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Zusammenfassung

Die molekularen Pathomechanismen der Alzheimerschen Demenz (AD) sind nicht
vollstandig geklart. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang der funktionellen und
strukturellen Beeintrachtigungen von Synapsen durch Amyloid 3 (AB) mit einer Stérung
des neuronalen Zelladhdsionsmolekuls N-Cadherin.

Das Ziel dieser Arbeit war es, diesen Zusammenhang zu untersuchen. Dazu wurden
primare Zellkulturen aus kortikalen Mausneuronen angefertigt. An DIV 9 (days in vitro)
wurde ein Medienwechsel mit 7PA2 konditioniertem Medium (KM) vorgenommen,
welches zellular sezernierte AB Peptide enthalt. Nach mehreren Tagen Inkubation
wurden durch immuncytochemische Farbung der  dendritische Marker MAP2,
Mikrotubuli-assoziiertes  Protein, sowie der synaptische Marker VAMP2,
vesikelassoziiertes Membranprotein, auch Synaptobrevin (Prasynapse) und das
postsynaptische Dichte-Protein PSD95 (Postsynapse) dargestellt. Die quantitative
Auswertung der VAMP2 Puncta ergab nach 3 Tagen Inkubation mit 7PA2 KM eine
signifikante Abnahme der Dichte der VAMP2 Puncta, nach 4 Tagen zeigte sich
zusatzlich eine signifikante Reduktion der Groe der VAMP2 Puncta. Die
Gesamtfluoreszenz (Produkt aus Flache und mittlerer Intensitat der Fluoreszenz) der
VAMP2 Puncta zeigte nach 3 Tagen eine signifikante Verminderung. Dies war nach 4
Tagen weiterhin als Tendenz, jedoch nicht statistisch signifikant zu beobachten. Die
quantitative Auswertung der PSD95 Puncta ergab uneindeutige Effekte, sodass ein
unspezifischer Einfluss des 7PA2 KM auf die PSD95 Puncta nicht ausgeschlossen
werden konnte.

In einem weiteren Versuchsansatz wurde den Zellkulturen zusatzlich zu 7PA2 KM das
INP blocking Peptid zugegeben, welches die Funktion des Zelladhasionsmolekiils N-
Cadherin inhibiert. Die quantitative Auswertung der VAMP2 Puncta ergab unter diesen
Bedingungen bereits nach 2 Tagen eine signifikante Reduktion sowohl der Dichte als
auch der Grolke der VAMP2 Puncta. Die quantitative Auswertung der PSD95 Puncta
zeigte keine Effekte auf die Dichte und Gesamtfluoreszenz der Puncta. Es zeigte sich
nach 2 Tagen eine signifikante Reduktion der Grolke der PSD95 Puncta, welche
aufgrund der unspezifischen Effekte der Vorversuche ebenfalls als unspezifischer
Effekt einzuordnen ist.

Die beschriebenen Befunde geben einen starken Hinweis darauf, dass die Blockierung
von N-Cadherin vermittelter synaptischer Adhasion einen beschleunigenden Effekt auf
die Synaptotoxizitdt von AP auslbt, was einen neuen Ansatz zur Klarung der

synaptischen Pathomechanismen der AD darstellen kdnnte.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1.Morbus Alzheimer

Die Alzheimer-Krankheit wurde erstmals 1907 von Alois Alzheimer
beschrieben (Alzheimer, 1907). Sie gehodrt zu den Demenzen und ist mit etwa
zwei Dritteln der Betroffenen die haufigste Form (Leicht et al., 2011). Der Begriff
der Demenz ist eine Zusammenfassung unspezifischer Symptome, bei denen
der Ubergang vom Physiologischen zum Pathologischen flieRend ist, was die
Diagnostik bedeutend erschwert. Charakteristisch fur die Erkrankung ist der
progrediente Verlust kognitiver Funktionen, dem eine langjahrige praklinische
Phase vorausgeht. Im frGhen Stadium haben Betroffene meist Schwierigkeiten,
neue Gedachtnisinhalte zu festigen. Ublicherweise fehlen zunachst jegliche
Anzeichen von Beeintrachtigungen des Gehirns, die nicht das Gedachtnis
betreffen. Erkrankte konnen meist Uber langere Zeit eine gute Fassade
bewahren. In spaten Erkrankungsstadien kommt es zu Apraxie, Agnosie und
dem Verlust der normalen Korperfunktionen, wie dem Schlucken oder der
Kontinenz. Im Endstadium benotigen die Betroffenen ein hohes Maly an
pflegerischer Versorgung. Haufig sind sie bettlagerig und anfallig fur
Infektionen. Alzheimer endet stets tddlich.

Die Alzheimer Demenz betrifft vor allem die altere Bevdlkerung. Beachtet
man die demographische Entwicklung der Industriestaaten - und zunehmend
auch der Entwicklungslander - so uUberrascht es nicht, dass 2010
schatzungsweise 36 Millionen Menschen weltweit davon betroffen waren. In
Deutschland leben im Mittel etwa 650.000 Menschen mit dieser Erkrankung.
Etwa 1% der 65- bis 69-jahrigen leidet an einem Demenzsyndrom, bei den Uber
90-jahrigen sind es rund 30%. Die Gesamtpravalenz bei den Uber 65-Jahrigen
betragt 7% (Bickel, 2000).

Um ein demenzielles Syndrom zu diagnostizieren ist eine grindliche Eigen-
und Fremdanamnese der Betroffenen noétig, ebenso wie ein neurologischer
Status. Des Weiteren gibt es zahlreiche Screening-Tests fur  kognitive
Stérungen, wie zum Beispiel den Mini Mental Status Test, den DemTect und

der Uhren-Test. Auch ein Geruchsidentifikationstest kann herangezogen
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werden, da der Geruchssinn bei AD frih beeintrachtigt sein kann. Zusatzlich
gibt es eine Reihe von Laborparametern, die auf eine Demenz vom Alzheimer
Typ hinweisen kénnen. Dazu gehoéren Veranderungen der Liquorparameter wie
eine Verminderung von Amyloid B (AB) Peptiden und eine Zunahme von
Phospho-Tau. Des Weiteren sollten Differenzialdiagnosen wie beispielsweise
Bewusstseinseintribung, etwa durch ein Durchgangssyndrom, sowie
depressive Storungen ausgeschlossen werden. Auch zerebrale Bildgebung
kann in der Zusammenschau aller Befunde hilfreich sein. Sie kann Aufschluss
auf Atrophiemuster geben und gegebenenfalls vaskulare Veranderungen
aufdecken. Dennoch lassen sich bisher insbesondere frihe Stadien einer
Demenz haufig nicht sicher diagnostizieren.

Trotz exzessiver Forschung auf dem Gebiet der Demenzen ist die Frage
nach den genauen Pathomechanismen nur unzureichend geklart. Bisherige
Therapieansatze sind rein symptomatisch und kdonnen weder die zugrunde
liegende Pathologie beeinflussen noch das Fortschreiten der Erkrankung
verhindern. Um bessere, zielgerichtete Therapieansatze zu erarbeiten ist es

daher essentiell, die genauen Pathomechanismen weiter aufzudecken.

1.2.Pathologie: Amyloid 3 an der Synapse

Pathomorphologische Kennzeichen der Alzheimer Erkrankung sind
postmortem identifizierbare neurofibrillare Tangles und extrazellulare senile
Plaques. Hauptkomponente der Plaques ist das Peptid AB, das Spaltprodukt
des Amyloid-Precursor-Proteins (APP). Es konnte belegt werden, dass AP
Oligomere zu einer funktionellen Beeintrachtigung der Synapse flhren. In
Rattenhirnen zeigte die Applikation von AB Oligomeren eine deutliche
Hemmung der Langzeit-Potenzierung (LTP) im Hippocampus (Walsh et al.,
2002; Shankar et al., 2008), einem Mechanismus des Lernens und der
Gedachtnisbildung. Aulderdem konnte eine Steigerung der Langzeit-Depression
(LTD) beobachtet werden, was zu einer Reduktion in der Leistungsfahigkeit
neuronaler Synapsen fuhrt (Walsh et al., 2002; Shankar et al., 2008; Li et al.,
2009). Es konnte wiederholt ein Verlust an Miniatur-EPSCs (excitatory
postsynaptic currents) beobachtet werden, was einer reduzierten Freisetzung

neuronaler Transmitter in den synaptischen Spalt entspricht (Chang et al.,
2
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2006; Shankar et al., 2007; Nimmerich et al., 2008; Parodi et al., 2010).
Letztendlich resultiert die Applikation von AB in einen Verlust synaptischer
Strukturen (Walsh und Selkoe, 2007; Koffie et al., 2009). Die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen sind unklar, jedoch korreliert das Ausmal}
kognitiver Beeintrachtigung von Alzheimer-Erkrankten wesentlich besser mit
dem Verlust synaptischer Strukturen als mit der Ansammlung seniler Plaques
(Terry et al., 1991).

1.3.Synapsen

Das menschliche Gehirn  besteht aus 10" Nervenzellen, eine
Grollenordnung, die in Metern der Entfernung zwischen Sonne und Erde
entspricht. Die Kontaktstelle zweier Neurone ist die Synapse. Hier findet die
Informationstbertragung statt. Etwa 100 Billionen Synapsen finden sich im
Gehirn eines Erwachsenen. Man unterscheidet elektrische von chemischen
Synapsen. Elektrische Synapsen sind Uber sogenannte Gap junctions
verbunden, einer direkten Verbindung zwischen benachbarten Zellen in Form
von Proteinen. Dieser Ubertragungsweg ist besonders schnell und kann
bidirektional verlaufen. Im Gegensatz dazu ist die Informationstbertragung an
chemischen Synapsen langsamer und unidirektional. Das elektrische Signal
muss prasynaptisch in ein chemisches Signal umgewandelt werden,
postsynaptisch wieder in ein elektrisches Signal. Dies ermoglicht Modulationen
in der Informationsverarbeitung, was wesentlich zur Komplexitdt des

neuronalen Netzwerks beitragt.

1.3.1.Chemische Synapsen

Eine chemische Synapse beinhaltet das prasynaptische Terminal, den
synaptischen Spalt mit einer Weite von 20-40 nm und die postsynaptische
Struktur. Im prasynaptischen Terminal befinden sich unter anderem die
synaptischen Vesikel, welche Neurotransmitter enthalten, sowie zahlreiche
lonenkanale und Adhasionsmolekile. Die Postsynapse ist besonders durch ihre
sogenannte postsynaptic density (PSD) charakterisiert. Dies ist ein Netzwerk

aus Proteinen, darunter Rezeptoren, lonenkanale und Adhasionsmoleklile,

3



Einleitung

welches unter anderem durch das postsynaptic density Protein 95 (PSD95)
zusammengehalten wird. Gelangt ein elektrisches Aktionspotential (AP) in die
Prasynapse, erfolgt ein Einstrom von Ca**-lonen und iiber einen komplexen
Prozess die Freisetzung von Neurotransmittern aus den Vesikeln in den
synaptischen Spalt (Sudhof und Riza 2011; Augustine et al., 1987; Heuser et
al., 1979). An der postsynaptischen Membran binden sie an spezifische
Rezeptoren (siehe unten), was zu einer Depolarisation oder Hyperpolarisation
der postsynaptischen Zelle fuhrt. Abbildung 1.1 zeigt eine schematische

Darstellung einer chemischen Synapse.

Transmittergefillte
Vesikel

\ VAMP

N-Cadherin

Abb. 1.1 Schematische Darstellung einer chemischen Synapse.

Infolge von Ca®"-Einstrom durch spannungsabhangige Ca®"-Kanile des prasynaptischen
Terminals kommt es zur Fusion der Neurotransmitter-haltigen Vesikel mit der Zellmembran und
zur Ausschittung der Transmitter in den synaptischen Spalt. Wichtig fir den Fusionsvorgang ist
unter anderem das vesikelassoziierte Protein VAMP (vesicle associated membrane protein,
Synaptobrevin). Durch Binden der Transmitter an ihre spezifischen Rezeptoren kommt es zu
einem selektiven Einstrom von Kationen in die postsynaptische Struktur, wodurch diese
depolarisiert wird. Charakteristische Merkmale der Postsynapse sind die postsynaptische
Dichte 95 (PSD95) ebenso wie das Guanylatkinase-assoziierte Protein (GKAP) und das Protein
Shank, welche als GerUstproteine dienen. Stabilisiert wird die Synapse durch das neuronale
Zelladhasionsmolekil N-Cadherin.

Modifiziert nach Li und Sheng, 2003.
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1.3.2.Exzitatorische und inhibitorische Synapsen

Die Ubertragung eines AP kann in der Postsynapse eine inhibitorische
Wirkung in Form eines IPSP (inhibitorisches synaptisches Potential) oder eine
exzitatorische Wirkung in Form eines EPSP (exzitatorisches postsynaptisches
Potential) erreichen. Ein IPSP, meist durch die Neurotransmitter GABA
(gamma-amino-Buttersaure) oder Glyzin ausgeldst, wird durch einen Einstrom
von Cl'-lonen in die Postsynapse hervorgerufen, wodurch diese hyperpolarisiert
wird. Glutamat, der wichtigste exzitatorische Transmitter im ZNS, fuhrt zu
EPSPs, indem es unspezifische Kationenkandle offnet und so einen

depolarisierenden Einstrom von Kationen in die Postsynapse erzeugt.

1.3.3.Molekule an Synapsen

Um eine reibungslose Informationsverarbeitung im ZNS zu gewahrleisten ist
eine hochspezialisierte Zusammenarbeit verschiedener Molekule notwendig.
Auf eine fur diese Arbeit relevante Auswahl an Molekulen soll im Folgenden

naher eingegangen werden.

1.3.3.1. Synaptischer Fusionsapparat, VAMP2

Damit ein AP an der Synapse Ubertragen werden kann, muss es zu einer
Transmitterfreisetzung aus den synaptischen Vesikeln kommen. Dies geschieht
an der sogenannten aktiven Zone, wo sich ein Teil der Vesikel im readily
releasable pool befindet. Der Grol3teil der Vesikel befindet sich im Reservepool
(Garner e al., 2000). Das einlaufende AP o&ffnet spannungsabhiangige Ca?*-
Kanale, was zu einer intrazellularen Erhdhung der Ca?*-Konzentration flhrt.
Wichtig fur den Fusionsvorgang ist der SNARE-Komplex. Dieser besteht aus
dem membranassoziierten SNAP-25 und Syntaxin, sowie dem
vesikelassoziierten Protein VAMP2 (vesicle associated membrane proteine,
Synaptobrevin) (Mochida, 2000; Brunger, 2000). Die erhdhte Ca?*-
Konzentration fluhrt Uber das mit dem SNARE-Komplex assoziierte Protein
Synaptotagmin zu einer Fusion der Vesikel mit der Zellmembran in der aktiven
Zone und Uber eine Fusionspore zur Freisetzung der Transmitter (Geppert et
al., 1994).
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1.3.3.2. Postsynaptische Rezeptoren

Grundsatzlich werden 2 Arten von postsynaptischen Rezeptoren
unterschieden: ionotrope und metabotrope Rezeptoren.

Bei den ionotropen Rezeptoren handelt es sich um lonenkanale, die sich
nach dem Binden ihres spezifischen Transmitters 6ffnen. Ist der lonenkanal
selektiv fur Kationen, so kdnnen diese in die postsynaptische Zelle einstromen
und es kommt zu einer Depolarisation und somit zu einem EPSC. Bei einem flr
Anionen selektiven Kanal kommt es zu einer Hyperpolarisation, einem IPSC.
Die wichtigsten ionotropen Rezeptoren sind der inhibitorische GABAa-Rezeptor,
der exzitatorische ionotrope Glutamat-Rezeptor sowie der exzitatorische
nikotinische Acetylcholin-Rezeptor.

Metabotrope Rezeptoren sind an G-Proteine gekoppelt. Durch Bindung eines
Liganden kommt es zur Modulation des G-Proteins. Dies Il0st eine
Signalkaskade aus, an deren Ende die Offnung oder Modulation von

lonenkanalen steht (Gasic und Hollmann, 1992; Nakanishi, 1994).

1.3.3.3. Postsynaptisches Terminal, PSD95

Ein charakteristisches Merkmal eines postsynaptischen Terminals ist die
postsynaptic density (PSD). Mit durchschnittlich 200-300 Molekilen sehr haufig
darin vertreten ist das Protein PSD95 aus der Familie der Membran-
assoziierten Guanylatkinasen (MAGUK). Neben PSD95 gehdren dazu PSD-93,
SAP-102 (synapse- associated protein) und SAP-97. Der Familie der MAGUKSs
wird eine wichtige Rolle in der synaptischen Plastizitat zugesprochen. PSD95
ist ein Strukturprotein, welches zahlreiche Interaktionspartner besitzt. Dazu
zahlen NMDA-Rezeptoren, AMPA-Rezeptoren, Adhasionsmolekule und weitere
GeruUstproteine. Somit spielt es eine wichtige Rolle fir die molekulare
Organisation der PSD (Chen et al., 2011). Wie genau die postsynaptische
Architektur jedoch durch PSD95 beeinflusst wird, ist noch unklar.

1.3.3.4. Zytoskelett, MAP2

Die Zelle erhalt ihre Form und ihre mechanischen Eigenschaften durch das
Zytoskelett. Dies besteht aus Proteinflamenten, welche grob in 3 Gruppen
eingeteilt werden: Aktinfilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli.

Mikrotubuli sind zustandig flr Transportvorgange innerhalb der Zelle und die
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Bewegung bzw. Befestigung der Organellen im Zytosol. Das mikrotubuli-
assoziierte Protein 2 (MAP2) reguliert unter anderem die Stabilitdt und Dynamik
der Mikrotubuli. MAP2 gehdrt zu einer Familie von hitzestabilen Mikrotubuli-
assoziierten Proteinen, zu der auch das Tau-Protein gehoért. Gemeinsam ist den
Proteinen dieser Familie die Mikrotubuli-bindende Domane. MAP2 ist ein
Phosphoprotein, dessen Phosphorylierungszustand durch neuronale Aktivitat
moduliert wird. Es spielt eine wichtige Rolle in Wachstum und Entwicklung von
Dendriten (Lim und Halpain, 2000). Aufgrund seines ubiquitdren Vorkommens
in Dendriten eignet es sich besonders gut als dendritischer Marker (Stan et al.,
2010).

1.4.Neuronale Zelladhasionsmolekule

Fir die komplexe Funktion und Leistungsfahigkeit des Sauger-ZNS sind
differenzierte neuronale Schaltkreise essentiell. Die Informationsubertragung
zwischen 2 Neuronen findet an der Synapse statt. Ohne feste und dennoch
dynamisch regulierbare interzellulare Kontakte ware eine effektive interzellulare
Kommunikation unmaoglich. Zelladhasionsmolekule (CAMSs) sind
Transmembranproteine, die in der Pra- und Postsynaptischen Membran
exprimiert werden. Sie stellen durch eine Verbindung ihrer extrazellularen
Domanen eine stabilisierende homo- beziehungsweise heterophile Verbindung
zwischen Pra- und Postsynapse  her, um  eine  spezifische
Informationstibertragung zu gewahrleisten. Dabei sind Neurone nicht willkirlich
miteinander verbunden. Die Bildung von Synapsen unterliegt einem komplexen
Erkennungsprozess. Auch dabei spielen CAMs eine wichtige Rolle, indem sie
ihren angemessenen synaptischen Partner erkennen (Yamagata et al., 2002;
Shen und Bargmann, 2003; Shen et al., 2004) und somit die Entstehung einer
Synapse auslésen (Scheiffele et al., 2000; Biederer et al., 2002; Sytnyk et al.,
2002; Fu et al.,, 2003; Washbourne et al., 2004). Der Vorgang der
Synapsenbildung ist dynamisch, sodass die Formation von Synapsen
keinesfalls starr und endgultig ist, sondern sich im standigen Wandel befindet:
Synaptische Verbindungen kénnen sich neu formen und festigen, aber auch
aufgelost werden. Somit sind die CAMs beteiligt an Wachstum, Migration,

Proliferation und Differenzierung von Neuronen, sowie an der Modulation
7
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synaptischer Funktionen (Green et al.,, 1997; Kiryushko et al., 2004;
Washbourne et al., 2004). Zu den CAMs zahlen unter anderem
Immunglobuline, Integrine, Selectine und Cadherine.

Cadherine sind kalziumabhangige homophile Zell-Zell-Adhasionsmolekile
(Yoshida und Takeichi 1982, Gallin et al., 1983; Peyrieras et al. 1983). Zur
Proteinfamilie der Cadherine gehoren klassische Cadherine und Protocadherine
(Shapiro und Colman, 1999; Angst et al., 2001). Das wichtigste im Sauger-ZNS
exprimierte Cadherin ist das neuronale Cadherin (N-Cadherin). Wie auch die
anderen Cadherine ist es charakterisiert durch die sich wiederholenden
Sequenzmotive in seinem extrazellularen Anteil und seine Ca2+-abhangigen

adhasiven Eigenschaften.

INP blocking
Peptid EC1
EC2
Ca*-
Bindestellen EC3
EC4
EC5
Transmenbrandoméane

Zytoplasmatischer
Anteil

Abb. 1.2 Schematische Darstellung des neuronalen Zelladhasionsmolekils N-Cadherin.

Der C-terminale, zytoplasmatische Anteil verankert das Molekll im Zytoskelett. Die
Transmembrandoméne befindet sich innerhalb der Zellmembran. Der N-terminale,
extrazellulare Anteil besteht aus 5 sich wiederholenden Sequenzmotiven (EC1-ECS5). Welche
durch Ca?*-Bindestellen unterbrochen werden. EC1 enthalt das INP-Motiv, welches spezifisch
fur N-Cadherin ist. Das INP blocking Peptid bindet an dieses Motiv, wodurch die
transsynaptische homophile Interaktion zwischen 2 N-Cadherin Molekilen aufgehoben wird.

Modifiziert nach Yu, 2011.
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1.4.1.Struktur und Verteilungsmuster von N-Cadherin an der
Synapse

N-Cadherin gehort zur Typ | Familie der klassischen Cadherine und entsteht
aus einem Vorlauferpolypeptid durch intrazellulare proteolytische Abspaltung
der N-terminalen Propeptidsequenz. Es wird an Kkortikalen exzitatorischen
glutamatergen Synapsen exprimiert (Benson und Tanaka, 1998; Huntley und
Benson, 1999). Der Aufbau des N-Cadherins lasst sich in einen
zytoplasmatischen  Anteil, eine  Transmembrandomane und einen
extrazellularen Anteil gliedern. Der zytoplasmatische Anteil verankert das N-
Cadherin im Zytoskelett. Er besteht aus etwa 100 Aminosauren und besitzt
Bindestellen fur Catenine, welche das N-Cadherin mit dem Zytoskelett
verbinden und Signaltransduktion zum Aktin-Zytoskelett ermdglichen (Kemler
und Ozawa, 1989; Stappert und Kemler, 1994; Takeichi, 1990; Aberle et al.,
1994; Barth et al., 1997; Halbleib und Nelson, 2006; Stan et al., 2010;
Kwiatkowski et al., 2007; Arrikath und Reichardt, 2008). Dabei sind die B- und y-
Catenine direkt mit dem C-Terminus des N-Cadherins verbunden, und stellen
via a-Catenin die Verbindung zum Aktin her (Arikkath und Reichardt, 2008;
Bamiji, 2006). Der extrazellulare Anteil des N-Cadherins besteht aus 5 sich
wiederholenden Sequenzmotiven mit jeweils etwa 110 Aminosauren, die vom
N-Terminus zum C-Terminus mit EC1-EC5 durchnummeriert werden. Diese 5
Domanen werden durch Ca?'- Bindestellen unterbrochen, die jeweils 3 Ca®'-
lonen binden kénnen (Nagar et al., 1996). Fir die adhasive Eigenschaft des N-
Cadherins ist EC1 von besonderer Wichtigkeit. EC1 enthalt ein sogenanntes
HAV-Motiv, bestehend aus den Aminosauren Histamin, Alanin und Valin,
welches in allen Typ | Cadherinen vorkommt und eine wichtige Rolle bei der
Dimerisierung spielt. Das HAV-Motiv wird unmittelbar umgeben von einem INP-
Motiv, welches spezifisch fir N-Cadherin ist, und die Spezifitat der N-Cadherin
Bindung definiert (Williams et al., 2000; Nose et al.,1990; Patel et al., 2006). Die
Dimerisierung zweier N-Cadherin Molekule findet Gber eine homophile Bindung
an ihren EC1-Regionen statt und ist kalziumabhangig (Pokutta und Weis,
2007). Durch die Bindung von Ca®" wird das Molekill linearisiert und stabilisiert,
sowie dessen Dimerisierung begunstigt (Nagar et al., 1996). N-Cadherin ist
auch zu einer heterophilen Interaktion mit anderen Typ | Cadherinen in der

9
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Lage, diese ist jedoch schwacher (Inuzuka et al., 1991). Abbildung 1.2 zeigt
eine schematische Darstellung eines N-Cadherin Moleklils.

Das Ausmal} der Expression von N-Cadherin ist dynamisch (Thoumine et al.,
2006). So konnen beispielsweise N-Cadherin Molekile wieder aus der
Zellmembran endozytiert werden. Dieser Vorgang wird unter anderem durch die
Aktivitat von NMDA-Rezeptoren beeinflusst (Tai et al., 2007). Eine Verstarkung
neuronaler Aktivitat erhoht die Anreicherung von Cadherinen und Cateninen in
Synapsen (Murase und Schumann 1999; Tanaka et al., 2000; Abe et al., 2004,
Abe und Takeichi 2007), wahrend eine Blockierung der neuronalen Aktivitat mit
Tetrodotoxin eine Verringerung von a N-Catenin bewirkt (Abe et al., 2004).
Aullerdem verandert sich die Expression von N-Cadherin wahrend des
Reifungsprozesses der Synapse. In der frihen Entwicklungsphase der Synapse
findet sich N-Cadherin gleichmaRig Uber der aktiven Zone exprimiert. In
spateren Phasen findet die Expression vor allem perisynaptisch am Rande der
aktiven Zone und der PSD statt (Elste und Benson, 2006; Benson und Tanaka,
1998).

1.4.2.Funktionen an der Synapse

N-Cadherin hat eine Vielzahl von Funktionen an der Synapse. Neben der
morphologischen Stabilisierung zahlt dazu auch die funktionelle Beeinflussung
des neuronalen Netzwerks. N-Cadherin leistet einen bedeutenden Beitrag zur
Synaptogenese und morphologischen Reifung der Synapsen. Dazu gehdéren die
Bildung und Aufrechterhaltung von Neuroepithel, das Auswachsen von Neuriten
und Migration neuronaler Zellen (Suzuki et al., 2008). Die Anreicherung von
Cadherin/Catenin  Komplexen  wahrend der Synaptogenese durch
Uberexprimierung von a-Catenin fiihrt zu einer Stabilisierung der Synapse: Die
Koépfchen der Spines sind groler, es zeigt sich eine geringere Lange und
Motilitat der Spines, sowie ein Anstieg der synaptischen Dichte (Abe et al.,
2004).

Die Funktion von N-Cadherin ist in der embryonalen Entwicklung nicht
auf das ZNS beschrankt. In Studien mit N-Cadherin knockout Embryos
verstarben diese am zehnten Entwicklungstag aufgrund drastischer

Missbildungen von Myokardgewebe (Radice et al., 1997). Ein konditionaler

10
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Knockout von N-Cadherin im zerebralen Cortex zeigte eine vollstandig
desorganisierte Anordnung der Zytoarchitektur (Kadowaki et al., 2007). Dies
legt eine Funktion von N-Cadherin in der Migration und im axonalen targeting
nahe, wodurch eine selektive Verbindung zwischen geeigneten synaptischen
Partnern gewahrleistet wird. Stabiles Wachstum von Spines an Dendriten setzt
ebenso eine intakte N-Cadherin Funktion voraus (Bozdagi et al., 2010).
Experimentell konnte gezeigt werden, dass ein Knockdown von N-Cadherin zu
filopodiendhnlichen  Konfigurationen und einer verminderten Dichte
dendritischer Spines fuhrt (Togashi et al.,2002; Saglietti et al., 2007).

Eine ebenfalls wichtige Rolle spielt N-Cadherin flr die synaptische
Plastizitat. Es moduliert die Anordnung der Vesikel in der Prasynapse und die
Short Term Plastizitat der Vesikelfreisetzung (Togashi et al., 2002; Murase et
al., 2002; Bamiji et al., 2003; Bozdagi et al., 2004; Jungling et al., 2006; Stan et
al.,, 2010). In vitro Experimente mit N-Cadherin-defizienten embryonalen
Stammzellkulturen konnten eine Minderung der prasynaptischen Verfugbarkeit
von Vesikeln fur die Exozytose wahrend hochfrequenter Stimulierung zeigen
(Jungling et al., 2006). AuRerdem ist N-Cadherin nétig fur die Induktion von LTP
(Bozdagi et al., 2010). Blockierung von N-Cadherin in hippocampalen
Hirnschnitten zeigte eine signifikante Reduktion der LTP (Tang et al., 1998).

1.4.3.Prozessierung von N-Cadherin und Blockierung durch das INP
Peptid

N-Cadherin ist ein essentieller Bestandteil der exzitatorischen Synapse. Es
handelt sich um ein Transmembranprotein, welches durch proteolytische
Spaltung aus einem Vorlauferpolypeptid entsteht. Auch der Abbau erfolgt durch
proteolytische Spaltung. Dabei durchlauft das Molekul interessanter Weise
einen ahnlichen Prozess, wie auch fir APP beschrieben (Maramboud et al.,
2003; Reiss et al., 2005; Uemura et al., 2006). Zunachst wird, ausgeldst durch
Stimulierung von NMDA-Rezeptoren, die N-terminale Ektodoméane des N-
Cadherin (EC1-EC5) von der membranassoziierten Metalloprotease ADAM10
abgespalten. Dabei entsteht das C-terminale Fragment Ncad/CTF1, bestehend
aus der Transmembrandomane und dem zytoplasmatischen Anteil. Ncad/CTF1

wird weiter prozessiert durch Presenilin1/ y-Secretase, sodass der
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zytoplasmatische C-Terminus (NcadCTF2) von der Transmembrandomane
gespalten wird (Reiss et al., 2005; Uemura et al., 2006; Malinverno et al., 2010).

Die Funktion von N-Cadherin lasst sich mit dem INP Peptid blockieren
(Williams et al., Siu et al., 2006; Andreyeva et al., 2012). Dieses Peptid imitiert
eine kurze Sequenz der EC1-Domane des N-Cadherins und kann kompetitiv an
die EC1-Domane binden. Somit wird die transsynaptische homophile Interaktion
zweier N-Cadherin Molekule verhindert (Williams et al., 2000).
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2. Materialien und Methoden

2.1.Zellkulturmedien

Vorbereitung der Coverslips

Poly-L-Ornithin 1 mg/ml

Borsaure 0,15M

Tabelle 1: Materialien zur Bearbeitung der Coverslips.

Der pH-Wert des Borpuffers wurde mit NaOH auf 8,35 eingestellt.

BME-Medium
BME-Medium 500 mi
Fotales Kalberserum 50 mi
(hitzeaktiviert)
Penicillin- Streptomycin 5 mi
Lésung
L-Glutamin 200mM 5ml
Glucose (40%) 20 mM 3 mi
Insulin-Transferrin-Selenium 5ml
Lésung

Gibco; Cat. No. 21370-028

Gibco; Cat. No. 10500-064

Gibco; Cat. No. 15140-122

Gibco; Cat. No. 25030-024

JT Baker; Cat. No. 0114

Gibco; Cat. No. 5130-044

Tabelle 2: Materialien fiir das BME-Medium
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NB-Medium

NB-Medium
Penicillin-Streptomycin
Lésung 100X

GlutaMAX1 Supplement
NS21 (nach Chen et al., 2008)
Bovine Albumin
Katalase
Glutathion (red.)
Insulin
Superoxidase-Dismutase
Holo-Transferrin
Trijod-L-Tyronin (T3)
L-Carnitin
Ethanolamin
D(+)-Galaktose
Putrescin
Natriumselenit
Kortikosteron
Linolsaure
Linolensaure
Lipoic acid (thioctic acid)
Progesteron
Retinolsaure
Retinol, all trans
D,L- alpha-Tocopherol

D,L- alpha Tocopherolacetat

500 ml
5ml

2,5 ml

10 ml

37 uM
0,01 uM
3,2 uM
0,6 uM
0,077 uyM
0,062 yM
0,0026 pM
12 uM
16 uM
83 uM
183 uM
0,083 pM
0,058 uM
3,5 uM
3,5 uM
0,2 uM
0,02 uM
0,2 uM
0,3 uM
2,3 uM
2,1 uM

Gibco; Cat. No. 21103-049
Gibco; Cat. No. 15140-122

Gibco; Cat. No. 35050-038

Sigma; Cat. No. A4919
Sigma; Cat. No. C40
Sigma; Cat. No. G6013
Sigma; Cat. No. 11882
Sigma; Cat. No. S5395
Calbiochen; Cat. No. 616426
Sigma; Cat. No. T6397
Sigma; Cat. No. C7518
Sigma; Cat. No. E9508
Sigma; Cat. No. G0625
Sigma; Cat. No. P5780
Sigma; Cat. No. S9133
Sigma; Cat. No. C2505
Sigma; Cat. No. L1012
Sigma; Cat. No. L2376
Sigma; Cat. No. T1395
Sigma; Cat. No. P8783
Sigma; Cat. No. R7882
Sigma; Cat. No. 95144
Sigma; Cat. No. 95240
Sigma; Cat. No. T3001

Tabelle 3: Materialien fiir das NB-Medium
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Weitere Substanzen

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Saline
(PBS +/+)

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Saline (ohne Ca2+, Mg2+, Natriumbikarbonat:
PBS -/-)

Trypsin 0,25%

Tabelle 4: Weitere Substanzen

2.2. Immuncytochemie

Antikorper-Puffer

NacCl 150 mM

Tris-HCI Puffer, pH 7,5 50 mM

BSA 1% Roche; Cat. No. 10735086001

L-Lysin 100 mM Sigma-Aldrich; Cat. No. 62840-
25G-F

Na-Azid 0,04 % Sigma-Aldrich; Cat. No. S2002-
25G

Tabelle 5: Materialien fiir den Antikorper-Puffer

Zum endgultigen Volumen wurde mit destilliertem Wasser aufgeflllt; der pH-Wert wurde mit
NaOH auf 7,4 eingestellt.

Blocking Puffer
Antikdrper-Puffer 90 %
Ziegenserum 9,7 %
Triton-X-100 0,3 % Sigma-Aldrich; Cat. No.

028K0011

Tabelle 6: Materialien fiir den Blocking Puffer
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TBS Waschpuffer
Tris-HCI Puffer, pH 7,5 50 mM
NaCl 150 mM

Tabelle 7: Materialien fur den Waschpuffer
Zum endgultigen Volumen wurde mit destilliertem Wasser aufgefulit.

2.3. Peptide

INP blocking Peptid (1mg/ml in 0,1% AcH)

Ac-lle-ASN-Pro-lle-Ser-Gly-GIn-NH, PolyPeptide Laboratories

LV scrambled Peptid (1mg/ml in 0,1% AcH)

Ac-Leu-Val-Arg-lle-Arg-Ser-NH, PolyPeptide Laboratories

Tabelle 8: Peptide

2.4. Zellkultur

2.4.1.Herstellung steriler PO-Coverslips

Neuronale Zellkulturen wurden auf Coverslips kultiviert, die zu diesem Zweck
speziell vorbereitet werden mussten. Zunachst wurden die Coverslips mit
destilliertem Wasser gewaschen und 30 Minuten bei Raumtemperatur in 1M
HCI Lésung inkubiert. Nach viermaligem Waschen in destilliertem Wasser
wurde fur weitere 30 Minuten reines Ethanol zugegeben. Nach Abschutten des
Ethanols wurden die Coverslips fir 1 Stunde bei 80°C unter gelegentlichem
vorsichtigem Schutteln getrocknet und anschliefiend 3 Stunden bei 180 °C im
Hitzesterilisator sterilisiert.

Um sicherzustellen, dass die neuronalen Zellkulturen auf den gereinigten
Coverslips haften bleiben, mussten sie zunachst mit Poly-L-Ornithin (PO)

beschichtet werden. Dazu wurden je 5 Coverslips in eine sterile Petrischale
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(Falcon, 35x 10 mm) umgebettet. Jedes Coverslip wurde mit 70 ul PO-L6ésung
(1 mg/ml) beschichtet. Am Folgetag wurde Uberschissiges PO viermal mit 2 ml
sterilem, destilliertem Wasser abgespult und Uber Nacht bei Raumtemperatur
getrocknet.

Das PO wurde 50-fach in Borpuffer (150mM, pH 8.35) verdinnt, sodass eine
Konzentration des PO von 1 mg/ml entstand. Zur Sterilisierung wurde die
Ldsung filtriert (Sterile Syringe Filter, 0,2um Porengrél3e) und anschlielend bei
4 °C aufbewabhrt.

2.4.2.Praparation von Mausefoten und Herstellung von primaren
kortikalen Neuronen

Fir die Praparation der Mauseembryonen wurde zunachst das trachtige
Muttertier (C57/Black6) mit CO, Gas getotet, dekapitiert und die Foten (E19)
entnommen. Um bakterielle Kontaminationen bestmoglich zu vermeiden,
wurden die folgenden Schritte unter einer Sterilbank vorgenommen. Die Foten
wurden auf Eis gebettet, um die Neurone bestmoglich zu erhalten und ebenfalls
dekapitiert. Die weitere Praparation fand unter einem binokularen Mikroskop
(Zeiss) statt. Mit 2 Pinzetten (Dumont 4-5) wurden Haut und Schadelknorpel
entfernt. Das so freigelegte Gehirn konnte mit einem Mikrol6ffel entnommen
und in eine Petrischale mit gekihltem PBS +/+ gegeben werden. Nach dem
Entfernen der Meningen wurde mit dem Skalpell ein Medianschnitt
vorgenommen, der die beiden Grol3hirnhemispharen voneinander trennte. Mit
einem weiteren Schnitt wurden die GroRhirnrinden abgetrennt und in eine
separate Petrischale Uberfuhrt. Mit Skalpell und Pinzette wurden die
Grol3hirnrinden weiter zerteilt, bis sie pipettengangig waren. Zusammen mit 1
ml PBS +/+ wurden sie in ein Eppendorfreaktionsgefald (1,5 ml) gegeben, dem
zum Auflésen des Zellverbandes 200 pl Trypsin zugegeben wurde. Nach 5
Minuten im Brutschrank (37 °C, 5 % CO,, 95 % Luftfeuchtigkeit) wurde das
Medium vorsichtig abpipettiert und durch 1 ml BME Medium ersetzt, welches
die enzymatische Wirkung des Trypsins aufhebt. AnschlieRend wurde das BME
wieder entfernt und durch 200 uyl PBS +/+ ersetzt. Um mdglichst einzelne
Neurone zu erhalten, folgte die mechanische Dissoziation der Zellen durch auf-

und abpipettieren, zunachst mit einer 1000yl und dann mit einer 200l
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Pipettenspitze. Der homogenen, trUben Zellsuspension wurden 4 ml BME
hinzugegeben. Um sicherzustellen, dass die Zellkulturen fir die folgenden
Experimente immer die gleiche Zelldichte aufweisen, wurden die Zellen in der
Suspension mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezahlt. Auf die zuvor
vorbereiteten PO-Coverslips (5 Coverslips in einer Petrischale) wurde so viel
Zellsuspension gegeben, dass die Kulturen eine konstante Anzahl an Neuronen
von 40.000/ Coverslip aufwiesen. Die Zellen inkubierten 1 Stunde im
Brutschrank. Anschlielend wurden jeder Petrischale 2 ml NB Medium zugefugt,

und die Neurone wurden 9 Tage im Brutschrank kultiviert.

2.5. Medienwechsel

Nach 9-tagiger Kultivierung wurde bei den Zellkulturen ein Medienwechsel
vorgenommen. Jede Zellkultur mit Versuchsmedium bekam eine Zellkultur mit
Kontrollmedium gegenubergestellt. Aus der Petrischale mit den Coverslips
wurde das Medium vollstandig entfernt, durch auf- und abpipettieren gemischt
und 0,9 ml zurickgegeben. Zusatzlich wurde das Medium fur den
entsprechenden Versuchsansatz hinzugefugt. 2- 4 Tage nach dem
Medienwechsel wurden die Zellen fixiert und immuncytochemisch gefarbt.

2.5.1.7PA2 Supernatant

Zellular sezerniertes AR wurde aus einer Zelllinie von chinesischen
Hamsterovarien (7PA2 CHO Zellen) gewonnen. Diese Zellen exprimieren einen
Uberschuss an APP751, welches die familiZre APP V717F Indiana Mutation
tragt (Podlisny et al., 1995). Die 7PA2 Zellen wurden in DMEM kultiviert (mit
Zusatz von fotalem Kalberserum, Natriumpyruvat, Penicillin und Streptomycin).
Nach einigen Tagen wurde das Medium durch NB Medium (mit Zusatz von
NS21) ersetzt und flr 72 Stunden inkubiert (Muller-Schiffmann et al., 2010). Die
Zellen wurden durch Zentrifugation entfernt und mittels ELISA wurde in dem
Supernatant eine Ap-Konzentration von 25-50ng/ml nachgewiesen. 0,9 ml
dieses Mediums, beziehungsweise des Kontrollmediums, wurden der

entsprechenden Petrischale mit den Zellkulturen zugegeben.
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Der 7PA2 Supernatant wurde freundlicher Weise zur Verfigung gestellt von
Prof. Dr. med. Carsten Korth und Dr. rer. nat. Andreas Muller-Schiffmann aus

dem Institut fir Neuropathologie der Universitatsklinik Disseldorf.

2.5.2.Immundepletion

Um zu kontrollieren, ob der Effekt aus dem 7PA2 KM Experiment allein auf
das AB zuruckzufuhren ist, wurde das 7PA2 KM durch Immundepletion von A
befreit.

Dazu wurde zunachst IC16-NHS Sepharose zu dem Supernatant gegeben.
IC16 ist ein spezifischer Antikdrper gegen Amyloid . Dieser wurde kovalent an
Sepharoseklgelchen gebunden (sogenannte Beads), um das spatere
Entfernen des Antigen-Antikorper-Komplexes zu erleichtern. Nach kurzer
Inkubationszeit wurden die Beads durch Zentrifugation separiert. Im Western
Blot erfolgte der Nachweis, dass der zu depletierende Supernatant tatsachlich
AB enthalt. Dieser Schritt wurde mit einer langeren Inkubationszeit wiederholt,
um sicher zu gehen, dass alle Molekule des AB an Antikorper gebunden waren.
Erneut wurden die Beads durch Zentrifugation entfernt. In einem letzten
Durchgang wurde dem Supernatant erneut IC16-NHS Sepharose zugegeben.
Nach dem Zentrifugieren wurde im Western Blot gezeigt, dass im Supernatant
keine Rickstande von AR mehr vorhanden waren.

Fur dieses Experiment wurden zu den Petrischalen mit den Zellkulturen
jeweils 0,9 ml 7PA2 Supernatant, immundepletierter Supernatant,
beziehungsweise Kontrollmedium gegeben.

IC16-NHS Sepharose wurde zur Verfigung gestellt von Prof. Dr. med.
Carsten Korth und Dr. rer. nat. Andreas Muller-Schiffmann aus dem Institut far
Neuropathologie der Universitatsklinik Dusseldorf.

Immundepletiertes Medium wurde freundlicher Weise zur Verfigung gestellt
von Dr. rer. nat. Aksana Andreyeva aus dem Institut fir Neurophysiologie der

Heinrich Heine Universitat Dusseldorf.

2.5.3.Peptide

FUr den Peptidversuch wurden die synthetischen Peptide INPISGQ
(funktionelle  Blockierung von N-Cadherin; Wililams et al, 2000)
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beziehungsweise LVRIRS (Kontrolle; Williams et al., 2000) zu 1mg/ml mit 0,1%
Essigsaure verdinnt, sodass eine Konzentration von 100ug/ml entstand. 190yl
dieser Losungen wurden separat zu je 2 Zellkulturen gegeben und 1 Stunde im
Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO5; und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Danach
wurden 0,9 ml 7PA2 Supernatant bzw. Kontrollmedium hinzugefligt, sodass

sich folgende Zusammensetzung ergab:

1a) INP + 7PA2 Supernatant 1b) INP + Kontrollmedium
2a) LV + 7TPA2 Supernatant 2b) LV + Kontrollmedium

2.5.4.Kontrollmedium

Als Kontrollmedium wurde das NB Medium verwendet, welches auch in der

Herstellung der Zellkulturen verwendet wurde.

2.6. Immuncytochemie

In dieser Arbeit wurden verschiedene synaptische Molekule mittels

Fluoreszenzmarker immuncytochemisch dargestellt.

2.6.1.Was ist Fluoreszenz?

Bei optischer Anregung eines Fluorophors wird ein Photon absorbiert. Die
Energie des Photons geht dabei auf ein Elektron der dufleren Schale des
Fluorophors Uber. Das Elektron geht somit auf ein hdheres Energielevel. Damit
der Fluorophor zuruck in seinen Ausgangszustand gelangen kann, muss die
zuvor aufgenommene Energie wieder abgegeben werden. Dies geschieht unter
anderem als Photon, was als Fluoreszenz sichtbar wird. Die Energie, welche
als Fluoreszenz frei wird, kann nur gleich grol3 oder kleiner sein, als die
Anregungsenergie (Stokes'sche Regel). Da die Energie in der Regel nicht nur
als Photon frei wird, sondern zum Beispiel auch als Warme, hat die Fluoreszenz
meist eine langere Wellenlange als die absorbierte Wellenlange, ist also

energiearmer.
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2.6.2.Immuncytochemische Farbung

Die immuncytochemische Farbung liefert die Moglichkeit, einzelne Strukturen
der Zelle mit hoher Sensitivitat zu markieren. In dieser Arbeit diente sie dem
Zweck, VAMP2 als prasynaptischen Marker, PSD95 als postsynaptischen
Marker und den Dendritenmarker MAP2 sichtbar zu machen.

Alle Wasch- und Inkubationsschritte der immuncytochemischen Farbung
wurden, soweit nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur und unter
langsamem Schwenken durchgeflihrt.

Zur immuncytochemischen Farbung wurden die Zellkulturen auf den
Coverslips in eine 24-well Platte dberfuhrt. Um  Uberschissiges
Zellkulturmedium und abgestorbene Zellbestandteile zu entfernen, wurden die
Coverslips dreimal vorsichtig mit 0,5 ml PBS +/+ gewaschen. AnschlielRend
wurden die Zellen 20 Minuten in 0,5 ml Fixationslosung (4 % Paraformaldehyd,
4 % Saccharose in PB) belassen. Nach diesem Schritt wurden die Coverslips
dreimal 5 Minuten lang mit 0,5 ml PBS-/- gewaschen um das Paraformaldehyd
zu entfernen. Die Zellen wurden 50 Minuten in 0,5 ml Blocking Puffer inkubiert.
Dieser enthielt neben Triton-X-100 zur Permeabilisierung der Zellen auch BSA
(in Antikorper-Puffer) zum Blockieren unspezifischer Antikorperbindungsstellen.
Zu den Zellen wurden nach Entfernen des Puffers 0,25 ml der
Primarantikdrperldsung in Antikérper-Puffer hinzugegeben (VAMP2 rabbit
1:5000; PSD95 mouse 1:500; MAP2 chicken 1:500), und Uber Nacht bei 4°C
inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellkulturen dreimal 10 Minuten mit TBS und
einmal 10 Minuten in Antikérper-Puffer gewaschen. 0,25 ml der
Sekundarantikérperlésung in  Antikérper-Puffer wurden zugegeben und 1
Stunde inkubiert (goat anti rabbit 1:10000; goat anti mouse 1:1000; goat anti
chicken 1:50). Da der Sekundarantikdrper das Fluoreszenzmolekul tragt,
wurden die Zellkulturen ab diesem Schritt vor Lichteinfall geschuitzt.
Uberschissige Antikdrper wurden entfernt, indem die Zellkulturen viermal fir

10 Minuten mit TBS gewaschen wurden. Es folgte das Imaging.
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2.7.Fluoreszenzimaging

2.7.1.Das Setup

Die Aufnahmen der gefarbten Zellkulturen wurden an einem inversen
Mikroskop (Axiovert 200M, Zeiss) mit einer CoolSnap ES2-CCD-Kamera
(Charge-coupled Device) angefertigt. Fur alle Aufnahmen wurde ein 63x
Objektiv (Olimmersion, Zeiss) verwendet. Damit die Fluoreszenmolekiile mit
ihrer spezifischen Wellenlange angeregt werden konnten, wurden verschiedene

Lichtfilter (Zeiss) eingesetzt:

Filtersatz Anregung (nm) Emission (nm) Belichtungszeit
43 (Cy3) 545/25 650/70 0,3 Sek.
17 (FITC) 485/20 515- 565 0,2 Sek.
49 (DAPI) 365 445/50 0,5 Sek.

Tabelle 9: Die in dieser Arbeit verwendeten Lichtfilter Mit Angabe des Filtersatzes, der
Anregung und Emission in nm sowie der Belichtungszeit in Sek.

Mit Hilfe der Software MetaVue 7.5.6. (Visitron Systems) wurden von den
Neuronen Z-Stacks mit 10 - 12 Bildern mit einer Dicke von 0,5 ym angefertigt.
Dies ermoglichte eine spatere 3D Analyse der Aufnahmen.

2.7.2.Bildbearbeitung und Bildanalyse

3D Deconvolution

Um die Unscharfe der Aufnahmen rickgangig zu machen, mussten sie
zunachst deconvuliert werden. Die Unscharfe resultiert aus der PSF (point
spread function), einer Funktion, welche beschreibt, wie das Licht von einem
Punkt ausgehend gestreut wird. Durch die Deconvolution kann diese Unscharfe
mathematisch erfasst und riickgangig gemacht werden, indem das gestreute
Licht auf seinen Ursprungsort zuriickgerechnet wird. In dieser Arbeit wurde eine
blinde Deconvolution (blind deconvolution) mit der Software AutoDeblur
vorgenommen. Das Programm wendet verschiedene PSFs an, basierend auf
technischen Informationen Uber das verwendete Objektiv und Informationen
aus der Aufnahme, um diejenige PSF zu finden, welche das beste Resultat
hervorbringt. Aus den deconvulierten Bildern wurde mit dem Programm

MetaMorph (Visitron Systems) eine Maximum Projektion erstellt. Dabei
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entstand aus den Maximalwerten der Intensitat der Pixel aus den Z-Stacks ein

neues Bild.

Auto threshold

Die Aufnahmen der Neurone wurden mit dem Bildbearbeitungsprogramm
MetaMorph  (Visitron Systems) bearbeitet. Zunachst musste ein zu
untersuchender Abschnitt eines Dendriten ausgewahlt werden (region of
interest, ROI). Um sicherzustellen, dass die ROI in allen 3 Images (MAP2,
VAMP2, PSD95) exakt gleich ist, wurden sie zunachst zu einem Stack
zusammengefugt. Um ein tatsachliches Signal von Hintergrundrauschen
abzugrenzen, wurde mit der Autothreshold- Funktion ein Grenzwert (threshold)
ermittelt und ein neues Bild erstellt, auf dem nur noch Signale erschienen, die
Uber diesem Grenzwert lagen. Der ideale Grenzwert eines jeden Bildes wurde
mit Hilfe seines individuellen Histogramms festgelegt. Dabei wurde
angenommen, dass der grolte Peak im Histogramm die Hintergrund-
Fluoreszenz reprasentiert. Das lokale Minimum nach diesem Peak wurde als
threshold zwischen Hintergrund- Fluoreszenz und tatsachlichem Signal
festgelegt. In manchen Fallen musste der threshold anders bestimmt werden:
Befanden sich weniger als 1 % der Pixel Uber der Grenzintensitat oder konnte
kein lokales Minimum bestimmt werden, so wurde angenommen, dass es sich
bei dem grélten Peak bereits um ein relevantes Signal handelte. Es wurde
nach einem Peak bei geringerer Intensitat gesucht, der als Hintergrund-
Fluoreszenz festgelegt werden konnte. War dies nicht moglich, wurden alle
Pixel mit hoherer Intensitat als der doppelten Standardabweichung des
gesamten Histogramms als Signal gewertet. Vereinzelt mussten Bilder

nachtraglich um 1-2 Standardabweichungen korrigiert werden.

Low Pass Filter

Die Low Pass Filter Funktion unterdruckt extrem hohe beziehungsweise
niedrige Intensitaten, indem die Intensitat der einzelnen Pixel durch die
durchschnittliche Intensitat ihrer Umgebung ersetzt wird. So wurden einzelne
Pixel aus dem Bild entfernt, die Uber dem errechneten threshold lagen, aber

dennoch auf Hintergrund- Fluoreszenz zuruckzufihren waren. Fur die
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Bearbeitung wurde ein Low Pass Filter von 3 Pixeln horizontal, und 3 Pixeln

vertikal gewahlt.

Auswertung der Fluoreszenzbilder

Um die auszuwertenden Cluster von VAMP2 und PSD95 (in dieser Arbeit als
Puncta bezeichnet) festzulegen, musste bestimmt werden, welche davon mit
dem Dendriten kolokalisiert waren. Dazu wurde ein Overlay der MAP2, VAMP2
und PSD95 Aufnahmen erstellt. Ausgewertet wurden alle Puncta, bei denen
mindestens 1 Pixel mit dem Dendriten Uberlappte, oder von denen mindestens
1 Pixel den Dendriten berthrte. Die gleiche Definition erfolgte fur die
Kolokalisation von VAMP2 und PSD95 Puncta. Die Informationen zur Anzahl
der Puncta, deren GrofRe und Intensitat, sowie der Gesamtfluoreszenz (mittlere
Pixelintensitdt x Pixelanzahl, Flache) und der Anzahl der Dendriten des

ausgewerteten Neurons, wurden in Excel Tabellen importiert.

2.8. Statistik

Die statistische Auswertung und graphischen Darstellung erfolgte mit Sigma
Plot 9.0. Um die statistische Signifikanz der ermittelten Werte zu Uberprifen,
wurden Student's t-Test und Bonferroni-Korrektur angewandt. Bei dem
Vergleich von 2 Werten miteinander wurde der t-Test angewandt, wobei P <
0,05 als statistisch signifikant gewertet wurde. Bei dem Vergleich von 3 Werten
miteinander wurde der t-Test mit Bonferroni-Korrektur angewandt, um die
Alphafehler-Kumulierung zu verhindern. Dabei wurde P < 0,025 als statistisch

signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

Die hier vorgestellten Ergebnisse erscheinen zum Teil in Andreyeva et al.,
2012.

3.1. Auswirkung von A3 Peptiden auf die Morphologie
kultivierter neocortikaler Neurone

In dieser Arbeit wurden Kulturen primarer kortikaler Neurone aus Mausefoten
verwendet. Mit Hilfe definierter Versuchsmedien wurde der Effekt von zellular
sezernierten Amyloid B (AB) Peptiden auf diese Neurone untersucht. An DIV 9
(days in vitro) wurde das NB-Medium aus den Kulturen durch Kontrollmedium,
AB enthaltendes 7PA2 konditioniertes Medium (KM) beziehungsweise
immundepletiertes 7PA2 KM ohne AP ersetzt. Nach 4 Tagen Inkubation in dem
jeweiligen Medium zeigten die Zellen in allen 3 Konditionen morphologisch
gleich konfigurierte Somata und Zellfortsatze. Daraus kann gefolgert werden,
dass AB Peptide aus 7PA2 KM keine unmittelbar toxischen Effekte auf die
Zellmorphologie haben.

Abbildung 3.1 zeigt mit MAP2-Antikdrpern immuncytochemisch angefarbte
Neurone im direkten Vergleich. Es zeigten sich in allen 3 Konditionen
morphologisch intakte Somata und Dendriten. Die Neuronen zeigten darliber

hinaus eine vergleichbare Grolde.

Kontrolle 7PA2-KM Immunodepletion

Abb. 3.1: Fluoreszenzgefarbte neocortikale Neurone, 4 Tage Inkubation

Die Abbildung zeigt eine immuncytochemische MAP2-Farbung kultivierter neocortikaler
Neurone, bei denen an DIV 9 ein Medienwechsel mit A) Kontrollmedium, B) 7PA2
konditioniertem Medium (KM, AB enthaltend) und C) immundepletiertem 7PA2 KM
vorgenommen wurde. Balkenldnge: 20pum; Objektiv: 63x. Zellsoma und Dendriten sind gut zu
erkennen. Auch 4 Tage nach Medienwechsel zeigten sich die Neurone in allen 3 Konditionen
intakt.
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In Abbildung 3.2 ist quantitativ die Anzahl primarer Dendriten pro Neuron
graphisch dargestellt. Nach 2 Tagen war die Anzahl primarer Dendriten pro
Neuron nicht signifikant verschieden. Gleiches zeigte sich nach 3 und 4 Tagen.
Auch die Neurone in immundepletiertem 7PA2 KM zeigten nach 3 und 4 Tagen

keine signifikante Abweichung zur Kontrolle in der Anzahl primarer Dendriten.
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Abb. 3.2: Anzahl primarer Dendriten der Neurone in Kontrollmedium, 7PA2 KM und
Immundepletiertem 7PA2 KM

Die Anzahl der Dendriten ist in den Zellkulturen A) 2, B) 3 und C) 4 Tage nach Medienwechsel
bei den verschiedenen Konditionen nicht signifikant verschieden. Die Zellmorphologie ist nicht
beeintrachtigt. ,n“ gibt die Anzahl der untersuchten Neurone an.

3.1.1.Immuncytochemische Farbung synaptischer Strukturen in
kultivierten neocortikalen Neuronen

Pra- und postsynaptische Strukturen von Neuronen zeichnen sich durch
jeweils spezifische Marker aus. Es konnte bereits gezeigt werden, dass VAMP2
ein spezifischer Marker fur prasynaptische Vesikel, und PSD95 ein spezifischer
Marker fir die postsynaptische Spezialisierung ist (Stan et al., 2010). Ebenso
wurde MAP2 als Marker fur Dendriten etabliert (Himeda et al., 2005). Um die
Auswirkungen von AR Peptiden auf dendritische Synapsen zu untersuchen,
wurden in dieser Arbeit die Proteine VAMP2, PSD95 und MAP2 mit 3
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verschiedenen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern nachgewiesen. So konnten
an einem Dendriten simultan sowohl pra- als auch postsynaptische Strukturen
sichtbar gemacht und analysiert werden.

Fur diesen Teil der Arbeit wurden Zellkulturen aus primaren kortikalen
Neuronen der Maus hergestellt und 9 Tage in NB Medium bei 37°C in einem
Inkubator kultiviert. An DIV 9 wurde ein Medienwechsel vorgenommen. Zu
einem Teil der Zellkulturen wurde Kontrollmedium gegeben, hierfir wurde
ebenfalls NB-Medium verwendet. Zu einem weiteren Teil der Zellkulturen wurde
ein Medium mit zellular sezernierten AR Peptiden aus einer 7PA2 CHO Zelllinie
hinzugegeben, welches mit NB Medium in einem Verhaltnis von 1:1 verdunnt
wurde. 7PA2 CHO Zellen sezernieren native AB-Oligomere (Walsh et al., 2002).
Um zu kontrollieren, ob die Ergebnisse in der Zellkultur mit 7PA2 KM tatsachlich
auf AB-Peptide zurlckzufuhren waren, wurde zu einem dritten Teil der
Zellkulturen ein Immundepletiertes 7PA2 KM gegeben. Durch den Vorgang der
Immundepletion wurde das 7PA2-KM von AB-Peptiden gereinigt. Nach erneuter
Inkubation bei 37°C fur 2-4 Tage wurden die Zellen fixiert und
immuncytochemisch gefarbt.

Um die Immunfluoreszenz gefarbter Neurone sichtbar zu machen, wurden
die Zellkulturen an einem inversen Mikroskop mit den flr die verschiedenen
Fluoreszenzmarker spezifischen Wellenlangen mit Hilfe verschiedener Filter
angeregt. Es wurde eine zur Auswertung geeignete Region (ROI) gewahlt und
mit einem 63x Objektiv und einer CoolSnap ES2-CCD-Kamera ein Z-Stack mit
einem Abstand der Einzelaufnahmen von 0,5 ym von dieser Region angefertigt.
Dieser Vorgang wurde mit den spezifischen Anregungswellenlangen der
verwendeten Fluoreszenzmarker fur VAMP2, PSD95 und MAP2 durchgefihrt.
So entstand von einer ROl eine Abbildung der prasynaptischen Terminale
(VAMP2), sowie der postsynaptischen Strukturen (PSD95) und dem
zugehdrigen Dendriten (MAP2).
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2d Kontrolle VAMP2 2d Kontrolle PSD95

Abb. 3.3a: Immuncytochemische Farbung einer Zellkultur mit Kontrolimedium, 2 Tage
Inkubation

Diese Abbildung zeigt ein Neuron an Tag 2 nach Medienwechsel mit Kontrollmedium.
Balkenlange: 5um; Objektiv: 63x. A) zeigt eine ROl der MAP2-Farbung. In B) ist die VAMP2-
Farbung der Region abgebildet. C) zeigt ein Overlay der MAP2- und VAMP2-Farbung. In D) ist
die gleiche ROI mit einer PSD95-Farbung abgebildet und E) zeigt das Overlay von PSD95 mit
MAP2. Die Puncta sind sehr gut mit den Dendriten kolokalisiert.
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2d 7PA2 KM VAMP2 2d 7PA2 KM PSD95

Abb. 3.3b: Immuncytochemische Farbung einer Zellkultur mit 7PA2 KM, 2 Tage
Inkubation

Diese Abbildung zeigt Neurone an Tag 2 nach Medienwechsel mit 7PA2 KM. Balkenlange:
5um; Objektiv: 63x. A) zeigt eine ausgewahlte ROl der MAP2-Farbung. In B) ist die VAMP2-
Farbung der gleichen Region abgebildet. C) zeigt ein Overlay von MAP2- und VAMP2-Farbung.
Entsprechend ist in D)-F) eine PSD95-Farbung abgebildet. Die Puncta sind sehr gut mit den
Dendriten kolokalisiert. Es zeigte sich eine deutliche Darstellung der neuronalen Marker MAP2,
VAMP2 und PSD95 in der immuncytochemischen Farbung. Um einen zeitlichen Verlauf der
Auswirkungen der verschiedenen Versuchsmedien auf die Neurone zu untersuchen, wurden
diese Farbungen an Tag 2, 3 und 4 nach Medienwechsel angefertigt.

29



Ergebnisse

Abbildung 3.3a zeigt vergleichend Neurone nach 2 Tagen Inkubation in
Kontrollmedium. Es ist eine Farbung von MAP2 und VAMP2 bzw. MAP2 und
PSD95 abgebildet. Die durch Immunfluoreszenz dargestellten Puncta sind
deutlich voneinander zu trennen und sehr gut mit den Dendriten kolokalisiert.
Analog dazu sind in Abbildung 3.3b Neurone nach 2 Tagen Inkubation in 7PA2
KM gezeigt. Auch hier sind die Puncta deutlich voneinander zu trennen und
zeigen eine gute Kolokalisation mit dem Dendriten.

Auch nach der maximalen Inkubationsdauer von 4 Tagen in Kontrollmedium
zeigt sich sowohl fur VAMP2 als auch fur PSD95 eine gute Darstellung der
Puncta und eine gute Kolokalisation mit den Dendriten (Abbildung 3.3c). Nach 4
Tagen Inkubation mit 7PA2 KM lasst sich bereits eine verminderte Anzahl an
VAMP2 Puncta feststellen (Abbildung 3.3d). Dennoch sind die einzelnen Puncta
sowohl in der VAMP2-Farbung als auch in der PSD95-Farbung gut voneinander

zu trennen und zeigen eine gute Kolokalisation mit dem Dendriten.
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4d Kontrolle VAMP2 4d Kontrolle PSD95

Abb. 3.3c: Immuncytochemische Farbung einer Zellkultur mit Kontrollmedium, 4 Tage
Inkubation

Diese Abbildung zeigt ein Neuron an Tag 4 nach Medienwechsel mit Kontrollmedium.
Balkenlange: 5um; Objektiv: 63x. A) zeigt eine ausgewahlte Region der MAP2-Farbung. In B)
ist die VAMP2-Farbung der gleichen Region abgebildet. C) zeigt ein Overlay von MAP2- und
VAMP2-Farbung. Entsprechend zeigt D) die ROl mit PSD95-Farbung und E) das Overlay von
PSD95 mit MAP2. Die Puncta sind gut mit den Dendriten kolokalisiert.
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4d 7PA2 KM VAMP2 4d7Pa2 KM PSD95
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Abb. 3.3d: Immuncytochemische Farbung einer Zellkultur mit 7PA2 KM, 4 Tage
Inkubation

Diese Abbildung zeigt Neurone an Tag 4 nach Medienwechsel mit 7PA2 KM. Balkenlénge:
5um; Objektiv: 63x. A) zeigt eine ausgewahlte ROl der MAP2-Farbung. In B) ist die VAMP2-
Farbung der gleichen Region abgebildet. C) zeigt ein Overlay von MAP2- und VAMP2-Farbung.
Entsprechend ist in D)-F) eine Farbung von PSD95 abgebildet. Auch hier sind die Puncta gut
mit den Dendriten kolokalisiert. Es zeigt sich eine Verringerung der VAMP2 Puncta-Dichte.
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3.1.2.Quantitative Auswertung der immuncytochemischen
Farbungen

Zur Quantifizierung der Immunfluoreszenzsignale wurden von jedem
ausgewahlten Neuron 3-5 somanahe (proximale) Dendritenabschnitte
ausgewahlt und mit MetaMorph (Visitron Systems) bearbeitet (siehe 2.3.2.2.).
Abbildungen 3.4 und 3.5 zeigen die ROI nach abgeschlossener Bearbeitung.
Die ROI wurden auf folgende Parameter hin ausgewertet: Dichte (Puncta/ 10um
Dendrit), Flache (um?) und Gesamtfluoreszenz (mittlere Pixelintensitat x Flache)
der VAMP2- und PSD95 Puncta. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 3.6-
3.11 graphisch dargestellt.

Nach 2 Tagen Inkubation in Kontrollmedium und 7PA2 KM zeigten sich die
VAMP2 und PSD95 Puncta in den ROI nach Bearbeitung mit MetaMorph sehr
deutlich und sind sehr gut mit dem Dendriten kolokalisiert (Abbildung 3.4). Es
zeigte sich eine qualitativ gleichbleibende Dichte der Puncta.

Nach 4 Tagen Inkubation in Kontrollmedium und 7PA2 KM sind die einzelnen
VAMP2- und PSD95 Puncta ebenfalls deutlich zu erkennen (Abbildung 3.5). Bei
den VAMP2 Puncta lasst sich bereits morphologisch eine Verminderung der
Anzahl der Puncta in 7PA2 KM im Vergleich zum Kontrollmedium feststellen.
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2d Kontrolle VAMP2 2d7PA2 KM VAMP2 2d Kontrolle PSD95 2d 7PA2 KM PSD95

Abb. 3.4: Quantifizierung der VAMP2 und PSD95 Puncta der ROIl, 2 Tage Inkubation mit
Kontrolimedium bzw. 7PA2 KM

Diese Abbildung zeigt die immuncytochemische Farbung somanaher Dendriten an Tag 2 nach
Medienwechsel mit Kontrollmedium bzw. 7PA2 KM. Die ROl wurden mit MetaMorph threshold
bearbeitet. Balkenlange: 5um; Objektiv: 63x.

A) zeigt VAMP2 Puncta eines 22,5um langen Dendritenabschnitts einer Kultur mit
Kontrolimedium, B) das Overlay der VAMP2 Puncta mit dem Dendriten. Dem ist in C)-D) ein
19um langer Dendritenabschnitt aus einer Kultur mit 7PA2 KM gegenubergestellt. Es zeigt sich
eine gleichbleibende Dichte der Puncta.

E) zeigt PSD95 Puncta eines 20pm langen Dendritenabschnitts einer Kultur mit
Kontrollmedium, F) das Overlay der PSD95 Puncta mit dem Dendriten. Entsprechend ist in G)-
H) eine 24pm langer Dendritenabschnitt einer Kultur mit 7PA2 KM abgebildet. Auch hier ist
eine gleichbleibende Dichte der Puncta zu erkennen.

4d Kontrolle VAMP2 4d 7PA2 VAMP2 4 d Kontrolle PSD95 4d 7PA2 PSD95

Abb. 3.5: Quantifizierung der VAMP2 und PSD95 Puncta der ROI, 4 Tage Inkubation mit
Kontrollmedium bzw. 7PA2 KM

Diese Abbildung zeigt die immuncytochemische Farbung somanaher Dendriten an Tag 4 nach
Medienwechsel mit Kontrollmedium bzw. 7PA2 KM. Die ROl wurden mit MetaMorph threshold
bearbeitet. Balkenlange: 5um; Objektiv: 63x.

A) zeigt die VAMP2 Puncta eines 20,5um langen Dendritenabschnitts aus einer Kultur mit
Kontrollmedium, B) das Overlay der VAMP2 Puncta mit dem Dendriten. Dem ist in C)-D) ein
21um langer Dendritenabschnitt gegentbergestellt, der aus einer Kultur mit 7PA2 KM stammt.
Es ist deutlich eine verminderte Dichte der VAMP2 Puncta zu erkennen.

E) zeigt die PSD95 Puncta eines 21um langen Dendritenabschnitts aus einer Kultur mit
Kontrollmedium, F) das Overlay der PSD95 Puncta mit dem Dendriten. Entsprechend ist in G)-
H) ein 22um langer Dendritenabschnitt einer Kultur mit 7PA2 KM abgebildet. Die Dichte der
PSD95 Puncta ist konstant.
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3.1.2.1. Quantitative Auswertung der VAMP2 Puncta
Dichte der VAMP2 Puncta (Punctal 10um Dendrit)

Die VAMP2 Puncta zeigten 2 Tage nach Medienwechsel eine Dichte von
durchschnittlich 3,37£0,21/ 10um Dendrit im Kontrollmedium (n = 24) und
3,04£0,19/ 10um Dendrit im 7PA2 KM (n = 22). Es bestand kein signifikanter
Unterschied (Abb. 3.6A).

Nach 3 Tagen hatten die Dendriten im Kontrollmedium (n = 25) eine
etwas geringere VAMP2 Puncta Dichte von 2,99£0,17/ 10um. In 7PA2 KM (n =
23) war die Dichte der Puncta mit 2,21+0,12/ 10pum deutlich geringer. Die
verminderte Dichte der VAMP2 Puncta in 7PA2 KM im Vergleich zum
Kontrollmedium war statistisch signifikant (P < 0,025, t-Test mit Bonferroni
Korrektur), und in immundepletiertem 7PA2 KM (n = 23) nicht mehr vorhanden
(2,86+£0,17/ 10um) (Abb.3.6B). Dies weist darauf hin, dass die Verringerung
prasynaptischer Marker auf die im 7PA2 KM vorhandenen AR Peptide
zurUckzufuhren ist.

Nach 4 Tagen zeigte sich ebenfalls ein statistisch signifikanter Unterschied
der VAMP2 Puncta Dichte zwischen Kontrollmedium (3,44+0,24/ 10 um, n = 25)
und 7PA2 KM (2,82+0,19/ 10pm, P < 0,025, t-Test mit Bonferroni Korrektur, n =
24), der durch Immundepletion (n= 27) aufgehoben werden konnte (3,17+0,17/
10um) (Abb.3.6C). Auch hier lasst die verminderte VAMP2 Puncta Dichte der
Kultur in 7PA2 KM bei nicht signifikant unterschiedlicher Puncta Dichte in
Kontrollmedium und immundepletiertem 7PA2 KM darauf Schlielen, dass AR
Peptide aus dem 7PA2 KM zum Verlust prasynaptischer Marker beitragen.

Flache der VAMP2 Puncta (um?)

Die VAMP2 Puncta zeigten 2 Tage nach Medienwechsel eine nicht
signifikant verschiedene Flache von durchschnittlich 1,56£0,17um? im
Kontrollmedium (n = 24) und 1,20+£0,09um? im 7PA2 KM (n = 22) (Abb. 3.7A).

Auch nach 3 Tagen war kein signifikanter GroRenunterschied der Puncta zu
erkennen (Kontrollmedium: 1,47+0,14um? (n = 25), 7PA2 KM: 1,71£0,14um? (n
= 23), Immundepletion: 1,32+0,08um?(n = 23)) (Abb. 3.7B).
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Nach 4 Tagen war die Flache der VAMP2 Puncta von durchschnittlich
1,90+0,17um? im Kontrollmedium (n = 25) relativ zu 1,32+0,09um? im 7PA2 KM
(n = 24) signifikant verringert (P < 0,025, t-Test mit Bonferroni Korrektur). Im
immundepletierten Medium (n = 27) war dieser Effekt nicht zu finden
(1,80+0,19um?) (Abb. 3.7C), was erneut ein Hinweis darauf ist, dass der Effekt

auf AB Peptide zurtuckzufuhren ist.
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Abb. 3.6: Quantitative Auswertung der Dichte der VAMP2 Puncta

Einzeldarstellung der ROI links, Balkendiagramm mit Standardfehler rechts davon. Dargestellt
sind Daten von Zellen aus Kontrollmedium (hellgrau), 7PA2 KM (schwarz) sowie
immundepletiertem 7PA2 KM (dunkelgrau). Die Dichte der VAMP2 Puncta ist angegeben in
Punctal 10pum Dendritenlange. Zur statistischen Auswertung wurde in A) der t-Test verwendet,
wobei P < 0,05 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde. In B) und C) wurde der t-Test mit
Bonferroni Korrektur verwendet, wobei P < 0,025 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.
A) Anzahl der mit dem Dendriten kolokalisierten VAMP2 Puncta auf 10um Dendritenlange nach
2 Tagen Inkubation. Es war zwischen den verschiedenen Konditionen keine signifikante
Veranderung der Dichte der Puncta festzustellen.

B) Dichte der VAMP2 Puncta an Tag 3. Zu erkennen ist ein signifikanter Abfall der Puncta
Dichte in der 7PA2 Zellkultur gegentiber Kontrolimedium und Immundepletion (P < 0,025, t-Test
mit Bonferroni Korrektur). Dies lasst darauf schlielen, dass der Effekt auf die im 7PA2 KM
vorhandenen A Peptide zurlickzufiihren ist.

C) Auch an Tag 4 war die VAMP2 Puncta-Dichte in 7PA2 KM signifikant gegeniber
Kontrollmedium und immundepletiertem 7PA2 KM erniedrigt (P < 0,025, t-Test mit Bonferroni
Korrektur).
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Abb. 3.7: Quantitative Auswertung der Flache der VAMP2 Puncta

Einzeldarstellung der ROI links, das dazugehorige Balkendiagramm mit Standardfehler rechts
davon. Dargestellt sind Daten von Zellen aus Kontrollmedium, 7PA2 KM sowie
immundepletiertem 7PA2 KM. Die Flache der Puncta ist in ym? angegeben. Zur statistischen
Auswertung wurde in A) der t-Test verwendet, wobei P < 0,05 als statistisch signifikant (*)
angesehen wurde. In B) und C) wurde der t-Test mit Bonferroni Korrektur verwendet, wobei P <
0,025 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.

A) Flache der VAMP2 Puncta nach 2 Tagen Inkubation. Die Flache der VAMP2 Puncta von
Zellen in Kontrollmedium war nicht signifikant verschieden verglichen mit der Flache der
VAMP2 Puncta von Zellen in 7TPA2 KM.

B) Flache der VAMP2 Puncta an Tag 3. Hier lie sich zwischen den 3 Konditionen kein
signifikanter Unterschied feststellen.

C) Flache der VAMP2 Puncta an Tag 4. Die Flache ist in 7PA2 KM signifikant gegentber
Kontrollmedium und immundepletiertem 7PA2 KM verringert.
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Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta (mittlere Pixelintensitat x
Pixelanzahl, A.U.)

Die Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta zeigte nach 2 Tagen ein
tendenzielles Absinken in 7PA2 KM (656,19+132,52 A.U., n = 24) im Vergleich
zum Kontrollmedium (1349,71 £326,61A.U., n = 22), dieser Unterschied war
jedoch nicht statistisch signifikant (Abb. 3.8A).

Nach 3 Tagen war die Gesamtfluoreszenz in 7PA2 KM signifikant geringer
(1893,47+£294,26 A.U. im Kontrollmedium (n = 25) relativ zu 1331,20£299,03
A.U. im 7PA2 KM (n = 23, P < 0,025, t-Test mit Bonferroni Korrektur)). Durch
Immundepletion des 7PA2 KM (n = 23) wurde der Effekt aufgehoben
(1742,18+234,18 A.U.) (Abb. 3.8B).

Diese Signifikanz war zwar nach 4 Tagen nicht vorhanden, jedoch zeigte sich
wieder eine tendenziell deutlich geringere Gesamtfluoreszenz im 7PA2 KM
gegenuber Kontrolle und Immundepletion (Kontrolle 2306,13+447,07 A.U.,
7PA2 KM 1753,04+ 394,8 2A.U., Immundepletion 2910,02+486,34 A.U.) (Abb.
3.8C).
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Abb. 3.8: Quantitative Auswertung der Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta
Einzeldarstellung der ROI links, das dazugehdrige Balkendiagramm mit Standardfehler rechts
davon. Dargestellt sind Daten von Zellen aus Kontrollmedium, 7PA2 KM, sowie
immundepletiertem 7PA2 KM. Zur Berechnung der Gesamtfluoreszenz wurde das Produkt aus
mittlerer Pixelintensitat und Zahl der Pixel (Flache) der VAMP2 Puncta gebildet und ist in A.U.
Angegeben. Zur statistischen Auswertung wurde in A) der t-Test verwendet, wobei P < 0,05 als
statistisch signifikant (*) angesehen wurde. In B) und C) wurde der t-Test mit Bonferroni
Korrektur verwendet, wobei P < 0,025 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.

A) Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta nach 2 Tagen Inkubation. Die tendenziell niedrigeren
Werte fir die Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta in 7PA2 KM gegentber Kontrollmedium
zeigten keine statistische Signifikanz.

B) Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta nach 3 Tagen Inkubation. Es zeigte sich eine
signifikante Abnahme der Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta bei Zellen in 7PA2 KM
gegenuber Zellen aus Kontrollmedium und immundepletiertem 7PA2 KM.

C) Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta nach 4 Tagen Inkubation. Die Werte zeigten eine
tendenzielle, jedoch nicht signifikante Verringerung der Gesamtfluoreszenz der Puncta in 7PA2
KM.
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3.1.2.2. Quantitative Auswertung der PSD95 Puncta
Dichte der PSD95 Puncta (Punctal 10um Dendrit)

2 Tage nach Medienwechsel zeigte sich eine Puncta Dichte von
durchschnittlich 3,41£0,16/ 10um Dendrit im Kontrollmedium (n = 24) und
3,09+0,17/ 10um im 7PA2 KM (n = 22)(Abb. 3.9A).

Nach 3 Tagen hatten die Dendriten eine PSD95 Puncta Dichte von
3,14£0,24/ 10um im Kontrolimedium (n = 25), eine tendenzielle aber nicht
signifikant niedrigere Dichte von 2,64+0,13/ 10uym im 7PA2 KM (n = 23) und
eine Dichte von 3,140,21/ 10um im immundepletierten 7PA2 KM (n =23) (Abb.
3.9B).

Nach 4 Tagen zeigte sich eine Puncta-Dichte im Kontrollmedium (n = 25) von
3,31£0,20/ 10um, im 7PA2 KM (n = 24) von 2,82+0,15/10pm und im
immundepletierten 7PA2 KM (n = 25) von 2,67+0,25/ 10 um (Abb. 3.9C).

Keine der beschriebenen Unterschiede in der Dichte der PSD95 Puncta war

statistisch signifikant.

Flache der PSD95 Puncta (um?)

Die Flache der PSD95 Puncta war insgesamt etwas geringer als die der
VAMP2 Puncta und zeigte an Tag 2 keine signifikanten Unterschiede zwischen
den verschiedenen Konditionen (Kontrolimedium: 0,93+0,07um? (n = 24), 7PA2
KM: 0,78+0,05um? (n = 22)) (Abb.3.10A).

Auch an Tag 3 konnten keine signifikanten GréRenunterschiede in den
PSD95 Puncta festgestellt werden (Kontrollmedium: 1,00+£0,1um? (n = 25),
7PA2 KM: 0,90£0,04um? (n = 23), Immundepletion: 0,7920,07um? (n = 23))
(Abb.3.10B).

Nach 4 Tagen war die Flache der PSD95 Puncta im Kontrollmedium
(0,98+0,07um?, n = 25) und 7PA2 KM (0,86+0,04um?, n = 25) nicht signifikant
unterschiedlich, in der Immundepletion (n = 24) zeigte sich eine signifikante
Grolenreduktion auf 0,70+£0,04um? (p= < 0,025, t-Test mit Bonferroni Korrektur)
(Abb. 3.10C). Dies deutet auf unspezifische, nicht durch AB verursachte

Auswirkungen des 7PA2-Zelliberstandes auf die Zellkultur hin.
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Abb. 3.9: Quantitative Auswertung der Dichte der PSD95 Puncta

Einzeldarstellung der ROI links, das dazugehérige Balkendiagramm mit Standardfehler rechts
davon. Dargestellt sind Daten von Zellen aus Kontrollmedium, 7PA2 KM, sowie
immundepletiertem 7PA2 KM. Die Dichte der PSD95 Puncta ist angegeben in Puncta/ 10um
Dendritenlange. Zur statistischen Auswertung wurde in A) der t-Test verwendet, wobei P < 0,05
als statistisch signifikant (*) angesehen wurde. In B) und C) wurde der t-Test mit Bonferroni
Korrektur verwendet, wobei P < 0,025 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.

A) An Tag 2 waren keine signifikanten Unterschiede der Dichte der PSD95 Puncta in den
verschiedenen Konditionen festzustellen.

B) Auch an Tag 3 war die Dichte der PSD95 Puncta bei den verschiedenen Konditionen nicht
signifikant verschieden.

C) Die verschiedenen Konditionen zeigen auch an Tag 4 keine signifikanten Unterschiede in
der Dichte der PSD95 Puncta.
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Abb. 3.10: Quantitative Auswertung der Flache der PSD95 Puncta

Einzeldarstellung der ROI links, das dazugehorige Balkendiagramm mit Standardfehler rechts
davon. Dargestellt sind Daten von Zellen aus Kontrollmedium, 7PA2 KM, sowie
immundepletiertem 7PA2 KM. Die Flache der Puncta ist in pm? angegeben. Zur statistischen
Auswertung wurde in A) der t-Test verwendet, wobei P < 0,05 als statistisch signifikant (*)
angesehen wurde. In B) und C) wurde der t-Test mit Bonferroni Korrektur verwendet, wobei P <
0,025 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.

A) Es ist zu erkennen, dass die Flache der PSD95 Puncta 2 Tage nach 7PA2 KM-Applikation
nicht statistisch signifikant verandert ist.

B) Nach 3 Tagen ist die Flache der PSD95 Puncta in allen 3 Konditionen nicht signifikant
verschieden.

C) Nach 4 Tagen zeigt sich in immundepletierten 7PA2 KM eine signifikant reduzierte Flache
der PSD95 Puncta. Dies deutet auf unspezifische Effekte des 7PA2 KM auf die Zellkultur hin.
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Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta (mittlere Pixelintensitat x
Pixelanzahl (Flache), A. U.)

Die Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta war im Vergleich zur
Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta sehr viel geringer. Sie zeigte nach 2
Tagen einen gegenuber der Kontrolle (408,41£51,66 A.U., n = 24) signifikant
geminderten Wert im 7PA2 KM (175,62+17,62 A.U., n = 22, P < 0,05) (Abb.
3.10A).

Nach 3 Tagen betrug die Gesamtfluoreszenz der Kontrolle (n = 25)
340,144£35,06 A.U. und des 7PA2 KM (n = 23) 250,27+45,97 A.U.. Die
Immundepletion (n = 23) zeigte demgegenuber einen signifikant verminderten
Wert von 204,541£23,95 A.U. (P < 0,025, t-Test mit Bonferroni Korrektur) (Abb.
3.10B).

Nach 4 Tagen bestand zwischen Kontrolle (365,89+52,69 A.U., n = 25) und
7PA2 KM (140,64%£17,53 A.U., n = 24) ein signifikanter Unterschied der
Gesamtfluoreszenz (P < 0,025, t-Test mit Bonferroni Korrektur), der durch
Immundepletion (230,56+29,14 A.U., n = 25) zum Teil reduziert war (Abb.
3.10C). Da auch nach Immundepletion eine signifikante Reduktion der
Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta sichtbar war, kdnnen hier unspezifische
Effekte des 7PA2 KM nicht ausgeschlossen werden.
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Abb 3.11: Quantitative Auswertung der Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta
Einzeldarstellung der ROI links, das dazugehérige Balkendiagramm mit Standardfehler rechts
davon. Dargestellt sind Daten von Zellen aus Kontrollmedium, 7PA2 KM, sowie
immundepletiertem 7PA2 KM. Zur Berechnung der Gesamtfluoreszenz wurde das Produkt aus
mittlerer Pixelitansitat und Flache der PSD95 Puncta gebildet und ist in A.U. Angegeben. Zur
statistischen Auswertung wurde in A) der t-Test verwendet, wobei P < 0,05 als statistisch
signifikant (*) angesehen wurde. In B) und C) wurde der t-Test mit Bonferroni Korrektur
verwendet, wobei P < 0,025 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.

A) In der mit 7PA2 behandelten Zellkultur zeigt sich nach 2 Tagen eine signifikante Reduktion
der Gesamtfluoreszenz gegenuber der Kontrollbedingung.

B) Die Gesamtfluoreszenz in immundepletiertem 7PA2 KM ist nach 3 Tagen signifikant geringer
als im Kontrollmedium und in 7PA2 KM. Im Vergleich zum Kontrollmedium zeigt aulerdem die
Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta in 7TPA2 KM ein tendenzielles Absinken. Dies deutet auf
unspezifische Effekte des 7PA2 KM hin.

C) In 7PA2 KM zeigt sich nach 4 Tagen eine signifikant verringerte Gesamtfluoreszenz
gegenuber Kontrollmedium. In immundepletiertem 7PA2 KM zeigt sich eine tendenzielle, jedoch
nicht signifikante Regeneration der Gesamtfluoreszenz.
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3.2. Effekte von AB auf kultivierte neokortikale Neurone
unter Blockierung des neuronalen Adhasionsmolekuls
N-Cadherin

Um den Einfluss des neuronalen Adhasionsmolekuls N-Cadherin auf den AR-
Peptid-vermittelten Effekt auf die VAMP2- und PSD95 Puncta zu untersuchen,
wurde ein weiterer Versuchsansatz gewahlt. Dazu wurde nach 9 Tagen
Inkubation der Zellkulturen in NB Medium bei 39°C ein Medienwechsel
vorgenommen. Zu einem Teil der Zellkulturen wurde Kontrolimedium bestehend
aus NB Medium gegeben. Zu den ubrigen Zellkulturen wurde 7PA2 KM mit NB
Medium in einer Verdlinnung von 1:1 gegeben. Zusatzlich wurde zu einem Tell
der Zellkulturen mit Kontrollmedium das INP Peptid zur Blockierung von N-
Cadherin hinzugegeben, zum anderen Teil LV scrambled Kontroll-Peptid. Zu
den Zellkulturen mit 7PA2 KM wurde ebenso INP- bzw. LV-Peptid
hinzugegeben. Die Peptide wurden in einer Konzentration von 100ug/ml
verwendet.

Das INP-Peptid ist ein hochspezifischer und potenter Antagonist des N-
Cadherins. Die adhasiven Eigenschaften des N-Cadherins werden aufgehoben,
indem durch das INP-Peptid eine kompetitive Hemmung der homophilen
Bindung zweier N-Cadherin Molekile verursacht wird (Williams et al., 2000).
Das LV scrambled Peptid wurde als Negativkontrolle eingesetzt. Dieses Peptid
besteht aus den identischen Aminosauren wie das INP-Peptid, jedoch ist die
Sequenz der Aminosauren verandert, wodurch das Peptid seine blockierende
Funktion verliert.

Nach zweitagiger Inkubationszeit wurden die Zellkulturen an DIV11 analog
zu den vorherigen Versuchen fixiert und gefarbt (siehe 2.3.2.). Auch in dieser
Versuchsreine waren die Zellen zum Zeitpunkt der Auswertung in den
verschiedenen Medien intakt und morphologisch im Hinblick auf Groflde und
Form von vergleichbarem Aufbau (Abb. 3.12). Die Anzahl primarer Dendriten
der Neurone war in den unterschiedlichen Medien nicht signifikant verschieden
(Abb. 3.13).
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LV Kontrolle LV 7PA2-KM

S

INP Kontrolle

Abb. 3.12: Fluoreszenzgefarbte neocortikale Neurone, 2 Tage Inkubation

Die Abbildung zeigt eine Immuncytochemische MAP2-Farbung kultivierter neocortikaler
Neurone an DIV11, bei denen an DIV 9 ein Medienwechsel mit A) Kontrolimedium und LV-
Peptid, B) 7PA2 KM und LV-Peptid, C) Kontrolimedium und INP-Peptid und D) 7PA2 KM und
INP-Peptid durchgefiihrt wurde. (Balkenlange: 20um; Objektiv: 63x). Die Peptide wurden in
einer Konzentration von 100ug/ml verwendet. Zellsomata und Dendriten sind gut zu erkennen
und in allen 4 Konditionen morphologisch intakt.
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Abb. 3.13: Anzahl primarer Dendriten der Neurone in Kontrollmedium und 7PA2 KM mit
Zusatz von LV- bzw. INP-Peptid

Die Anzahl der Dendriten in den Zellkulturen 2 Tage nach Medienwechsel (DIV 11) ist bei den
verschiedenen Konditionen nicht signifikant verschieden.

3.2.1.Quantitative Auswertung der immuncytochemisch angefarbten
synaptischen Strukturen

Wie bereits im ersten Teil der Arbeit wurden die aus Immuncytochemisch
gefarbten Zellkulturen ROI ausgewahlt und mithilfe eines inversen Mikroskops
ein Z-Stack der Region angefertigt. Anschlieend wurden die ROI auch in
diesem Versuch mit Hilfe des Bildbearbeitungsprogramms MetaMorph
bearbeitet. Die Abbildungen 3.14 und 3.15 zeigen die ROI nach Bearbeitung.
Es wurden erneut folgende Parameter untersucht: Dichte (Puncta/ 10um
Dendrit), Flache (um?) und Gesamtfluoreszenz (durchschnittliche Pixelintensitat
x Flache) der VAMP2 und PSD95 Puncta.

In diesem Teil der Arbeit wurden die Zellen ausschlieBlich nach 2 Tagen
Inkubation in Versuchsmedium ausgewertet, um beschleunigte Effekte von A

Peptiden nach Inhibition der N-Cadherin Funktion zu detektieren.
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LV Kontrolle VAMP2 LV 7PA2-KM VAMP2 LV Kontrolle PSD95 LV 7PA2-KM PSD95

Abb. 3.14: Quantifizierung der VAMP2 und PSD95 Puncta der ROI bei gleichzeitiger
Applikation von LV-Kontrollpeptid, 2 Tage Inkubation mit Kontrollmedium bzw. 7PA2 KM
Diese Abbildung zeigt die immuncytochemische Farbung somanaher Dendriten an Tag 2 nach
Medienwechsel mit LV-Kontrollpeptid und Kontrollmedium bzw. 7PA2 KM. Die ROl wurden mit
MetaMorph threshold bearbeitet. Balkenlange: 5um; Objektiv: 63x.

A) zeigt VAMP2 Puncta eines 25pm langen Dendritenabschnitts aus einer Kultur mit
Kontrollmedium und LV-Peptid, B) das Overlay der VAMP2 Puncta mit dem Dendriten. Dem ist
in C)-D) ein 19um langer Dendritenabschnitt aus einer Kultur mit 7PA2 KM und LV-Peptid
gegenubergestellt. Es zeigt sich eine gleichbleibende Dichte der Puncta.

E) zeigt PSD95 Puncta eines 20um langen Dendritenabschnitts aus einer Kultur mit
Kontrollmedium und LV-Peptid, F) das Overlay der PSD95 Puncta mit dem Dendriten.
Entsprechend ist in G)-H) ein 22um langer Dendritenabschnitt einer Kultur in 7PA2 KM mit LV-
Peptid abgebildet. Auch hier ist eine gleichbleibende Dichte der Puncta zu erkennen.

INP Kontrolle VAMP2 INP 7PA2-KM VAMP2 INP Kontrolle PSD95 INP 7PA2-KM PSD95

Abb. 3.15: : Quantifizierung der VAMP2 und PSD95 Puncta der ROI bei gleichzeitiger
Applikation von INP-Peptid, 2 Tage Inkubation mit Kontrolilmedium bzw. 7PA2 KM

Diese Abbildung zeigt die immuncytochemische Farbung somanaher Dendriten an Tag 2 nach
Medienwechsel mit INP-Peptid und Kontrollmedium bzw. 7PA2 KM. Die ROl wurden mit
MetaMorph threshold bearbeitet. Balkenlange: 5um; Objektiv: 63x.

A) zeigt die VAMP2 Puncta eines 19,5 ym langen Dendritenabschnitts aus einer Kultur mit
Kontrollmedium und INP-Peptid, B) das Overlay der VAMP2 Puncta mit dem Dendriten. Dem ist
in C)-D) ein 19,5um langer Dendritenabschnitt aus einer Kultur mit 7PA2 KM und INP-Peptid
gegenubergestellt. Zu erkennen ist, dass die Dichte der VAMP2 Puncta in 7PA2 KM und INP-
Peptid geringer ist als in Kontrollmedium und INP-Peptid.

E) zeigt PSD95 Puncta eines 21,5um langen Dendritenabschnitts aus einer Kultur mit
Kontrollmedium und INP-Peptid, F) das Overlay der PSD95 Puncta mit dem Dendriten.
Entsprechend ist in G)-H) eine 19um langer Dendritenabschnitt einer Kultur mit 7PA2 KM und
INP-Peptid abgebildet. Die Dichte der Puncta ist konstant.
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3.2.1.1. Quantitative Auswertung der VAMP2 Puncta

Mit LV-Kontrollpeptid inkubiert zeigten die Dendriten 2 Tage nach
Medienwechsel eine Dichte der VAMP2 Puncta von durchschnittlich 2,98+0,14/
10um Dendrit im Kontrollmedium (n = 26) und 2,75+0,15/ 10pym Dendrit im
7PA2 KM (n = 22). Es bestand kein signifikanter Unterschied in der Dichte der
VAMP2 Puncta.

Mit INP-Peptid behandelte Neurone zeigten im Kontrollmedium (n = 24) eine
VAMP2 Puncta Dichte von 3,46£0,11/ 10um und im 7PA2 KM (n = 26) eine
signifikant niedrigere Puncta Dichte von 2,86+0,22/ 10um (P < 0,05, t-Test)
(Abb. 14A).

In Medium mit LV-Kontrollpeptid zeigten die VAMP2 Puncta in
Kontrollmedium (n = 26) eine Flache von 1,90+0,15um? und in 7PA2 KM (n =
22) eine Flache von 1,77+0,17um? Dies entsprach keinem signifikanten
Unterschied.

In Medium mit INP-Peptid hatten die VAMP2 Puncta eine Flache von
2,2840,20um? in Kontrollmedium (n = 24) und in 7PA2 KM (n = 26) eine
signifikant geringere GrofRe von 1,52+0,11um? (P < 0,05, t-Test) (Abb. 14B)

Die Gesamtintensitat der VAMPZ2 Puncta der mit LV-Kontrollpeptid
behandelten Neuronen ergab in Kontrollmedium (n = 26) einen Mittelwert von
2682,11+323,48 A.U. und in 7PA2 KM (n = 22) einen signifikant niedrigeren
Mittelwert der Gesamtintensitat von 1785,72+192,69 A.U. (P < 0,05, t-Test).
Dies deutet darauf hin, dass unspezifische Wirkungen der Peptidinkubation auf
die Fluoreszenzintensitat nicht ausgeschlossen werden konnen.

In Medium mit INP-Peptid ergab sich fir die Gesamtfluoreszenz der VAMP2
Puncta in Kontrollmedium (n = 24) ein Mittelwert von 2868,54+284,24 A.U. und
ein ebenfalls signifikant niedrigerer Mittelwert der Gesamtintensitat von
1970,79£197,98 A.U. in 7TPA2 KM (n = 26, P < 0,05, t-Test) (Abb. 14C).

Insgesamt konnte somit eine beschleunigte Wirkung von AB Peptid nach
Inhibition der N-Cadherin Funktion bereits nach 2 Tagen Inkubation in 7PA2 KM

beobachtet werden.
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Abb. 3.16: Auswirkung von 7PA2 KM auf VAMP2 Puncta unter Einfluss von LV- und INP-
Peptid, 2 Tage Inkubation

Zellen aus Kontrollmedium (grau) und 7PA2 KM (schwarz) an Tag 2 nach Medienwechsel.
Punktdiagramm zur Darstellung der Werte der einzelnen ROI links, das dazugehérige
Balkendiagramm rechts davon. Zur statistischen Auswertung wurde der t-Test verwendet,
wobei P < 0,05 als statistisch signifikant (*) angesehen wurde.

A) Anzahl der mit dem Dendriten kolokalisierten VAMP2 Puncta auf 10um. Unter Einfluss von
INP-Peptid ist die Dichte der VAMP2 Puncta in 7TPA2 KM im Vergleich zur Kontrolle signifikant
erniedrigt. Die Zugabe von LV-Kontrollpeptid zu Kontrollmedium und 7PA2 KM zeigte diesen
Effekt nicht.

B) Flache der VAMP2 Puncta (um?). Unter Einfluss von INP-Peptid ist die Flache der VAMP2
Puncta in 7TPA2 KM im Vergleich zur Kontrolle signifikant verringert. Die Zugabe von LV-
Kontrollpeptid zu Kontrollmedium und 7PA2 KM zeigte diesen Effekt nicht.

C) Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta (Produkt aus mittlerer Punctaintensitdt und
Pixelanzahl (Flache der Puncta), A.U.). In 7PA2 KM ist die Gesamtintensitat sowohl mit Zugabe
von LV- als auch von INP-Peptid signifikant vermindert.
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3.2.1.2. Quantitative Auswertung der PSD95 Puncta

In Medium mit LV-Kontrollpeptid zeigten die Dendriten eine Dichte der
PSD95 Puncta von 3,29+0,19/ 10 um im Kontrollmedium (n = 26) und
2,79£0,15/10 ym im 7PA2 KM (n = 22). Dies entsprach keiner signifikanten
Abweichung.

Mit INP-Peptid behandelte Dendriten zeigten im Kontrollmedium (n = 24)
eine PSD95 Puncta Dichte von 3,17+0,19/ 10 ym und im 7PA2 KM (n = 26)
eine Dichte von 2,60+0,19/ 10 um. Auch mit INP-Peptid waren Unterschiede in
der Dichte der PSD95 Puncta nicht signifikant (Abb. 15A).

In Medium mit LV-Kontrollpeptid =zeigten die PSD95 Puncta in
Kontrollmedium (n = 26) eine Flache von 0,98+0,06 ym?, in 7PA2 KM (n = 22)
eine Flache von 0,97+0,08 um?2. Es bestand kein signifikanter Unterschied.

In INP-Peptid betrug die Flache der PSD95 Puncta in Kontrollmedium (n =
24) 1,16x0,12 ym? und in 7PA2 KM (n = 26) 0,85+0,06pm?, was einer
signifikanten Reduktion der Flache der PSD95 Puncta entsprach (P < 0,05, t-
Test) (Abb. 15B). Dies war vermutlich auf unspezifische Effekte des 7PA2 KM
zuruckzufuhren, da in den Vorversuchen ein unspezifischer Effekt nicht
ausgeschlossen werden konnte .

Die Gesamtintensitat der PSD95 Puncta ergab in Medium mit LV-
Kontrollpeptid ein Mittelwert von 431,41+37,47 A.U. in Kontrollmedium (n = 26)
und 383,66+54,12 A.U. in 7PA2 KM (n = 22). Der Unterschied war nicht
signifikant.

In Medium mit INP-Peptid ergaben sich fur die Gesamtintensitat der PSD95
Puncta Mittelwerte von 499,11+59,57 A.U. in Kontrollmedium (n = 24) und
363,49+45,35 AU, in 7PA2 KM (n = 26). Die Unterschiede in der
Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta waren statistisch nicht signifikant (Abb.
15C).
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Abb. 3.17: Auswirkung von 7PA2 KM auf PSD95 Puncta unter Einfluss von LV- und INP-
Peptid, 2 Tage Inkubation

Zellen aus Kontrollmedium und 7PA2 KM an Tag 2 nach Medienwechsel. Punktdiagramm zur
Darstellung der Werte der einzelnen ROI links, das dazugehdrige Balkendiagramm rechts
davon. Zur statistischen Auswertung wurde der t-Test verwendet, wobei P < 0,05 als statistisch
signifikant (*) angesehen wurde.

A) Anzahl der mit dem Dendriten kolokalisierten PSD95 Puncta auf 10um. Die Dichte der
Puncta ist mit LV- und INP-Peptid in Kontrollmedium und 7PA2 KM nicht signifikant
verschieden.

B) Flache der PSD95 Puncta (um2). Unter Einfluss von INP-Peptid zeigt sich im 7PA2 KM eine
signifikant geringere Flache der PSD95 Puncta. Dieser Effekt ist vermutlich unspezifisch. In LV-
Kontrollpeptid lasst sich dieser Effekt nicht nachweisen.

C) Gesamtfluoreszenz der PSD95 Puncta (Produkt aus mittlerer Pixelintensitat und Pixelanzahl
(Flache der Puncta), A.U.). Die Gesamtfluoreszenz ist mit LV- und INP-Peptid in 7PA2 KM nicht
signifikant verschieden.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war, den Effekt von zellular sezernierten AR Peptiden auf
pra- und postsynaptische Strukturen in neuronalen Zellkulturen zu untersuchen.
Von besonderem Interesse war dabei der Effekt von AR auf Synapsen, bei
denen das Adhasionsmolekiul N-Cadherin blockiert wurde. Die in dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimente zeigten, dass die Simultanfarbung einer
neuronalen Zellkultur mit MAP2, VAMP2 und PSD95 eine Mdglichkeit darstellt,
pra- und postsynaptische Terminale zu identifizieren und getrennt voneinander
zu beurteilen. Mit diesem Protokoll konnten Veranderungen in Dichte, Grolke
und Gesamtfluoreszenz der angefarbten Puncta untersucht werden, die auf die

Applikation von AB und die Blockierung von N-Cadherin zurtckzufihren waren.

4.1.Vorteile primar kultivierter neokortikaler Neurone

In dieser Arbeit wurden als Modell Zellkulturen primar Kkultivierter
neokortikaler Neurone verwendet. Auch wenn die sterile Zellkultur naturlich
nicht dem komplexen Organismus entspricht, bietet sie den Vorteil, dass die
verschiedenen Einflussgroflen exakt steuerbar und standardisierbar sind. Bei
einer multifaktoriell bedingten Erkrankung wie dem Morbus Alzheimer kénnen
so die einzelnen Komponenten identifiziert und untersucht werden. Durch die
besondere Charakteristik der Zellen und die enge Kontrolle der
Wachstumsbedingungen waren die Ergebnisse reproduzierbar. So konnten die
Auswirkungen Kkleiner Veranderungen im Versuchsaufbau auf die Zellen
besonders gut untersucht werden.

In dieser Arbeit war die Auswirkung einer Blockade der adhasiven Funktion
von N-Cadherin von besonderem Interesse. Da N-Cadherin knockout Mause
noch in der frihen embryonalen Entwicklung aufgrund von kardialen
Fehlbildungen versterben (Radice et al., 1997), wurden funktionsblockierte

Peptide verwendet.
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4.2. Etablierung der immuncytochemischen Dreifachfarbung

Immuncytochemische Farbungen sind methodisch schon lange in allen
Bereichen der biochemischen Forschung etabliert. Jedoch musste in dem
methodisch orientierten Teil dieser Arbeit zunachst ein Protokoll etabliert
werden, welches eine simultane Farbung von 3 verschiedenen Markern
(VAMP2, PSD95 und MAP2) ermoglichte. Dazu wurden Fluorophore mit
moglichst unterschiedlichen Emissionsspektren ausgewahlt (Rot, 650-670nm;
Grun, 515-565nm; Blau, 445-450nm) um eine Interferenz bei der Auswertung
zu vermeiden. Zunachst trat bei der Anwendung von gangigen Protokollen fur
eine Zweifachfarbung eine zu hohe unspezifische Farbung auf. Durch
Anpassung der Antikdrperkonzentration, intensiver Blockierung von
unspezifischer  Antigen-Antikorper-Interaktion  und  Optimierung  des

Waschvorgangs konnten optimal Ergebnisse erzielt werden.

4.3. Amyloid 3

Ein pathologisches Merkmal der Alzheimer Demenz (AD) ist die Ablagerung
von Amyloid-Plaques. Amyloid-B (AB) wird auch in kognitiv unauffalligen
Individuen gebildet, wo es zum Beispiel bereits im Liquor nachgewiesen werden
konnte (Seubert et al., 1992; Shoji et al., 1992). Jedoch wurde in AD Individuen
eine vielfach gesteigerte Menge AB im Vergleich zu gesunden Kontrollen
gefunden (Kuo et al., 1996), sodass bei AD von einer gesteigerten Produktion
oder einem gestorten Umsatz von A auszugehen ist.

Das Ausmald kognitiver Beeintrachtigungen von Alzheimer-Erkrankten
korreliert wesentlich besser mit dem Verlust synaptischer Strukturen als mit der
Ansammlung der Amyloid-Plaques (Terry et al., 1991). Insbesondere Peptiden
von AR, welche also noch keine Plaques gebildet haben, werden neurotoxische
Wirkungen zugesprochen (Walsh et al., 2002).

Die Theorie der pathogenetischen Beteiligung von AR an der Alzheimer
Erkrankung wird durch die Tatsache unterstitzt, dass familiare Alzheimer
Demenz (FAD) mit Genmutationen assoziiert ist, die zur vermehrten Produktion
und Akkumulation von A fuhren (Scheuner et al, 1996; Lendon et al., 1997).
Hierbei handelt es sich um Mutationen des Amyloid precursor protein (APP)
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Gens auf Chromosom 21, des Prasenilin-1-Gens auf Chromosom 14 und des
Prasenilin-2-Gens auf Chromosom 1. Ein weiterer Uberzeugender Hinweis auf
den pathogenetischen Zusammenhang zwischen AR und AD ist die Erkenntnis,
dass eine Trisomie des APP kodierenden Gens auf Chromosom 21
unweigerlich zu AD fuhrt (Goldgraber et al., 1987; Olson und Shaw, 1969).

. Nichtamyloidogener Weg | Amyloidogener Weg -

~ —

B-Secretase
a-Secretase —— l
- ool e l y-Secretase

B ——— [ — Zell-

membran
D APP- APP BCTF D

AICD CTF83 AICD

Abb. 4.1.: Schematische Darstellung der APP-Stoffwechselwege

Darstellung der Zellmembran in grau. Links Darstellung der nichtamyloidogenen proteolytischen
Spaltung. Nach Spaltung durch die a-Secretase entsteht ein I0sliches, N-terminales Fragment
und ein C-terminales Transmembranfragment (APP-CTF83). Nach Spaltung durch die y-
Secretase entsteht aus dem APP-CTF83 ein P3-Fragment, welches sezerniert wird, und eine
intrazellulare APP- Domane (AICD).

Rechts Darstellung der amyloidogenen Spaltung. Nach Spaltung durch die 3-Secretase entsteht
ein membrangebundenes C-terminales Fragment, welches die intakte AB Sequenz enthalt (B
CTF). Nach Spaltung durch die y-Secretase entstehen je nach genauem Spaltungsort die
verschiedenen A Spezies.

Modifiziert nach: Wang et al., 2012
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4.3.1.Aufbau und Stoffwechsel von AB

Das Vorlauferprotein von A ist das amyloid precursor protein (APP). APP ist
ein ubiquitdar exprimiertes Typ 1 integrales Membranprotein mit einem
zytoplasmatischen Anteil, einer singularen Transmembrandomane und einer
Ektodomane (Kang et al., 1987). In verschiedenen Studien konnten unter
Anderem wichtige Funktionen des APP bei Synaptogenese, Wachstum von
Neuriten und synaptischer Plastizitdt nachgewiesen werden (Dawson et al.,
1999; Milward et al., 1992; Selkoe, 1994).

APP kann auf 2 verschiedene Wege, nichtamyloidogen und amyloidogen,
proteolytisch gespalten werden. Aus dem nichtamyloidogenen Weg resultiert
eine intrazellulare APP-Domane (AICD) und ein P3-Fragment. Hierbei wird
zunachst die Ektodomane von APP von der a-Secretase innerhalb der ApB-
Region gespalten, wodurch ein extrazellulares, l6sliches, N-terminales APP-
Fragment und ein C-terminales Transmembranfragment, APP-CTF83,
entstehen (Lammich et al., 1998). Anschliel3end folgt eine Spaltung des APP-
CTF83 durch die y-Secretase. Hierdurch entsteht das P3-Fragment, welches
sezerniert wird (Haas und Selkoe, 1993).

Aus dem amyloidogenen Weg resultiert die Entstehung von AB (Seubert et
al., 1993). In neuronalen Zellen dominiert dieser Prozessierungsweg (Tienari et
al., 1996), wahrend in den meisten peripheren Zellen der nicht-amyloidogene
Weg dominiert (Li et al., 1998a). APP wird durch die B-Secretase innerhalb der
Ektodomane am N-Terminus der AB-Region gespalten, wodurch ein
membrangebundenes C-terminales Fragment (BCTF, oder C99) entsteht,
welches die intakte AR Sequenz enthalt (Evin et al., 2003). Im ZNS ist das beta-
site APP cleaving enzyme (BACE1), eine transmembrane Aspartatprotease, die
Uberwiegende neuronale (B-Secretase (Vassar et al.,, 1999; Cai et al., 2001).
Experimentell konnte gezeigt werden, dass Mause ohne das BACE1 Gen
keinerlei B-Secretaseaktivitdt und somit auch keine AR Produktion aufweisen
(Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Dennoch spielt BACE1 eine wichtige
physiologische Rolle im ZNS. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
BACE1 -/- knockout Mause defizitare synaptische Transmission und Plastizitat
in den hippocampalen Schaffer Kollateralen aufweisen (Laird et al., 2005).

Durch Western Blot Analyse konnte eine im Vergleich zu Kontrollen gesteigerte
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Expression des BACE1 in AD Kortices nachgewiesen werden (Holsinger et al.,
2002). Im zweiten Schritt des amyloidogenen Abbauwegs spaltet die y-
Secretase analog zu dem nichtamyloidogenen Weg am C-Terminus der ApB-
Region. Der y-Secretase-Komplex besteht aus verschiedenen Protein-
Untereinheiten mit Presenilin (PS) 1 und 2 als katalytische Hauptkomponente
(Haas und Selkoe, 2007, de Strooper 2010). Fur die y-Secretase gibt es
verschiedene Andockstellen in der Transmembrandomane. Durch eine
Spaltung nach Val40 entsteht AB(1-40), die haufigste AB Spezies; nach Ala42
entsteht AB(1-42), eine weniger haufige Spezies, die jedoch verstarkt zur
Aggregation neigt. Nach Leu49 entsteht die zytoplasmatische APP intracellular
domain (AICD, auch eCTF) (Evin et al., 2003; Weidemann et al., 2002; Sastre
et al., 2001). AICD diffundiert zum Zellkern und aktiviert dort Signaltransduktion
(Cao und Sudhof, 2001; Gao und Pimplikar, 2001; Kimberly et al., 2001;
Leissring et al., 2002). Kurz nach der Entstehung von AB Peptiden formen diese

Peptide, welche von der Zelle sezerniert werden (Walsh et al., 2002).

4.3.2.Molekulare Wirkungsweise von A3

Synaptische Aktivitdat moduliert die Bildung und Sezernierung von A
Peptiden. Kamenetz et al. wiesen dies in APP uberexprimierenden
hippocampalen Neuronen nach (Kamenetz et al., 2003). Au3erdem konnte die
Arbeitsgruppe zeigen, dass A selektiv exzitatorische synaptische Ubertragung
auf Neuronen hemmt, welche mutiertes APP Uberexprimieren. Dieser Effekt
erstreckte sich auch auf nahe benachbarte Neuronen mit normaler APP
Expression. Diese selektive Hemmung war NMDA-Rezeptor abhangig und
durch Blockade neuronaler Aktivitat reversibel. Somit kann vermutet werden,
dass AB eine physiologische Rolle in einer negativen Feedbackschleife besitzt,
durch die neuronale Uberaktivitat verhindert werden kann. Sowohl in vivo als
auch in vitro konnte unter gesteigerter synaptischer Aktivitat eine erhdhte A
Sekretion nachgewiesen werden (Kamenetz et al., 2003; Cirrito et al., 2005).
Umgekehrt konnten im ZNS von Alzheimer-Mausen durch Induktion von Schlaf
und daraus resultierender Reduktion der neuronalen Aktivitdt sowohl reduzierte
AB Sekretion als auch Verminderung von AR Plaques nachgewiesen werden
(Kang et al., 2009).
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Interessanterweise scheinen normale AR Konzentrationen lebenswichtig fur
Neurone zu sein. Neuronale Zellkulturen, bei denen die AR Produktion durch
Inhibierung der B- oder y- Secretase vermindert wurde, zeigten Zelltod, welcher
durch Zugabe von synthetischem AR zu den Zellkulturmedien verhindert
werden konnte (Plant et al., 2003).

Anscheinend gibt es eine Konzentrationsabhanigkeit der Effekte von A
(Wang et al., 2012). Eine AB Konzentration unterhalb der Norm scheint gewisse
prasynaptische Funktionsdefizite wie beispielsweise eine verringerte
Vesikelfreisetzung zu verursachen (Nimmrich et al., 2008). Normale
Konzentrationen im picomolaren Bereich fordern LTP und Lernen (Dougherty et
al., 2003; Puzzo et al., 2008, Abramov et al., 2009). Pathologisch hohe AP
Konzentrationen, wie sie klassischerweise bei AD vorkommen, zeigten
experimentell zahlreiche neurotoxische Wirkungen, die zu funktionellen und
strukturellen Defiziten an Synapsen fuhrten. Es konnte nachgewiesen werden,
dass AB Oligomere potente Inhibitoren von LTP darstellen (Walsh et al., 2002a)
und eine Steigerung von LTD verursachen konnen (Chen et al., 2000; Kim et
al., 2001). AB zeigte experimentell Einfluss sowohl auf prasynaptische
Strukturen, beispielsweise durch verminderte  Vesikelfreisetzung in
hippocampalen Neuronen (Abramov et al., 2008), als auch auf postsynaptische
Strukturen, beispielsweise durch Reduktion von PSD95 und NMDA- sowie
AMPA-Rezeptoren (Dinamarca et al., 2008; Roselli et al., 2005, Hsieh et al.,
2006). Die durch Applikation von AB beobachteten Effekte reichten bis zum
Verlust von Synapsen und Hemmung von neuritischem Wachstum (Shankar et
al., 2007; Evans et al., 2008).

4.4. Auswirkung von AP auf kultivierte neokortikale Neurone

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des synaptischen Adhasionsmolekuls N-
Cadherin bei der durch AB induzierten Stérung von Synapsen zu untersuchen.
Dazu wurde zunachst isoliert der Effekt von AB Peptiden auf pra- und
postsynaptische Terminale untersucht. In dieser Arbeit wurde AP aus
chinesischen Hamsterovarialzellen (7PA2 CHO) verwendet und in einem
Verhaltnis von 1:1 mit standardisiertem Kulturmedium verdinnt. 7PA2 CHO

Zellen exprimieren mutiertes (V717F) humanes APP (7PA2) und produzieren
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hauptsachlich AR Dimere, Trimere und Tetramere (Walsh et al., 2002b).
Experimentell konnte mit Medium von 7PA2 CHO Zellen, welches in das
Ventrikelsystem von Ratten eingebracht wurde, eine Blockade von LTP
beobachtet werden. Dieser Effekt konnte durch Immundepletion mit einem anti-
AB-Antikdrper verhindert werden (Walsh et al. 2002a). Auch in dieser Arbeit
wurde auf diese Weise immundepletiertes Medium verwendet.

In dieser Arbeit wurde der Effekt von zellular sezernierten AB Peptiden auf
Synapsen Kortikaler Zellkulturen der Maus untersucht. Dazu wurde bei den
Zellkulturen an DIV 9 ein Medienwechsel mit Medium von 7PA2 CHO Zellen
(7PA2 KM) vorgenommen, welches zellular sezernierte AB Peptide enthielt.
AulRerdem wurden Kontrollexperimente mit standardisiertem Kulturmedium als
Kontrollmedium sowie immundepletiertem 7PA2 KM (s.o.) durchgeflhrt. Diese
Medien enthielten kein AR (Andreyeva et al., 2012). Die in dieser Arbeit
etablierte Dreifachfarbung von neuronalen Zellkulturen erlaubte es, dabei pra-
und postsynaptische Marker getrennt voneinander in derselben Zellkultur zu

untersuchen.

4.4 1. Effekt von zellular sezerniertem A auf den prasynaptischen
Marker VAMP2

Fur die Untersuchung prasynaptischer Terminale wurde das
vesikelassoziierte Membranprotein Synaptobrevin 2 (VAMP2) als etablierter
prasynaptischer Marker gewahlt (Wilkinson et al.,, 2012; Stan et al., 2010;
Russell et al., 2010).

Um eine Aussage Uber Veranderungen der synaptischen Marker machen zu
kdnnen, wurden verschiedene Parameter untersucht: Zunachst wurde die
Anzahl der VAMP2 Puncta pro 10um Dendritenlange ausgewertet. Dabei zeigte
sich an Tag 2 nach Medienwechsel eine leichte tendenzielle Reduktion der
VAMP2 Puncta. Die Anzahl der Puncta nach 2 Tagen ist mit durchschnittlich
3,37£0,21/10pm Dendrit im Kontrollmedium und 3,04+0,19/10um Dendrit im
7PA2 KM vergleichbar mit den Ergebnissen anderer Arbeiten (vergleiche Stan
et al.,, 2010). Ab 3 Tagen Inkubation mit AB-Peptiden wiesen die Neurone
signifikant weniger VAMP2 Puncta auf als die Kontrollen. Immundepletion von

AB Peptiden konnte diese Reduktion der Puncta verhindern, was darauf
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hindeutet, dass der Effekt auf die im 7PA2 KM enthaltenen AB Peptide
zuruckzufuhren ist. Der Verlust von VAMP2 Puncta legt nahe, dass es 3 Tage
nach Exposition mit AR Peptiden zu einem Verlust von Synapsen kommt, wie
bereits in anderen Arbeiten beschrieben (Shankar et al., 2007), und dass dies
insbesondere mit dem Verlust prasynaptischer Terminale einher geht. Zur
Auswertung wurden in dieser Arbeit nur makroskopisch intakte Neurone
verwendet. Die Anzahl der Dendriten der ausgewerteten Neurone zeigte sich
nach 2, 3 und 4 Tagen im jeweiligen Kulturmedium konstant. 4 Tage nach
Medienwechsel wiesen die Kontrollzellen eine Puncta-Dichte von
durchschnittlich 3,44+0,24/10 um Dendrit auf. 7PA2 konditionierte Zellen hatten
lediglich eine Puncta-Dichte von durchschnittlich 2,82+0,19/10um Dendrit.

Andere Arbeitsgruppen kamen zu ahnlichen Ergebnissen. So wurde von
Mucke et al. der Effekt von AB auf prasynaptische Terminale untersucht, indem
Synaptophysin, ebenfalls ein synaptisches Vesikelprotein, in Gegenwart von A3
quantifiziert wurde (Mucke et al., 2000). Auch hier fand sich durch Ap-
Exposition eine Reduktion des prasynaptischen Markers. Versuche in AD
transgenen Mausen erbrachten eine starkere Reduktion von Synaptophysin in
deafferenzierten Kortexarealen im Vergleich zu synaptisch aktiven Arealen
(Tampellini et al., 2010). Die Verminderung des prasynaptischen Markers
konnte mit einem Synapsenverlust korreliert werden. Grund daflur ist
moglicherweise der gleichzeitig nachgewiesene Anstieg von AB42 in den
deafferenzierten Neuronen. Somit konnte auch hier eine Reduktion
prasynaptischer Marker und Synapsenverlust mit gesteigertem AR Level in
Verbindung gebracht werden. Bereits 1997 konnte post mortem bei Alzheimer
Patienten eine signifikante Reduktion von Synaptophysin im Hippocampus
nachgewiesen werden (Sze et al., 1997).

Die Arbeitsgruppe um Russell experimentierte ebenfalls mit 7PA2 KM
(Russell et al., 2012). Dabei konnte in hippocampalen Zellkulturen
nachgewiesen werden, dass nach AB-Exposition das VAMP2 Verteilungsmuster
diffus wurde, vermutlich aufgrund eines gestorten Synaptophysin-VAMP-
Komplexes.

Elektrophysiologisch gemessene mEPSCs (miniature excitatory postsynaptic
currents) von AMPA-Rezeptoren glutamaterger Synapsen zeigten nach 3

Tagen Inkubation mit AR Peptiden eine deutliche Reduktion der
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durchschnittlichen Frequenz der mEPSCs, wahrend nach 2 Tagen noch kein
Effekt zu beobachten war (Andreyeva et al., 2012). Dieser funktionelle Aspekt
stimmt im zeitlichen Ablauf mit denen in dieser Arbeit gefundenen strukturellen
Alterationen prasynaptischer Marker tberein.

Als weiterer Parameter der VAMP2 Puncta wurde in dieser Arbeit deren
Grolle ausgewertet. Nach 2 Tagen im jeweiligen Medium zeigte sich in der
GroRe der VAMP2 Puncta bereits eine leichte Verringerung. Nach 4 Tagen
zeigten die noch vorhandenen Puncta dann eine deutliche, signifikante
Groldenreduktion von 1,90+0,17um? im Kontrollmedium relativ zu 1,32+0,09um?
in 7PA2 KM. Dies lasst vermuten, dass prasynaptische Terminale, die zunachst
erhalten bleiben, dennoch Veranderungen der Vesikelakkumulation aufweisen.

Die Auswertung der Gesamtfluoreszenz als Produkt aus Flache und
Intensitat der Fluoreszenz (A.U.) zeigte am zweiten Tag nach Medienwechsel
bereits eine Reduktion unter Einfluss von AB. Am dritten Tag nach
Medienwechsel war die Gesamtfluoreszenz der VAMP2 Puncta unter Einfluss
von AR signifikant reduziert gegenuber den Kontrollen (7PA2 KM
1331,20+299,03 A.U., Kontrolle 1893,47+294,26 A.U.). Da dieser Effekt durch
Immundepletion des 7PA2 KM aufgehoben werden konnte, kann vermutet
werden, dass diese Reduktion der Gesamtfluoreszez auf die im 7PA2 KM
enthaltenen AR Peptide zurlckzuflhren ist. Am vierten Tag zeigte sich eine
zwar nicht mehr statistisch signifikante, aber dennoch tendenzielle Verringerung
von 2306,13+447,07 A.U. in der Kontrolle relativ zu 1753,04+349,82 A.U. in
7PA2 KM.

4.4.2 Effekt von zellular sezerniertem AR auf den postsynaptischen
Marker PSD95

Das in der postsynaptischen Dichte lokalisierte Protein PSD95 ist ein
etablierter postsynaptischer Marker (Stan et al., 2010; Dinamarca et al., 2008;
Roselli et al., 2005; Almeida et al., 2005; Pham et al., 2010). Um den Effekt von
AB Peptiden auf die Postsynapse zu untersuchen wurden die
immuncytochemisch gefarbten PSD95 Puncta ausgewertet.

Die Dichte der PSD95 Puncta zeigte 2 Tage nach Applikation von AR keine

Veranderung gegenuber der Kontrolle. Nach 3 Tagen zeigte die Dichte der
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Puncta eine tendenzielle Reduktion unter Einfluss von AB. Diese Tendenz war
auch nach 4 Tagen zu beobachten, jedoch durch Immundepletion nicht
aufzuheben, sodass dieses Ergebnis keine Rulckschlisse erlaubt, da
mdglicherweise diese Tendenz durch eine andere, nicht depletierte Substanz
im 7PA2 KM hervorgerufen wurde.

Andere Arbeitsgruppen beschreiben eine signifikante Reduktion der PSD95
Puncta nach Inkubation mit AB. An hippocampalen Neuronen, denen AR
Peptide zugegeben wurden, wurde eine Reduktion der PSD95 Dichte
nachgewiesen (Dinamarca et al., 2008). Jedoch war dort die Inkubationszeit mit
AB mit nur 4 Stunden deutlich kurzer als in dem hier gewahlten
Versuchsaufbau. Auch mit synthetischem AR konnte nach 24 Stunden eine
PSD95-Reduktion festgestellt werden (Almeida et al., 2005), jedoch besteht
synthetisches AB im Gegensatz zu AR aus 7PA2 KM hauptsachlich aus
Monomeren. Eine Verringerung von PSD95 zeigte sich auch bei transgenen
APP Mausen, die mit Mono-, Di- und Trimeren von AR behandelt wurden (Pham
et al., 2010).

Diese abweichenden Ergebnisse sind moglicher Weise durch
unterschiedliche Inkubationszeiten mit AB zu erklaren. Au3erdem weicht in den
verschiedenen Versuchsansatzen das Verhaltnis von AB40 zu AB42 von dem
hier gewahlten Kulturmedium ab, sodass aufgrund der verschiedenen
methodischen Ansatze die Ergebnisse nicht direkt vergleichbar sind.

Die Auswertung der Flache der PSD95 Puncta erbrachte keine eindeutigen
Befunde. Zwar zeigte sich unter AB eine gewisse GroRenreduktion der PSD95
Puncta, jedoch konnte dieser Effekt in der Immundepletion nicht aufgehoben
werden, sodass die Befunde mdglicherweise auf eine Substanz im
Zelliberstand zurtickzufihren sind, die nicht AB ist und Einfluss auf PSD95 hat.

In der Gesamtfluoreszenz war bereits am zweiten Tag eine deutliche
Verminderung von 408,41+51,66 A.U. im Kontrollmedium relativ zu
175,62+17,62 A.U. in 7PA2 KM festzustellen. Am dritten Tag zeigte sich jedoch
auch in der Immundepletion eine signifikante Erniedrigung der
Gesamtfluoreszenz, sodass dieser Effekt nicht auf AR Peptide zurtckgefuhrt
werden kann. Auch an Tag 4 konnte wieder eine deutliche Reduktion der
Gesamtfluoreszenz von 365,89+52,69 A.U. im Kontrollmedium auf

140,64+17,53 A.U. im 7PA2 KM beobachtet werden, was jedoch durch die
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Immundepletion nicht vollstandig aufgehoben werden konnte, und somit
ebenfalls nicht eindeutig auf AB Peptide zurlickgeflhrt werden konnte.

Die Ergebnisse der PSD95 Farbung deuten darauf hin, dass durch 7PA2 KM
zwar ein starker Trend induzierbar ist, dies aber wahrscheinlich nicht einen
spezifischen Effekt von AR widerspiegelt, da unter Immundepletion die Effekte
nicht aufgehoben werden konnten. Daher ist insgesamt zu den Ergebnissen bei
PSD95 festzuhalten, dass es Hinweise darauf gibt, dass neben AB Peptiden
noch weitere Substanzen im 7PA2 Supernatant enthalten sind, die Einfluss auf
PSD95 haben und daher aus den Ergebnissen kein eindeutiger Schluss
moglich ist. VAMP2 hingegen ist davon nicht betroffen, denn hier konnte der
Effekt des 7PA2 Supernatant durch Immundepletion von AR jedes Mal
aufgehoben werden. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die
beobachteten Effekte auf VAMP2 Puncta tatsachlich durch AB Peptide

verursacht wurden.

4.5. Auswirkung der Hemmung von N-Cadherin auf den AB-
induzierten Effekt auf Synapsen

Ziel der nachsten Versuchsreihe war es, den Einfluss der Hemmung des
synaptischen  Adhasionsmolekiils N-Cadherin auf die Ap-induzierte
Veranderung synaptischer Marker zu untersuchen. N-Cadherin wird im Sauger-
ZNS an kortikalen exzitatorischen glutamatergen Synapsen exprimiert (Benson
und Tanaka, 1998; Huntley und Benson, 1999) und ist unter anderem wichtig
fur die morphologische und funktionelle Stabilisation einer Synapse (Bozdagi et
al., 2004). In dieser Arbeit wurde N-Cadherin funktionell durch die Zugabe von
INPISGQ (INP)-Peptiden (100ug/ml) geblockt (vergleiche Williams et al., 2000;
Siu et al., 2006; Andreyeva et al., 2012). INP-Peptide imitieren eine kurze,
spezifische Sequenz der aulRersten (EC1) Domane des N-Cadherin und binden
diese kompetitiv. Dadurch wird die homophile transsynaptische Interaktion
zweier N-Cadherin Molekule unterbunden und es kommt zum Verlust der
adhasiven Eigenschaft (Williams et al., 2000). INP- und Kontrollpeptide wurden
den Zellkulturen an DIV 9 zugegeben. Gleichzeitig wurde den Zellkulturen auch

hier Kontrollmedium beziehungsweise 7PA2 KM oder immundepletiertes 7PA2

64



Diskussion

KM zugegeben. Nach 2 Tagen Inkubation mit dem jeweiligen Medium erfolgte
die Fixierung, Anfarbung und Auswertung.

Der Effekt einer Blockade von N-Cadherin allein ist bereits vielfach
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass Unterbrechung der N-Cadherin
abhangigen Adhasion in unreifen Neuronen zu einer verminderten
Synapsenproduktion, einer Reduktion dendritischer Spines, sowie zu einer
Abnahme synaptischer Vesikelcluster fuhrt (Togashi et al., 2006; Abe et al.,
2004; Bamji et al.,, 2003; Murase et al.,, 2002). Zudem ist eine Hemmung
synaptischer Plastizitat beschrieben (Okuda et al., 2007; Tang et al., 1998). Auf
der anderen Seite ist eine weniger stark ausgepragte Reduktion von Synapsen
in reifen Neuronen nachgewiesen (Togashi et al., 2002). Jedoch gibt es auch
gegensatzliche Befunde: Jungling et al. fanden an DIV 10-12 keine wesentliche
Reduktion prasynaptischer Marker in N-Cadherin knockout Neuronen, die
initiale Bildung von Synapsen war in Abwesenheit von N-Cadherin nicht gestort.
Jedoch zeigte sich wunter hoher synaptischer Aktivitat ein selektives
prasynaptisches Funktionsdefizit basierend auf einer reduzierten Effizienz der
Vesikelexozytose (Jungling et al., 2006). Die Hemmung von ADAM10-
vermittelter Spaltung von N-Cadherin zeigte eine signifikante Vergrolderung von
Spines sowohl in unreifen als auch in reifen Synapsen (Malinverno et al., 2010).

Im Gehirn von Alzheimer Patienten konnte postmortal eine erhdhte
Konzentration von C-terminalen Fragmenten von N-Cadherin (NcadCTF1)
nachgewiesen werden (Andreyeva et al., 2012). Diese Fragmente entstehen
durch proteolytische Spaltung von N-Cadherin, wodurch dessen Funktion
aufgehoben wird. Dieser Nachweis deutet auf eine gesteigerte Spaltung von N-
Cadherin durch die a—Secretase (ADAM10) oder alternativ auf eine verminderte
Prozessierung von NCadCTF1 durch die y—Secretase hin. Aullerdem hemmt
NCadCTF1 wahrscheinlich die adhasive Funktion von N-Cadherin (Andreyeva
et al., 2012). Auch bei familiaren Alzheimererkrankungen mit Mutation des
Presenilin-Gens konnte eine erhdhte Rate an y-Secretase Substraten, unter
anderem NCadCTF1, nachgewiesen werden (Bentahir et al., 2006).

Eines der pathologischen Hauptmerkmale der Alzheimer Demenz sind
intrazerebrale Ablagerungen seniler Plaques, deren Hauptkomponente AR ist
(Selkoe, 2001). Der Pathomechanismus, wie es von diesen Ablagerungen zur

Alzheimer Demenz kommt ist nicht zufriedenstellend aufgeklart. Da sowohl AR
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als auch NcadCTF1 im ZNS von Alzheimer Erkrankten nachgewiesen werden
konnten, ist es von besonderem Interesse, das Zusammentreffen dieser beiden

Faktoren zu untersuchen.

4.5.1.Auswirkung der Hemmung von N-Cadherin auf den Effekt von
AB auf VAMP2 Puncta

Unter alleinigem Einfluss von AR konnte in dieser Arbeit nach 3 Tagen
Inkubation mit 7PA2 KM eine Reduktion prasynaptischer Marker nachgewiesen
werden. Bei gleichzeitiger Blockierung von N-Cadherin zeigte sich dieser Effekt
bereits nach 2 Tagen. Dendriten, die mit INP blocking Peptid und
Kontrollmedium behandelt wurden zeigten nach 2 Tagen eine VAMP2 Puncta
Dichte von 3,46+0,11/10 um. Dendriten, die mit INP Peptid und 7PA2 KM
behandelt wurden zeigten hingegen eine signifikant niedrigere VAMP2 Puncta
Dichte von 2,86+0,22/10 pm. Somit konnte gezeigt werden, dass eine
Blockierung der adhasiven Eigenschaften von N-Cadherin den AB-induzierten
Verlust prasynaptischer Strukturen beschleunigt.

Auch elektrophysiologische Eigenschaften an Synapsen werden durch AR
gestort. Es konnte gezeigt werden, dass kultivierte kortikale Neurone nach
dreitagiger Inkubation mit 7PA2 KM eine signifikante Reduktion der Frequenz
und Amplitude von AMPA mEPSCs (miniature excitatory postsynaptic currents)
aufweisen. Dies bedeutet, dass nach 3 Tagen Inkubation mit 7PA2 KM ein
funktioneller Defekt glutamaterger exzitatorischer Synapsen vorliegt. Eine
alleinige Blockade von N-Cadherin durch INP Peptid zeigte keinen Effekt auf
die Funktion der Synapse. Zusammen mit AB zeigte sich jedoch bereits nach 2
Tagen eine starke Reduktion der AMPA mEPSC Frequenz (Andreyeva et al.,
2012). Diese funktionellen Resultate stimmen in der zeitlichen Abfolge sehr gut
mit den Befunden struktureller Veranderungen in dieser Arbeit Uberein. Ein
Aspekt ist moglicherweise eine durch die Blockierung von N-Cadherin
verursachte Stérung der Kooperation von N-Cadherin und Neuroligin-1. Diese
ist notwendig flir die transsynaptische Induktion prasynaptischer
Vesikelakkumulation (Stan et al., 2010). Auch durch Hemmung der y-
Secretase, wodurch der weitere Abbau von NCadCTF1 verhindert wird, sowie

durch Uberexprimierung von NCadCTF1 konnte eine Beschleunigung des
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toxischen AB-Effekts nachgewiesen werden (Andreyeva et al., 2012). Dies
kommt wahrscheinlich durch die hemmende Wirkung von freiem NCadCTF1 auf
N-Cadherin zustande.

Die Flache der VAMP2 Puncta im 7PA2 KM plus INP Peptid war bereits nach
2 Tagen deutlich reduziert. VAMP2 Puncta mit INP Peptid und Kontrollmedium
erreichten eine Grolke von 2,28+0,20 um?, mit INP Peptid und 7PA2 KM
lediglich 1,52+ ym?. Auch dies kommt einer Beschleunigung des AB-Effektes
durch Blockierung von N-Cadherin gleich, denn in den Vorversuchen (s.o0.) kam
es unter alleinigem Einfluss von AR erst nach 4 Tagen zu einer Reduktion der
GrolRe der VAMP2 Puncta. Inkubation mit LV-Peptid sowohl mit als auch ohne
AB zeigte nach 2 Tagen keinerlei Auswirkung auf die GroRe der VAMP2
Puncta.

Bei der Gesamtfluoreszenz kam es unter Einfluss von AB nach 2 Tagen
sowohl mit INP Peptid als auch mit LV Peptid zu einer Reduktion, sodass der
Effekt hier nicht auf eine Blockierung der N-Cadherin-vermittelten Adh&sion
zurUckzufuhren ist. Problematisch bei der Berechnung der Gesamtfluoreszenz
konnte die Auswirkung des Fotobleachings auf die Intensitat der Fluoreszenz
sein. Da pro Zellkultur mehrere Zellen in die Auswertung eingegangen sind ist
damit zu rechnen, dass es bei jenen Zellen, die bereits einer langeren
Belichtungszeit ausgesetzt waren, zu einer Reduktion der Fluoreszenz kam, die

nicht auf einer Wirkung des Kulturmediums beruhte.

4.5.2. Auswirkung der Hemmung von N-Cadherin auf den Effekt von
AB auf PSD95

Durch Applikation von AB konnten in dieser Arbeit keine deutlichen Effekte
auf postsynaptische Marker nachgewiesen werden. Auch die zusatzliche
Blockierung von N-Cadherin zeigte keinen spezifischen Effekt. Die Dichte der
PSD95 Puncta zeigte keine relevante Abweichung in den verschiedenen
Medien. Gleiches traf fur die Gesamtfluoreszenz zu.

Allein die Flache der PSD95 Puncta zeigte eine signifikante Reduktion unter
Einfluss von INP Peptid plus AB im Vergleich zu INP Peptid plus
Kontrollmedium. Dieser Effekt war mit LV Peptid nicht nachzuweisen. Die

Zugabe von AP zeigte in dieser Arbeit jedoch keinen spezifischen Einfluss auf
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die Groéle der PSD95 Puncta (s.0.). Da in den Vorversuchen der Effekt des
7PA2 KM auf PSD95 wahrscheinlich nicht durch AB verursacht wurde, ist auch
hier nicht auszuschlie3en, dass die Befunde auf eine andere, im 7PA2 KM
enthaltene Substanz zurlckzufihren sind, und sich aus der Auswertung der

PSD95 Puncta keine eindeutigen Ruckschlusse ziehen lassen.

4.6. Schlussfolgerungen

Die Befunde in dieser Arbeit geben einen starken Hinweis darauf, dass die
Hemmung von N-Cadherin vermittelter Adhdsion einen beschleunigenden
Effekt auf die Synaptotoxizitat von AR hat. Dies ist von besonderem Interesse,
da im ZNS von Alzheimer Patienten eine Zunahme des N-Cadherin
Spaltproduktes NCadCTF1 nachgewiesen werden konnte. Somit kdonnte dies
einen bedeutenden Baustein in der Pathogenese des Morbus Alzheimer
darstellen. Aullerdem konnten sich Konsequenzen fur potentielle
therapeutische Ansatze daraus ableiten lassen. Der in der Literatur viel als
therapeutischer Ansatz diskutierte y-Secretase-Inhibitor (Ghosh et al., 2012)
hemmt zwar die Entstehung von AB42, jedoch auch den weiteren Abbau von
NCadCTF1, was unter Berucksichtigung der neuen Erkenntnisse dieser Arbeit
und der Arbeit von Andreyeva et al. nicht winschenswert erscheint. Somit
erscheint ein Ansatz, der zwar die Entstehung von AB42 hemmt, jedoch nicht
den weiten Abbau von NCadCTF1, vielversprechend. Denkbar ist

beispielsweise ein mdglichst selektiver Eingriff in den APP-Metabolismus.
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