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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer Erkrankung

Die Lebenserwartung der Weltbevodlkerung vor allem in den Industrienationen
wachst kontinuierlich. Die Tatsache, dass alte Menschen einen immer
grolReren Anteil an unserer Gesellschaft einnehmen, fihrt zu einer immer
groRer werdenden Zahl von Patienten mit degenerativen Erkrankungen im
Allgemeinen und neurodegenerativen Erkrankungen im Speziellen. Der
Morbus Alzheimer stellt mit etwa 75% die weitaus haufigste Form der
degenerativen Hirnerkrankungen dar. Etwa 660.000 Menschen leiden in
Deutschland an der Alzheimer Krankheit und nur circa 10% sind junger als
75 Jahre. Die Pravalenz belauft sich bei der Bevolkerung Uber 65 Jahre auf
8-10% (Bickel, 2001). Soziodemographische Studien prognostizieren eine
deutliche Zunahme der Neuerkrankungen in den nachsten 20 Jahren,
wenngleich jetzt schon das Ausmal} einer Volkskrankheit erreicht ist (Mdller,
2002). Der Morbus Alzheimer ist, nach Herz- / Kreislauferkrankungen, Krebs

und Hirninfarkten mittlerweile die vierthaufigste Todesursache.

Der Munchner Namensgeber Alois Alzheimer war 1907 der Erste, der bei
seiner dadurch bekannt gewordenen Patientin Auguste D den
Zusammenhang zwischen einer kontinuierlich fortschreitenden dementiellen
Symptomatik und spezifischen neuropathologischen Veranderungen
erkannte. Die damals beschriebenen Hirnveranderungen, Nervenzellverlust,
Plaques und Neurofibrillen sind bis heute die pathologischen Hauptmerkmale
des Morbus Alzheimer geblieben. Es dauerte weitere 75 Jahre bis Allsop et
al. (1983) das Beta-Amyloid (AB) als Hauptbestandteil der Plaques
identifizierte und zusammen mit weiteren Ergebnissen die so genannte
Amyloid-Hypothese ausarbeitete (Hardy und Allsop, 1991). In dieser wird die
Uberproduktion und Aggregation von AR als zentrales Ereignis bei der

Entstehung des Morbus Alzheimer angesehen.
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1.1.1 Symptomatik und Verlauf

Der Morbus Alzheimer stellt das klassische Beispiel der kortikalen Demenz
dar, bei der in der Frihphase v.a. der Hippocampus und der entorhinale
Kortex betroffen sind und die sich im Verlauf auf den Neokortex ausbreitet
(Braak und Braak, 1991). Dementsprechend sind die Frihsymptome in den
allermeisten Fallen mnestische Storungen v.a. des Kurzzeitgedachtnisses,
also der Aufnahme, Speicherung und Wiedergabe neuer Informationen. Der
Gedachtnisverlust weitet sich im Verlauf aus, wobei fruhe Kindheitseindriicke
am langsten erhalten bleiben (Sagar et al., 1988). Im progredienten Verlauf
nehmen mit der topographischen Ausdehnung auf den Neokortex auch
andere kognitive Defizite zu. So sind vor allem Sprach- und
Orientierungsstorungen, Stérungen des abstrakten Denkens, der
Aufmerksamkeit, sowie des Erkennens von Gesichtern und Gegenstanden
zu nennen. Daneben sind haufig psychopathologische Symptome, wie
Wahnvorstellungen und depressive Episoden zu beobachten, so dass die
Altersdepression in der Fruhphase der Erkrankung eine wichtige

Differentialdiagnose darstellt.

Bezuglich der Prognose ist mit einer progredienten Verschlechterung der
kognitiven Funktionen zu rechnen, wobei der zeitliche Verlauf deutlich
variiert. Die Lebenserwartung ist v. a. durch Sekundarerkrankungen wie
Lungen-, Harnwegs-, oder Dekubitalinfektionen deutlich eingeschrankt und
liegt im Mittel bei ca. 6,5 Jahren nach Diagnosestellung (Heyman et al.,
1996).

1.1.2 Neuropathologische Merkmale

Neuritische (Senile) Plaques

Die schon von Alois Alzheimer (1911) beschriebenen extrazellular
lokalisierten Proteinablagerungen mit einer sehr variablen Gro3e von 10 -
120 um kommen vor allem in der grauen Substanz des limbischen Systems

und der Assoziationskortizes vor (Dickson, 1997). Sie bestehen Uberwiegend
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aus dem 4-kDa groRen Amyloid-B-Peptid, mit einer Lange von 40 (AB4) und
42 (AB42) Aminosauren. Das AR geht durch proteolytische Spaltung aus dem
Amyloid-Precursor-Protein (APP) hervor (Kang et al., 1987; siehe Kapitel
1.2). In Alzheimer-Plaques lasst sich ein hoher Anteil des hydrophoberen und
aggregationsfreudigeren AB42 nachweisen, welches im Zentrum eine fibrillare
Struktur aufweist. Innerhalb der Plaques und in dessen unmittelbarer
Umgebung finden sich zahlreiche dystroph veranderte Neuriten und eine

reaktive Astrozytose.

Neurofibrillen

Die zweite fur die Alzheimer Krankheit charakteristische Veranderung, ist
eine intrazellulare, hauptsachlich  perinukleare = Anhaufung von
Fibrillenbindeln. Diese kommen vermehrt in typischerweise bei AD betroffen
Hirnregionen, wie dem  entorhinalen Kortex, dem Hippocampus und
verschiedenen Assoziationskortizes vor. Elektronenmikroskopisch lassen
sich paarweise helikal umeinander verwundene Filamente nachweisen
(paired-helical-filaments oder PHF), deren Hauptbestandteil das Mikrotubuli-
assoziierte Protein Tau ist. Als Bestandteil des normalen neuronalen
Zytoskeletts ist Tau an der Stabilisierung der Mikrotubuli fir den axonalen
Transport beteiligt, es liegt aber innerhalb der Neurofibrillenbindel bei AD in
einem hyperphosphorilierten, schwer I6slichen Zustand vor (Goedert, 1993).
Durch die ubermaRige Phosphorilierung ist keine Interaktion mit den
Mikrotubuli mehr moglich, sodass es aus dem Axon zum Perikaryon
ruckverlagert wird und zu Neurofibrillen aggregiert. Studien zeigen, dass
eventuell eine Dysregulation der cdk-5 (cyclin-dependent kinase 5) fur diese
Hyperphosphorilierung und die damit verbundenen Fibrillenbildung
verantwortlich ist (Patrick et al., 1999). Die Tatsache, dass eine deutliche
Korrelation zwischen dem Ausmal der neurofibrillaren Veranderungen und
dem Schweregrad der Demenz besteht, unterstreicht deren Bedeutung

innerhalb der Alzheimer Pathogenese (Arriagada et al., 1992).

Bei der Frage der Gewichtung bzw. Stellung von Neurofibrillen und Amyloid-
Plaques innerhalb der pathophysiolgischen Kaskade setzt sich mehr und

mehr die Amyloid-Hypothese als zentraler Schritt durch. Es besteht zwar
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eine deutlich groRere Korrelation zwischen dem Schweregrad der Demenz
und dem Ausmald der Neurofibrillenbildung als der Amyloid-Ablagerung
(Arriagada et al., 1992), des Weiteren sind tierexperimentell Tau-Mutationen
ausreichend um eine Demenz hervorzurufen. Allerdings sind keine familiaren
Alzheimer-Falle bekannt, die auf einer Mutation im Tau-Gen basieren,
wohingegen alle bekannten vererbten Alzheimer-Falle auf Mutationen
beruhen, die zu einer Uberproduktion von AR fiihren. Da Mutationen im Gen,
das fur das Tau-Protein kodiert, zwar zur Formation von Fibrillenblndeln
fuhren, nicht aber zur Bildung von Amyloid-Plaques, wahrend Mutationen in
APP-, PS1- oder PS2-Genen jedoch beide Pathologien hervorrufen kénnen,
wird angenommen, dass die Amyloid-Aggregation das frihere Ereignis im
Krankheitsverlauf ist. Beobachtungen an transgenen Mausen, die sowohl
mutiertes Tau-Protein als auch mutiertes APP Uberexprimieren, zeigen aber,
dass die Amyloid- und Tau-Pathologien trotzdem miteinander in Verbindung
stehen. Im Gegensatz zu den Mausen, die nur die Tau-Mutation besitzen,
weisen die Doppelmutanten grundsatzlich mehr Fibrillenblindel auf.
Aullerdem finden sich bei den Doppelmutanten Fibrillen in Hirnarealen, die

bei den reinen Tau-Mutanten nicht betroffen sind (Lewis et al., 2001).

1.1.3 Genetisch bedingte Alzheimerfalle

Uber 90% aller Alzheimer-Félle treten sporadisch auf. Dabei handelt es sich
meist um Alzheimer-Demenz vom spaten Typ, was einer Erstmanifestation
der Erkrankung Uber 65 Jahre entspricht. Das Risiko an sporadischer AD zu
erkranken, erhoht sich v.a. mit zunehmendem Alter, daneben wird aber auch
das Allel ¢4 des Apolipoprotein E — Gens als genereller Risikofaktor

angesehen (Rebeck et al., 1993).

5-10% aller Alzheimer-Erkrankungen sind familidare Falle mit einem
autosomal dominanten Erbgang. Die ersten Symptome treten in diesen
Familien meist schon deutlich friher auf. Zahlreiche Defekte sind mittlerweile
als Ursache bekannt, wobei im Wesentlichen drei Gene betroffen sind. Fur
etwa 1-3% der Erkrankungen sind Defekte des APP-Gens auf Chromosom

21 verantwortlich. Der Rest ist durch Mutationen der Presenilin-1 (PS-1) und

9
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Presenilin-2 (PS-2) Gene auf Chromosom 14 bedingt, wobei Defekte im
Presenilin-1 mit 70% der haufigste Grund fur ein familiares Auftreten der
Alzheimer-Krankheit sind. In diesen Fallen manifestiert sich die Demenz
haufig bereits zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr. PS-1/2 kodieren fur
Proteine die an der proteolytischen Spaltung des Amyloid-Precursor-Proteins

mitwirken. All diese Mutationen fuhren zu erhdhter AR Produktion.

1.2 Das Amyloid-Precursor-Protein

1.21 Aufbau und Prozessierung

Das Amyloid-B-Peptid der senilen Plaques entsteht durch mehrfache
proteolytische Spaltung aus dem Amyloid-Precursor-Protein (APP). Das APP
ist ein ubiquitar vorkommendes Transmembranprotein mit einem
Molekulargewicht von 110-140 kDa, dessen Gen auf Chromosom 21
lokalisiert ist. Es weist eine hohe Variabilitat auf, die zum einen durch
alternatives  Splicen und zum anderen durch posttranslationelle
Modifizierungen zustande kommt. Die Isoformen mit 751 und 770
Aminosauren kommen in nahezu jeder Korperzelle vor, wohingegen das APP
mit 695 Aminosauren relativ neuronenspezifisch ist (Haass et al., 1991). Es
besteht aus einem grol3en extrazellularen Bereich mit drei Doméanen, einer
Transmembranregion und einer kleinen zytoplasmatischen Domane (Kang et
al., 1987).

Die Halbwertszeit ist mit 45-60 Minuten relativ kurz (Weidemann et al., 1989),
da das APP nach Translokation in das Endoplasmatische Retikulum N- und
O-glykosiliert, und dann schnell in verschiedenster Weise proteolytisch
gespalten werden kann (siehe Abb. 1). Durch die a-Sekretase wird das
Protein innerhalb der AB-Domane geschnitten, wodurch keine Madglichkeit
der Amyloid-Bildung mehr besteht. Es entsteht ein grolles, Iosliches
Fragment, das sog. APPs-a, und ein 83 Aminosauren groldes
carboxyterminales Fragment (CTF) innerhalb der Membran, auch a-stub

genannt. Alternativ kann die Proteolyse auch durch die B-Sekretase (BACE)

10
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erfolgen, wodurch eine 16 Aminosauren kleinere Ektodomane abgespalten
wird (APPs-B). Das resultierende membranstandige CTF hat dadurch eine

Lange von 99 Aminosauren und wird als C99 oder (-stub bezeichnet.

In einem weiteren Schritt werden beide C-terminalen Fragmente, a- bzw. [3-
stub, von der y-Sekretase, einem Enzymkomplex mit den Hauptbestandteilen
Presenilin, Nicastrin, PEN-2 und APH-1, erneut proteolytisch gespalten.
Dieser Proteasekomplex hat die Fahigkeit, das APP-Fragment innerhalb der
hydrophoben Plasmamembran anzugreifen (Haass und Steiner, 2002).
Dabei entstehen, nach vorheriger Spaltung durch die a-Sekretase das P3-
Fragment, bzw. durch die BACE das AR, sowie beide Male die APP-
intracellular-domain (AICD). Da sich sowohl P3 als auch AR unter
physiologischen Bedingungen nachweisen lassen ist anzunehmen, dass alle
genannten proteolytischen Schritte parallel ablaufen kénnen (Haass et al.,
1993). Letztendlich ist noch nicht vollstandig geklart, in welchen
Kompartimenten die verschiedenen enzymatischen Schritte ablaufen. Man
kann allerdings davon ausgehen, dass ein betrachtlicher Teil der a- und B-
Sekretase Aktivitat an der Plasmamembran stattfindet, also zu einem spaten
Zeitpunkt im sekretorischen Weg. Dabei entscheidet mdoglicherweise die
Lokalisation des APP innnerhalb einer sog. lipid-raft-Doméane, ob es von der
B-Sekretase prozessiert wird und somit den amyloidogenen Weg einschlagt
(Ehehalt et al., 2003). Es gibt Hinweise, dass fur die darauf folgende
Abspaltung des fir die Sekretion bestimmten B-Amyloids durch den y-
Sekretase-Komplex die endosomale Internalisierung des APP notig ist
(Perez et al., 1999).

In Neuronen kann das Amyloid Precursor Protein Uber den schnellen
axonalen Transport bis in die Prasynapse transportiert werden (Koo et al.,
1990) und kann auch in synaptischen Membranen nachgewiesen werden
(Kirazov et al., 2001).

11
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APPs-a a-stub APPs-B B-stub / C-99

P3 AICD AB4, AICD

Abbildung 01: APP-Spaltung. Das Amyloid-Precursor-Protein kann durch
verschiedene Enzymkomplexe an unterschiedlichen Stellen proteolytisch
gespalten werden. Die a-Sekretase schneidet das APP innerhalb der AB-
Sequenz, womit dessen Bildung unmdglich ist. Es entsteht das Ilésliche
APPs-a und das sog. a-stub. Von diesem kann durch die y-Sekretase noch
das P3-Segment abgespalten werden. Die B-Sekretase trennt das APP in
das APPs-B sowie den, die AB-Sequenz enthaltenden [-stub. Das AB kann

dann aus dem (-stub mit Hilfe der y-Sekretase herausgespalten werden.

1.2.2 Funktion

Uber die physiologische Funktion des in der Evolution sehr gut konservierten
Proteins und seiner Derivate gibt es verschiedene Ansatze, allerdings
konnten die meisten in vivo noch nicht bestatigt werden. Mause mit
deletiertem APP Gen, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wurden (siehe
Kap. 2.1.1), sind trotz vollstandigem Fehlen dieses Proteins durchaus

lebensfahig.

Zahlreiche Studien weisen dem APP unter anderem die Funktion eines G-
Protein gekoppelten Rezeptors zu. Nach der Bindung eines Liganden an

einer extrazellularen Domane kann es uber die G-Protein-Bindung und

12
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Abspaltung einer Untereinheit zur Aktivierung verschiedener intrazellularer
second-messenger Systeme kommen. Yamatsuji et al. (1996) konnten
zeigen, dass eine APP-Mutation an der Stelle 642, die mit dem Auftreten von
familiarem M. Alzheimer assoziiert ist, zu einer Liganden-unabhangigen G-
Protein-Aktivierung flhrt. Dies bewirkt in den Neuronen die Einleitung der
Apoptose. Genauso denkbar waren Veranderungen der neuronalen Funktion
und daraus resultierende kognitive Storungen durch einen Defekt in einem

solchen second-messenger System.

Eine weitere Rolle spielt das Amyloid Precursor Protein bei der Zelladhasion
und Zellbeweglichkeit. Es wurden bereits verschiedene extrazellulare
Domanen beschrieben, die spezifische Liganden wie Heparin, Kollagen oder
Laminin binden konnen. Desweiteren bindet APP auch intrazellular mit dem
Zytoskelett, wodurch sowohl die zellulare Beweglichkeit als auch der
morphologische Umbau z.B. im Rahmen der Informationsspeicherung

beeinflusst werden konnte (Sabo et al., 2001).

Die genaue Strukturanalyse des APP ergab das Vorhandensein eines sog.
KPI-Motivs in einer Ektodomane. Dadurch ist das Protein in der Lage, Serin-
Proteasen wie Trypsin und Chymotrypsin zu inhibieren, aber auch Uber die
Hemmung des Faktors Xla in die Gerinnungskaskade einzugreifen (Sagar et
al., 1988). Da sich die Sequenz nur in den APP Formen mit 751 und 770
Aminosauren findet, spielt diese Funktion in Neuronen vermutlich nur eine

untergeordnete Rolle.

1.3  Synaptische Ubertragung an hippocampalen CA1-

Neuronen

1.3.1 Der Hippocampus

Der Hippocampus (Cornu ammonis) wird dem limbischen System zugeordnet
und stellt den medialsten Teil des Temporallappens dar. Er spielt eine

entscheidende Rolle bei expliziten Lernvorgangen, also der Speicherung von

13
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Sachwissen sowie Informationen Uber das eigene Leben. Dabei nimmt er
vermutlich selber nicht an der langerfristigen Informationsspeicherung teil,
sondern ist vielmehr Teil des Kurzzeitgedachtnisses, der dann Inhalte an das
Langzeitgedachtnis  weitervermittelt. Da die fortschreitende Neuro-
degeneration im Rahmen des M. Alzheimer den Hippocampus im
besonderen Male betrifft, findet diese Hirnstruktur in der Forschung haufig

Verwendung.

Der Hippocampus erhalt seine Afferenzen v.a. Uber den Tractus perforans
aus dem entorhinalen Kortex. Nach Umschaltung auf die Kdérnerzellen im
Gyrus dentatus projizieren deren Axone als die sog. Moosfasern auf die
Pyramidenzellen der CA-3 Region. Diese ziehen ihrerseits Uber die sog.
Schaffer-Kollateralen zu den groRen CA-1-Pyramidenzellen. Die Fortsatze
der CA-1-Zellen ziehen Uber das Subiculum zurick zum entorhinalen
Kortex.

1.3.2 Aufbau und Funktion der Synapse

Bei der Ubertragung an einer chemischen Synapse, z.B. einer CA1-Zelle,
wird iber einen Ca?* vermittelten Prozess in der Prasynapse eine gewisse
Menge Neurotransmitter ausgeschuttet, die durch den synaptischen Spalt

diffundiert und postsynaptisch Rezeptoren stimuliert.

Eine Depolarisation der neuronalen Zellmembran Uber einen bestimmten
Schwellenwert wird als Reiz bezeichnet. Als Reaktion darauf kommt es vor
allem Uber die Erhéhung der Natriumionen-Leitfahigkeit zu einem schnellen
Einstrom positiver Ladung und somit zur Ausldsung eines Aktionspotentials
(AP). Diese Depolarisation vom negativen Ruhepotential zu positiven
Potentialen breitet sich Uber die ganze Zelle aus. In der prasynaptischen
Endigung filhrt sie zu einer Offnung spannungsgesteuerter Ca?*-Kanile,
deren Dichte in der sog. aktiven Zone der Synapse besonders hoch ist. Da
im Ruhezustand zwischen intra- und extrazellularem Kalzium ein Gradient
von ca. 1:10000 besteht, kommt es durch die Offnung schlagartig zu einer

deutlichen Erhohung der intrazellularen Ca2+—Konzentration, und in der

14
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unmittelbaren Folge zur Exozytose von transmittergefillten Vesikeln, die zum
Teil an die Membran gebunden, zum Teil dieser dicht angelagert sind. Dieser
sofort zur Fusion mit der Plasmamembran bereitstehende Anteil an
Transmittervesikeln wird auch Readily Releasable Pool (RRP) genannt. Der
grolRere Teil der Transmittermenge befindet sich in Vesikeln hinter der
Membran und wird als Reserve Pool bezeichnet. Er dient der
Wiederaufflullung des RRP, wenn dieser durch den oben beschriebenen

Prozess geleert wurde.

Exzitatorischer, d.h. erregender Transmitter in hippocampalen CA1-
Neuronen ist Glutamat. Es bindet an der postsynaptischen Membran an zwei
verschiedene Rezeptortypen, den non-NMDA oder AMPA-Rezeptor, und den
NMDA-Rezeptor. Beides sind ionotrope Rezeptoren, wobei der NMDA-
Rezeptor nicht nur fir Na* und K*, sondern auch fiir Ca®*-lonen durchléssig
ist. Diese konnen beim NMDA-Rezeptor neben dem depolarisierenden
Effekt auch weitergehende second messenger Kaskaden in Gang setzen.
Normalerweise ist dieser durch Mg®*-lonen blockiert und wird erst nach
ausreichender Depolarisation durch AMPA-Kanale funktionstlchtig. Deutlich
erhdhte extrazellulare Mg?*-Konzentrationen unterdriicken die NMDA-Strome
durch die oben beschrieben Blockade auch bei starker Depolarisation
(Bekkers und Stevens, 1993). Der durch die Aktivierung dieser beiden
Rezeptortypen ausgeldste Kationen—Einstrom wird als Exzitatorisch-

Postsynaptischer Strom (EPSC) bezeichnet.

Neben den durch Aktionspotentiale induzierten EPSCs weisen Neurone auch
ohne Stimulation eine Grundaktivitdt auf. Diese entsteht durch die
Freisetzung einer konstanten Transmittermenge aus einem spontan mit der
prasynaptischen Membran verschmelzenden Vesikels. Die daraus
resultierenden postsynaptischen Strome, die sog. Miniatur-EPSCs (mEPSC),
bilden die sog. Spontanaktivitat. Diese kleinste, aus einem einzigen Vesikel
stammende Menge Botenstoff nennt man ein Transmitterquant. Die
Freisetzungswahrscheinlichkeit eines Quants wird wu.a. durch die
prasynaptische Ca?*-Konzentration beeinflusst (Borst und Sakmann, 1996).

2+]i

Ohne ein AP ist die intrazelluldre Ca**-Konzentration [Ca®']; sehr niedrig,

sodass nur einzelne Quants freigesetzt werden und in Form von
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Spontanaktivitat postsynaptisch in Erscheinung treten. Durch ein AP erhoht
sich diese in etwa um den Faktor 1000, und es werden zahlreiche
Transmittervesikel geleert, die sich postsynaptisch zu einem um ein

vielfaches groReren EPSC akkumulieren.

1.3.3 Synaptische Plastizitat

Als Plastizitat wird die Regulierbarkeit der Synapse bezuglich der Effektivitat
ihrer synaptischen Ubertragung bezeichnet. Man unterscheidet die
langfristige von der kurzfristigen Plastizitat. Die langandauernde
Veranderung der synaptischen Effektivitat ist von entscheidender Wichtigkeit
fur Entwicklung und Lernen. Ein experimentelles Korrelat ist die sog.
Langzeitpotenzierung (LTP), bei dessen Funktionsweise die NMDA-
Rezeptoren eine entscheidende Rolle spielen. Da solche Versuche in dieser
Arbeit nicht durchgeflhrt wurden, wird auf eine detailierte Beschreibung der

dabei ablaufenden Vorgange bewusst verzichtet.

Kurzfristige Plastizitat kann sich entweder in einer Verstarkung (Faszilitation)
oder in einer Abschwachung (Depression) der synaptischen Ubertragung
auBern (Zucker und Regehr, 2002). Treffen zwei gleichstarke
Aktionspotentiale in einem kurzen Intervall auf die prasynaptische Endigung,
so kann es sein, dass der zweite Reiz eine starkere oder schwachere

postsynaptische Reaktion (EPSC) ausldst.

Im Falle der Ubertragungsverstarkung hat sich auf der Basis zahlreicher
Studien die sog. Rest-Kalzium-Hypothese durchgesetzt. Die, durch das erste
AP erhohte, intrazellulare Kalzium-Konzentration in der Prasynapse ist bei
Eintreffen des zweiten AP immer noch Uber der normalen
Ruhekonzentration. Das restliche und das neu einstrémende Ca®* addieren
sich, wodurch sich die Freisetzungswahrscheinlichkeit fur die
Transmittervesikel erhoht. Somit wird beim zweiten Reiz mehr
Neurotransmitter ausgeschuttet und die postsynaptischen Strome sind
verstarkt (Katz und Miledi, 1968).
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Bei der Abschwachung synaptischer Ubertragung wird generell ein anderer
Mechanismus diskutiert. Der erste Reiz leert einen Teil des RRP, wodurch
dem kurz darauf eintreffenden, zweiten Impuls nicht die adaquate Vesikel-
Menge zur Verfugung steht und die Transmitterfreisetzung zwangslaufig
geringer ist. Das Resultat ist dann eine geringere postsynaptische Reaktion
(Betz, 1970).

Ob eine Zelle nun eine Faszilitation oder eine Depression der synaptischen
Ubertragung zeigt, hangt zum Teil von der Neuronenpopulation und deren
spezifischen Charakteristika, wie der Grosse ihres RRP oder dem Vermogen
diesen wieder aufzuflillen, ab. Aber auch das Milieu der Zelle, v.a. die
extrazelluldre Ca?*-Konzentration, ist entscheidend (Murthy et al., 1997). Bei
hippocampalen  CA1-Neuronen findet sich unter physiologischen
Bedingungen meist eine Faszilitation, unter erhdhter [Ca**]s hingegen eine
Depression. Durch den stirkeren AP-induzierten Ca?*-Einstrom wird ein
grosserer Teil des RRP ausgeschuttet, sodass eine kurz darauf folgende
Stimulation nur noch einen kleineren RRP zur Verfligung hat und damit auch
nur ein kleineres EPSC generiert. Das intrazelluldre Rest-Ca?* spielt dabei
keine Rolle mehr, da letztlich nicht genugend Transmittervesikel zur

Verfugung stehen.

14 Zielsetzung

Die Alzheimer Erkrankung stellt die haufigste Form der Demenz dar. Sie ist
morphologisch unter anderem durch die Ablagerung von R-Amyloid im
Gehirn sowie einem vermehrten Zelluntergang und einer Abnahme der
Synapsendichte charakterisiert. Diese synaptische Dysfunktion korreliert eng
mit der kognitiven Beeintrachtigung der Alzheimer Patienten (Terry et al.,
1991). Die grundlegende Rolle des Amyloid Precursor Proteins und dessen
proteolytischen Spaltprodukten ist fur die Pathogenese des Morbus
Alzheimer unbestritten. Zellen mit krankheitsspezifischen Stérungen der
APP-Kaskade und konsekutiv erhohten AB-Werten zeigen auch
elektrophysiologische Veranderungen wie abgeschwachte synaptische

Ubertragung oder verringerte Spontanaktivitat. Der dafir verantwortliche
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Mechanismus ist allerdings noch zu groRen Teilen unklar. Genauere
Kenntnisse uber die physiologische Funktion des Amyloid Precursor Proteins
und dessen Spaltprodukten bei der synaptischen Ubertragung wiirde viel
zum Verstandnis der Pathologie beitragen. Kamenetz et al. (2003) konnten
zeigen, dass sowohl AR die synaptische Ubertragung moduliert, als auch
umgekehrt Uber die neuronale Aktivitat die AB-Sekretion beeinflusst wird.
Diese Ergebnisse deuten auf einen physiologischen Regelkreis flr
synaptische Erregbarkeit hin, in dem die APP-Kaskade involviert ist. Wenn
dies stimmt, so sollte auch ein totales Fehlen von APP und somit auch A

einen physiologischen Effekt auf die synaptische Ubertragung haben.

Um diese Hypothese zu validieren, wurden im Rahmen dieser Arbeit
elektrophysiologische  Messungen an  autaptischen  CA1-Neuronen
hippocampaler Primarzellkulturen durchgefihrt. Dabei wurden die Daten der

Zellen von APP-knockout Mausen mit denen von Wildtyp Mausen verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Mausmodell

Zur Erforschung der physiologischen Funktion des Amyloid Precursor
Proteins wurde ein Mausmodell gewahlt, welches dieses Protein nicht
exprimiert. Bei dieser APP-knockout Mauslinie wurde durch cre/lox
vermittelte Rekombination ein 200kb grofer, die Exons 2 bis 17 umfassender
Abschnitt der APP-Gens deletiert. Die Herstellung erfolgte mittels
Blastocysteninjektion von ES-Zellen auf C57BL/6 x 1290la Hintergrund (Li et
al., 1996).

Homozygote APP-KO Mause sind lebensfahig und fertil, jedoch ca. 15-20%
leichter als Wildtypmause (Magara et al., 1999). Als einzige morphologische
Veranderung zeigte sich bei APP-KO Mausen eine Agenesie des Balkens
(Mdller et al., 1996). Weiterhin wurde fur die Knockout-Mause eine, durch
intraperitoneale Kainatinjektion induzierte Hypersensitivitdt gegenuber
Krampfen beschrieben (Steinbach et al., 1998). Die elektrophysiologischen
Messungen wurden an Zellen dieser APP-defizienten Maus durchgeflihrt. Flr
die Kontrollmessungen wurden C57 BL/6 x 129ola Wildtyp-Mause
verwendet. Die Mause wurden an der zentralen Tierhaltungseinrichtung des
damaligen Instituts flr Neuropathologie der Universitat Minchen unter

Standardbedingungen gehalten.

21.2 Hippocampale Einzelzellkulturen

Die Zellkulturen wurden in Anlehnung an die Arbeiten von Rosenmund et al.
(1993) und Rosenmund et al. (1995) durchgeflhrt.
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Hirnpréaparation

Die Praparation der Mause wurde am 1. bis 3. postpartalen Tag
durchgefuhrt. Die Mause wurden mittels Formaldehyd narkotisiert und dann
dekapitiert. Die weitere Praparation geschah in gekiltem HBSS (Invitrogen,
Karlsruhe). Die Kalotte wurde er6ffnet und das Gehirn in toto entfernt. Nach
dem Abtrennen beider Hemispharen von Hirnstamm, Kleinhirn und Thalamus
wurden die beiden Hemispharen fur die weitere Praparation in eine frische,
HBSS geflllte Petrischale verlagert. Dort wurden die vaskularisierten
Meningen entfernt und dann der Hippocampus vom Ubrigen Cerebrum

abgetrennt.

Herstellung der Astrozyten-Mikroinseln

Zur Herstellung der ernahrenden Astrozytenschicht wurden die vom
Hippocampus getrennten GroRhirnhemispharen verwendet. Zur Lésung des
Zellverbandes wurden die Hirnteile ca. 5 Minuten lang in 5ml einer 10:1 mit
HBSS verdunnten und auf 37° Celsius erwarmten Trypsinlésung mittels einer
ausgezogenen Pipette homogenisiert. Nach Zugabe von 5 ml DMEM (Pan,
Aidenbach, Deutschland) wurde das Homogenisat =zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt, und die Zellen in Kulturflaschen Ubertragen. Die
Kultivierung erfolgte in einem Medium aus DMEM angereichert mit 4,5 g/l
Glucose, 5% FBS (Pan, Aidenbach), 100 |.E./ml Pen/Strep (Invitrogen,
Karlsruhe), N2-Supplement (Invitrogen, Karlsruhe), Glutamax (Invitrogen,
Karlsruhe) und Mito® Serum-Extender (BD Bioscience, USA) bei 37° Celsius
in einer mit 10% CO; angereicherten Atmosphare. Nach ca. 10 Tagen, wenn
sich eine gleichmalige Astrozytenschicht gebildet hatte, wurden die
Gliazellen erneut trypsinisiert und auf die speziellen Glasplattchen (cover-

slips) in den Kulturplatten (12 well) Gbertragen.

Diese cover-slips (Durchmesser 18 mm) wurden zuvor mit 0,15 prozentigem
Agar beschichtet und dann mittels eines teflonbeschichteten Stempels eine
3:1:1 Mischung aus Essigsaure, Kollagen und PDL in Form ca. 200 x 200 um
grolRer Punkte aufgetragen. Diese Behandlung hatte zur Folge, dass die
Astrozyten nur auf diesen sog. microdots anwuchsen. Pro coverslip wurden
etwa 5000-10000 Zellen aufgebracht. Nach ca. 1 Woche hatten sich die
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Astrozyteninseln adaquat ausgebildet, so dass die Hippocampus Neuronen

darauf angesiedelt werden konnten (siehe Abb. 2).

Kultivierung der hippocampalen CA-1 Neurone

Zur Herstellung der Neuronen-Kultur wurden die Hippocampi wie oben
beschrieben prapariert. Dann folgte die Auflésung des Zellverbunds mittels
einer auf 37° Celsius erwarmten DMEM L&sung, angereichtert mit 0,2 mg/ml
Cystein, 100 mM CaCl,, 50 mM EDTA, sowie 10 U/ml Papain (Roche,
Mannheim). Die Andauung wurde nach 60 Minuten durch die Zugabe einer
Inaktivierungslésung aus DMEM, 5% FCS, 25 mg Albumin und 25 mg
Trypsininhibitor gestoppt. Nach sanfter Triturierung mit einer feuerpolierten
Pasteurpipette wurden etwa 500 Hipocampus-Neurone pro coverslip auf die

Astrozyten-microdots aufgebracht.

Agarose

/ Glas-Plattchen

Astrozyten

Hippocampus-Neurone
(ca. 1 Woche nach

. Astrozyten-Applikation)
ESSIg saure/

Kollagen/PDL

18 mm

Abbildung 02: Herstellung der autaptischen Neuronenkultur (schematische
Darstellung). Ein mit Agarose beschichtetes Glaspléttchen (Durchmesser 18
mm) wird mit einem Gemisch aus Essigséaure, Kollagen und PDL bestempelt.
Dann wird die Astrozytensuspension appliziert. Nach ca. 1 Woche haben
sich die Astrozyten-Microdots soweit ausgebildet, dass die hippocampalen

Neuronen darauf angesiedelt werden kénnen.
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Als Kulturmedium diente in diesem Stadium Neurobasal A (GIBCO BRL,
USA), angereichert durch Vitamin B27-Supplement, Glutamax und
Pen/Strep. Die Kultivierung erfolgte bei 37° Celsius in einer mit 5% CO,
angereicherten Atmosphare. Um eine weitere, exzessive
Astrozytenproliferation zu vermeiden, wurde am Tag nach der
Neuronenzugabe die antimitotische Substanz 5-fluoro-2-deoxyuridin in einer
Konzentration von 8 mM dem Kulturmedium beigegeben.

2.1.3 Autapsen

Ziel dieser aufwendigen Zellkultur war die Herstellung von neuronalen
Einzelzellkulturen, die die Eigenschaft besitzen, sog. Autapsen auszubilden.
Dabei handelt es sich um Synapsen, die durch die Anlagerung eines Axon an

einen Dendriten derselben Zelle entstehen.

Da Gliazellen als Hilfszellen fur die Neurone vielfaltige Aufgaben erflllen,
halten sich die Nervenzellen in ihrem Wachstum an die Grenzen der
Astrozyteninseln. Gelangen die Neuriten an den Rand der microdots, so
richtet sich ihr Wachstum wieder mehr zur Mitte. Daher wachsen die Axone
einer Zelle innerhalb des eigenen Dendritenbaums und bilden so nach
einigen Tagen Synapsen mit sich selbst aus, die Autapsen. Voraussetzung
dafur ist allerdings, dass sich auf einem Microdot auch nur ein Hippocampus-

Neuron ansiedelt.
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Abbildung 03: Autaptische Einzelzellkultur. Jeder Microdot beherbergt
optimalerweise ein Neuron, welches nach einigen Tagen mit sich selbst sog.

Autapsen ausbildet.

Autapsen wurden mittlerweile zum Ziel zahlreicher Untersuchungen. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass sowohl EPSCs die durch ein
Aktionspotential evoziert wurden, als auch spontane mEPSCS verglichen mit
gewohnlichen  Synapsen nahezu identische elektrophysiologische

Eigenschaften aufweisen (Bekkers und Stevens, 1991).
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Abbildung 04: Nativbild eines autaptischen Hippocampus-Neurons. Zu
sehen ist die Astrozyteninsel, auf der zentral eine isolierte hippocampale
Pyramidenzelle sitzt. Die Zellfortsétze (liberschreiten nicht die Grenze der

Astrozyteninsel, sondern bilden Autapsen aus.

2.2 Elektrophysiologie

2.21 Patch-clamp-Technik

Die von Neher und Sakmann (1976) entwickelte patch-clamp-Technik
ermoglicht es, sowohl transmembrane Strome der gesamten Zellmembran
von Neuronen als auch den Strom durch einzelne lonenkanale zu messen.
Ebenfalls lasst sich dabei das Membranpotential der ‘gepatchten’ Zelle
modulieren. Die patch-clamp-Technik stellt ein spezielles Spannungs-
Klemm-Verfahren (engl.: voltage-clamp) dar und funktioniert auf der Basis
eines negativen Rickkopplungsmechanismus. Das heilt, es wird aufgrund

von Anderungen des Membranpotentials einer gepatchten Zelle ein
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Kompensationsstrom generiert, der der Potentialmodulation entgegenwirkt
und somit die Spannung Uber der Zellmembran wahrend eines Experimentes
konstant halt. Dieser Kompensationsstrom reprasentiert den lonenstrom
durch eine Membran und kann mittels des patch-clamp-Aufbaus gemessen

werden.

Bei der patch-clamp-Technik wird eine spitzgezogene Glaskapillare
(Spitzendurchmesser: 1 - 2 ym) unter mikroskopisch-visueller Kontrolle in
sehr engen Kontakt mit der Zellmembran gebracht (cell-attached-
Konfiguration). Die Glaspipette ist geflullt mit einer artifiziellen
Intrazellularflissigkeit und bildet zusammen mit einer darin befindlichen,
chlorierten Silberelektrode die Patchelektrode. Die stabile Membran-Glas-
Verbindung mit Dichtungswiderstanden im Gigaohm-Bereich (engl.:
Gigaohm-seal) bewirkt durch die elektrische Abschirmung des
Membranflecks (engl.: patch) von seiner Umgebung, ein sehr gutes Signal-
Rausch-Verhaltnis. Die Stabilitdt der Verbindung zwischen Elektrode und
Membran erlaubt es, mechanische Manipulationen der Membran
durchzufihren, ohne den hochohmigen Abdichtwiderstand zu zerstéren. So
wird bei der whole-cell-Konfiguration (engl. fir Ganz-Zell-Anordnung), die bei
allen in dieser Arbeit durchgefuhrten Experimenten angewandt wurde, das
Membranstick unterhalb der Pipettenéffnung durch ruckartiges Ansaugen
herausgerissen. Dadurch erhalt man einen niederohmigen Zugang zum
Zellsoma. In dieser Konfiguration tauscht sich das Zytoplasma durch
Diffusion schnell mit der Pipettenlésung aus und es ergibt sich aufgrund des
im Vergleich viel groferen Pipettenvolumens ein definiertes lonenverhaltnis
im Innern der Zelle, das durch die Wahl der Intrazellularlédsung (IZL, siehe
Kapitel 2.2.8) bestimmt wird.

Man kann die Ergebnisse solcher Ganzzellmessungen als Summation vieler
simultan aktiver lonenkanale auffassen. Messbar ist sozusagen das
makroskopische Strommuster einer Zelle, ohne dass man den Beitrag
einzelner lonenkandle aufschlisseln kann. Dabei mull der seitliche
Leckwiderstand erhalten und somit der Leckstrom gering sein, so dass der

lonenstrom durch die gesamte verbleibende Zellmembran messbar wird.
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Vom  Operationsverstarker  (im  Vorverstarker integriert) werden
Spannungsanderungen uber der Membran registriert und durch Initiierung
eines Kompensationsstromes Uber die Patchpipette ausgeglichen. Unter
optimalen Bedingungen stellt dieser Kompensationsstrom das Aquivalent des

transmembranen lonenstromes der gesamten Zelle dar.

2.2.2 Aufbau des Messplatzes

Die optische Einheit bestand aus einem Invert-Mikroskop (BX50WI,
Olympus, Hamburg), ausgestattet mit einem 60-fach Objektiv (LUMPIlanFlI,
Olympus, Hamburg). Zur Uberwachung der Messung wurde das
mikroskopische Bild auf einem externen Monitor abgebildet. Das zu
untersuchende Praparat wurde in die mit artifizieller Extrazellularlosung
durchspulte Badkammer platziert (Durchflussrate 1,5 - 2 ml/min), die durch
zwei Mikromanipulatoreinheiten in horizontaler Ebene justiert werden konnte.
Das Objektiv wurde von unten an den Boden der Badkammer

herangefahren.

Die  patch-clamp-Einheit bestand aus einem  motorgesteuerten
Mikromanipulator (LN mini / combi, Luigs & Neumann, Ratingen), der Uber
eine Aufnahme flir den Vorverstarker verflgte. Der Vorverstarker besal} eine
Aufnahme fur den Pipettenhalter, in den die Patchpipetten eingesetzt

wurden, sowie Uber einen Erdungseingang fur die Badelektrode.

Die Patchpipetten wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren (Innendurchmesser
0,9 mm, Aussendurchmesser 1,5 - 1,8 mm, KIMAX-51°, Kimble Products)
mittels eines Vertikalpullers (PA-10, E.S.F. electronic, Goéttingen) in zwei
Zugschritten gefertigt. Fur die Ganzzellableitungen wurden Elektroden mit
einem Offnungswiderstand von 2 — 4 MQ verwendet, die vor der Messung
mit Intrazellularlésung befullt wurden. Die Verbindung mit dem Vorverstarker
wurde Uber das Eintauchen der chlorierten Silberdrahtelektrode des

Vorverstarkers in die IZL der Pipette erreicht.

Der Mikromanipulator erlaubte die freie Bewegung und gleichzeitig stabile

Haltung des Vorverstarkers mit Pipettenhalter und Pipette in allen drei
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Raumachsen und wurde Uber eine elektronische Fernsteuerung bedient. Der
Operationsverstarker, der den Kompensationsstrom reguliert, ist Teil des
Vorverstarkers. Ausgehend vom Vorverstarker wurde das analoge
Stromsignal zum patch-clamp-Verstarker (EPC-9, HEKA, Lambrecht)
geleitet. Der EPC-9 wurde Uber ein leistungsfahiges Computersystem (G4-
Macintosh, USA) angesteuert. Mittels der speziell fur patch-clamp-
Messungen entwickelten Software (Pulse 8.50, HEKA, Lambrecht) konnte
das analog aufgenommene Signal durch den AD-Wandler des EPC 9
digitalisiert dargestellt werden. Mit dieser Software wurden nicht nur die
Stromveranderungen der Zelle gemessen und aufgezeichnet, Uber sie
konnte auch die Stimulation des Neurons durch Veranderung des

Haltepotentials gesteuert werden.

Der Messplatz war mit einem zweiten Mikromanipulator (Patchman,
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf) ausgerustet, der von kontralateral an die zu
messende Zelle herangefuhrt werden konnte. An diesen wurde ein sog.
Mikrostepper (Warner Instruments, USA) befestigt, der standardisiert eine
Quarzglaskapillare mit einem Innendurchmesser von 430 pm (Polymicrotech,
USA) fur eine festgelegt Zeit in unmittelbare Nahe der Zelle bringen und
dann wieder entfernen konnte. Die Applikationspipette war Uber ein
Schlauchsystem mit einem steuerbaren Ventil (Warner Instruments, USA)
verbunden, das genauso wie der Mikrostepper von einem
Stimulationsgenerator (TIB-14, Heka) angesteuert wurde. Dieser konnte
ebenfalls Uber die patch-clamp Software Pulse 8.50 (HEKA) automatisch
gesteuert und so die Sucrose-Applikation in das Messprotokoll integriert

werden.

Der gesamte Messbereich (Mikroskop, Vorverstarker, Mikromanipulator)
stand auf einem schwingungsgedampften Tisch (TMC, Peabody, USA).
Dadurch konnten Vibrationen, die ein Verrutschen der Messpipette oder des
zu untersuchenden Praparats zur Folge hatten, weitestgehend vermieden
werden. Um uUbermafiges elektrisches Rauschen wahrend der Messungen
zu verhindern, sorgte ein Farraday'scher Kafig fur die notige

elektromagnetische Abschirmung.
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Ventil

EPC-9 EDV + + Stimulator

Abbildung 05: Schematischer und vereinfachter Aufbau des Messplatzes.
Das Objektiv des Mikroskops wird von unten an die Badkammer gebracht
(1). Darin wird die Zelle von EZL umsplilt. Die mit IZL gefiillte Messpipette ist
liber den Pipettenhalter fest mit dem Vorverstérker verbunden (2). Dieser ist
Uber ein Kabel mit dem patch-clamp-Verstédrker (EPC-9) konnektiert. Der
Vorverstirker ist an einen elektronisch steuerbaren Mikromanipulator
montiert. Eine zweite Pipette zur extrazelluldren Lésungs-Applikation ist an
einem  mikrostepper angebracht, welcher wiederum an einem
Mikromanipulator befestigt ist (3). Beide Mikromanipulatoren sind Uber
Montageséulen mit dem schwingungsgedémpften Tisch verschraubt. Der
Zufluss ber die Applikationspipette wird (ber ein automatisches
Ventilsystem geregelt. Mikrostepper und Automatikventil werden (iber den
Stimulationsgenerator angesteuert. Sowohl die Steuerung als auch die
Datenvisualisierung und -speicherung werden Uliber ein zentrales EDV-

System durchgefiihrt.

2.2.3 Elektrische Eigenschaften der whole-cell-Konfiguration

Die Zellmembran kann man elektrisch durch ihren Widerstand (Rn,) und eine
dazu parallel angeordnete Kapazitat (C,) darstellen (siehe Abb. 06). Im

whole-cell Modus, bei dem die Pipette mit dem Zellsoma leitend verbunden
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ist, liegt zwischen Silberdraht und Soma ein Widerstand (Rs) an. Im Idealfall
entspricht dieser dem Pipettenwiderstand. Da sich jedoch nach dem
Durchbrechen der Membran Fragmente derselben in Pipettennahe befinden,
erhdht sich der Serienwiderstand erheblich. Eine Erhdhung des
Serienwiderstandes flhrt dazu, dass sich die Umladung des Kondensators
(Cm) und der Kompensationsmechanismus zur Regulation der Spannung
verlangsamen und somit Leitfahigkeitsveranderungen zeitverzogert und
verzerrt wiedergegeben werden. Dadurch kann es passieren, dass das
Potential der Zelle flr eine gewisse Zeit vom Sollwert abweicht, was zu
unerwinschten Depolarisationen der Zellmembran flihrt. Der patch-clamp-
Verstarker verfugte dber Schaltkreise, die diese Erhohung des
Serienwiderstandes kompensieren (C-fast-, C-slow-Kompensation). Wahrend
der Messungen kann ein erneutes VerschlieRen der Membran unter der
Patchpipette (engl.: resealing) ebenfalls zu einer Erhéhung des
Serienwiderstandes fuhren. Aufgrund dieser Tatsache musste wahrend der
laufenden Messung der Serienwiderstand wiederholt Uberpruft werden, um
im Falle eines resealings die whole-cell-Konfiguration wieder herzustellen

oder gegebenenfalls die Messung abzubrechen.
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PP

Membranfragmente Membran

Abbildung 06: Ersatzschaltbild der whole-cell-Konfiguration (nach
Numberger und Draguhn, 1996). Nach dem Durchbrechen der Zellmembran
erhéht sich der Serienwiderstand durch Membranfragmente. PP:
Patchpipette, Rs: Serienwiderstand, Cn,: Membrankapazitit, R,: Membran-

widerstand.

2.2.4 Erzielen der whole-cell-Konfiguration

Die elektrophysiologischen Messungen wurden zwischen dem 18. und dem
21. Tag nach Herstellung der hippocampalen Primarzellkultur durchgefihrt.
Ein mit Einzellzellkulturen bewachsener cover-slip wurde aus dem
Nahrmedium genommen, und in der mit artifizieller Extrazellularlosung (EZL)
geflllten Badkammer platziert. Die Fixierung am Boden der Kammer erfolgte
mit Hilfe einer u-férmigen Platinklammer. Durch Einschalten einer Pumpe
wurde gleichzeitig eine geringe Menge EZL der Badkammer zugefuhrt bzw.
abgepumpt, so dass ein kontinuierlicher Austausch stattfand. @ Nach
Funktionskontrolle der verschiedenen Gerate wurde mit Hilfe der
Mikrometerschrauben des Objekttisches der cover-slip nach einer zur
Messung geeigneten Zelle abgesucht. Dabei mussten mehrere Kriterien
beachtet werden: Da man Einzellzellkulturen messen wollte, durfte auf der
Astrozyteninsel nur genau ein Neuron angewachsen sein. Des Weiteren war
das Ziel, CA-1-Neurone zu messen, dass heil’t die Zelle sollte eindeutig als

Pyramidenzelle mit ausreichender Grof3e zu identifizieren sein. Die
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Erfolgsaussicht der Messung konnte durch optische Einschatzung der
Vitalitdt des Neurons beurteilt werden, so dass die Effizienz der Messungen
mit zunehmender Erfahrung stieg. Daneben war ebenfalls darauf zu achten,
dass die Zelle in der Badkammer so platziert wurde, dass sie spater mit

beiden Pipetten gut zu erreichen war.

A B C
PP S e, "
—= . - Y i
E N ___________"’__.D..'.. __________‘:.ﬁ.-f : ;
Annéherung cell-attached whole-cell

Abbildung 07: Generierung der whole-cell Konfiguration. A: Das Annéhern
der Pipette an die Zelle muss unter angelegtem Uberdruck geschehen, um
ein Verschmutzen der Offnung zu vermeiden. B: Bei nur noch sehr geringer
Entfernung zur Zelle wird durch leichten Unterdruck das Gigaseal und somit
die cell-attached Konfiguration etabliert. C: Durch kurzen, kréftigen Sog wird
die Zellmembran der Pipettendffnung durchbrochen, und damit die whole-cell
Konfiguration hergestellt. Die Pipettenlbsung tauscht sich mit dem

Zytoplasma aus. PP: Patchpipette; N: Neuron.

Nach Auswahl eines entsprechenden Neurons wurde die Messpipette mit
Hilfe der Mikromanipulatoren der Zelle angenahert. Uber ein Mundstick, das
durch einen Schlauch mit dem Pipettenhalter verbunden war, konnte ein
leichter Uberdruck in der Pipette erzeugt werden. Dieser minimale Ausstrom
von IZL verhinderte zum einen ein vorzeitiges Verstopfen der Offnung, zum
anderen konnte man dadurch bei ausreichender Nahe zum Neuron eine
Eindellung der Zelloberflache erkennen. Durch Wegnahme des Uberdrucks
und eventuell sanftem Sog konnte in den meisten Fallen die cell-attached
Konfiguration hergestellt werden. Dabei stieg der Serienwiderstand in den
Gigaohm-Bereich, was als Gigaseal bezeichnet wird. Nach Durchfuhrung der
C-fast-Kompensation wurde die Zelle durch Veranderung des

Kompensationsstroms auf ein Ruhemembranpotential von -80mV gebracht.
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Die Kompensation des Serienwiderstandes wurde auf 60 Prozent eingestellt.
Durch ruckartiges Anlegen eines Unterdruckes Uber das Mundstick an die
Pipette wurde dann die Membran innerhalb der Pipettendffnung
durchbrochen. Dabei sollte der Serienwiderstand im Gigaohm-Bereich
bleiben. Nach Erlangen der whole-cell-Konfiguration wurde zusatzlich die C-
slow-Kompensation aktiviert. Die Stabilitat zwischen Zelle und Pipette konnte
auch durch die Beobachtung des Leckstroms und der Rauschintensitat
beurteilt werden. Die Daten wurden bei einer Frequenz von 2 kHz gefiltert,
und mit 10 kHz aufgenommen. Sowohl ein initial zu hoher oder auch ein sich

wahrend der Messungen verandernder Leckstrom waren Abbruchkriterien.

2.2.5 Messung von Spontanaktivitat

Bei stabilen Verhaltnissen wurde zunachst fur mindestens 2 Minuten
Spontanaktivitat aufgezeichnet. Die autaptische Isolation der gemessenen
Zellen hatte zur Folge, dass jeder spontane Vesikelrelease auch ein mEPSC
in der gleichen Zelle ausloste, und durch die whole-cell Konfiguration wurde
jeder dieser mEPSCs auch Uber die Messpipette registriert. Die mit Pulse
8.50 (HEKA) erhobenen Daten konnten spater mit Hilfe der Software
Axograph 4.1 (Axon Instruments, USA) ausgewertet werden. Dabei wurden
die spontanen Strome mit einem vorprogrammierten Muster, welches einem
durchschnittichen mEPSC entsprach, verglichen. Der Grenzwert fur die
Registrierung betrug den 3,5 fachen Wert der Standardabweichung von der
Grundlinie. Auf diese Weise wurden die einzelnen mEPSCs aus dem
Hintergrundrauschen herausgefiltert. Diese konnten dann fur jede Zelle
bezuglich Amplitude und Ladung vermessen und gemittelt, sowie Uber die

Anzahl und Ausnahmedauer deren Frequenz errechnet werden.
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2.2.6 Messung AP-induzierter Strome

Zur Induktion eines Aktionspotentials wurde das Membranpotential der Zelle,
welches in Ruhe bei -80 mV gehalten wurde, fur eine Millisekunde auf Null

gebracht.

omv + —

-80 mV+

f

Stimulationspuls: Depolarisation von -80 mV auf 0 mV
Lénge: 1 ms

Abbildung 08: Standardisierter Stimulationspuls. Dieser wurde fiir alle
Messungen verwendet, in denen EPSCs durch Aktionspotentiale ausgeldst
werden sollten. Das Anheben des Haltepotentials der Zelle von -80 mV auf 0
mV fiir eine Millisekunde, fiihrt zum Offnen schneller Natriumkanéle. Durch
den resultierenden Einstrom positiver Ladung wird das Aktionspotential

generiert.

Das in Abb. 09 dargestellte Beispiel zeigt die aufgezeichnete Kurve nach
einfacher Stimulation und Ableitung in der whole-cell Konfiguration. Nach
einem durch den Depolarisationsreiz verursachten Artefakt kommt es zum
schnellen Einstrom von Natrium-lonen im Rahmen des ausgelOsten
Aktionspotentials. Dieser Einstrom positiver Ladung in die Zelle wird
definitionsgemall negativ dargestellt. Der postsynaptische Einwartsstrom
erscheint nur einige Millisekunden nach Beginn des APs und ist durch das
Offnen unspezifischer Kationenkanéle im Rahmen der AMPA-Rezeptor

Aktivierung bedingt. Die Gipfel-Amplitude gibt die maximal geflossene
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Stromstarke an, die durch ein prasynaptisches AP ausgeldst, postsynaptisch

geflossen ist.

<+— Stimulationsartefakt

10 ms

Amplitude —*

1nA

Abbildung 09: AP-induziertes EPSC. Darstellung der gemessenen Stréme
wéhrend einer einzelnen Stimulation. Das AP ist durch einen schnellen
Einstrom positiver Ladung in die Zelle gekennzeichnet. Noch wé&hrend
dessen Riickbildung fiihrt das darauf folgende EPSC durch die Offnung
unspezifischer postsynaptischer Kationenkanéle ebenfalls zu einem
negativen Ausschlag. Dieser lonenstrom ist langsamer und die maximale
Stromstérke ist geringer. Die gesamte elektrische Ladung Q des EPSC ist
allerdings durch die l&dngere Dauer meist deutlich gré3er als die des AP. Die
Amplitude des EPSC, d.h. dessen maximale Stromstérke, gilt als Mal3 fiir
die basale synaptische Ubertragungféhigkeit.

Ein groRer Teil der Versuche dieser Arbeit beruhen auf AP-evozierten
postsynaptischen Stromen, wobei diese entweder nach Einzelreizen oder

nach Reizfolgen abgeleitet wurden.
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2.2.7 Messung osmotisch induzierter Strome

Eine andere Moglichkeit, Nervenzellen zu stimulieren, ist, sie einem
osmotischen Reiz auszusetzen. Dies fuhrt zu einer vollstdndigen und
Kalzium-unabhangigen Entleerung des Readily-Releaseable Vesikelpools.
Als stark osmotisch wirksame Substanz wurde bei den Versuchen dieser
Arbeit eine Sucroselosung in einer Konzentration von 500 Millimol pro Liter
gewahlt. Um die Entleerung des Vesikelpools messbar zu machen, musste
dies moglichst schnell geschehen. Dies setzte wiederum voraus, dass die
Sucroseldésung so nah wie moglich an der Zelle appliziert werden musste,
ohne die Zelle durch den FlUssigkeitsstrom zu beschadigen. Ein Abstand
von circa 100 Mikrometern zur ,gepatchten® Zelle stellte sich als optimal
heraus. Die Applikationpipette war wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben in das
System integriert. Die Uber die Software programmierbare Steuerung von
Mikrostepper und Ventilsystem machte es maoglich, die Sucroselésung fur
einen Zeitraum von exakt 4 Sekunden nah an der Zelle zu applizieren und

gleichzeitig Uber die patch-Pipette das resultierende EPSC aufzuzeichnen.

2.2.8 Losungen

FUr die patch-clamp Experimente wurden hauptsachlich zwei verschiedene
Losungen verwendet, deren Zusammensetzung der Arbeit von Fernandez-

Chacon et al. (2001) nachempfunden wurden.

Die Badlosung diente als artifizielle Extrazellularflissigkeit. Sie zirkulierte
durch die Badkammer, in der sich die zu messenden Zellen wahrend der

Experimente befanden.

35



Material und Methoden

Badlosung / artifizielle Extrazellularlésung

Substanz Konzentration (mM)

NaCl 140

HEPES 10

Glukose 10

CaCl, 1/4

MgCl; 4

KCI 2,4

Bicuculline 15

Die Badlésung wurde mit NaOH auf einen pH-Wert von 7,3 gebracht sowie
auf eine Osmolaritat von circa 300 mOsm eingestellt. Einige Versuche
wurden in einem Mileu mit geringer Ca?*-lonen Konzentration (1mM)
durchgefiihrt, die meisten bei 4 mM. Die hohe Mg*-lonen Konzentration
hemmt wirksam NMDA-Rezeptoren, so dass nur AMPA-vermittelte EPSC
gemessen wurden (Bekkers und Stevens, 1993). Zur Blockierung
inhibitorischer Strome wurde der Badlosung noch der GABA-Rezeptor-

Antagonist Bicuculline zugesetzt.

Die Pipettenlosung stellt die artifizielle Intrazellularlésung dar und wurde vor
jeder Messung mit Hilfe eines Mikroloaders als Spritzenaufsatz in die frisch
gezogene Patch-Pipette gefullt. Nach Herstellung der whole-cell
Konfiguration, also nach Durchreilen der Zellmembran unterhalb der
Pipettendffnung, tauschte sich diese mit dem Zellplasma aus. Da das
Volumen der Zelle gegenuber dem in der Pipette vernachlassigbar klein ist
herrschte nach kurzer Zeit innerhalb der Zelle das definierte Milieu der

artifiziellen Intrazellularlésung.
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Pipettenlosung / artifizielle Intrazellularlosung

Substanz Konzentration (mM)
NaCl 10
Kalium-Glukonat 125
EGTA 1
MgCl, 4,6
ATP-Na; 4
Kreatinphosphat 15

Phosphokreatinkinase 20 U/mi

Auch die Pipettenldsung wurde auf einen pH-Wert von 7,3 sowie eine
Osmolaritat von 300 mOsm eingestellt. Zur Vermeidung von Schwebstoffen
jeglicher Art, die die Pipettenoffnung verstopfen konnten, wurde die Losung

ultrafiltriert.

Alle, fur die oben genannten Losungen bendtigten Chemikalien wurden von

der Firma Sigma (USA) erworben.

2.3 Auswertung und Statistik

Die Software Pulse 8.50 (Heka, Lambrecht) ermoglichte neben dem
Aufzeichnen auch das Vermessen der evozierten EPSCs. Diese Daten
wurden von der Software in ein Logbuch gespeichert und konnten so Uber
eine  speziell programmierte = Makrofunktion in das Tabellen-
kalkulationsprogramm EXCEL (Microsoft, USA) importiert werden. Die
Datenanalyse der Spontanaktivitat erfolgte wie bereits in Kapitel 2.2.5
beschrieben mit Hilfe des Mustererkennungsprograms Axograph 4.1 (Axon
Instruments, USA), auch weitere Datenanalysen der osmotisch induzierten
Strome erfolgten mittels dieses Programms. Sowohl die Aufbereitung und
graphische Darstellung als auch die statistische Auswertung der Daten
wurde mit Hilfe des Programms EXCEL durchgefuhrt. Da alle Messungen

uber eine Stichprobenanzahl von n < 40 verfigten und die Ergebnisse
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normalverteilt waren, diente der t-Test flr unabhangige Stichproben als
statistisches Mittel zur Uberprifung der Signifikanz der Werte (SACHS,
1997). Unterschiede zweier Mittelwerte wurden mit p < 0,05 als signifikant
eingestuft. AufRerdem wurde bei allen Mittelwerten als Fehler der
Standardfehler des arithmetischen Mittels (SEM) bestimmt (SACHS, 1997).
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3 Ergebnisse

3.1  Synaptische Ubertragung bei niedriger extrazellulirer

Kalzium - Konzentration

Zunachst wurden Experimente mit einer Ca®*-Konzentration von 1mM in der
extrazelluldren Badldsung durchgefiihrt. Bei dieser relativ niedrigen [Ca®'],
die aber in etwa der physiologischen Konzentration entspricht, ist die

Freisetzungswahrscheinlichkeit fur Neurotransmitter gering.

3.1.1  AP-evozierte Neurotransmitterfreisetzung

Um die durch ein Aktionspotential ausgeloste Transmitterfreisetzung zu
beurteilen, wurden die Amplituden der resultierenden Exzitatorisch
Postsynaptischen Strome (EPSC) gemessen. Zur Stimulation wurden die
Zellen fir eine Milisekunde von -80mV auf OmV depolarisiert. Bicculine in der
Badldsung blockte die inhibitorischen Stréme, die hohe Mg?* Konzentration
verhinderte wie bereits beschrieben eine NMDA-Rezeptor-Aktivierung. Der
am Zellsoma gemessene Strom ist dadurch nahezu vollstandig AMPA-
Rezeptor vermittelt, und summiert sich aus den an jeder Autapse des

Neurons entstehenden EPSCs.

Es wurden die Amplituden von insgesamt 63 Neuronen gemessen, wobei pro
Zelle mindestens 3 Werte gemittelt wurden. Hierbei zeigt sich kein
signifikanter Unterschied zwischen APP-KO (2270,8 + 295,8 pA) und Wildtyp
(1886,4 £ 297,9 pA). Man kann also davon ausgehen, dass unter diesen
Bedingungen die basale glutamatvermittelte synaptische Ubertragung bei
APP-defizienten Neuronen nicht bedeutend verandert ist. Allerdings war
eine Tendenz zu groReren Amplituden bei den Zellen der APP-knockout

Mause zu erkennen.
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Abbildung 10: Vergleich der basalen synaptischen Ubertragung bei 1 mM
[Ca®"le. Das Diagramm zeigt die relative Amplitudendifferenz der AP-
evozierten EPSCs zwischen APP-knockout und Wildtyp Zellen. Es liel3 sich
kein signifikanter Unterschied nachweisen (p > 0,05). Fehlerbalken = SEM, n

= Anzahl der gemessenen Zellen.

3.1.2 Doppelpuls-Stimulation zeigt eine Faszilitation

Ein etabliertes elektrophysiologisches Modell zur Messung der
Kurzzeitplastizitat ist die Doppelpuls-Stimulation (siehe Kap. 1.3.3). Dafur
wurde das autaptische CA-1-Neuron zweimal in kurzen Abstanden ebenfalls
durch eine 1 ms dauernde Depolarisation stimuliert. Die Amplitudenhohen
der beiden EPSCs wurden ausgemessen und in ein Verhaltnis zueinander
gesetzt. Diese Ratio bildet sich aus dem Quotient der Amplitude der zweiten
Stimulation zur Ersten (siehe Abb. 12). Ein Verhaltnis grofer als Eins
beschreibt eine Doppelpulsverstarkung, ein Wert kleiner als Eins eine
Doppelpulsunterdrickung. Die Auspragung des jeweiligen Effekts ist vom
Stimulationsintervall abhangig. Kirzere Abstande zwischen den Pulsen
weisen in aller Regel eine groRere Amplitudendifferenz auf als langere
Intervalle, weil sich die EPSCs untereinander starker beeinflussen. Daher
wurden die Reizintervalle mit 25, 50, 100, 150, 200, 300, 400, 500

Millisekunden variiert. Pro gemessene Zelle wurden die Amplituden von
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mindestens 3 Durchgangen ins Verhaltnis zueinander gesetzt und dann

gemittelt.

Pulsintervall (ms)

s |

50 |

100 H

150 H

200 H

300 H

400 |

500 |

Abbildung 11: Stimulationsprotokoll fir die Doppelpuls-Versuche. Jeder
Balken steht fiir einen Stimulationspuls wie oben beschrieben. Die 8
verschiedenen Pulsintervalle liefen hintereinander mit einer Pause von
jeweils 2 Sekunden automatisch ab. Das Protokoll wurde pro Zelle

mindestens dreimal durchgefiihrt.
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Amplitude 1

Amplitude 2

Abbildung 12: Beispiel einer gemessenen Paired-Pulse Fascilitation (PPF)
bei Doppelpuls-Stimulation. PPF zeigte sich nahezu immer bei niedriger
extrazelluldrer Ca®*-Konzentration. Das Interpulsintervall betrug in diesem
Fall 50 us. Die Amplitude des zweiten EPSC ist gréer als die des ersten.
Die Ratio (Amplitude 2 / Amplitude 1) ist gré3er Eins.

Die Messungen der Doppelpulsstimulation bei 1mM extrazellularer Ca?*
Konzentration ergaben durchgehend eine Verstarkung des zweiten EPSCs
im Vergleich zum ersten. Es scheint, dass an den Synapsen hippocampaler
Pyramidenzellen in einem Niedrig-Kalzium Milieu, der Ca®* Einstrom durch
ein stimuliertes AP nicht die notwendige GroRe erreicht, um durch die
resultierende Transmitterausschittung den Readily Releasable Pool (RRP)
merklich zu verkleinern. Dadurch sind bei der zweiten Stimulation nicht nur
genigend Transmittervesikel vorhanden um die Ubertragungsstarke des
ersten AP aufrechtzuerhalten, vielmehr sorgt das Rest-Kalzium in der
prasynaptischen Endigung fur eine verstarkte Transmitterfreisetzung nach
der zweiten Stimulation (siehe Kap. 1.3.3). Diese Paired-Pulse Fascilitation
(PPF) war meist bei einem Intervall von 25 ms am ausgepragtesten und

nahm bis zu einem Intervall von 500 ms ab (siehe Abb. 13).
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Abbildung 13: Die Doppelpulsverstdrkung ist vom Stimulationsintervall
abhéngig. Dargestellt sind die Stréme, die aus einem Durchgang des
Doppelpulsstimulationsprotokolls resultieren. Der Doppelpulsabstand wurde
zwischen 25 und 500 ms variiert. Die verschiedenen Intervalle wurden
einzeln hintereinander aufgenommen und hier nur zur besseren
Anschaulichkeit lberlagert dargestellt. Je kirzer der Abstand der Pulse,

desto ausgeprégter war die Faszilitation.

Der Vergleich von APP-knockout Neuronen mit denen von Wildtyp-Mausen
erbrachte keinen signifikanten Unterschied in der Auspragung der PPF. Es
zeigte sich eine Uberlappung der Standardabweichungen in fast allen
Bereichen (siehe Abb. 14). Das Fehlen des Amyloid Precursor Proteins und
dessen Spaltprodukten in diesen Neuronen wirkte sich also nicht auf das

Ausmal} der postsynaptischen Paired-Pulse-Fascilitation aus.
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Abbildung 14: Unverédnderte Doppelpulsverstdrkung bei Neuronen von
APP-KO Méusen. Gezeigt ist das Verhéltnis der Amplituden des 2. zum 1.
EPSC, als Funktion von 8 verschiedenen Stimulationsintervallen von 25 bis
500 ms. Gemessen wurden 64 Zellen (37 x APP-KO, 27 x Wildtyp). Pro Zelle

wurden zwischen 3 und 5 Messungen gemittelt. Fehlerbalken = SEM.

3.2 Synaptische Ubertragung bei hoher extrazellularer

Kalzium - Konzentration

3.2.1 Spontanaktivitat

Im Rahmen der Messungen mit einer extrazellularen Kalzium-Konzentration
von 4 mM wurde zunachst die spontane synaptische Aktivitat abgeleitet.

Diese beruht auf der sporadischen Freisetzung einzelner synaptischer

Vesikel.
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Abbildung 15: Spontanaktivitdt. Gezeigt sind jeweils 10 Sekunden
aufgezeichnete Spontanaktivitdt. APP-KO Neurone zeigten meist hbhere

mEPSC Frequenzen.

Uber die Auswertungssoftware Axograph wurden Zeitraume von jeweils 30
Sekunden bearbeitet und mMEPSCs nach einem, in Kapitel 2.2.5
beschriebenen Muster herausgefiltert und vermessen. Diesbezlglich wurden
im Ganzen die Messungen von 46 Neuronen ausgewertet, wobei 22 vom
Typ APP-KO und 24 vom Wildtyp waren.
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Abbildung 16: Mittlere Amplitude der mEPSCs. Es zeigten sich sehr
konstante Werte und kein signifikanter Unterschied zwischen APP-KO und
Wildtyp. Fehlerbalken = SEM.
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Abbildung 17: Mittlere Ladung der mEPSCs. Es zeigten sich geringgradig,
aber signifikant gréBere Ladungen bei APP-KO Messungen verglichen mit

den Wildtypkontrollen. Fehlerbalken = SEM; % = p < 0,05.
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Abbildung 18: Mittlere Frequenz der mEPSCs. Es zeigten sich im Vergleich
mit den Wildtypkontrollen bei den APP-KO Zellen signifikant hoéhere
Frequenzen. Fehlerbalken = SEM; % =p < 0,05

Far die Amplitude der herausgefilterten mEPSCs ergaben sich im Mittel
Werte von 19,98 + 0,72 pA fir APP-KO und 19,80 + 0,60 pA fur WT, und
somit kein signifikanter Unterschied. Die Ladungen Q der einzelnen
Transmittervesikel zeigten mit 0,088 + 0,003 pC fur APP-KO und 0,080 +
0,003 pC fur WT gemittelt fur die Knockout-Zellen signifikant geringere
Werte. Die gemittelten Frequenzen der einzelnen Zellen bezlglich ihrer
Spontanaktivitat ergaben einen deutlichen und signifikanten Unterschied,
namlich 8,71 + 1,41 Hz fir APP-KO und 5,91 £ 0,86 fur Wildtyp.

3.2.2 Basale Synaptische Ubertragung

Bei hohem extrazellularem Kalzium zeigten sich unabhangig vom Zelltyp
deutlich erhéhte AP-evozierte EPSC-Amplituden im Vergleich zu 1 mM
Kalzium. Bei den Neuronen der Wildtyp-Mause ergab sich eine
AmplitudenvergroRerung um den Faktor 1,9 (1mM Ca?': 1886,4 pA; 4mM
Ca®': 3591,7 pA), bei denen der APP-Knockout Mduse sogar um den Faktor
2,5 (1mM Ca**: 2270,8 pA; 4mM Ca?*: 5642,2 pA; siehe Abb.18).
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Der Grund fur die Amplitudenvergdferung ist die bereits beschriebene
erhohte Freisetzungswahrscheinlichkeit des Transmitters Glutamat unter
diesen Bedingungen. Die hohere extrazellulare Kalzium-Konzentration
verstarkt den AP-induzierten Einstrom, wodurch auch intrazellular
prasynaptisch mehr Kalzium-lonen zur Verfligung stehen. Dies flhrt zu

einem vermehrten Vesikelrelease (Zucker und Regehr, 2002).

Diese Amplitudenerhdhung durch die Anhebung der extrazellularen Kalzium-
lonen Konzentration, einmal um den Faktor 1,9 bei WT, aber um den Faktor
2,5 bei APP-null war signifikant unterschiedlich (p < 0,02). Die basale
synaptische Ubertragung der APP-defizienten Neuronen war also gegenuber
der Wildtyp-Kontrolle starker von der extrazellularen Ca?* - Konzentration

abhangig.
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Abbildung 19: Abhéngigkeit der basalen synaptischen Ubertragung von der
extrazelluldren Kalzium-Konzentration.

A Dargestellt sind typische Beispiele AP-evozierter EPSCs von APP-KO und
Wildtyp Zellen bei 1mM bzw. 4mM extrazellulérer [Ca2+]. Bei hoher Kalzium-
Konzentration zeigten sich stets deutlich gré3ere Amplituden.

B Das Balkendiagramm zeigt die entsprechenden absoluten Mittelwerte der
Stromamplituden in Picoampere als Mall der basalen synaptischen
Ubertragung. Die AmplitudenvergréBerung durch die Erhéhung des
extrazelluldren Ca**-Konzentration war bei APP-KO Zellen ausgeprégter.
(Fehlerbalken = SEM; % =p < 0,0005)

Diese Abhangigkeit zeigt sich auch beim direkten Vergleich in Hoch-Ca*
Milieu (siehe Abb. 19). Wahrend man bei 1mM [Ca*]. noch keinen

signifikanten Unterschied feststellen konnte, war bei 4mM [Ca*']. die EPSC-
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Amplitude der APP-KO Zellen um 57,1 % groRer als bei den WT
Vergleichszellen (APP-KO 5642 + 615 pA, WT 3592 + 387 pA). Somit stellte
sich unter diesen Bedingungen die AP-evozierte exzitatorische synaptische

Ubertragung bei APP-Verlust signifikant verstarkt dar.
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Abbildung 20: Die basale synaptische Ubertragung der APP-knockout
Neuronen war bei hoher extrazellulirer Ca**-Konzentration signifikant
verstérkt. Gezeigt ist die relative Verdnderung der EPSC-Amplitude bei APP-
knockout gegeniiber den Wildtyp Zellen bei einer extrazelluliren Ca*'-
Konzentration von 4 mM. Die VergréBerung betrug 57,1%. (n = Anzahl der
gemessenen Zellen; Fehlerbalken = SEM; % p < 0,005).

3.2.3 Doppelpuls-Stimulation zeigt eine Depression

Analog zu den Experimenten im Niedrig-Kalzium-Milieu wurde das gleiche
Doppelpulsstimulationsprotokoll (sieche Abb.11) auch bei 4mM [Ca®']e
durchgefuhrt. Dabei zeigte sich im Mittel eine Unterdriickung des zweiten
EPSC im Vergleich zum ersten (Ratio < 1). Des Weiteren fielen wie bei allen
Messungen in diesem Milieu die bereits beschriebenen, durchwegs gréflieren
Amplituden auf (siehe Abb. 21). Die PPD ist im Vergleich zur PPF bei 1mM
[Ca®"]e geringer und variabler ausgepragt. Es zeigte sich trotzdem ein

signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien. Bei den APP-defizienten
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Neuronen konnte in den meisten Fallen nur eine sehr geringe PPD
gemessen werden (durchwegs unter 10%) wahrend die Wildtypzellen v.a. in
den kurzeren Intervallen (25 — 300 ms) eine Unterdrickung von meist Uber

10% zeigten.

Wildtyp v/ ( .ff/
‘ V |‘ I 1nA

. 25 ms

Abbildung 21: Typische Beispiele einer paired-pulse Depression bei einem
Interpuls-Intervall von 50 ms. APP-KO zeigt in der Regel im Vergleich zum
Wildtyp eine geringere PPD, die absoluten Amplituden waren durchwegs
gréBer. [Ca*'], = 4mM.

Doppelpuls-Intervall (ms)

25 50 100 150 200 300 400 500

reLPPD | APP-KO | 31 | 21 | 73 | 85 | 72 | 61 | 62 | 63

(%) WT 138 | 129 | 151 | 142 | 141 | 130 | 99 | 93

Bei den Wildtyp-Neuronen war in diesem Millieu eine Depression zu
erkennen, wie sie auch in ahnlichen Experimenten z.B. von Mennerick und
Zorumski (1995) festgestellt wurde. Die APP-defizienten Zellen zeigten im
gleichen Versuch eine nur noch sehr geringe PPD. Das Amyloid Precursor
Protein und seine Spaltprodukte scheinen den Mechanismus der Paired-

Puls-Depression zu beeinflussen.
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Abbildung 22: Doppelpulsstimulation bei 4mM [Ca®'], zeigte bei fiinf von
acht Intervallen eine signifikant verringerte Depression des 2. EPSC bei
APP-KO. Gemessen wurden 49 Zellen (25 x APP-KO; 24 x WT).
Fehlerbalken = SEM; % =p < 0,05; %% =p <0,01

3.2.4 Repetitive Stimulation

Die erhdhte prasynaptische Freisetzungswahrscheinlichkeit fir Transmitter-
vesikel bei hohen extrazellularen Kalziumionen-Konzentrationen hat die
bereits beschriebenen Folgen fur die resultierenden postsynaptischen
Strome. Zum einen ist die Amplitude AP-evozierter EPSCs vergroRert, zum
anderen wird dadurch ein groRerer Anteil des Readily Releasable Pool
(RRP) exozytiert. Als Folge kann bei einer kurz darauf folgenden identischen
Stimulation, unabhangig von der einstromenden Menge an Ca?*, nicht die
gleiche Transmittermenge ausgeschuttet werden. Die zweite Amplitude ist

unterdruckt.

Um die GroRe des RRP weiter zu untersuchen, wurden Experimente
durchgefuhrt, die noch zu einer ausgepragteren Leerung dieses Vesikelpools
fuhren. Dazu wurden die Zellen mehrfach hintereinander stimuliert. Zum
einen mit einer sehr hohen Frequenz und geringen Pulszahl als sog.

Hochfrequenzstimulation (HFS), zum anderen mit einer niedrigeren Frequenz
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und dafir hoéheren Pulszahl als sog. Prolongierte Repetitive Stimulation
(PRS).

Hochfrequenzstimulation (HFS)

Bei der Hochfrequenzstimulation wurde die Zelle funf mal alle 20 ms, mit der

bekannten 1 ms langen Depolarisation von -80 auf 0 mV, stimuliert.

| ]

20 40 60 80 100
Zeit (ms)

Abbildung 23: Stimulationsprotokoll der Hochfrequenzstimulation (HFS).
Eine 1 ms lange Depolarisation wurde fiinfmal hintereinander alle 20 ms

ausgeldst. Die Frequenz betragt 50 Hz.

Die Hochfrequenzstimulation wurde bei insgesamt 46 Neuronen gemessen
und ausgewertet. Davon waren 22 APP-knockout Zellen und 24 Wildtyp
Kontrollen. Die Kontroll-Zellen zeigten durchwegs eine ausgepragte
Depression der EPSCs, die sich nach jeder Stimulation deutlicher darstellt.
Hingegen war bei den APP-KO Neuronen in den meisten Zellen nur eine

geringe Depression zu erkennen.

53



Ergebnisse

Wildtyp |III ||I f,n’ ||I J |- I\

U;'J/ | |/ | IL/' | |

I‘ ‘ | ‘ |
| |
A A | A / v

|

| / |/
‘ || |'/ l "III
\/

APP-KO

20 40 60 80 100
Zeit (ms)

Abbildung 24: Typische Beispiele fiir die bei einer HFS resultierenden
postsynaptischen Stréme. Bei den Wildtyp-Kontrollzellen fiihrte dieses
Protokoll meist zu einer zunehmenden Unterdriickung der EPSCs. Dieses

Verhalten war bei den APP-knockout Zellen deutlich geringer ausgeprégt.

Desweiteren sind auch bei dieser Versuchsreihe die insgesamt grolderen
Amplituden bei den APP-KO Neuronen im Vergleich zu den Wildtyp-
Kontrollen erwdhnenswert.
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Abbildung 25: Die Hochfrequenzstimulation zeigte im Vergleich zur
Kontrolle bei APP-defizienten Neuronen eine signifikant geringere, relative
Amplitudenverkleinerung im gesamten Verlauf. Dargestellt ist die EPSC-
Amplitude der fiinf aufeinander folgenden Pulse als Ratio zur Ersten. Der
erste Puls wurde nach 20 Millisekunden ausgelést, die vier folgenden
wiederum jeweils nach 20 Millisekunden. Gemessen wurden 46 Zellen (22 x
APP-KO; 24 x Wildtyp). Fehlerbalken = SEM; % p < 0,05; %% p < 0,025.

Im Mittel verringerten sich die EPSC-Amplituden bei den Kontrollen nach
dem 2. Puls um 17%, nach dem 3. Puls um 32%, nach dem 4. Puls um 43%
und nach dem 5. Puls um 49%. Im Falle der APP-knockout Zellen handelte
es sich dabei lediglich um 5%, 18%, 26% und 33% Amplituden-

verkleinerung.

Prolongierte Repetitive Stimulation (PRS)

Das Versuchsprotokoll der PRS umfasste 30 Stimulationspulse in drei
Sekunden, was einer Frequenz von 10 Hz entspricht. Die Einzelstimulation
bestand erneut aus einer 1 ms langen Depolarisation aus dem Ruhepotential
von -80 mV auf 0 mV.
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Abbildung 26: Stimulationsprotokoll der Prolongierten Repetitiven
Stimulation (PRS). 1 ms lange Depolarisation wurde 30-mal hintereinander

alle 100 ms ausgelést. Die Frequenz betragt 10 Hz.

Auch hierbei verringerten sich die Amplituden der darauffolgenden EPSC bei
den APP-defizienten Zellen signifikant geringer als bei den Kontrollen. Bei
Mittelung der letzten funf EPSCs ergab sich bei APP-null eine Amplitude die
noch 64,4 + 0,07 Prozent der Ausgangsamplitude entspricht. Die Wildtyp

Zellen zeigten dabei nur noch eine Amplitude von 42,5 + 0,05 Prozent.
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Abbildung 27: Die Prolongierte Repetitive Stimulation zeigten im Vergleich
zur Kontrolle bei APP-defizienten Neuronen eine signifikant geringere relative
Amplituden-Verkleinerung im gesamten Verlauf. Dargestellt ist die EPSC-
Amplitude der 30 aufeinander folgenden Pulse als Ratio zum ersten Puls.
Die Neuronen wurden alle 100 ms (lber einen Zeitraum von 3 Sekunden
stimuliert. Gemessen wurden 45 Zellen (20 x APP-KO; 25 x Wildtyp).
Fehlerbalken = SEM; % = p < 0,01.

3.2.5 Readily Releaseable (Vesikel)-Pool (RRP)

Die vorhergehenden Experimente zeigten, dass sich der Readily
Releaseable Pool bei APP-KO Zellen durch wiederholte Stimulationen
weniger leicht leeren lie} als bei den Wildtypzellen. Ein grélerer Vesikelpool
ist hierfr die wahrscheinlichste Ursache. Um dies zu Uberprifen, zielten die
nachsten Versuche darauf ab, den RRP komplett zu leeren, und damit
dessen Grole definitiv zu bestimmen. Um dies zu erreichen, applizierten wir
hypertone Sucroselésung mit einer Konzentration von 500 mM fir 4
Sekunden von extern in die unmittelbare Nahe der Zelle (siehe Kap. 2.2.7).
Diese Prozedur fuhrt zur prasynaptischen, Kalzium-unabhangigen
Freisetzung des kompletten RRP, postsynaptisch kommt es zu einem
grol3en, transienten Einwartsstrom positiver lonen (Bekkers und Stevens,
1991; Rosenmund und Stevens, 1996).
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Abbildung 28: Dargestellt sind typische Beispiele, durch Applikation
hypertoner Lésung ausgeléster postsynaptischer Stréme von Wildtyp- und
APP-KO Zellen. Als hypertone Lésung wurde, dargestellt durch den
schwarzen Balken, 500 mM Sucroselésung Uber einen Zeitraum von 4
Sekunden nahe an der Zelle appliziert. Die Ladung als Produkt aus Strom

und Zeit berechnet sich als Flache l(iber der Kurve.

Zur Beurteilung der Grésse des RRP ist es nétig, zuerst die Ladung des
gemessenen Einwartsstroms zu berechnen. Diese ergibt sich aus der
Multiplikation der Stromstarke mit der Zeit, also aus der Flache Uber der
Kurve. Die Einheit ist Coulomb. Diese Ladung ist proportional zur
tatsachlichen Vesikelzahl des RRP. Verglichen wurden die Messungen von
16 APP-KO Zellen mit 22 Wildtyp Kontrollzellen. Es zeigte sich hierbei, dass
die APP-knockout Neurone Uber einen im Mittel mehr als doppelt so grol3en
Vesikelpool verfugten als die Kontrollen. Fur die APP-defizienten Neurone
berechnete sich eine mittlere Ladung von 14228 + 2423 pC, fir die
Kontrollzellen lediglich 599,4 + 105,1 pC, was einer Erhdhung um 237
Prozent entspricht. Die Signifikanz p ist dabei kleiner 0,001.
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n=22

Wildtyp APP-KO

Abbildung 29: Ladung des Sucrose-induzierten Stroms in Coulomb als
MalRstab der GréBe des RRP. Es zeigte sich bei APP-KO im Vergleich zu
Kontrollzellen ein signifikant vergré3erter Vesikelpool. Fehlerbalken = SEM;

%* =p <0,001; n = Anzahl der gemessenen Zellen.

Zur Berechnung der absoluten Vesikelzahl des Readily Releasable Pool
wurde der Quotient aus der Ladung des Sucrose-induzierten Stroms und der
mittleren Ladung der mEPSCs derselben Zelle gebildet, da die Ladung eines
mEPSCs der Transmittermenge eines einzelnen Transmittervesikels
entspricht. Die Vesikelzahl konnte nur bei einer geringen Anzahl an
Versuchen gemittelt werden, da aufgrund zeitlich begrenzter Stabilitat der
Messung nicht bei allen Zellen sowohl die Spontanaktivitat als auch die

osmotisch induzierte Vesikelfreisetzung gemessen werden konnte.
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Abbildung 30: GréBe des Readily Realeaseable Vesikelpools. Die Anzahl
der durch osmotische Stimulation freigesetzten Transmittervesikel war bei
den gemessenen APP-KO Zellen mehr als doppelt so grol3. Fehlerbalken =
SEM; % =p < 0,001.

Die Ladung eines einzelnen mEPSC betrug bei APP-KO im Mittel 0,086 pC,
bei den WT-Kontrollen 0,081 pC. Aus den Quotienten der Einzelwerte der
auswertbaren Zellen, errechnet sich fir den RRP eine mittlere Vesikelzahl
pro Zelle von 17495 £ 3390 bei APP-KO, sowie 7171 + 1157 bei Wildtyp.
Dies entspricht einer PoolvergroRerung um 244 Prozent und einer

Signifikanz von wiederum kleiner 0,001.

3.2.6 Vesikelfreisetzungswahrscheinlichkeit P,

Um beurteilen zu konnen, ob die Effektivitat der AP-evozierten
Transmitterfreisetzung durch das Fehlen von APP beeinflusst wird, wurde die
Vesikelfreisetzungswahrscheinlichkeit P,, bestimmt. Diese kann errechnet
werden, indem man die Ladung der AP-evozierten EPSCs einer Zelle durch
die Ladung des RRP dividiert. Es wird somit der Anteil des RRP ermittelt, der
durch ein Aktionspotential ausgelost, prasynaptisch an diesem Neuron

exozytiert wird. Diese Berechnung wurde ebenfalls nur mit Werten
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durchgefuihrt die von einem Neuron stammten, wodurch die Anzahl der
auswertbaren Zellen deutlich sank (APP-KO: n = 10; Wildtyp: n = 11).

n=11

n=10

Wildtyp APP-KO

Abbildung 31: Vesikelfreisetzungswahrscheinlichkeit P, zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen APP-KO und Wildtyp. Dargestellt ist der
durch ein AP freigesetzte Anteil des RRP in Prozent.

Hierbei zeigte sich bei Mittelung der Werte dieser 21 Zellen kein signifikanter
Unterschied zwischen APP-KO und Wildtyp. P, scheint bei APP-KO mit 5,5
t 1,1 Prozent im Vergleich zu den Kontrollmessungen mit 7,8 + 1,3 Prozent

tendenziell vermindert zu sein.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Die autaptische Primarzellkultur

In der vorliegenden Arbeit wurden die elektrophysiolgischen Versuche zur
Untersuchung synaptischer Aktivitat an autaptischen Primarzellkulturen
durchgefuhrt. Weitere etablierte Methoden sind die Messung an

konventionellen Primarzellkulturen oder an vitalen Hirnschnittpraparaten.

Bei Verwendung hippocampaler Hirnschnitte bleiben die physiologische
Hirnarchitektur und somit die naturlichen synaptischen Verbindungen der
verschiedenen Neuronenpopulationen untereinander erhalten. Auch
kulturspezifische Artefakte konnen damit weitestgehend vermieden werden.
Allerdings weist diese Methode auch Nachteile auf. So ist bei der
extrazellularen Stimulation Uber sog. Feldelektroden, wie sie bei
Schnittexperimenten angewendet wird, eine konstante, definierbare Erregung
der Zellen nur schlecht zu erzielen. Ein Vergleich der Messungen
untereinander ist daher erheblich erschwert. Des Weiteren bewirkt die
Stimulation einer Region innerhalb des Schnittes die Aktivierung mehrerer
Neurone unterschiedlicher Art, was zu einem polysynaptischen
Ubertragungsmuster fiihrt. So wird das letztlich gemessene EPSC einer Zelle

durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, die Komplexitat des Systems steigt.

Die Verwendung konventioneller Primarzellkulturen flhrt ebenfalls zu einer
polysynaptischen Ubertragung zwischen den unterschiedlichen, in der Kultur
befindlichen Zellen. Die Intention dieser Arbeit war es jedoch, die
grundlegenden Auswirkungen des Verlustes des Amyloid Precursor Proteins
auf die synaptische Ubertragung zu untersuchen. Dafiir sollte das, in den
Experimenten verwendete neuronale System mdglichst einfach sein. Es
wurden deshalb autaptische  Primarzellkulturen untersucht. Die

Pyramidenzelle ist dabei auf der Astrozyteninsel isoliert, das heil3t, Einflisse

62



Diskussion

anderer Neurone auf die synaptische Ubertragung des zu messenden
Neurons sind ausgeschlossen. Die Komplexitat des Systems wird durch den
monosynaptischen  Ubertragungsweg  deutlich  geringer und die
Einflussnahme unbekannter Parameter eingeschrankt. DarUber hinaus
erlaubt diese Methodik eine gleichzeitige Stimulation und Ableitung der

synaptischen Aktivitat Uber eine Messelektrode (patch pipette).

Die Nachteile der patch clamp Messung an autaptischen Kulturen sind zum
einen die aufwendige Zellkultur und die damit verbundene geringere
»Ausbeute® an Zellen, die die Messkriterien erflllen und somit fur die
Untersuchung geeignet sind. Zum anderen ist das Alter der messbaren
Zellen bei der Verwendung von Primarzellkulturen begrenzt, da der Anteil
intakter Zellen mit der Kulturzeit deutlich abnimmt. In der hier vorgelegten
Arbeit waren effiziente Messungen nach der dritten Kulturwoche kaum noch
maoglich. Die Isolierung und die damit verbundene Einschrankung der Zelle
nur mit sich selbst zu interagieren, konnte in der dreiwdchigen
Kultivierungsphase auflerdem zu funktionellen oder strukturellen
Veranderungen der Synapse flhren, die in vivo nicht auftreten wirden.
Allerdings konnte schon in mehreren Studien gezeigt werden, dass sich die
synaptischen Strome der Autapsen von denen der normalen Synapsen kaum
unterscheiden. Bekkers und Stevens (1991) fanden keinen Unterschied
sowohl in den Kinetiken als auch in den pharmakologischen Eigenschaften
exzitatorischer und inhibitorischer synaptischer bzw. autaptischer

Ubertragung.

In neuerer Zeit zeigen zudem zahlreiche Studien das Vorhandensein von
physiologischen Autapsen in verschiedenen Hirnregionen. So konnten Cobb
et al. (1997) elektronenmikroskopisch auch im Hippocampus Korbzellen mit
einzelnen Autapsen nachweisen. Die Funktion dieser Autapsen kdnnte dabei
in einer neuen Art von Ruckkopplungs-Hemmung liegen, die es
inhibitorischen Interneuronen ermdoglicht, ohne Zwischenschaltung anderer
Neuronen hemmend auf sich selbst zu wirken (Bacci et al., 2003; Bekkers,
2003).
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41.2 Messungen bei unterschiedlichen extrazellularen Kalzium-

Konzentrationen

Wie schon in Kapitel 1.3.2 erwahnt, spielen vor allem die prasynaptischen
Kalzium-lonen bei der Freisetzung der Transmittervesikel eine
entscheidende Rolle (Borst und Sakmann, 1996). Je hoher diese
Kalziumkonzentration in der Prasynapse ist, umso hoher ist auch die
Wabhrscheinlichkeit, dass ein Vesikel mit der Membran fusioniert und

Transmitter in den synaptischen Spalt freigibt.

Die Badlésung der Messkammer enthielt bei einem Teil der Experimente
eine Kalzium-Konzentration von 1 mM, was in etwa dem physiologischen
Milieu entspricht. Um die erwahnte Kalzium-Abhangigkeit zu reduzieren,
erhohten wir fir den Grossteil der Untersuchungen die extrazellulare
Kalziumkonzentration auf 4 mM. Der hohere lonengradient Uber der
Zellmembran sorgte dabei fur einen verstarkten Kalzium-Influx. Die hohe
Konzentration an prasynaptischem Kalzium fuhrte dazu, dass diese lonen
keinen limitierenden Faktor bei der synaptischen Ubertragung mehr
darstellten. Unterschiede zwischen APP-Knockout und Wildtyp waren daher
unter den gewahlten Bedingungen weniger kalziumabhangig. Dies entspricht
der allgemein Ublichen Vorgehensweise bei dieser Art von Experimenten.
Anhnliche Bedingungen fiir extrazelluldres Kalzium finden daher haufig
Anwendung (Reim et al, 2001; Pyott und Rosenmund, 2002; Mennerick und
Zorumski, 1995).

4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Verlust von APP beeinflusst evozierte und spontane

exzitatorische synaptische Strome

Die Messungen der AP-evozierten Transmitterfreisetzung ergab unter
Bedingungen hoher extrazellularer Kalziumkonzentration signifikant héhere

EPSC-Amplituden bei den APP-defizienten Neuronen. Gleichzeitig waren
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Werte von 3,5 nA flur die Kontroll-Messungen mit denen der Arbeit von Reim
et al. (2001) vergleichbar.

Die Doppelpulsstimulation fuhrte zur Ausbildung einer Paired-Puls-
Depression (PPD) des zweiten zum ersten EPSC, jedoch war diese
Depression bei fehlendem APP signifikant geringer ausgepragt. Die
Ergebnisse der Arbeit von Mennerick und Zorumski (1995) zeigen bei
ahnlicher extrazellularer Kalziumkonzentration (3,5 mM) fur autaptische
Wildtyp-Zellen ebenfalls eine PPD, allerdings ist diese mit ca. 40 % bei

einem Interpulsintervall von 50 ms grofer.

Die Ergebnisse repetitiver Stimulationen weisen noch deutlichere
Unterschiede auf. Sowohl die Hochfrequenzstimulation (50 Hz, 5 Stimuli) als
auch die Prolongierte Repetitive Stimulation (10 Hz, 30 Stimuli) zeigten bei
Verlust des APP einen signifikant geringeren Abfall der EPSC-Amplitude im
Verlauf der Stimulation. Die Werte der Kontrollmessungen sind auch hier gut
mit anderen Studien vergleichbar (Pyott und Rosenmund, 2002; Reim et al.,
2001).

Der Vergleich der Spontanaktivitat ergab keinen relevanten Unterschied der
Amplituden, hingegen waren sowohl die Ladung als auch die Frequenz der
aufgezeichneten mEPSCs bei APP-defizienten Zellen signifkant erhoht. In
der Arbeit von Reim et al. (2001), die mit nahezu gleicher Methodik
durchgefuhrt wurde, ergab die Auswertung der Spontanaktivitat fur die
Wildtyp-Zellen ahnliche Werte.

Die Resultate der, in niedriger extrazellularer Kalziumkonzentration (1mM)
durchgefuhrten Experimente wiesen sowohl bei der einfach AP-evozierten,
als auch bei der durch Doppelpulsstimulation bedingten
Transmitterfreisetzung keine signifikanten Unterschiede auf. Die Versuche
von Seabrook et al. (1999) an hippocampalen Schnittpraparaten von 20 — 24
Monate alten APP-knockout Mausen kamen zu ahnlichen Ergebnissen.
Dabei wurde Uber externe Elektroden an den Schaffer-Kollateralen stimuliert
und sog. Feld-Exzitatorisch-Postsynaptische-Potentiale (field-EPSP) Gber der
CA1-Region abgeleitet. In einer ahnlichen extrazellularen Kalzium-

Konzentration (1,3 mM) konnten ebenfalls keine signifikanten Abweichungen
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sowohl der basalen synaptischen Ubertragung als auch der
Kurzzeitplastizitat in Form der Doppelpulsstimulation festgestellt werden. Wie
in den von uns erhobenen Daten zeigt sich bei der basalen synaptischen
Ubertragung eine nicht signifikante Tendenz zu héheren Werten in Neuronen
ohne APP. Die absoluten Werte lassen sich dabei auf Grund der Methodik
der externen Feldstimulation und der daraus resultierenden Abhangigkeit der
Werte von der Stimulationsintensitat nicht mit unseren Daten vergleichen.
Die Doppelpulsstimulation zeigte ebenfalls eine Verstarkung des zweiten
stimulierten EPSCs, die Ratio ist bei vergleichbaren Intervallen insgesamt
etwas groler. Beispielsweise liegen die Ratios sowohl von APP-KO als auch
Wildtyp bei einem Interpulsintervall von 50 ms bei Seabrook et al. (1999) im
Mittel Uber 1,8, in unserer Studie bei ca. 1,4. So bestatigt unsere Studie

diese Befunde mit einer anderen Methodik.

4.2.2 APP beeinflusst die GroRBe des Readily Releasable Vesikelpools

Der Beeinflussung der synaptischen Ubertragung durch das Fehlen des APP
konnen unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen. Die hohere
Amplitude der AP-evozierten EPSCs bei Verlust des APP spricht fur eine
starker ausgepragte exzitatorische synaptische Ubertragungsfahigkeit dieser
Zellen. Grundsatzlich sind mehrere Grunde dafur denkbar: Entweder konnte
die postsynaptische Reaktion bei gleich bleibender Transmitterfreisetzung
verstarkt sein, oder die prasynaptischen Freisetzungsparameter bzw. die

freisetzbare Neurotransmitermenge kénnten verandert sein.

Die Untersuchung der Spontanaktivitdt ergibt Anhaltspunkte Uber das
postsynaptische Antwortverhalten der Zellen. Die Amplituden der mEPSCs,
also die postsynaptischen Antworten auf die Freisetzung einzelner
Transmittervesikel sind zwischen APP-KO und Wildtyp unverandert. Dies
macht eine groRere Anzahl oder eine Uberfunktion postsynaptischer
Rezeptoren als Ursache fiir die verstarkte Ubertragungfahigkeit der
Knockout-Zellen sehr unwahrscheinlich. Hingegen ist die Frequenz der
Spontanaktivitat bei diesen Zellen signifikant erhdht. Dies spricht daflr, dass

prasynaptisch mehr Vesikel zur Verfugung stehen, wodurch die
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Wahrscheinlichkeit und somit auch die Frequenz der spontanen
Vesikelfreisetzung erhoht sind. Auch eine anderweitig prasynaptisch
verursachte grundsatzliche Erhohung der Freisetzungswahrscheinlichkeit
ohne Veranderung der Vesikelzahl bei APP-KO konnte einen solchen
Frequenzanstieg verursachen. Dann ware aber auch eine veranderte
synaptische Ubertragungsfahigkeit im Niedrigkalzium-Milieu zu erwarten,
was nicht der Fall ist.

Zusatzlich weisen die einzelnen mEPSCs auch eine geringgradige, aber
signifikant erhéhte Ladung auf. Dies konnte ein Hinweis sein, dass nicht nur
die Anzahl der Transmittervesikel erhoht ist, sondern zu einem gewissen Teil
auch vergroRerte Vesikel fur die genannten Effekt verantwortlich sein
konnten. In diesen wirde eine grof3ere Neurotransmittermenge daflr sorgen,
dass sowohl die Ladung des einzelnen mEPSCs, als auch des gesamten

Pools erhoht ware.

Den in dieser Arbeit durchgefihrten Experimenten zur synaptischen
Plastizitat (PPD, HFS und PRS) werden in der Literatur verschiedene
Mechanismen zugrunde gelegt. Diese elektrophysiologischen Vorgange
werden dabei durchwegs in prasynaptischer Lokalisation beschrieben
(Zucker und Regehr, 2002). Es ist daher anzunehmen, dass die durch
Verlust des APP-Gens beschriebenen Veranderungen eine prasynaptische

Ursache haben.

Ein geringerer Rlickgang der EPSC-Amplitude bei Doppelpuls- oder
repetitiver Stimulation wie es bei APP-Knockout der Fall ist, spricht primar fur
einen anteilig am Gesamtpool einer Zelle geringeren Verbrauch von
Neurotransmittern. Daflr sind zwei Mdglichkeiten denkbar: Zum einen konnte
die basale, AP-evozierte Transmitterfreisetzung dieser Zellen verringert sein,
wodurch das Neuron pro Stimulation weniger Transmitter verbraucht. Wie die
zuvor beschriebenen Experimente zeigen, ist dies allerdings nicht der Fall,
vielmehr ist die synaptische Ubertragung bei APP-KO verstarkt. Daher
erscheint vor allem die zweite Moglichkeit wahrscheinlich, namlich dass der
gesamte Pool freisetzbarer Transmittervesikel, der sog. Readily Releasable
Pool (RRP) bei den Zellen, die das Amyloid Precursor Protein nicht

exprimieren, vergroert ist.
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Die erhaltenen Daten zur synaptischen Ubertragung - sowohl AP-evoziert als
auch spontan entstanden - legen die Vermutung nahe, dass die durch
Verlust des APP entstandenen Veranderungen durch einen
GroRenunterschied des RRP zustande kommen. Dies wurde in unserer
Arbeit durch die Daten der direkten Messung des Vesikelpools durch
osmotische Stimulation bestatigt. Dabei zeigte sich eine VergrolRerung des
RRP von uber 200 Prozent bei APP-defizienten Neuronen. Die Messwerte
fur die Wildtyp-Zellen waren dabei gut mit denen anderer Studien
vergleichbar (Pyott und Rosenmund, 2002; Reim et al., 2001).

4.2.3 APP moduliert die GroRe des RRP durch die Anzahl

funktioneller Synapsen

Durch die whole-cell patch-clamp Experimente in dieser Arbeit wurden alle
uber eine Zelle flieRenden Strome gemessen. Grundsatzlich sind zwei
Mdglichkeiten denkbar, die Ursache eines vergrofdterten Vesikelpools sein
konnen. Entweder ist der RRP jeder einzelnen Synapse vergroRert, oder die
Zelle weist eine hohere Gesamtzahl an Synapsen auf. Naturlich ist auch eine

Kombination beider Theorien mdglich.

Eine morphometrische Studie von Perez et al. (1997) konnte zeigen, dass
ein beziehungsweise drei Tage lang kultivierte hippocampale APP-KO Zellen
im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen sowohl signifikant gréf3ere Axone und

Dendriten, als auch eine starkere Verzweigung ihrer Zellfortsatze aufweisen.

Es liegt daher der Schluss nahe, dass eine groRere Anzahl an funktionellen
Synapsen fur die in dieser Arbeit beschriebenen elektrophysiologischen
Ergebnisse bei APP-defizienten Neuronen verantwortlich ist. Dies kdnnte
wiederum eine Erklarung fur die gesteigerte Glutamatsensitivitat und -
toxizitat bei APP-defizienten Mausen sein (Steinbach et al., 1998). Weiterhin
ware diese dauerhaft verstarkte Exzitotoxizitat auch eine plausible Erklarung
fur die von Zheng et al. (1995) beobachtete reaktive Gliose bei 14 Wochen
alten APP-KO Mausen.
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In der Tat zeigen immunzytologischen Farbungen von Priller et al. (2006) aus
der Arbeitsgruppe von Herrn Professor Herms, dass an den gleichen
autaptischen Hippocampusneuronen sowohl die totale Lange der
Zellfortsatze (markiert durch den Dendritenmarker MAP-2), als auch die
Anzahl der Synapsen (markiert durch den prasynaptischen Marker
Synaptophysin) bei den APP-KO Zellen signifikant erhoht sind. Zusatzliche
immunhistologische Farbungen an hippocampalen Hirnschnitten dieser APP-
defizienten Tiere ergaben ebenfalls erhdhte Synaptophysin-Intensitaten im
Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen. Diese Resultate bestatigen die Theorie der
héheren Synapsenanzahl bei Neuronen mit fehlendem APP als Ursache des

vergroRerten Vesikelpools.

4.2.4 APP reguliert die Anzahl funktioneller Synapsen durch sein
Spaltprodukt AR

Als nachstes gilt es zu erdrtern, welche Mechanismen dazu fihren, dass
Zellen, denen das APP fehlt, einen vergroRerten Vesikelpool und eine
erhdhte Synapsenzahl ausbilden. Altere Studien an kultivierten Neuronen
von PS1 knock-out Mausen zeigen ebenfalls eine erhdhte Frequenz der
Spontanaktivitat sowie eine vermehrte Synapsenbildung (Parent et al., 2005).
PS1 ist Teil des y-Sekretase-Komplexes, Zellen denen PS1 fehlt bilden
daher weder AP noch AICD. Es ist somit moglich, dass die in der
vorliegenden Arbeit beobachteten elektrophysiologischen Veranderungen bei
APP-KO Neuronen auf einem Mangel an APP als Substrat fur die y-
Sekretase beruhen. Die ahnlichen Ergebnisse waren dann durch das

gemeinsame Fehlen von AR und AICD zu erklaren.

Die fur unsere Experimente benutzten Zellen exprimieren zwar kein APP,
wohl aber die sehr ahnlichen Proteine Amyloid-Precursor-like-Protein (APLP)
1 und 2 (Zheng et al., 1995). Diese werden ebenfalls von der y-Sekretase
gespalten, durch Fehlen der APB-Domane fuhren sie allerdings nur zur
Bildung von AICD. Daher sind die APP-KO Zellen nicht frei von AICD, was

dessen ursachliche Beteiligung eher unwahrscheinlich macht. Es ist daher
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anzunehmen, dass die beschriebenen Effekte am ehesten durch Ap

vermittelt werden.

Die Funktion des Amyloid Precursor Proteins konnte also darin liegen, die
Ausbildung von Synapsen sowie deren Funktion Uber die Regulation der AR
Bildung zu modulieren. Eine ahnliche Hypothese wird auch von Kamenetz et
al. (2003) vertreten. Anhand elektrophysiologischer Untersuchungen an
hippocampalen Schnittpraparaten, in denen transient APP Uberexprimiert
wurde, konnte gezeigt werden, dass es dabei sowohl zu einer signifikant
verringerten AP-evozierten synaptischen Ubertragung, als auch zu einer
geringeren Frequenz der Spontanaktivitat kommt. Wurden diese Schnitte mit
einem y-Sekretase-Inhibitor inkubiert oder zur Uberexpression eines
mutierten, nicht zu AP spaltbaren APP gebracht, ergaben sich keine
signifikanten Veranderungen. Weiterhin wurden verschiedene Konstrukte
getestet, unter anderem ein APLP2/APP Chimare, welches zwar AICD, nicht
aber AB Uberexprimieren. Dabei fiihrte die alleinige AICD-Uberexpression zu
keiner Unterdriickung der synaptischen Ubertragung. Die Entstehung des AR
aus der APP-Proteolyse scheint also in der Arbeit von Kamenetz et al. (2003)
die entscheidende Rolle zu spielen. Eine vermehrte Bildung von A fuhrt zu
einer Unterdriickung der synaptischen Ubertragung, verminderte AB-Bildung,
z.B. als Folge einer fehlenden APP Expression, verstarkt die synaptische
Ubertragung. Der zugrunde liegende Mechanismus kénnte die in unserer
Arbeit beschriebene Regulierung der Grélie des RRP durch die Variation des

Neuritenwachstums und der Anzahl funktioneller Synapsen sein.

4.2.5 Mogliche Beeinflussung der Synapsenformierung durch

Einwirkung auf Kationenkanale

Untersuchungen von Ramsden et al. (2002) und Ramsden et al. (2001)
weisen auf eine Moglichkeit hin, wie AB das Neuritenwachstum und die
Synapsenzahl beeinflusst. Es wurde gezeigt, dass nicht-aggregiertes Ap auf
die Funktion von Kalzium- und Kalium-Kanalen in der Zellmembran einwirken
kann. Es ware somit denkbar, dass Veranderungen an diesen Kationen-

Kanalen auf das Dendritenwachstum einwirken, zumal auch gezeigt werden
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konnte, dass die Beweglichkeit dendritischer Filopodien durch einen
depolarisationsinduzierten Kalzium-Influx gesteuert werden kann (Jontes und
Smith, 2000). Aber auch die beschriebenen Veranderungen der AMPA
Rezeptor- (Almeida et al., 2005; Kamenetz et al., 2003) oder NMDA
Rezeptor-Funktion (Snyder et al., 2005) durch ApB-Peptide kdénnten die
Synapsen-Formierung besonders wahrend der Entwicklung beeinflussen. So
ist bekannt, dass die NMDA-Rezeptoraktivierung Auswirkungen auf die
aktivitdtsabhangige Regulierung synaptischer Verbindungen hat (Cohen-
Cory, 2002). In der erst kurzlich veroffentlichten Arbeit von Hsieh et al. (2006)
konnte gezeigt werden, wie erhdhte AB-Konzentrationen Uber den
Mechanismus der Langzeit-Depression (LTD) zu einer Endozytose von
AMPA-Rezeptoren und konsekutiv zu einer verringerten Dichte dendritischer

Spines flhren.

4.2.6 Der synaptische Effekt ist wahrscheinlich durch monomeres A3
bedingt

AB kann in verschiedenen Aggregatsformen als Monomer, Oligomer oder
Fibrillen vorliegen, wobei die Oligomerisation als ein friher neurotoxischer
Schritt in der Genese des Morbus Alzheimer angesehen wird (Bitan et al.,
2001). Welche Rolle diese Oligomerisation bei der Beeinflussung des RRP
spielt, lasst sich anhand unserer Arbeit nur schwer einschatzen. Allerdings
basieren die Ergebnisse unserer Experimente auf dem Vergleich von APP-
KO und Wildtyp Neuronen, die aufgrund der Einzelzellkultur-Technik in einer
sehr geringen Dichte gezuchtet werden. Dies fuhrt dazu, dass im Medium nur
eine sehr kleine AB Konzentration vorherrscht. Da unter solchen
Bedingungen eine Oligomerisation nur in geringem Ausmal} stattfindet, ist
davon auszugehen, dass der Effekt auf die synaptische Funktion
hauptsachlich von AB-Monomeren und wenn, dann nur in untergeordnetem

Male von Oligomeren oder Fibrillen vermittelt wird.
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4.2.7 Mogliche pathologische Prozesse und physiologische

Regulationsmechanismen von AR

Die APP-Expression wird bei vielen Arten von neuronalen Schaden
hochreguliert (Murakami et al., 1998). Unter solchen Bedingungen koénnte die
Funktion des AB darin bestehen, Uber die Modulation des RRP bzw. der
Anzahl funktioneller Synapsen, die exzitatorische synaptische Ubertragung
zu reduzieren. Dies wurde die neuronale Erregbarkeit eindammen und
sowohl die Glutamat-Exzitotoxozitat als auch den zellularen Energiebedarf
verringern. Wiederholte neuronale Schadigungen, z.B. durch Hypoxie oder
Trauma, wirden dann mdglicherweise zu einem chronisch erhdhten A
Spiegel fuhren. Dies sollte dann entweder eine direkte, physiologische
Beeinflussung der synaptischen Ubertragung oder die Bildung toxischer AB-
Aggregate nach sich ziehen. Weiter konnten dann auch diese toxischen
Aggregate oder I6slichen Oligomere zu pathologischen Veranderungen der
synaptischen Ubertragung oder der zellularen Erregbarkeit beitragen. Dafir
waren Mechanismen wie die Modulation spannungsaktivierter Kalziumkanale
(Ramsden et al., 2002), verschiedener Arten von Kaliumkanalen (Colom et
al., 1998; Ramsden et al., 2001), AMPA-Rezeptoren (Chang et al., 2006),
NMDA-Rezeptoren  (Snyder et al, 2005), oder die Bildung
kalziumpermeabler Membranporen denkbar (Demuro et al., 2005; Hirakura et
al., 2000; Kawahara und Kuroda, 2000).

Alternativ dazu ware auch eine Hypothese denkbar, die bereits von
Kamenetz et al. (2003) aufgestellt wurde. Demnach konnte sich in Neuronen
im Rahmen des natirlichen Alterungsprozesses die Sensitivitat fur die Ap-
induzierte synaptische Depression verrringern. Dies ware z.B. Uber die
Modulation AMPA-Rezeptor vermittelter synaptischer Strome mdglich
(Almeida et al., 2005), und wurde zu einer bekanntermal3en toxischen,

dauerhaft erhohten neuronalen Aktivitat fihren.

Aber auch eine physiologische Bedeutung des AB bei der Modulierung der
Synapsenbildung und -funktion lasst sich mit den vorgelegten Resultaten in
Einklang bringen. Diese Theorie wurde bereits in einigen anderen Studien

vorgestellt und findet immer starkere Unterstutzung. In der Arbeit von
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Kamenetz et al. (2003) zum Beispiel wurde an hippocampalen Hirnschnitten
gezeigt, dass eine APP-Uberproduktion sowohl zu einer Unterdriickung
evozierter synaptischer Strome als auch zu einer Reduktion der Frequenz
spontaner Ereignisse fuhrt. Bei der Expression von Konstrukten mit
mutiertem APP, die kein AB bilden konnten, war dieser Effekt nicht zu
beobachten. Weiterhin zeigten Kamenetz et al.,, dass die Bildung und
Sezernierung von AB abhangig von der neuronalen Aktivitat ist. Eine hohe
neuronale Aktivitat bewirkt eine vermehrte (3-Sekretasespaltung von APP und
die Bildung von B-CTF, welches als Substrat der y-Sekretase dient und zu
einer vermehrten AB-Bildung fuhrt. Die erhdohte AB-Bildung wiederum
unterdriickt die synaptische Ubertragung, wodurch die neuronale Aktivitat

reduziert wird.

Somit konnte eine wichtige physiologische Funktion des AB in einem
negativen Feedback-Mechanismus liegen. Dabei fuhrt eine hohe neuronale
Aktivitat durch die vermehrte Bildung von AR zur Depression der
synaptischen Ubertragung und damit wiederum zur Regulation der

neuronalen Aktivitat.

Das Konzept einer physiologischen Funktion des AR hatte auch
Auswirkungen auf die =zukunftige therapeutische Vorgehensweise bei
Patienten mit Morbus Alzheimer. Es wird in weiteren Studien zu klaren sein,
ob Therapieoptionen, welche die AB-Entstehung hemmen sollen, nicht
moglicherweise  auch negative  Auswirkungen auf  APB-vermittelte

physiologische Regulationsmechanismen haben.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen der immer alter werdenden Weltbevolkerung nimmt die
medizinische, aber auch die soziookonomische Bedeutung sogenannter
degenerativer Erkrankungen, zu denen auch der Morbus Alzheimer gezahlt
wird stetig zu. Die Tatsache dass das Amyloid-Precursor-Protein (APP) mit
seinen proteolytischen Abbauprodukten wie dem AR in der Pathogenese
dieser Erkrankung eine zentrale Rolle spielt ist unbestritten und wurde in
zahlreichen Studien gezeigt. Jedoch ist die eigentliche physiologische
Funktion dieses Proteins, welches in Neuronen hauptsachlich im Bereich der
Synapsen lokalisiert ist, weiterhin noch &auRerst unklar. Die zumindest
teilweise Klarung dieser grundlegenden Frage ist die Zielsetzung der

vorliegenden Arbeit.

Hierzu wurden elektrophysiologische Messungen an hippocampalen
Neuronen autaptischer Primarzellkulturen durchgefuhrt. Es zeigt sich, dass
hippocampale Neurone von Mausen die kein APP produzieren (APP-
knockout) nicht nur erhohte Amplituden AP-evozierter EPSCs aufweisen,
sondern auch dass die Leerung ihres prasynaptischen Vesikelpools durch
repetitive Stimulation verringert ist. Durch Versuche, die den Readily
Releaseable Vesikelpool durch osmotische Stimulation vollstandig leeren,
konnte weiterhin gezeigt werden, dass die absolute Transmittermenge dieses
Pools bei den APP-knockout Zellen signifikant erhoht ist. Zusatzlich ergaben
Auswertungen spontaner Aktivitat dieser Zellen eine gleich bleibende

Amplitude und eine signifikant erhéhte Frequenz der sog. miniature EPSCs.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der Verlust von APP in
hippocampalen Neuronen, zu einer VergroRerung des prasynaptische
Vesikelpools, am ehesten durch eine erhdhte Anzahl funktioneller Synapsen
fuhrt. Dies bestatigen auch, uber diese Arbeit hinausgehende
morphometrische Daten, die einen Anstieg der Synapsendichte in kultivierten

Neuronen der APP-knockout Maus zeigen.
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In Zusammenschau mit andereren Studien liegen die vorliegenden
Ergebnisse den Schluss nahe, dass APP vermutlich Uber sein

proteolytisches Spaltprodukt AR die synaptische Ubertragung moduliert.
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APP engl.. amyloid precursor protein

APP-KO Amyloid-Precursor-Protein Knockout Maus
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BACE B-site APPcleaving enzyme (B-Sekretase)
C57 BL6 C57 Black 6 (Wildtyp Maus)
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CaCl, Kalziumchlorid

ca® Kalzium-lon

[Ca*']e Extrazellulare Kalzium-lonen Konzentration
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CTF C-terminales Fragment

DMEM Dulbecco’s modified eagle medium

EGTA Ethylenglycoltetraessigsaure

EPSC Exzitatorischer postsynaptischer Strom (engl.: current)
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FBS Fetal Bovine Serum
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p Signifikanz
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PDL Poly-D-Lysin

PEN-2 Presenilin Enhancer-2 Homologue
PHF Paired helical filament

PRS Prolongierte Repetitive Stimulation
Pvr Vesikelfreisetzungswahrscheinlichkeit
RRP Readily Releaseable Pool

SEM Standard Error of the Mean

WT Wildtyp
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