Schritte erfolgten — soweit moglich — unter sterilen
Bedingungen. Die Hemisphdren wurden in mit Trypsin versetzter HBSS (37°C, 4,5 ml HBSS
+ 0,5 ml Trypsin) 5 min mit einer Pipette trituriert. Die Enzymreaktion wurde mittels Zugabe
von DMEM (5% FBS) (37°C) gestoppt. Die so entstandene Zellsuspension wurde
zentrifugiert (3 min, 1000 rpm, RT), der Uberstand abgenommen und das Pellet in DMEM
(5% FBS) resuspendiert. AnschlieBend wurden die Zellen in Gewebekulturflaschen bei 37°C
und 10% CO; im Brutschrank kultiviert. Nach ca. 10 Tagen hatten die Astrozyten einen
adhérenten Rasen gebildet.

Anschlieend wurden die Astrozyten iiber Nacht in einem Schiittler bei 37°C geschiittelt um
anhaftende Neurone sowie Zelldebris zu entfernen. Das Ubertragen der Astrozyten von den
Kulturflaschen auf die vorbehandelten coverslips erfolgte durch eine maximal 5-miniitige
Trypsinierung in den Gewebekulturflaschen bei 37°C. Nach dem Abstoppen der
Enzymreaktion durch Zugabe von DMEM (5% FBS) konnte die Zellsuspension
aufgenommen und zentrifugiert werden (3 min, 1000 rpm, RT). Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Pellet in DMEM (5% FBS) gelost und die Zellzahl bestimmt. Dann wurden
die Zellen in einer Konzentration von 7500 Zellen/ml in 12 well-Platten pipettiert. Sobald sich
auf den aufgestempelten Punkten der coverslips runde ,,Astrozyteninseln” (nach ca. 5-7
Tagen) ausgebildet hatten, wurde das Wachstum der Astrozyten durch Zugabe von 10 pl einer
Losung, bestehend aus 8,1 mM FUDR (5-Fluoro-2’deoxyuridin) und 20,4 mM Uridin in
DMEM, gestoppt. Einen Tag spiter war es dann mdglich, Hippocampusneurone auf diese

,Inseln‘ auszuséen.

2.3.2 Herstellung autaptischer, neuronaler Primiirzellkulturen
Die Herstellung hippocampaler, autaptischer Kulturen erfolgte nach einem Protokoll von

Bekkers und Stevens bzw. Rosenmund und Stevens aus den Hirnen neugeborener Méause
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(Bekkers and Stevens, 1991; Rosenmund and Stevens, 1996). Die Tiere wurden dekapitiert
und die Hippocampi in eisgekiihlter HBSS herausprépariert. Dabei war es wichtig, die
Meningen zu entfernen, da diese die weitere Dissoziierung der Neuronen behinderten. Alle
anschlieBenden Schritte erfolgten unter der Sterilbank. Die Hippocampi wurden in
sterilfiltrierter, temperierter DMEM-Enzym-Losung fiir eine Stunde im Wasserbad inkubiert.
Ein Abstoppen der Enzymreaktion erfolgte durch Absaugen der Enzym-Losung und Zugabe
einer Enzym-Inhibitor-Losung fiir 5 min im Wasserbad. Diese wurde dann wieder abgesaugt,
die Hippocampi in DMEM (5% FBS) trituriert und die Zellzahl bestimmt. AnschlieBend
wurden die Neuronen in einer Konzentration von 5000 Zellen/ml in NBA Medium verdiinnt
und in die 12 well-Kulturschalen mit den fertigen ,,Astrozyteninseln ausgesét. Nach 18-20
Tagen in Kultur konnten mit den Neuronen Experimente durchgefiihrt werden. Idealerweise
wuchs auf jeder Insel nur 1 Neuron, das mit seinem Axon und seinen Dendriten eigene

Synapsen, sog. Autapsen, ausbildete.

Abb. 11: Autaptisches Neuron auf einer Astrozyteninsel
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233 Herstellung von Ap4;-Monomeren, -Oligomeren und -Fibrillen

Fiir die Untersuchung der Akutwirkung von AB wurden Afs;-Oligomere und Aps,-Fibrillen
nach einem Protokoll von Stine, Jr. et al. hergestellt (Stine, Jr. et al., 2003). Zuerst wurde das
lyophilisierte ABs,-Peptid (Bachem, Bubendorf, Schweiz) mit 100% 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-
2-propanol (HFIP, Sigma, Taufkirchen) zu 1 mM verdiinnt und aliquotiert. Dann wartete man
bis das fliichtige HFIP unter dem Abzug verdampft war und zentrifugierte anschlieend 30
min bei RT in einer Speedvac® (Eppendorf), um die letzten Losungsmittelriickstinde zu
entfernen. Das reine, klare Peptid wurde dann bei -80°C gelagert. Um AP4,-Oligomere zu
erhalten, wurde ein AP4,-Peptid-Aliquot zu 5 mM in DMSO und anschlieend zu 100 uM in
Extrazelluldrlosung (EZL, siehe 2.6.4) verdiinnt und 24 h bei 4 °C inkubiert. Die AP4;-
Fibrillen wurden ebenso zunichst zu 5 mM in DMSO und dann zu 100 pM in 10 mM HCI
verdiinnt und 24 h bei 37 °C inkubiert.

Die AB4,-Monomere wurden, ohne anschlieBende Inkubation, kurz vor der Messung zuerst in

DMSO (5 mM) and dann in EZL (100 uM) verdiinnt und unmittelbar danach appliziert.

234 Losungen

DMEM (5% FBS) NBA-Medium

DMEM (4,5 g/l Glukose) 459 ml | NBA 480 ml

FBS inaktiviert 25 ml | B27 Supplement 10 ml

Glutamax 100x 5 ml | Glutamax 100x 5 ml

MITO in 10 ml Aqua dest. I ml | Penicillin/ Streptomycin 5 ml
10000 LE.

Penicillin/ Streptomycin Sml

10000 LE.

N2- Supplement 100x 5ml
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DMEM-Enzymlosung

Enzym-Inhibitor-Losung

Cystein 1 mg | Albumin 12,5 mg
CaCl; (100 mM) 0,05 ml | Trypsin-Inhibitor 12,5 mg
EDTA (50 mM) 0,05 ml | DMEM (5% FBS) 5ml
Papain 300 U/ml 0,165 ml

DMEM (4,5 g/l Glukose) 5 ml

HBSS FUDR-Losung

HBSS 500 ml | 5-Fluoro-2’-deoxyuridin 25 mg
Gentamicin (50 mg/ml) 0,5 ml | Uridin 62,5 mg
Fungizone (250 pg/ml) 0,5 ml | DMEM (4,5 g/l Glukose) 12,5 ml
Penicillin/ Streptomycin 5ml

10000 L.E.
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24 Immunfirbungen

Um die Synapsendichte im Hippocampus zu untersuchen, wurden sowohl Féarbungen an
autaptischen Kulturen als auch an 50 pm dicken coronalen Hirnschnitten durchgefiihrt. Die
Hirnschnitte wurden in der jeweiligen Wasch- bzw. Féarbelosung schwimmend angefarbt und

werden daher im Folgenden als floating sections bezeichnet.

24.1 Doppelimmunfluoreszenz bei autaptischen Kulturen

Fiir die zytologischen Untersuchungen wurden Glaspldttchen mit autaptischen Kulturen (18-
20 days in vitro, DIV) durch Einlegen in 4% (m/v) Paraformaldehyd (PFA) in Phosphat-
Puffer (PBS) flir 20 min bei 4 °C fixiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS wurden
unspezifische Bindungsstellen 30 min mit einer Blockierlosung abgesittigt. Die Glaspléttchen
wurden 1 h bei RT mit anti-Mikrotubuli-assoziiertem Protein 2 (MAP-2, 1:100, Chemicon,
Hampshire UK) inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt und die Inkubation mit FITC
(Fluorescein)-konjugiertem goat anti rabbit Antikorper (1:100, Sigma, Tauftkirchen) 1 h bei
RT. AnschlieBend wurde wieder gewaschen und eine weitere Stunde mit Blockierlosung
inkubiert. Danach wurde der fluoreszenzmarkierte monoklonale Synaptophysin Antikorper
zugegeben (1: 1000, Synaptic Systems, Gottingen) und ebenfalls 1 h bei RT stehengelassen.
Nach dem Waschen wurden die Glasplattchen mit Wasser gespiilt und mit einem
Einbettmedium fiir Fluoreszenfarbungen (Fluorescent Mounting Medium, Dako, Hamburg)
auf einem Objekttrager fixiert.

Die Aufnahme der Bilder erfolgte an einem Axiovert 200M Mikroskop (Zeiss, Oberkochen)
mit einem 40er Objektiv (40x/0,6 Korr LD Plan-Neofluar, Zeiss) und mit Hilfe der
Axiovision 4.5 Software (Zeiss). Die Dendritenldnge sowie die Anzahl an Synapsen wurde

mit der analySIS Software (Soft Imaging System, Miinster) bestimmt.

2.4.2 Immunfluoreszenz an floating sections

Fiir die immunhistologischen Untersuchungen wurden die Hirne von Méusen herausprépariert
und in 4% PFA {iiber Nacht fixiert. Am nichsten Tag wurden mit Hilfe eines Vibratoms (VT
1000S, Leica, Wetzlar) 50 um dicke, coronale Schnitte angefertigt. Diese wurden nach einem
Blockierungsschritt mit Antibody Diluent (Ventana Medical Systems inc., Illkirch, France)
iiber Nacht bei 4°C mit einem polyklonalen anti-Synaptophysin Antikérper (1:300,
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Chemicon, Hampshire, UK) gefarbt. Nach dem Waschen erfolgte eine weitere Inkubation mit
biotinyliertem swine-anti-rabbit 1gG (1:150, Dako, Hamburg) und die abschlieBende
Fluoreszenzmarkierung mit Indocarbocyanin (Cy3) gekoppeltem Streptavidin (1:25, Dianova,
Hamburg). Die Schnitte wurden gewaschen, entwéssert (2 min EtOH 70%, 2 min EtOH
100%, 1 min Xylol) und mit Einbettmedium (Coverquick, Labonord, Frankreich) auf einem
Objekttriger fixiert.

Die Aufnahme von Bildern der Schnitte erfolgte mit einem 40er Objektiv (40x/0,8 IR, LD
Achroplan, Zeiss) an einem konfokalen Mikroskop der Firma Zeiss (Axioskop 2FS mot
LSM510) und der dazugehorigen Software (LSM510 Version 3.2). Der Fluoreszenzfarbstoff
Cy3 (Absorptionsmaximum: 550 nm, Emissionsmaximum: 570 nm) wurde mit einem HeNe-
Laser bei 543 nm angeregt und die emittierte Fluoreszenz mit einem Longpass Filter LP560
detektiert. Es wurden z-Stapel aus bestimmten Hippocampusregionen (stratum radiatum und
stratum moleculare) mit einer Rahmengrof3e von 230 um x 230 pm (1024 x 1024 Pixel, 0,22
pm/Pixel) aufgenommen. Die z-Distanz eines jeden z-Stapels betrug 10-15 pm und ergab 20
bis 30 Bilder im Abstand von jeweils 0,5 pm. Alle z-Stapel wurden unter denselben
Bedingungen aufgenommen und anschlieBend mit Hilfe der Funktion Maximum intensity
projection projiziert. Die Messung der Signalintensitét, zur Beurteilung von Synaptophysin-
positiven Strukturen, wurde mit Hilfe eines selbstgeschriebenen Programms von B. Krebs
durchgefiihrt (PictureAnalyzer, B. Krebs, ZNP, Miinchen). Dabei wurde ein immer gleich
bleibender Schwellenwert gesetzt, so dass alle Objekte unterhalb dieses Wertes als
Hintergrund und nur Objekte mit Werten oberhalb des Schwellenwertes als Synaptophysin-

positiv erkannt wurden.
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243 Losungen

Paraformaldehylosung 4% Blockierlosung

PFA 4 g | Bovine serum albumin (BSA) 2%
H,O 50 ml | Normal goat serum (NGS) 10%
NaOH 3 Tr | Triton X-100 0,3%
rihren und auf 55°C PBS Ix ad 10 ml

erhitzen, bis die Losung klar
ist

PBS 2x ad 100 ml

2.5 Nachweis von Proteinen mittels Western Blot

Nach der Herstellung von AP4r-Oligomeren musste deren Oligomerisierung iiber SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-Page) und anschlieBendem Western Blot {iberpriift
werden. Nur so konnte sichergestellt werden, dass bei den Akutexperimenten (3.3) auch
tatsdchlich AB4,-Oligomere appliziert wurden.

Die Bestimmung des Synaptophysingehalts in Paraffinschnitten (3.1.7) erfolgte ebenfalls
mittels Western Blot.

2.5.1 Quantifizierung von Proteinen

Der Proteingehalt der Oligomerpriparationen wurde mittels der Bradford-Methode bestimmt.
Dazu wurde zunéchst eine BSA-Verdiinnungsreihe von 0,125 — 2 mg/ml im entsprechenden
Probenpuffer hergestellt. 1 ml Bio-Rad Protein-Assay (Bio-Rad, Miinchen; 1:5 in H,O
verdiinnt) wurde in eine Kiivette gegeben und jeweils 1ul der Verdiinnungen zugefiigt. Nach
2 min bei RT wurde die Absorption mit einem Photometer (Ultrospec 3000, Amersham,
Freiburg) bei 595 nm bestimmt. Die Proteinproben wurden analog vermessen und anhand der

Verdiinnungsreihe quantifiziert.

2.5.2 Vorbehandlung der Proben

Der Nachweis von Proteinen aus Hirnschnitten erfolgte nach einer kiirzlich von Krebs et al.
publizierten Methode (Krebs et al., 2006). Daflir wurden Paraffinschnitte (coronal, 4 pm)
zundchst entparaffiniert (2 x 10 min in Xylol, 2 x 5 min in EtOH 100%, 2 x 2 min in EtOH
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70%) und mit Kresylviolett angefarbt. AnschlieBend wurde das Gewebe um den zu
untersuchenden Bereich (Hippocampus) mit einem Skalpell entfernt und der Hippocampus in
Probenpuffer (2.6.5) aufgenommen. Nach vollstindiger Lyse der Probe wurde diese 10 min
bei 95°C und anschlieend 60 min bei 55°C auf dem Heizblock (DNA Thermal Cycler,
Perkin Elmer, Wien, Osterreich) inkubiert und dann auf das Gel aufgetragen.

Die Oligomerproben wurden nach der Proteinbestimmung ohne vorheriges Autkochen in

Probenpuffer (NuPage sample buffer, Invitrogen) verdiinnt und auf das Gel aufgetragen.

2.5.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von Proteinen
entsprechend ihrem Molekulargewicht in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat (SDS)
(Weber and Osborn, 1969). Dieses anionische Detergens iiberdeckt die Eigenladung von
Proteinen. Es wird bei der Probenvorbereitung im Uberschuss zu den Proteinen hinzugegeben
und die Probe anschlieBend auf 95°C erhitzt um Sekundédr- und Tertidrstrukturen
aufzubrechen. Zusitzlich konnen durch den Einsatz von reduzierenden Thiolverbindungen (B-
Mercaptoethanol, Dithiothreitol (DTT)) Disulfidbriicken durch Reduktion gespalten werden
(Richter, 2003). Fiir die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen mit einer Molmasse
von 3-200 kDa wurde ein 12%-iges BisTris Gel (NuPage, Invitrogen) verwendet. Nach dem
Befiillen der Geltaschen wurde die Elektrophorese in MES bzw. MOPS/SDS Laufpuffer
gestartet. Die Anfangsspannung betrug 80 V fiir ca. 10 min bis die Proben in das Trenngel
eingelaufen waren. Die weitere Elektrophorese konnte mit 150 V fortgesetzt werden bis die
Bromphenolblau-Front das untere Ende des Gels erreichte. Als Molmassenstandard wurde

eine vorgefarbte Proteinmischung von Invitrogen (SeeBlue®) verwendet.

254 Western Blot

Die in der SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden durch Elektrotransfer auf eine
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran (Immobilon P, Millipore, Schwalbach) iibertragen.
Zuvor wurde diese 30 s in MeOH eingeweicht und mit Wasser abgespiilt. Der Transfer des
Gels erfolgte fiir 1,5 h in einem Elektroblotter (peqlab, Erlangen) bei 80 mA, nachdem dessen
Platten zuvor mit Wasser angefeuchtet wurden. Um den Transfer zu ermoglichen, musste die

PVDF-Membran nach oben und unten durch jeweils zwei, mit Transferpuffer befeuchtete
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Filterpapiere isoliert werden. Die freien Bindungsstellen, der aus dem Elektroblotter
entnommenen Membran, wurden flir 30 min bei RT mit Abséttigungspuffer inkubiert. Danach
erfolgte eine weitere Inkubation der Membran mit dem in Abséttigungspuffer verdiinnten
Primérantikorper [1:5000 anti-Synaptophysin, polyklonal, Chemicon; 1:3000 anti-B-Aktin,
polyklonal Santa Cruz Biotechnologie, Heidelberg, bzw. 1:3000 anti-AB;.17 (6E10)
monoklonal, Sigma, Taufkirchen] fiir 12 h bei 4°C auf dem Schiittelinkubator (Elmi Ltd.
Riga, Lettland).

Um unspezifisch gebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran mehrmals mit
Absittigungspuffer gewaschen. Der Nachweis spezifisch gebundener Antikorper erfolgte
entweder durch Inkubation mit einem polyklonalen goat anti-rabbit oder einem goat anti-
mouse 1gG Sekunddrantikdrper, gebunden an alkalische Phosphatase (1:2000 in
Absittigungspuffer; 45 min, RT; Dako, Hamburg). Durch anschlieBende Inkubation in
alkalischem Puffer sowie Nitro-blau-tetrazolium-chlorid (NBT, Roche, Mannheim) und 5-
Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat (BCIP, Roche, Mannheim) kam es zu einer Farbreaktion,
die in der Ausbildung eines violett-blauen Farbstoffkomplexes sichtbar wurde. Alternativ
erfolgte die Detektion mit einem Peroxidase-gekoppelten Sekundérantikorper (1:2000
Amersham ECL mouse in Abséttigungspuffer, Amersham, Freiburg) und nachfolgender
Darstellung der Banden mit ECL Reagens (Amersham, Freiburg). Die Peroxidase katalysiert
die Umsetzung von Luminol in seine oxidierte Form, wodurch Lumineszenz entsteht. Diese

kann auf einem speziellen Film detektiert werden (Hyperfilm, Amersham).

255 Losungen

Probenpuffer

Tris-HCI (Merck) 1,0244 ¢
Glycerin 10%
SDS 2%
DTT 5%
H,O ad 100 ml
pH 6,8
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20x MES/SDS Laufpuffer 20xMOPS/SDS Laufpuffer

MES 195,2 g | MOPS 2092 ¢

Tris Base 121,2 g | Tris Base 1212 g

SDS 20,0 g | SDS 20,0 g

EDTA freie Séure 6,0 g | EDTA freie Séure 6,0 g

H,O ad 1000 ml | H,O ad 1000 ml

Transferpuffer 0,01 M PB-Puffer

TRIS Base 3,03 g | NaCl 8,18¢g

Glycin 14,4 g | KCl 0,22 ¢

SDS 10% | H,O ad 1000 ml

Methanol 10% | pH 7,4

H,O ad 1000 ml

Absittigungspuffer Alkalischer Puffer

I-Block Pulver (Tropix) 2 g | Tris Base 36,36 g

Tween 20 0,1% | NaCl 584 g

0,01 M PB-Puffer ad 1000 ml | MgCl, 1,02 g
H,O ad 1000 ml

NBT-Stock BCIP-Stock

NBT 50 mg | BCIP 50 mg

DMF 70% 1 ml | DMF 70% 1 ml
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2.6 Elektrophysiologie

Die von Neher und Sackmann 1976 entwickelte Patch-clamp-Technik ermdglicht es, sowohl
transmembrane Strome der gesamten Zellmembran von Neuronen als auch den Strom durch
einzelne Ionenkanédle zu messen und ebenfalls das Membranpotential der gepatchten Zelle zu
modulieren. Die Patch-clamp-Technik stellt ein spezielles Spannungs-Klemm-Verfahren
(Voltage-clamp) dar, deren Hauptaufgabe es ist, Anderungen des Membranpotentials der
untersuchten  Zelle zu  verhindern. Dies erfolgt durch einen negativen
Riickkopplungsmechanismus, bei dem das Membranpotential gemessen und mit der
Sollspannung verglichen wird. Kommt es zu einer Abweichung zwischen Soll- und
gemessener Spannung wird ein Regler aktiviert, der einen entgegengerichteten Strom in die
Zelle injiziert. Dieser Kompensationsstrom repréasentiert den Ionenstrom durch eine
Membran. Er ist genauso groB wie dieser und kann mittels des Patch-clamp-Autbaus
gemessen werden. Bei der Patch-clamp-Technik wird eine spitzgezogene Glaskapillare
(Spitzendurchmesser: 1-2 pum) unter visueller Kontrolle in sehr engen Kontakt mit der
Zellmembran gebracht (Cell-attached-Konfiguration). Die Glaspipette ist gefiillt mit einer
artifiziellen Intrazellulérfliissigkeit und bildet zusammen mit einer chlorierten Silberelektrode
die Patch-Elektrode. Die stabile Membran-Glas-Verbindung mit Widerstdnden im Gigaohm-
Bereich (Gigaohm-Seal) bewirkt durch die elektrische Abschirmung des Membranflecks
(patch) von seiner Umgebung ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhiltnis. Die Stabilitét der
Verbindung zwischen Elektrode und der Membran erlaubt es, mechanische Manipulationen
der Membran durchzufiihren, ohne den hochohmigen Abdichtwiderstand zu zerstéren. So
wird bei der Whole-cell-Konfiguration (Ganzzell-Anordnung), die bei allen Experimenten
angewandt wurde, das Membranstiick unterhalb der Pipettenoffnung durch ruckartiges
Ansaugen herausgerissen und man erhélt einen niederohmigen Zugang zum Zellsoma (Abb.
12). Wihrend dieser Konfiguration tauscht sich das Zytoplasma durch Diffusion schnell mit
der Pipettenldsung aus und es ergibt sich ein definiertes lonenverhéltnis im Innern der Zelle,
das durch die Art der Intrazellularlosung bestimmt wird. Man kann solche Ergebnisse von
Ganzzellmessungen als Mittelung vieler simultan aktiver lonenkanédle auffassen. Messbar ist
das makroskopische Strommuster einer Zelle, ohne dass man den Beitrag einzelner
Ionenkanile aufschliisseln kann. Im Optimalfall bleibt der seitliche Leckwiderstand, erhalten

und somit der Leckstrom gering, so dass der Ionenstrom durch die gesamte verbleibende
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Zellmembran messbar wird. Vom Operationsverstiarker (im Vorverstirker integriert) werden
Spannungsdnderungen des Membranpotentials registriert und durch Initiierung eines
Kompensationsstromes iiber die Patch-Pipette ausgeglichen. Im giinstigsten Fall stellt dieser

Kompensationsstrom das Aquivalent des transmembranen Ionenstromes dar.

A B Cc
PP e PR . ey
- » r ’-’.—-”_——)""O " /’—4‘ - » "
Anné&herung cell-attached whole-cell

Abb. 12: Generierung der Whole-cell-Konfiguration

Das Anniihern der Pipette an die Zelle (A) muss unter angelegtem Uberdruck geschehen, um ein Verschmutzen
der Offnung zu vermeiden. Nachdem der Giga-Seal unter leichtem Unterdruck etabliert wurde (B), wird die
Zellmembran unter Beibehaltung des Giga-Seals durch kurzes kriftiges Saugen durchbrochen und das

Zytoplasma tauscht sich mit der IZL aus (C). PP: Patch-Pipette, N: Neuron.

2.6.1 Patch-clamp-Elektroden

Die Elektroden wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren (Innendurchmesser 0,9 mm,
AuBendurchmesser 1,5-1,8 mm, KIMAX-51°, Kimble Products) mittels eines Vertikalpullers
(PA-10, E.S.F., Goéttingen) in zwei Zugschritten gefertigt. Fiir die Ganzzellableitungen von
autaptischen Hippocampusneuronen wurden Pipetten mit einem Widerstand von 3-4 MQ

verwendet.

2.6.2 Aufbau des Messplatzes

Die optische Einheit bestand aus einem inversen Mikroskop (Axiovert 135, Zeiss,
Oberkochen), ausgestattet mit einem 20er Objektiv (20x/0,4 Korr, LD Achroplan, Zeiss). Zur
Uberwachung der Messung wurde das mikroskopische Bild mittels einer Digitalkamera (CF
15/4, KAPPA, Gleichen) auf einem Monitor abgebildet. Das zu untersuchende Préparat
wurde in die mit Extrazellularlosung durchspiilte Badkammer platziert (Durchflussrate 1,5 - 2
ml/min), die iiber dem Objektiv durch zwei Mikromanipulatoreinheiten in horizontaler Ebene
justiert werden konnte. Die Patch-clamp-Einheit bestand aus einem motorgesteuerten

Mikromanipulator (LN SM1, Luigs & Neumann, Ratingen), der iiber eine Aufnahme fiir den
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Vorverstarker verfiigte, und der eigentlichen Patch-clamp-Apparatur. Der Vorverstirker
besal3 eine Aufnahme fiir den Pipettenhalter, in den die Patch-Pipetten eingesetzt wurden, und
verfligte iiber einen Erdungseingang fiir die Badelektrode. Der Operationsverstirker, der den
Kompensationsstrom reguliert, ist Teil des Vorverstirkers. Ausgehend vom Vorverstirker
wurde das analoge Stromsignal zum Patch-clamp-Verstirker (EPC 9, HEKA, Lambrecht)
geleitet. Der EPC 9 wurde {iiber ein leistungsfihiges Computersystem (Macintosh, G4)
angesteuert. Mittels der speziell fiir Patch-clamp-Messungen entwickelten Software (Pulse
8.50, HEKA) konnte das analog aufgenommene Signal durch den AD-Wandler des EPC 9
digitalisiert dargestellt werden.

Der Messplatz war mit einem zweiten Mikromanipulator ausgestattet (Patchman, Eppendorf),
der iiber eine Aufnahmevorrichtung fiir Quarzglaskapillaren (Innendurchmesser 430 pm,
Polymicro Tech, USA) verfiigte. Diese Kapillaren waren iiber Schlduche mit einem
ventilgesteuerten System zum schnellen Austausch von Losungen (Warner Instruments,
USA) verbunden. Dabei konnte jedes Ventil manuell oder extern iiber einen
Stimulationsgenerator (Tib 14, HEKA) angesteuert werden. Der gesamte Messbereich
(Mikroskop, Vorverstiarker, Mikromanipulator) stand auf einem schwingungsgeddmpften
Tisch (TMC), um Vibrationen zu vermeiden, die ein Verrutschen der Messpipette oder des zu
untersuchenden Priparats zur Folge hitten. Zudem sorgte ein Farraday’scher Kéfig fiir die
notige elektromagnetische Abschirmung, um iiberméaBiges elektrisches Rauschen wéhrend der

Messungen zu verhindern.

2.6.3 Elektrische Eigenschaften der Whole-cell-Konfiguration

Die Zellmembran ldsst sich elektrisch durch ihren Widerstand (R;,) und eine dazu parallel
angeordnete Kapazitit (C,,) darstellen (Abb. 13). Im Whole-cell-Modus, bei dem die Pipette
mit dem Zellsoma leitend verbunden ist, liegt zwischen Silberdraht und Soma ein Widerstand,
der Serienwiderstand Ry an. Im Idealfall entspricht dieser dem Pipettenwiderstand. Da sich
jedoch nach dem Durchbrechen der Membran Fragmente derselben im Miindungsbereich der
Pipette befinden, erhoht sich der Serienwiderstand erheblich. Eine Erh6éhung des
Serienwiderstandes fithrt dazu, dass sich die Umladung des Kondensators (C,,) und der
Kompensationsmechanismus zur Regulation der Spannung verlangsamen und somit

Leitfahigkeitsverdnderungen zeitverzogert und verzerrt wiedergegeben werden. Dadurch kann
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es passieren, dass das Potential der Zelle fiir eine gewisse Zeit vom Sollwert abweicht, was zu
unerwiinschten Depolarisationen der Zellmembran fiihrt. Der Patch-clamp-Verstirker verfiigt
iiber Schaltkreise, die diese Erhohung des Serienwiderstandes kompensieren. Wéhrend der
Messungen kann ein erneutes VerschlieBen der Membran unter der Patch-Pipette (resealing)
ebenfalls zu einer Erhohung des Serienwiderstandes flihren. Aufgrund dieser Tatsache musste
wiéhrend der laufenden Messung stindig der Serienwiderstand iiberpriift werden, um im Falle
eines resealing die Whole-cell-Konfiguration wieder herzustellen oder gegebenenfalls die

Messung abzubrechen (Numberger and Draguhn, 1996).

PP

Membranfragmente Membran

Abb. 13: Ersatzschaltbild der Whole-cell-Konfiguration
Nach dem Durchbrechen der Zellmembran erhdht sich der Serienwiderstand durch Membranfragmente. PP:
Patch-Pipette, Ry Serienwiderstand, C,,; Membrankapzitit, R,,; Membranwiderstand (aus Numberger and

Draguhn, 1996).

2.64 Losungen

EZL fiir non-NMDA-Strome Konzentration (mM)

NaCl 140
HEPES 10
Glucose 10
CaCl, 1 bzw. 4
MgCl, 4

KCl 2.4
Bicuculline 0,015

pH 7,3 (NaOH), 300 mOsm
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EZL fiir NMDA-Strome Konzentration (mM)
NaCl 140

HEPES 10

Glucose 10

CaCl, 4

KCl 2,4

CNQX 0,005

Glycin 0,02

Bicuculline 0,015

pH 7,3 (NaOH), 300 mOsm

IZL fiir (non)-NMDA-Strome  Konzentration (mM)

NaCl 10
K'-Glukonat 125
MgCl, 4,6
EGTA 1
Kreatinphosphat 15
Phosphokreatinkinase 20 U/ml
Na,-ATP 4

pH 7,3 (NaOH), 300 mOsm

2.6.5 Messung synaptischer Strome an Hippocampusneuronen

Alle Messungen wurden bei exzitatorischen Neuronen durchgefiihrt, inhibitorische Zellen
wurden durch den Zusatz von Bicuculline (GABAa-Antagonist, 15 puM) blockiert. Die
Glasplédttchen mit den Neuronen wurden in kleinere Stiicke zerteilt und in die mit
Extrazelluldrlosung (RT) gefiillte Badkammer gelegt. Synaptische Strome wurden nur an
Neuronen gemessen, die alleine auf einer Astrozyteninsel lagen und nur mit sich selbst
Synapsen (= Autapsen) ausbildeten (siche Abb. 11).

Nach Herstellung des Giga-Seals befand sich die Zelle im Cell-attached-Modus. Nach dem
Ausgleichen  kapazitiver Ladestrome (c-fast-Kompensation) und Einstellen des

Membranpotentials auf -70 mV wurde die Whole-cell Konfiguration herbeigefiihrt. War die
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Membran unter der Patch-Pipette durch ruckartiges Ansaugen durchbrochen, so wurde die
Erhohung des Serienwiderstandes durch die Serienwiderstandskompensation und die
kapazitiven Ladestrome durch die c-slow-Kompensation des Patch-clamp-Verstirkers
ausgeglichen. AnschlieBend wurde kurz in die Stromklemmanordung (Current-clamp-Modus)
des Patch-clamp-Verstiarkers umgeschaltet und durch Justierung des Stromes auf 0 mV das
Ruhemembranpotential ~ bestimmt. Es  wurden nur Zellen verwendet, deren

Ruhemembranpotential < -50 mV war.

2.6.5.1 Messung der Spontanaktivitit

Die Spontanaktivitdt wurde unter Zusatz von Tetrodotoxin (TTX, 200 nM) fiir 60 s bei -70
mV aufgezeichnet. Der Zusatz von TTX dient der Blockade spannungsabhingiger Na'-
Kanile, so dass keine Aktionspotentiale, die die Messung storen wiirden, ausgelost werden
konnen.

Anschliefend wurden die Daten gefiltert und ein Template (Vorlage) eines idealen mEPSCs
erstellt. Die Spontanaktivitdt wurde daraufhin mit dem Template-Detektions-Programm von

Axograph 4.5 (Molecular Devices, USA) ausgewertet.

2.6.5.2 Messung AP-induzierter Strome

Die Induktion eines APs erfolgte durch kurzzeitige Depolarisation (1 ms) der Zellmembran
ausgehend vom Ruhemembranpotential von -70 mV auf 0 mV. Dadurch kommt es zur
Vesikelausschiittung zwischen Prd- und Postsynapse des autaptischen Neurons. Die
Transmitterbindung an die non-NMDA- bzw. NMDA-Rezeptoren der Postsynapse fiihrt zu
einem Na'-Ioneneinstrom. Dieser wird definitionsgemiB negativ dargestellt und ist mittels

der Whole-cell Ableitung als EPSC messbar (Abb. 14)
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<«——  Stimulationsartefakt

0.5nA

10ms

~— EPSC

<«—— Amplitude —

<+«——— AP

Abb. 14: Darstellung des gemessenen Stroms wihrend einer einzelnen Stimulation
Das AP ist durch einen schnellen Einstrom positiver Ladung in die Zelle gekennzeichnet. Noch wihrend dessen
Riickbildung fiihrt das darauf folgende EPSC durch die Offnung postsynaptischer Kationenkanile ebenfalls zu

einem negativen Ausschlag. Dieser lonenstrom ist langsamer und die maximale Stromstirke ist geringer.

2.6.5.2.1 Amplitude bei non-NMDA-Stromen
Ausgehend vom Ruhemembranpotential (-70 mV) wurde 5 x auf 0 mV mit einer Frequenz

von 1 Hz depolarisiert und die Amplitude der resultierenden EPSCs aufgezeichnet.

2.6.5.2.2 Amplitude bei NMDA-Stromen
NMDA-Strome wurden unter Zusatz von 5 pM CNQX, 20 uM Glycin, 15 pM Bicuculline
sowie in Abwesenheit von externem Mg>" durch 5 depolarisierende (0 mV) Pulse bei einer

Frequenz von 0,1 Hz gemessen.

2.6.5.2.3 Doppelpulsstimulation

Zur Untersuchung der Kurzzeitplastizitit wurden die Zellen durch gepaarte Pulse (paired-
pulse) in Intervallen von 25-500 ms stimuliert.

Abhingig von der [Ca*']. kann man hierbei entweder eine Paired-pulse facilitation ([Ca* ]
niedrig) oder eine Paired pulse depression ([Ca*’]. hoch) beobachten. Aus diesem Grund
wurden alle Versuche zur Doppelpulsstimulation sowohl bei niedriger (I mM) als auch bei
hoher (4 mM) extrazellulirere Ca>"-Konzentration durchgefiihrt. Die Amplitude der EPSCs
wurde mit dem Programm Pulse 8.6 (HEKA) gemessen und als Verhéltnis des zweiten zum

ersten Stimulus gegen die Intervalllinge aufgetragen.
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2.6.5.2.4 Hochfrequente und repetitive Stimulation

Die hochfrequente und die repetitive Stimulation stellten weitere Parameter zur Untersuchung
der Kurzzeitplastizitit einer Synapse dar. Dazu wurden die Zellen mit 5 Pulsen mit einer
Frequenz von 50 Hz (Hochfrequenzstimulation, HFS), oder mit 30 Einzelpulsen mit einer
Frequenz von 10 Hz (Prolongierte repetitive Stimulation, PRS) stimuliert und die
resultierenden EPSCs aufgenommen. Bei der Auswertung wurden die Amplituden der

Einzelsignale ins Verhiltnis zur Amplitude des ersten EPSCs gesetzt.

2.6.5.3 Messung osmotisch induzierter Strome

Um die GroBe des RRP an synaptischen Vesikeln zu untersuchen, wurde mit Hilfe eines
Systems zum schnellen Austausch von Ldsungen (VC-9 Perfusion Valve Control System,
Warner Instruments, USA) iiber eine Quarzkapillare, zweimal {iber die Zeit von 4 s, im
Abstand von 3 s, eine 500 mM hyperosmolare Saccharoselosung appliziert. Die
Quarzkapillare befand sich dabei ca. 2 mm von der untersuchten Zelle entfernt. Fiir die
Auswertung wurde die Fliche unter der Kurve (4rea under the curve (AUC)) mit der

Axograph Software bestimmt.

2.6.54 Applikation von AB4; -Monomeren, -Oligomeren und -Fibrillen

Zur Untersuchung der Akutwirkung von extrazelluldren Apa,-Peptiden auf die synaptische
Ubertragung wurden Patch-clamp-Messungen vor und nach Applikation von Peptiden, die in
EZL gelost waren, durchgefiihrt. Anfangs wurde durch 5-malige Depolarisation mit einer
Frequenz von 1 Hz (non-NMDA-Strome) oder 0,1 Hz (NMDA-Strome) die Amplitude der
EPSCs gemessen. Es folgte eine Doppelpulsstimulation mit einem Pulsabstand von 50 und
100 ms. AnschlieBend wurde iiber 180 ms die Spontanaktivitidt aufgezeichnet. Nach 60 s
wurden manuell 10 pl der jeweiligen AP4,-Peptidlosung iiber eine Schlauchkapillare, die in
der Néhe der untersuchten Zelle positioniert war, appliziert (Endkonzentration: 1 uM). Es
folgte wiederum die Messung der Amplitude stimulierter EPSCs und die

Doppelpulsstimulation.



2. Material und Methoden

51

2.7
2,71

Messprotokolle
Non-NMDA Strome

Spontanaktivitat

-70 mV

60 s

Amplitude

=

5 Einzelpulse, 1 Hz

Doppelpulsstimulation

Pulsintervall (ms)

25 _

50

B

100
150 “

200 H

300 N

400

500




2. Material und Methoden

52

Hochfrequenzstimulation

il

3 x 5 Einzelpulse, 50 Hz

Prolongierte, repetitive Stimulation

30 Einzelpulse, 10 Hz

Sucrose-Applikation

Sucrose Sucrose
3s
4s 4s
2.7.2 NMDA Strome
Amplitude

LT

5 Einzelpulse, 0,1 Hz




2. Material und Methoden 53

2.7.3
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2.8 Datenaufnahme und Auswertung

Die Datenaufnahme der Patch-clamp-Messungen erfolgte iiber das Programm Pulse 8.50
(HEKA). Die Auswertung und Darstellung der aufgenommenen Daten wurde mit den
Programmen Axograph 4,5 (Molecular Devices, USA), Pulse Fit (HEKA) und dem
Tabellenkalkulationsprogramm EXCEL (Microsoft) durchgefiihrt. Die statistische
Auswertung zur Priifung der Signifikanz der erhobenen Mittelwerte erfolgte mit dem
EXCEL-Statistik-Unterprogramm WinStat. Unterschiede zweier Mittelwerte wurden als
signifikant eingestuft, wenn sie einen p-Wert < 0,05 aufwiesen. Auflerdem wurde bei allen
Mittelwerten als Fehler der Standardfehler des arithmetischen Mittels angegeben (Standard
error of the mean, SEM) (Sachs, 1997).



3. Ergebnisse 55

3. Ergebnisse

Im Folgenden sollen zundchst die Ergebnisse der elektrophysiologischen und
immunhistochemischen Untersuchung der APP-Knockout-Maus dargestellt werden. Im
Anschluss daran folgt die Analyse der PS1 bzw. APP-transgenen Tiere. Abschlieend soll die
Auswirkung synthetisch hergestellter AB-Peptide auf die synaptische Ubertragung gezeigt

werden.

3.1 Analyse der synaptischen Ubertragung in APP-Knockout-Neuronen

Die amyloidogene Prozessierung von APP hat moglicherweise eine physiologische Rolle bei
der synaptischen Ubertragung. Das Spaltprodukt AP kénnte hierbei als Teil eines negativen
Feedbackmechanismus fungieren, dessen Aufgabe es ist, die neuronale Aktivitéit zu regulieren
(Kamenetz et al., 2003). Falls dies zutrifft, sollte sowohl der Verlust von APP, als auch
dessen vermehrte Bildung Einfluss auf die synaptische Ubertragung haben. Um diese
Hypothese zu bestéitigen, wurden zundchst elektrophysiologische Untersuchungen an
Neuronen von APP-Knockout-Miusen sowie im Folgenden an Neuronen von transgenen
APP- bzw. Présenilin-Mausen durchgefiihrt. Alle elektrophysiologischen Arbeiten wurden an
autaptischen, hippocampalen Neuronen (18-20 DIV) durchgefiihrt.

Fiir die Untersuchung der APP-Knockout-Miuse wurden Wurfgeschwister (Littermates), die

homozygote APP”-oder Wiltyp-Tiere waren, verwendet.

3.1.1 Stimulierte und spontane Neurotransmitterfreisetzung

Die Patch-clamp-Messungen erfolgten im Whole-cell-Modus. Hierbei wurden die Zellen 1 ms
von -70 mV auf 0 mV depolarisiert und die Amplitude des daraus resultierenden EPSCs
gemessen. Bicuculline in der Badlésung blockierte die inhibitorischen Stréme. Die hohe Mg
Konzentration verhinderte eine NMDA-Rezeptor Aktivierung. Der am Zellsoma gemessene
Strom ist dadurch nahezu vollstindig AMPA-Rezeptor vermittelt und summiert sich aus den
an jeder Autapse entstehenden EPSCs (Abb. 15A). Der Vergleich der Amplituden zeigte eine
1,7-fache hohere AMPA-EPSC-Amplitude bei APP-Knockout (KO) Zellen im Vergleich zu
Wildtyp (WT) Zellen (2,33 £ 0,34 nA fiir WT und 4,05 £ 0,26 nA fiir KO; *p < 0,05; Abb.
15B). Um herauszufinden, ob die Amplitude von NMDA-Stromen ebenfalls veréndert ist,

wurde diese unter Zusatz von Bicuculline, Glycin, CNQX und in Abwesenheit von
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extrazellulirem Mg®" bei 4 mM [Ca”']. gemessen (Abb. 15C). Es zeigte sich, dass bei APP-
Knockout-Zellen die Amplitude der NMDA-Strome im Vergleich zu Wildtyp-Neuronen ca.
47% groBer war (1,46 + 0,19 nA fiir WT und 2,14 £ 0,24 nA fiir KO; *p < 0,05; Abb. 15D).
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Abb. 15: Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

A, Typischer Verlauf eines AMPA-EPSCs von Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen. B, AMPA-EPSC
Amplitude von Wildtyp- (n = 24) und APP-Knockout-Neuronen (n = 23). C, Typischer Verlauf eines NMDA-
EPSCs von Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen. D, NMDA-EPSC Amplitude in Wildtyp- (n = 35) und
APP-Knockout-Neuronen (n = 33). Die Messungen erfolgten an Neuronen von 6-10 Méusen pro Genotyp an 3-5

unabhéngig voneinander préaparierten Kulturen; *p < 0,05.

Alternativ zur Amplitude der EPSCs kann auch deren Ladung dargestellt werden. Diese war
bei APP-Knockout erwartungsgemidf3 ebenfalls signifikant erhoht (Tab. 2). Die Auswertung
der Kinetik der AMPA- und NMDA-EPSCs anhand der Anstiegszeit (Rise time, 10-90%) und
der Abfallzeit t (Tau) ergab keine Unterschiede bei den zwei Genotypen (Tab. 2).

APP-Knockout-Zellen zeigen also eine erhohte exzitatorische Neurotransmission. Die

Ursachen konnten z.B. eine groBere Empfindlichkeit postsynaptischer Rezeptoren, eine
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erhohte Freisetzungswahrscheinlichkeit synaptischer Vesikel oder eine groflere Anzahl

Synapsen sein.

EPSC Ladung Anstiegszeit Abfallkonstante 1
(€) (ms) (ms)

AMPA EPSC
WT 22.84 £+ 3.28 1.88 £+ 0.14 587 + 0.38
KO 4511 + 443" 230 + 0.18 6.63 £+ 0.32
NMDA EPSC
WT 129.93 + 19.29 7.94 £+ 0.71 69.76 + 5.11
KO 89.13 + 21.19* 7.33 £+ 0.63 58.03 + 5.40

Tab. 2: Zusammenfassung der EPSC Ladung und Kinetik
Dargestellt sind die Mittelwerte von 20-31 Zellen pro Genotyp mit dem Standardfehler des Mittelwertes; *p <
0,05.

Um die Empfindlichkeit postsynaptischer Rezeptoren genauer zu analysieren, wurden
mEPSCs hinsichtlich ihrer Frequenz und Amplitude untersucht (Abb. 16A, B). Es zeigte sich,
dass die mEPSC-Frequenz bei APP-defizienten Neuronen wesentlich hoher war als bei
Wildtyp-Neuronen (3,16 + 0,6 s bei WT und 7,61 £ 1,12 s bei KO; *p < 0,05; Abb. 16C).
Die durchschnittliche mEPSC-Amplitude war jedoch unverdndert (23,69 + 1,23 pA bei WT
und 22,92 + 0,97 pA bei KO; p > 0,05; Abb. 16D), was auf eine unverdnderte
Empfindlichkeit und Anzahl postsynaptischer Rezeptoren schlieBen ldsst (Manabe et al.,
1992).

Indem man die Ladung eines stimulierten EPSCs durch die eines einzelnen mEPSCs teilt,
kann man berechnen, wie viele Vesikel bei einem AP-dhnlichen Stimulus freigesetzt werden.
Hierfiir wurden nur Zellen verwendet, bei denen sowohl stimulierte EPSCs als auch mEPSCs
gemessen wurden. Die Anzahl an Vesikeln, die bei einem stimulierten EPSC freigesetzt
werden, war bei APP-Knockout-Neuronen erwartungsgemél ebenfalls erhoht (306 + 67 bei
WT und 593 + 78 bei KO; *p < 0,05; Abb. 16E).
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Abb. 16: Spontanaktivitit

A und B, Aufzeichnung einiger mEPSCs von Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen. C, mEPSC-Frequenz von
Wildtyp- (n = 25) und APP-Knockout (n = 23) Neuronen. D, mEPSC-Amplitude von Wildtyp- (n = 25) und
APP-Knockout (n = 23) Neuronen. E, Anzahl an Vesikel pro EPSC von Wildtyp- (n = 10) und APP-Knockout (n
= 11) Neuronen. Die Messungen erfolgten an Neuronen von 6-8 Méusen pro Genotyp an 3-4 unabhingig

voneinander priparierten Kulturen; *p < 0,05.

3.1.2 Readily releasable pool und Freisetzungswahrscheinlichkeit

Die synaptische Freisetzungswahrscheinlichkeit P, ist abhéngig von der Grofe des RRP und
der Freisetzungswahrscheinlichkeit der einzelnen Vesikel Py, (Dobrunz, 2002). Daher wurde
zundchst die GroBe des RRP von APP-Knockout und Wildtyp-Neuronen untersucht. Die
Tatsache, dass die Frequenz der mEPSCs bei APP-Knockout-Neuronen signifikant erhoht
war, deutete bereits auf einen groBeren RRP bei APP-Knockout-Neuronen hin. Die
Bestimmung der GroB3e des RRP erfolgte durch Messung der Zellantwort auf die gepulste (3-
4 s) Applikation hyperosmolarer Saccharoselosung (500 mM). Diese Art der Behandlung
induziert, vermutlich durch Deformation der Zellmembran, bedingt durch die hyperosmolare
Saccharoselosung, die Ausschiittung des gesamten Pools an freisetzungsbereiten Vesikel

(RRP) einer Zelle. Man erhélt einen voriibergehenden Einwértsstrom, gefolgt von einer
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steady-state-Komponente (Rosenmund and Stevens, 1996) (Abb. 17A). Indem die Ladung
dieses Einwiartsstroms durch die Ladung eines einzelnen mEPSCs der gleichen Zelle geteilt
wird, ldsst sich berechnen, wie viele Vesikel sich im RRP einer Zelle befinden. Im Vergleich
zu Kontrollzellen zeigten APP-Knockout-Neurone signifikant mehr freisetzungsbereite
Vesikel (5356 + 867 bei WT und 16351 + 2936 bei KO; **p < 0,005; Abb. 17B). Nach
Applikation der Saccharoselésung wurde 3 s gewartet und anschlieBend nochmals Saccharose
appliziert. Dies diente dazu, eventuelle Defekte im Wiederbefiillen des RRP aufzudecken.
Diese Wiederbefiillungsrate (Refilling rate) wurde durch Ermittlung des Verhéltnisses der
Ladung der zweiten Saccharoseantwort zur Ladung der ersten Saccharoseantwort bestimmt.
Die Refilling rate des RRP war bei den beiden Genotypen jedoch nicht verdndert (0,52 + 0,02
bei WT und 0,57 + 0,03 bei KO, Abb. 17C). Als nichstes wurde die vesikuldre Freisetzungs-
wahrscheinlichkeit (Py;) analysiert, um beurteilen zu konnen, ob die Effizienz der AP-
induzierten Vesikelfreisetzung durch den Verlust von APP beeintrachtigt wird. Dazu wurde
die Anzahl Vesikel, die bei einem AP freigesetzt werden, durch die Anzahl an Vesikel im
RRP der gleichen Zelle geteilt. APP-Knockout und Wildtyp-Neurone unterschieden sich nicht
signifikant in ihrer vesikuldren Freisetzungswahrscheinlichkeit (5,4 + 0,5% bei WT und 4,2 +
0,5% bei KO; p > 0,05; Abb. 17D). Die erhaltenen P,,-Werte entsprechen im Wesentlichen
Werten aus anderen Studien mit autaptischen Hippocampusneuronen (Reim, 2001). Die
synaptische Freisetzungswahrscheinlichkeit ist, wie bereits erwihnt, abhéingig von der Grofe
des RRP und der vesikuldren Freisetzungswahrscheinlichkeit. Sie kann auch direkt durch
Applikation von (5R,10S)-(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-
imin hydrogen maleat (Mk-801), einem nicht-kompetitiven NMDA-Rezeptorantagonisten,
bestimmt werden. Durch 100 Stimuli bei einer Frequenz von 0,2 Hz und gleichzeitiger
Applikation von Mk-801 kann die Abnahme der EPSC Amplitude bzw. die Blockierungsrate
aktivierter NMDA-Rezeptoren gemessen werden. Eine schnelle Kinetik, d.h. eine rasche
Blockierung aktivierter NMDA-Rezeptoren, spiegelt hierbei eine hohe synaptische
Freisetzungswahrscheinlichkeit wider. APP-Knockout und Wildtyp-Zellen zeigten beide die
typische Amplitudenreduktion unter Mk-801 Applikation. In Abb. 17E wurde die Amplitude
der Folge-EPSCs ins Verhiltnis zur Amplitude des ersten EPSCs gesetzt und gegen die
Stimulus-Anzahl aufgetragen. APP-Knockout und Wildtyp-Zellen zeigten hierbei zwei

Kurven mit dhnlicher Kinetik, was auf eine effiziente und intakte Freisetzung synaptischer



3. Ergebnisse 60

Vesikel hindeutet. Die unter 3.1.1 beobachtete erhohte Amplitude stimulierter EPSCs bei
APP-Knockout-Neuronen ist demnach nicht auf eine erhohte synaptische

Freisetzungswahrscheinlichkeit zuriickzufiihren.
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Abb. 17: RRP Grofle, Auffiillrate und Freisetzungswahrscheinlichkeit

A, Beispielhafte Saccharoseantwort von Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen. Saccharose wurde fiir 4 s
appliziert, was durch den schwarzen Balken markiert wird. B, Anzahl Vesikel im RRP von Wildtyp- (n = 10)
und APP-Knockout (n = 11) Neuronen. C, Auffiillrate des RRP dargestellt als Verhiltnis der zweiten
Saccharoseantwort zur ersten Antwort, die 3 s vorher gemessen wurde. Das Insert zeigt eine Beispielsmessung.
D, Durchschnittliche vesikulédre Freisetzungswahrscheinlichkeit (Py,) von Wildtyp- (n = 10) und APP-Knockout
(n=11) Neuronen. E, Analyse der Mk-801 Blockierungsrate in Wildtyp- (n = 13) und APP-Knockout (n = 10)
Neuronen. Dargestellt ist die NMDA-EPSC Amplitude normalisiert auf die erste Antwort in Anwesenheit von
Mk-801 gegen die Stimulus-Anzahl der stimulierten EPSCs. Die Messungen erfolgten an Neuronen von 6

Méusen pro Genotyp an 3 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen; **p < 0,05.

313 Kurzzeitplastizitit
Die Kurzzeitplastizitit beschreibt Verinderungen der synaptischen Ubertragung, die mehrere

Millisekunden bis hin zu mehreren Minuten anhalten konnen (Zucker and Regehr, 2002). Die
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repetitive Stimulation, die Hochfrequenzstimulation sowie die Doppelpulsstimulation dienen

der Beurteilung der Kurzzeitplastizitit von Synapsen.

3.1.3.1 Prolongierte repetitive Stimulation und Hochfrequenzstimulation

Die repetitive Stimulation stellt eine weitere Moglichkeit zur Beurteilung der
Freisetzungswahrscheinlichkeit (P;) und der Grofe des RRP dar (Schneggenburger et al.,
1999). Fiir die prolongierte repetitive Stimulation wurden die Zellen mit 30 Pulsen bei einer
Frequenz von 10 Hz, bei der Hochfrequenzstimulation mit 5 Pulsen bei einer Frequenz von 50
Hz stimuliert (Abb. 18A, C). Beide Protokolle wurden bei 4 mM [Ca®']. durchgefiihrt.
Sowohl in Wildtyp als auch in APP-Knockout-Neuronen nahm die relative EPSC Amplitude
(normalisiert auf die Amplitude des ersten EPSCs) kontinuierlich ab (Abb. 18B). Dabei war
der Kurvenabfall bei APP-Knockout-Zellen weniger steil als bei Wildtyp-Zellen Dies deutet
auf mehr Vesikel im RRP und somit auf ein langsameres ,,Erschopfen des RRP hin. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant. Ahnlich verhielt es sich bei der
Hochfrequenzstimulation. Auch hier war der Abfall der Kurve bei APP-Knockout-Neuronen

geringer und der Endpunkt der Messung hoher als bei Wildtyp-Zellen (Abb. 18D).
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Abb. 18: Prolongierte repetitive und Hochfrequenzstimulation

A, Beispielhafte Darstellung der ersten 10 EPSCs einer 10 Hz Stimulation. B, Durchschnittliche EPSC-

Amplitude von Wildtyp- (n = 19) und APP-Knockout (n = 16) Neuronen wéhrend einer 10 Hz Stimulation

normalisiert auf die Amplitude des ersten. EPSCs. C, Beispielhafte Darstellung der ersten 5 EPSCs einer 50 Hz
Stimulation. D, Durchschnittliche EPSC-Amplitude von Wildtyp- (n = 22) und APP-Knockout (n = 23)

Neuronen wéhrend einer 50 Hz Stimulation normalisiert auf die Amplitude des ersten. EPSCs. Die Messungen

erfolgten an Neuronen von 6-10 Mausen pro Genotyp an 3-5 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen.
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3.1.3.2 Doppelpuls-Stimulation

Ein weiteres etabliertes elektrophysiologisches Modell zur Messung der Kurzzeitplastizitét ist
die Doppelpulsstimulation. Dafiir wurde ein autaptisches Neuron zweimal in variierenden
Abstinden ebenfalls durch eine 1 ms dauernde Depolarisation stimuliert. Die
Amplitudenhdhe der beiden EPSCs wurde bestimmt und die zweite Amplitude ins Verhéltnis
zur ersten gesetzt: Ein Verhéltnis groBer eins beschreibt eine PPF, (Abb. 19A), ein Wert
kleiner eins eine PPD (Abb. 19C). Die Ausprigung des jeweiligen Effekts ist vom
Stimulations-Intervall abhingig. Kiirzere Abstande zwischen den Pulsen weisen in aller Regel
eine grofere Amplitudendifferenz auf als langere Intervalle, weil sich die EPSCs
untereinander stirker beeinflussen. Verdnderungen in der Kurzzeitplastizitdt deuten hiufig auf
eine verdnderte synaptische Freisetzungswahrscheinlichkeit hin. Eine Abfolge von APs fiihrt
zur Facilitation bei Synapsen mit niedriger anfianglicher Freisetzungswahrscheinlichkeit und
zur Depression bei Synapsen mit hoher anfanglicher Freisetzungswahrscheinlichkeit. Dieser
Effekt ist jedoch auch von der [Ca’']. abhingig. So fithrt eine Doppelpulsstimulation bei
niedrigem extrazellulirem Ca®" meist zur Facilitation und bei hoher [Ca®']. zur Depression.
Der Vergleich von APP-Knockout-Neuronen mit denen von Wildtyp-Méusen erbrachte
keinen signifikanten Unterschied in der Auspriagung der PPF (Abb. 19B).

Analog zu den Experimenten im niedrig-Calcium Milieu wurde das gleiche
Doppelpulsstimulationsprotokoll (2.7.1) auch bei 4 mM [Ca*"]. durchgefiihrt. In der
Ausprdagung der PPD konnte kein Unterschied zwischen Wildtyp- und APP-Knockout-
Neuronen festestellt werden (Abb. 19D). Der Verlust des APP-Gens in diesen Neuronen hat

somit keine Auswirkungen auf die Kurzzeitplastizitét.
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Abb. 19: Kurzzeitplastizitit

A, Typischer Verlauf einer Doppelpuls-Stimulation von Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen bei 1 mM
[Ca*").. B, Paired-pulse facilitation bei 1 mM [Ca”"], : der Graph beschreibt das Doppelpuls-Ratio (Verhiltnis
der Amplitude vom zweiten zum ersten EPSC) als Funktion von 8 unterschiedlichen Stimulus-Intervallen bei
Wildtyp- (n = 22) und APP-Knockout (n = 21) Neuronen. C, Typischer Verlauf einer Doppelpuls- Stimulation
von Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen bei 4mM [Ca®].. D, Paired-pulse depression bei 4mM [Ca®'], : der
Graph beschreibt das Doppelpuls-Ratio (Verhéltnis der Amplitude vom zweiten zum ersten EPSC) als Funktion
von 8 unterschiedlichen Stimulus-Intervallen bei Wildtyp- (n = 11) und APP-Knockout (n = 13) Neuronen. Die
Messungen erfolgten an Neuronen von 6-8 Méausen pro Genotyp an 3-4 unabhéngig voneinander priparierten

Kulturen.

3.14 Effekt von DAPT auf die stimulierte und spontane Neurotransmitter-
freisetzung

APP-Knockout-Neurone weisen im Vergleich zu Wildtyp-Zellen keine APP- Spaltprodukte

auf. Um herauszufinden, ob die erhohte EPSC-Amplitude bei APP-Knockout-Neuronen durch

den Verlust von y-Sekretase Spaltprodukten bedingt ist, wurde deren Aktivitit in Wildtyp-

Neuronen durch Zugabe von 1 pM N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl-L-alanyl)]-S-phenylglycin
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t-butylester (DAPT, y-Sekretase-Inhibitor) blockiert. Die mit DAPT behandelten Wildtyp-
Neurone zeigten im Vergleich zu unbehandelten Neuronen signifikant hohere AMPA-EPSC
Amplituden (2,76 = 0,30 nA bei WT und 3,66 = 0,30 nA bei mit DAPT behandelten WT
Neuronen; *p < 0,05; Abb. 20A). Die Frequenz der Spontanaktivitit war bei Wildtyp-
Neuronen, die mit DAPT behandelt wurden erhdht (4,01 £ 1,10 s bei WT und 10,18 +1,8 s
bei mit DAPT behandelten WT Neuronen; *p < 0,05; Abb. 20B), was darauf hinweist, dass
der APP-Knockout-Phédnotyp durch Behandeln von Wildtyp-Neuronen mit DAPT imitiert

werden kann.

3.15 Effekt von AB4; und konditioniertem Medium auf die stimulierte und spontane
Neurotransmitterfreisetzung
Wenn die Herstellung des APP-Knockout-Phénotyps mittels Zugabe von DAPT zu Wildtyp-
Neuronen durch eine verminderte Produktion und Sekretion von A bedingt ist, dann sollte es
auch umgekehrt moglich sein, die synaptische Ubertragung durch Zugabe von Aps-
Monomeren oder konditioniertem Wildtyp-Medium zu APP-Knockout-Neuronen zu
beeintrachtigen. Es wurde zunéchst liberpriift, ob sich eine zweitégige Inkubation von APP-
Knockout-Neuronen mit APs-Monomeren in anndhrend physiologischer Konzentration (10
nM) (Seubert et al., 1992) auf die synaptische Ubertragung auswirkt. Bei dieser geringen
ABs-Konzentration ist die Ausbildung von APs-Oligomeren relativ unwahrscheinlich, so
dass ein moglicher Effekt allein auf die Monomerwirkung zuriickzufithren wére. In der Tat
zeigten mit A4, behandelte APP-Knockout-Neurone leichte, jedoch nicht signifikant
reduzierte AMPA-EPSC Amplituden im Vergleich zu unbehandelten APP-Knockout-
Neuronen (4,25 £ 0,53 nA bei KO und 3,43 + 0,40 nA bei mit ABs, behandelten KO
Neuronen; p > 0,05; Abb. 20A). Die Frequenz der Spontanaktivitidt war ebenfalls geringfiigig
kleiner in mit A4, behandelten APP-Knockout-Neuronen (7,45 + 1,02 s bei KO und 5,43 +
1,08 s bei mit ApBa4, behandelten KO Neuronen; p > 0,05; Abb. 20B). Die Inkubation von
APP-Knockout-Zellen mit konditioniertem Wildtyp-Medium, das nach 16 Tagen Kulturzeit
zusammen mit frischem Medium zu den Knockout-Zellen gegeben wurde, ergab dhnliche
Ergebnisse. Sowohl die AMPA-EPSC Amplitude, (4,29 + 0,36 nA bei KO und 3,18 + 0,49
nA bei mit konditioniertem WT-Medium behandelten KO Neuronen; p > 0,05; Abb. 20A) als

auch die Frequenz der Spontanaktivitit, waren bei, mit konditioniertem WT Medium
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behandelten Neuronen leicht reduziert (7,29 £1,17 s bei KO und 6,03 + 1,05 s7'; p > 0,05;
Abb. 20B).

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sowohl monomeres AP, als auch konditioniertes
Wildtyp-Medium die Amplitude stimulierter AMPA-EPSCs sowie die Frequenz der
Spontanaktivitit bei APP-Knockout-Neuronen tendenziell leicht, jedoch nicht signifikant,

verringern. Ganz im Gegensatz zum signifikanten Effekt von DAPT auf Wildtyp-Neurone.
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Abb. 20: Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung und Spontanaktivitt

A, AMPA-EPSC Amplitude von Wildtyp-Neuronen (n = 15) verglichen mit DAPT behandelten Wildtyp-
Neuronen (n = 15), oder von APP-Knockout-Neuronen (n = 15) verglichen mit APP-Knockout-Neuronen, die
entweder mit APy, (n= 15) oder konditioniertem Medium von Wildtyp-Kulturen (n = 15) behandelt wurden. B,
mEPSC-Frequenz von Wildtyp-Neuronen (n = 15) verglichen mit DAPT behandelten Wildtyp-Neuronen (n =
15), oder von APP-Knockout-Neuronen (n = 15) verglichen mit APP-Knockout-Neuronen, die entweder mit
ABy4; (n= 15) oder konditioniertem Medium von Wildtyp-Kulturen (n = 15) behandelt wurden. Die Messungen
erfolgten an Neuronen von 6 Méausen pro Genotyp an 3 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen; *p <

0,05.
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3.1.6 Synapsenanzahl

Basierend auf der erhdhten Amplitude stimulierter EPSCs und des grofleren RRP bei APP-
Knockout-Neuronen stellte sich die Frage, ob sich die Abwesenheit von APP auf die
Synapsenanzahl auswirkt. Daher wurden Immunfluoreszenzuntersuchungen mit Antikdrpern
durchgefiihrt, die zum einen gegen das ubiquitdr in Neuronen vorkommende Mikrotubuli-
assoziierte Protein 2 (MAP-2) und zum anderen gegen Synaptophysin, einem gut
charakterisierten priasynaptischen Marker (Augustin et al., 1999), gerichtet waren (Abb. 21A).
Zuerst wurde die Gesamtdendritenldnge von autaptischen Neuronen bestimmt. Hierbei zeigte
sich eine um 29% erhohte Dendritenldnge bei APP-Knockout-Neuronen im Vergleich zu
Wildtyp-Littermates (1929 + 113 um bei WT und 2486 + 101 um bei KO; ***p < 0,0005;
Abb. 21B). Die Auswertung der Synapsenanzahl ergab bei APP-Knockout-Neuronen eine
signifikant hohere Synapsenzahl als bei Wildtyp-Neuronen (209 + 13 bei WT und 312 + 20
bei KO; ***p < 0,0005; Abb. 21C). Bezog man die Anzahl an Synapsen auf eine bestimmte
Dendritenldnge (10 pum) ergab sich kein signifikanter Unterschied bei den einzelnen
Genotypen (1,19 + 0,07 bei WT und 1,25 + 0,06 bei KO; p > 0,05; Abb. 21D). Aufgrund
dieser Ergebnisse ldsst sich vermuten, dass autaptische Neurone in Abwesenheit von APP
mehr bzw. langere Dendriten und daher auch mehr Synapsen ausbilden. Durch diesen Befund
lassen sich die erhohte Amplitude stimulierter EPSCs, der grof8ere RRP und die erhdhe

Frequenz der Spontanaktivitit bei APP-Knockout-Neuronen erkldren.
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Abb. 21: Darstellung von Dendriten und Synapsen in autaptischen Kulturen

A, Immunfirbung eines autaptischen Neurons. Aa und Ab, MAP-2 Féarbung zur Beurteilung der Gréfle von
Wildtyp- und APP-Knockout-Neuronen. Ac und Ad, Férbung der gleichen Zelle mit einem Synaptophysin-
Antikorper zur Bewertung der Synapsenanzahl. Ae und Af, Kombinierte Aufnahme einer anti-MAP-2 und anti-
Synaptophysin Féarbung. Balken entspricht 25 pum. B, Gesamtdendritenldnge von Wildtyp- (n = 55) und APP-
Knockout- (n = 62) Neuronen. C, Durchschnittliche Synapsenanzahl pro Zelle von Wildtyp- (n = 55) und APP-
Knockout- (n = 62) Neuronen. D, Anzahl Synapsen pro 10 um Dendrit bei Wildtyp- (n = 55) und APP-Knockout
(n = 62)- Neuronen. Die Messungen erfolgten an Neuronen von 10 Miusen pro Genotyp an 5 unabhingig

voneinander priparierten Kulturen; ***p < 0,0005.
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3.1.7 Synaptophysinexpression im Hippocampus

Um herauszufinden, ob sich eine vermehrte Synapsenanzahl auch in vivo zeigt, wurden
immunhistochemische Farbungen an 50 um dicken, coronalen Hirnschnitten von jungen (20
Tage) und alten (11 Monate) APP-Knockout und Wildtyp-Méausen durchgefiihrt. Die Schnitte
wurden hierbei in den entsprechenden Wasch-bzw. Firbelosungen schwimmend (floating
sections) angefarbt. Die Synaptophysin-Intensitidt wurde in zwei Regionen des Hippocampus,
im stratum radiatum und im besonders synapsenreichen stratum moleculare, mit Hilfe eines
konfokalen Laser Scan Mikroskops untersucht (Abb. 22A). Die durchschnittliche
Farbintensitidt Synaptophysin-positiver Endigungen im stratum radiatum war bei 20 Tage
alten APP-Knockout-Mausen um 17 % hoher als bei Wildtyp-Mausen (77,04% + 3,05% bei
WT und 90,13% = 1,95% bei KO; ***p < 0,005; Abb. 22B). Bei 11 Monate alten Tieren
zeigten sich jedoch keine signifikanten Unterschiede (85,77% + 2,19 % bei WT und 88,50%
+ 3,44 % bei KO; p > 0,05; Abb. 22B). Die Auswertung der Synaptophysin-Intensitit im
stratum moleculare zeigte ein dhnliches Bild, auch hier war die Intensitit bei 20 Tage alten
APP-Knockout-Méausen hoher als bei Wildtyp Tieren (75,87% + 3,66% bei WT und 92,81%
+ 1,00% bei KO; **p < 0,005; Abb. 22C). Die adulten (11 Monate) Miuse hingegen zeigten
keinen Unterschied in der Synaptophysin-Intensitit im stratum moleculare (69,73% + 4,58 %
bei WT und 72,90% + 4,97 % bei KO; p > 0,05; Abb. 22C). Diese Ergebnisse stehen im
Einklang mit der unter 3.1.6 beschriebenen erhohten Synapsenbildung in jungen
hippocampalen APP-Knockout-Neuronen.

Um den histologisch beobachteten Unterschied in der Synaptophysin-Expression in Wildtyp
und APP-Knockout-Méusen weiter zu bestdtigen, wurden Western Blots aus der
Hippocampusregion durchgefiihrt. Abb. 22D zeigt einen typischen Blot aus dem
Hippocampus von einer Wildtyp (linke Bahn) und einer APP-Knockout-Maus (rechte Bahn).
Synaptophysin (SYN), das bei 38 kDa (untere Bande) detektiert wird, zeigte ein stérkeres
Signal in der Probe der APP-Knockout-Maus. Als Kontrolle der gleichen Menge an
eingesetztem Gewebe, diente B-Aktin (42 kDa). Die densitometrische Bestimmung der
relativen Synaptophysin-Bandenintensitét (normalisiert auf den B-Aktin-Gehalt) zeigte eine
signifikant hohere Intensitdt bei APP-Knockout-Méusen (0,38 + 0,01 bei WT und 0,44 + 0,01
bei KO, *p <0.05; Fig. 22E).
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Abb. 22: Synaptophysin Firbung an Hirnschnitten

A, Synaptophysin-positive Endigungen im Hippocampus der Maus. Aa und Ab, Uberblick iiber den
Hippocampus von Wildtyp- und APP-Knockout-Mausen: (1) stratum granulosum, (2) stratum moleculare, (3)
stratum lacunosum, (4) stratum radiatum, (5) stratum pyramidale, (6) stratum oriens. MalB3stabbalken 100 pm.
Ac und Ad, Synaptophysin-Farbung des stratum radiatum von Wildtyp- und APP-Knockout-Méusen. Ae und
Af, Synaptophysin-Farbung des stratum muleculare von Wildtyp- und APP-Knockout-Méusen. Maf3stabbalken
25 pum. B, Durchschnittliche Synaptophysin-Fluoreszenzintensitit im stratum radiatum von Wildtyp- (n = 8
Bereiche) und APP-Knockout- (n = 8 Bereiche) Miusen. C, Durchschnittliche Synaptophysin-
Fluoreszenzintensitdt im stratum moleculare von Wildtyp- (n = 8 Bereiche) und APP-Knockout- (n = 8
Bereiche) Méusen. D, Western Blot Analyse der Synaptophysin- (SYN, untere Bande) und B-Aktin- (obere
Bande) Expression in Hippocampusschnitten (4 um) von Wildtyp- und APP-Knockout-Mausen. E, Relative, auf
den [B-Aktin-Gehalt normalisierte Bandenintensitdt der Synaptophysinexpression. Die Proben der APP-
Knockout-Miuse (n = 3) zeigen eine hohere Synaptophysinexpression verglichen mit Wildtyp-Tieren (n = 3).
Die Messungen erfolgten an 2-3 Méausen pro Genotyp aus 2-3 voneinander unabhingigen Littermate-Wiirfen;

**p < 0,005; *p <0,05.

Die Ergebnisse der Western Blots bestdtigen somit die schon aus den Fluoreszenzfiarbungen
erkennbare hohere Expression von Synaptophysin bei jungen APP-Knockout-Tieren. Es ist
daher wahrscheinlich, dass der beobachtete elektrophysiologische APP-Knockout-Phianotyp

auf einer vermehrten Ausbildung von Synapsen beruht.

3.2  Analyse der synaptischen Ubertragung in transgenen PS1- und/oder APP-
Neuronen
Wenn der Verlust des APP und damit die Abwesenheit von Amyloid-Peptiden zu den unter
3.1 beschriebenen Auswirkungen auf die synaptische Ubertragung und Synapsenbildung
fiihrt, stellt sich die Frage, ob eine Uberexpression von mutiertem PS1 und/oder APP die
synaptische Ubertragung ebenfalls beeinflusst. Mutationen im PS1 und APP fiihren zu einer
vermehrten Bildung von Amyloid-Peptiden. Wéhrend bei PS1-Mutationen vermehrt das
amyloidogenere A4, gebildet wird und sich somit das Verhéltnis A4, zu AP4o erhoht, nimmt

bei APP-Mutationen v.a. die Gesamtkonzentration an A zu.

3.2.1 Stimulierte und spontane Neurotransmitterfreisetzung
Als Versuchstierlinien fiir die elektrophysiologischen Untersuchungen an PS1 transgenen

Mausen dienten nicht-transgene FvB/N Wildtyp-Mause (Non-tg) sowie Mause, die entweder
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das unverdnderte humane PS1 (S182, im Folgenden als PS1wt bezeichnet) oder das humane
PS1 mit der A246E Mutation (PSImut) tiberexprimierten. Die Untersuchungen an Miusen
mit einer Mutation im APP wurden an Littermates aus C57Bl/6 Wildtyptieren (WT1) und
Mausen, die humanes APP mit der schwedischen Doppelmutation (670/671 KM—> NL)
(APP23) tiberexprimieren durchgefiihrt. Zusétzlich wurden noch Littermates aus wiederum
C57Bl/6 Wildtyp Tieren (WT2) und Maiuse, die neben der schwedischen Doppelmutation im
hAPP zusiétzlich noch humanes PS1 mit der L166P Mutation (APPPS1) iiberexprimieren,
untersucht. Die Patch-clamp Messungen wurden im Whole-cell Modus an kultivierten,
autaptischen Hippocampusneuronen durchgefiihrt. Bei der Messung stimulierter EPSCs (siehe
Beispiel Abb. 23A) zeigte sich bei Neuronen, die mutiertes humanes PS1 (PSImut)
exprimieren, eine 30% kleinere Amplitude von AMPA-EPSCs im Vergleich zu PSIwt
Neuronen und eine um fast die Hilfte verminderte Amplitude gegeniiber Non-tg Neuronen
(3,66 = 0,42 nA bei Non-tg, 3,24 + 0,42 nA bei PS1wt und 2,16 = 0,22 nA bei PS1mut; *p <
0,05; Abb. 23B). Neurone, die mutiertes humanes APP (APP23) exprimieren, wiesen
lediglich eine geringfiigige, jedoch nicht signifikante, Verminderung auf (3,66 + 0,39 nA bei
WT1 und 3,40 + 0,33 nA bei APP23 p > 0,05; Abb. 23C). Die AMPA-EPSC Amplitude von
APPPS1 Neuronen hingegen war wesentlich kleiner als die der Littermate-Kontrolle WT2
und auch kleiner als die Amplitude von APP23 Neuronen (3,05 + 0,21 nA beit WT2 und 2,35
+ 0,17 nA bei APPPS1; p* <0,05, p** <0,005; Abb. 23B).

Ahnlich verhielt es sich mit der Amplitude von NMDA-EPSCs (siehe Beispiel Abb. 23C).
Auch hier war eine signifikante Reduktion bei Neuronen mit mutiertem PS1 gegeniiber Zellen
mit Wildtyp PS1 und nicht-transgenen Neuronen zu beobachten (2,14 + 0,28 bei Non-tg, 1,68
+ 0,19 bei PS1wt und 0,77 £+ 0,08 bei PS1mut; *p < 0,05; Abb. 23D). Die Amplitude von
APP23 Neuronen war dhnlich wie die der Littermate Kontrolle WT1 (1,52 = 0,12 nA bei WT
und 1,64 £ 0,26 nA bei APP23, p > 0,05; Abb. 23D). APPPS1 Neurone hingegen wiesen
sowohl gegeniiber ihren WT2 Kontrollen als auch gegeniiber APP23 Neuronen signifikant
kleinere NMDA-EPSC Amplituden auf (1,75 + 0,19 nA bei WT2 und 0,92 + 0,17 nA bei
APPPSI; p* < 0,05, p** < 0,005; Abb. 23D).
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Abb. 23: Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

A, Typischer Verlauf eines AMPA-EPSCs bei den verschiedenen Linien. B, AMPA-EPSC Amplitude von Non-
tg (n = 19), PS1wt (n = 30), PS1mut (n = 41), sowie WT1 (n=27), APP23 (n =32), WT2 (n = 34) und APPPS1
(n = 37) Neuronen. C, Typischer Verlauf eines NMDA-EPSCs bei den verschiedenen Linien. D, NMDA-EPSC
Amplitude von Non-tg (n = 15), PS1wt (n = 32), PSImut (n = 27) Neuronen, sowiec WT1 (n = 24), APP23 (n =
23), WT2 (n = 28) und APPPS1 (n = 28). Die Messungen erfolgten an Neuronen von 6-10 Mausen pro Genotyp

an 3-5 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen; **p < 0,005; * p < 0,05.

Dementsprechend war auch die Ladung stimulierter EPSCs bei PS1mut Neuronen geringer
als bei PS1wt Neuronen und nicht-transgenen Zellen. Beim Vergleich der Anstiegszeit (10-
90%) und der Abfallkonstanten t ergaben sich keine Unterschiede bei den verschiedenen

Genotypen (Tab. 3).
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EPSC Ladung Anstiegszeit Abfallkonstante 1
(©) (ms) (ms)

AMPA EPSC
Non-tg 39.39 + 8.04 2.06 £+ 0.19 7.25 + 0.97
PS1wt 4194 + 6.99 214 + 0.24 8.20 + 0.67
PS1mut 20.78 + 2.72* 215 + 0.21 6.72 + 0.44
NMDA EPSC
Non-tg 175.09 + 24.83 7.66 + 0.95 61.19 + 3.55
PS1wt 131.78 + 16.72 8.03 + 1.09 63.95 + 4.89
PS1mut 67.47 + 8.79** 7.01 £ 0.92 60.88 + 4.39

Tab. 3: Zusammenfassung der EPSC Ladung und Kinetik
Dargestellt sind die Mittelwerte von 20-30 Zellen pro Genotyp mit dem SEM; *p < 0,05, **p < 0,005.

Um mogliche Verdnderungen postsynaptischer Rezeptoren genauer zu analysieren, wurden
mEPSCs hinsichtlich ihrer Frequenz und Amplitude untersucht (Abb. 24A). Es zeigte sich,
dass die mEPSC-Frequenz bei PS1mut Neuronen wesentlich geringer war als in PS1wt und
Non-tg Neuronen (8,03 + 1,52 s™' bei Non-tg, 7,95 + 1,53 s™ bei PS1wt und 3,02 + 0,59 s™' bei
PS1mut Neuronen; *p < 0,05; Abb. 24B). APP23 Neurone zeigten eine nahezu unveridnderte
Frequenz verglichen mit WT1 (10,40 + 1,61 s bei WT1 und 9,31 + 1,41 s bei APP23; p >
0,05; Abb. 24B). Die Frequenz von APPPS1 Neuronen war zwar etwas geringer als die von
WT2 und APP23, jedoch waren die Unterschiede nicht signifikant (8,43 + 1,44 s bei WT2
und 6,22 £ 1,18 s bei APPPS1; p > 0,05; Abb. 24B).

Die Amplitude spontaner Ereignisse verhielt sich bei Non-tg, PS1wt und PS1mut sehr &hnlich
(24,34 £ 0,87 pA bei Non-tg, 23,36 + 0,92 pA bei PS1wt und 25,06 + 1,12 pA bei PS1mut
Neuronen; p > 0,05; Abb. 23C). Beim Vergleich von APP23 versus WT1 (22,86 + 0,85 pA
bei WT1 und 20,85 + 0,69 bei APP23, p > 0,05; Abb. 24C) und APPPS1 versus WT2 und
APP23 konnten ebenfalls keine Unterschiede in der Amplitude spontaner Ereignisse
festgestellt werden (20,36 = 0,51 pA bei WT2 und 22,16 + 1,08 bei APPPS1, p > 0,05; Abb.
24C). Dies lasst auf eine unverdnderte Empfindlichkeit und Anzahl postsynaptischer
Rezeptoren schlieBen (Manabe et al., 1992).

Die Anzahl an Vesikeln, die bei einem stimulierten EPSC freigesetzt werden, war bei PS1mut
Neuronen, wie die kleinere Amplitude stimulierter EPSCs vermuten lief3, ebenfalls verringert

(526 + 148 bei Non-tg, 481 £ 111 bei PS1wt und 169 + 68 bei PSImut Neuronen; *p < 0,05;
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Abb. 24D). APP23 Neurone setzten nur unwesentlich weniger synaptische Vesikel pro
stimuliertem EPSC frei als WT1 Neurone (501 + 76 bei WT1 und 458 + 72 bei APP23; p >
0,05; Abb. 24D). APPPS1 Neurone hingegen wiesen sowohl gegeniiber WT2 als auch
gegeniiber APP23 Neuronen signifikant weniger freigesetzte synaptische Vesikel pro

stimuliertem EPSC auf (473 + 87 bei WT und 255 + 40 bei APPPS1; *p <0,05; Abb. 24D).
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Abb. 24: Spontanaktivitit

A, Aufzeichnung einiger mEPSCs der verschiedenen transgenen Linien. B, mEPSC-Frequenz von Non-tg (n =
22), PS1wt (n = 24), PSImut (n = 30), sowie WT1 (n = 25), APP23 (n = 26), WT2 (n = 22) und APPPS1 (n =
26) Neuronen. C, mEPSC Amplitude von Non-tg (n = 22), PS1wt (n = 24), PSImut (n = 30) sowie WT1 (n =
25), APP23 (n = 26), WT2 (n = 22) und APPPS1 (n = 26) Neuronen. E, Anzahl an Vesikel pro EPSC von Non-
tg (n = 25), PS1wt (n = 23), PSImut sowie WT1 (n = 23), APP23 (n =24), WT2 (n = 12) und APPPSI (n = 15)
Neuronen. Die Messungen erfolgten an Neuronen von 10 Méausen pro Genotyp an 5 unabhéngig voneinander

préparierten Kulturen; *p < 0,05.

3.2.2 Readily releasable pool und Freisetzungswahrscheinlichkeit
Die synaptische Freisetzungswahrscheinlichkeit P; ist abhéngig von der Gréf3e des RRP und
der Freisetzungswahrscheinlichkeit der einzelnen Vesikel Py,.. Daher wurde zunichst die

GroBe des RRP der PS1 und/oder APP transgenen Neuronen untersucht (siche Abb. 25A). Bei
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der Bestimmung des RRP zeigten PS1mut Neuronen signifikant weniger freisetzungsbereite
Vesikel in ihrem RRP als Non-tg und PS1wt Neurone (24,7 £+ 5,6 x 10° bei Non-tg, 16,1 + 3,2
x 10’ bei PSIwt und 8,1 + 2,1 x 10’ bei PS1mut; p < 0,05; Abb. 25B). Keinen signifikanten
Unterschied in der Anzahl an RRP Vesikel zeigten sich bei WT1 und APP23 Neuronen (17,2
+3,0x 10°bei WT1 und 18,5 + 3,7 x 10° bei APP23, p > 0,05, Abb. 25B). APPPS1 Neurone
hingegen wiesen signifikant weniger RRP Vesikel sowohl gegeniiber WT2 als auch
gegeniiber APP23 Neuronen auf (20,5 £ 4,5 x 10° bei WT und 9,0 = 1,5 x 10° bei APPPSI, p
< 0,05; Abb. 25B). Die Auffiillrate des RRP war bei den verschiedenen Genotypen nicht
verdndert (0,57 + 0,05 bei Non-tg, 0,55 + 0,02 bei PS1wt, 0,57 + 0,04 bei PSImut, sowie 0,57
+ 0,06 bei WTI, 0,59 + 0,03 bei APP23, 0,49 + 0,03 bei WT2 und 0,55 + 0,03 bei APPPS1 p
> 0,05; Abb. 25C)

Bei der vesikuldren Freisetzungswahrscheinlichkeit ergaben sich weder bei den PS1-
transgenen (4,24% + 0,89 % bei Non-tg, 4,25% + 0,67 % bei PS1wt und 4,41% + 1,37 % bei
PS1mut Zellen; p > 0,05; Abb. 25D) noch bei den APP-transgenen Neuronen (3,15% =+ 0,45%
bei WTI1 und 3,04% + 0,46% bei APP23; p > 0,05; Abb. 25D) signifikante Unterschiede.
Auch die APPPS1 doppeltransgenen Neurone (3,27% =+ 0,48% bei WT2 und 3,81% + 0,62%
bei APPPS1; p > 0,05; Abb. 25D) wiesen keine wesentlichen Unterschiede gegeniiber WT2
Littermates auf.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich folgern, dass die prédsynaptischen Vesikel keinen
Freisetzungsdefekt aufweisen und dass die reduzierte Amplitude stimulierter EPSCs bei
PS1mut und APPPS1 Neuronen mdglicherweise auf einen verringerten RRP zuriickzufiihren

1st.
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Abb. 25: RRP Grofie, Auffiillrate und P,,

A, Beispielhafte Saccharoseantwort der verschiedenen transgenen Linien. Saccharose wurde fiir 4 s appliziert,
was durch den schwarzen Balken angezeigt wird. B, Anzahl Vesikel im RRP von Non-tg (n = 16), PSIwt (n =
13), PSImut (n = 11) sowie WT1 (n = 20), APP23 (n = 17), WT2 (n = 13) und APPPS1 (n = 15) Neuronen. C,
Auffiillrate des RRP von Non-tg (n = 17), PS1wt (n = 15), PSImut (n =16 ) sowie WT1 (n = 20), APP23 (n =
17), WT2 (n = 25) und APPPS1 (n = 25) Neuronen, dargestellt als Verhéltnis der zweiten Saccharoseantwort zur
ersten Antwort, die 3 s vorher gemessen wurde. Das Insert zeigt eine Beispielsmessung. D, Durchschnittliche
vesikuldre Freisetzungswahrscheinlichkeit (P,,) von Non-tg (n =9), PS1wt (n = 11), PSImut (n = 8) sowie WT1
(n=18) und APP23 (n = 13), sowie WT2 (n = 12)und APPPS1 (n = 15) Neuronen. Die Messungen erfolgten an

Neuronen von 8§ Méiusen pro Genotyp an 4 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen: *p < 0,05.

3.23 Kurzzeitplastizitit
Die Kurzzeitplastizitit wurde, wie schon unter 3.1.3 beschrieben, anhand repetitiver
Stimulation (Abb. 26A), Hochfrequenzstimulation (Abb. 26C) und Doppelpuls-Stimulation

untersucht.

3.2.3.1 Prolongierte repetitive Stimulation und Hochfrequenzstimulation

Sowohl in Non-tg als auch in PSIwt und PS1mut Neuronen nahm die relative EPSC
Amplitude (normalisiert auf die Amplitude des ersten EPSCs) kontinuierlich ab (Abb. 26B).
Ahnlich verhielt es sich bei der Hochfrequenzstimulation (Abb. 26D). Es wurden keine
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Unterschiede zwischen PSIwt, PSImut und Non-tg Neuronen hinsichtlich prolongierter,

repetitiver Stimulation und Hochfrequenzstimulation festgestellt.
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Abb. 26: PRS und HFS

A, Beispielhafte Darstellung der ersten 10 EPSCs einer 10 Hz Stimulation. B, Durchschnittliche EPSC-
Amplitude von Non-tg (n = 16), PS1wt (n = 25) und PSImut (n = 32) wihrend einer 10 Hz Stimulation
normalisiert auf die Amplitude des ersten EPSCs. C, Beispielhafte Darstellung der ersten fiinf EPSCs einer 50
Hz Stimulation. D, Durchschnittliche EPSC-Amplitude von Non-tg (n = 21), PS1wt (n =28) und PSImut (n =
35) wihrend einer 50 Hz Stimulation normalisiert auf die Amplitude des ersten EPSCs. Die Messungen

erfolgten an Neuronen von 6-10 Mausen pro Genotyp an 3-5 unabhingig voneinander préiparierten Kulturen.

3.2.3.2 Doppelpuls-Stimulation

Verdnderungen in der synaptischen Freisetzungswahrscheinlichkeit fiihren sehr hiufig zu
Anderungen der Kurzzeitplastizitit. Dabei fiihrt eine Abfolge von APs zur Verstirkung bei
Synapsen mit niedriger und zur Depression bei Synapsen mit hoher initialer
Freisetzungswahrscheinlichkeit. Die Untersuchung der Kurzzeitplastizitdt durch Doppelpuls-
Stimulation (25-500 ms) und Bildung der Doppelpuls-Ratio (Verhiltnis der Amplitude des
zweiten EPSC zur Amplitude des ersten EPSC) der entsprechenden Genotypen ergab keine
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Unterschiede hinsichtlich der Ausprigung der PPF bei niedrigem [Ca*"]. (Abb. 27A, B) sowie
der PPD bei 4 mM [Ca*"]. (Abb. 27C, D).
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Abb. 27: Doppelpuls-Stimulation

A und B, Paired-pulse facilitation bei 1mM [Ca®'].: der Graph beschreibt das Doppelpuls-Ratio (Verhiltnis der
Amplitude vom zweiten zum ersten EPSC) als Funktion von 8 unterschiedlichen Stimulus-Intervallen bei Non-tg
(n=18), PS1wt (n = 24) und PS1mut (n = 40) Neuronen (A,) sowie WT1, APP23, WT2 und APPPS1 Neuronen
(B). C und D, Paired-pulse depression bei 4mM [Ca®'].: der Graph beschreibt das Doppelpuls-Ratio (Verhiltnis
der Amplitude vom zweiten zum ersten EPSC) als Funktion von 8 unterschiedlichen Stimulus-Intervallen bei
Non-tg (n = 12), PS1wt (n = 16) und PS1mut (n = 18) Neuronen (C) sowie sowie WT1, APP23, WT2 und
APPPS1 Neuronen (D). Die Messungen erfolgten an jeweils 10 Méusen von 5 unabhingig voneinander

praparierten Kulturen.

3.24 Effekt von DAPT auf die stimulierte und spontane Neurotransmitter-
freisetzung

Um herauszufinden, ob die unter 3.2.1 beobachtete Amplitudenreduktion stimulierter EPSCs

bei PSImut Neuronen durch y-Sekretase Spaltprodukte (AP, AICD) verursacht wird, wurde

der 7y-Sekretaseblocker DAPT auf Kulturen von PSImut Neuronen gegeben. PSImut

Neurone, die mit DAPT behandelt wurden, zeigten signifikant erhohte Amplituden

stimulierter EPSCs verglichen mit unbehandelten PSImut Neuronen (1,83 + 0,26 nA bei
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PS1mut und 2,65 + 0,28 nA bei DAPT behandelte PS1mut Neurone, *p < 0,05; Abb. 28A).
Ebenso war die Frequenz spontaner Ereignisse hoher bei PS1mut Neuronen die mit
v-Sekretaseblocker behandelt wurden, als bei unbehandelten PS1mut Neuronen (1,72 + 0,49
s bei PSImut und 4,28 + 0,98 s bei mit DAPT behandelten PS1mut Neuronen, *p < 0,05;
Abb. 28B). Der PSImut Phénotyp ist also durch Blockade der y-Sekretase reversibel, was auf
einen Effekt von y-Sekretasespaltprodukten auf die synaptische Ubertragung, bzw. die

Synapsendichte hinweist.
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Abb. 28: Zugabe von DAPT zu PS1mut Neuronen

A, AMPA-EPSC-Amplitude von PSImut Neuronen (n =27) und von PS1mut Neuronen, die mit DAPT
behandelt wurden (n = 25). B, mEPSC-Frequenz von PS1mut Neuronen (n = 22) und von PS1mut Neuronen, die
mit DAPT behandelt wurden (n = 22). Die Messungen erfolgten an Neuronen von 6 Méusen pro Genotyp an 3

unabhingig voneinander praparierten Kulturen; *p < 0,05.

3.2.5 Effekt von Aps-Monomeren auf die stimulierte und spontane Neuro-
transmitterfreisetzung
Die Tatsache, dass die bei PSImut beobachtete Amplitudenreduktion durch DAPT
blockierbar ist, lasst auf eine Beteiligung von y-Sekretasespaltprodukten, z.B. AP, schlieen.
Um dies genauer zu iberpriifen, wurden FvB/N Wildtyp-Neurone mit ABs (100 nM)
inkubiert und nach 2 Tagen gemessen. Es wurde in diesem Fall eine 10-fach hohere APas-
Konzentration als unter 3.1.5 beschrieben benutzt, da schon bei anndhernd physiologischer
Konzentration von 10 nM AP4; bereits eine leichte Depression synaptischer AMPA-Stréme
erkennbar war. Es sollte nun herausgefunden werden, ob sich dieser Effekt bei einer hheren

ABas-Konzentration noch verstirken wiirde. Tatsdchlich zeigten Non-tg Neurone, die mit
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AP, behandelt wurden eine 40%-ige Reduktion in der AMPA-EPSC Amplitude im Vergleich
zu unbehandelten Non-tg Neuronen (2,69 + 0,34 nA bei Non-tg und 1,61 + 0,15 nA bei AB-
behandelten Non-tg Neuronen, *p < 0,05; Abb. 29A). Ebenso war die Frequenz der
Spontanaktivitit signifikant kleiner in Non-tg Neuronen, die mit A4, behandelt wurden, im
Vergleich zu unbehandelten Non-tg Neuronen (4,98 + 1,4 s bei Non-tg und 1,60 + 0,41 s~
bei AB-behandelten Non-tg Neuronen, *p < 0,05; Abb. 29B).
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Abb. 29: Inkubation von Non-tg Neuronen mit AB,,-Monomeren

A, AMPA-EPSC-Amplitude von Non-tg Neuronen (n =9) und von Non-tg Neuronen, die mit AB4, behandelt
wurden (n = 11). B, mEPSC-Frequenz von Non-tg (n = 9)und von Non-tg Neuronen, die mit Af,, behandelt
wurden (n = 10). Die Messungen erfolgten an Neuronen von 4 Mausen pro Genotyp 2 unabhéngig voneinander

préparierten Kulturen; *p < 0,05.

3.2.6 Synapsenanzahl

Da sich die verringerte Amplitude stimulierter EPSCs und der kleinere Saccharosepool bei
PS1mut versus Non-tg und PS1wt Neuronen sowie APPPS1 gegeniiber WT2 Neuronen bisher
weder durch eine verringerte Anzahl postsynaptischer Rezeptoren, noch durch eine
verringerte Freisetzungswahrscheinlichkeit erkldren lieBen, wurde die Synapsenanzahl
untersucht. Daflir wurden die Kulturen mit Antikdrpern gegen den priasynaptischen Marker
Synaptophysin und gegen den dendritischen Marker MAP-2 gefirbt (Abb. 30A) und
anschliefend die Anzahl der Synapsen pro 10 um Dendrit bestimmt. PSImut Neurone zeigten
hierbei signifikant weniger Synaptophysin-positive Punkte pro 10 um Dendrit als PS1wt
Zellen (1,20 = 0,07 bei PS1wt und 0,98 £ 0,05 bei PSImut; *p < 0,05; Abb. 30B). Auch
APPPS1 Neurone wiesen signifikant weniger Synapsen pro 10 um Dendrit als WT2 Neurone
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auf (1,37 £ 0,11 bei WT2 und 1,04 + 0,05 bei APPPS1; *p < 0,05; Abb. 30B). Dieser Befund
stellt vermutlich die Ursache der verringerten Amplitude stimulierter EPSCs, des kleineren
RRPs und der erniedrigten mEPSC-Frequenz in PSImut und APPPS1 Neuronen gegeniiber
den jeweiligen Kontrollen PS1wt bzw. WT2 dar.

PS1wt PS1mut

Abb. 30: Darstellung von Dendriten und Synapsen in autaptischen Kulturen
A, Immunféarbung eines autaptischen Neurons. Aa und Ab, Anti-MAP-2 Farbung zur Beurteilung der Grofie des
Dendritenbaums dargestellt am Beispiel von PS1wt und PS1mut Neuronen. Ac und Ad, Anti-Synaptophysin-

Farbung der gleichen Zelle zur Bewertung der Synapsenanzahl. Ae und Af, Kombinierte Aufnahme einer anti-
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MAP-2 und anti-Synaptophysin Farbung. Der Balken entspricht 25 pum. B, Anzahl Synapsen pro 10 um Dendrit
bei PS1wt (n = 56) und PS1mut (n = 63), sowie WT2 (n = 39) und APPPSI1 (n = 39) Neuronen. Die Messungen
erfolgten an Neuronen von 8 Mausen pro Genotyp an 4 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen; *p <

0,05.

PS1wt Neurone verhalten sich dhnlich wie Non-tg Neurone. Dies macht deutlich, dass die
beobachteten Unterschiede zu PS1mut Neuronen nicht auf die Einbringung des menschlichen
Gens fiir PS1, sondern allein durch die Punktmutation im humanen PS1 bedingt sind. Ebenso
konnte gezeigt werden, dass eine alleinige Uberexpression von mutiertem APP (APP23) nicht
ausreicht, um den elektrophysiologischen Phénotyp zu induzieren. Vielmehr fiihrt die

Kombination mit der L199P PS1-Mutation zu den unter 3.2 beschriebenen Ergebnissen.

3.3 Akuteffekt von synthetischem APy, auf die synaptische Ubertragung

Laut der erstmals von Oda et al. (1994) aufgestellten Oligomer-Hypothese, sind weder Ap-
Monomere noch unldsliche Fibrillen, sondern Idsliche AP-Oligomere (ADDLs) fiir die
Neuronen- bzw. Synapsenschadigung bei der Alzheimer-Erkrankung verantwortlich (Oda et
al., 1994; Oda et al., 1995). Untersuchungen von Demuro et al. (2005) zeigten bereits ca. 5 s
nach Applikation von AP-Oligomeren einen raschen Anstieg der [Ca®']; (Demuro et al.,
2005). Die Freisetzung synaptischer Vesikel ist ebenfalls Ca*"-abhingig. Daher sollte sich
eine Anderung darin in einer Verinderung stimulierter EPSCs sowie in der Spontanaktivitit
zeigen. Bei den unter 3.2 erhaltenen Ergebnissen, die auf eine Beeinflussung der synaptischen
Ubertragung durch A schlieBen lassen, konnte nicht zwischen den einzelnen Ap-Spezies
unterschieden werden. Deswegen wurde untersucht, ob die externe Akutapplikation von
diversen A4r-Formen (Monomere, Oligomere oder Fibrillen) in einer Konzentration von

1 uM Verdnderungen in der Amplitude stimulierter EPSCs, der Spontanaktivitit sowie der

Kurzzeitplastizitit hervorruft.

3.3.1 AP4s-Monomere
APBs-Monomere unterscheiden sich beziiglich ihres Aggregationsverhaltens und ihrer
Neurotoxizitdt wesentlich von APs-Monomeren. Sie gelten als die eigentliche toxische

Spezies (Zou et al., 2003).
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3.3.1.1 Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

Hierfiir wurde nach Durchfiihrung der Kontrollmessungen eine frisch hergestellte Losung von
ABs-Monomeren (1 pM) iiber eine Pipette vor die zu messende Zelle appliziert. Nach der
Zugabe wurden die Folgemessungen innerhalb von 2-5 min durchgefiihrt (Abb. 31A, C).
Beim Vergleich der AMPA-EPSC-Amplituden zeigte sich kein Unterschied zwischen
Messungen vor und nach AB4,-Applikation (1,98 & 0,47 nA bei der Kontrolle und 1,78 + 0,45
nA nach ABs-Zugabe, p > 0,05; Abb. 31B). Ahnlich verhielt es sich mit der Amplitude
stimulierter NMDA-Strome. Auch hier waren keinerlei Verdnderungen der Amplitude
erkennbar (2,05 £+ 0,54 nA bei der Kontrolle und 1,97 + 0,41 nA nach A4,-Zugabe, p > 0,05;
Abb. 31D).
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Abb. 31: Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

A, Typischer Verlauf eines AMPA-EPSCs vor und nach Applikation von AB4,. B, AMPA-EPSC-Amplitude in
Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von Ay,. C, Typischer Verlauf eines NMDA-EPSCs vor und nach
Applikation von AB,,. D, NMDA-EPSC-Amplitude in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von A4, (n =
9). Die Messungen erfolgten mit 2 unterschiedlichen Monomerpréparationen an Neuronen von 4 M&usen an 2

unabhéngig voneinander préaparierten Kulturen.
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3.3.1.2 Spontane Neurotransmitterfreisetzung und Kurzzeitplastizit:it

Fiir die Untersuchung der Spontanaktivitit wurde diese iiber 3 min aufgezeichnet und nach

1 min die AP4-Monomere (1 pM), wie unter 3.3.1.1 beschrieben, appliziert (Abb. 32A).
Hierbei konnte weder eine Verdnderung in der Frequenz (2,30 + 0,75 s™' bei der Kontrolle und
2,08 £ 0,64 s nach ABsr-Zugabe, p > 0,05; Abb. 32B) noch in der Amplitude (17,12 + 0,78
pA bei der Kontrolle und 16,56 + 0,86 pA nach Af4-Zugabe, p > 0,05; Abb. 32C) der
spontanen Ereignisse festgestellt werden. Auch die Doppelpuls-Stimulation mit einem
Stimulus-Intervall von 50 (Abb. 32D) und 100 ms zeigte keinerlei Verdnderungen nach
Monomerapplikation (0,55 £+ 0,08 bei 50 ms und 0,61 + 0,08 bei 100 ms Stimulus-Intervall
bei der Kontrolle und 0,55 £+ 0,08 bei 50 ms und 0,58 + 0,07 bei 100 ms Stimulus-Intervall
nach AP4-Zugabe, p > 0,05; Abb. 32E).
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Abb. 32: Spontane Neurotransmitterfreisetzung und Kurzzeitplastizitit
A, Typischer Verlauf der Spontanaktivitit mit APs-Applikation nach 60 s (schwarzer Pfeil). B, mEPSC-
Frequenz in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von ABs, (n = 9). C, mEPSC-Amplitude in Neuronen

vor (Kontrolle) und nach Zugabe von A4, (n =9). D, Beispiel einer Doppelpuls-Stimulation (50 ms Stimulus-
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Intervall) vor (Kontrolle) und nach AB4-Zugabe. E, Doppelpuls-Stimulation von AMPA-Strémen in Neuronen
vor (Kontrolle) und nach Zugabe von AP4 (n =8). Die Messungen erfolgten mit 2 unterschiedlichen

Monomerpriparationen an Neuronen von 4 Miusen an 2 unabhéngig voneinander praparierten Kulturen.

3.3.2 AP42-Oligomere
Zunichst wurde die Oligomerisierung der APs- Monomere mittels Western Blot iiberpriift

(sieche 2.6.4). Dabei zeigte sich, dass bei dieser Art der Oligomerherstellung (Klein, 2002;
Stine, Jr. et al., 2003) hauptséchlich niedermolekulare A4,-Di-, Tri- und Tetramere gebildet

werden (Abb. 33).
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Abb. 33: Detektion von Af4,-Oligomeren mittels Western Blot

Dargestellt sind die Banden von zwei unterschiedlichen Oligomer-Préparationen (Spur 1 und 2) unter

Verwendung des 6E10 anti-Af,.;;-Antikdrpers und Detektion durch Chemilumineszenz.

3.3.2.1 Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

Die Applikation der ADDLs erfolgte auf die gleiche Weise wie die der Monomere unter
Beibehaltung des Messprotokolls (beispielhafter EPSC-Verlauf sieche Abb. 34A, C). Hierbei
konnten keine Unterschiede in der Amplitude stimulierter AMPA-EPSCs (2,69 + 0,44 nA bei
der Kontrolle und 2,78 + 0,47 nA nach ADDL-Zugabe, p > 0,05; Abb. 34B) und NMDA-
Strome (2,31 £+ 0,33 nA bei der Kontrolle und 2,23 + 0,38 nA nach ADDL-Zugabe, p > 0,05;

Abb. 34D) festgestellt werden.
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Abb. 34: Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

A, Typischer Verlauf eines AMPA-EPSCs vor und nach Applikation von ADDLs. B, AMPA-EPSC-Amplitude
in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von ADDLs (n = 30). C, Typischer Verlauf eines NMDA-EPSCs
vor und nach Applikation von ADDLs. D, NMDA-EPSC-Amplitude in Neuronen vor (Kontrolle) und nach
Zugabe von ADDLs (n = 14). Die Messungen erfolgten mit 3 unterschiedlichen Oligomerpréparationen an

Neuronen von 6 Méusen an 3 unabhéngig voneinander préparierten Kulturen.

3.3.2.2 Spontane Neurotransmitterfreisetzung und Kurzzeitplastizit:it

Aus der Untersuchung der Spontanaktivitit (siche Abb. 35A) ergaben sich ebenso keine
Unterschiede in der Frequenz (4,28 + 1,18 s bei der Kontrolle und 4,07 + 1,14 s™ nach
ADDL-Zugabe, p > 0,05; Abb. 35B) und der Amplitude (18,76 + 0,68 pA bei der Kontrolle
und 17,92 + 0,59 pA nach ADDL-Zugabe, p > 0,05; Abb. 35C) der spontanen Ereignisse.
Ebenso zeigten sich bei der Untersuchung der Kurzzeitplastizitét (beispielhafter Verlauf sieche
Abb. 35D) keine Verdnderungen nach ADDL-Applikation (0,89 + 0,02 bei 50 ms und 0,85 +
0,04 bei 100 ms Stimulus-Intervall bei der Kontrolle und 0,85 + 0,02 bei 50 ms und 0,83 +
0,04 bei 100 ms Stimulus-Intervall nach ADDL-Zugabe, p > 0,05; Abb. 35E).
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Abb. 35: Spontane Neurotransmitterfreisetzung und Kurzzeitplastizitit

A, Typischer Verlauf der Spontanaktivitit mit ADDL Applikation nach 60s (schwarzer Pfeil). B, mEPSC-
Frequenz in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von ADDLs (n = 27). C, mEPSC Amplitude in
Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von ADDLs (n = 27). D, Beispiel einer Doppelpuls- Stimulation (50
ms Stimulus-Intervall) in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von ADDLs. E, Doppelpuls-Stimulation
von AMPA-Stromen in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von ADDLs (n = 21). Die Messungen
erfolgten mit 3 unterschiedlichen Oligomerpraparationen an Neuronen von 6 Méiusen an 3 unabhingig

voneinander préparierten Kulturen.

333 ApP42-Fibrillen
AB-Fibrillen galten lange Zeit als urséchlich toxische Spezies (Lorenzo and Yankner, 1994;
Pike et al., 1991; Pike et al., 1993). Neuere Untersuchungen weisen ihnen jedoch nur noch

geringe Bedeutung bei der AP vermittelten Toxizitdt zu (Demuro et al., 2005).
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3.3.3.1 Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

Die Applikation der AB-Fibrillen (1 uM) (Abb. 36A) hatte keinen Einfluss auf die AMPA-
vermittelte EPSC-Amplitude (3,55 £+ 0,44 nA bei der Kontrolle und 3,49 + 0,43 nA nach
Fibrillen-Zugabe, p > 0,05; Abb. 36B).

A

w

Kontrolle +Fibrillen

1nA

25ms

AMPA-EPSC Amplitude (nA)

Kontrolle + Fibrillen

Abb. 36: Stimulierte Neurotransmitterfreisetzung

Typischer Verlauf eines AMPA-EPSCs vor und nach Applikation von Fibrillen. B, AMPA-EPSC-Amplitude in
Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von Fibrillen (n = 17). Die Messungen erfolgten mit 2
unterschiedlichen Fibrillenpraparationen an Neuronen von 4 Miusen an 2 unabhingig voneinander priparierten

Kulturen.

3.3.3.2 Spontane Neurotransmitterfreisetzung und Kurzzeitplastizitit

Bei der Analyse der Spontanaktivitit (Abb. 37A) konnten weder in der Frequenz (3,78 = 1,13
s bei der Kontrolle und 3,89 + 0,84 s nach Fibrillen-Zugabe, p > 0,05; Abb. 37B) noch in
der Amplitude (19,15 £ 0,67 pA bei der Kontrolle und 18,45 + 0,58 pA nach Fibrillen-
Zugabe, p > 0,05; Abb. 37C) Unterschiede, vor und nach Fibrillen-Zugabe beobachtet
werden. Auch die Doppelpuls-Stimulation (Abb. 37D) zeigte keinerlei Verdnderungen nach
Fibrillen-Applikation (0,82 £+ 0,02 bei 50 ms und 0,75 £ 0,04 bei 100 ms Stimulus-Intervall
bei der Kontrolle und 0,83 + 0,02 bei 50 ms und 0,79 £+ 0,04 bei 100 ms Stimulus-Intervall
nach Fibrillen-Zugabe, p > 0,05; Abb. 37E).
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Abb. 37: Spontane Neurotransmitterfreisetzung und Kurzzeitplastizitit

A, Typischer Verlauf der Spontanaktivitidt mit Fibrillen-Applikation nach 60 s (schwarzer Pfeil). B, mEPSC-
Frequenz in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von Fibrillen (n = 21). C, mEPSC-Amplitude in
Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von Fibrillen (n = 21). D, Beispiel einer Doppelpuls-Stimulation (50
Stimulus-Intervall) in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von Fibrillen. E, Doppelpuls-Stimulation von
AMPA-Stromen in Neuronen vor (Kontrolle) und nach Zugabe von Fibrillen (n = 21). Die Messungen erfolgten
mit 2 unterschiedlichen Fibrillenpriparationen an Neuronen von 4 Maidusen an 2 unabhingig voneinander

préparierten Kulturen.

Die Akutapplikation von AP in mono-, oligomerer und fibrillirer Form scheint somit
zuniichst keinen Einfluss auf die stimulierte und spontane synaptische Ubertragung zu

besitzen. Mogliche Ursachen dafiir sollen in der Diskussion unter 4.3 erdrtert werden.
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4. Diskussion der Ergebnisse

Die Diskussion gliedert sich in vier Teile. Zunichst sollen die Ergebnisse der Untersuchung
der APP-Knockout-Maus im Hinblick einer moglichen physiologischen Funktion von APP-
Spaltprodukten an der Synapse diskutiert werden. Anschlieend soll anhand der Ergebnisse
der Untersuchung von transgenen Tiermodellen des Morbus Alzheimers erortert werden, ob
diese Funktion von APP Spaltprodukten durch Mutationen im APP- bzw. PS1-Gen
modifiziert wird. Im dritten Teil dieses Kapitels sollen die Experimente diskutiert werden,
deren Ziel die Uberpriifung war, wie schnell AB die synaptische Ubertragung moduliert und
ob der durch AP vermittelte Effekt abhidngig von dessen Aggregationszustand ist. Der letzte
Teil beschiftigt sich mit der Relevanz der erhobenen Befunde fiir das Verstdndnis der

Ursachen und der Therapie des Morbus Alzheimer.

4.1 Auswirkungen des Verlustes des Amyloid Precursor Proteins auf die synaptische
Ubertragung

In den elektrophysiologischen Untersuchungen an kultivierten, autaptischen APP-Knockout-
Neuronen konnte eine gesteigerte synaptische Ubertragung gezeigt werden. Sowohl die
Amplitude stimulierter EPSCs als auch die Frequenz ihrer Spontanaktivitdt waren erhoht.
Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen ergab sich ein vergroBerter Pool
fusionskompetenter synaptischer Vesikel bei gleich bleibender synaptischer und vesikuldrer
Freisetzungswahrscheinlichkeit. Die quantitativen immunhistochemischen Untersuchungen
kultivierter, autaptischer Neurone und der Hirnschnitte von 3 Wochen alten Tieren deuten
darauf hin, dass die oben beschriebenen -elektrophysiologischen Beobachtungen sehr
wahrscheinlich auf eine Erhohung der Anzahl funktioneller Synapsen pro Neuron
zurilickzufiihren sind. Ein gesteigertes Neuriten- und Dendritenwachstum und eine dadurch
bedingte vermehrte Synapsenbildung konnte auch erkldren, warum APP-Knockout-Méuse
eine erhohte Empfindlichkeit und Toxizitdt gegeniiber dem Neurotransmitter Glutamat
aufweisen (Steinbach et al., 1998).

Altere Tiere (11 Monate) zeigten keine vermehrte Synapsenausbildung. Auch friihere Studien
(Heber et al., 2000; Phinney et al., 1999; Seabrook et al., 1999b) haben keine Hinweise einer
verstirkten Synapsendichte bei adulten APP-Knockout-Miusen gezeigt. Ferner haben

konventionelle elektophysiologische Messungen mit scharfen Elektroden am Hirnschnitt
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adulter Tiere keine Auffilligkeiten gezeigt, bis auf eine Beeintrdchtigung der
Langzeitpotenzierung (Dawson et al., 1999; Seabrook et al., 1999a).

Was konnen die Ursachen dafiir sein, dass der Verlust von APP nur die Synapsenanzahl in
jungen, jedoch nicht in adulten Tieren beeinflusst? Prinzipiell kommen zwei Mechanismen in
Frage: Entweder beschleunigt der Verlust von APP die Synapsenbildung in den ersten Tagen
der Entwicklung und normalisiert sich danach, oder es besteht eine generell erhdhte
Ausbildung von Synapsen in APP-Knockout Tieren, die durch eine gesteigerte
Synapsenelimination in der weiteren Entwicklung kompensiert wird. Die erste Moglichkeit ist
zwar nicht auszuschlieen, jedoch nicht sehr wahrscheinlich. Die Synapsenbildung in
autaptischen Kulturen erreicht normalerweise wahrend der zweiten bis dritten Woche in
Kultur ein Plateau (Zhang and Benson, 2001), die Messungen erfolgten jedoch zwischen Tag
18 und 21, also zu einem Zeitpunkt, an dem die Phase der vermehrten Synapsenbildung im
Wesentlichen abgeschlossen ist. Somit ist es wahrscheinlicher, dass es zu einer generell
gesteigerten Bildung von Synapsen kommt, diese jedoch im weiteren Verlauf der
Entwicklung wieder ausgeglichen wird durch eine verstarkte Eliminierung.

Welche Domine des APP bzw. der Verlust welcher Doméne kann verantwortlich sein fiir die
erhohte Synapsendichte bei APP-Knockout Tieren? Eine kiirzlich durchgefiihrte
elektrophysiologische Studie an kultivierten Neuronen von PS1-Knockout Méusen fiihrte zu
Ergebnissen, die den unseren sehr dhnlich sind. Auch hier wurde eine erhdhte Frequenz
spontaner Ereignisse sowie eine vermehrte Synapsenbildung beobachtet (Parent et al., 2005).
PS1 ist ein essentieller Bestandteil des y-Sekretase-Komplexes und an der Spaltung von APP
und der Bildung von A beteiligt. Denkbar wére, dass die elektrophysiologischen Befunde an
APP-Knockout-Neuronen auf den Verlust von APP-Spaltprodukten, genauer gesagt AP oder
der APP-intrazelluldiren Doméne zuriickzufiihren sind. In 3.1.4 wurde gezeigt, dass eine
Blockade der y-Sekretase und somit auch der Bildung von APP-Spaltprodukten durch DAPT
bei Wildtyp-Neuronen ebenfalls zu einer signifikanten Erhéhung, sowohl der Amplitude
stimulierter EPSCs, als auch der Frequenz spontaner Ereignisse fiihrte. Es ist somit moglich,
den APP-Knockout Phénotyp durch Gabe von DAPT zu Wildtyp-Zellen zu imitieren. Ob
dafiir die intrazellulire Doméne von APP oder intra- bzw. extrazelluldres AP verantwortlich
sind, kann nicht definitiv geklart werden. Eine Beteiligung von AICD an der Auspriagung des

APP-Knockout Phénotyps erscheint jedoch als nicht sehr wahrscheinlich, da AICD auch in
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APP-Knockout-Neuronen vorhanden ist. Es existieren ndmlich zwei weitere Proteine in APP-
Knockout-Neuronen, die dem APP sehr éhnlich sind, das Amyloid precursor like protein
(APLP) 1 und 2. Diese Proteine werden ebenfalls von der y-Sekretase gespalten und fiihren
zur AICD-Bildung. Thnen fehlt jedoch die AB-Doméne (Slunt et al., 1994; Wasco et al., 1992;
Wasco et al., 1993). Eine Beteiligung von Ap-Peptiden hingegen ist sehr wviel
wahrscheinlicher. Um dies experimentell zu priifen, wurden synthetische AB-Monomere in
physiologischer Konzentration (10 nm) auf APP-Knockout Kulturen appliziert. Tatséchlich
zeigte sich durch extrazelluldr appliziertes AP eine Reduktion der Amplitude stimulierter
EPSCs und der Frequenz spontaner Ereignisse. Dieser Unterschied war jedoch im Gegensatz
zum signifikanten Effekt, den die Applikation von DAPT auf Wildtyp-Kulturen zeigte, nicht
signifikant. Dies konnte einerseits daran liegen, dass DAPT den y-Sekretasekomplex und
somit die AB-Bildung komplett inhibiert, so dass AP iiberhaupt nicht sezerniert werden und
somit auch nicht an der Synapse wirksam sein konnte. Andererseits war bei der externen Ap-
Applikation (10 nM) die an der synaptischen Plasmamembran vorhandene Menge an Af}
vermutlich zu gering, um signifikante Effekte zu zeigen.

Somit deuten diese Resultate auf eine wichtige physiologische Bedeutung von AP bei der
Modulierung der Synapsenbildung und —funktion hin. Diese These findet immer stérkere
Unterstiitzung. Zum Beispiel wurde vor kurzem gezeigt, dass eine APP-Uberexpression in
hippocampalen Hirnschnitten zu einer Unterdriickung sowohl von AMPA- als auch von
NMDA-mediierten synaptischen Stromen, sowie zu einer Reduktion der Frequenz spontaner
Ereignisse flihrte. Bei der Expression von Konstrukten mit mutiertem APP, die kein A
bilden konnten, war dieser Effekt nicht zu beobachten (Kamenetz et al., 2003). Weiterhin
zeigten Kamenetz et al. dass die Bildung und Sezernierung von AP abhidngig von der
neuronalen Aktivitdt ist. Eine hohe neuronale Aktivitdit bewirkt eine vermehrte J3-
Sekretasespaltung von APP und die Bildung von B-CTF, welches als Substrat der y-Sekretase
dient und zu einer vermehrten AP-Bildung fiihrt. Die erhohte AP-Bildung wiederum
unterdriickt die synaptische Ubertragung, wodurch die neuronale Aktivitit reduziert wird.
Somit wire es moglich, dass die physiologische Funktion von AP in einem negativen

Feedback-Mechanismus liegt (Kamenetz et al., 2003).
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Abb. 38: Méglicher Zusammenhang zwischen neuronaler Aktivitiit und APP-Prozessierung

Die neuronale Aktivitit reguliert die B-Sekretasespaltung von APP. Die Bildung von AP fiihrt zur Depression
der synaptischen Ubertragung, welche iiber einen negativen Riickkoppelungsmechanismus die neuronale

Aktivitdt reguliert (Kamenetz et al. 2003).

Die Mechanismen, iiber die AP das Neuriten- bzw. Dendritenwachstum und die Anzahl
funktioneller Synapsen moduliert, werden in weiteren Untersuchungen zu kléren sein. Ein
moglicher Mechanismus konnte in der Modulation von Ionenkanélen der Zellmembran durch
AP liegen. So konnten Ramsden et al. einen erhdhten Ca®* und K'-Einstrom in Kortexneurone
nach Inkubation mit 16slichem A zeigen (Ramsden et al., 2001; Ramsden et al., 2002).
Verdnderungen der Ca*’-Homdostase konnten sich somit auf das Neuriten- und
Dendritenwachstum sowie die Synapsenbildung auswirken (Fink et al., 2003; Williams et al.,
1992). Es wurde auBerdem gezeigt, dass z.B. auch die Beweglichkeit von dendritischen

Filopodien durch Ca®" Influx moduliert wird (Matus, 2000; Yuste et al., 2000).



4. Diskussion der Ergebnisse 95

4.2. Beeinflussung der synaptischen Ubertragung durch PS1- bzw. APP-Mutationen
Mutationen im PS1 stellen die hdufigste Ursache familidr bedingter Alzheimer-Fille dar und
besitzen eine Penetranz von 100%. Sie filhren zu einem sehr frithen (40-60 Jahre)
Erkrankungsbeginn und sind gekennzeichnet durch eine erhdhte APa-Produktion (Hardy,
1997; Murayama et al., 1999).

Die Untersuchung hippocampaler Primarzellkulturen von Méusen, die humanes PS1 mit der
A246E Mutation aufweisen, hat gezeigt, dass die synaptische Ubertragung in diesen
Neuronen signifikant vermindert ist. Sowohl die Amplitude stimulierter EPSCs als auch die
Frequenz spontaner Ereignisse war verringert. Diesen Ergebnissen entsprechend, zeigte sich
eine reduzierte Anzahl an Vesikel im RRP, die sich durch die immunhistochemisch
nachgewiesene, reduzierte Synapsenanzahl erklaren lieB3.

Diese Daten sprechen fiir eine wichtige Rolle von AP bei der synaptischen Ubertragung und
unterstiitzen die Ergebnisse aus der Untersuchung der APP-Knockout-Maiuse, bei denen eine
erhdhte synaptische Ubertragung und eine gesteigerte Synapsenbildung, vermutlich bedingt
durch den Verlust von A, zu beobachten war (3.1). Nicht im Einklang mit diesen Resultaten
stehen die Ergebnisse aus der Untersuchung der Méuse mit der schwedischen Doppelmutation
(APP23). Bei diesen Tieren konnten keine Verinderungen der synaptischen Ubertragung
festgestellt werden. Weder in der Amplitude stimulierter EPSCs noch in der Frequenz und
Amplitude spontaner Ereignisse zeigten sich Unterschiede im Vergleich zu Wildtyp-Mausen.
Auch die GroBe des RRP und die Kurzzeitplastizitit waren unverdndert. Eine mdgliche
Erkldrung konnte sein, dass allein A4, fiir die unter 3.2 beschriebenen Effekte verantwortlich
ist. So ist bekannt, dass es bei der schwedischen APP-Mutation lediglich zu einer Erhéhung
der Gesamtkonzentration von AB-Peptiden bei gleich bleibendem Verhidltnis von ABsy zu
A4 kommt (Storey and Cappai, 1999). Zou et al. zeigten eine neuroprotektive Wirkung von
APao-Peptiden gegeniiber Ag-induzierter Toxizitdt (Zou et al., 2003). Es wire somit
moglich, dass bei der APP23-Linie die AP4,-Wirkung durch A4y abgeschwicht wird.
Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen fanden auch Chapman et al. sowie Roder et al. bei
der Untersuchung von Hirnschnitt-Préparationen keine Verdnderungen der basalen
synaptischen Ubertragung im Hippocampus von jungen Miusen mit der schwedischen

Doppelmutation (Chapman et al., 1999; Roder et al., 2003).
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Die Untersuchung von Méusen mit der schwedischen APP-Doppelmutation und der L166P
PS1-Mutation zeigte wiederum eine deutliche Beeintrachtigung der synaptischen
Ubertragung. Sowohl die Amplitude stimulierter EPSCs als auch die Frequenz spontaner
Ereignisse war signifikant verringert gegeniiber Wildtyp-Littermate Kontrollen und ebenso
beim Vergleich mit Neuronen der APP23-Linie. Bei APPPS1 Neuronen wies der RRP
wesentlich weniger Vesikel auf als bei Wildtyp-Kontrollen bzw. APP23 Neuronen, was
wiederum durch die verringerte Synapsenanzahl von APPPS1 Neuronen erkldrt werden
konnte. APPPS1 Neurone zeigen somit den gleichen Phénotyp wie PSImut Neurone.
Entgegen unseren Erwartungen zeigte sich kein stirkerer Effekt der doppeltransgenen Linie.
Dies konnte daran liegen, dass der durch die PSI-Mutation bedingte Effekt auf die
synaptische Ubertragung bereits maximal war und die zusitzliche APP-Mutation somit keine
weitere Auswirkung mehr hatte.

Die unter 3.2 und 3.3 beschriebenen Ergebnisse deuten auf eine Beteiligung von A bei der
Regulation der Synapsendichte hin. Die Tatsache, dass die Inkubation von Wildtyp-Neuronen
mit ABs-Monomeren (100 nM) den gleichen Phinotyp zeigte wie Neurone von Mausen mit
der PS1-Mutation, lasst vermuten, dass AP die Synapsenanzahl entweder durch Hemmung der
Ausbildung neuer oder durch Abbau bestehender Synapsen moduliert. Es ist jedoch moglich,
dass die Mechanismen, die zu einer Synapsenreduktion fiihren, Zwischenschritte einer
verringerten Rezeptorexpression einschliefen (Lichtman and Colman, 2000). So bekannt ist,
dass die Ausbildung und das Remodelling von Synapsen zumindest teilweise von der
Aktivierung exzitatorischer glutamaterger Rezeptoren abhingt (Cohen-Cory, 2002). Kiirzlich
wurde gezeigt, dass losliches AP bereits innerhalb einer Stunde die molekulare
Zusammensetzung glutamaterger Synapsen verdndert (Almeida et al., 2005; Roselli et al.,
2005). Somit wire es moglich, dass die reduzierte Synapsenanzahl bei PSImut und APPPS1
Neuronen, bei denen APy, iiber einen Zeitraum von fast drei Wochen akkumulierte, ebenfalls
durch l6sliches AP bedingt ist.

PS1-Mutationen fiihren neben einer vermehren Aps-Bildung auch zu einer reduzierten
Produktion der APP-intrazelluliren Doméne (Chen et al., 2002; Moehlmann et al., 2002).
Somit konnte auch eine geringere AICD Konzentration fiir den beobachteten PS1-Phanotyp
verantwortlich sein. Da jedoch die 48 h Inkubation von Wildtyp-Neuronen mit synthetischen

A4 Monomeren (100 nM) die gleichen Effekte erzielte wie die Expression von mutiertem
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PS1, wird die Hypothese favorisiert, dass die gesteigerte AP4,-Bildung eine entscheidende
Funktion an Synapsen einnimmt. Diese Hypothese wird auch von anderen Arbeitsgruppen
durch vielfiltige experimentelle Ansétze unterstiitzt, wie z.B. durch direkte Applikation
16slicher AB-Peptide (Snyder et al., 2005), durch Untersuchung transgener Méause mit hoher
AP Produktion (Chang et al., 2006), oder von APP-transfizierten Neuronen (Kamenetz et
al., 2003). Diese Studien legen die Vermutung nahe, dass die Funktion exzitatorischer
Synapsen durch 16sliches AP moduliert wird. Im Gegensatz zur Arbeit von Chang et al. ergab
die Untersuchung autaptischer hippocampaler Neurone mit der PS1 A246E oder L166P
Mutation, ebenso wie die Studie von Kamenetz et al. an transfizierten Hirnschnitt-
Priparationen, keine Hinweise auf eine direkte Funktionsinderung glutamaterger,
postsynaptischer Rezeptoren (Chang et al., 2006; Kamenetz et al., 2003). PS1-Mutationen
haben jedoch nicht nur einen Effekt auf die APP-Prozessierung, sie fiihren z. B. auch zu einer
vermehrten Aktivierung der GSK3f und einem damit verbundenen verminderten antero-
graden axonalen Transport (Pigino et al., 2001). Die reduzierte Anzahl an Synapsen bei den
PS1-Mutationen konnte somit auch das Resultat eines verringerten Transports synaptischer
Vesikel sein. Dariliber hinaus konnten Mechanismen, bedingt durch Verdnderungen der
intrazelluldren Ca*'-Speicherung, wie sie fiir mutiertes PS1 beschrieben wurden (Herms et al.,
2003; Leissring et al., 2000), involviert sein.

Des Weiteren kann die Spaltung zahlreicher anderer Substrate der y-Sekretase wie z.B. Notch,
CD44, Low-density lipoprotein receptor-related protein sowie N-und E-Cadherine durch eine

PS1 Mutation beeinflusst werden (Vetrivel et al., 2005).

4.3 Effekt der Akutapplikation von AB4;-Monomeren, -Oligomeren und -Fibrillen

Die wahrscheinliche Beteiligung von A4, beim beobachteten PS1-Phinotyp wirft die Frage
auf, wie schnell dieser Effekt zustande kommt und welche AP4,-Spezies (Mono-, Oligomere
oder Fibrillen) dafiir verantwortlich ist. Weder bei der Applikation von Monomeren noch bei
der Zugabe von Oligomeren oder Fibrillen konnte eine Verdnderung der Amplitude
stimulierter EPSCs, der Spontanaktivitit oder der Kurzzeitplastizitit beobachtet werden.
Dieser Befund steht im Gegensatz zu zahlreichen Studien, in denen deutliche Verdnderungen
der synaptischen Ubertragung nach AB-Applikation beschrieben wurden. So untersuchten

Snyder et al. die Wirkung von As-Monomeren und fanden nach deren Applikation eine
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deutliche Reduktion NMDA-vermittelter Strome (Snyder et al., 2005). Wang et al. konnten
zwar keine Verdnderungen der Amplitude stimulierter EPSCs nach Applikation von ADDLs
zeigen, jedoch war die Kurzzeitplastizitit nach ADDL-Zugabe gegeniiber Kontrollmessungen
verdndert (Wang et al., 2002). Eine mogliche Ursache dafiir, dass die Akutapplikation der
verschiedenen AP4,-Spezies in unseren Untersuchungen keinen Effekt auf die synaptische
Ubertragung gezeigt hat, konnte sein, dass die Inkubationszeit von 2 min mit den
verschiedenen AB-Spezies zu kurz war. Andererseits sind ldngere Inkubationszeiten mit APa,-
Mono- und Oligomeren bei der verwendeten Konzentration (1 pM) problematisch, da diese
weiter zu Oligomeren bzw. Fibrillen aggregieren konnen und somit nicht mehr die ausldsende
Spezies ermittelt werden kann.

Als mogliche Wirkmechanismen von AB-Mono- und Oligomeren kommen Interaktionen mit
Membrankomponenten, die zu einer Destabilisierung der Membranstruktur fithren (Avdulov
et al., 1997; Muller et al., 1995), die Ausbildung Kationen-leitender Poren (Kawahara et al.,
2000; Kayed et al., 2004), oder die Aktivierung von Oberfldchenrezeptoren, gekoppelt mit
einem Ca”"-Influx diskutiert (Blanchard et al., 2004) in Frage. Snyder et al. zeigten, dass Ap
die Oberflachenexpression und Endozytose von NMDA-Rezeptoren innerhalb weniger
Stunden reguliert (Snyder et al., 2005). Daher konnte es sein, dass bei der Untersuchung der
PS1 transgenen Tiere das mdgliche Zwischenstadium einer verminderten Rezeptorexpression
zum Messzeitpunkt bereits in das Stadium einer reduzierten Synapsendichte {ibergegangen

war (Lichtman and Colman, 2000).

4.4  Bezug zur Alzheimer Erkrankung

Am Anfang der Alzheimer-Erkrankung steht die Synapsenschédigung. Diese korreliert
weitaus besser mit dem Krankheitsverlauf als die Anzahl an Amyloid-Plaques. Wie es zu
dieser Schiddigung kommt, ist noch weitestgehend ungekldrt. Die vorliegende Arbeit
unterstiitzt die Hypothese einer bedeutenden Funktion von AP an der Synapse.
BekanntermaBlen wird die Expression von APP durch jegliche Art neuronaler Schidigung
(Hypoxie, Trauma) hochreguliert (Baiden-Amissah et al., 1998; Olsson et al., 2004). Somit
kénnte es die Aufgabe von AP sein, unter solchen Bedingungen die synaptische Ubertragung
durch Modulation der Anzahl funktioneller Synapsen zu reduzieren. Kommt es jedoch zu

einer chronischen Erhohung der AB-Level, so kdnnte diese zu einer dauerhaften Depression
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der synaptischen Ubertragung fiihren. AuBerdem konnten die erhdhten AB-Level zu einer
vermehrten Bildung toxischer Oligomere fiihren, welche durch eine Anderung der Funktion
spannungsabhingiger Ca**-Kanile (Price et al., 1998b; Ramsden et al., 2002), bestimmter
Typen von K'-Kanilen (Colom et al., 1998; Yu et al., 1998), AMPA-Rezeptoren (Chang et
al., 2006), NMDA-Rezeptoren (Snyder et al., 2005), den a-7 nikotinischen Rezeptor (Dineley
et al., 2001; Wang et al., 2000), oder der Bildung Ca2+—permeabler Poren (Arispe et al., 1993;
Hirakura et al., 2000; Kawahara and Kuroda, 2000; Kayed et al., 2004; Kourie et al., 2001)

die synaptische Ubertragung und die zellulire Erregbarkeit verindern.

Lange Zeit wurde AP lediglich als toxisches Abfallprodukt einer fehlgeleiteten APP-
Prozessierung betrachtet. Die Idee einer physiologischen Funktion von AP, auf die unsere
Ergebnisse schlieen lassen, macht deutlich, dass eine mogliche Therapie der AD, die auf
eine vollstindige Blockade der AB-Bildung zielt, problematisch sein kann. So basieren ein
Grofteil kiinftiger Therapieoptionen, wie z.B. die Sekretaseblocker oder die Immunisierung
mit AB-Antikdrpern auf einer vollstindigen Blockade bzw. Entfernung von AB. Weitaus viel
versprechender sind vermutlich Ansitze, die eine Aggregation von AP bzw. schon dessen
Konversion in die B-Faltblattstruktur verhindern, oder die Entwicklung AP4,-spezifischer
Antikorper, die lediglich das Verhéltnis von A4, zu AP4o verschieben, nicht jedoch die AB-

Produktion komplett inhibieren.
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5. Zusammenfassung

Das Amyloid Precursor Protein (APP) spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese der
Alzheimer-Erkrankung. Seine physiologische Funktion in Neuronen, in denen es sich
hauptsichlich in den Synapsen befindet, ist immer noch weitestgehend ungeklart.

Mit Hilfe autaptischer, hippocampaler Neurone von APP-Knockout-Miusen, konnte gezeigt
werden, dass Knockout-Neurone signifikant erhohte Amplituden stimulierter AMPA- und
NMDA-Rezeptor vermittelter exzitatorischer postsynaptischer Strome (EPSC) aufweisen.
Des Weiteren ergab die Analyse spontaner exzitatorischer postsynaptischer Strome (mEPSC)
eine erhohte Frequenz in APP-Knockout-Neuronen, bei gleich bleibender Amplitude der
spontanen synaptischen Strome. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass der Verlust
des APP-Gens zu einer Erh6hung der Anzahl funktioneller Synapsen fiihrt. Diese Hypothese
konnte durch immunhistochemische Untersuchungen weiter bestitigt werden. Dabei zeigte
sich, dass APP-Knockout-Neurone tatsichlich mehr Synapsen pro kultivierten Neuron
ausbilden als Wildtyp-Neurone. Demzufolge beeinflusst der Verlust des APP-Gens die
Synapsenausbildung und dementsprechend auch die synaptische Ubertragung in kultivierten
hippocampalen Neuronen.

Zusitzlich wurden autaptische Neurone von Maiusen mit Mutationen im APP und/oder
Prisenilinl (PS1), welche bei der vererbbaren Form der Alzheimer-Erkrankung auftreten,
untersucht. Dabei zeigte sich, dass Mause, die entweder humanes PS1 mit der A246E
Mutation allein, oder humanes PS1 mit der L166P Mutation zusédtzlich zur K670N/M671L
Doppelmutation im humanen APP exprimieren, eine verringerte AMPA-und NMDA-EPSC
Amplitude gegeniiber den jeweiligen Kontrollen aufweisen. Ebenso war der Pool
freisetzungsbereiter synaptischer Vesikel bei beiden transgenen Linien gegeniiber den
Kontrollen verringert. Die Analyse spontaner synaptischer Strome ergab bei der Linie mit der
PS1(A246E) Mutation eine signifikant verringerte Frequenz bei gleich bleibender Amplitude
der spontanen Ereignisse. Die immunhistochemische Auswertung zeigte eine Reduktion der
Synapsenanzahl pro 10 pum Dendritenlénge, was die elektrophysiologischen Untersuchungen
bestitigte. Die Daten deuten somit an, dass Mutationen im PS1 die synaptische Ubertragung
durch eine Reduktion funktioneller Synapsen beeintrdchtigen. Damit verhalten sich die

Ergebnisse aus der Untersuchung von Neuronen mit der PS1-Mutation genau entgegengesetzt
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zu den Daten der APP-Knockout-Neurone, was die wichtige Rolle von AP bei der Modulation
der Synapsendichte verdeutlicht.

Weiterfiihrende Versuche, die der Identifizierung der verantwortlichen AB-Spezies (Mono-,
Oligomere, Fibrillen) dienten, zeigten keine akute Beeinflussung der synaptischen
Ubertragung. Somit scheint die an PSImut- und APPPS1-Neuronen beobachtete reduzierte
synaptische Ubertragung und Synapsenanzahl nicht sofort, sondern erst nach einiger Zeit in
Kultur aufzutreten.

Die vorliegende Untersuchung stellt die klassische Ansicht, der zufolge AP nur eine
pathologische Funktion besitzt, in Frage. Die angenommene physiologische Funktion von Af
konnte Therapieansétze, die auf einer kompletten Blockade der Ap-Bildung beruhen,

entscheidend beeinflussen.
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