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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Morbus Alzheimer
Derzeit sind laut World Alzheimer Report 2018 ungefdhr 50 Millionen Menschen
weltweit von Demenz betroffen. Morbus Alzheimer ist dabei mit 50-70% die am
haufigsten auftretende Form der Demenz (Bekris et al., 2010; World Alzheimer Report,
2018). Statistisch gesehen erkrankt alle 3 Sekunden ein Mensch an Demenz. Es wird
geschatzt, dass sich die Haufigkeit von Demenz bis 2050 verdreifachen wird. Schon im
Jahr 2018 kostete die Behandlung von Demenzkranken eine Trilliarde Dollar pro Jahr.
Derzeit werden 132 unterschiedliche Substanzen gegen Morbus Alzheimer klinisch
getestet (Cummings et al.,, 2019). Zwischen 2002 und 2012 wurden insgesamt 244
unterschiedliche Medikamente in klinischen Studien gegen Alzheimer getestet und
lediglich fiinf davon wurden zur Priifung durch die FDA (Federal Drug Administration)
zugelassen, darunter vier Cholesterase- und ein NMDA-Rezeptor-Inhibitor (Cummings
et al, 2014). Bisherige Medikamente mildern zwar manche Symptome der Krankheit,
fiihren jedoch nicht zur Heilung. Trotz intensiver Forschung ist es bis heute nicht
gelungen, die Ursache der Alzheimerschen Demenz aufzuklaren. Haufig wird Alzheimer
mit der natiirlichen Alterung des Menschen assoziiert, doch ist Demenz keinesfalls eine
zwingende Begleiterscheinung des Alterns wie sogenannte Super Ager beweisen (Cook
Maheretal., 2017). Im Jahre 1907 wurde die Krankheit erstmals vom namensgebenden
deutschen Psychologen Alois Alzheimer beschrieben (Alzheimer, 1907). Er beschrieb
bereits damals typische Symptome, die bei Alzheimer-diagnostizierten Patienten
auftreten. Im frithen Verlauf wird die Krankheit vor allem durch den Verlust des
Kurzzeitgedachtnisses charakterisiert. Den Patienten fillt es zunehmend schwerer
neue Dinge zu erlernen, da ihre kognitiven Fahigkeiten immer weiter abnehmen. Die
betroffenen Personen leiden zudem oft unter Orientierungsschwierigkeiten, Sprach-
und Schreibproblemen sowie einem verminderten Urteilsvermdogen, da sie Situationen
oft realitatsfern wahrnehmen. Sehr haufig wird die Alzheimer-Erkrankung auch von
nicht kognitiven Wesensveranderungen begleitet. Ein weit verbreitetes Symptom bei
Demenz ist eine begleitende Depression. Wie eine Studie von Lyketsos et al., 2002
beschrieb, ist emotionale und kognitive Apathie mit ~28% bei Alzheimer-Patienten das
am haufigsten auftretende psychiatrische Symptom. Es konnen auch weitere Psychosen

auftreten, beispielsweise Wahnvorstellungen, Paranoia oder Halluzinationen. Ein
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gesteigertes Aggressionsverhalten, Unruhe und Hyperaktivitit sind bei Alzheimer
Patienten ebenfalls ein hdufiges Symptom (Burns und Iliffe, 2009; Victoroff et al., 2018).
Neben einem gestorten Schlafverhalten kommt es im spateren Stadium der Krankheit
oft zu zusdtzlichen korperlichen Beschwerden, die die Patienten einschranken
(Rothman und Mattson, 2012). Um die Alzheimersche Krankheit als spezifische Form
der Demenz zu diagnostizieren, gibt es festgelegte Kriterien (Dubois et al., 2007). Neben
speziellen neurophysiologischen Tests konnen bildgebende Verfahren wie
Computertomographie, Magnetresonanztomographie oder die Positronen-Emissions-
Tomographie durchgefiihrt werden, die eine klinische Diagnose stellen (Jagust, 2018).
Eine eindeutige pathologische Diagnose kann jedoch erst mit der postmortalen

Untersuchung des Gehirngewebes gestellt werden.

Abbildung 1 Vergleich der post mortem-Gehirnsektion eines gesunden Menschen und eines Alzheimer-
Patienten.

Zu sehen sind zwei coronale post mortem Gehirnschnitte. Die obere Abbildung zeigt das Gehirn eines
gesunden Patienten. Der untere Schnitt gehort zu einem an Morbus Alzheimer erkrankten Patienten. Die
Atrophie des Alzheimer-Gehirns ist im Vergleich deutlich zu erkennen. Das Alzheimer-Gehirn zeigt einen
Rickgang der Gehirnmasse und weist daher breite Furchen und stark vergroRerte Ventrikel auf (Bird, 2008).
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Die Alzheimersche Krankheit wurde von Braak et al. mit einem typischen Verlauf von
betroffenen Gehirnregionen beschrieben (Braak et al, 1993). In frithen Stadien der
Krankheit ist vor allem der entorhinale Cortex von Atrophie betroffen. Mit
fortschreitendem Schweregrad der Krankheit breiten sich die Atrophien in anderen
Gehirnregionen weiter aus. Neuronale Degeneration fiihrt dabei zu einer Verringerung
der Gehirnmasse, die sich sehr deutlich durch verbreiterte Furchen und stark
vergroflerte Ventrikel bemerkbar macht (Abbildung 1). Einhergehend mit der gut
erkennbaren Atrophie treten charakteristische pathobiologische Phdnomene auf. Diese
pathologischen Veranderungen wurden ebenfalls erstmals von Alois Alzheimer Anfang
des 20. Jahrhunderts beschrieben. Nachdem seine Patientin, die erste beschriebene mit
Alzheimer erkrankte Person, verstarb untersuchte er ihr Gehirn und konnte mit Hilfe
damaliger Farbemethoden unbekannte Fibrillen innerhalb der Neurone sichtbar
machen. Zusatzliche konnte er zeigen, dass im zerebralen Cortex sogenannte Plaques
auftreten (Alzheimer, 1911). Diese pathologischen Erscheinungen definieren heute die
pathobiochemischen Marker der Alzheimerschen Krankheit (Dahm, 2006). Heute weif3
man, dass die neurofibrilliren Bilindel (NFT) innerhalb der Neurone aus einer
Aggregation des Tau-Proteins entstehen. Die extrazellurdren senilen Plaques bestehen
aus dem Amyloid-Precursor-Protein-Fragment Amyloid f3. Beide Pathologien kénnen
jedoch auch in anderen Krankheitsbildern wie der Niemann-Pick-Krankheit oder
chronisch traumatischer Enzephalopathie (CTE) auftreten. Die ausgepragte Prasenz
beider Pathologien einhergehend mit den typischen symptomatischen Kriterien

definieren schliefdlich die Alzheimersche Krankheit.

1.1.1 Neurofibrillire Biindel

Proteinaufbau und physiologische Funktion des Tau-Proteins

Tau gehort zur Gruppe der Mikrotubulus-assoziierten-Proteine (MAP). Das Tau-Protein
wird in unterschiedlichen Geweben wie Herz oder der Lunge exprimiert (Arendt et al.,
2016). Im zentralen Nervensystem ist Tau vor allem in Neuronen, aber auch in
Oligodendrozyten (LoPresti et al., 1995; Kempf et al., 1996) und Astrozyten exprimiert
(Papasozomenos und Binder, 1987). Das codierende Gen MAPT (Mikrotubulus-
assoziiertes-Protein Tau) ist auf Chromosom 17 lokalisiert und besitzt 16 Exons, die
durch alternatives Spleiffen in sechs bekannte Isoformen des Proteins tbersetzt

werden konnen (Abbildung 2) (Neve et al., 1986; Goedert et al., 1989). Je nach Isoform
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besitzt das fertige Protein drei oder vier repetitive Mikrotubuli-Bindedoménen im
C-Terminus (Abbildung 2C), die von den Exons 9-12 codiert werden. Diese Domédnen
werden auch als ,Repeats” (R) bezeichnet und kénnen je nach Spleifdung des Exons 10
dreimal (3R) oder viermal (4R) im Protein existieren. Die N-terminalen Exons 2 und 3
sind ebenfalls von alternativem Spleifen betroffen. Die Kombination der Repeat-
Variante mit den N-terminalen Inserts von Exon 2 und 3 ergeben schliefilich die sechs
Isoformen des Proteins (Arendt et al., 2016). Die Repeat-Variante scheint auch einen
Einfluss auf die Bindeeigenschaft und Funktion des Taus zu haben. Wahrend der
menschlichen Entwicklung findet eine Verlagerung in der Expression der 3R- und 4R-
[soformen statt. In der fotalen Entwicklung dominiert die 3R-Isoform, welche im
Vergleich zu 4R eine geringere Bindeaffinitdt an Mikrotubuli aufweist (Goedert und
Jakes, 1990; Arendt et al., 2016). Die Lokalisation von Tau innerhalb der Neurone ist
tiberwiegend im Bereich des Axons (Binder et al.,, 1995; Klein et al., 2002). Es wurde
jedoch auch im Zellsoma und im dendritischen Teil nachgewiesen (Tashiro et al., 1997;
Ittner et al., 2010). Eine bekannte physiologische Funktion im Bereich des Axons ist die
Interaktion mit Tubulin. Tau bindet Tubulin und reguliert die Polymerisation der
Mikrotubuli (Weingarten et al., 1975). Durch seine dynamische Bindungseigenschaft an
Tubulin beeinflusst Tau nicht nur die Polymerisierung, sondern auch die
Depolymerisierung der Mikrotubuli und beeinflusst deren Stabilitatszustand (Panda et
al., 1995). Studien zeigen, dass Tau durch seinen Einfluss auf die Elongation der
Mikrotubuli auch in den Auswuchs der Axone involviert ist (Esmaeli-Azad et al., 1994;
Takei et al., 2000). Lange vermutete man, dass Tau nur im Bereich des Axons eine
physiologische Funktion iibernimmt. Mittlerweile ist jedoch bekannt, dass es auch in
den Dendriten beziehungsweise den dendritischen Fortsatzen, der postsynaptischen
Neurone funktionell ist (Ittner et al.,, 2010). Es wird vermutet, dass Tau dort indirekt
oder direkt an der Regulation von synaptischen Rezeptoren wie NMDA- und AMPA-
Rezeptoren beteiligt und damit in hohem Mafie in den Prozess der neuronalen
Plastizitat involviert ist (Ittner et al., 2010; Regan et al., 2017). Tau hat neben Tubulin
diverse weitere Interaktions- und Bindungspartner. Es hat sich gezeigt, dass Tau im N-
terminalen Bereich eine Bindedomane fiir Tyrosinkinasen der Src-Familie wie
beispielsweise Fyn besitzt (Lee et al, 1998). Studien deuten darauf hin, dass die
Bindung von Tau an Fyn die NMDA-Rezeptor-Signaliibertragung reguliert. Hierbei
scheint auch das ,Postsynaptic Density Protein 95 (PSD-95), das zur Familie der

Membran-assoziierten Guanylat-Kinasen gehort, eine Rolle zu spielen (Ittner et al,
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2011). Kinasen wie GSK3{f§ und Phosphatasen wie PP2A sind ebenfalls als
Interaktionspartner von Tau beschrieben (Sontag et al., 1999; Sun et al,, 2002). Die
Alzheimer-assoziierten Proteine ApoE und Presenilin 1 (PS1) scheinen ebenfalls mit
Tau zu interagieren (Strittmatter et al., 1998; Takashima et al., 1998). Auch das zu
Aggregation neigende, mit Morbus Parkinson assoziierte Protein a-Synuclein ist als
Tau-Interakteur beschrieben (Giasson etal., 2003). Wechselwirkungen von Tau mit der
Zellmembran scheinen vom Membranprotein Annexin A2 abhédngig zu sein und eine
Rolle bei frontotemporaler Demenz zu spielen (Gauthier-Kemper et al.,, 2011). Die
Effizienz des axonalen Transports scheint durch die Interaktion von Tau mit den
Motorproteinen Dynein und Kinesin an Mikrotubuli ebenfalls beeinflusst zu sein (Dixit
et al,, 2008). Es ist bekannt, dass Tau posttranslational modifiziert werden kann
beispielsweise durch Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung oder O-
Glycolysierung (Morris et al., 2015). Méglicherweise haben diese Modifikationen einen

Einfluss auf die Interaktion von Tau mit verschiedenen andern Proteinen.

A 17q21.31
cri7 CIHl HE DPE HEN | HEEI B
|
B
0 1 234 4a 56789 101112 13 14
C
2 3 4a 6 8 10
Ki I B I
0 1 4 5 7 o / \11,12, 13 14
N
2N4R | . | [ M (T 11
N4R I ([ ] [ 1 0O
ON4R A [ T T 1 M 1 0O
2N3R [ E e [EE]
IN3R | O O
ON3R T O 1T

Abbildung 2 Uberblick iiber das MAPT-Gen und die exprimierten Isoformen des Proteins Tau.

A. Das fir Tau codierende Gen MAPT ist auf Chromosom 17 lokalisiert. B. MAPT besitzt 16 Exons, die durch
alternatives SpleiRen in sechs unterschiedliche Isoformen des Tau-Proteins ibersetzt werden. C. Die
Isoformen werden {iber zwei alternativ existierende Merkmale definiert. Zum einen entscheidet die Existenz
der Exone 2 und 3 Uber die Kodierung 2N (Exon 2 und 3), 1N (Exon 2) oder ON (kein Exon 2 und 3). Zum anderen
bestimmt die Ab- oder Anwesenheit des Exons 10 lber drei (3R) oder vier (4R) Tubulin-Bindedomanen (auch
Repeats ,,R” genannt) im Protein. Die Kombination dieser zwei Merkmale ergibt sechs existierende Isoformen
des Tau-Proteins (Abbildung verandert nach Arendt et al., 2016).
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Posttranslationale Phosphorylierung von Tau

Die humane Tau-Sequenz besitzt mehr als 80 potenzielle Phosphorylierungssepitope
an Serin-, Tyrosin oder Threonin-Resten (Arendt et al, 2016). Der
Phosphorylierungsstatus wird durch verschiedene Kinasen-Typen wie ,prolin-directed
protein kinases“ (PDPK), ,non-PDPK“-Protein-Kinasen oder Tyrosin-Protein-Kinasen
(TPK I+II) reguliert. Durch diese posttranslationalen Modifikationen kann der
Aktivitatszustand und die Funktion des Proteins beeinflusst werden. Der
Phosphorylierungsstatus von Tau reguliert unter anderem dessen Bindeeigenschaften
an Tubulin (Abbildung 3). Ist die Phospho-Regulation durch Kinasen und Phosphatasen
nicht im Gleichgewicht, kann eine Hyperphosphorylierung des Proteins hervorgerufen
werden. Dieser Prozess scheint ein physiologisch relevanter Mechanismus zu sein.
Experimente mit {iberwinternden Sdugetieren haben gezeigt, dass die
Hyperphosphorylierung von Tau als ein natiirlicher Prozess zur Anpassung an
veranderte Bedingungen stattfindet. Es wird vermutet, dass die erhohte reversible
Phosphorylierung von Tau in der Torpor-Phase von Eichhérnchen beispielsweise eine
Rolle bei der Neuroprotektion und der neuronalen Plastizitat unter erniedrigter
metabolischer Rate spielt (Arendt et al., 2003). Die Tau-Phosphorylierung wurde unter
anderem auch als reversibler und physiologischer Prozess bei der embryonalen
Gehirnentwicklung, unter Glucose-Mangel, bei einer Andsthesie, unter Hypothermie
und chronischem Stress beobachtet (Brion et al., 1993; Planel et al., 2004; Planel et al.,
2009; Run et al., 2009; Yu et al., 2009; Whittington et al., 2013; Lopes et al., 2016).
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Tau binds and stabilizes

microtubule. A
S
Kinases: Phosphatases:
CdkS, GSK3p, PP1, PP2A, PP2B, PP2C
MARK, ERK2

/—J\J/\J
P . Hyperphorsphorylation
Tau is dissociated from e &AL 8

microtubule. Microtubules -

are depolymerized. Pre . B MPHF

NFT

Impaired axonal transport
Synpatic dysfunction

Neuronal apoptosis

Abbildung 3 Posttranslationale Modifikation von Tau.
Das Tau Protein kann an die Mikrotubuli im Axon von Neuronen binden und diese stabilisieren. Wird das

Protein durch verschiedene Kinasen libermafRig phosphoryliert, 16st es sich von den Mikrotubuli. Eine
Hyperphosphorylierung von Tau kann zur Bildung sogenannter Tau-Filamente (Paired helical filaments, PHF)
fuhren. Diese Filamente kdnnen aggregieren und intrazellulare neurofibrillare Blindel (NFT) bilden. Die Bildung
der NFT kann den axonalen Transport, die synaptische Funktion im Neuron und weitere physiologische
Funktionen beeinflussen (Duan et al., 2012).

Eine Gibermafdige Phosphorylierung von Tau kann jedoch auch zur Aggregation des
Proteins fiithren. Es konnen intrazellulare neurofibrillire Biindel (neurofibrillary
tangles = NFT) entstehen, die im Kontext bestimmter Krankheiten wie eben Morbus
Alzheimer diskutiert werden (Abbildung 4). Die Isolation von NFTs aus Alzheimer
Geweben hat gezeigt, dass die Biindel sogenannte Paired helical filaments (PHF)
enthalten (Kidd, 1963). Diese Filamente bestehen aus zwei aneinandergelagerten Tau-
Proteinen, die eine Art Doppelhelix bilden (Kidd, 1963; WiSniewski et al., 1976; Wischik
et al., 1988; Crowther, 1991; Crowther und Goedert, 2000). Es wurde gezeigt, dass eine
Hyperphosphorylierung von Tau zur Bildung solcher PHFs fiihrt (Abbildung 3)
(Grundke-Igbal et al., 1986; Kosik et al., 1986). Es wird vermutet, dass die Bildung von
neurofibrilliren Biindeln tiber eine schrittweise Entwicklung stattfindet. Die

Krankheits-spezifische posttranslationale Phosphorylierung von Tau scheint hierbei
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entscheidend zu sein (Augustinack et al., 2002). Die begiinstigte Bildung von NFTs
durch die Hyperphosphorylierung von Tau wird mit der Destabilisierung der
Mikrotubuli und mit der Beeintrachtigung des axonalen Transports assoziiert
(Abbildung 3). Auch die Regulation synaptischer Rezeptoren wie NMDA-Rezeptoren
(NMDAR) kann durch den Phosphorylierungs-Status von Tau beeinflusst werden. Die
mit Tau interagierende Src-Kinase Fyn reguliert den Aktivititszustand der NMDA-
Rezeptoren ebenfalls iiber Phosphorylierung und hat damit einen Einfluss auf die
synaptische Plastizitat (Ittner et al., 2010; Arendt et al., 2016). Die Bindeaffinitiat von

Tau an Fyn wiederum wird durch den Phosphorylierungsstatus von Tau kontrolliert.

Abbildung 4 Hippocampale Tau-Pathologie eines Alzheimer-Patienten.
A. Gezeigt ist eine Gallyas-Farbung der Tau-Pathologie eines Alzheimer-Patienten im Hippocampus. B. Zu

sehen ist die VergrofRerung des in A. markierten Quadrats. Die Pfeile markieren intrazelluldre neurofibrillare
Bundel (NFT) (Roher et al., 2014).

Prominente Tau-spezifische histopathologische Merkmale werden auch unter dem
Begriff der ,Tauopathie“ zusammengefasst. Dieser Begriff wurde erstmals von
Spillantini et al. 1997 verwendet. Er umfasst eine Gruppe von mehr als 20
neurodegenerativen Krankheiten, die durch die Aggregation von phosphoryliertem Tau
in Neuronen und Gliazellen charakterisiert werden. Beispiele hierfiir sind Morbus Pick,
Progressive supranukleire Blickparese (PSP), Morbus Alzheimer oder Corticobasale
Degeneration (CBD) (Arendt et al,, 2016). Das Auftreten dieser Pathologie wird fiir die
verschiedenen Krankheiten auf unterschiedliche Ursachen zuriickgefiihrt. Es wurden
mehr als 50 Mutationen im MAPT-Gen identifiziert, welche beispielsweise zu einem
untypischen Auftreten bestimmter Isoformen des Proteins fithren konnen. Es sind

jedoch nicht alle dieser Polymorphismen als pathologische Risikofaktoren fiir Morbus
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Alzheimer beschrieben (Arendtetal., 2016). Ein nicht-genetischer Risikofaktor, der mit

der Zunahme neurofibrillarer Verdnderungen assoziiert ist, ist die natiirliche Alterung

des Gehirns (Braak et al., 19944a; Braak et al.,, 1994b).

Tauopathie bei Morbus Alzheimer

Die unterschiedlichen neurodegenerativen Krankheiten mit Tauopathie zeigen
Unterschiede in der Verbreitung der Tau-Aggregate in verschiedenen Zelltypen und
Gehirn-Bereichen. Jede der Krankheiten zeigt dabei ein charakteristisches
Ausbreitungsmuster. Fur die Alzheimersche Krankheit wurde dieses topographische
Muster detailliert beschrieben und in verschiedene Stadien (Abbildung 5) unterteilt
(Braak und Braak, 1991). In friihen Stadien von Morbus Alzheimer beginnen die
neurofibrilliren Veranderungen im transentorhinalen Cortex (Stadium I). Im zweiten
Stadium schreiten die Veranderungen im entorhinalen Cortex und Hippocampus fort.
Die Lasionen breiten sich im spateren Verlauf (Stadium III-IV) tiber den Isocortex und
das limbische System aus. Dies beinhaltet das Subiculum, die Amygdala und weitere
Bereiche des Hippocampus und des entorhinalen Cortex. Schliefdlich schreitet die Tau-
Pathologie in allen Schichten des Isocortex fort und betrifft schlief3lich auch primare
und sekundéare sensorische und motorische Areale (Stadium V-VI) (Braak und Braak,
1991, Braak et al.,, 2006). Bei Morbus Alzheimer sind neurofibrillire Tau-Aggregate
tiblicherweise in pyramidalen Neuronen des Hippocampus, des entorhinalen Cortex
und in bestimmten Schichten des Isocortex zu finden. Neurone des Gyrus dentatus und
kortikale Interneurone sind tiberwiegend frei von histopathologischen Merkmalen (Fu
et al,, 2018). Die Lokalisation der Tau-Aggregate und -Fibrillen innerhalb der Neurone
erstreckt sich von den Dendriten, inklusive der Dornfortsatze, bis hin zum Zellsoma,
dem Axon und der Synapse. Fiir die Alzheimersche Krankheit wurden auch aufderhalb
des Gehirns bestimmte Indikatoren einer Tauopathie gefunden. Fiir frithe Stadien der
Krankheit wurden beispielsweise PHF-dhnliche Taustrukturen im Riickenmark
beschrieben (Dugger et al, 2013). Eine erhohte Tau-Konzentration in der
Riickenmarksfliissigkeit (Liquor cerebrospinalis, CSF) wurde ebenfalls als Alzheimer-
Merkmal genutzt. Die Messung der Tau- und pTau-Konzentrationen im CSF gilt als
praklinischer Alzheimer-Marker, da die Veranderungen hier schon bis zu 10 Jahre vor
den typischen klinischen Symptomen auftreten kénnen (Bateman et al, 2012;

Buchhave et al.,, 2012).
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Abbildung 5 Charakteristik der Tauopathie bei Morbus Alzheimer nach Braak.

Die mit der Krankheit fortschreitenden Stadien (Braak-Stadien I-VI) der Tauopathie bei Morbus Alzheimer
wurden von Braak und Braak, 1991 beschrieben. a-b. In den frihen Stadien I-Il sind zunachst der
transentorhinale Cortex und Hippocampus von Tau-Pathologie betroffen. c-e. Bei weiterem Fortschreiten
(Stadium IlI-IV) breitet sich die Pathologie Gber das limbische System aus. Es beinhaltet unter anderem das
Subiculum, den Hippocampus, den entorhinalen Cortex und die Amygdala. f-h. SchlieRlich breiten sich die
pathologischen Veranderungen in Stadium V und VI Giber den Isocortex aus. Betroffen sind hier unter anderem
primére sensorische und motorische Areale (Braak und Braak, 1991). Die Abbildung wurde nach Braak et al.,
2006 verandert.

Klinische Studien lassen erkennen, dass die Taupathologie im Cortex von an Morbus
Alzheimer erkrankten Patienten stark mit der kognitiven Schadigung korreliert
(Giannakopoulos et al., 2003; Guillozet et al., 2003). Die charakteristische Ansammlung
von Tau-Aggregaten in Alzheimer-Patienten impliziert, dass dies im
Pathomechanismus der Krankheit eine Rolle spielen konnte. Es ist jedoch weiterhin
nicht eindeutig erklart, welche pathophysiologische Relevanz die Tau-
Phosphorylierung bei Morbus Alzheimer einnimmt (Arendt et al., 2016). Ebenso ist
unbekannt welche Wechselwirkung zwischen Tau und dem Af3-Peptid stattfinden. Die
extrazellulare Aggregation des Af3-Peptids ist ebenfalls ein hervorstechendes
Alzheimer-Kennzeichen und tritt haufig parallel zur Tauopathie auf. Es werden sowohl
einseitige als auch wechselseitige Interaktionen der beiden Pathologien diskutiert

(Ittner und Gotz, 2011; Zempel und Mandelkow, 2012; Bright et al., 2015).
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1.1.2 Senile Plaques

Proteinaufbau des Amyloid-Precursor-Proteins

Das Amyloid-Precursor-Protein (APP) ist in fast allen Gewebetypen des Koérpers zu
finden. Am dominantesten wird es jedoch im Gehirngewebe exprimiert (Neve et al,
1988; Kang und Miiller-Hill, 1990). APP wird sehr stark mit der Pathophysiologie von
Morbus Alzheimer assoziiert. Das APP-Gen besteht aus 18 Exons und ist auf
Chromosom 21 lokalisiert. Das codierte APP-Molekiil ist ein integrales
Membranprotein mit einem grofden N-terminalen Bereich im extrazelluliren Raum
(Abbildung 6). Es besitzt eine E1-Doméane (E1), die eine Wachstumsfaktor-ahnliche
Domaine (GFLD) und eine Kupfer-bindende Domane (CuBD) enthalt. APP umfasst
zusatzlich eine saure Domane (AcD) und eine E2-Domdane (E2). Ebenfalls im
extrazellularen Teil des Proteins befindet sich eine Kunitz-Domane (KPI), also eine
Proteindomane, die Proteasen des Kunitz-Typs inhibiert. Die Amyloid 3-Peptidsequenz
(Af3) befindet sich sowohl im extrazellularen als auch im Intermembran-Bereich des
APPs. Der zytosolische Proteinteil wird Amyloid-Precursor-Protein intrazelluldre
Domadne (AICD) genannt und tragt ein Endozytose-vermittelndes YENPTY-Motiv. Das
Signalpeptid (SP) am N-Terminus vermittelt die Translokation von APP in die Membran

des endoplasmatischen Retikulums (ER).

APP

23 124 189 291 342 365 567 672 E3
l 1 ] 1 | o

sl @Ftb | cuBD | AcD | kP |
L

] e
E1

Abbildung 6 Schematischer Uberblick des Proteinaufbaus von APP.

APP ist ein integrales Membranprotein, das ein Signalpeptid (SP) fir die Translokation in die Membran des
endoplasmatischen Retikulums tragt. Im extrazelluldaren Bereich besitzt APP eine E1-Domane, welche eine
Wachstumsfaktor-dhnliche Doméane (GFLD) und eine Kupfer-bindende Doméane (CuBD) enthalt. Des Weiteren
besitzt es eine sdure Doméane (AcD), eine Kunitz-Domane (KPI) und eine E2-Domane. Die Amyloid R-Sequenz
(AR) liegt zum Teil im extrazellularen Raum und im Intermembran-Bereich. Die zytosolische Amyloid-
Precursor-Protein intrazelluldire Doméane (AICD) enthélt eine Endozytose-vermittelnde YENPTY-Sequenz
(Aydin et al., 2012).

APP kann durch alternatives Spleifden der Exone 7, 8 und 15 in ungefahr zehn
verschiedenen Isoformen vorliegen (Yoshikai et al, 1990; Sandbrink et al., 1994;
Sandbrink et al., 1996; Kienlen-Campard et al., 2000; Khalifa et al.,, 2012). Die drei
wesentlichen Isoformen sind APP695, APP751 und APP770. Die beiden Kunitz-
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Domanen-tragenden Isoformen APP770 und APP751 sind vielseitig in verschiedenen
Zelltypen exprimiert, wohingegen die APP695-Isoform tberwiegend in Neuronen zu
finden ist (Tanzi et al., 1988; Kang und Miiller-Hill, 1990; Yoshikai et al., 1990; Khalifa
etal, 2012). APP gehort zu einer Gengruppe, die im Weiteren die homologen Gene APLP
1 und 2 umfasst (Wasco et al.,1993). Die beiden homologen Proteine APLP1 und APLP2
werden ebenfalls in sehr vielen Kérperkompartimenten exprimiert. APP und APLP2
werden ubiquitdr im Nervensystem und in der motorischen Endplatten gefunden
(Slunt et al., 1994; Lorent et al.,, 1995) und iiberlappen insbesondere in pyramidalen
Neuronen im Cortex und Hippocampus (Bendotti et al.,, 1988; Lorent et al. 1995). In
Bezug auf intrazellulare Kompartimente wurden APP und APLP1/2 sowohl im Soma als
auch in Dendriten und Axonen von Neuronen gefunden (Miiller und Zheng, 2012). APP
ist ein Typ I-Transmembranprotein, wobei ,Typ I“ bedeutet, dass der N-Terminus des
Proteins in den extrazelluldren Bereich ragt (Dyrks et al., 1988). APP kann an der
Zelloberflache internalisiert werden und in Endosomen integriert werden. Die
Endozytose wird dabei durch die YENPTY-Sequenz in der intrazelluliren Doméne AICD
vermittelt (Haass et al.,, 2012).

APP ist in der Lage, Homo- und Heterodimere zu bilden. Die Heterodimerisation kann
mit den homologen Proteinen APLP1 und APLP2 (Soba etal., 2005) stattfinden. Chen et
al, 2006 konnten mittels Co-Lokalisation zeigen, dass eine Heterodimerisation
zwischen APP und Notch 2 ebenfalls mdéglich ist. Aufgrund seiner Eigenschaften wie der
Dimerisation wird vermutet, dass APP die Funktionen eines Membranrezeptors haben
konnte (Kang et al., 1987), deren Funktion klassischerweise iiber den Mechanismus der
Homodimerisation reguliert wird. APP besitzt einige bekannte Interaktions- und
Bindepartner, die die Hypothese der Rezeptorfunktion unterstiitzten. Es ist berichtet,
dass der extrazelluldare Bereich von APP beispielsweise mit Spondin-1 (Ho und Siidhof,
2004), Notch 2 (Chen et al, 2006), Netrin-1 (Lourenco et al, 2009), dem Nogo-
Rezeptor-1 (Park et al, 2006) und weiteren extrazelluldren Matrixproteinen
beispielsweise Reelin (Hoe et al., 2009a) interagieren kann. Zusatzlich konnte gezeigt
werden, dass der intrazellulare C-terminale Teil von APP mit verschiedenen Kinasen
und Adapterproteinen wie FE65 interagieren kann (Radzimanowski et al, 2008;
Jacobsen und Iverfeldt, 2009). Zudem scheint der C-Terminus von APP, insbesondere
dessen YENPTY-Sequenz, einen Einfluss auf die Clathrin-vermittelte Endozytose und
die intrazelluldre Ca2*-Homoostase zu haben (Perez et al., 1999; Leissring et al., 2002).

Die physiologische Relevanz der Interaktionen von APP ist nicht ausreichend geklart.
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In vivo Studien geben einen Hinweis darauf, dass die gefundenen Interaktionen nicht
nur eine Auswirkung auf die APP-Prozessierung selbst, sondern méglicherweise auch
einen Einfluss auf intrazellulare Signalkaskaden haben (Miiller und Zheng, 2012). APP
besitzt einige proteolytische Schnittfragmente, die als intrazelluldre Signalpeptide oder
Transkriptionsfaktoren agieren konnten. Trotzdem ist bislang nur wenig iiber die
physiologische Relevanz von APP und dessen Schnittfragmenten bekannt. Es wird
berichtet, dass es eine Rolle bei der Ausbildung von Synapsen spielt und zur neuronalen
Plastizitat beitragt (Ludewig und Korte, 2017). Vor allem die proteolytischen
Fragmente von APP scheinen in Neuronen vielfaltige Funktionen zu haben. APP kann
von verschiedenen Sekretasen prozessiert werden (Wang et al, 2017), sodass
unterschiedlich lange Schnittfragmente entstehen kdnnen, die sowohl extra- als auch
intrazellular vorliegen. In der Forschung wird vor allem dem 40 bis 42 Aminosauren
langen Amyloid f3-Peptid ein grofies Interesse gewidmet, da es stark in den
pathophysiologischen Prozess von Morbus Alzheimer involviert zu sein scheint. Die Af3-
Sequenz ist flir das APP von Saugern hoch konserviert, jedoch wurde die Alzheimersche
Krankheit bisher nur fiir den Menschen beschrieben. Die beiden homologen APLP1-
und APLP2-Molekiile besitzen diese Sequenz nicht, obwohl sie denselben

Prozessierungs-Prozess durchlaufen (Aydin et al., 2012; Ludewig und Korte, 2017).

Proteolytische Prozessierung des Amyloid-Precursor-Proteins

Wie bereits erwahnt erfahrt APP eine posttranslationale Spaltung durch verschiedene
Sekretasen. Es wird hierbei zwischen zwei Spaltungswegen unterschieden, dem
amyloidogenen und dem nicht-amyloidogenen Weg (Abbildung 7). Diese
Unterscheidung richtet sich danach, ob das Amyloid f3-Peptid bei der Spaltung
freigesetzt wird oder nicht. APP wird klassischerweise von a-, -, y-Sekretasen
gespalten. Wie man erst spater herausgefunden hat kann ebenfalls eine Spaltung durch
die n- und 6-Sekretasen stattfinden. Am haufigsten wird APP wohl durch eine
a-Sekretase der ,A Disintegrin And Metalloprotease” (ADAM)-Familie geschnitten
(Lammich et al., 1999). Knockdown-Experimente haben gezeigt, dass ADAM10 die
physiologisch relevante a-Sekretase bei der Spaltung von APP in Neuronen zu sein
scheint (Kuhn et al., 2010). Die a-Spaltung ist Teil des nicht-amyloidogenen Wegs und
findet an der Plasmamembran statt (Abbildung 7) (Sisodia, 1992). Dabei wird das
extrazellulare Fragment sAPPa und das integrale/intrazellulire C83-Fragment

generiert. Die Spaltung durch die 3-Sekretase BACE1 ist Teil des amyloidogenen Wegs
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(Abbildung 7). BACE1 ist eine Membran-gebundene Protease deren aktive Seite sich im
Extrazellularraum befindet. Es wurde eine homologe Protease BACE2 identifiziert, die
als B-Sekretase bezeichnet wird. BACE2 ist jedoch nicht in den amyloidogenen Weg
involviert (Haass et al, 2012). Bei der Spaltung durch BACE1 wird APP in das
extrazelluldre sAPPB und das Membran-Fragment C99 zerteilt (Abbildung 7). Die
Entstehung des C99-Fragments ist eine Voraussetzung fiir jene weitere Prozessierung,
bei der das Af3-Peptid freigesetzt wird. Knockout (KO)-Experimente in vivo
verdeutlichen, dass die Spaltung durch BACE1 die Produktionsmenge des Af3-Peptids
essenziell beeinflusst (Cai et al, 2001; Luo et al, 2001; Roberds et al., 2001).
Interessanterweise zeigten weder junge noch gealterte BACE1 KO-Mause
Veranderungen in der Genexpression und keine neuronale Schadigung (Luo et al,,
2003). Die BACE1 KO-Mause sind lebensfahig, fruchtbar und zeigten Kkeine
wesentlichen Verhaltensverdanderungen oder Entwicklungsdefizite (Cai et al., 2001;
Luo et al.,, 2001; Roberds et al., 2001; Haass et al., 2012). Der Verlust von BACE1 hat
jedoch zu einer verringerten Myelinisation im peripheren Nervensystem gefiihrt und
gezeigt, dass BACE1 in die Regulation von Spannungs-abhdngigen Natrium-Kanalen
involviert ist (Dominguez et al., 2005; Willem et al.,, 2006; Kim et al., 2007). Die
vorangegangenen Spaltungen durch die a- oder 3-Sekretase geben vor, ob die APP-
Prozessierung den amyloidogenen oder nicht-amyloidogenen Weg durchlauft. Die y-
Sekretase spaltet anschliefdend die entstandenen C-terminalen Fragmente (C83 oder
C99) an deren Transmembrandomanen (Abbildung 7). Die y-Sekretase ist ein Protease-
Komplex bestehend aus mehreren Untereinheiten: Nicastrin, welches als Substrat-
Rezeptor dient, dem Presenilin-Enhancer PEN-2, APH-1 (anterior pharynx defective),
dem eine stabilisierende Wirkung zugeschrieben wird, und einer der katalytischen
Domanen Presenilin-1 oder -2 (Dries und Yu, 2008; Shah et al.,, 2005; Holmes et al,,
2014). Die y-Spaltung sorgt letzlich fiir die Freisetzung von A3 im amyloidogenen Weg
und dem P3-Peptid im nicht-amyloidogenen Weg in den Extrazellularraum. Gleichzeitig
wird in beiden Spaltungsvorgidngen unabhdngig vom extrazellularen Produkt die
intrazellulire Domane AICD abgespalten (Abbildung 6 und Abbildung 7). Die y-
Spaltung ist nicht auf eine einzelne Stelle beschrdankt. Innerhalb der
Transmembrandomdne kann die y-Sekretase mehrfach schneiden und somit im
amyloidogenen Weg unterschiedlich lange Af3-Spezies generieren. Es konnen dabei
Amyloid f3-Fragmente mit einer Linge von 37, 38, 39, 40, 42 oder 43 Aminosduren

abgespalten werden, wobei die Verlangerung am C-Terminus anhangt. Bei Morbus
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Alzheimer scheinen insbesondere das Afd40 und Af342-Peptid eine Rolle zu spielen. Das
langere Af42 scheint verstarkt zur Aggregation zu neigen und ,toxische” Oligomere zu

bilden kénnen (Haass et al., 2012).
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Abbildung 7 Uberblick iiber die posttranslationale Prozessierung von APP durch verschiedene Sekretasen.
Die Spaltung durch verschiedene Sekretasen ist Teil der posttranslationalen Prozessierung von APP. Es wird
zwischen zwei Prozessierungswegen unterschieden. Der nicht-amyloidogene Weg (linke Seite) setzt die
Spaltung durch eine a-Sekretase (in Neuronen dominiert durch ADAM10) voraus. Hierbei entsteht das
Fragment C83 und das extrazelluldre Fragment sAPPa. Der amyloidogene Weg (rechte Seite) wird mit einer
Spaltung durch die B-Sekretase BACE1L eingeleitet. Das extrazelluldre Fragment sAPPB und das C-terminale
Peptid C99 entstehen. In beiden Wegen folgt eine Spaltung durch die y-Sekretase, welche folgend auf die
BACE1-Spaltung zur Entstehung des extrazellularen AR-Peptids fiihrt und den Prozessierungsweg somit zum
»,amyloidogenen” Weg macht. Die y-Spaltung fihrt im nicht-amyloidogenen Weg zur Produktion des
extrazelluldren P3-Peptids. In beiden Wegen wird gleichermaRen intrazellular die Amyloid-Precursor-Protein
intrazelluldre Domane (AICD) freigesetzt.

Physiologische Relevanz von APP und dessen Schnittfragmenten

Die exakte Funktion des APP-Molekiils ist noch unentschliisselt. Die Relevanz dieser
Interaktionen ist jedoch nicht in jedem Fall ausreichend erforscht. Experimente mit KO-
Mausen geben jedoch einen Hinweis darauf, welchen physiologischen Einfluss das APP-
Molekiil haben kénnte. APP-KO Mause sind lebensfahig und fruchtbar. Insgesamt
entwickeln die Mause ein geringeres Korpergewicht (bis zu 20%) und auch das Gehirn

istkleiner (~10%) im Vergleich zu Wildtyp-Mausen (Aydin etal., 2012). APP KO-Mause
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zeigen ein erhohtes Level an Cholesterin und Sphingomyelin in embryonalen
Fibroblasten (Grimm et al, 2005). Ebenso konnten in APP- und APLP2-defiziten
Mausen erhohte Kupferniveaus im Cortex und in der Leber festgestellt werden (White
et al, 1999). Zusammen mit der Tatsache, dass Proteine der APP-Genfamilie eine
Kuper-Bindedomadne tragen (CuBD) (Abbildung 6), wird hieraus abgeleitet, dass APP
und seine Homologe in die Kupfer-Homdostase involviert sind. In Bezug auf das
Verhalten weisen gealterte APP-defizite Mduse eine Beeintrachtigung des Lernens und
des rdumlichen Erinnerungsvermogens auf. Diese Veranderungen wurden mit einer
verminderten Langzeit-Potenzierung (LTP) assoziiert (Dawson et al., 1999; Seabrook
et al,, 1999). Die LTP ist eine elektrophysiologisch messbare, andauernde Verstiarkung
der synaptischen Ubertragung iiber einen lingeren Zeitraum (>3 Stunden) und wird
mit Erinnerungsvermégen und Lernen assoziiert. Die Schwachung der LTP und das
beeintrachtige Lernen scheint in diesen Mdusen altersabhdngig zu sein. Junge und
adulte Mause zeigen im Gegensatz zu ,gealterten“ APP KO-Mdusen keine bedeutenden
Verdanderungen im LTP- oder Lern- und Erinnerungsverhalten (Seabrook et al., 1999;
Ring et al.,, 2007; Weyer et al., 2014; Ludewig und Korte, 2017). Anders als APP KO-
Mdause zeigten APLP2 KO-Mduse in den verschiedenen Lebensstadien keine
Beeintrachtigung des LTP oder der basalen synaptischen Transmission, was mit einem
normalen Lernen und Erinnerungsvermoégen korreliert (Weyer et al, 2011;
Guo etal,, 2012; Midthune et al,, 2012). Moglicherweise kann APLP2 physiologische
Funktionen von APP in APP KO-Mausen zum Teil kompensieren. Ergebnisse deuten
darauf hin, dass APP und APLP2 redundante physiologische Funktionen besitzen. Die
beiden Molekiile sind stark homolog und werden auf dieselbe Art und von den gleichen
Sekretasen prozessiert, sie haben ein liberlappendes neuronales Expressionsmuster
und fiithren im in vivo Doppel-Knockout (dKO) zu Letalitdt (Heber et al.,, 2000). Mit
fortschreitendem Alter scheint diese Kompensation durch APLP2 jedoch nicht mehr
aufrecht erhalten werden zu konnen, da gealterte APP KO-Mause im Gegensatz zu
APLP2 KO-Mausen eine verringerte Dichte der synaptischen Dornfortsatze entwickeln
(Weyer etal,, 2011; Aydin et al., 2012; Midthune et al., 2012; Ludewig und Korte, 2017).
Es zeigt sich auch, dass dKO-Mause mit APP-/; APLP1-/- lebensfahig sind, wohingegen
dKO mit APP-/-; APLP2/- oder APLP1-/-; APLP2/- und auch der triple-Kockout APP-/;
APLP1-/-; APLP2 letal sind. Die Jungtiere versterben innerhalb der ersten 24 h nach der
Geburt (Heber et al., 2000; Herms et al., 2004; Wang et al., 2005). Diese KO-Resultate
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sind Indizien daftir, dass APP eine ausgepragtere oder dominantere neuronale Funktion
besitzt (Ludewig und Korte 2017).

In Bezug auf die physiologische Funktion der APP-Schnittfragmente, die bei der
posttranslationalen Prozessierung entstehen, lassen sich in der Literatur kontroverse
Ergebnisse finden. Es ist unklar, ob diese unterschiedlichen Ergebnisse durch
unterschiedliche Methoden, das Versuchstieralter, verschiedene Neuronen-Typen oder
den genetischen Hintergrund beeinflusst wurden (Aydin et al., 2012). Im Allgemeinen
zeigt sich, dass sowohl APP als auch dessen Schnittfragmente die synaptische Plastizitat
beeinflussen (Korte et al, 2012). Synaptische Plastizitit beschreibt die Aktivitats-
abhangige Verdnderung der synaptischen Transmissions-Effizienz, Struktur und der
Menge an Synapsen (Ludewig und Korte, 2017). Wiederholte in vitro und in vivo
Ergebnisse legen nahe, dass das sekretierte sAPPa-Fragment einen neurotrophen
Einfluss hat. Dies zeigen beispielsweise Experimente, bei denen akute Gehirnschnitte
von konditionellen APP/APLP2 dKO Madausen mit rekombinantem sAPPa inkubiert
wurden. Es konnte festgestellt werden, dass sAPPa, jedoch nicht sAPPf, die dKO-
typische LTP-Verminderung reversieren konnte (Hick et al,, 2015). Friithere in vivo
Maus-Studien konnten ebenfalls feststellen, dass sAPPa auf hippocampalen Schnitten
oder bei intrahippocampalen Infusionen eine féordernde Wirkung auf die LTP hatte
(Ishida etal., 1997; Ring et al., 2007; Taylor et al., 2008; Moreno et al., 2015). Reziproke
Experimente, in denen eine postnatale Inhibition der a-Sekretase ADAM10 zu weniger
sAPPa fiihrte, zeigten Ergebnisse, die diese Schlussfolgerungen unterstiizen (Prox etal,,
2013). Ferner gibt es Belege, dass sAPPa die Aktivitat von postsynaptischen NMDA-
Rezeptoren modulieren kann (Taylor et al., 2008; Moreno et al., 2015). Das sAPPa-
Peptid scheint demnach einen Einfluss auf intrazelluldre Signalkaskaden zu haben, die
die synaptische Aktivitdt von Neuronen regulieren.

Vergleichende Studien zur Funktion von sAPPf3 haben ergeben, dass es keinen Einfluss
auf die synaptische Plastizitdt besitzt (Taylor et al., 2008; Hick et al., 2015). Das sAPPf3-
Fragment scheint vielmehr eine Rolle bei der Zell-Adhdsion, der Axon-Ausbildung und
der neuronalen Differenzierung zu haben (Chasseigneaux et al., 2011; Freude et al,,
2011).

Fir die intrazellulire Domdadne AICD ist gezeigt, dass sie mit verschiedenen
Adapterproteinen interagieren kann (Bukhari et al., 2017). Diese Interaktionspartner
sind unter anderem an der Clathrin-abhdngigen Endozytose von APP und an dessen

Translokation zur Zelloberflache beteiligt (Aydin et al., 2012; van der Kant und
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Goldstein, 2015). Das AICD Fragment kann an das Adapterprotein FE65 binden und
zusammen mit der Histon Acetyltransferase Tip60 einen Komplex bilden (Cao und
Sidhof, 2001; Radzimanowski et al., 2008). Dieser Komplex kann in den Nukleus
transloziert werden und beeinflusst dort die Transkription und Expression von
bestimmten Zielgenen (Cao und Siidhof, 2001). Die Wirkung des AICDs als
Transkriptionsfaktor scheint sowohl indirekt als auch direkt, durch die Bindung an
bestimmte Promotoren, sein zu konnen (Wang et al, 2014; Bukhari et al, 2017).
Interessant ist, dass AICD die Expression der GSK3f3-Kinase stimulieren kann, die
bekanntermafden an der Hyperphosphorylierung von Tau beteiligt ist (Kim et al.,, 2003).
Fur die genauere Betrachtung der Funktion der AICD-Domaéane und im Speziellen der
integrierten YENPTY-Sequenz wurden APPACT15 Knock-in-Mause generiert, denen 15
Aminosauren am C-Terminus inklusive des YENPTY-Motivs fehlten (Ring et al., 2007).
Analysen ergaben, dass diese Mduse zwar ein erniedrigtes Level an Amyloid {3 im
zentralen Nervensystem hatten, jedoch keine Defizite in der LTP vorlagen. Eine
Doppelmutation (DM), bei der sowohl dem APP als auch dem APLP2 der C-terminale
Teil inklusive der YENPTY-Sequenz fehlte, zeigte, dass die synaptische Dichte dhnlich
wie im dKO von APP und APLP2 erniedrigt war. Zudem wiesen diese Mause Defizite in
der LTP auf. Das verdnderte Verhalten der APPACT15-DM Maduse deutete auf eine
hippocampale Dysfunktion hin, da das raumliche Erinnerungsvermégen und die
synaptische Plastizitdt vermindert waren (Klevanski et al., 2015). Diese Ergebnisse
wiesen darauf hin, dass die in der AICD enthaltene YENPTY-Sequenz fiir wichtige
intrazelluldare Signalkaskaden verantwortlich ist, die moglicherweise {iber
Adapterproteine wie Fe65 vermittelt werden (Korte et al., 2012). Bestarkt wird diese
Annahme dadurch, dass ein Defizit der beiden FE65-Proteine (FE65 und FE65L1) in
Mausen zu einem dhnlichen Phanotyp fiihrt wie eine Dreifachmutation der APP-
Genfamilie (Guénette et al.,, 2006). In nicht-neuronalen Zellen wurde gezeigt, dass AICD
auch einen Einfluss auf die intrazellulare Calcium-Homoostase hat. Bei Verringerung
der AICD durch einen Presenilin-KO zeigte sich ein erniedrigter intrazelluldrer
Calciumgehalt in Fibroblasten. Wiederherstellungsexperimente, bei denen die Zellen
mit unterschiedlichen APP-Konstrukten transfiziert wurden, verdeutlichten, dass die
AICD-Sequenz hinreichend fiir die Riickgewinnung des normalen Calciumgehalts der
Zellen war (Leissring et al., 2002).

Das bereits erwahnte Af3-Schnittfragment wird nach der APP-Spaltung durch die - und

y-Sekretase in den interzellularen Raum entlassen (Abbildung 7). Dieses Peptid kann je
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nach Schnittstelle aus unterschiedlich vielen Aminosdauren bestehen. Am
prominentesten sind die Af3-Peptide mit 40 und 42 Aminosduren. Diese beiden Af3-
Spezies werden in hohem Mafe mit der Alzheimer-Krankheit in Verbindung gebracht.
Untersuchungen zur Funktion des Peptids im neuronalen System zeigten, dass es in
supraphysiologischen Konzentrationen die glutamaterge Exzitotoxizitit fordert
(Danysz und Parsons, 2012). In niedrigen, physiologischen Konzentrationen waren Af3
Mono- und Oligomere ein positiver Modulator der exzitatorischen Neurotransmission
(Puzzo et al,, 2008; Garcia-Osta und Alberini, 2009; Morley et al., 2010). Einige Studien
zeigen einen toxischen Effekt der Amyloid 3-Spezies beziehungsweise 16slichen Af3-
Oligomere. Shankar et al. zeigten 2008, dass aus Patienten isolierte unquantifizierte
l6sliche Af3-Oligomere in Nagetieren zu einer Verschlechterung der mit Lernen und
Erinnern assoziierten synaptischen Plastizitdt fliihrten und die synaptische Dichte
verringerten. Bestimmte Antikdrper konnten diesen Effekt durch Prazipitation der Af3-
Oligomere reduzieren (Shankar et al, 2008). Diverse andere in vitro und in vivo
Experimente bestatigen diesen exzitotoxischen Effekt von Af3 in supraphysiologischen
Konzentrationen (Harkany et al, 2000; Mattson et al., 1992; Danysz und Parsons,
2012). Im Gegensatz dazu fiihrte die Depletion von Af3 durch spezifische Antikérper
oder siRNA in Nagern zu einer Verschlechterung der synaptischen Plastizitat und des
Erinnerungsvermogens, was durch die Zugabe von humanem Af342 riickgdngig gemacht
werden konnte (Morley et al., 2010; Puzzo et al., 2011). Diese kontroversen Ergebnisse
lassen vermuten, dass Amyloid f3 in physiologischen Konzentrationen als ein Stimulator
der synaptischen Plastizitit wirkt, wohingegen hohere Konzentrationen zu einer

pathologischen Schadigung durch Exzitotoxizitat fiihren.

Senile Plaques bei Morbus Alzheimer

Neben der Tauopathie ist die Bildung von extrazellularen senilen Plaques ein weiteres
typisches histopathologisches Merkmal der Alzheimerschen Krankheit. Senile Plaques
bestehen aus Uiberwiegend extrazellular aggregiertem Amyloid 3-Peptiden (Abbildung
8). Wahrend der Entwicklung der Krankheit zeigt sich dhnlich wie bei NFTs ein
stufenweises Ausbreitungsmuster in den Bereichen des Gehirns und eine jeweils lokal
steigende Anzahl an Af3-Plaques (Nelson et al., 2012). Dieses Ausbreitungsmuster
wurde von Thal et al., 2002 anhand von Autopsien charakterisiert und in fiinf Stadien
unterteilt. Die Ausbreitung beginnt typischerweise im Neocortex (Stadium 1) und

schreitet dann fort zur CA1-Region des Hippocampus und dem entorhinalen Cortex
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(Stadium 2). In Stadium 3 sind Bereiche wie die Amygdala, das Prasubiculum, der
Thalamus und Hypothalamus betroffen. Spater betroffene Regionen sind unter
anderem die hippocampale CA4-Region und Bereiche des Hirnstamms in Stadium 4 und
des Cerebellums in Stadium 5 (Thal et al., 2002). Bisher ist die Ursache der Plaque-
Bildung bei Morbus Alzheimer nicht eindeutig geklart. Die 1992 aufgestellte Amyloid-
Hypothese, laut der die Akkumulation von Af im Gehirn die Ursache sowohl fiir NFTs
als auch fiir Zellschadigung und Demenz bei Morbus Alzheimer sein soll, wird weiterhin
stark diskutiert (Hardy und Higgins, 1992; Selkoe und Hardy, 2016). Kontroverse

Forschungsergebnisse haben bisher eine eindeutige Interpretation verhindert.

Abbildung 8 Farbung von Amyloid B-Plaques eines Alzheimer-Patienten.

A. Zu sehen ist die Silber-Farbung von AR-Plaques im Frontalcortex eines Alzheimer-Patienten, der fiir einen
langeren Zeitraum (> 1 Jahr) mit dem y-Sekretase-Inhibitor Semagacestat behandelt wurde. B. Die Pfeile
markieren extrazelluldre AR-Plaques in einer vergroRerten Ansicht. In den Untersuchungen der Patienten
zeigten sich keine Unterschiede in der Plaquebildung zwischen Alzheimer-Patienten mit oder ohne
Semagacestat-Behandlung (Roher et al., 2014).

Die genetisch beeinflusste Alteration der Amyloid-Produktion ist mit hereditiren
Formen der Alzheimerschen Krankheit assoziiert. Es wurden bisher mehr als 200
pathogene Mutationen in den Genen PSEN-1, PSEN-2 und APP identifiziert (Hsu et al,,
2020). Eine Mutation im PSENI- oder PSENZ-Gen, das fir Presenilin-1/2 (PS1/2)
codiert, gilt als genetischer Risikofaktor fiir familidres Morbus Alzheimer (Bekris et al.,
2010). Die Mutation kann zu einer verdanderten Funktion der y-Sekretase, da PS1/PS2
die katalytische Einheit der Sekretase darstellen. Eine veranderte Funktion der y-
Sekretase fiihrt nachweislich zu einer veranderten Spaltungsrate von APP und dessen
Schnittfragment Amyloid 3 (Xia et al., 2015; Selkoe und Hardy, 2016; Sun et al., 2017).
Auch Mutationen im APP-Gen selbst wurden mit hereditiren Formen der
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Alzheimerschen Demenz korreliert (Bekris et al, 2010). Ein weiterer genetischer
Risikofaktor ist das Down Syndrom (DS). Bei dieser Aneuploidie liegt das Chromosom
21 in dreifach vor. Wie bereits beschrieben liegt das Gen von APP ebenfalls auf diesem
Chromosom. DS-Patienten haben ein hoheres Risiko an Morbus Alzheimer zu
erkranken (Wiseman et al., 2015; Castro et al., 2017) daher besteht hier die Annahme,
dass das Protein APP aufgrund der erhohten 1,5-fachen Menge des Gens vermehrt
exprimiert wird und es dadurch méglicherweise auch zu einem erhéhten Aufkommen
der Schnittfragmente wie Af} kommen kann. Im Hinblick auf die Af3-Hypothese wird
angenommen, dass eine genetisch-bedingte, gesteigerte Af3-Bildung Exzitotoxizitat
vermittelt und die familidre Alzheimersche Krankheit hier ihren Ursprung hat (Selkoe
und Hardy, 2016). Studien zur Af3-Reduktion in Patienten zeigen jedoch kontroverse
Ergebnisse. Klinische Studien mit Anti-Af3 Antikérpern wie Solanezumab oder
Aducanumab wiesen in Patienten zwar erste Erfolge bei der Plaque-Reduktion auf,
doch zeigten die Studien auf lange Sicht keine Erfolge bei der Reduktion der Symptome
(Sevigny et al., 2016; Doggrell, 2018; Selkoe, 2019). Der zunachst vielversprechende
Antikorper Aducanumab deutete in Phase 1 der klinischen Studien eine Reduktion der
Amyloid-Plaques in der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) an und zeigte erste
Verbesserungen auf kognitiver Ebene in den Patienten (Sevigny et al,, 2016). Im Verlauf
der dritten Studienphase konnten diese Erfolge in grofleren Kohorten jedoch nicht
bestatigt werden, so dass die Studie an dieser Stelle abgebrochen wurde (Selkoe, 2019).
Auf ahnliche Weise zeigen auch Studien zur Manipulation der APP-assoziierten
Sekretase-Aktivitit durch y- oder B-Sekretase-Inhibitoren bei Alzheimer-Patienten
bislang keine erfolgversprechenden kognitiven Verbesserungen trotz Plaque-
Reduktion (Godyn et al., 2016, Moussa-Pacha et al, 2019). Da die physiologische
Funktion des Af3-Peptids bis heute nicht eindeutig geklart ist, bedarf es hier weiterer
Forschung und Untersuchungen, um zu verstehen, welche Rolle das Peptid

beziehungsweise die Plaques bei der Alzheimerschen Krankheit spielen.
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1.1.3 Das Zusammenspiel von Tau und Amyloid

Sowohl die neurofibrillaren Biindel als auch die senilen Plaques sind charakteristische
Alzheimer-Kennzeichen. In der derzeitigen Forschung wird intensiv diskutiert, was die
Ursache fiir das Auftreten der jeweiligen histopathologischen Merkmale ist. Des
Weiteren ist umstritte, inwiefern die Af3- und Tau-Pathologie einander beeinflussen.
Beobachtungen deuten darauf hin, dass Af3 womoglich upstream von Tau agiert. In der
Literatur wird beispielsweise berichtet, dass sowohl die Injektion von Af342-Fibrillen als
auch Extrakte aus APP-transgenen Mausen (APP23) im Gehirn von transgenen P301L
Tau-Mausen die NFT-Bildung induzieren (Gotz et al, 2001; Bolmont et al.,, 2007).
Zempel und Mandelkow zeigten, dass Af3 zu einem verstarkten Ca?*-Einstrom durch
synaptische Rezeptoren fiihrt und gleichzeitig eine Translokation des Taus vom Axon
in dendritische Bereiche induziert (Zempel und Mandelkow, 2012). Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass Amyloid {3 die Tau-Pathologie vorantreibt. Andere Studien
zeigten jedoch Ergebnisse, die das Gegenteil vermuten lassen. So scheint der
Phosphorylierungsstatus von Tau einen Einfluss auf die Menge der APP-
Spaltungsprodukte zu haben (Ittner et al., 2016). Weiterhin ist gezeigt, das Tau-Spezies
aus Alzheimer-Patienten zu erhohten Af3-Leveln und einer erhdhten neuronalen
Aktivitat fihrten (Bright etal,, 2015). In vivo Experimente von Ittner et al.,, 2010 zeigten,
dass Tau die postsynaptische NMDAR-abhangige Exzitotoxizitat von Af modulieren
kann. Dabei zeigten APP23-Mause mit einer verkiirzten transgenen Tau-Form oder
einem Tau-Knockout eine verringerte Af3-Toxizitat (Ittner et al,, 2010). Des Weiteren
ist beschrieben, dass sowohl in vitro als auch in Alzheimer Patienten losliche Af3-Tau-
Komplexe gefunden wurden. Diese Komplexe scheinen die Tau-Phosphorylierung
durch Erhohung der Kinase-Aktivitat zu fordern (Guo et al., 2006). Diese Ergebnisse
liefern Belege fiir ein potentielles Zusammenspiel zwischen Tau und Af, wobei
weiterhin unklar ist welche Mechanismen diese Interaktion beeinflussen und welcher

Faktor up- oder downstream agiert.
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1.1.4 Potenzielle Risikofaktoren zur Erkrankung an Morbus Alzheimer

Trotz vieler unterschiedlicher Modelle kennt man bislang nicht die Ursache fiir die
Alzheimersche Krankheit (Mroczko et al., 2018) in ihrer sporadischen Form. In der
Literatur werden verschiedene Risikofaktoren mit dem Auftreten von Morbus
Alzheimer assoziiert. Die Krankheit kann in zwei unterschiedlichen Formen, der
hereditdren und der spontanen Form, vorliegen. Die eher seltene (< 1%) hereditare
Form tritt haufig schon sehr frith mit <65 Jahren auf und wird als Early-Onset-
Erkrankung bezeichnet (Blennow et al.,, 2006; Alzheimer’s Association, 2016). Der
Ausbruch der Krankheit in dieser Form resultiert meist aus einer autosomalen-
dominant vererbten Mutation in einem von drei spezifischen Genen. Hierzu gehoren die
Gene des Amyloid-Precursor-Proteins (APP) und die des Presenilin-1- und -2-Proteins
(PS1, PS2) (Bekris et al,, 2010). Es sind derzeit tiber 200 Mutationen dieser Gene
bekannt, die krankheitsverursachend sind (Hsu et al, 2020). Diverse Alzheimer-
Mausmodelle basieren auch auf transgenen Mutationen dieser Gene. Eine Mutation im
APP- oder PS1-Gen hat eine hohere Penetranz zur Erkrankung an Alzheimer als eine
Mutation im PS2-Gen (Goldman et al,, 2011). 80% der Early-Onset-Erkrankungen an
Alzheimer sind einer PS1-Mutation geschuldet. Fiir PS-2 sind es nur 5% und 14% der
Alzheimer-Friitherkrankungen werden von einer APP-Mutation induziert (Guerreiro et
al., 2012). Da alle drei Gene an der Produktion und Spaltung des Af3-Peptids beteiligt
sind, wurde schon oft gezeigt, dass eine Fehlfunktion dieser Proteine zu einer
veranderten Produktion und Menge des Peptids flihrt (Xia et al,, 2015; Selkoe und
Hardy, 2016; Sun et al., 2017).

Viel haufiger tritt jedoch die sporadische Form von Alzheimer auf. Ein genetischer
Risikofaktor hierbei ist die allelische Variante des Lipoproteins ApoE. Es existieren drei
Formen des Allels: ApoE €2, ApoE €3 und ApoE €4. Die Letztere (g4) ist mit einem
dreifach héheren Risiko fiir die Erkrankung an Alzheimer assoziiert; eine homozygote
ApoE €4 Kombination ist sogar mit einem acht- bis zwdlffach erhohten Risiko
verbunden (Corder et al., 1993; Holtzman et al. 2012). Das ApoE €4 Allel fiihrt jedoch
nicht zwingend zu einer Alzheimer-Erkrankung und ist damit auch kein geeigneter
Alzheimer-Marker, denn ~75% der €4 Allel-Trager mit wenigstens einer Kopie bleiben
symptomfrei. Auch unter den diagnostizierten Alzheimer-Patienten tragen bis zu 50%
der Personen kein €4 Allel (Loy et al., 2014; Alzheimer’s Association, 2016).

Das Down Syndrom wird ebenfalls mit der Alzheimerschen Demenz assoziiert.

Verschiedene Studien berichten, dass mehr als 50-80% der tiber 65-Jahrigen Down
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Syndrom-Patienten an Alzheimer erkrankt sind (Wiseman et al., 2015; Castro et al,,
2017). Bei Down Syndrom liegt eine zusatzliche Kopie des Chromosoms 21 vor
(Trisomie 21). Auf diesem Chromosom ist auch das Gen lokalisiert, welches fiir APP
codiert. Wegen der typisch auftretenden Amyloid-Plaques bei DS (Lemere et al., 1996)
wird vermutet, dass die 1,5-fache Menge des APP-Gens eine mogliche Ursache dafiir ist.
Neuere Studien in Mausen zeigen jedoch, dass die Alzheimer-Pathologie bei DS auch
unabhangig von der zusatzlich APP-Kopie entstehen kann (Wiseman et al,, 2018). Es ist
unklar, ob nicht noch andere Gentriplikationen auf Chromosom 21 dabei eine Rolle
spielen.

Das natiirliche Altern ist ein weiterer offensichtlicher Faktor, mit dem die
Wahrscheinlichkeit, an Morbus Alzheimer zu erkranken, steigt. Eine US-Studie aus dem
Jahr 2016 hat gezeigte, dass in einer Gruppe von Alzheimer-Patienten der Anteil, der
unter 65-Jahrigen bei nur 4% lag, wohingegen 44% der Patienten 75-84 Jahre alt waren
(Alzheimer’s Association, 2016). Die Inzidenz von Morbus Alzheimer steigt generell mit
dem Alter drastisch an und liegt bei den iiber 85-Jahrigen bei 10-30% (Mayeux, 2003).
Epidemiologische Studien und Autopsien haben ergeben, dass es auch einen
Zusammenhang zwischen (traumatischen) Kopfverletzungen und Demenz
beziehungsweise Morbus Alzheimer gibt (Jellinger, 2004). Es gezeigte sich, dass eine
starke traumatische Hirnverletzung mit einem 4,5-fach hoheren Risiko fiir Demenz und
Alzheimer assoziiert war (Plassman et al., 2000). Trauma-bedingtes CTE, was haufig bei
Sportlern wie Footballspielern oder Boxern vorkommt, wurde ebenfalls als
Demenzrisiko beschrieben (Omalu, 2014). Die Auswirkungen einer Kopfverletzung auf
kognitive Fahigkeiten scheinen durch den Alzheimer-Risikofaktor Apolipoprotein E €4-
Allel verstarkt zu werden und auch die anschlieféende Genesung bei €4-Allel-Tragern
war negativ beeinflusst (Lichtman et al., 2000; Ariza et al., 2006).

Zusatzlich zum Altern und familidr-genetischen Risikofaktoren werden auch
beeinflussbare Risikofaktoren mit Alzheimer assoziiert. Beispielsweise wird eine
niedrige Bildung als Risikofaktor diskutiert (Mortimer et al., 2003; Koepsell et al.,
2008). Die Hypothese ist, dass eine bessere neuronale Entwicklung zu einer
sogenannten ,kognitiven Reserve“ fiihrt, die zu einer besseren Kompensation von
degenerativen Hirnveranderungen beitragt (Stern, 2012). Eine gesteigerte mentale und
soziale Aktivitat scheint ebenfalls einen reduzierenden Einfluss auf das Alzheimer-

Risiko zu haben (Mayeux, 2003; Alzheimer’s Association, 2016).
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Auch das biologische Geschlecht korreliert mit einer erhéhten Vulnerabilitat fiir
Morbus Alzheimer. Epidemiologische Studien haben ergeben, dass es in Bezug auf das
biologische Geschlecht sowohl Unterschiede in der Auspragung als auch dem Verlauf
der Krankheit gibt (Ferretti et al, 2018). Frauen sind demnach schneller von
kognitivem Verfall und Hirn-Atrophie betroffen als Manner (Hua et al., 2010; Lin et al.,
2015). Die neuroprotektive Funktion des Hormons Ostrogen und der Ostrogenverlust

von Frauen nach der Menopause konnten hierbei einen Einfluss haben (Li et al., 2014).

1.2 Neuronale Transmission
Als Neurotransmission wird die Weiterleitung von neuronalen Informationen
bezeichnet. Die Neurotransmission im zentralen Nervensystem (ZNS) findet an
Synapsen statt. Als Synapse wird ein Bereich bezeichnet, an dem zwei Neurone in
Kontakt treten. Zwischen dem Axon eines vorgeschalteten (prasynaptischen) Neurons
und den Dendriten eines nachgeschalteten (postsynaptischen) Neurons werden bei der
Weiterleitung eines Signals bestimmte Botenstoffe, sogenannte Neurotransmitter, aus
Vesikeln des Axons in den synaptischen Spalt entlassen. Der synaptische Spalt ist der
Raum zwischen einem Axon und einem Dendriten. Bei der anterograden
Neurotransmission wandern die entlassenen Neurotransmitter zu spezifischen
Rezeptoren, die an der Membranoberfliche der Dendriten sitzen. Bindet ein
Neurotransmitter an einem spezifischen Rezeptor wird dessen Aktivitatszustand
verandert. Es konnen beispielsweise selektiv Ionen durch die Membran in das
postsynaptische Neuron einstromen. Diese Ionen verandern aufgrund ihrer Ladung das
Membranpotential im postsynaptischen Neuron und l6sen dadurch weitere
Reaktionskaskaden aus. Welche Auswirkung die Signalkaskaden am postsynaptischen
Neuron haben wird durch die Eigenschaft der prasynaptischen Neurotransmitter und

die Rezeptoren innerhalb der postsynaptischen Membran beeinflusst.

1.2.1 Erregende und Hemmende Neurotransmission

Man unterscheidet zwischen zwei Arten der neuronalen Transmission. Die
exzitatorische (erregende) und die inhibitorische (hemmende) Neurotransmission.
Erregbare Neurone besitzen ein sogenanntes Ruhemembranpotential von -70 mV.
Dieses Ruhepotential wird durch eine unterschiedliche lonen-Verteilung innerhalb und

auflerhalb der Zellmembran erzeugt. Hierbei spielen vor allem Kalium-lonen, neben

25



Einleitung

Natrium- und Chlorid-lonen, die entscheidende Rolle (Kandel et al.,, 1991, Kapitel 5).
Eine erregende Synapse sorgt dafiir, dass im postsynaptischen Neuron ein
exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) ausgelost wird. An der
postsynaptischen Membran werden somit durch den erregenden Reiz
transmittersensitive  Natrium- und Kalium-Kandle geoffnet. Erreicht das
Membranpotential durch den Einstrom/Austram der lonen einen bestimmten
Schwellenwert (von ca. -50 mV) werden zusatzlich weitere spannungsabhingige
Natriumkanale geoffnet. Der intensivierte Natrium-Einstrom sorgt schlief3lich fiir eine
Depolarisation der Postsynapse (bis zu 40 mV). Es entsteht ein Aktionspotential,
welches sich als elektrisches Signal bis zum Axon des postsynaptischen Neurons
ausbreitet und somit an der nachsten Synapse auf ein weiteres Neuron iibertragen
werden kann (Kandel et al., 1991, Kapitel 6).

Durch die Aktivierung einer inhibitorischen Synapse wird das Ruhepotential im
postsynaptischen Neuron erniedrigt. Man spricht hier von einem inhibitorischen
postsynaptischen Potential (IPSP). Prasynaptische Neurotransmitter sorgen hier
ebenfalls fiir die Offnung von postsynaptischen lonenkanilen. Der Ausstrom von
Kalium- mit gleichzeitigem Einstrom von Chlorid-lonen fiihrt in der postsynaptischen
Zelle zu einer Hyperpolarisation der Membran. Hierbei verringert sich das
Ruhepotential von -70 mV auf bis zu -100 mV. Das erniedrigte Potential erschwert das
Erreichen des Schwellenpotentials (-50 mV) und verhindert somit die Entstehung eines
Aktionspotentials; die Erregungsweiterleitung wird somit gehemmt.

Ob ein Neuron erregend oder hemmend wirkt, wird zum einen vom Typ des
Neurotransmitters entschieden; zum anderen sind die jeweiligen Rezeptoren-Typen in
der postsynaptischen Membran entscheidend. Typische hemmende Neurotransmitter
im ZNS sind die Gamma-Aminobuttersiure (GABA) und Glycin. Andere
Neurotransmitter wie Dopamin und Serotonin kénnen je nach Rezeptor-Typ in der
postsynaptischen Membran sowohl ein IPSP als auch ein EPSP auslésen (Kandel et al.,
1991, Kapitel 11). Ein klassischer erregender Neurotransmitter ist das L-Glutamat
(Watkins, 2000). Glutamat ist ein Ligand fiir ionotrope und metabotrope Rezeptoren.
Ionotrop bedeutet, dass die jeweiligen Rezeptoren auch als Kanadle fiir [onen fungieren.
Hierzu gehéren AMPA-, NMDA- und Kainat-Rezeptoren, die neben Glutamat weitere
namensgebende Agonisten besitzen. Bei metabotropen Rezeptoren wird durch die

Bindung des Liganden eine Second-Messenger-Signalkaskade eingeleitet. Fiir Glutamat
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sind bisher acht metabotrope G-Protein-gekoppelte Rezeptoren bekannt (mGlu 1-8)
(Sugiyama et al., 1987; Watkins, 2000).

1.2.2 Aufbau und Funktion von NMDA-Rezeptoren

Der glutamaterge NMDA-Rezeptor (NMDAR) ist nach seinem spezifischen Liganden
N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) benannt, der jedoch physiologisch nicht vorkommt.
NMDARs haben im Vergleich zu anderen ionotropen Glutamat-Rezeptoren eine
langsamere Liganden-Dissoziationsrate und eine héhere Glutamat-Affinitit (Andersen
et al, 2007; Patneau und Mayer, 1990; Traynelis et al.,, 2014). Wenn Glutamat am
NMDAR gebunden wird, 6ffnet sich dieser liber einen ldngeren Zeitraum wiederholte
Male und hélt damit den lonen-Einstrom in die Zelle iiber mehrere hundert
Millisekunden aufrecht (Lester et al., 1990). Funktionsfahige NMDARs sind aus vier
Untereinheiten zusammengesetzt (Abbildung 9). Der Rezeptor besitzt eine
aminoterminale Domane (ATD), eine Lianden-bindende Domaine (LBD) und eine
Transmembran-Domaéane (TMB) (Abbildung 9A). Die NMDAR-Untereinheiten werden in
drei unterschiedliche Subtypen unterteilt, die NR1-, NR2- und NR3-Untereinheiten. Die
NR2-Untereinheit kann als NR2A, -B, -C oder -D-Variante vorliegen und enthilt die
Bindestelle fiir den Agonisten Glutamat (Abbildung 9A) (Laube et al., 1997; Anson et al.,
1998). Diese Untereinheit entscheidet auch iiber die elektrophysiologischen und
pharmakologischen Eigenschaften des Rezeptors (Monyer et al, 1994). Fiir die
NR1-Untereinheit sind acht Spleifdvarianten bekannt (Zukin und Bennett, 1995). NR1
ist fiir die Bildung eines funktionsfahigen Rezeptors essentiell. Belegt wird dies durch
die Ergebnisse von KO-Experimenten in Mausen; Mause mit einem komplett-KO der
NR1-Untereinheit sind letal (Forrest et al., 1994). Die NR1-Untereinheit besitzt
Bindestellen fiir die sogenannten Co-Agonisten Glycin und D-Serin (Abbildung 9A)
(Kuryatov et al., 1994; Mothet et al, 2010). Experimente haben gezeigt, dass die
Bindung der Co-Agonisten eine Bedingung fiir die Aktivierung des Rezeptors ist
(Johnson und Ascher, 1987; Kew et al., 2000). Die Co-Agonisten scheinen somit eine
Rolle als physiologische Regulatoren der Rezeptoraktivitat zu tibernehmen. Die A- und
B-Variante der NR3-Untereinheit besitzen wie NR1 eine Glycin-Bindestelle und
kommen im Gegensatz zu den beiden anderen Untereinheiten nicht im Hippocampus
vor. Die Aktivitdt von NR1/NR3-Rezeptortypen ist aufgrund der fehlenden Glutamat-
Bindestelle Glycin-gesteuert (Chatterton et al., 2002). Ein funktionsfahiger NMDAR ist
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ein Heterotetramer, der sich aus zwei obligatorischen NR1-Untereinheiten und zwei
homologen NR2- beziehungsweise NR3-Untereinheiten zusammensetzt (Laube at al,,
1998). Das Vorkommen der verschieden Isoformen der Untereinheiten ist sowohl
Hirnregion-spezifisch, als auch abhdngig vom Entwicklungsstadium (Monyer et al.,
1994; Wenzel etal,, 1997). Farbungen von Gehirnschnitten aus Ratten in verschiedenen
Entwicklungsstadien zeigen beispielsweise, dass im Hippocampus hauptsachlich der
NR1 und die Isoformen A und B der NR2-Untereinheit exprimiert werden, wohingegen
NR2C ausschliefdlich im Cerebellum transkribiert wird (Abbildung 10). Weiterhin ist
aufgrund des Transkriptionsmusters anzunehmen, dass beispielsweise NR2C in der
postnatalen Entwicklung eine geringere Bedeutung hat als im adulten Zustand des

Tiers (Abbildung 10).
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Abbildung 9 Aufbau des heterotetrameren NMDA-Rezeptors.

A. Der heterotetramere NMDA-Rezeptor setzt sich aus verschiedenen Untereinheiten zusammen. Der hier
exemplarisch gezeigte N1a/N2B-Rezeptor besitzt zwei NR1-Untereinheiten (GluN1a a: orange; B: gelb) und
zwei NR2B-Untereinheiten (GIuN2B a: blau; B: violett). Der N-terminale Bereich (NT) des Rezeptors befindet
sich im extrazelluldaren Raum und das C-terminale Ende (CT) ragt in den intrazellularen Raum. Der Rezeptor
besitzt drei Doméanen: eine Aminoterminale Doméne (ATD), eine Liganden-bindende Domane (LBD) und eine
Transmembran-Domane (TMB). Die Bindestelle fiir den Co-Agonisten Glycin (Gly, rot) und die Bindetaschen
fir den Agonisten L-Glutamat (L-Glu, grin) befinden sich in der LBD der NR1- beziehunsgweise NR2-
Untereinheit. Verschiedene Antagonisten wie beispielsweise das hier abgebildete Ifendrodil (IF, griin) binden
im Bereich der ATD (Karakas und Furukawa, 2014). B. Der Rezeptor-Blocker Magnesium und der nicht-
kompetitive Inhibitor MK-801 hingegen binden in der Pore der TMD (Song et al., 2018). C. Die schematische
Darstellung der MK-801-Rezeptorblockade (Song et al., 2018).
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adult

Abbildung 10 mRNA-Expressionsmuster der NMDAR-Untereinheiten in Gehirnschnitten von Ratten.
Gezeigt ist das postnatale und adulte mRNA-Expressionsmuster der NMDAR-Untereinheiten NR1, NR2A,

NR2B, NR2C und NR2D in horizontalen Rattengehirn-Schnitten. Zu sehen ist, dass die Transkription der NR1-
und NR2B-mRNA bereits am postnatalen Tag 0 (P0O) sehr stark ist. NR1 ist groRfldchig exprimiert und bleibt
auch im adulten Zustand konstant. NR2B ist an PO vor allem im Cortex, Striatum, Septum, Thalamus und
Hippocampus verbreitet und im Cerebellum nur schwach bis gar nicht exprimiert. In der adulten Ratte findet
sich NR2B tiberwiegend im Hippocampus und im Cortex. Die NR2A- und NR2C-Transkription beginnt zu einem
spateren Entwicklungsstadium. Die NR2A mRNA wird dhnlich wie NR1 im adulten Zustand in nahezu allen
Gehirnarealen transkribiert. Das NR2C-Transkriptom begrenzt sich im adulten Tier auf das Cerebellum. Die
NR2D-Untereinheit wird vor allem im frithen Entwicklungsstadium transkribiert und ist im adulten Zustand
stark reduziert. cb: Cerebellum, cx: Cortex, hi: Hippocampus, s: Septum, st: Striatum, t: Thalamus (Abbildung
verandert nach Monyer et al., 1994).
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Ein funktionsfahiger NMDAR formt innerhalb der Zellmembran einen
spannungsabhdngigen lonen-Kanal, der permeabel fiir Ca2+ und weitere monovalente
Kationen wie Na+ und K+ ist (Mayer et al., 1988). Die relative Durchlassigkeit von
NMDARs ist im Vergleich zu den anderen Ionen fiir Calcium deutlich hoher und spielt
eine grofde Rolle fiir die Langzeit-Plastizitit von Neuronen (Mayer und Westbrook,
1987). Calcium-Ionen fungieren zudem innerhalb der Zelle als Second Messenger, die
bestimmte Signalkaskaden einleiten (Kovalchuck et al, 2000). Damit sich
postsynaptische NMDARs o6ffnen konnen und Ca2+ einstromen kann miissen zwei
Bedingungen erfiillt sein. (I) An der Prasynapse muss es zur Ausschiittung von Glutamat
kommen und (II) die postsynaptische Membran muss ausreichend depolarisiert
werden (Wigstrom und Gustafsson, 1986). Es muss also eine gleichzeitige pra- und
postsynaptische Aktivitat vorliegen, denn wahrend des Membranruhepotentials ist die
Durchlassigkeit der NMDARs durch extrazellulire Magnesium-lonen blockiert
(Abbildung 11). Die Mg2+-lonen binden spannungsabhdngig im Inneren der
Rezeptorpore und blockieren den lonenfluss (Mayer et al., 1984; Nowak et al., 1984).
Die durch die Depolarisierung erzeugte Spannungsveranderung an der Membran fiihrt
zur Auflésung der Magnesium-Blockade und der Rezeptor kann sich 6ffnen (Abbildung
11). Die spannungsabhéangige Regulation des Calcium-Einstroms durch die Magnesium-
Blockade wirkt der sogenannten Exzitotoxizitat entgegen. Ist die Aktivitit der NMDARs
liber einen langeren Zeitraum gegeben, konnen Calcium und andere lonen iibermafiig
in die Zelle einstromen. Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass neuronale
Zellkorper und Dendriten unter diesen Bedingungen anschwellen (Rothman und Olney,
1987). Die CaZ+-Akkumulation im Inneren der Zelle fiihrt dabei zur Aktivierung vieler
Calcium-abhangiger Proteine wie NOS und Calpaine, die Zellstrukturen, Membranen

oder die DNA schadigen kénnen und schlief3lich zum exzitatorischen Zelltod fiihren.
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Abbildung 11 Funktion des ionotropen NMDA-Rezeptors.

Innerhalb der Rezeptor-Pore (Transmembran-Domaéne) befindet sich eine Bindetasche fiir Magnesium-lonen
(Mg?"). Bindet Magnesium am NMDA-Rezeptor, wird dieser blockiert und die lonen kénnen nicht transportiert
werden. Die Aktivitdts-abhingige Ablésung des Mg?* fithrt zur Offnung des Rezeptorkanals. Natrium- (Na*),
Kalium- (K*) und Calcium-lonen (Ca?*) kénnen nun in den extra- beziehungsweise intrazelluliren Raum
stromen. Durch die Ladungsverschiebungen an der Membran verandert sich folglich auch das
Membranpotential (Vm) (Zito und Scheuss, 2009).

1.2.3 Die physiologische Relevanz von NMDARs

NMDA-Rezeptoren sind nachweislich in den Prozess der synaptischen Plastizitit
involviert (Liischer und Malenka, 2012). Als synaptische Plastizitiat bezeichnet man die
Fahigkeit von Synapsen ihre Effizienz druch funktionelle oder morphologische
Anpassung zu verdndern. Die morphologische Veranderung kann bedeuten, dass die
Anzahl oder Strukturierung der Synapsen angepasst wird. Die funktionellen
Verdanderungen beziehen sich auf die synaptische Signaliibertragung selbst und kénnen
in Form von Verstarkung (Potenzierung) oder Abschwachung (Depression) auftreten.
Diese Veranderungen konnen als kurzzeitige oder langzeitige Plastizitdt auftreten. Bei
der Langzeit-Potenzierung (LTP) und Langzeit-Depression (LTD) unterscheidet man

zwischen einer NMDAR-abhdngigen und NMDAR-unabhangigen Form.

Langzeit-Potenzierung (LTP)

Die NMDA-abhangige Langzeit-Potenzierung findet in der CAl-Region des
Hippocampus statt und ist auch in anderen Bereichen des Gehirns nachgewiesen (Nicoll
und Malenka, 1995). Versuche zur Inhibition der NMDARs durch kompetitive und
nicht-kompetitive Antagonisten haben gezeigt, dass die Induktion der LTP im CA1-
Areal von der Aktivierung postsynaptischer NMDA-Rezeptoren abhingig ist
(Collingridge et al., 1983; Harris et al. 1984; Coan et al., 1987), und dass Ca%*-lonen
dabei eine essentielle Rolle spielen. (Lynch et al., 1983). Fiir akute Gehirnschnitte nutzt

man tiblicherweise hochfrequente, krampfartige Impulse (50-100 Hz), um eine LTP zu
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induzieren (Liischer und Malenka, 2012). Diese Art der Stimulation sorgt fiir eine
Summierung von aufeinanderfolgenden EPSPs, die zu einer starken Depolarisation der
postsynaptischen Membran fithren. Die NMDAR-Blockade durch Magnesium wird
gelost und die intrazelluldre Calciumkonzentration steigt. Das akkumulierte Calcium
setzt Kinase-abhangige Siganalkaskaden in Gang, die die Exozytose und
Phosphorylierung von AMPA-Rezeptoren (AMPAR) in die Membran vermitteln (Benke
etal,, 1998; Derkach et al.,, 1999; Ehlers, 2000; Lisman et al., 2002). Bei dem Prozess der
Exozytose verschmelzen zytosolische Vesikel mit der Zellmembran, so konnen zum
Beispiel Rezeptoren in die Zellmembran eingebaut werden. Die gesteigerte AMPAR-
Anzahl innerhalb der postsynaptischen Membran sorgt fiir die Sensitivierung der
Synapse gegeniiber Glutamat, was schlief3lich zu einer langanhaltenden Verstarkung
der synaptischen Effizienz fiihrt (Lisman et al., 2002; Liischer und Malenka, 2012). Fiir
die NMDAR-abhdngige LTP ist sowohl die Aktivierung der Prasynapse, mithin der
Neurotransmitterausstof3, als auch die Depolarisation der Postsynapse entscheidend.
Die NMDAR-unabhdngige LTP entsteht an den hippocampalen Moosfasern. Diese
Fasern projizieren von den Granularzellen des Gyrus dentatus zur CA3-Region (Nicoll
und Malenka, 1995). Versuche mit NMDAR-Antagonisten haben gezeigt, dass die
Entstehung dieser LTP unabhangig von der NMDAR-Aktivierung stattfindet (Harris und
Cotman, 1986; Katsuki et al., 1991). Entscheidend fiir die Entstehung der Moosfaser-
LTP ist nicht der postsynaptische, sondern der prasynaptische Ca2*-Einstrom, der
schliefllich zu einer verstarken Transmitterausschiittung fiihrt (Castillo et al.,, 1994;

Mellor und Nicoll, 2001).

Langzeit-Depression (LTD)

Die NMDAR-abhangige Langzeit-Depression kann in akuten Gehirnschnitten durch
Niedrigfrequenz-Impulse im Bereich von 0,5-3 Hz eingeleitet werden (Liischer und
Malenka, 2012). Im Bereich der Schaffer-Kommissural-CA1-pyramidalen Synapsen ist
die Aktivitat der NMDAR essentiell fiir die Induktion einer LTD wie Experimente mit
NMDAR-Antagonisten zeigten (Dudek und Bear, 1992). Anders als bei der LTP leitet das
intrazelluldare Calcium hier keine Kinase-abhingige, sondern eine Phosphatase-
abhangige Signalkaskade ein (Mulkey et al., 1993; Mulkey et al., 1994). Diese Kaskade
fihrt zur Dephosphorylierung und Endozytose von AMPAR (Carroll et al., 2001).
Hierdurch wird die Sensitivitit der Synapse gegeniiber Glutamat verringert und die

synaptische Effizienz wird geschwacht. Neben der NMDAR-abhangigen LTD konnte
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man an den Schaffer-Kommissural-CAl-pyramidalen Synapsen ein LTD nachweisen,
dass abhédngig von metabotropen Glutamat-Rezeptoren (mGluR) ist. Die spezifische
Inhibition von mGluR durch Antagonisten zeigte eine Verhinderung dieser Form der
LTD (Bashir et al., 1993). Eine weitere NMDAR-unabhangige Form der LTD entsteht an
den Synapsen zwischen den Moosfasern und den Neuronen der CA3-Region (Dominici

etal., 1998).

NMDAR-Insuffizienz: Auswirkungen auf synaptische Plastizitdt und Kognition

Langzeit-Verdnderungen der synaptischen Effizienz sind in die Prozesse des Lernens
und der Erinnerung involviert (Lynch, 2004; Whitlock et al., 2006; Neves et al., 2008;
Takeuchi et al., 2013). Die Aktivitadt der exzitatorischen NMDARs scheint aufgrund ihrer
Rolle bei der LTP und LTD essentiell fiir verschiedenen Formen des Lernens und
Erinnerns zu sein (Liischer und Malenka, 2012). Bei alternden Ratten konnte der
kognitive Verfall mit der Reduktion der NMDAR-abhédngigen LTP assoziiert werden
(Boricetal., 2008). Mehrere Untersuchungen zur Alterung bei Ratten und Affen belegen
einen altersbedingten Verlust der verschiedenen NMDAR-Untereinheiten (Sheng et al.,
1994; Gazzaley et al,, 1996; Liu et al,, 2008). KO-Experimente in Nagern (Tabelle 1)
zeigten, dass vor allem der hippocampale Verlust der NR1-Untereinheit
beziehungsweise deren Glutamatbindestelle zu einer Beeintrachtigung des raumlichen
Lernens und einer Verringerung der LTP fiihrte (Tsien et al., 1996; Kew et al., 2000).
Ein zeitabhdngiges Ausschalten der NR1-Expression in der CA1l-Region hat
verdeutlicht, dass die NR1-Isoform auch in die Speicherung von Langzeit-Erinnerungen
involviert ist (Shimizu et al., 2000). KO-Experimente der hippocampal exprimierten
NR2 Varianten zeigten, dass NR2A und NR2B ebenfalls eine Rolle bei der NMDAR-
abhangigen LTP und LTD spielen. Der jeweilige KO der Varianten fiihrte zu einer
Reduktion der NMDAR-vermittelten synaptischen Aktivitit in Neuronen innerhalb der
CA1-Region (Sakimura et al., 1995; Kutsuwada et al., 1996). Auch die pharmakologische
Inhibition des NMDAR durch verschiedene Antagonisten legte nahe, dass NMDA-
Rezeptoren eine essentielle Rolle bei verschiedenen Formen des Lernens und des
Erinnerungsvermogens spielen (Tabelle 1). Fiir NMDARs existieren diverse spezifische
antagonistische Liganden. Ein kompetitiver Inhibitor der NR2-Untereinheit ist
beispielsweise (R)-2-Amino-5-Phosphonovaleriansaure (AP5), welches mit Glutamat
um dessen Bindestelle am Rezeptor konkurriert. Nicht kompetitive Antagonisten sind

Phencylidin (PCP), Ketamin und Dizocilpin (MK-801) (Watkins, 2000). Der Antagonist
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Einleitung

Manipulation Spezies | Ergebnisse Quelle
NMDAR Inhibition mit AP5 Ratte Verhinderung der LTP-Induktion Collingridge
etal, 1983
Ratte Dosis-abhangige Defizite der LTP und im Butcher et
raumlichen Lernen al,, 1990
Ratte Verhinderung der LTP-Induktion; Defizite Morris et al.,,
im rdumlichen Lernen 1986
Ratte Defizite im rdumlichen Lernen; keine Morris et al.,,
Defizite in der Retention von gespeicherter | 1989
raumlicher Information
Ratte Beeintrachtigung des zeitlichen Tonkiss et
Erinnerungsvermogens bei nicht- al,, 1988
raumlichen Lernaufgaben
NMDAR Inhibition mit PCP Ratte Defizite bei der Retention von Langzeit- Handelmann
Erinnerungen etal, 1987
NMDAR Inhibition mit MK-801 | Ratte Defizite beim Lernen; keine Defizite bei McLamb et
Retentionsaufgaben al, 1990
Ratte Beeintrachtigte Retention (niedrige Dosis); | Wozniak et
Beeintrachtigung bei der al,, 1989
Aufgabenausfiihrung (berauschende Dosis)
NMDAR Inhibition mit MK-801 | Maus Defizite beim Lernen; keine Defizite beim Mondadori
und AP7 Abrufen von Erlerntem etal., 1989
NR1 KO in der CA1 Region Maus Beeintrachtigung des zeitlichen Huerta et al,,
Erinnerungsvermogens 2000
Maus Defizite der LTP und im rdumlichen Lernen | Tsien et al.,
1996
Mutation der Glycin- Maus Defizite der LTP und im rdumlichen Lernen, | Kew et al,,
Bindestelle in NR1 Veranderungen im Angstverhalten 2000
NR2A KO Maus Reduktion der LTP; mafdige Sakimura et
Beeintrachtigung des raumlichen Lernens al,, 1995
NR2B KO Maus Minderung der LTD Kutsuwada
etal, 1996
NR2B Uberexpression im Maus Verstarkte LTP; Verbesserung in Tangetal,
Vorderhirn assoziiertem Lernen und Erinnern 1999
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PCP wurde in den 1950ern und 1960ern als Anasthetikum eingesetzt. Der akute Effekt
dieser Substanz flihrte bei vielen Patienten zu psychotischen Nebeneffekten wie
Aufmerksamkeitsstorungen, verlangsamter Reaktionszeit, Halluzinationen,
Verwirrtheit und verschlechterter kognitiver Funktion (Davies und Beech, 1960;
Bakker und Amini, 1961). PCP wurde spater aufgrund der starken Nebenwirkungen
durch das weniger potente Ketamin ersetzt (Newcomer et al.,, 2000). Beide Substanzen
gelten auch als sogenannte Rauschdrogen. Auch fiir Ketamin sind Auswirkungen wie
retrograde Amnesie und eine Verschlechterung des Langzeitlernens und
Erinnerungsvermogens beschrieben (Pandit etal.,, 1971; Krystal et al.,, 1994; Harborne
et al. 1996).

Die Beeintrachtigung der synaptischen Plastizitit wird mit diversen Symptomen
verschiedener Krankheitsbildern assoziiert. Hierzu gehoren beispielsweise Demenz,
Depression, Suchtkrankheiten, Angststorungen, Nervenschmerzen und
Bewegungsstorungen. Die Alzheimersche Krankheit geh6rt auch zu diesen Krankheiten
und wird vor allem mit dem Verlust der synaptischen Plastizitit in Verbindung
gebracht (Liischer und Malenka, 2012). In der Forschung wird stark diskutiert, ob eine
NMDAR-vermittelte Exzitotoxizitdt oder NMDAR-Hypofunktion eine Rolle bei Morbus
Alzheimer spielen konnte (Lee et al, 2002). Untersuchungen haben reduzierte
Proteinlevel und mRNA-Level der NMDAR-Untereinheiten bei Alzheimerpatienten
belegt (Hynd et al., 2001; Sze et al, 2001; Mishizen-Eberz et al., 2004). John Olney
beschrieb in der Literatur seine NMDAR-Hypofunktions-Hypothese, die eine
Insuffizienz von NMDAR und damit verbundene Downstream-Effekte als mogliche
mechanistische Ursache fir verschiedene Psychosen (wie Schizophrenie) oder
kognitive Beeintrachtigungen (wie bei Morbus Alzheimer) in Betracht zieht (Olney und
Farber, 1995; Olney et al, 1998; Newcomer et al., 2000). Die Hypothese begriindet sich
unter Anderem auf Ergebnissen, dass die Behandlung mit NMDAR-Antagonisten und
die dadurch resultierende NMDAR-Hypofunktion eine neuronale Schadigung in Form
von Lasionen und neuronalen Zelltod erzeugen kann, besonders wahrend der
Entwicklung des zentralen Nervensystems (Olney et al.,, 1989; Corso et al.,, 1997;
Horvath et al,, 1997; Wozniak et al., 1998). Eine mogliche Erklarung fiir die einsetzende
Neurodegeneration liefert die Glutamat-gesteuerte Regulation der inhibitorischen
Transmission (Newcomer et al, 2000). Studien zum Verschaltungskreislauf von
Neuronen haben gezeigt, dass Glutamat die NMDARs an GABAergen Interneuronen

stimuliert, was in einer Inhibition der exzitatorischen Transmission an pyramidalen
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Neuronen resultierte (Giovannini et al,, 1994; Kim et al,, 1999). Ist diese Regulation
aufgrund der NMDA-Hypofunktion nicht gegeben, sinkt die Aktivitat der GABAergen
Neurone und das System verliert seine inhibitorische Kontrolle der exzitatorischen
Transmission im Cortex (Farber et al., 2002; Homayoun und Moghaddam, 2007). Diese
Disinhibition zieht eine exzessive Freisetzung der exzitatorischen Neurotransmitter
Glutamat (Moghaddam et al., 1997; Adams und Moghaddam, 1998; Farber et al., 2002)
und Acetylcholin im Cortex mit sich (Giovannini et al., 1994; Kim et al., 1999), die zu
einer NMDAR-unabhingigen Uberstimulation von exzitatorischen Neuronen fiihrt

(Farber et al.,, 2002; Homayoun und Moghaddam, 2007).
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1.3 Fragestellung

Trotz intensiver jahrelanger Forschung und hunderter klinischer Studien ist man bis
heute daran gescheitert, die Ursache des Morbus Alzheimer zu verstehen (Godyn et al,
2016). Das Nichtwissen tiber ihren Ursprung erschwert die Fritherkennung der
Krankheit. Die histopathologischen Merkmale, die fiir die Definition der
Alzheimerschen Demenz entscheidend sind, sind erst post mortem zu erkennen, was
eine eindeutige Diagnose der Alzheimerschen Krankheit zu Lebzeiten des Patienten
stark erschwert. Bildgebende Verfahren wie PET oder CSF-Untersuchungen auf Marker
(zum Beipiel Tau) sind hier zwar moéglich, erlauben aber keine eindeutige Diagnose. Die
falsche Definition der Demenzart kann ein Grund fiir das Scheitern vieler klinischer
Studien mit potentiellen Medikamenten gegen Morbus Alzheimer gewesen sein (Dubois
et at, 2007). Die mikroskopischen pathologischen Merkmale bei Morbus Alzheimer
wurden in der Vergangenheit oft als direkte Ausloser der Krankheit definiert. Es stellt
sich jedoch die Frage, wieso es uberhaupt zur Anhaufung dieser pathologischen
Merkmale kommt. Bei familidren Formen scheinen es genetische Griinde zu sein,
wohingegen es bei sporadischen Formen der Alzheimerschen Demenz keine
eindeutigen Erklarungen gibt. Betrachtet man viele andere Erkrankungen, erklaren
sich mikroskopisch sichtbare Merkmale haufig als physiologische Antwort auf einen
bestimmten pathologischen Ausléser. Bei der Serum-Amyloid-A-Amyloidose kommt es
beispielsweise aufgrund einer chronischen Entziindung oder chronischen Infektion
(z.B. Tuberkulose) zur Entstehung mikroskopisch sichtbarer Amyloid A-Fibrillen. Als
unspezifische Immunreaktion auf die Infektion wird das Akute-Phase-Protein Amyloid
A ilibermafiig exprimiert, welches dann aggregiert (Westermark et al., 2014). Die
Bildung des Amyloid A ist aber nicht der Ausloser der Erkrankung, sondern eine
physiologische Kompensationsreaktion als Antwort auf einen pathologischen Ausloser,
die Infektion. Mit Hinblick auf diese kompensatorischen Mechanismen ergibt sich die
Uberlegung, ob die Amyloid -Bildung und die Phosphorylierung von Tau bei Morbus
Alzheimer moglicherweise auch eine physiologische Kompensation eines bisher noch
unbekannten Ausldsers sein konnten. Ein dauerhaftes Anhalten des Ausldsers konnte
zu einer Ubermafdigen physiologischen Kompensation fiihren, die schliefilich
pathologisch wird.

Basierend auf in der Literatur beschriebenen Ergebnissen ergab sich fiir die

vorliegende Arbeit die Hypothese, dass eine Inhibition der exzitatorischen
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Neurotransmission durch eine Insuffizienz der NMDA-Rezeptoren ein moglicher
pathologischer Ausléser bei Morbus Alzheimer sein kdnnte.

Es ist beschrieben, dass supraphysiologische Konzentrationen von Amyloid {3
(uM - mM) durch Supplementation in vitro oder Uberexpression in vivo zu einer
Steigerung der Exzitotoxizitat gefiihrt haben (Harkany et al., 2000; Mattson et al., 1992;
Danysz und Parsons, 2012). Zieht man in Betracht, dass diese supraphysiologischen
Konzentrationen die physiologische Funktion in einem stark iibersteigerten Mafde
widerspiegeln konnten, konnte das bedeuten, dass Afd in physiologischen
Konzentrationen (pM - nM) zur Stabilisierung oder Intensivierung der exzitatorischen
Neurotransmission beitragt. Tatsachlich konnten drei unabhangige Arbeitsgruppen
zeigen, dass physiologische Konzentrationen von Af$ zu einer gesteigerten NMDA-
Rezeptor-abhangigen LTP  filhrten und auch Lernprozesse wund das
Erinnerungsvermogen verbesserten (Puzzo et al, 2008; Garcia-Osta und Alberini,
2009; Morley et al.,, 2010).

Das Mikrotubuli-assoziierte Protein Tau stabilisiert wiederum die Mikrotubuli und
reguliert den axonalen Transport in Neuronen (Wang und Mandelkow, 2016). Es gibt
Ergebnisse, die die Annahme unterstiitzen, dass die posttranslationale
Phosphorylierung von Tau zu einer Umverteilung vom Axon in die
somatodendritischen Bereiche fiihrt (Papasozomenos und Binder 1987; Tashiro et al,,
1997; Zempel und Mandelkow, 2012). Die postsynaptische Interaktion zwischen Tau
und der Src-Kinase Fyn fiihrt in somatodendritischen Arealen zur Phosphorylierung
der NMDAR-Untereinheit NR2B, was die NMDAR-PSD-95-Komplexbildung fordert und
physiologisch Lernvorgiange unterstiitzen konnte (Ittner et al, 2010; Mondragén-
Rodriguez et al,, 2012). Eine liberméaf3ige Akkumulation von Tau in den Dendriten
konnte schliefllich zu Exzitotoxizitdt filhren. Eine Reduktion von Tau hat in
verschiedenen in vivo Krankheits-Modellen auch die Unterdriickung von
Krampfanfillen und Ubererregbarkeit bewirkt (Roberson et al, 2007; Holth et al,
2013). Diese Literaturergebnisse deuten an, dass beide Proteine der Alzheimer-
Pathologie physiologisch an der Steigerung der exzitatorischen Neurotransmission
beteiligt sind. Eine Insuffizienz des glutamatergen Systems konnte demnach eine
Induktion sowohl der Af3-Produktion als auch der Tau-Phosphorylierung als
kompensatorische Antworten zur Folge haben.

Um diese Hypothese zu priifen, untersuchte ich den Effekt einer pharmakologischen

Inhibition von NMDARs auf besagte Proteine. Alle Versuche wurden unter normalen
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physiologischen und nicht transgenen Bedingungen durchgefiihrt, um dem bislang
vollig ungeldsten Problem der sporadischen Alzheimer-Erkrankung nahezukommen.
Zundchst wurden hierzu in vitro Experimente mit primédren kortikalen Zellen
durchgefiihrt. Diese Zellen zeigten nach Inkubation mit dem NMDAR-Inhibitor AP5
signifikante Induktionen von Phospho-Tau, Aff und APP. Anschlieflende in vivo
Experimente mit dem Blut-Hirn-Schranken-gangigen NMDAR-Inhibitor MK-801 in
Wildtyp-Mausen konnten diese Ergebnisse validieren. Die Mduse wurden mit
unterschiedlichen Dosen des NMDAR-Antagonisten behandelt, und die
Behandlungsdauer wurde ebenfalls zwischen wenigen Stunden und mehreren Wochen
variiert, um zu sehen, wie sich die Effekte unter wiederholter Inhibition der NMDAR-
Funktion verhalten. Der Vergleich zwischen mannlichen und weiblichen Méausen
brachte zusatzlich Aufklarung tiber die unterschiedliche geschlechtsspezifische
Habituation auf NMDAR-Insuffizienz. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten im Zuge der
Interpretation mit verschiedenen bekannten Alzheimer-Risikofaktoren in Verbindung

gebracht werden.
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2 Material

2.1 Spezielle Chemikalien

Tabelle 2 Liste der speziellen Chemikalien

Chemikalie

Unternehmen

Material und Methoden

Losungsmittel

2-Amino-5-phosphonovaleriansaure (D-AP5)

Biotrend;

Cayman Chemicals

Milli-Q-Wasser

4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Sigma-Aldrich

Methanol

Mononatriumglutamat

Sigma-Aldrich

Milli-Q-Wasser

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium-bromid (MTT)

Sigma-Aldrich

ddH20

(+)-MK-801(Dizocilpin)

Sigma-Aldrich

Milli-Q-Wasser

N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)

2.2 Antikorper

Tabelle 3 Liste der priméren und sekundéren Antikérper

Biotrend;

Sigma-Aldrich;

Milli-Q-Wasser

Wirt / Artikel-

Antigen Verdiinnung Konjugat Unternehmen Lot-Nummer
Klasse Nummer

Priméare Antikorper:

Aktin Kaninchen / 1:1000 (WB) Abcam ab200658 GR211881-2
monoklonal

ADAM10  Kaninchen/ 1:500 (WB) Merck AB19026  0702052630;
polyklonal Millipore 2776884

APP Kaninchen / 1:500 (WB) Abcam ab2072 GR25367-12;
polyklonal GR25367-13

AT8 Maus / 1:200 (WB) Thermo fisher =~ MN1020 QE217252;
monoklonal MB154113

BACE1 Kaninchen / 1:1000 (WB) Sigma-Aldrich ~ B0681 076K4780
polyklonal

MAP-2 Maus / 1:500 (IF) Sigma-Aldrich ~ M4403 035M4780V
monoklonal

PS-1 Kaninchen / 1:500 (WB) Cell Signaling 3622s 2
polyklonal

S404 Kaninchen / 1:1000 (WB) Abcam ab92676 GR45351-13
monoklonal

S396 Kaninchen / 1:5000 (WB) Abcam ab109390 GR189096-9

monoklonal
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Tau-1 Maus / 1:500 (WB) - Merck MAB3420 254903;
monoklonal Millipore 2683924

Tubulin Ratte / 1:250 (WB) - Serotec MCA77P n.b.
monoklonal

Tubulin Maus / 1:1000 (WB) - Sigma-Aldrich  T9026 n.b.
monoklonal

Tubulin Maus / 1:3000- HRP Abcam ab40742 GR174230-1;
monoklonal 10.000 (WB) GR314710-1

Sekundire Antikoérper:

Maus Esel / 1:10.000 HRP Jackson Immuno 715-035- 116722

IgG (H+L)  polyklonal (WB) Research 150 114611

Kaninchen Esel / 1:10.000 HRP Jackson Immuno 711-035- 134411

IgG (H+L)  polyklonal (WB) Research 152 117118

114793
Maus Esel / 1:200 (IF) Cy3 Jackson Immuno 715-165- n.b.
IgG (H+L)  polyklonal Research 151

HRP: Meerrettich-Peroxidase; WB: Westernblot; IF: Immunfluoreszenz; n.b: nicht bekannt; Cy3: Indocarbocyanin

2.3 Weitere Verbrauchsmaterialien und Kits

Tabelle 4 Liste von Verbrauchmaterialien und Kits

Material /Kit Unternehmen Artikel-Nummer Lot-Nummer
BCA Protein Assay Kit Thermo scientific 23225 n.b.
Detergent Removal Spin Thermo scientific 87777 SA240956
Columns, 0,5 ml

Human/Rat 3 Amyloid (40) Wako Chemicals  294-62501 WDP2982
ELISA Kit WDL6357
Human/Rat 3 Amyloid (42) Wako Chemicals  292-64501 WDQ1686
ELISA Kit WDK0714
Novex™ 10-20% Tricin- Thermo fisher EC66255B0OX n.b.
Protein-Gel, 1,0 mm, 15-well (Invitrogen)

NovexTM Sharp Pre-Stained Thermo fisher LC57800 n.b.
Protein Standard (Invitrogen)

Novex™ Tricin SDS Proben Thermo fisher LC1676 n.b.

Puffer 2x (Invitrogen)

Novex™ Tricin SDS Laufpuffer =~ Thermo fisher LC1675 n.b.

10x (Invitrogen)

Novex™ Tris-Glycin Thermo fisher LC3675

Transferpuffer 25x (Invitrogen)

peqGold Protein-Marker IV Peqlab; VWR 27-2110 n.b.
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Protan Nitrocellulose-Membran Amersham 10600001 n.b.
0,2 pm
TPP-Zellkulturmaterial Faust Lab Science 60 cm? Schalen: TPP93100 n.b.

6 Well Platten: TPP92006 n.b.
96 Well Platten: TPP92096  n.b.
Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma-Aldrich P8340 n.b.
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail Roche 4906845001 n.b.

n.b: nicht bekannt

2.4 Embryonale Zellen
Zur Generierung der primdren Zellkultur wurden schwangere Sprague-Dawley-Ratten
von Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) verwendet. Die Embryonen wurden

jeweils am 17. Embryonaltag entnommen und zur Zellentnahme prapariert.

2.5 Miuse
Fiir alle in vivo Studien wurden sowohl weibliche als auch mannliche C57BL/6]J-Mause
von Janvier Labs eingesetzt. Die Mduse waren zum Start der Studien zwischen 10 und
12 Wochen alt. Alle Experimente und die Entnahme der Maus-Gehirne wurden von QPS
Austria, vorklinische Neuropharmakologie-Gruppe, (Grambach, Osterreich),
durchgefiihrt. QPS Austria (Teil von QPS Holdings) ist ein Auftragsforschungsinstitut
(CRO), das sowohl vorklinische als auch Kklinische Leistungen anbietet (URL:
http://qpsneuro.com/home/about-qps-neuropharmacology). Die Gewebe wurden in
vollstindigem Zustand bei -80°C Schock-gekiihlt per Kurier von Osterreich (Grambach)
nach Deutschland an das Institut fiir Pathobiochemie im biomedizinschen Forschungs-

Zentrum der Universitatsmedizin in Mainz geliefert.

2.6 Tierethik

Die QPS Austria-Tiereinrichtung ist von der ,Association for Assessment and
Accreditation of Laboratory Animal Care“ (AAALAC) akkreditiert. Die Vorgehensweisen
aller Maus-Studien entsprach den Vorgaben des lokalen ,Animal Care and Welfare
Committee” (AWC). Die Tiere wurden entsprechend der Tierschutz-Vorschriften des
Wissenschaftsministeriums des Landes Osterreich betreut.

In Bezug auf die Praparation neuronaler Zellen aus Spraque-Dawley-Ratten wurden
alle Vorgaben des deutschen Tierschutzgesetzes und die Richtlinien der ,Central

Animal Facility” der Universitdat Mainz beachtet.

42


http://qpsneuro.com/home/about-qps-neuropharmacology

Material und Methoden

2.7 Puffer und Losungen

2.7.1 Loésungen und Medien fiir die primire Zellkultur
Kulturmedium

Neurobasal-Medium (#21103049, Gibco)

1x B27-Supplement (#17504044, Gibco)

2 mM L-Glutamin (#25030081, Gibco)

25 pg/ml Gentamicin (#15750037, Gibco)

Substanzen, die zum Ansetzen der Ringer-Salz-Losung verwendet wurden, wurden von den Vertreibern
Carl Roth und Sigma-Aldrich bezogen:

Ringer-Salz-Léosung (2,5 mM K*)

125 mM Nac(l

2,5 mM KCI

1,25 mM NaH2PO4

25 mM D(+)-Glucose

25 mM NaHCOs

angesetzt in Milli-Q Wasser.

2 mM CaClz (Calcium wurde erst in der Zellkulturschale hinzugefiigt).
Ringer-Salz-Lésung (27,5 mM K*)

125 mM Nac(l

2,5 mM KCl

1,25 mM NaH2PO4

25 mM D(+)-Glucose

25 mM NaHCOs

angesetzt in Milli-Q Wasser.

2 mM CaClz (Calcium wurde erst in der Zellkulturschale hinzugefiigt).

Die Zellen wurden in der Zellkulturschale zusatzlich mit 25 mM KCI versetzt.

Die Ringer-Salz-Losung, CaClz und KCl wurden sterilfiltriert (0,22 pum) und vor der Verwendung
mindestens 24 h bei 37°C, 5% COz und 21% Oz in Zellkulturschalen inkubiert, um einen pH-Wert von 7,4

einzustellen.

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) (#14170138, Gibco)
Mg2*- und Ca2+-frei

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (#D8537, Sigma-Aldrich)
Mg?*-und Ca?*-frei
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Trypsin-Losung
0,1% Trypsin
0,2% (w/v) Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

in sterilem PBS angesetzt.

Fotales Rinder-Serum (FCS)

Das FCS wurde vor der Verwendung fiir 30 min bei 56°C Hitze-inaktiviert.

Beschichtungs-Losung
0,1 mg/ml Poly-L-Ornithin (#P3655, Sigma-Aldrich)

in sterilem PBS angesetzt.

0,4% Trypanblau-Lésung (#93595, Sigma Aldrich)

zur Anwendung bei Zellzahlbestimmungen 1:10 mit sterilem PBS verdiinnt.

2.7.2 Loésungen und Puffer fiir die Gewebepraparation
Prdparations-Ringer-Lésung

125 mM Nac(l

2,5 mM KCl

1,25 mM NaHzPO4

25 mM D(+)-Glucose

1 mM MgCl2

2 mM CaCl:

25 mM HEPES

pH 7,4 eingestellt mit NaOH

Jedes Mal vor der Benutzung wurden frisch dazugegeben:
2 mM Imidazol

1 mM NaF

1 mM NasVO4

2.7.3 Losungen und Puffer fiir die Proteinanalytik
Lysieren:

1x Lysispuffer (nicht denaturierend)

100 mM Tris/Tris-HCl

+ Protease-Inhibitor-Cocktail (#P8340, Sigma-Aldrich)

+ Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (#4906845001, Roche)

pH 7,4

Material und Methoden
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1x Lysispuffer (denaturierend)

100 mM Tris/Tris-HCI

0,5% (w/v) SDS

20% Saccharose

+ Protease-Inhibitor-Cocktail (#P8340, Sigma-Aldrich)

+ Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (#4906845001, Roche)
pH 7,4

Lysispuffer fiir die 1:3 Verdiinnung (denaturierend)

100 mM Tris/Tris-HCI

0,75% (w/v) SDS

30% Saccharose

+ Protease-Inhibitor-Cocktail (#P8340, Sigma-Aldrich)

+ Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (#4906845001, Roche)
pH 7,4

Lysispuffer fiir die 1:8 Verdiinnung (denaturierend)

100 mM Tris/Tris-HCI

0,55% (w/v) SDS

23% Saccharose

+ Protease-Inhibitor-Cocktail (#P8340, Sigma-Aldrich)

+ Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (#4906845001, Roche)
pH 7,4

Lysispuffer fiir die 1:2 Verdiinnung (denaturierend)

100 mM Tris/Tris-HCl

1% (w/v) SDS

40% Saccharose

+ Protease-Inhibitor-Cocktail (#P8340, Sigma-Aldrich)

+ Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (#4906845001, Roche)
pH 7,4

Gelelektrophorese:

10% Laufgel fiir die SDS-PAGE

Fir ein 1,5 mm Gel:

2,25 ml 40% Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung 29:1
3,42 ml (4x) Tris-Puffer; pH 8,8

45 pl 20% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in ddH20
3,29 ml ddHz20

90 ul 10% (w/v) Ammoniumperoxidisulfat (APS) in ddH20

5,63 pl Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Material und Methoden
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4% Sammelgel fiir die SDS-PAGE

Fir ein 1,5 mm Gel:

0,375 ml 40% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung 29:1

0,469 ml (4x) Tris-Puffer; pH 6,8

18,75 pl 20% (w/v) Natriumdodecylsulfat (SDS) in ddH20
2,85 ml ddH20

37,5 ul 10% (w/v) Ammoniumperoxidisulfat (APS) in ddH20
3 ul Tetramethylethylendiamin (TEMED)

4x Trispuffer
1,5 mM Tris-HCI; pH 8,8
0,6 mM Tris-HCI; pH 6,8

4x denaturierender Ladepuffer
200 mM Tris-HCl

20 mM EDTA

8% (w/v) SDS

40% (v/v) Glycerol

0,02% (w/v) Bromphenolblau
20% (v/v) f3-Mercaptoethanol
pH 6,8

10x Laufpuffer

2,5 M Glycin

250 mM Tris-Base
1% (w/v) SDS

pH 8,3

Westernblot:
10x Transferpuffer
2,5 M Glycin

250 mM Tris-Base
pH 8,3

1x Transferpuffer mit Methanol
1:10 Verdiinnung des 10x Ansatzes
+20% (v/v) Methanol

1x Ponceau-S Lésung
0,2% (w/v) Ponceau S
5% (v/v) Essigsaure

Material und Methoden
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10x Tris-gepufferte Salzlésung (TBS)
250 mM Tris/Tris-HCI

1,37 M NaCl

27 mM KCI

pH 7,4

1x TBS mit Tween 20 (TBS-T)
1:10 Verdiinnung des 10x Ansatzes
+0,05% (v/v) Tween-20

Blockierungspuffer (Westernblot)
2% (w/v) Magermilchpulver
1x TBS-T

MTT-Test:
MTT-Lésung
5mg/ml MTT
in ddH20

Solubilisierungslosung

40% (v/v) Dimethylformamid
10% (w/v) SDS

pH 4,0 (Essigsaure)

Immunfluoreszenz-Fdrbung:

10x Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
1,37 M NaCl

27 mM KCI

100 mM Na:HPO4+x 2H20

18 mM KH2PO4

pH 7,4 (NaOH)

1x PBS mit Tween 20 (PBS-T)
1:10 Verdiinnung des 10x Ansatzes
+0,05% (v/v) Tween-2

Blockierungspuffer (Immunfluoreszenz)
3% hitzeinaktiviertes FCS
1x PBS-T

DAPI-Stocklésung
50pg/ml 4,6-Diamidin-2-phenylindol

in Methanol
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3 Methoden

3.1 Invitro AP5-Behandlung primarer kortikaler Zellen
Alle verwendeten Medien und Puffer fiir die primare Zellkultur sind in Abschnitt 2.7.1
aufgelistet. Fiir die Praparation des Zellmaterials wurden schwangere Sprague-Dawley-
Ratten von Janvier Labs verwendet. Zur Entnahme der Embryonen am Embryonaltag
17 wurde die Mutterratte zunachst tiber die Inhalation von Isofluran narkotisiert und
anschlieffend mit einer Guillotine dekapitiert. Die ziigig entnommenen Embryonen
wurden ebenfalls dekapitiert und fiir wenige Minuten bei 4°C in Mg2+ und Ca?* freiem
PBS gelagert. Das kortikale Gewebe der Embryonen wurde unter sterilen Bedingungen
prapariert und in ebenfalls Mg?* und Ca?* freiem HBSS bei 4°C gesammelt. Sezierte
Gewebestiicke wurden anschlief3end in einer 0,1% Trypsin-, 0,2% EDTA-Losung fiir 20
min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Zur Inhibition des
Lysierungsprozesses durch Trypsin wurde das Gewebe in eine 10% FCS Losung (in
Mg2*- und Ca?*-freiem HBSS) tiberfiihrt und vorsichtig dissoziiert. Zur Filtration grober
Gewebestiicke wurde ein zuvor in 100% Ethanol eingelegtes Nybolt-Netz mit 50 um
Porengrofde verwendet. Anschliefend wurden die neuronalen Zellen bei 1200 g fiir 4
min zentrifugiert. Das FCS-haltige Medium wurde abgenommen und die Zellen in
frischem Neurobasal-Medium (angereichert mit 1x B27-Supplement, 25 pg/ml
Gentamicin und 2 mM L-Glutamin) suspendiert. Die Zellen wurden in einer Dichte von
80.000 Zellen/cm? in TPP-Zellkulturplatten ausgesit. Zur besseren Anheftung der
Zellen wurden alle Platten zuvor fiir 30 min mit einer 0,1 mg/ml Poly-L-Ornithin-
Losung (in PBS) beschichtet und dreimal mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in

einer wasserdampfgesattigten Atmosphare bei 37°C unter 5% CO2 kultiviert.

3.1.1 Zellzahlbestimmung

Zur Bestimmung von Zellzahlen wurde eine Neubauer-Zahlkammer eingesetzt. Hierzu
wurde die Zellsuspension 1:1 mit der 1:10 verdiinnten Trypanblau-Losung (in PBS)
vermischtund in die Zadhlkammer gegeben. Da Trypanblau ein Membran-impermeabler
Farbstoff ist, konnte man unter dem Mikroskop lebende Zellen gut von toten, blaulichen
und nichtlichtbrechenden Zellen unterscheiden. Es wurden die lebenden Zellen in allen

vier Quadranten der Kammer gezdhlt, um den Durchschnitt fiir einen Quadranten zu
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errechnen. Dieser Wert multipliziert mit 2*10% ergab die Zellzahl pro ml

Zellsuspension.

3.1.2 Zellexperimente

Die Zellexperimente wurden nach 14 oder 17 Tagen in vitro (days in vitro, DIV)
gestartet (Tabelle 5). Wahrend aller Experimente wurden die neuronalen Kulturen
weiterhin in einem Zellkultur-Inkubator bei 37°C unter 5% CO:z inkubiert. Fir die
Versuche wurde das Neurobasal-Medium vorsichtig abgenommen und durch unter
gleichen Bedingungen vorinkubierte (24 h, 37°C, 5% CO02) und sterilfiltrierte (0,22 um)
Ringer-Salz-Losung (2,5 mM K*) ersetzt (3 ml/Well). Anschlief3end wurden der Ringer-
Salz-Losung 2 mM CaClz zugesetzt (100x Stockkonzentration). Calcium wurde erst nach
der CO2-Inkubation der Ringer-Salz-Lésung hinzugegeben, da die vorherige
Supplementation zu einem Niederschlag fiihrte. Die Experimente wurden unter zwei
unterschiedlichen Versuchsbedingungen durchgefiihrt (Tabelle 5). Einige Versuche
wurden mit einer tiblichen K*-Konzentration von 2,5 mM durchgefiihrt wie sie auch fiir
die Herstellung kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit eingesetzt wird (Dine et al., 2014).
Zusatzlich wurden dieselben Behandlungen unter einer erhohten Kalium-
Konzentration von 27,5 mM durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen zum Start der
jeweiligen Behandlung (Abbildung 12) mit 25 mM KCl (100x Stockkonzentration)
supplementiert. Die h6here Kalium-Konzentration sollte die Haufigkeit der spontanen
Selbstentladung der Neurone in der Zellkultur beglinstigen (Heck et al., 2008). Fur
Westernblot-Analysen wurden die Zellen in 6-Well-Platten behandelt (Abbildung 12).
Eine 6-Well-Platte reprasentiert dabei ein biologisches Replikat (n). Pro Replikat
wurden innerhalb einer K*-Bedingung die Embryonen einer Ratte eingesetzt, wobei aus
einer Ratte jeweils ein 2,5 mM und ein 27,5 mM K*-Experiment resultierte. Jede 6-Well-
Platte (n) enthielt ein Kontroll-Well, in dem die Zellen nur mit Ringer-Salz-L6sung, Ca2*
und der entsprechenden K*-Konzentration inkubiert wurden. Auf dem Hintergrund
dieser Bedingungen wurde pro Replikat jeweils ein Well mit 5 uM N-Methyl-D-Aspartat
(NMDA) beziehungsweise L-Glutamat behandelt (100x Stockkonzentration) (Traynelis
et al., 2014). Zusatzlich wurde jeweils ein Well mit 5 uM dieser Agonisten und 100 pM
des kompetitiven Antagonisten AP5 (1000x Stockkonzentration) behandelt. Ein Well
pro Platte mit 100 uM AP5 ohne Agonisten behandelt. Alle zugegebenen Substanzen
wurden in Milli-Q Wasser geldst. Die zugegebenen Salze-Losungen (KCl, CaClz) wurden

zusatzlich zuvor sterilfiltriert (0,22 pm).
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Abbildung 12 Behandlungsschema der 6-Well-Zellkulturschalen fiir Westernblot-Analysen.

Das Behandlungsschema ist fiir niedrige K*-Konzentration (2,5 mM) (A) und hohe K*-Konzentration (27,5 mM)

(B) gezeigt. Finale Konzentrationen von AP5, NMDA, L-Glutamat und Calcium (Ca?*) sind ebenfalls angegeben.

Das Zellmaterial dieser Proben wurde fiir Westernblot-Analysen verwendet. Fiir jede K*-Konzentration wurden

drei biologische Replikate (n = 3) mit je einer Ratte durchgefiihrt. Die Zellen wurden 4 h und 24 h mit den

Substanzen inkubiert und anschlieend analysiert.

Die Experimente wurden jeweils zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten gestoppt.

Hierzu wurden die Zellen 4 beziehungsweise 24 Stunden nach der Behandlung

geerntet. Dabei wurde zunichst die Ringer-Salz-Losung abgenommen und die Zellen

pro Well mit 100 pl denaturierendem Lysispuffer (supplementiert mit Protease- und

Phosphatase-Inhibitor) tiberschichtet. Bei einigen Experimenten wurde jeweils 1 ml

der Ringer-Salz-Losung von jedem Well gesammelt, ebenfalls mit Inhibitoren versetzt

und fiir weitere Analysen bei -25°C gelagert. Mit Hilfe eines Zellkulturspatels wurden

die Zellen durch Schaben vom Plattenboden abgel6st und in ein Probengefaf} tiberfiihrt.

Die Proben wurden im Anschluss unter Verwendung eines Ultraschall-Sonifikators

jeweils ~5 Sekunden homogenisiert und fiir weitere biochemische Analysen ebenfalls

bei -25°C gelagert.
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Tabelle 5 Zusammenfassung der Versuchsdurchfithrungen in primarer kortikaler Zellkultur

K+-Konzentration DIV Behandlungszeitraum Replikate (n)

2,5 mM 14/17 4h 3
14/17 24 h 2

27,5 mM 14/17 4h 3
14/17 24 h 2

DIV: days in vitro, Tage der Kultivierung vor dem Start der Behandlung; /: oder

3.1.3 Viabilitits-Bestimmung

Fiir die zellbiologische Analyse wurden die primaren Zellen 17 Tage in Poly-Ornithin-
beschichteten 96-Well-Platten (MTT-Test) und 24-Well-Platten (Immuno-Farbung)
differenziert. In die Wells der 24-Well-Platten wurde vor dem Aussdhen jeweils ein
sterilisiertes Deckglas (12 mm) eingelegt und mit Poly-L-Ornithin beschichtet (siehe
Abschnitt 3.1). Es wurde wie in den 6-Well-Platten eine Zelldichte von 80.000
Zellen/cm? eingesetzt. Zur Kultivierung bis zum Differenzierungstag 14 wurde
supplementiertes Neurobasal-Medium (siehe Abschnitt 2.7.1) verwendet. Beim Start
der Versuche wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit konditionierter
Ringer-Salz-Losung tiberbeschichtet. Die Wells wurden anschlief3end mit 2 mM Ca?*
versetzt. Auch hier wurden Experimente mit niedriger K*- (2,5 mM) und erhéhter (27,5
mM) K+*-Konzentration durchgefiihrt. Die Behandlungszeitraume lagen bei 4 und 24

Stunden.

MTT-Test

Fir den MTT-Test wurden die Zellen in 100 pl Ringer-Salz-Losung pro Well inkubiert.
Eine Halfte der 96-Well-Platte wurde unter niedrigen (2,5 mM), die andere unter hohen
(27,5 mM) K*-Konzentrationen behandelt. Anschlief3end wurde mit 5 uM NMDA oder
5 uM Glutamat jeweils mit und ohne 100 pM AP5 sowie 100 uM AP5 einzeln behandelt.
Als Kontrolle dienten mit reiner Ringer-Salz-Losung behandelte Zellen. Fiir jede
Behandlung wurden fiinf technische Replikate (r) pro Platte (n) angefertigt. Fiir jeden
Behandlungszeitraum (4 und 24 Stunden) wurden dabei jeweils vier Platten (n = 4)
getestet. Bei beiden Zeitpunkten wurde eine Stunde vor Ablauf pro Well 10 pl einer 5
mg/ml MTT-Lésung addiert und fiir eine weitere Stunde bei 37°C inkubiert. Innerhalb

dieser Stunde wurde das MTT durch die metabolische Zellaktivitit zu Formazan
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reduziert, welches als braunlicher Niederschlag sichtbar wurde. Zum Stoppen der
MTT-Reduktion wurden die Zellen mit jeweils 100 pl Solubilisierungs-Losung pro Well
versehen. Die Platten wurden mit dieser Losung (pH 4) tber Nacht (16-24 h) im
Dunkeln inkubiert. Wahrend dieser Zeit losten sich die Formazan-Kristalle.
Anschlief3end konnte eine Absorption bei 560 nm Wellenldnge im Photometer (Plate
Reader von Thermo fisher) detektiert werden. Zusatzlich zur Kontrolle wurde ein
Leerwert ohne Zellen mit reiner Ringer-Salz-Losung, MTT und Solubilisierungs-Losung
mitgefiihrt (r=10 pro n). Dieser Leerwert wurde vor der Auswertung von allen

Extinktionswerten subtrahiert.

Immunfluoreszenz

Das Medium der Zellen in den 24-Well-Platten wurde an DIV 14 vorsichtig entfernt und
durch 1 ml Ringer-Salz-Losung ersetzt, die mit 2 mM Ca?* erganzt wurde. Auch bei
diesem Versuch wurde auf einer Platte gleichzeitig die niedrige und die hohe K*-
Konzentration getestet. Die Zellen wurden wie auch in den anderen Versuchen mit 5
uM NMDA oder Glutamat mit und ohne 100 uM AP5 beziehungsweise mit AP5 alleine
behandelt. Zur Kontrolle wurden Zellen nur mit der entsprechenden Ringer-Salz-
Losung inkubiert. Nach 4 h respektive 24 h Behandlung wurde die Ringer-Salz-Lésung
entfernt und die Zellen zur Fixierung mit -80°C-kaltem Methanol tiberschichtet und
abgedeckt. Die Methanol-behandelten Platten wurden anschliefdend fiir mindestens
eine Stunde bei -80°C gelagert. Zur weiteren Behandlung wurde das Methanol
abgenommen und die Zellen an der Luft getrocknet. Anschlief3end wurde die Platte drei
Mal vorsichtig mit PBS-T gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden zum Blockieren
unspezifischer Antikérperbindungsstellen mit 3% FCS-haltigem PBS fir 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Im nachsten Schritt wurde die Losung wieder
abgenommen und ohne einen weiteren Waschschritt wurde der primare Antikérper
MAP-2 (1:500 verdiinnt in 3% FCS-haltigem PBS-T) auf die Zellen gegeben (200 pl pro
Well). Die Zellen wurden iiber Nacht im Dunkeln bei 4°C inkubiert. Am Folgetag wurde
der primare Antikérper abgenommen und zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert.
Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T konnte schlief3lich der sekundire Anti-
Maus-Fluoreszenz-Antikorper Cy3 (1:200 verdiinnt in 3% FCS-haltigem PBS-T) auf die
Zellen gegeben werden. Die Inkubationszeit betrug 1 h bei Raumtemperatur im
Dunkeln. Der sekunddre Antikérper wurde nach der Behandlung ebenfalls fiir eine

weitere Benutzung aufbewahrt. Nach der Abnahme des Cy3-Antikérpers wurden die
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Zellen wiederholt gewaschen. Ein 50 pg/ml (in Methanol) Stock des Fluoreszenz-
Farbstoffs DAPI wurde 1:50 mit PBS verdiinnt fiir 10 Minuten auf die Zellen gegeben.
Anschliefdend wurde der Farbstoff abgenommen und eventuelle Reste wurden durch
zweifaches Waschen entfernt. Die Zellen mit PBS wurden unter einem Fluoreszenz-
Mikroskop begutachtet. Das MAP-2-Signal in den Neuronen, das mit Hilfe des Cy3-
Fluoreszenz-Farbstoffs markiert wurde, konnte mit einer Wellenldnge von 550 nm
angeregt werden. Der DAPI-Farbstoff, der spezifisch an DNA bindet, wurde mit 358 nm
Wellenldnge angeregt. Es wurden jeweils zwei iiberlappende Bilder (Cy3 und DAPI) von
je drei Ausschnitten pro Well gemacht, wobei pro Behandlung zwei Wells in einer Platte
genutzt wurden. Jedes Well galt dabei als biologisches Replikat (n). Es wurden
insgesamt n = 4 Replikate fiir jede Behandlungsbedingung ausgewertet. Die Signal-
positiven Zellen pro Aufnahme wurden als dann per Hand ausgezahlt. Zur weiteren
Auswertung wurden alle MAP-2-positiven Zellen auf die DAPI-positiven Zellkerne

normiert.

3.2 Invivo MK-801-Behandlung von C57BL/6]J-Mdusen
Die Behandlungsdurchfiihrung und Tétungen der Tiere inklusive der Gehirn-Entnahme
wurden vom Unternehmen QPS Austria (Grambach, Osterreich) durchgefiihrt. Alle
untersuchten Mduse wurden durch instantane zervikale Dislokation getdtet, um
mogliche Nebeneffekte einer oftmals anti-exzitatorischen Anasthesie zu vermeiden
(Planel et al., 2009; Run et al., 2009; Whittington et al., 2013). Zu ethischen Aspekten
und rechtlichen Grundlagen der Mausexperimente wird im Absatz 2.6 Stellung
genommen. Die Planung der Experimente, die Praparation der einzelnen
Gehirnregionen und alle weiteren Analysen der Proben wurden am Institut fir

Pathobiochemie der Universitat Mainz durchgefiihrt.

3.2.1 MK-801-Einmalbehandlung von Wildtyp-Mausen

Fir die Einmalbehandlung wurden zehn Wochen alte, médnnliche C57BL/6]J-Mause
einmalig mit 1 mg/kg des nicht-kompetitiven NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801
(M107, Lot# 080M4610V, Sigma Aldrich) behandelt. MK-801 bindet
spannungsabhdngig in der Transmembran-Doméane des NMDA-Rezeptors und fiihrt die
Schliefung der Rezeptorpore herbei (Abbildung 9B, C). Die Substanz wurde subkutan
injiziert. Eine Kontroll-Gruppe von sieben Tieren (n = 7) wurde mit Vehikel (Saline)

behandelt. Die MK-801-behandelten Gruppen mit jeweils fiinf Tieren (n = 5) wurden
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nach 4 h beziehungsweise 24 h getotet (siehe Tabelle 6). Die Gehirne wurden direkt
entnommen und auf Trockeneis (-80°C) schockgefroren. Die Gehirne der Kontroll-
Gruppe wurden nach 4 Stunden unter denselben Bedingungen entnommen. Die
Gewebe wurden bei -80°C gelagert und vom Unternehmen QPS Austria per Kurier nach

Mainz verschickt.

Tabelle 6 Behandlungsiibersicht der MK-801-Einmalbehandlung

Anzahl
Gruppe Substanz | Behandlung | Dosis | Behandlungsdauer | Geschlecht )
n
Kontrolle Saline i.p. n.a. 1x,4h a 7
4h MK-801 ip. 1 mg/kg 1x,4h §) 5
24 h MK-801 i.p. 1 mg/kg 1x,24h 5

h Stunden; i.p. intraperitoneal; n.a. nicht angegeben; Zahl x Behandlungshdufigkeit

Gewebeprdparation der einmalig mit MK-801 behandelten Mduse

Die Mausegehirne wurden zur Prdparation der einzelnen Geweberegionen im
gefrorenen Zustand mit Histoacryl-Gewebekleber auf einem Probenhalter befestigt.
Zuvor wurde mit einer Rasierklinge ein coronaler Schnitt am Cerebellum
vorgenommen. Die dadurch entstandene glatte Schnittflache sollte einen besseren Halt
auf dem Probenhalter ermoglichen. Stabilisiert wurde das aufgeklebte Gehirn mit Hilfe
eines 5% Agarose-Blocks. Der Probenhalter wurde mit der Probe in ein Vibratom
(Microm HM 650V; Thermo Scientific) eingesetzt und dabei in eiskalte Praparations-
Ringer-Losung eingetaucht (Dine et al, 2014). Die Ringer-Losung war teilweise
gefroren, sodass die Temperatur wahrend des Schneidevorgangs auch in fluiden
Bereichen durchgehend bei < 4°C lag. Die coronalen Schnitte des Vibratoms wurden
von rostral nach caudal (Bregma 1,54 bis Bregma -5,20) durchgefiihrt (Paxinos und
Franklin, 2001). Es wurden insgesamt 10 bis 11 Schnitte mit einer Dicke von 750 um
angefertigt. Anschliefend wurden die Schnitte direkt in eine Zellkulturschale mit
Praparations-Ringer-Losung (Abschnitt 2.7.2) auf Eis tuberfiihrt und dort bis zur
weiteren Praparation zwischengelagert. Die Ringer-L6ésung war zusatzlich mit einem
Mix aus Phosphatase-Inhibitoren (2 mM Imidazol, 1 mM Natriumfluorid (NaF) und 1
mM Natrium-Orthovanadat (Nas3VO4)) versetzt. Unter einem Binokular wurden

insgesamt sieben verschiedene Gewebe-Regionen isoliert (Abbildung 13). Die Auswahl
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der Gewebe-Bereiche wurde anhand verschiedener Studien zur veranderten Glucose-
Verwertung nach NMDAR-Antagonismus in Mausen gewahlt (Kurumaji et al., 1989;
Kurumaji et al,, 1991; Miyamoto et al., 2000). Fiir Bregma 1,54 bis -0,94 wurde die
Region des Nucleus Caudatus und des Putamens (CPu) prapariert (Abbildung 13A). Der
Hippocampus (Hc) wurde in den Schnitten zwischen Bregma -1,06 bis -3,08
entnommen (Abbildung 13C). Zusatzlich wurde der Thalamus inklusive des
Hypothalamus (Th) von Bregma -1,06 bis -2,70 zusammengefasst (Abbildung 13F). Der
Cortex wurde in vier spezifischere Regionen unterteilt. Der Bereich des Retroplenialen
Cortex (Rsp) (Abbildung 13E) und des Isocortex (Ctx) (Abbildung 13B) wurden
getrennt voneinander fiir Bregma -1,06 bis -3,08 prapariert. Der Isocortex umfasste
Regionen der motorischen, visuellen, auditorischen und somatosensorischen Cortizes
(Allen Institute flir Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas, 2008). Die praparierte
Region des Entorhinalen Cortex (Ent) von Bregma -2,54 bis -5,20 enthielt sowohl
Bereiche des Pririfomen Cortex und der Amygdala (Abbildung 13D). Die Areale des
Subiculums und Parasubiculums (Sub) wurden vo Bregma -4,16 bis -4,48 separat
isoliert (Abbildung 13G). Die einzelnen Gewebe wurden in denaturierendem
Lysispuffer lysiert und anschliefend mit einem Ultraschallgerat homogenisiert. Fiir

weitere Analysen wurden die Proben bei -80°C gelagert.
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Abbildung 13 Praparationsbereiche der Gehirnregionen der einmalig mit MK-801 behandelten Mause.

Die Gehirne der MK-801-Einmalbehandlung wurden in spezifische Regionen zerteilt. Es wurden 750 um dicke
coronale Schnitte von rostral nach caudal angefertigt. Die Regionen wurden anschlieRend nach coronalen
Bregma-Bereichen entnommen (Paxinos und Franklin, 2001). Die Aufteilung der Gewebsregionen in den
jeweiligen Schnitten ist farblich markiert (Allen Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas, 2008.
Available  from: http://mouse.brain-map.org/experiment/thumbnails/100142143?image_type=atlas).
A: Nucleus Caudatus und Putamen; B: Isocortex; C: Hippocampus; D: Entorhinaler Cortex; E: Retroplenialer
Cortex; F: Thalamus und G: Subiculum.
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3.2.2 MK-801-Mehrfachbehandlung von Wildtyp-Miusen

In diesen Experimenten wurden sowohl mannliche als auch weibliche C57BL/6]-Mause
von Janvier Labs eingesetzt. Zu Beginn waren die Tiere 10-12 Wochen alt. In
unterschiedlichen Gruppen wurden die Mduse iiber einen Zeitraum von 6 oder 12
Wochen mit dem NMDAR-Antagonisten MK-801 (M107, Lot# 105M4606V, Sigma
Aldrich) behandelt. Den Mausen wurde innerhalb dieses Zeitraums dreimal
wochentlich eine subkutane Injektion mit Saline oder 1 mg/kg beziehungsweise 0,2
mg/kg MK-801 verabreicht (Tabelle 7). MK-801 beseitzt eine Halbwertszeit von ~2 h
(Vezzani et al, 1989) und um einen akuten Effekt der Substanz wie in der
Einfachbehandlung (Tabelle 6) auszuschlief3en, wurden die Tiere erst 24 h nach der
letzten Injektion durch eine zervikale Dislokation getdtet und die Gehirne wurden
direkt als Ganzes entnommen. Es wurden insgesamt n = 8 Mduse pro Gruppe behandelt.
Die Gehirne wurden fiir Proteinanalysen unbehandelt bei -80°C schockgefroren und bei

-80°C per Kurier nach Mainz verschickt.

Tabelle 7 Behandlungsiibersicht der MK-801-Mehrfachbehandlung

Gruppe | Substanz | Behandlung Dosis Behandlungsdauer | Geschlecht | Anzahl
Vehikel Saline i.p. n.a. 3x/ W; 18 Inj,; 6 W a 8
6wd MK-801 i.p. 1,0 mg/kg | 3x/W; 18 Inj.; 6 W 3 8
Vehikel Saline i.p. n.a. 3x/ W; 36 1Inj.; 12 W 3 8
12wd MK-801 i.p. 1,0 mg/kg | 3x/ W; 36 Inj.; 12W 3 8
Vehikel Saline i.p. n.a. 3x/ W; 18 Inj; 6 W Q 8
6w g MK-801 i.p. 1,0 mg/kg | 3x/W;181Inj; 6 W Q 8
6wND @ | MK-801 i.p. 0,2mg/kg | 3x/W;18Inj; 6 W Q 8

W Wochen; ND niedrig dosiert; i.p. intraperitoneal; n.a. nicht angegeben; Zahlx Behandlungshdufigkeit;

Inj. Gesamtinjektionen

Gewebeprdparation der mehrfach mit MK-801 behandelten Mduse

Die auf -80°C gelagerten Gehirne wurden in eine sterile Plastikschale tiberfiihrt und bei
Raumtemperatur kurz angetaut, bis sie sich mit einer Rasierklinge leicht in die beiden
Hemisphdren zerteilen liefden. Die linke Gehirnhalfte wurde zur weiteren Praparation
in eine 10 cm Zellkulturschale mit eiskalter Praparations-Ringer-Losung transferiert.

Die rechte Hemisphire wurde mit Hilfe von Trockeneis erneut schockgefroren und
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weiterhin bei -80°C gelagert. Mittels vier zugeschnittenen Agaroseblocken (5% Agarose

in Ringer-

Abbildung 14 Gewebepraparation der mehrfach mit MK-801 behandelten Mause.

Das Maus-Gehirn wurde in noch teilweise gefrorenem Zustand in die Praparations-Ringer-Losung
Gberfihrt. A. Zunachst wurde der Bulbus entfernt und das Cerebellum (Cere) prapariert. B. AnschlieRend
wurde das Gehirn gewendet, so dass man auf die sagittale Schnittebene blickte. Der Thalamus (Th) wurde
zusammen mit dem Hypothalamus entfernt. C. Der Hippocampus (Hc) war nun deutlich zu erkennen und
wurde entnommen. Der restliche Cortex-Bereich (Ctx) wurde als Ganzes aufgenommen. r: rostral; c:
caudal. Die rot gestrichelten Linien markieren die Schnittfihrungen.

Losung) wurde eine Stabilisationsvorrichtung fiir die Gehirn-Sektion innerhalb der
Zellkulturschale modelliert. Unter der Vergrofierung eines Binokulars wurden die
Gehirnhalften wie in Abbildung 14 gezeigt in die Bereiche Cerebellum (Cere), Thalamus
(Th), Cortex (Ctx) und Hippocampus (Hc) zerlegt. Die Probe des Cerebellums enthielt
neben dem Cerebellum auch Medulla, Pons und Teile des Mittelhirns. Der Thalamus
umfasste ebenfalls den Hypothalamus. Als Cortex wird hier die gesamte kortikale Platte
bezeichnet, wobei der Hippocampus separat prapariert wurde (Allen Institute for Brain
Science. Allen Mouse Brain Atlas, 2008). Die Gewebestiicke wurden auf 4°C gekiihltem,
nicht-denaturierendem Lysispuffer (100 mM Tris, pH 7,4) gesammelt und direkt mit
einem Pistill homogenisiert. Zusatzlich wurden sie mit einem Ultraschallstab
sonifiziert. Anschlief3end wurde ein Teil der aufgeschlossenen Proben fiir Westernblot-
Analysen mit denaturierendem Lysispuffer weiter verdiinnt. Fiir die jeweilige
Verdiinnung (Cere 1:3, Ctx 1:8, Hc 1:2, Th 1:3) wurde ein entsprechend angepasster,
denaturierender Lysispuffer (Absatz 2.7.2) verwendet, so dass alle Proben nach der
Verdiinnung die gleichen Konzentrationen an Salzen und Detergenzien enthielten: 100

mM Tris, 0,5% SDS, 20% Saccharose, pH 7,4. Alle Proben wurden bei -80°C gelagert.

57



Material und Methoden

3.2.3 Proteinanalytik

Protein-Quantifizierung

Zur Quantifizierung der Gesamt-Proteinmenge wurde die Bicinchoninsdaure-Methode
(BCA-Methode) nach Smith et al.,, 1985 angewandt. Diese Methode basiert auf zwei
chemischen Reaktionen. Zunachst wird Kupfer (Cu?*) im alkalischen Milieu zu Cul*
reduziert und bildet mit einer Peptidbildung einen Biuret-Komplex (Biuret-Reaktion).
Anschliefdend bildet ein Kupfer-lon mit zwei BCA-Molekiilen einen Chelat-Komplex, der
eine spezifische Absorption bei 562 nm besitzt. Fiir diese Messung wurde ein BCA Assay
Kit verwendet (Thermo fisher). Der darin enthaltene BSA-Standard
(Rinderalbumin; 2 mg/ml) wurde zum Ansetzen der Eichgerade eingesetzt. Zu
messende Proben wurden angemessen verdiinnt und in einer Mikrotiterplatte
zusammen mit den Standardkonzentrationen aufgetragen. Schliefdlich wurde die
BCA/2%-Kupfer-Losung zugegeben. Das Endvolumen jedes Wells betrug 100 pl. Nach
einer Inkubationszeit von 30 min bei 60 °C wurde die Absorption der Proben bei 560
nm gemessen. Mindestens vier Wells wurden als Leerwert mitgefiihrt und enthielten
reine BCA/2%-Kupfer-Losung. Bevor die Protein-Konzentrationen berechnet werden
konnten, wurden die Leerwerte zu einem Mittelwert zusammengefasst und von allen
gemessenen Werten subtrahiert. Die jeweiligen Verdiinnungen wurden in den

Konzentrationsberechnungen der Proben berticksichtigt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Analysen spezifischer Proteine sollten die Proteingemische der Zellkultur- und
Gewebeproben mit Hilfe der Gelelektrophorese differenziert werden. Es wurde die
Methode der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli, 1970
angewandt. Bei der SDS-PAGE werden Proteine aus Gemischen in einem Gel
unabhangig von ihrer eigenen Ladung und Konformation fast ausschliefdlich nach ihrer
Masse (Dalton) in einem elektrischen Feld voneinander getrennt. Hierzu wurden alle
Proteinproben mit Natriumdodecylsulfat- (SDS) und f3-Mercapthoethanol-haltigem
Ladepuffer (2.7.3) versetzt und fiir 5 min bei 95°C erhitzt. Somit wurden die Proteine
iiberwiegend bis auf die Ebene der Primarstruktur denaturiert. Die Eigenladung der
Proteine wurde durch die Zugabe der anionischen SDS-Molekiile iiberlagert, sodass die
Proteine dieselbe negative Nettoladung pro Sequenzlinge trugen. Fir die

Elektrophorese werden Gele aus Polyacrylamid verwendet. Ein Gemisch aus Acrylamid
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und N,N-Methylenbisacrylamid wird unter Verwendung eines Radikalbildners
Ammoniumperoxidisulfat (APS) und des Katalysators Tetramethylethylendiamin
(TEMED) polymerisiert, sodass ein vernetztes Gel entsteht. Die hier verwendeten Gele
wurden in zwei Phasen (diskontinuierliches Gel) mit Hilfe einer Bio-Rad Gief3-
Apparatur selbst gegossen (Rezepte in Abschnitt 2.7.3). Die untere Phase bildete das
Trenngel. Durch die starke Vernetzung innerhalb dieser Gel-Phase werden Proteine
aufgrund ihrer spezifischen Sequenzlinge unterschiedlich stark in ihrer
Laufgeschwindigkeit gebremst. Das Trenngel hatte eine Konzentration von 10%
Acrylamid /N,N-Methylenbisacrymalid und war durch einen Tris-HCl-Puffer auf einen
pH-Wert von 8,8 gepuffert. Die obere Phase ist das Sammelgel, das auf das zuvor
polymerisierte Trenngel gegossen wurde. Diese obere Gelphase enthielt 4%
Acrylamid/N,N-Methylenbisacrymalid und wurde auf einen pH-Wert von 6,8
eingestellt. Im Sammelgel wurden unter Verwendung eines Kamms Gel-Vertiefungen
erzeugt, sogenannte Taschen, in die die Proteinproben eingelassen wurden. Die
selbsthergestellten Gele wurden in ein Gelelektrophorese-Kammer-System von Bio-
Rad eingespannt und die Kammer wurde mit einem SDS-haltigen Laufpuffer (2.7.3)
befiillt, der zudem Glycin- und Cl-lonen enthielt. Die vorbereiteten Protein-Proben
wurden zusammen mit einem vorgefarbten Protein-Marker (peqGold Marker IV, VWR)
in die Taschen aufgetragen. Mit einer angelegten Spannung von 80 V wanderten die
Proteine auf Grund ihrer negativen Ladung in Richtung Anode in das Gel ein. Beim Start
wandern die Proteine zunachst in die Sammelgel-Phase. Aufgrund des pH-Werts des
Sammelgels (pH 6,8) haben die Glycin-Zwitterionen (Folgeion) eine niedrige Mobilitat
und die Chlorid-lonen (Leition) eine hohe Mobilitdt im elektrischen Feld. Die Mobilitat
der aufgetragenen Proteine liegt zwischen diesen beiden. Beim Wandern der Proteine
stellt sich ein Feldstarkegradient ein, der dazu fiihrt, dass sich alle Proteine unmittelbar
hinter dem Leition fortbewegen. Beim Eintreten in das Trenngel fiihrt die pH-Wert
Anderung dazu, dass die Glycinat-lonen eine hohere Mobilitit erlangen und die
Proteine iiberholen. Es kommt zu einem sogenannten ,stacking“-Effekt, bei dem die
Proteine raumlich konzentriert werden und gleichzeitig in das Trenngel eintreten. Nach
dem Eintritt in das Trenngel wurde die Spannung auf 120 V erhoht. Der mit
Bromphenolblau versetzte Ladepuffer in den Proben zeigte an, wann die
Protein-Lauffront am Ende des Gels angekommen war, sodass der Strom rechtzeitig

abgestellt werden konnte.
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Tricin-Gradientengel

Zur besseren Auftrennung von Fragmenten des Amyloid-Precursor-Proteins (APP)
wurde ein kommerzielles Tricin-Gradienten-Gel mit Polyacrylamid-Konzentrationen
von 10-20% verwendet. Um diese Gele anzuwenden, wurden die Proteinproben
zundchst 1:1 mit dem Novex™ SDS Proben Puffer (2x) versetzt. Es wurden zur weiteren
Denaturierung zusatzlich 50 uM Dithiothreitol (DTT) pro Probe zugegeben und fiir 5
min bei 95°C erhitzt. Anschlieffend wurden die Proben auf das 10-20% Tricin-Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese-Kammer wurde mit entsprechend verdiinntem
Novex™ SDS Tricin Laufpuffer 10x befillt. Die Gele liefen fiir ~ 1h bei 120 V und
wurden wahrenddessen von aufden mit Eis gekiihlt. Fiir alle Tricin-Gele wurde der
vorgefarbte Protein-Standard Novex Sharp Pre-Stained™ mit Banden von 3,5 bis 260

kDa eingesetzt.

Immunologischer Proteinnachweis auf Westernblot-Ebene

Die Gele der Elektrophorese wurden mittels Westerblot fiir weitere Proteinanalysen
zuganglich gemacht. Hierzu wurde das Gel aus der Platten-Vorrichtung entnommen
und auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Das Gel und die Membran wurden
zusammen mit Filterpapier in einer Westernblot-Klammer (Sandwich) eingespannt.
Die Kammer wurde mit Methanol-haltigem Transferpuffer befiillt. Uber Nacht wurde
eine Spannung von 30 V angelegt und somit fiir etwa 16-24 Stunden geblottet.
Anschlief3end wurde die Membran aus dem Sandwich entnommen und kurz mit ddH20
abgespiilt. Zur Farbung der geblotteten Proteine auf der Membran wurde diese fiir
ungefahr 10 min in eine Ponceau S-Farbelosung eingetaucht. Die Farbung der Membran
wurde digital dokumentiert, bevor ein Blockierungsschritt stattfand. Hierzu wurde die
Membran fiir 1 h mit 2% Magermilch in TBS-T auf einem Schiittler bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach wiederholtem Waschen mit TBS-T (3x 10 min) wurde ein primarer
Antikorper auf die Membran gegeben. Fiir alle primaren Antikoérper wurde eine
Inkubationszeit von mindestens 16 h bei 4°C auf einem Schiittler eingehalten
(Antikorperliste Abschnitt 2.2). Nach der Abnahme des primédren Antikorpers und
mehrmaligem Waschen wurde ein sekundarer Antikoérper auf die Membran gegeben.
Dessen Inkubation fand fiir 2 h auf einem Schiittler bei Raumtemperatur statt. Die
Bindung der Antikérper auf der Membran wurde anschlieffend mit Hilfe von
Chemilumineszenz sichtbar gemacht. Hierzu wurde eine selbstangesetzte ECL-A-

Losung mit 10% einer selbstangesetzten ECL-B-Losung und 1% einer 30% H20:2-
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Losung versetzt (Abschnitt 2.7.3). Dieses Gemisch wurde auf die Membran gegeben und
gleichmafdig verteilt. Die Entwicklung des optischen Signals wurde mit Hilfe eines Blot-
Entwicklers (Amersham Imager 600; GE Healthcare Life Sciences) aufgenommen und
in Form einer Tif-Datei festgehalten. Diese digitalen Signale wurden mit dem Programm
AIDA Image Analyzer quantitativ ausgewertet. Hierzu wurde die Intensitat der Banden
eines Blots in einem definierten Bereich festgestellt. Die Banden wurden einzeln fiir
jede aufgetragene Probe ausgewertet. Als Ladekontrolle wurde fiir jeden Blot ein
Strukturprotein herangezogen. In den meisten Fallen war dies a-Tubulin, fiir BACE1-

Blots hingegen wurde aufgrund von Bandeniiberschneidungen Aktin verwendet.

Immunologischer Proteinnachweis mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Um das APP-Fragment Amyloid 3 (Aff 1-40 und 1-42) nachzuweisen, wurde die
Methode des Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) angewandt. Es wurden
Sandwich ELISA-Kits von Wako Chemicals (Japan) verwendet (Abschnitt 2.3). Fiir den
Nachweis von AR in den Zellkulturexperimenten wurde der Uberstand der Ringer-Salz-
Losung verwendet. Nach Ablauf der Versuchszeit wurde die Losung abgenommen und
mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren versetzt. Fiir den ELISA wurden n = 6 der
4 h-Experimente fiir AR40 und A4 getestet. Hierzu wurde der Uberstand fiir 10 min
bei 37°C inkubiert und anschliefiend auf die Platte gegeben. Die Gewebe-Proben der
MK-801-Einmalbehandlung mussten zuvor gereinigt werden. Das im denaturierenden
Lysispuffer enthaltene Natriumdodecylsulfat (SDS) musste entfernt werden. Es
bestand die Gefahr, dass das anionische Detergenz den auf der ELISA-Platte
angehefteten primaren Antikorper denaturieren konnte. Es wurden zwei Methoden zur
SDS-Entfernung angewandt. Fiir die erste Methode wurden kommerzielle Detergent
Removal Spin Columns (Saulen) von Thermo Fisher verwendet und fiir die
Hippocampus- und Cortex-Proben eingesetzt. Zunachst wurden alle Proben mit
denaturierendem Lysispuffer auf eine Konzentration vom 2 mg/ml Gesamtprotein
verdiinnt. Anschliefend wurden diese Proben bei RT fiir 2 min bei 1.500 g durch die
Saulen zentrifugiert. Die aufgefangenen, gereinigten Proben wurden 1:1 mit der im Kit
enthaltenen Standard-Verdiinnungslosung auf 1 mg/ml Gesamtprotein verdiinnt und
auf die ELISA-Platte aufgetragen. Fiir die zweite Reinigungsmethode wurde eine SDS-
Fallung durchgefiihrt (Zhou et al.,, 2012). Durch die Zugabe von Kaliumchlorid zu den
SDS-haltigen Proben bildete sich Kalium-Dodecylsulfat, welches in der Losung ausfiel.
Diese Methode wurde fiir die Proben des Entorhinalen Cortex, des Thalamus, des
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Retroplenialen Cortex, des N. Caudatus und Putamens und zu Vergleichszwecken auch
fir die des Cortex durchgefiihrt.

Alle Proben wurden zu Beginn mit dem denaturierenden Lysispuffer auf eine
einheitliche Gesamtproteinkonzentration von 2 mg/ml gebracht. Anschlief}end wurden
jeweils 200 mM KCI (in MilliQ-Wasser) addiert. Die Proben wurden 10 min bei RT
inkubiert. Um das prazipitierte Kalium-Dodecylsulfat zu entfernen, wurden die Proben
fiir 10 min bei 15.000 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:1 mit MilliQ-
Wasser verdinnt, um die gewiinschte Konzentration von 1 mg/ml Gesamtprotein zu
erhalten. Es zeigte sich, dass die Ergebnisse des Cortex mit Methode Nr. 1 und Nr. 2 sehr
dahnlich waren. In dieser Arbeit werden daher die Ergebnisse des Cortex nur nach
Behandlung mit Methode Nr. 2 gezeigt. Die Standard-Eich-Kurven der ELISAs wurden
nach den Vorschriften der Kit-Anleitungen angesetzt und in einer Doppelbestimmung
aufgetragen. Jeweils 100 pl jeder Probe wurde fiir den ELISA-Test verwendet. Die
weitere Vorgehensweise entsprach den Anweisungen des Kits. Die Proben wurden
aufgetragen und anschlief3end iiber Nacht bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Der auf der
Platte angeheftete erste primdre Antikorper konnte in dieser Inkubationszeit an Af3
binden. Im nachsten Schritt wurden die Proben sorgfaltig entfernt und die Platte 5x
grindlich mit dem im Kit enthaltenen Waschpuffer gewaschen. Der Meerrettich-
Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP)-gekoppelte zweite primare Antikorper, der
spezifisch an den C-Terminus von Afd40 oder Afds2 binden sollte, wurde in einem
Volumen von 100 pl in jedes Well gegeben. Die Inkubationszeit betrug hier 1 h bei 4°C
im Dunkeln. Nach erneutem Waschen wurden in jedes Well 100 pl der mitgelieferten
3,3, 5,5-Tetramethylbenzidin-(TMB)-Losung gegeben und fir 30 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. In dieser Zeit wurde das TMB durch die HRP oxidiert und eine blaue
Farbung konnte wahrgenommen werden. Ohne die TMB-L6sung zu entfernen, wurden
jeweils 100 pl der Schwefelsaure-haltigen Stopp-Losung zugegeben. Die Zugabe der
Schwefelsaure fiihrte zu einem Farbumschlag der blauen TMB-Farbung nach gelb.
Diese Farbung konnte anschliefSend im Photometer bei einer Wellenldnge von 450 nm
gemessen werden. Anhand der Eichgerade konnten nun die Af3-Konzentrationen der

verschiedenen Proben ermittelt werden.
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3.3 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der in vitro Daten wurde mittels parametrischer
zweifaktorieller Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. Fiir alle zweifaktoriellen
ANOVA galt: Faktor 1 bezog sich auf die exzitatorische Erregung durch NMDA oder
Glutamat, und Faktor 2 auf die Inhibition durch den Antagonisten AP5.

Alle in vivo Daten wurden mit Hilfe parametrischer einfaktorieller ANOVA statistisch
evaluiert. Verglichen wurden die MK-801-behandelten Gruppen mit den jeweiligen
Saline-behandelten Kontrollgruppen. Fiir die Ermittlung der paarweisen Signifikanzen
im Vergleich mit der Kontrollgruppe wurde fiir alle zweifaktoriellen und einfaktoriellen
ANOVA der Holm-Sidak-Post-Hoc-Test durchgefiihrt. Alle in den Abbildungen gezeigten
p-Werte (p < 0,05) stammen von Post-Hoc-Tests. In den Abbildungslegenden werden
die p-Werte (p < 0,05) der Gesamtsignifikanzen der entsprechenden ANOVA genannt.
Weitere Angaben, darunter der F-Wert und die Freiheitsgrade, sind vollstindig im
Anhang ,Statistische Auswertung” (Abschnitt 9.1) zu finden. In Fillen, in denen die
Annahme der Normalverteilung oder die Annahme der Varianzen-Gleichheit nicht
bestdtigt werden konnte (Normalitdts-Test fehlgeschlagen N.T.f.: p > 0,05; Varianzen-
Gleichheits-Test fehlgeschlagen V.T.f.: p > 0,05), wurde die jeweilige ANOVA durch eine
ANOVA an Rangen erganzt. Diese zusatzlichen Daten sind ebenfalls dem statistischen
Anhang zu entnehmen (Abschnitt 9.1). Alle in dieser Arbeit gezeigten Daten wurden als

Mittelwert und Standardabweichung dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Auswirkung inhibierter NMDA-Rezeptoraktivitit auf Alzheimer-
assoziierte Proteine in primarer neuronaler Zellkultur.

Die Hypothese, dass eine verminderte NMDA-Rezeptor-Funktion in der Ausbildung
Alzheimer-typischer Histopathologien wie Tau-Tangels und Af3-Plaques resultiert,
wurde zundchst in dem Modell der primdren neuronalen Zellkultur getestet. Aus
Rattenembryonen wurden kortikale Zellkulturen etabliert. In fritheren Studien war
bereits gezeigt worden, dass die NMDA-Rezeptor-Untereinheiten NR1, NR2A und NR2B
in primarer kortikaler Zellkultur frithestens ab dem vierzehnten Tag der Kultivierung
(days in vitro, DIV) vollstandig exprimiert werden (Li et al. 1998). Die Zellen dieser
Arbeit wurden flir 14-17 Tage differenziert, bevor die Experimente gestarteten. Um zu
testen, welchen Einfluss die Inhibition der NMDA-Rezeptoren (NMDAR) auf die in
Alzheimer-relevanten Proteine hat, wurden die Zellen mit dem sehr spezifischen
NMDA-Rezeptor-Antagonisten D-AP5 (D-2-Amino-5-phosphonovaleriansaure) (Davies
und Watkins, 1981) behandelt. AP5 konkurriert um die Glutamatbindestelle im NMDA-
Rezeptor. Das dort bindende L-Glutamat ist ein natiirlicher Neurotransmitter, der
exzitatorisch wirkt und NMDAR aktiviert. Zusatzlich zum Antagonisten AP5 wurden in
den Experimenten auch die zwei Agonisten z Glutamat und anderen NMDA (N-Methyl-
D-Aspartat) eingesetzt (Watkins et al., 1990). Die Substanzen wurden einzeln und auch
kombiniert getestet (Agonist + Antagonist). Fiir die Inkubation mit den Substanzen
wurde das zuvor verwendete Neurobasal-Medium gegen eine Magnesium-freie Ringer-
Salz-Losung ausgetauscht (siehe 2.7.1 Losungen und Medien fir die primare
Zellkultur). Magnesium hat die Eigenschaft NMDAR spannungsabhangig zu blockieren
(Nowak et al, 1984). Fiir die Experimente sollte diese Blockade jedoch minimiert
werden, um die verringerte Aktivitit der Rezeptoren in vitro tendenziell
auszuschlieféen. Weiterhin wurden die Zellen wahrend den Versuchen unter zwei
unterschiedlichen Kalium-Bedingungen kultiviert. Es hat sich bereits gezeigt, dass eine
Erhohung der Kaliumkonzentration auf 25 mM in kultivierten Mausgehirn-Schnitten zu
einer verstarkten Depolarisation fiihrt (Heck et al, 2008). Die Experimente dieser
Arbeit wurden daher unter normalen Bedingungen (2,5 mM) und mit erhohter

Kaliumkonzentration (27,5 mM) durchgefiihrt.
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4.1.1 Untersuchung der Tau-Phosphorylierung nach Modulation der
exzitatorischen Neurotransmission in vitro.
Die Zellexperimente wurden wie in Abbildung 12 beschrieben durchgefiihrt.
Anschlieflend wurde das Zellmaterial mittels Westernblot untersucht. Um die fiir
Alzheimer spezifische Phosphorylierung von Tau zu untersuchen, wurden die Phospho-
spezifischen Antikorper AT8 (S202/ T205), S404 und S396 eingesetzt (Abbildung 15A).
Die Ergebnisse wurden mit einer zweifaktoriellen ANOVA analysiert, wobei Faktor 1
die Anwesenheit einer der beiden Agonisten wiederspiegelte und Faktor 2 die
Behandlung mit AP5. Bei Betrachtung der Westernblot Ergebnisse ist zu erkennen, dass
die Behandlung mit AP5 innerhalb von 4 h zu einem Anstieg in allen drei getesteten
Epitopen fiihrte (Abbildung 15A). Dieser erwies sich in der statistischen Auswertung
(Abbildung 15B) als signifikant (2,5 mM K*: Anti-AT8: p2 < 0,001, Anti-S404: p2 = 0,004,
Anti-S396: p2 = 0,017; 27,5 mM K*: Anti-AT8: p2 = 0,024, Anti-S404: p2 < 0,001, Anti-
S396: p2 = 0,017). Eine Behandlung mit 5 pM L-Glutamat oder 5 pM NMDA fiihrte
hingegen zu keinem signifikanten Abfall in der Phosphorylierung von Tau, obwohl die
evaluierten Werte eine Tendenz zur Reduktion aufwiesen (Abbildung 15B). Die
Verabreichung beider Substanztypen gleichzeitig zeigte die deutliche Dominanz des
Antagonisten-Effekts. Ein Grund hierfiir konnt die potentere Inhibitionseigenschaft von
APS5 sein (Jespersen et al, 2014) oder die vergleichsweise niedrige Agonisten-
Konzentration von 5 pM, die gewahlt wurde, um Exzitotoxizitat zu vermeiden. Es
zeigten sich weiterhin keine merklichen Unterschiede zwischen den beiden K*-
Konditionen auf Ebene der Tau-Phosphorylierung. Wahrend der Versuche wurde
ausschliefdlich Magnesium-freie Ringer-Salz-Losung verwendet. Die
spannungsabhdnige Blockade der NMDARs durch Magnesium war somit reduziert.
Moglicherweise fithrte die Vordepolarisierung der Zellmembran durch das zusatzliche
Kalium (25 mM) daher zu keinem signifikanten Effekt. Eine Zusammenfassung der n =
6 Experimente (n = 3 fiir jede K*-Bedingung) zeigte eine Signifikanz von p2< 0,001 fiir
alle drei Antikoérper in der zweifaktoriellen ANOVA (Abbildung 15C). Die paarweisen
Vergleiche im Post-Hoc-Test verdeutlichten, dass die Anwesenheit von AP5 in den
Agonisten-Experimenten zu einem signifikanten Anstieg der jeweiligen
Phosphorylierungsstelle fiihrte (p < 0,05). Die Anwesenheit von NMDA oder L-Glutamat

alleine erzeugte jedoch keine signifikanten gegenlaufigen Ergebnisse.
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Abbildung 15 NMDA-Rezeptor-abhéngige Tau-Phosphorylierung in kortikalen Neuronen aus der Ratte.
A. Die Zellen wurden mit den NMDA-Rezeptor-Agonisten NMDA (5 uM) oder Glutamat (Glu, 5 uM) und dem

Antagonisten AP5 (100 uM) behandelt. Die Effekte der Behandlung auf spezifische Phosphorylierungs-Epitope
des Proteins Tau wurden mit Hilfe der Westernblot-Methode analysiert. Die Versuche wurden fiir 4 h unter
normalen K*-Bedingungen (2,5 mM K*, links) oder hohen K*-Konzentrationen durchgefiihrt (27,5 mM K*, rechts).
Es wurden die spezifischen, mit Alzheimer assoziierten Epitope Serin 404 (S404), Serin 396 (S396) und
Serin 202+Threonin 205 (AT8) betrachtet. Die Menge des unphosphorylierten Taus (Tau-1) wurde ebenfalls
detektiert. Das Strukturprotein a-Tubulin (Tub) wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Die gezeigten Tub-Signale
beziehen sich jeweils auf die darliberliegenden Tau-Signale. B. Fiir die Quantifizierung von n = 3 unabhéangigen
Westernblot-Auswertungen wie in (A) wurden zunachst alle Protein-Signale auf das entsprechende
Tubulin-Signal normiert. Weiterhin wurden alle phospho-spezifischen Tau-Antikérper auf die Intensitdt des
jeweiligen Gesamt-Taus (Tau-1) bezogen. Die statistische Bewertung wurde fiir alle Zell-Experimente mittels
zweifaktorieller ANOVA durchgefiihrt. Faktor 1 war der Einsatz eines Agonisten (NMDA oder Glutamat) und
Faktor 2 stellte die Behandlung mit dem Antagonisten AP5 dar. In dieser und allen folgenden Abbildungen
werden ausschlieRlich Signifikanz-Level aus paarweisen Post-Hoc-Tests dargestellt, sofern eine
ANOVA-Gesamtsignifikanz vorhanden war (panova<0,05). Ausfihrliche Details zu den statistischen
Auswertungen sind dem statistischen Anhang (Abschnitt 9.1) zu entnehmen. ANOVA-Signifikanzlevel: Anti-ATS:
2,5 mM K*: p1 = 0,246, p2 < 0,001, n = 3; 27,5 mM K*: p1 = 0,473, p2= 0,024, n = 3, Anti-5404: 2,5 mM K*: p1 = 0,241,
p2=0,004, n =3; 27,5 mM K*: p1=0,322, p2< 0,001, n =3 and Anti-S396: 2,5 mM K*: p1 = 0,625, p2=0,017, n = 3;
27,5 mM K*: p1 = 0,735, p2 = 0,017, n = 3. C. Die Auswertung der zusammengefassten Ergebnisse beider K*-
Bedingungen fur Antikorper Anti-AT8: p1=0,122, p2 < 0,001, n = 6; Anti-S404: p1 = 0,148, p2 < 0,001, n = 6; Anti-
$396: p1=0,399, p2<0,001, n =6.

4.1.2 Detektion der APP-Expression und Amyloid 3-Bildung als Reaktion auf
verdnderte NMDA-Rezeptoraktivitit.
Die 4 h-Proben wurden neben der Tau-Phosphorylierung auch zur Analyse der APP-
Expression und Af3-Peptid Bildung genutzt. Westernblot-Analysen zeigten, dass die
Behandlung mit AP5 unter beiden K*-Bedingungen zu einer deutlichen Induktion der
APP-Expression fithrte (Abbildung 16A). Nicht naher zu identifizierende
Schnittfragmente von APP zwischen 10-15 kDa und 20-30 kDa zeigten ebenfalls ein
erhohtes Aufkommen. In der Auswertung zeigte sich, dass die Behandlung mit AP5 in
beiden K*-Konzentrationen in der uweifaktoriellen ANOVA deutlich signifikant war: p2
< 0,001 (Abbildung 16B). Die Gabe der Agonisten zeigte hingegen keine signifikanten

Auswirkungen auf die APP-Expression.
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Abbildung 16 Modulation der APP-Expression in kortikalen Neuronen nach NMDAR-Inhibition.

A. Gezeigt ist der Nachweis von APP-Expressionsniveaus nach 4-stiindiger Behandlung mit NMDA-Rezeptor-
Agonisten (5 uM NMDA oder Glutamat; Glu) oder -Antagonisten (100 uM APS5). Der eingesetzte Antikorper
richtete sich gegen die ersten zehn Aminosauren der AR-Sequenz. B. Quantitative Auswertung der Westernblot-
Analysen mit n = 3 biologischen Replikaten fiir jede der beiden Kalium-Bedingungen. Das Strukturprotein
a-Tubulin (Tub) wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Alle in den Graphen gezeigten Signifikanzen resultieren aus
Post-Hoc-Tests. Zweifaktorielle ANOVA-Signifikanzen: 2,5 mM K*: p1 = 0,209, p2 < 0,001, n = 3; 27,5 mM K*:
p1=0,988, p2<0,001, n = 3.
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Da die verschiedenen K*-Konzentrationen keine wesentlichen Unterschiede in der APP-
Expression hervorriefen, wurden alle Ergebnisse auch noch einmal unabhéngig von
ihrer K*-Bedingung zusammengefasst (n = 6) und ausgewertet (Abbildung 17). Die
signifikante Erhohung der APP-Expression nach AP5-Zugabe, die sich bereits in den
Einzelexperimenten in Abbildung 16 dokumentieren lief3, blieb bestehen und wies in
weiterfiihrenden Post-Hoc-Tests erhohte Signifikanzen auf (Abbildung 17). Eine APP-
Reduktion von >20% durch die Behandlung mit Glutamat wurde nach der
Zusammenfassung aller Ergebnisse ebenfalls signifikant (Post-Hoc-Test: p = 0,033).
Zusatzlich wurde mittels zweifaktorieller ANOVA eine signifikante Interaktion

zwischen der Agonisten- und Antagonisten-Behandlung ermittelt (pinteraktion = 0,034).
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Abbildung 17 Auswertung der APP-Expression unabhéngig von der K*-Konzentration in vitro.

Die per Westernblot analysierten APP-Expressionen aus den 2,5 mM und 27,5 mM K*-Experimenten wurden
zusammenfasst (n = 6). Die statistische Auswertung zeigte zuséatzlich zu einer zweifaktoriellen ANOVA-Signifikanz
fur die Anwesenheit des Antagonisten (p2< 0,001) (Agonisten: p1 = 0,270) auch eine signifikante Interaktion der
beiden Faktoren (pinteraktion = 0,034).

Zur Analyse der Amyloid 3-Sekretion wurde der Zellkulturiiberstand (Ringer-Salz-
Losung) nach 4-stiindiger Behandlung verwendet. Die Messungen wurden mit ELISA-
Kits durchgefiihrt, die spezifisch die endogene Af340- beziehungsweise Af342-Sequenz in
Mausen und Ratten erkennen. Die Auswertung der Ergebnisse (n = 6, K*-libergreifend)
ergab eine signifikant erhohte Af340-Sekretion in den Uberstand nach AP5-Behandlung
(zweifaktorielle ANOVA Afd40: p2 = 0,003). Eine seperate Auswertung der
K*-Konzentrationen fiihrte zu keinen signifikanten Ergebnissen. Die Menge an
16slichem Af42 im Uberstand war jedoch weder durch die Behandlung mit Antagonist

noch mit Agonisten signifikant beeinflusst (Af342: p1 = 0,784, p2=0,925).
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Insgesamt ist zu sehen, dass die sekretierte Konzentration von Af3s (pM) um ein

Sechsfaches hoher war, als die des Af3s2.
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Abbildung 18 Analyse der Amyloid B-Sekretion im Zellkulturiiberstand nach 4-stiindiger Behandlung.

Analyse des sekretierten ARso- und ARs-Fragments aus dem Zellkulturiiberstand (Ringer-Salz-Lésung) nach
4-stiindiger Behandlung. Es wurden Maus/Ratten-spezifische ELISA-Kits von Wako Chemicals verwendet. Die
Zellen wurden hierfiir wie bereits in Abbildung 15 erwdhnt behandelt. Die Ergebnisse der beiden K*-Bedingungen
wurden als n = 6 im Graphen zusammengefasst. Zweifaktorielle ANOVA-Signifikanzen: AB40: p1 = 0,100,
p2=0,003, n =6; AB42: p1=0,784, p2=0,925, n = 6.

In den Experimenten zeigte sich, dass eine Inhibition der NMDA-Rezeptoren durch AP5
in primarer kortikaler Zellkultur sowohl zu einer signifikanten Erh6hung der Epitop-
spezifischen Tau-Phosphorylierung als auch zur Induktion der APP-Expression und

Afdz0-Sekretion fuhrte.

4.1.3 Analyse der Zellmorphologie und Metabolismus-Rate in vitro.

Zur Validierung dieser Ergebnisse wurden potenzielle zytotoxische Effekte und
Veranderungen in der metabolischen Aktivitiat der Zellen wahrend der Experimente
dokumentiert. Eine Betrachtung der Zellmorphologie nach 4-stiindiger Behandlung mit
5 uM NMDA beziehungsweise 100 uM AP5 wurde mittels mikroskopischer Aufnahmen
durchgefithrt  (Abbildung 19). Die  Aufnahmen wurden fiir beide
Kaliumkonzentrationen angefertigt und mit der jeweiligen Vehikel-Gruppe verglichen.
Optisch konnten keine morphologischen Verdnderungen der unterschiedlich
behandelten Zellen festgestellt werden (Abbildung 19). Auch der Vergleich zwischen
der 2,5 mM K* und 27,5 mM K+* Vehikel-Gruppe zeigte, dass durch eine erhohte

Kaliumkonzentration keine Zellstrukturanomalien entstanden waren (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Mikroskopische Aufnahmen der Zellversuche nach 4 h-Behandlungen.

Die Zellen wurden nach 4-stiindiger Behandlung mit 5 uM NMDA und 100 uM AP5 mikroskopiert, um eventuelle
morphologische Veranderungen oder Zelldegradierung zu registrieren. Verglichen wurden die Aufnahmen mit
den Bildern der jeweiligen Vehikel-Gruppe nach 4-stlindiger Inkubation mit Ringer-Salz-Losung. Die Aufnahmen
wurden fir beide K*-Konzentrationen angefertigt. Es wurden keine weiteren quantitativen Auswertungen der
Bilder vorgenommen.

Fir die Registrierung neuronenspezifischer Verdnderungen oder verdnderter
Zellzahlen wurde eine Immunfiarbung fiir das Neuronen-spezifische Protein MAP-2
(Mikrotubulus-assoziiertes-Protein 2) mit einer parallelen Zellkernfirbung mit dem
fluoreszierenden Farbstoff DAPI durchgefiihrt. Die MAP-2-positive Neuronen-Anzahl
innerhalb eines mikroskopischen Bildausschnitts wurde auf die Anzahl der DAPI-
positiven Kerne im jeweiligen Bild normiert. Der Anteil MAP-2-positiver Zellen im
Vergleich zur Gesamtanzahl der Kerne (DAPI) wurde mit der jeweiligen
Vehikel-Gruppe verglichen. Es wurden n = 4 biologische Replikate angefertigt, die
jeweils mit 3 Bildern pro Behandlung dokumentiert wurden. Die Auswertung
bestdtigte, dass nach vier Stunden unter hohen K+-Bedingungen keine verdnderte
Neuronen-Anzahl durch die Behandlung mit einem Agonisten oder AP5 vorlag
(Abbildung 20) (zweifaktorielle ANOVA: 27,5 mM K+: p1 =0,075; p2 =0,659). Unter
K+-Normal-Bedingungen zeigte sich jedoch eine marginal erh6hte MAP-2-positive
Zellzahl in den AP5-behandelten Gruppen mit einer zweifaktoriellen ANOVA-
Signifikanz von p2 = 0,039. In den Post-Hoc-Tests ergaben sich jedoch keine paarweisen
Signifikanzen (Abbildung 20). Die mutmafiliche Ursache hierfiir konnte in einem
minimal besseren Uberleben der Zellen unter AP5 gelegen haben, welches jene

Exzitotoxizitat effektiv blockiert.
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Abbildung 20 Immunfluoreszenz-Farbung fiir den Neuron-spezifischen Marker MAP-2.

Eine Immunfluoreszenz-Farbung fir MAP-2 diente der Identifikation lebender Zellen nach der entsprechenden
Behandlung fiir 4 h. Eine parallele DAPI-Farbung zeigte die Gesamtheit aller Zellkerne inklusive denen der Glia-
Zellen. Fir jedes der vier biologischen Replikate (n = 4) wurden drei unterschiedliche Aufnahmen (technische
Replikate, r = 3) angefertigt und gemittelt. Die Neurone (MAP-2-positive Zellen) wurden gezahlt und auf die
Gesamtanzahl der Zellkerne (DAPI-positive Zellkerne) des jeweiligen Bildausschnitts normiert. ANOVA-
Signifikanzen: 2,5 mM K*: p1 = 0,110, p2=0,039, n =4; 27,5 mM K*: p1 = 0,075, p2 = 0,659, n = 4.

Die metabolische Aktivitit der 4 h behandelten Zellen wurde mit dem MTT-
Reduktions-Test ermittelt. Metabolisch aktive Zellen reduzieren den Farbstoff MTT zu
einem Formazan, das bei einer Wellenldnge von 560 nm photometrisch gemessen
werden kann. Es wurden fiir jede Behandlung n = 4 biologische Replikate aus r = 5
technischen Replikaten pro 96-Well-Platte generiert. Fir beide Versuchsbedingungen
zeigte sich, dass die Behandlung mit einem NMDAR-Agonisten zu einer signifikanten
Erniedrigung der metabolischen Aktivitit flihrte (Abbildung 21) (zweifaktorielle
ANOVA-Signifikanzen: 2,5 mM K*: p1 = 0,042; 27,5 mM K*: p1 = 0,009). Die AP5-
Behandlung erzeugte keine signifikante Veranderung der metabolischen Rate
(Abbildung 21). Es ist nur eine minimale Exzitotoxizitat zu sehen wie bereits in den
Mikroskopiebildern in Abbildung 19 und der Auswertung MAP-2-positiver Zellen in
Abbildung 20. Die Aktivitdt metabotoper Rezeptoren scheint keinen Einfluss auf die
Metabolischerate im MTT-Test zu haben, da die Behandlung mit Glutamat tendenziell

eher zu einer metabolisachen Reduktion fiihrte.
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Abbildung 21 Messung der metabolischen Rate in vitro durch MTT-Reduktion.

Die metabolische Aktivitat der neuronalen Zellen wurde anhand der Reduktionsrate von MTT gemessen. Jedes
biologische Replikat (n = 4) entstand aus flinf technischen Replikaten (r = 5) innerhalb derselben 96-Well-Platte.
Zweifaktorielle ANOVA-Signifikanzen: 2,5 mM K*: p1=0,042, p2=0,067, n = 4; 27,5 mM K*: p1 = 0,009, p2= 0,063,
n=4.

Zusatzlich zum 4 h-Zeitpunkt wurden ebenfalls Versuche mit einer Inkubationszeit von
24 h durchgefiihrt, um die Frage nach der Exzitotoxizitat in vitro zu klaren. Die
Behandlung mit den NMDA-Rezeptor-Agonisten NMDA und Glutamat in Ringer-Salz-
Losung flihrte nach 24 h zu einer deutlichen Schadigung der Zellen (Abbildung 22).
Unter der hohen Kaliumkonzentration (27,5 mM) kam es sowohl in den mit Agonisten
behandelten Zellen als auch in der Kontroll-Gruppe zur fast vollstindigen
Zelldegradation. Die zusatzlich mit AP5 behandelten Zellen zeigten eine deutlich
bessere Toleranz nach 24 h unter hohem Kaliumgehalt (keine mikroskopischen
Aufnahmen vorhanden). Die Zellen, die unter normalen Kaliumbedingungen (2,5 mM)
kultiviert wurden, sahen nach 24 h optisch intakter aus. Zellen, die jedoch mit NMDA
oder Glutamat behandelt wurden, waren unter normalen Kalium-Konzentrationen
ebenfalls in einem schlechten Zustand (Abbildung 22). Die dauerhaft stimulierte
Rezeptor Offnung durch das Fehlen von Magnesium und die Zugabe der Agonisten
fihrte in den Zellen vermutlich zu einem iibermafdigen Calcium-Einstrom und
schlief’lich zum Zelltod durch Exzitotoxizitat. Bekraftigt wird diese Annahme durch die
sichtbare Vergroflerung des Zytosols dieser Zellen (Pfeil in der NMDA- und Glutamat-
Behandlung in Abbildung 22).
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Abbildung 22 Mikroskopische Aufnahmen der Zellen nach den 24 h-Experimenten.
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Es wurden mikroskopische Phasen-Kontrast-Aufnahmen der Zellen nach den 24 h-Behandlungen gemacht. Die
Zellen wurden 24 h in Ringer-Salz-Lésung unter normalen Kaliumbedingungen (2,5 mM) inkubiert. Es wurden
Aufnahmen fir alle Versuchsbedingungen angefertigt. Exemplarisch werden hier Ausschnitte fiir die Kontrolle,
die beiden Agonisten-Behandlungen und die AP5-Behandlung gezeigt. Die Pfeile in der NMDA- und Glutamat-
Aufnahme zeigen Zellen mit vergréRertem Zytosol.

Quantitative Tests der 24 h-Experimente zeigten, dass durch Agonisten-Behandlung die
MAP-2-positiven Zellen zu fast 100% verschwanden und dass auch die metabolische
Rate dieser Zellkulturen erheblich reduziert war. Die MTT-Reduktionsrate war um 65%
beziehungsweise 40% in den NMDA- und Glutamat-Behandlungsgruppen reduziert.
Die detektierte Restaktivitit innerhalb der Agonisten-Gruppen koénnte aus

funktionellen Glia-Zellen resultieren.
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Abbildung 23 Dokumentation des in vitro Zelliiberlebens und der metabolischen Rate nach 24 h Behandlung.
Die in Abbildung 12 beschriebenen Behandlungen wurden fir 24 h durchgefiihrt. Das Zelliberleben und die
metabolische Aktivitdit wurden fir die 2,5 mM Kalium-Konzentration dokumentiert. A. Eine
Immunfluoreszenz-Farbung fir MAP-2 mit gleichzeitiger Zellkernfarbung mit DAPI wurde durchgefiihrt und
quantifiziert (n = 4). B. Die metabolische Aktivitat der Zellen wurde anhand ihrer MTT-Reduktion photometrisch
gemessen und dokumentiert (n = 4). (Die Ergebnisse wurden aufgrund der sehr deutlichen Effekte nicht weiter
statistisch analysiert.)
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Die 24 h-Experimente wurden aufgrund der starken Anzeichen fiir Exzitotoxizitat nicht
weiter ausgewertet. Insbesondere wurden keine Tau/APP-Analysen angefertigt. Die
sehr milden Verdnderungen der 4 h-Experimente in der Neuronen-Anzahl (Abbildung
20) und der metabolischen Rate der Zellen (Abbildung 21) kénnen hingegen aufgrund
ihrer geringen Effektgrofden nicht die technische Ursache fiir die in Abbildung 15,
Abbildung 17 und Abbildung 18 festgestellten deutlichen und signifikanten

Expressions- und Phosphorylierungs-Effekte darstellen.

4.2 Auswirkung Kkurzzeitiger in vivo NMDA-Rezeptor Inhibition in
mannlichen Wildtyp-Mausen.

Die bereits in vitro analysierte Hypothese wurde auch in lebenden Saugern getestet.
Hierflir wurden zehn Wochen alte, mannliche Wildtypmause (C57BL/6]Rj, Black 6) der
Firma Janvier (Paris, Frankreich) eingesetzt. Den Tieren wurde einmalig
intraperitoneal 1,0 mg/kg des Gehirnschranken-gingigen = NMDA-Rezeptor-
Antagonisten MK-801 injiziert. Die Gehirngewebe wurden 4 h beziehungsweise 24 h
nach der Injektion entnommen (zu entnehmen aus: Tabelle 6 Behandlungsiibersicht).
Die Behandlung und Toétung der Tiere wurde von der Firma QPS Austria GmbH
(Grambach, Osterreich) iibernommen. Die Gehirngewebe wurden anschlieRend an uns
(Universitatsmedizin Mainz) verschickt. Fiir die folgenden Analysen wurden definierte
Gehirn-Regionen prapariert (Abbildung 13). Fiir statistische Tests wurde die
einfaktorielle ANOVA angewendet.

4.2.1 Untersuchung der Epitop-spezifischen in vivo Tau-Phosphorylierung 4 h
und 24 h nach einmaliger MK-801-Behandlung.
Eine Westernblot-Analyse der Gehirngewebe des Hippocampus (Abbildung 24), des
Cortex (Abbildung 25) und des Thalamus (Abbildung 26) sollten Aufschluss iiber den
Phosphorylierungsstatus spezifischer Epitope des Tau-Proteins aufzeigen. Es wurden
die Alzheimer-assoziierten Epitope Serin 202/Threonin 205, Serin 404 und Serin 396
mit den spezifischen Antikorpern AT8, S404 und S396 mittels Westernblot getestet. Die
Signale fiir phosphoryliertes Tau wurden auf ihre jeweilige Ladekontrolle (Tubulin)
und anschlief3end auf das Proben-spezifische Gesamt-Tau normiert (Anti-Tau-1). Die
Auswertung der Westernblot-Ergebnisse in Abbildung 24B belegt eine signifikante
Induktion der Phosphorylierung des S404-Tau-Epitops im Hippocampus nach 4 h und
24 h (einfaktorielle ANOVA: p = 0,022). Das S396-Epitop und die AT8-Epitope zeigten
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in den Blots ebenfalls eine Tendenz zur Erh6hung (Abbildung 24A), diese erwies sich
jedoch in der statistischen Auswertung als nicht signifikant (AT8: p = 0,163; S396:
p = 0,574, einfaktorielle ANOVA).
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Abbildung 24 Analyse der in vivo Tauphosphorylierung im Hippocampus mannlicher Wildtypmause nach
einmaliger MK-801-Injektion.

Zehn Wochen alte, mannliche Black 6 Wildtyp-Mause (n = 7) wurden einmalig mit 1,0 mg/kg des NMDA-
Rezeptor-Antagonisten MK-801 intraperitoneal injiziert. Der Kontrollgruppe (Vehikel, n = 7) wurde Salzlésung
injiziert. Die Gehirne dieser Mduse wurden 4 h beziehungsweise 24 h nach der Behandlung (Vehikel ebenfalls
4 h) entnommen. A. Der Hippocampus wurde seziert und auf spezifische Tau-Phosphorylierungen mittels
Westernblot analysiert. Aufgrund der Anzahl (15 Stiick) an Geltaschen wurden pro Gruppe nur n = 5 Tiere
getestet. Es wurden fiir alle Analysen immer die selben fiinf Mause verwendet. B. Fiir die quantitative
Auswertung wurden die Expressionssignale aller Antikorper auf das jeweilige Tubulin-Signal normiert.
AnschlieRend wurden alle Phospho-Tau-Antikérper auf das Gesamt-Tau (Tau-1) bezogen. Statistische
Evaluationen fir diese und alle folgenden Maus-Experimente wurden mittels einfaktorieller ANOVA
durchgefiihrt. Die in der Abbildung gezeigten Signifikanzen resultieren aus Post-Hoc-Tests und beziehen sich auf
den Vergleich mit der Vehikel-Gruppe. Einfaktorielle ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8: p =0,163; Anti-S404:
p =0,022; Anti-S396: p = 0,574.
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Die Untersuchung des Cortex bestatigte hier ebenfalls eine signifikant erhohte
Phosphorylierung des S404-Epitops um 40% im Vergleich zur Vehikel-Gruppe
(einfaktorielle ANOVA: p = 0,016) (Abbildung 25B). Zusatzlich war die
Phosphorylierung der beiden AT8-Epitope um > 80% angestiegen (einfaktorielle
ANOVA: p = 0,003). Fiir das S396-Epitop wurden keine signifikanten Veranderungen
dokumentiert. Die durch exzitatorische Insuffizienz erh6hten Tau-Phosphorylierungen
im Cortex fanden ausschliefdlich 24 h nach der MK-801-Injektion statt (Abbildung 25B).
Der Hippocampus hingegen wies bereits nach 4 Stunden eine signifikante Modulation

fiir S404 auf (Abbildung 24B).
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Abbildung 25 Analyse der in vivo Tau-Phosphorylierung im Cortex mannlicher Wildtyp-Mause nach einmaliger
MK-801-Injektion.

A. Der Cortex wurde seziert und auf spezifische Tau-Phosphorylierungen mittels Westernblot analysiert. B. Die
in der quantitativen Auswertung gezeigten Signifikanzen resultieren aus Post-Hoc-Tests und beziehen sich auf
den Vergleich mit der Vehikel-Gruppe. Das Strukturprotein a-Tubulin (Tub) wurde als Ladekontrolle eingesetzt.
Einfaktorielle ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8: p = 0,003; Anti-S404: p = 0,016; Anti-S396: p = 0,134.
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Als zusatzliches Gewebe wurde der Thalamus analysiert (Abbildung 26A). Bei der
Praparation wurde sowohl der Bereich des eigentlichen Thalamus, als auch der Bereich
des Hypothalamus gemeinsam seziert und unter dem Begriff ,Thalamus”
zusammengefasst (Abbildung 13). Der Thalamus zeigte keine signifikanten

Veranderungen in den drei untersuchten Phospho-Tau-Epitopen (Abbildung 26B).
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Abbildung 26 Analyse der in vivo Tau-Phosphorylierung im Thalamus mannlicher Wildtyp-Mause nach
einmaliger MK-801-Injektion.

A. Der Thalamus wurde seziert und auf spezifische Tau-Phosphorylierungen mittels Westernblot analysiert. B.
Die in der quantitativen Auswertung gezeigten Signifikanzen resultieren aus Post-Hoc-Tests und beziehen sich
auf den Vergleich mit der Vehikel-Gruppe. a-Tubulin (Tub) wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Einfaktorielle
ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8: p = 0,935; Anti-S404: p = 0,353; Anti-S396: p = 0,126.

Zusammengefasst zeigt die Auswertung der Westernblot-Ergebnisse, dass die
Inhibition der NMDA-Rezeptoraktivitit durch eine einmalige MK-801-Injektion in
mannlichen Mausen zu einer signifikanten gewebs- und epitop-spezifischen Induktion
der Tau-Phosphorylierung fiihrte. Der Thalamus schien in einem Zeitraum von 4 bis
24 h davon nicht betroffen zu sein. Der Cortex wies im Vergleich zum Hippocampus eine

verzogerte Reaktion erst zum spdteren 24 h-Messzeitpunkt auf.
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4.2.2 In vivo Expressions-Analysen von APP und APP-assoziierten Proteinen in
mannlichen Mdusen nach einmaliger MK-801-Injektion.
Zusatzlich zur Tau-Analyse wurden die generierten Proben auch hinsichtlich der
Expression von APP untersucht (Abbildung 27A). In der Auswertung (Abbildung 27B)
war 24 h nach der MK-801-Behandlung ein signifikanter Anstieg der APP-Expression
im Hippocampus zu registrieren (einfaktorielle ANOVA: p = 0,001). Im Cortex war eine
signifikante zeitabhdngige Modulation mit einem Anstieg nach 4 h zu sehen, der sich
nach 24 h wieder auf das Basisniveau der APP-Expression einstellte (p = 0,007). Der
Thalamus reagierte nach 24 h mit einer signifikanten Reduktion von APP als Antwort

auf die MK-801-Behandlung (p = 0,041).
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Abbildung 27 Messung der gewebsspezifischen APP-Expression in mannlichen Mausen nach einmaliger
MK-801 Injektion.

A. Gezeigt ist die Westernblot-Analyse der APP-Expression in drei unterschiedlichen Hirnregionen. Die Proben
entsprechen denen der bereits gezeigten Tau-Phosphorylierungsanalysen. B. Fir die Auswertung der
Westernblot-Ergebnisse wurden alle Signale auf die jeweilige Ladekontrolle (Tubulin, Tub) normiert.
Einfaktorielle ANOVA-Signifikanzen: Hippocampus: p = 0,001, n = 5; Cortex: p =0,007, n =5; Thalamus: p = 0,041,
n=>5.
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Weiterhin wurde die Expression der beiden APP-assoziierten Sekretasen ADAM10 und
BACE1 sowie der y-Sekretase-Komponente Presenilin-1 (PS1) untersucht (Abbildung
28). Die Metalloprotease ADAM10 reagierte im Cortex und Thalamus mit einer
signifikanten Hochregulation um bis zu 55% (einfaktorielle ANOVA: Cortex: p = 0,026;
Thalamus: p = 0,043). In paarweisen Post-Hoc-Tests ergab sich fiir beide getesteten
Zeitpunkte ein signifikanter Anstieg im Vergleich zum basalen Niveau (Vehikel-Gruppe)
im Cortex. Im Thalamus stieg die ADAM10-Expression erst 24 h nach der
Medikamentengabe signifikant an (Abbildung 28). Fiir den Hippocampus war eine
ahnliche Tendenz zu erkennen, die jedoch nach statistischer Auswertung nicht
signifikant war. Die [3-Sekretase BACE1 blieb in allen Geweben zu beiden Zeitpunkten
unverdndert. Presenilin-1 (PS1) ist neben Nicastrin und dem Stabilisationsfaktor APH-
1 eine wichtige Untereinheit des Proteinkomplexes der y-Sekretase. In den analysierten
Westernblots zeigte sich, dass PS1 im Hippocampus und Cortex signifikant moduliert
war (Hippocampus: p = 0,023; Cortex: p = 0,010). In den Post-Hoc-Tests ergab sich eine
reversible PS1-Induktion im Cortex nach 4 h (Abbildung 28). Der Thalamus zeigte
ebenso wie der Hippocampus eine nicht-signifikante, tendenzielle Reduktion von PS1

24 h nach der induzierten NMDA-Rezeptor Blockade.

Hippocampus 0.027 Cortex Thalamus
_ OY 025 S ADAM10
< .
S, 200 10,015 0,029 [ BACEL
g El PSs1
& 150
8
5 100
)
£ 50
o}
° 0
o Vehikel ~ 4h 24h Vehikel  4h 24h Vehikel  4h 24h

Abbildung 28 Analyse der gewebsspezifischen Expression APP-assoziierter Proteine.

Mit der Westernblot-Methode wurden die APP-prozessierenden Sekretasen ADAM10 und BACE1 sowie die y-
Sekretase-Komponente Presenilin-1 (PS1) untersucht. Gezeigt ist eine quantitative Auswertung (n = 5) mit den
aus Post-Hoc-Tests resultierenden Signifikanzen (p < 0,05). Als Ladekontrolle fiir BACE1 wurde Aktin verwendet;
ansonsten wurde wie in allen vorangegangenen Experimenten Tubulin herangezogen. ANOVA-Signifikanzen:
Anti-ADAM10: Hippocampus: p = 0,114; Cortex: p = 0,026; Thalamus: p = 0,043; Anti-BACE1: Hippocampus: p =
0,722; Cortex: p = 0,171; Thalamus: p = 0,218; Anti-PS1: Hippocampus: p = 0,023; Cortex: p = 0,010; Thalamus:
p = 0,671. Alle statistischen Auswertungen wurden mit n =5 Mausen pro Gruppe durchgefiihrt.
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4.2.3 Messung der Amyloid f-Bildung als Reaktion auf NMDA-Rezeptor-
Insuffizienz in vivo.
Neben der Expression von APP und dessen assoziierten Sekretasen war auch die
Bildung des Amyloid 3-Peptids interessant. Die Gewebe wurden daher mit spezifischen
ELISAs auf ihre Menge an ldslichem endogenen Amyloid 340 (Af340) und Amyloid 342
(Af342) untersucht. Dieses Peptid geht aus der APP-Prozessierung durch die - und
y-Sekretase hervor und ist im Prozess der Alzheimerschen Krankheit von Bedeutung,
da er zur Aggregation neigt und so die Alzheimer-typischen Plaques bildet. Neben den
bereits getesteten Geweben des Hippocampus, Cortex und Thalamus wurden vier
weitere Gehirnregionen der MK-801-behandelten Mause analysiert. Der Entorhinale
Cortex (Ent), der Retrospleniale Cortex (Rsp) und der N. Caudatus und Putamen (CPu)
wurden zusatzlich betrachtet, wobei fiir das CPu nur der 4 h-Zeitpunkt getestet werden
konnte. Fiir die Menge an loslichem Af3s0 (Abbildung 29A) zeigte sich, dass eine
signifikante zeitabhdngige Modulation im Hippocampus und im retrosplenialen Cortex
stattfand (Hc: p = 0,029; Rsp: p = 0,016). Es war ein signifikanter, aber reversibler Af34o-
Anstieg nach 4 h zu erkennen (Abbildung 29A), der nach 24 h wieder auf dem basalen
Niveau beziehungsweise im Rsp sogar etwas darunter lag. In der Betrachtung der Af342-
Ergebnisse in Abbildung 29B fillt auf, dass eine signifikante Modulation im
Hippocampus, Cortex und Thalamus stattfand (Hc: p=0,010; Ctx: p=0,034; Th:
p <0,001). Der Hippocampus und Cortex zeigten fiir die Messung nach 24 h eine
signifikante Reduktion der loslichen Af342-Menge (pg/mg Gesamtprotein). Der
Thalamus hingegen wies eine signifikante Induktion nach 4 h auf, die nach 24 h wieder
bis unter das Basalniveau sank (Abbildung 29B). Die Zusammenfassung beider Af3-
Auswertungen in Abbildung 29C wurde pro Maus berechnet. Der Hippocampus, der
Thalamus und der retrospleniale Cortex waren signifikant moduliert (einfaktorielle
ANOVA: Hc: p=0,015; Th: p=0,014; Rsp: p=0,019). Das Caudate/Putamen
verzeichnete nach 4 h eine signifikante Erhohung des Gesamt-Af3 als Reaktion auf die

Inhibition der NMDA-Rezeptoren (Abbildung 29C).
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Abbildung 29 Messung der gewebsspezifischen Amyloid B-Sekretion in mannlichen Mausen nach einmaliger
MK-801-Injektion.
Proben verschiedener Hirnregionen (Hippocampus: Hc, Cortex: Ctx, Thalamus: Th, Entorhinaler Cortex: Ent,

pg AR/mg Protein

Retroplenialer Cortex: Rsp, N. Caudatus und Putamen: CPu) wurden mittels spezifischen ELISAs auf ihre Menge
an léslichem AR (pg/mg Protein) untersucht. Zuvor wurde das SDS der jeweiligen Proben durch eine Saule (Hc)
beziehungsweise durch eine KDS-Fallung mit KCI (Ctx, Th, Ent, Rsp und CPu) entfernt. A. Die Menge an ARao flr
Vehikel (n = 7) sowie 4 h und 24 h nach Behandlung (n = 5) wurde quantifiziert und mittels einfaktorieller ANOVA
statistisch ausgewertet. Alle in der Abbildung gezeigten Signifikanzen stammen aus paarweisen Post-Hoc-Tests
versus die Vehikel-Gruppe. ANOVA-Signifikanzen: Hc: p = 0,029; Ctx: p =0,136; Th: p=0,111; Ent: p = 0,597; Rsp:
p = 0,016; CPu: p = 0,149. Der 24 h Zeitpunkt wurde fiir CPu nicht getestet. B. Es wurde ein zweiter spezifischer
ELISA verwendet, um die Menge an ARs (pg/mg Protein) in denselben Proben zu ermitteln. ANOVA-
Signifikanzen: Hc: p = 0,010; Ctx: p = 0,034; Th: p < 0,001; Ent: p = 0,266; Rsp: p = 0,966; CPu: p = 0,135. C. Die
Auswirkungen der MK-801-Behandlung auf das Gesamt-AR-Level sind gezeigt. Die Mengen an ARs und AR
wurden pro Maus addiert und dargestellt (pg/mg Protein). Die statistische Auswertung mittels einfaktorieller
ANOVA ergab folgende Signifikanzen: Hc: p = 0,015; Ctx: p = 0,340; Th: p = 0,014; Ent: p =0,661; Rsp: p = 0,019;
CPu: p=0,044.

Zusammenfasend zeigen die Auswertungen, dass die Sekretion von Af340 und Af342 eine
regionsspezifische, MK-801-induzierte Modulation in vivo aufwies. Nach 4 Stunden war
in einigen Geweberegionen eine signifikante Induktion zu registrieren, die in allen
Fallen (CPu wurde nicht gemessen) nach 24 h reversibel war oder sogar unter das

Basalniveau des Vehikels fiel. Moglicherweise geben diese Daten einen Hinweis auf eine
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schnelle und kurzzeitige Funktion von Af}, die durch den NMDAR-Antagonismus

induziert wird.

4.3 Untersuchung biochemischer Veranderungen durch subchronische
NMDA-Rezeptor-Inhibition in vivo.

Einige weitere in vivo Experimente wurden durchgefithrt, um zu testen, welche
Auswirkungen eine subchronische Hemmung der exzitatorischen Neurotransmission
auf Alzheimer-assoziierte Proteine haben konnte. Eine Langzeitbehandlung mit drei
Injektionen pro Woche (Mo, Mi, Fr) wurde mit weiblichen und mannlichen Mausen fiir
6 oder 12 Wochen mit 1,0 oder 0,2 mg/kg MK-801 durchgefiihrt (Tabelle 7 ). Die
Gewebe wurden 24 h nach der letzten Injektion prapariert, um sicherzustellen, dass die
Substanz zu diesem Zeitpunkt bereits eliminiert war und akute Effekte damit
ausgeschlossen werden konnen. Untersuchungen zu den kinetischen Eigenschaften von
MK-801 in Ratten haben gezeigt, dass die Plasmakonzentration nach einer Injektion (2
mg/kg) ihr Maximum nach 10-30 min hat und die Substanz mit einer Halbwertszeit von
~2 h eliminiert wird (Vezzani et al., 1989). Im Unterschied zu den vorherigen in vivo-
Proben wurden die Mausgehirne fiir die folgenden Analysen in nur vier Gewebe
unterteilt. Jeweils die linke Gehirnhalfte wurde hierzu unter einem Binokular in
Cerebellum, Thalamus, Hippocampus und Cortex zerlegt (Abbildung 14). Die lysierten
Gewebe wurden wie die vorangegangenen Proben auf Tau-Phosphorylierung, APP-

Expression und die Expression der APP-Sekretasen untersucht.

4.3.1 Auswirkungen subchronischer Inhibition der NMDA-Rezeptoren auf die
Expression Alzheimer-assoziierter Proteine in mannlichen Mausen.
Minnliche, 16 Wochen alte Mause wurden fiir 6 Wochen behandelt (6 w &), wobei drei
Injektionen pro Woche (insgesamt 18) mit 1,0 mg/kg MK-801 verabreicht wurden. Die
Anzahl der Tiere pro Gruppe war n = 8. Aus Platzgriinden wurden im Elektrophorese-
Gel jeweils sieben der acht Proben analysiert. Die Gewebe des Hippocampus (Abbildung
30) und Cortex (Abbildung 31) wurden mittels Westernblot auf veranderte
Tau-Phosphorylierung untersucht. Die Auswertungen der Westernblot-Experimente
zeigten, dass nach 6 Wochen sowohl im Hippocampus (Abbildung 30B) als auch im
Cortex (Abbildung 31) keine signifikanten Veranderungen der Phosphorylierung
induziert waren (ANOVA-Signifikanzen: Hippocampus: Anti-AT8: p = 0,544, Anti-S404:
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p = 0658, Anti-S396: p = 0,968; Cortex: Anti-AT8: p = 0,774, Anti-S404: p = 0384). Der
Anti-S396-Antikérper wurde in den Westernblot-Analysen des Cortex nicht getestet.
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Abbildung 30 Hippocampale Phosphorylierung von Tau in vivo nach 6-woéchiger MK-801-Behandlung in
mannlichen Mausen.

Mannlichen Mausen wurde (iber einen Zeitraum von 6 Wochen dreimal wéchentlich (Mo, Mi, Fr) 1,0 mg/kg
MK-801 injiziert (insgesamt 18 Injektionen). Die Vehikel-Gruppe wurde im selben Intervall mit einer Salzlosung
behandelt. Die Gehirne wurden 24 h nach der letzten Injektion entnommen. A. Das Gewebe des Hippocampus
wurde separiert und mittels Westernblot analysiert. Gezeigt sind die Signale der Phospho-spezifischen
Antikorper (AT8, S404 und S396) und von Tau-1 mit den jeweiligen Tubulin-Ladekontrollen fiir die Vehikel- und
MK-801-behandelte Gruppe (6 Wochen) mit jeweils n = 7. B. Die Westernblot-Ergebnisse wurden mittels
einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert. Fir die quantitative Auswertung wurden die Phospho-Tau-Werte auf
die jeweiligen Gesamt-Tau-Ergebnisse (Tau-1) normiert. Hippocampus: Anti-AT8: p = 0,544; Anti-S404: p = 0658;
Anti-S396: p =0,968; n = 7.

84



Ergebnisse

Cortex
AT8 S404

g 200
c
S 150
n
4 I
5 100 I
3
=4
T 50
s
o 0

Vehikel 6 Wochen Vehikel 6 Wochen

Abbildung 31 Kortikale Phosphorylierung von Tau in vivo nach 6-wochiger MK-801-Behandlung in mannlichen
Mausen.

Das Gewebe des Cortex wurde separiert und mittels Westernblot analysiert. Die Westernblot-Ergebnisse wurden
mittels einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert. Fiir die quantitative Auswertung wurden die Phospho-Tau-
Werte auf die jeweiligen Gesamt-Tau-Ergebnisse (Tau-1) normiert. Das Strukturprotein a-Tubulin (Tub) wurde
als Ladekontrolle eingesetzt. Cortex: Anti-AT8: p = 0,774, Anti-S404: p = 0384; n = 7. Der Anti-S396 Antikorper
wurde im Cortex nicht getestet.

Die weitere Analyse der APP-Expression ergab, dass durch die subchronische
NMDAR-Insuffizienz ebenfalls keine Modulation der APP-Expression induziert wurde
(Abbildung 32). Weder der Hippocampus noch der Cortex zeigten in der einfaktoriellen
ANOVA eine signifikante Veranderung (Hippocampus: p = 0,718; Cortex: p = 0,931). Die
Tau- und APP-Ergebnisse konnten eine Habituation der mannlichen Mause an die
wiederholte MK-801-vermittelte Rezeptorblockade innerhalb der 6-wdchigen
Behandlung anzeigen oder einen anderen Unterschied zwischen der in vivo Situation

und der Zellkultur.
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Abbildung 32 In vivo APP-Expression nach 6-wo6chiger MK-801-Behandlung in mannlichen Mausen.

Die Gewebe des Hippocampus und Cortex wurden auf ihre Expression von APP mittels Westernblot analysiert.
Das Strukturprotein o-Tubulin (Tub) wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Die Ergebnisse wurden mittels
einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert. Hippocampus: p =0,718; n=7; Cortex: p=0,931;n=7.
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Um dies ndher zu untersuchen wurde eine zweite Gruppe mannlicher Mause (bei Start
10 Wochen alt) fiir 12 Wochen im selben Intervall mit MK-801 behandelt (12 w J3). Die
Tiere bekamen somit insgesamt 36 Injektionen mit jeweils 1,0 mg/kg MK-801. Auch die
verlangerte Behandlungszeit (12 Wochen) zeigte im hippocampalen Gewebe keine
Auswirkungen auf die Phosphorylierung der getesteten Tau-Epitope (Abbildung 33A).
Die statistische Auswertung mittels einfaktorieller ANOVA ergab ebenfalls keine
signifikanten Verdanderungen (Abbildung 33B) (ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8:
p = 0,335; Anti-S404: p = 0,554; Anti-S396: p = 0,996).
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Abbildung 33 Hippocampale in vivo Phosphorylierung von Tau nach 12-wéchiger MK-801-Behandlung in
mannlichen Mausen.

Ménnliche M&usen wurden tber einen Zeitraum von 12 Wochen dreimal wochentlich (Mo, Mi, Fr) mit 1,0 mg/kg
MK-801 injiziert (insgesamt 36 Injektionen). Die Vehikel-Gruppe wurde im selben Intervall mit einer Salzlésung
behandelt. A. Das Gewebe des Hippocampus wurde mittels Westernblot analysiert (n = 7). Die Signale der
Phospho-spezifischen Antikérper (S404, S396 und AT8) und von Tau-1 sind gezeigt. Tubulin wurde als
Ladekontrollen verwendet. B. Die Westernblot-Ergebnisse wurden mit einfaktorieller ANOVA statistisch
evaluiert. Die Phospho-Tau-Werte wurden auf das jeweilige Gesamt-Tau (Tau-1) normiert. Hippocampus: Anti-
ATS8: p = 0,335; Anti-S404: p = 0,554; Anti-S396: p = 0,996.
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Die Untersuchung der Tau-Phosphorylierung im Cortex zeigte hingegen
Veranderungen durch die Inhibition der exzitatorischen Neurotransmission
(Abbildung 34A). Die subchronische MK-801-Behandlung fiihrte bei diesen Tieren
innerhalb von 12 Wochen zu einer signifikant erhohten Phosphorylierung des AT8-
Epitops um 47% und des S404-Epitops um 30% im Vergleich zur Vehikel-Gruppe
(Abbildung 34B) (ANOVA-Signifikanz: Anti-AT8: p = 0,039; Anti-S404: p = 0,011). Der
Anti-S396-Antikorper konnte keine statistisch relevante Modulation (p=0,819)
erkennen (Abbildung 34B).
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Abbildung 34 Kortikale in vivo Tau-Phosphorylierung nach 12-wochiger MK-801-Behandlung in mannlichen
Mausen.
A. Das Gewebe des Cortex wurde mittels Westernblot analysiert. Gezeigt sind die Signale der Phospho-
spezifischen Antikérper (S404, S396 und AT8) und von Tau-1 mit den jeweiligen Tubulin-Ladekontrollen fir die
Vehikel- und MK-801-behandelte Gruppe (12 Wochen) mit jeweils n = 7. B. Die Westernblot-Ergebnisse wurden
mittels einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert. Fir die quantitative Auswertung wurden die
Phospho-Tau-Werte auf die jeweiligen Gesamt-Tau-Ergebnisse (Tau-1) normiert. Cortex: Anti-AT8: p =0,039;
Anti-S404: p = 0,011; Anti-S396: p = 0,819.
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Weitere Westernblot-Analysen dokumentierten, dass es keine hippocampale
Veranderung in der Expression von APP gab, wohingegen jedoch die kortikale
APP-Expression nach 12-wdéchiger MK-801-Behandlung um ~15% signifikant
reduziert war (Abbildung 35) (Hippocampus: p = 0,362; Cortex: p = 0,039; n=7).

Die Ergebnisse der 12-Wochen-Behandlung legen nahe, dass es im Zuge der 6-wdchigen
Behandlung eine Habituation gab, die jedoch nicht vollig bestdndig war. Eine langere
Inhibition der NMDA-Rezeptoren fiihrte zumindest im Cortex nach 12 Wochen zu einer
signifikanten Induktion der spezifischen Tau-Phosphorylierung. Der Cortex schien auch
in der Modulation der APP-Expression stiarker betroffen zu sein, als das getestete

hippocampale Gewebe.
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Abbildung 35 In vivo APP-Expression nach 12-wdchiger MK-801-Behandlung in mannlichen Mausen.

Die 12 Wochen behandelten Mause wurden auf ihre gewebsspezifische APP-Expression hin untersucht. Es
wurden Westernblots fiir den Hippocampus und Cortex angefertigt. Als Ladekontrolle diente ein Anti-Tubulin-
Antikorper. Die Westernblot-Ergebnisse wurden mittels einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert.
Hippocampus: p = 0,362; Cortex: p = 0,039; n=7.

4.3.2 Analyse Alzheimer-assoziierter Proteine nach subchronischer NMDA-
Rezeptor-Inhibition in weiblichen Mausen.
In einem parallelen Experiment wurden die Auswirkungen einer MK-801-Behandlung
auch in weiblichen Mausen getestet. Es ist dokumentiert, dass weibliche Mause eine
grofdere Plasmakonzentration an MK-801 akkumulieren als Mannchen (Andiné et al,,
1999). Die weiblichen Mause wurden wie die mannlichen ebenfalls fiir 6 Wochen mit
1,0 mg/kg MK-801 behandelt (Tabelle 7). Die weiblichen Gruppen wurden analog den
Experimenten der mannlichen Gruppen aus Abschnitt 4.3.1 und im selben Intervall
behandelt. Thre Gehirne wurden ebenfalls 24 h nach der letzten Injektion entnommen
und untersucht. Eine gewebsspezifische Westernblot-Analyse ergab, dass Weibchen im
Gegensatz zu mannlichen Mausen nach einer 6-wochigen Behandlung eine deutliche
Induktion bestimmter Phospho-Tau-Epitope aufzeigten. Im Hippocampus waren zwei

der getesteten Epitope signifikant hoher phosphoryliert (Abbildung 36) (einfaktorielle
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ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8: p = 0,004; Anti-S404: p = 0,004). Das AT8-Epitop war
mit > 90% Erh6hung am starksten beeinflusst (Abbildung 36B). Der Cortex zeigte fiir
das Signal des AT8-Epitops im Westernblot-Ergebnis zwar eine Tendenz zur Erhéhung
(Abbildung 37A) allerdings konnte diese statistisch nicht belegt werden (Abbildung
37B). Doch wie auch bei den méannlichen Versuchstieren in Abbildung 34, konnte eine
signifikante Induktion von > 25% fiir das S404-Epitop nachgewiesen werden (ANOVA-
Signifikanz: p = 0,002).
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Abbildung 36 Auswirkung subchronischer NMDA-Rezeptor Inhibition auf die Phosphorylierung von Tau im
Hippocampus weiblicher Mause.

Weiblichen Mausen wurde tiber einen Zeitraum von 6 Wochen dreimal wochentlich (Mo, Mi, Fr) 1 mg/kg MK-801
injiziert (insgesamt 18 Injektionen). Die Vehikel-Gruppe wurde im selben Intervall mit einer Salzlésung behandelt.
Alle Gehirne wurden 24 h nach der letzten Injektion entnommen. A. Gezeigt sind die hippocampalen Signale der
Phospho-spezifischen Antikdrper (S404, S396 und AT8) und von Tau-1 mit den jeweiligen Tubulin-Ladekontrollen
fir die Vehikel- und MK-801-behandelte Gruppe (6 Wochen) mit jeweils n = 7. B. Die Westernblot-Ergebnisse
wurden mittels einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert. Fiir die quantitative Auswertung wurden die
Phospho-Tau-Werte auf die jeweiligen Gesamt-Tau-Ergebnisse (Tau-1) normiert. ANOVA-Signifikanzen: Anti-
ATS8: p = 0,004; Anti-S404: p = 0,004; Anti-S396: p = 0,201.
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Abbildung 37 Auswirkung subchronischer NMDA-Rezeptor Inhibition auf die Phosphorylierung von Tau im
Cortex weiblicher Mause.

A. Gezeigt sind die kortikalen Signale der Phospho-spezifischen Antikorper (5404, S396 und AT8) und von Tau-1
mit den jeweiligen Tubulin-Ladekontrollen fiir die Vehikel- und MK-801-behandelte Gruppe (6 Wochen) mit
jeweils n = 7. B. Die Westernblot-Ergebnisse wurden mittels einfaktorieller ANOVA statistisch evaluiert. Fiir die
quantitative Auswertung wurden die Phospho-Tau-Werte auf die jeweiligen Gesamt-Tau-Ergebnisse (Tau-1)
normiert. ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8: p = 0,216; Anti-S404: p = 0,002; Anti-S396: p = 0,252.

Die Expression von APP wurde ebenfalls per Westernblot analysiert. Die quantitative
Auswertung der Ergebnisse zeigte keine Expressionsveranderungen fiir beide
Gewebetypen (Abbildung 38). Zusatzlich wurde untersucht, ob die Expression APP-
prozessierender Sekretasen (ADAM10 und BACE1) oder Sekretase-assoziierten
Proteine (Presenilin-1) durch die subchronische MK-801-Behandlung beeinflusst war.
Die analysierten Geweberegionen (Abbildung 39) zeigten beide keine signifikanten
Einflisse auf Ebene der ADAM10- und BACE1-Expression (ANOVA-Signifikanzen:
ADAM10: Hippocampus: p = 0,949, Cortex: p = 0,196; BACE1: Hippocampus: p = 0,434,
Cortex: p = 0,552). Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Verlust fiir PS1T um ~30% in
beiden Geweben (Abbildung 39) (Hippocampus: p =0,030; Cortex: p =0,018). Ein
dhnlicher Effekt war bereits in den einmalig behandelten Mdusen nach 24 h

dokumentiert worden (Abbildung 28) und konnte nun reproduziert werden.
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Abbildung 38 Auswirkungen subchronischer NMDA-Rezeptor-Inhibition auf die gewebsspezifische
APP-Expression in weiblichen Mausen.

Nach 6-woéchiger MK-801-Behandlung wurden die hippocampalen und kortikalen Bereiche weiblicher
Mausgehirne auf potentielle Verdanderungen ihrer APP-Expression getestet. Das Strukturprotein a-Tubulin (Tub)
wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Die Westernblot-Ergebnisse wurden mittels einfaktorieller ANOVA statistisch
evaluiert. Hippocampus: p = 0,176; Cortex: p = 0,418.
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Abbildung 39 Einfluss von subchronischer NMDA-Rezeptor-Inhibition auf die gewebsspezifische Sekretase-
Expression in weiblichen Mausen.

Es wurden die Expressionslevel der APP-prozessierenden Sekretasen ADAM10 und BACE1 und der y-Sekretase
Komponente Presenilin-1 (PS1) in subchronisch (6 Wochen) mit MK-801 behandelten weichlichen Mausen
untersucht. Die Westernblot-Ergebnisse wurden quantifiziert und statistisch mittels einfaktorieller ANOVA
ausgewertet: Anti-ADAM10: Hippocampus: p = 0,949, Cortex: p = 0,196; Anti-BACE1: Hippocampus: p = 0,434,
Cortex: p =0,552; Anti-PS1: Hippocampus: p = 0,030, Cortex: p = 0,018. Das Strukturprotein a-Tubulin (Tub)
wurde als Ladekontrolle eingesetzt. Als Ladekontrolle fir BACE1 wurde Aktin herangezogen.

Um die Konformitat der Effekte bei einer angestrebten ,Fairness der Dosen“ zu priifen,
wurde daher eine weitere Gruppe weiblicher Mause fiir 6 Wochen mit einer niedrigeren
Dosis (ND) von 0,2 mg/kg MK-801 behandelt. Untersucht wurde dabei die kortikale
Tau-Phosphorylierung. Die Ergebnisse in Abbildung 40 ergaben eine deutliche
Induktion der drei getesteten pTau-Epitope durch die Behandlung mit einer niedrigen
Dosis. Die Auswertung mittels ANOVA zeigte signifikante Erhohungen des
Phosphorylierungsstatus fiir Anti-AT8: p = 0,002, Anti-S404: p = 0,004 und Anti-S396:
p = 0,009 (Abbildung 40B).
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Abbildung 40 Tau-Phosphorylierung nach niedrigdosierter, subchronischer MK-801-Behandlung in weiblichen

Madusen.

Weibliche Mause wurden im bereits zuvor beschriebenen Intervall von 6 Wochen mit einer niedrigen Dosis (ND)
MK-801 (0,2 mg/kg) behandelt. A. Der Einfluss auf die Phosphorylierung von Tau im Cortex der Mause wurde mit
Immunoblots ermittelt. Getestet wurden n = 7 Mause pro Gruppe. Das Strukturprotein a-Tubulin (Tub) wurde
als Ladekontrolle eingesetzt. B. Die Ergebnisse wurden quantitativ und statistisch mit einer einfaktoriellen
ANOVA evaluiert. ANOVA-Signifikanzen: Anti-AT8: p = 0,002; Anti-S404: p = 0,004; Anti-S396: p = 0,009.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der subchronischen Behandlung, dass eine

NMDA-Rezeptor-Inhibition langfristig zu einer Induktion Alzheimer-assoziierter

Marker-Proteine wie der Phosphorylierung von AT8 und S404 in beiden Geschlechtern

fiihrt. Zwischen den Geschlechtern ergaben sich Unterschiede in der Vulnerabilitit. Die

Reduktion von Presenilin-1 zeigt sich sowohl im akuten als auch im subchronischen

Inhibitionsmodell konsistent. Zwischen den Geschlechtern ergeben sich deutliche

Unterschiede in der Vulnerabilitat.

92



Diskussion

5 Diskussion

Weitweit sind ca 50 Millionen Menschen an Demenz erkrent. Morbus Alzheimer ist
dabei mit 60-70% die am haufigsten auftretende Form der Demenz (World Alzheimer
Report, 2018). Nicht nur die Patienten selbst, sondern auch deren soziales Umfeld leidet
stark unter den psychischen Symptomen, die diese Demenz mit sich bringt. Obwohl die
Alzheimersche Demenz seit mehr als 100 Jahren charakterisiert ist, kenn man die
Ursache fiir die Entstehung weiterhin nicht. Die Diagnose von Morbus Alzheimer und
die Abgrenzung von anderen Demenzformen basiert zum einen auf typischen
Verhaltenssymptomen wund ist zum anderen abhingig von histologischen
Veranderungen im Gehirn. Diese molekularen Krankheitsmarker sind jedoch trotz
neuer Bildgebungsverfahren erst eindeutig post mortem festzustellen, was eine
eindeutige Diagnose zu Lebzeiten des Patienten erschwert und auch die
Ursachenforschung vor eine Herausforderung stellt. Die typischen molekularen
Phinomene, die bei Morbus Alzheimer auftreten, sind Neurofibrillaire Biindel und
Amyloid-Plaques. Es ist nicht bekannt aus welchem Grund diese Pathologien auftreten.
Die beiden Proteine, die fiir die Entstehung dieser Aggregaten verantwortlich sind, sind
phospho-Tau und 3-Amyloid. Fiir beide Molekiile sind die physiologischen Funktionen
sind eindeutig geklart. Im Allgemeinen spiegeln mikroskopisch sichtbare Merkmale
einer Krankheit haufig eine physiologische Reaktion wieder, die als kompensatorische
Antwort auf eine meist unsichtbare Ursache ausgeldst wird wie zum Beispiel bei der
Serum-Amyloid-A-Amyloidose. Bei dieser Amyloidose wird als unspezifische
Immunreaktion auf eine chronische Entziindung vermehrt das entziindungshemmedne
Akute-Phase-Protein ,Serum-Amyloid-A“ (SAA) in der Leber produziert. Die
Uberproduktion von SAA fithrt dann zu einer erhéhten Bildung des Amyloid-A-Peptids.
Amyoid-A neigt zur Aggregation und fiihrt beispielsweise in der Niere oder im Darm zu
molekularn, sichtbaren Ablagerungen (Westermark et al., 2014). Diese Ablagerungen
sind jedoch nicht die Ursache des Problems, sondern ein Resultat aus der
kompensatorischen Reaktion auf die chronische Entziindung.

Im Hinblick auf Morbus Alzheimer fiihrt diese Argumentation zu der Idee, dass sowohl
die Bildung von Amyloid {3 als auch die Phosphorylierung von Tau die Kompensation
eines bisher unbekannten Auslosers darstellen konnte. Um dieses Alzheimer-Modell

genauer zu untersuchen wurde in dieser Arbeit das Auftreten der Alzheimer-
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spezifischen molekularen Merkmale der Krankheit im Zusammenhang mit gezielter
Blockade der exzitatorischen Transmission erforscht. Die exzitatorische Insuffizienz
bei sporadischen Formen der Alzheimerschen Demenz koénnte durch funktionelle
Inhibition der erregenden Neurotransmission hervorgerufen werden, beispielsweise
durch die Anwesenheit des ApoE4-Allels oder autoreaktive NMDAR-Antikorper. Die
genetisch bedingte Unterentwicklung des exzitatorischen Systems konnte bei
familidren Formen von Morbus Alzheimer ebenfalls ein Ungleichgewicht der
exzitatorischen und inhibitorischen Transmission hervorrufen. Beide Formen der
Krankheit wiirden dann dieselbe kompensatorische Antwort hervorrufen. Die
tibermafdige und letzlich ineffiziente Kompensation wiirde iiber einen langeren
Zeitraum zu einer pathologischen Ansammlung der aggregierten Proteine in Form von

NFTs und Plaques fiihren.

5.1 Tau-Phosphorylierung als  physiologische = Kompensation
exzitatorischer Hypofunktion.

Es zeigte sich, dass die Phosphorylierung bestimmter Alzheimer-assoziierter Tau-
Phospho-Epitope durch die Inhibition von NMDARs signifikant erhéht war. Eine
gesteigerte Phosphorylierung konnte hier sowohl in primaren kortikalen Zellen als
auch in Mausen nach einmaliger oder mehrfacher Behandlung mit einem NMDAR-
Antagonisten gewebsspezifisch nachgewiesen und reproduziert werden. Die
Inkubation mit NMDAR-Agonisten (NMDA und Glutamat) in vitro zeigte tendenziell die
entgegengesetzte Regulation, indem eine Reduktion der Tau-Phosphorylierung zu
erkennen war, die jedoch statisch keine Signifikanz zeigte. Bereits in vergangenen
Studien wurde dieser Effekt dokumentiert (Davis et al, 1995). Die Tau-bezogenen
Ergebnisse dieser Arbeit werden von Daten alterer Studien bekraftigt, die gezeigt
haben, dass die Aktivitit der NMDARs die spezifische Tau-Phosphorylierung in
hippocampalen (Allyson et al,, 2010; De Montigny et al., 2013) und kortikalen (Felming
und Johnson, 1995) Geweben von Ratten signifikant modulierte. Eine weitere Studie
von Yeung et al. 2010 hat gezeigt, dass eine Langzeit-Verabreichung des nicht
kompetitiven NMDAR-Antagonisten Ketamin bei Mdusen und Affen zu einer signifikant
erh6hten Phosphorylierung von Tau in kortikalen Arealen fiihrte. Ich konnte zeigen,
dass sich die gewebsspezifischen Erh6hungen der Tau-Phosphorylierung in vivo auf
kortikale und hippocampale Regionen beschrankt. Die Mduse wiesen unter einmaliger

Inhibition mit MK-801 nach 4 h und 24 h keine signifikante Phospho-Tau-Induktion in
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thalamischen Geweben auf (Abbildung 26). Diese Ergebnisse korrelieren mit der
Erkenntnis, dass der Thalamus bei Alzheimer-Patienten hdufig keine Tauopathie oder
in der Regel erst im sehr spaten Krankheitsverlauf aufweist (Delacourte et al., 1999;
Braak et al, 2006). Die pharmakologische Inhibition der Rezeptoren dieser
Experimente legt also ebenfalls nahe, dass zwischen der NMDAR-Aktivitat und der
Phosphorylierung von Tau ein physiologischer Zusammenhang besteht.

Neben der Regulation der Mikrotubuli-Stabilisation ist bekannt, dass Tau und dessen
posttranslationale Phosphorylierung weitere physiologische Funktionen wie die
Regulation des axonalen Transports besitzt (Dixit et al, 2008). Die zahlreichen
Interaktionspartner von Tau legen die Vermutung nahe, dass noch weitere
physiologische Funktionen bestehen. Die Lokalisation von Tau und dessen
phosphorylierter Isoformen war lange Zeit nur fiir das Axon beschrieben. Inzwischen
wurde jedoch bewiesen, dass Tau auch im somatodentrischen Bereich der Neurone
eine Rolle spielt. Es gibt unterschiedliche Modelle, die die Akkumulation von Tau und
pTau in den Dendriten erklaren sollen. Das altere Modell beschreibt die Ablésung von
phosphoryliertem Tau von den Mikrotubuli und dessen Relokalisation und
Akkumulation in dendritischen Bereichen (Frandemiche et al, 2014). Ein neueres
Modell erweitert diese Annahme durch eine Ausléser-induzierte lokale Translation von
Tau innerhalb der Dendriten (Li und Goétz, 2017).

Es ist nicht vollstiandig geklart, welche Rolle Amyloid 3 bei der Akkumulation und
Phosphorylierung von Tau hat. In der Literatur wurden gegensatzliche Hypothesen
diskutiert, namlich die Tau-Phosphorylierung in den Dendriten durch Af§ induziert
wird und die Phosphorylierung von Tau die Af3-induzierte Exzitotoxizitat vermittelt
(Haass und Mandelkow, 2010; Ittner et al., 2010; Frandemiche et al., 2014). Fiir beide
Hypothesen gilt jedoch, dass die Phosphorylierung von Tau und die Akkumulation im
somatodendritischen Raum eine Af3-vermittelte erh6hte exzitatorische Transmission
an der Postsynapse mit sich bringt (Roberson et al., 2007; Haass und Mandelkow, 2010;
Ittner et al., 2010; Li und Gotz, 2017). In Bezug auf seine somatodendritische Funktion
ist bekannt, dass Tau phospho-abhdngig mit der Src-Kinase Fyn interagieren kann
(Ittner et al, 2010). Die somatodendritische Aktivitit der Fyn-Kinase forderte
wiederum die Interaktion und Komplexbildung von NMDARs mit PSD-95 (Montragon-
Rodriguez et al.,, 2012), indem Fyn die NMDAR-Untereinheit NR2B an Position Y1472
phosphorylierte (Rong et al., 2001). Die Interaktion von NMDARs und PSD-95
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vermittelt eine stabile Verankerung der NMDARSs in der postsynaptischen Membran
(Roche et al., 2001) und eine verstdrke Glutamat-induzierte Signallibertragung (Haass
und Mandelkow, 2010). Mit der Hemmung der Fyn-vermittelten
NR2B-Phosphorylierung haben sich verringerte NMDAR-Strome gezeigt (Zhang et al.,
2016). Die Anwesenheit des funktionellen Tau-Proteins in dendritischen
Kompartimenten zeigte sich hierbei essentiell fiir die Fyn-vermittelte postsynaptische
Regulation der NMDAR-Aktivitat (Ittner et al,, 2010).

Die Experimente der vorliegenden Arbeit zeigten, dass eine Tau-Phosphorylierung
durch Insuffizienz der NMDARs sowohl in vitro als auch in vivo induziert wird. Dieser
Regulation kdnnte eine physiologische Kompensationsreaktion zu Grunde liegen, die
zum Ziel hat, die exzitatorische Transmission zu verstarken, indem die NMDARs in der
postsynaptischen Membran stabilisiert werden und somit die Af3-induzierte
Aktivierung erleichtert wird. Bei dieser Kompensation miissten sowohl Fyn als auch
PSD-95 essentielle Interaktionspartner sein. Fasst man die vorliegenden Ergebnisse
und die Erkenntnisse aus vergangenen Studien zusammen, macht es den Anschein, dass
Tau als intrinsischer Stabilisator der exzitatorischen Aktivitdt fungiert und damit in die
Regulation der neuronalen Aktivitat involviert ist (Roberson et al., 2007). Die Tatsache,
dass exzitatorische Neurone bei Morbus Alzheimer vulnerabler sind (Fu et al., 2018)
und die Erkenntnis, dass die Tauopathie in verschiedenen Braak-Stadien bei Morbus
Alzheimer und Frontotemporaler Demenz signifikant mit exzitatorischen Neuronen
kolokalisieren (Fu et al,, 2019), unterstiitzt die Annahme, dass Tau physiologisch mit
der exzitatorischen Transmission verkniipft ist. Bei der Alzheimerschen Krankheit
kommt es womdéglich zu einer pathologischen Uberkompensation der exzitatorischen
Insuffizienz, im Dauerzustand zu einer Aggregation des Proteins fiihrt, die schliefilich

als neurofibrillare Biundel sichtbar wird.

5.2 Amyloid f als Stimulator exzitatorischer Transmission
Die physiologische Funktion von APP und von dessen Schnittfragmenten wurde bislang
nicht eindeutig aufgeklart. Fiir die Alzheimersche Krankheit ist die pathologische
Aggregation des Amyloid 3-Peptids in Form von Senilen Plaques beschrieben. Warum
dieses Peptid im Verlauf der Krankheit zur Aggregation neigt, ist nicht verstanden.
Wallace et al., 1993 konnten zeigen, dass der Verlust der subkortikalen Innervation zu
einem schnellen und anhaltenden Anstieg der kortikalen APP-Expression fiihrte. Auch

in der vorliegenden Arbiet fiihrte die einmalige NMDAR-Inhibition in Mdusen zu einem
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hippocampalen Anstieg des APP. Was ist also die Funktion des gestiegenen APP-
Spiegels? Studien haben gezeigt, dass APP und NMDA-Rezeptoren Kko-
immunoprazipitieren, und dass die Reduktion von APP zu einer Verringerung der
NMDAR-Oberflachendichte und zu niedrigeren elektrophysiologischen NMDAR-
abhangigen Signalen fiihrte (Cousins et al. 2009). Ebenfalls hat man gezeigt, dass die
Uberexprimierung von APP zu erhéhten NMDAR-Signalen und einer vermehrten
Rekrutierung von NR2B-Rezeptoren fiithrte (Hoe et al., 2009b). Auch bestimmte
Schnittfragmente des APP scheinen eine Rolle bei der Regulation exzitatorischer
Neurotransmission zu spielen. Eine vielzdhlig beschriebene Eigenschaft des Amyloid 13-
Peptids ist die Induktion von Exzitotoxizitiat (Harkany et al., 2000; Mattson et al., 1992;
Danysz und Parsons, 2012; Roberson et al.,, 2007). Af3 zeigt diese Eigenschaften in
supraphysiologischen Konzentrationen (107 - 104 M), beispielsweise durch die
pharmakologische Zugabe in vitro oder eine Uberexpression von mutiertem APP in vivo
(Harkany et al, 2000; Mattson et al, 1992; Danysz und Parsons, 2012). Diese
Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass Af3 unter physiologischen
Bedingungen (10-1© - 10° M) als ein positiver Modulator der exzitatorischen
Transmission fungiert. Tatsachlich konnten unabhidngige Forschungsgruppen
nachweisen, dass physiologische Af3-Konzentrationen in vivo eine verstirkende
Wirkung auf die erregende Neurotransmission hatten, die Langzeit-Plastizitit in Form
von LTP und LTD verstarkten und die Gedachtnisbildung verbesserten (Brorson et al.,
1995; Wu et al., 1995, Molnar et al,, 2004; Puzzo et al., 2008; Alberdi et al., 2010; Texid6
etal, 2011). Eine supraphysiologische Zufuhr von Af hat ebenso wie die Af3-Reduktion
durch Antikérper oder siRNA zu einer Reduktion der synaptischen Plastizitit und
Verschlechterung des Gedachtnisses gefiihrt (Puzzo et al., 2008; Puzzo et al., 2011). Die
Supplementation verschiedener Af3-Spezies in Zellkultur hat einen erhéhten Calcium-
Einstrom bewirkt, der sich auch selektiv in exzitatorischen und nicht in inhibitorischen
Gehirnregionen zeigte (Brorson etal.,, 1995; Texid6 etal., 2011; Zempel und Mandelkow
2012). Zudem wurde dokumentiert, dass Afd an exzitatorischen dendritischen
Fortsitzen in kultivierten Neuronen binden kann (Zhao et al., 2010). Die Vermutung
liegt nahe, dass dieser Calcium-Einstrom durch spezifische postsynaptische
Mechanismen vermittelt wird. In der Tat wurde gezeigt, dass die pharmakologische

Inhibition der NMDA-Rezeptoren eine Blockade der Af3-induzierten exzitatorischen
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Effekte herbeiflihrte, was auf eine NMDAR-abhidngige Induktion der Exzitation
hindeutet (Brorson et al., 1995; Ye et al., 2004; Alberdi et al., 2010; Texid6 et al.,, 2011).
Es ist bereits erforschten, dass die Ausbreitung von Glutamat-Transporter auf der
Zelloberflache von Gliazellen eine physiologische Rolle bei der Ausbildung synaptischer
Transmission spielt (Murphy-Royal et al., 2015). Neue Ergebnisse zeigen zudem, dass
Af3-Mikroinjektionen in den Cortex von Ratten liber einen indirekten Mechanismus zu
einer Verringerung von Glutamat-Transportern fithren (Wu et al, 2020). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Af3-vermittelten exzitatorsichen Effekte tiber
den Mechanismus der Freilassung und Wiederaufnahme von Glutamat iiber Glutamat-
Transporter gesteuert wird (Li et al., 2009).

Die pharmakologische Blockade der NMDAR-Aktivitit innerhalb der vorliegenden
Studie fiihrte in vitro nach einer 4-stiindigen AP5-Behandlung zu einer signifikanten
Induktion des Afds0. Dieses Resultat wurde in MK-801-behandelten Mausen
reproduziert. In den in vivo-Experimenten zeigte sich fiir spezifische exzitatorische
Gehirnareale eine signifikante, reversible Af3-Induktion 4 h nach der MK-801-
Behandlung (Abbildung 29). Bereits andere Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass
verschiedene Af3-Spezies eine gesteigerte NMDA-Rezeptor-Aktivitdt induzierten und
eine Af3-vermittelte Sensitivierung der NMDAR stattfand (Wu et al., 1995, Molnar et al.,
2004; Alberdi et al, 2010; Uhasz et al., 2010). Interpretiert man die signifikante
Reversibilitit des hier gezeigten Effekts nach 24 h gemeinsam mit den
vorangegangenen Forschungsergebnissen, impliziert dies, dass Af; moglicherweise als
ein akuter Sensibilisator agiert, der die ggchemmte NMDAR-vermittelte exzitatorische
Transmission kurzfristig kompensieren soll. Der schnelle Anstieg und die
darauffolgende Reduktion nach 24 h kénnen zusatzlich mit der kurzen Halbwertszeit
des Af3-Peptids von < 2 h in vivo vereinbart werden (Abramowski et al., 2008). Neben
der zeitabhdngigen Af3-Modulation zeigten sich hier auch Gehirnareal-spezifische
Effekte. Die beobachteten gewebsspezifischen Effekte von APP und Tau nach der
NMDAR-Blockade sind den typischen Verlaufsmustern bei Morbus Alzheimer dhnlich.
Die nicht induzierte Tau-Phosphorylierung im Thalamus (Abbildung 26) und dessen
gleichzeitige selektive Erhohung der Af342-Konzentration (Abbildung 29B) korrelieren
mit der Tatsache, dass der Thalamus in sehr frithen Stadien der Alzheimerschen
Krankheit amyloidogene Plaques aufweist, allerdings erst in sehr spaten Stadien NFTs

aufzeigt (Aggleton et al, 2016). Auch der Retrospleniale Cortex, eine der ersten
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betroffenen Regionen bei frither Alzheimerscher Demenz, zeigte unter MK-801-
Behandlung eine deutliche Induktion von Af340 (Abbildung 29C). Innerhalb des Gehirns
sind der anteriore Thalamus und der Retrospleniale Cortex funktionell miteinander
verbunden (Nestor et al.,, 2003). Die Beeintrachtigung beider Regionen wird fiir den
frihen Verlust der episodischen Erinnerung bei Alzheimerscher Demenz
verantwortlich gemacht (Aggleton et al.,, 2016).

Die Agonisten-vermittelte NMDAR-Aktivierung in der primdren Zellkultur und die
Aufhebung der NMDAR-Inhibition in vivo durch den Abbau von MK-801 in den 24 h
nach der Behandlung fiihrte in beiden Fallen eine Reduktion der Af3-Konzentration
herbei. Dieses Resultat geht einher mit anderen Befunden, die gezeigt haben, dass eine
erhohte NMDAR-Aktivierung in APPsw/PS1-mutierten Mausen zu einer Erniedrigung
der Af3-Sekretion in die interstitielle Fliissigkeit flihrte (Verges et al,, 2011) und in
kortikaler Zellkultur die Inhibition des amyloidogenen Sekretionswegs des APP
induzierte (Hoey et al., 2009). Die hier dokumentierte Erniedrigung des zellularen APP
unter NMDAR-Aktivierung in der neuronalen Zellkultur konnte ebenfalls von Hoe et al.,
2009b und Hoey et al., 2009 gezeigt werden. Die Ergebnisse von Verges et al,, 2011
verdeutlichen zudem, in welchem sensiblen regulatorischen Gleichgewicht die Af3-
Sekretion und die NMDAR-Aktivitat stehen. Eine leichte Erhéhung der NMDAR-
Aktivitat hatte zu einem Anstieg der Af3-Sekretion gefiihrt, wohingegen eine hdhere
Dosis NMDA zu einer deutlichen Verstarkung der synaptischen Aktivitat gefiihrt hatte,
die jedoch von einer Reduktion der Af3-Konzentration im Zellzwischenraum begleitet
wurde. Beide Mechanismen waren simultan aktiv. Die Balance dieser synaptischen
Vorgidnge konnte daher eine wichtige Bedeutung fiir das Verstandnis der Alzheimer-
Pathogenese haben.

Uber welchen Mechanismus Af die exzitatorischen Neurotransmission vermittelt, ist
weitgehend unbekannt. Es gibt einige Forschungsergebnisse, die Indizien liefern. Es
wurde beispielsweise entdeckt, dass losliches AR die NMDAR-abhangige LTD
erleichtert, in dem es die extrazellulire Glutamat-Konzentration erhohte. Diese
Erhohung schien durch die Hemmung der Glutamat-Wiederaufnahme vermittelt
worden zu sein und nicht durch eine erhéhte prasynaptische Ausschiittung (Li et al,,
2009; Zott et al, 2019). Neuere Studien unterstiitzen diese Hypothese des Af3-
vermittelten Modifikation der Glutamat-Wiederaufnahme. Tong et al.,, 2017 haben

festgestellt, dass Af} die Protein-Expression und Aktivitidt der Glutamat-Transporter
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posttranslational inhibierte (Tong et al., 2017). Es konnte ebenfalls eine Kolokalisation
von Af} mit synaptischen NMDARs und dem PSD-95 beschrieben werden, was ein
weiterer Hinweis auf eine Interaktion zwischen Af und exzitatorischen Rezeptoren ist
(Lacor et al., 2007; Hoe et al., 2009b; Hoey et al., 2009). Eine Studie zur chronischen
pharmakologischen Inhibition der NMDARs in Gehirnschnitten hatte gezeigt, dass dies
zundchst zu einer anfanglichen Erniedrigung der AMPA-Rezeptor (AMPAR)-Strome
und es mit anhaltender Inhibition dann aber zu einer NMDAR-unabhangigen Erhéhung
des AMPAR-Signals kam (Zhu et al., 2002). Moglicherweise kommt es bei der gestorten
NMDAR-Funktion zu einer unabhiangigen AMPAR-Kompensation, die moéglicherweise
auch Af3-induzierbar ist. Dieser Verdacht wird unterstiitzt durch die Ergebnisse einer
weiteren Studie, bei der eine erhohte AMPAR-Aktivitit in Alzheimer-Mausen eine
Erniedrigung des Af3-Spiegels in der ISF induzierte (Hettinger et al., 2018). Es lasst sich
vermuten, dass das Af3-Peptid als ein akuter Sensitizer fungiert, der eine Insuffizienz
des glutamatergen Systems jedoch nur kurzfristig kompensieren soll (Mattson et al.,
1992; Harkany et al., 2009; Puzzo et al., 2008; Garcia-Osta und Alberini, 09; Morley et
al., 2010; Danysz und Parsons, 2012). Diese Wirkung wird spater dann scheinbar durch
die Produktion anderer proteolytischer APP-Fragmente wie dem synaptotrophen
sAPPa oder AICD abgelost (Moechars et al., 1996; Bell et al., 2008; Nicolas und Hassan,
2104).

Beide APP-Fragmente werden mit der physiologischen Langzeit-Regulation von
NMDARs assoziiert (Hefter und Draguhn, 2017; Pousinha et al., 2017). In der Tat haben
verschiedene Labore gezeigt, dass die pharmakologische Aktivierung der NMDA-
Rezeptoren zu einer Verschiebung der APP-Prozessierung fiihrte (Marcello et al., 2007;
Hoey et al,, 2009). Das APP wurde bei erh6hter NMDAR-Aktivitat vermehrt iiber den
nicht-amyloidogenen Weg prozessiert, woraufthin die sAPPa-Sekretion und C83-
Prozessierung anstiegen. Zusatzliche Experimente lassen vermuten, dass sAPPa eine
Rolle bei der Neurogenese, der synaptischen Plastizitdt und dem Erinnerungsvermogen
besitzt (Taylor et al., 2008; Hick et al., 2015; Puzzo et al., 2015). Die Prozesse der
Synaptogenese sind der Sensitivierung durch Af3 wohl {bergeordnet, da eine
libermiRige AR-Produktion das Risiko einer exzitatorischen Uberstimulation zum
Beispiel in Form von Krampfanféillen birgt. Aufderdem kann Af3 als mutmafilicher
Sensitizer nicht die Balance des Signal-Rausch-Verhiltnisses im neuronalen System

ausgleichen, da hierfiir strukturelle Verdnderungen notig waren. Ein gestortes
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Verhaltnis zwischen Signal und Rausch ist ein haufiges Phdanomen bei Morbus
Alzheimer (Danyz und Parsons, 2012) und erkldart wohl zum Teil das erhohte
Vorkommen von Krampfanfillen bei Alzheimer-Patienten (Amatniek et al., 2006;
Minkeviciene et al., 2009; Pandis und Scarmeas, 2012). Die Bildung neuer synaptischer
Strukturen hat jedoch den einen Nachteil, dass diese Vorgiange mehr Zeit benétigen,
weshalb Af3 die Zwischenzeit durch die akute Sensitivierung des glutamatergen
Systems tiberbriicken kann. Diese Hypothese wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit
unterstutzt. In den einmalig behandelten Mausen zeigte sich eine kurzzeitige Erhohung
von Af3 in den 4 h nach der Behandlung mit MK-801 (Abbildung 29). Auf Ebene der
Sekretasen-Expression gingen diese Beobachtungen mit einer vortiibergehenden PS1-
Induktion einher, die nach 24 h wieder reduziert war (Abbildung 28). Eine konstante
PS1-Reduktion zeigte sich in den mehrfachbehandelten weiblichen Mausen (Abbildung
39), die moglicherweise den funktionellen Effekt wiederspiegeln, den Alzheimer-
assoziierte PS1-Mutationen verursachen (Shen und Kelleher, 2007; Xia et al.,, 2015;
Sune tal.,, 2017). Die 3-Sekretase BACE1 war in den Mausen nicht induziert (Abbildung
28). Der reversible Charakter der Af3-Induktion bei einmaliger MK-801-Behandlung
wurde durch die Beobachtung unterstiitzt, dass ADAM10 sowohl im Cortex als auch im
Thalamus anhaltend erhoht war (Abbildung 28). Ahnliche Entdeckungen, bei denen die
o-Sekretase ADAM10 induziert, BACE1 unverandert und PS1 reduziert war, hat man
auch in Geweben von Alzheimer-Patienten gemacht (Takami et al., 1997; Davidsson et
al,, 2001; Gatta et al., 2002). Eine auf die Af3-Produktion zeitlich folgende Verlagerung
der APP-Prozessierung zum synaptotrophen sAPPa (Bell et al., 2008; Nicolas und
Hassan, 2014) oder dem Glutamatmetabolismus-verstirkenden, Synapsen-
regulierenden AICD (Schrenk-Siemens et al., 2008; Bukhari et al,, 2017) kénnte also
eine zweistufige Anpassung sein, um der Hemmung der exzitatorischen
Neurotransmission entgegenzuwirken. Endokrinologisch sind auch andere
kompensatorische Regulationen bekannt, bei denen proteolytische Fragmente
mehrstufig aus demselben Vorlduferprotein prozessiert werden, beispielsweise
Angiotensinogen (Santos et al, 2018) oder Proopiomelanocortin (O‘Donohue und

Dorsa, 1982).
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5.3 Diskussion des Modells der exzitatorischen Insuffizienz als Ursache
fiir die Alzheimersche Demenz

Das Modell der exzitatorischen Insuffizienz als Ursache fiir Morbus Alzheimer kann
sowohl fiir sporadische als auch hereditidre Formen dieser Demenz gelten (Abbildung
41). Die hereditaren Formen der Krankheit machen nur einen geringen Anteil von <1
% aus (Alzheimer’s Association, 2016; Blennow et al.,, 2006). Haufig wird die genetische
Disposition durch eine autosomal-dominant vererbte Mutation im APP-, PS1- oder PS2-
Gen vermittelt oder durch eine vermehrt vorliegende Kopie des APP-Gens (Bekris et al,,
2010). Da alle drei codierten Proteine an der Bildung des Af} beteiligt sind, ist es
zundchst naheliegend, dass die Folge der genetischen Verdnderung ein dauerhaft
erhohtes Level von Amyloid f3 oder dessen toxischer Subspezies sein konnte (Hardy
und Selkoe, 2002).
Wie bereits diskutiert scheint Af3 als Verstarker exzitatorischer Signale zu fungieren.
Da das glutamaterge System auch wahrend der neuronalen Entwicklung strikt reguliert
ist (Spitzer, 2006), hat eine Dysregulation der exzitatorischen Aktivitdt moglicherweise
dauerhafte Auswirkungen auf die neuronale Funktion. Es ist gezeigt, dass eine frithe
Hypoaktivitit des exzitatorischen Systems unmittelbar zum neuronalen Zelltod fiihrt
(Ikonomidou et al., 1999). Auch eine iibermaf3ig erhohte erregende Aktivitat kann zu
lebensbedrohlichen Folgen wie Krampfanfallen oder Epilepsie fithren (Chapman, 1998;
Coulter und Eid, 2013). Eine genetisch bedingte erhohte Af3-induzierte Sensibilisierung
der erregenden Neurotransmission wahrend der Entwicklung wiirde vermutlich sonst
auch wiederum eine kompensatorische Regulation herbeifiihren. Denkbar hierbei ist
die systematische Reduktion exzitatorischer Strukturen im Gehirn, um der Af3-
induzierten Hyperaktivitdat strukturell entgegenzuwirken. Diese Verdnderungen
wiirden gleichzeitig bedeuten, dass das strukturell hypogenetisch ausbalancierte
neuronale System deutlich anfidlliger fiir die altersbedingte oder extrinsisch
verursachte Schwachung der Exzitation ware. Die erhohte Anfilligkeit konnte zum
einen durch verringerte neuronale Komponenten und zum anderen durch bereits
maximale Af3-Konzentration vermittelt werden. Das frithe Auftreten symptomatischer
und pathologischer Merkmale der Alzheimerschen Krankheit konnte bei den
hereditiren Formen also ein Resultat aus einer kompensatorischen Unterentwicklung

exzitatorischer Strukturen im Gehirn sein.
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Diese Annahme wird durch eine gute Evidenzlage unterstiitzt. Beispielsweise erzeugte
eine zeitlich eingegrenzte Erhohung der Af3-Produktion wdihrend der friihen
postnatalen Entwicklung in Mausen permanente lokomotorische Hyperaktivitit in den
adulten Tieren (Rodgers et al., 2012). Lokomotorische Hyperaktivitit ist ein typischer
Phanotyp von Tieren, die mit NMDAR-Antagonisten behandelt wurden (Andiné et al.,
1999). In zwei- bis dreimonatigen ,APPind“-Mdusen wurde eine reduzierte Anzahl an
prasynaptischen Endknopfen und Neuronen im Hippocampus dokumentiert (Hsia et
al., 1999), begleitet von einem verkleinerten Corpus callosum und Gyrus dentatus
(Redwine et al, 2003). Fir Menschen mit heterozygotem ApoE4-Allel ist eine
Hypogenese des Entorhinalen Cortex (Shaw et al., 2007) und eine Fehlfunktion der
Gitterzellen beschrieben (Kunz et al., 2015). Das Phanomen tritt bereits in den frithen
20ern der Patienten auf, also weitaus friither als die entorhinale Pathologie bei
Alzheimer-Patienten. Gitterzellen befinden sich im entorhinalen Cortex und ihre
Funktion ist somit NMDAR-abhangig (Gil et al,, 2018). Fiir Patienten mit autosomal-
dominanter =~ PS1-Mutation haben  Untersuchungen ebenfalls abnormale
Gehirnstrukturen und Funktionsstérungen in der Jugend gezeigt (Reiman et al., 2012),
begleitet von einer hippocampalen metabolischen Hyperaktivitat, moglicherweise um
Defizite zu kompensieren (Quiroz et al.,, 2010). Bei Down Syndrom ist ebenfalls eine
genetische Disposition gegeben, die bereits wahrend der juvenilen Entwicklung zu
einer Disbalance zwischen exzitatorischer und inhibitorischer Neurotransmission
fiihrt (Belichenko et al., 2004; Fernandez et al., 2007; Wiseman et al., 2015).

Flr hereditare Formen der Alzheimerschen Demenz ist eine Mutation des PS1-Gens am
haufigsten anzutreffen. Neue Befunde legen nahe, dass die Mutationen jedoch keine
systematisch erhohte Af3-Produktion hervorrufen (Sun et al., 2017), sondern vielmehr
ein Defizit wahrend der neuronalen Entwicklung und ein Versagen des exzitatorischen
Netzwerks verursachen (Shen und Kelleher, 2007; Heilig et al., 2010; Heilig et al., 2013;
Xia et al., 2015). Presenilin ist nachweislich essentiell fiir die Prozesse des Lernens und
Erinnerns und das Uberleben neuronaler Zellen wihrend Alterungsprozessen (Saura et
al., 2004; Wines-Samuelson et al., 2010; Watanable et al., 2012; Xia et al., 2015). Diese
Entwicklungsdefizite in Mdusen mit humaner familidrer PS1-Mutation fithren zur
Beeintrachtigung glutamaterger Prozesse wie der Langzeit-Plastizitit (Xia et al.,, 2015).
Ahnliche Beobachtungen von friihzeitig gestorter LTP wurden in mutierten APP

transgenen Mausen gemacht (Moechars et al.,, 1996; Hsia et al., 1999; Jacobsen et al,,
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2006). Auflerdem wurde ein NMDAR-Defizit fiir PS1/PS2 KO-Mause beschrieben
(Saura et al., 2004). Mit diesen Kenntnissen lassen sich familidre Formen der Krankheit
zwanglos in das Modell der NMDAR-Insuffizienz als Ursache von Morbus Alzheimer
einordnen. Die bei der Alzheimerschen Demenz auftretenden pathologischen
Merkmale werden allgemein hdufig als Ausléser der Krankheit beschrieben. Bei
genauerem Betrachten scheinen diese Merkmale in der Tat eher generelle Ereignisse
zu sein, statt Alzheimer-spezifische, denn das Auftreten von Plaques und NFTs ist auch
bei weiteren neuronalen Krankheiten stark verbreitet. Sie konnen dabei sowohl einzeln
als auch in Kombination auftreten. Beispiele hierfiir sind die frontotemporale Demenz
(Gordon et al, 2016), zerebarale Amyloidangiopathie (Revesz et al.,, 2002) oder
Trimosie-21 (Down Syndrom) (Wiseman et al.,, 2015). Zudem gibt es das Phdnomen,
dass kognitiv gesunde Menschen ebenfalls Amyloid-Plaques besitzen konnen (Elobeid
et al., 2014), wohingegen es erwiesenermafien Patienten gibt, die zwar eine klinische
Alzheimer-Diagnose haben, jedoch vollstindig Plaque-negativ sind (Monsell et al.,
2015; Landau et al, 2016). Das generelle Vorkommen der beiden Merkmale bei
diversen neuronal-assoziierten Krankheiten macht es daher plausibel, die Pathologien
in das Modell einer molekularen kompensatorischen Antwort auf einen gemeinsamen
Ausloser einzuordnen (Abbildung 41). Wie bereits in Abschnitt 1.1.4 beschrieben, gibt
es verschiedene nicht-genetische Risikofaktoren, die mit dem Aufkommen der
Alzheimerschen Demenz in Verbindung gebracht werden. Fiir einige dieser
Risikofaktoren zeigt sich eine Korrelation mit einer gestorten exzitatorischen

Neurotransmission.
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Abbildung 41 Exzitatorische Insuffizienz als Ursachen der Alzheimerschen Krankheit.

Das dargestellte Modell spiegelt die Hypothese wieder, dass eine Insuffizienz der exzitatorischen
Neurotransmission durch inhibierte NMDA-Rezeptor-Funktion den pathologischen Ausléser der
Alzheimerschen Demenz darstellt. Die Insuffizienz wird innerhalb familidrer Alzheimer-Formen und
Trisomie 21-verursachter Alzheimer-Demenz durch die genetisch bedingte Hypogenese exzitatorischer
Strukturen verursacht. Bei sporadischen Formen geht die Schwachung der NMDAR-Aktivitat aus dauerhaft
NMDAR-antagonistisch wirkenden Faktoren wie Traumata, ein ApoE4-Allel oder autoreaktiven Antikdrpern
hervor. In dieser Arbeit konnte durch die pharmakologische Inhibition der NMDAR gezeigt werden, dass die
Erhéhung von APP, die Entstehung von AR und die Phosphorylierung von Tau eine regulatorische Antwort
auf die Rezeptor-Insuffizienz darstellen. Die hervorgerufenen Effekte dienen der kurzfristigen Stabilisierung
und permanenten Wiederherstellung der exzitatorischen Neurotransmission nach einer temporaren
Beeintrachtigung. Die Ausl6ser der exzitatorischen Beeintrachtigung werden in der vorliegenden Diskussion
erlautert. Da keine der physiologischen Regulationsreaktionen in der Lage ist, die urspriingliche Quelle der
chronischen NR-Insuffizienz zu beseitigen, wird die kompensatorische Antwort chronisch induziert, was zu
einer nicht regulierten Anhdufung von pTau und AR fiihrt, die schlieBlich die Aggregation dieser Molekiile
provoziert.

5.3.1 Traumatische Kopfverletzungen als Ursache fiir exzitatorische
Insuffizienz

Epidemiologische Studien und Autopsien haben gezeigt, dass traumatische

Kopfverletzungen (TBI) das Risiko fiir neurodegenerative Krankheiten wie Morbus

Alzheimer erhohen (Jellinger, 2004; Johnson et al., 2010; Ramos-Cejudo et al., 2018).

Das APP wird dabei auch als frither Marker fiir die axonale Beschadigung nach

mechanischen Traumata genutzt (Sheriff et al., 1994). Unter experimenteller Induktion
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von TBI hat sich wiederholt gezeigt, dass als Konsequenz die Af3-Produktion in einem
Zeitraum von 24 h bis ein Monat nach der Verletzung hochreguliert wird (Bird et al,,
2016). In Patienten mit einer tddlich verlaufenden Kopfverletzung zeigten sich bereits
nach 2 h erhohte 3-APP Niveaus (McKenzie et al., 1996). Tatsachlich zeigen einige
Patienten, auch bereits Kinder im Alter von zehn Jahren, schon kurze Zeit nach einem
Neurotrauma Af3-positive Plaque-dhnliche Ablagerungen im Gehirn (Roberts et al,
1994; Graham et al., 1995; Ikonomivic et al., 2004; Johnson et al., 2010). Der schnelle
Anstieg von Af3 nach einem Trauma ist ein Hinweis auf seine akute Wirkung zur
Stabilisierung der Neurotransmission zur Lebenserhaltung, so wie es auch in dieser
Arbeit den Anschein machte. Die entstandenen Ablagerungen hingegen sind auch iiber
einen langen Zeitraum von bis zu mehreren Jahren nach der Kopfverletzung im Gehirn
zu finden (Scott et al,, 2016). Der Knockout von APP in Mdusen sorgte flir schwerere
Auswirkungen milder Traumata im Vergleich zum Wildtyp (Corrigan etal.,, 2012). Auch
in Folge von Riickenmarkstraumata waren die Expressionslevel von APP und Af3
nachweislich erh6ht und eine Studie zeigte auch einen positiven Effekt dieser Proteine
nach neuronaler Schiadigung. Durch genetische und pharmakologische Inhibition von
APP beziehungsweise der Af3-Produktion war die Genesung sowohl auf physischer als
auch auf kognitiver Ebene negativ beeintrachtigt (Pajoohesh-Ganji et al, 2014).
Untersuchungen von Gehirnfliissigkeit aus Patienten haben ebenfalls gezeigt, dass ein
erhohter Af3-Spiegel mit einer positiveren Genesung von TBI-Patienten korrelierte
(Brody etal., 2008; Magnoni etal.,, 2012). Diese und weitere Ergebnisse implizieren eine
neuroprotektive Aufgabe des APP beziehungsweise Af3 bei der Wiederherstellung der
Basis-Transmission (Corrigan et al, 2012; Plummer et al., 2016). Einige Studien
berichten auch {iiber eine vermehrte Tau-Akkumulation nach traumatischen
Kopfverletzungen in Patienten (Edwards et al.,, 2017). Tatsachlich konnte dabei auch
die Hyperphosphorylierung von Tau als Folge von TBI beschrieben werden (Zanier et
al., 2018). Die Phosphorylierungsstellen bei TBI und auch bei chronisch-traumatischer
Enzephalopathie (CTE), welche haufig nach einem Trauma auftritt, waren Alzheimer-
assoziierte Epitope (Katsumoto et al., 2019). Zwischen den Pathologien bei Morbus
Alzheimer und den Phanomenen, die nach einem Trauma entstehen, bestehen demnach
Parallelen (Ramos-Cejudo et al., 2018). Die strukturellen Schiadigungen nach einer
traumatischen Verletzung betreffen primdr axonale Bereiche. Die bekannten

Funktionen von Tau als Stabilisator des axonalen Transports lassen vermuten, dass
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auch Tau und dessen Phosphorylierung eine neuroprotektive Aufgabe bei TBI hat. Fiir
die beschriebenen Ergebnisse ist es daher plausibel, die erhohte APP Expression,
Af3-Produktion und Phosphorylierung von Tau als eine kompensatorische Antwort
einzuordnen, die darauf gerichtet ist, eine vorlaufige Aufrechterhaltung der neuronalen
Funktion an der beschadigten Stelle zu generieren (Af3) und die strukturelle

Wiederherstellung zu orchestrieren (AICD, pTau und sAPPa).

5.3.2 Pradisposition zur Unterentwicklung des exzitatorischer Systems bei
Down Syndrom
Das Down Syndrom (DS) wird ebenfalls mit Demenz und dem Auftreten von Alzheimer-
Pathologie in relativ jungen Jahren assoziiert (Wiseman et al., 2015). 50-80% der tiber
65-]Jahrigen mit Down Syndrom sind an Morbus Alzheimer erkrankt (Castro etal., 2017;
Wiseman et al., 2015). Das APP-Gen wird auf Chromosom 21 kodiert. Da beim Down
Syndrom eine zusatzliche Kopie dieses Chromosoms vorliegt (Trisomie 21) vermutete
man, dass dies automatisch zu einer erhohten Produktion von APP und dessen
Schnittfragmenten fithrt (Rumble et al,, 1989). Es hat sich jedoch gezeigt, dass die
Menge an APP in DS-Patienten weder alters- noch zellspezifisch erhoht ist, was
impliziert, dass es einen speziellen regulatorischen Mechanismus geben muss, der die
pathologische Anhdufung von Af3 bei DS vermittelt (Antonarakis, 2017). Studien haben
bereits bewiesen, dass die Uberexpression von wildtypischem APP in Mausen nicht
ausreicht, um Neurodegeneration und Plaque-Bildung zu induzieren (Elder et al,
2010).
Eine plausible Erkldarung fiir Alzheimer-typische Pathologien bei Down Syndrom-
Patienten ware jedoch ein entwicklungsbedingtes Defizit des exzitatorischen
Netzwerks, das eine permanent erhohte, kompensatorische Produktion des Af3
induzierte, die wiederum die Plaque-Bildung bedingen wiirde. Tatsachlich ist das Down
Syndrom mit einer Disbalance der exzitatorischen und inhibitorischen
Neurotransmission assoziiert. Entdeckungen bei DS-Mausmodellen unterstiitzen diese
These der unausgeglichenen Neurotransmission bei DS. In diesen Modellen zeigte sich
die exzitatorische Transmission selektiv unterdriickt, wohingegen inhibitorische
Signale dominierten (Kurt et al., 2000; Belichenko et al., 2004; Fernandez et al., 2007).
Die gezeigte erhOhte synaptische Inhibition mit gleichzeitiger Erniedrigung von
NMDAR-Stromen fiihrte zu einer verringerten NMDAR-vermittelten Depolarisation
und zu einer Schwichung der LTP (Schulz et al, 2019). Die pharmakologische
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Erniedrigung der Inhibition durch GABA-Rezeptoren in diesen Mausen zeigte hierbei
wiederum positive Effekte auf das Lernen und das Erinnerungsvermdégen (Potier et al.,
2014). In weiteren DS-Mausmodellen konnte zudem ein glutamaterges Defizit und eine

reduzierte NR1-Expression nachgewiesen werden (Kaur et al., 2014).

5.3.3 Exzitatorische Hemmung durch Apolipoprotein E4-Polymorphismus

Der iiberragenste mit Morbus Alzheimer assoziierte Risikofaktor ist das ApoE4-Allel
(Rosenthal und Kamboh, 2014; Deming et al, 2017). ApoE4 ist mit einem bis zu
zwolffach erhohten Risiko verbunden, an der Alzheimerschen Demenz zu erkranken
(Corder et al,, 1993; Holtzman et al. 2012). Es wurde 1993 das erste Mal im Kontext der
Alzheimerschen Demenz beschrieben (Strittmatter et al., 1993). Seither gibt es viele
verschiedene und sehr widerspriichliche Hypothesen, wie der Cholesterol-Transporter
ApoE und die AR-Bildung biochemisch verkniipft sind (Liu et al.,, 2013; 2014; Zhao et
al., 2018). Bekannt ist, dass ApoE4 an den postsynaptischen Rezeptor ApoER2 bindet
und gemeinsam mit dem Rezeptor internalisiert wird. Wahrend der ApoER2-
Endocytose werden jedoch parallel auch glutamaterge NMDA-Rezeptoren ko-
internalisiert. Die ApoE4-Internalisierung dauert im Vergleich zu anderen Isoformen
langer an (Heeren et al., 2004 ), was zu einer Beeintrachtigung des Rezeptor-Recyclings
fiihrt und somit auch die NMDAR-Dichte an der Zelloberflache verringert (Chen et al,,
2010; Xian et al., 2018). In vitro wurde nachgewiesen, dass ApoE4 die Rezeptordichte
der NMDARs um ein 3- bis 5-faches im Vergleich zu den Isoformen E2 und E3 verringert
(Chen etal,, 2010).

Der ApoER2 ist neben einem ApoE4-Rezeptor auch ein kanonischer Rezeptor fiir das
synaptotrophe, extrazellulare Glykoprotein Reelin (Tissir und Goffinet, 2003; Hoe et al,,
2009a). Reelin hat verschiedene Funktionen bei der Regulation der exzitatorischen
synaptischen Plastizitit (Beffert et al, 2005; Wasser und Herz, 2017). Das
extrazellulare Reelin fordert durch seine Bindung an den ApoER2Z den NMDAR-
abhangigen Calcium-Einstrom in die Zelle (Chen et al., 2005). Diese Funktion von Reelin
ist abhangig von der Phosphorylierung der NMDAR-Untereinheiten durch die Src-
Kinase Fyn und die damit begiinstigte Interaktion der NMDARs mit PSD-95 (Beffert et
al., 2005; Chen et al.,, 2005). Wie bereits beschrieben sorgt die Komplexbildung mit
PSD-95 fiir die Stabilisierung der NMDA-Rezeptoren in der Zellmembran. Es hat sich
gezeigt, dass ApoE4 die Reelin-vermittelte Modulation der exzitatorischen Synapsen

beeintrachtigte (Xian et al., 2108). Bei Anwesenheit von ApoE4 zeigte sich eine
108



Diskussion

Schwachung des LTP und ein erniedrigtes NMDAR-Feldpotential (Korwek et al., 2009;
Chen et al., 2010). Ein Knockin von ApoE4 bei Mdusen erzeugte eine Erniedrigung der
exzitatorischen Signale, was eine kompensatorische Erh6hung der Af3-Konzentrationen
herbeifiihrte (Liraz et al., 2013; Nuriel et al., 2017). In ApoE4/APPind-Mausen und bei
humanen ApoE4-Alleltragern wurde ein Anstieg an Af3 ebenso dokumentiert (Bales et
al, 2009; Monsell et al, 2015) Rekapituliert man diese Ergebnisse, agiert ApoE4
demnach als ein starker Supressor der NMDAR-Funktionalitit innerhalb der
postsynaptischen Membran. Untersuchungen zu molekularen Interaktionen haben
gezeigt, dass nicht nur NMDARs mit PSD-95 und NMDARs mit ApoER2 interagieren,
sondern dass ApoER2 und PSD-95 ebenfalls Interaktionspartner sind, was die Bildung
eines Multikomplexes der drei Proteine nahelegt (Hoe et al,, 2006a). Der ApoER2 hat
weitere Interaktionspartner, die ebenfalls physiologisch mit APP interagieren,
beispielsweise das synaptotrophe Spondin-1 und das Adapterprotein Fe65, die die
Oberflachenexpression des APPs erhohen wund dessen nicht-amyloidogene
Prozessierung fordern (Ho und Siidhof, 2004; Hoe et al., 2005; Hoe et al., 2006b; Wasser
und Herz, 2017). Die Anwesenheit von ApoE4 wiederum foérderte die APP-ApoER2-
Endocytose und damit indierekt auch die endosomale Spaltung des Af3-Peptids (He et
al., 2007; Wasser und Herz, 2017). Neben den Effekten auf Af3 wurde gezeigt, dass
ApoE4 auch einen Effekt auf die Taupathologie hat (Liraz et al., 2013). Der KO von
ApoER2 zeigte ebenfalls eine gesteigerte Hyperphosphorylierung von Tau (Hiesberger
et al., 1999). Bei der Abwesenheit des ApoER2 war die Interaktion mit Reelin gestort,
was hier moglicherweise zu einer Kompensation durch die Phosphorylierung von Tau
fiihrte, um die NMDAR-Aktivitat zu stabilisieren.

Die beschriebenen Dokumentationen lassen die Schlussfolgerung zu, dass bei ApoE4-
Tragern die exzitatorische NMDAR-vermittelte Neurotransmission beeintrachtigt ist.
Aus diesem Ungleichgewicht heraus hat das neuronale System bereits eine angepasste,
erh6hte Kompensation durch Af3-Bildung und Tau-Phosphorylierung. Weitere
Storungen  beispielsweise  durch ein mildes Trauma konnten diese
Wiederherstellungsmechanismen erschopfen. In der Tat gibt es Belege dafiir, dass die
Auswirkungen einer Kopfverletzung durch den Faktor ApoE4 verstirkt werden und
auch die anschliefende Genesung negativ beeinflusst wird (Lichtman et al., 2000; Ariza

etal., 2006).

109



Diskussion

5.3.4 Weitere Alzheimer-assoziierte Faktoren im Atiologie-Modell der
NMDAR-Insuffizienz

Epidemiologische und klinische Auswertungen haben eine Vielzahl an Faktoren
ergeben, die mit der Alzheimerschen Krankheit korrelieren, obwohl sie auf den ersten
Blick zusammenhangslos erscheinen. Mit dem Modell der NMDA-Rezeptor-Insuffizienz
als Ursache von Morbus Alzheimer bekommen einige dieser Faktoren eine Plausibilitat.
Beispielsweise zeigt sich das biologische Geschlecht als Faktor, der eine Auswirkung
auf die Alzheimer-Vulnerabilitdt zu haben scheint (Snyder er al., 2016). Studien zeigten,
dass Frauen und Manner zu Beginn gleichermafden von Amyloidpathologie betroffen
sind, diese jedoch in weiblichen Patienten signifikant schneller voranschreitet (Braak
et al., 2011). Bei milden kognitiven Beeintrachtigungen (MCI) und Morbus Alzheimer
zeigt sich, dass Frauen in einem stiarkeren Ausmaf3 von kognitiven Beeintrachtigungen
und Hirn-Atrophie betroffen sind als Manner (Lin et al., 2015; Mosconi et al., 2017a).
Magnetresonanztomographie-Studien zeigen auch, dass Frauen bei MCI mit einer Rate
von 1% - 1,5% nachweislich schneller von Hirn-Atrophien betroffen sind (Hua et al,,
2010). Die Geschlechter-bezogenen Ergebnisse in dieser Dissertation spiegeln die
Alzheimer-Epidemiologie wieder (Snyder et al., 2016). Die weiblichen Mause in dieser
Arbeit zeigten bereits nach kiirzerer Behandlungszeit und unter geringen MK-801-
Dosen signifikante Effekte auf Proteinebene im Vergleich zu den parallel behandelten
mannlichen Mausen. Moglicherweise entstanden die Effekte durch die nachgewiesen
erhOohte Sensitivitit von weiblichen Nagern gegeniiber NMDAR-Inhibitoren, die
mafigeblich von Geschlechts-Hormonen beeinflusst wird (De Olmos et al., 2008). Die
fehlende Habituation der weiblichen Mause (Absatz 4.3.2) in dieser Arbeit kénnte
alternativ auch aus héheren MK-801-Konzentrationen im Gehirn auch bei geringeren
Injektionsdosen resultieren (Andiné et al., 1999).

Allgemein wird diskutiert, ob die neuroprotektive Funktion des Hormons Ostrogen
(Moosmann und Behl, 1999) und der Ostrogenverlust von Frauen im Zuge der
Menopause einen Einfluss auf die geschlechtlichen Unterschiede haben konnten (Li et
al,, 2014). Studien zur Funktion des Ostrogens in neuronalen Strukturen haben gezeigt,
dass dieses Hormon einen positiven Einfluss auf die NMDAR-vermittelten Signale und
die Rezeptordichte im Hippocampus hat (Woolley et al., 1997; Spencer et al.,, 2008;
Murakami et al., 2015). Der Ostrogen-Spiegel verringert sich bei Frauen mit einem Alter

von tiber 50 Jahren, korrelierend mit dem Einsetzen der Menopause. Frauen in und
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nach der Menopause zeigen einen Glukose-Hypometabolismus in Hirnarealen, die auch
bei der Alzheimerschen Demenz betroffen sind (Mosconi et al., 2017b). Die durch den
Verlust des Ostrogens geschaffene NMDAR-Insuffizienz wiirde in diesem Modell eine
kompensatorische Erhohung des Af3-Peptids provozieren. Tatsdachlich konnte in
Alzheimer-Modellmdusen und auch Patienten eine gegensatzliche Korrelation von Af3-
Ablagerungen und Ostrogen-Spiegeln entdeckt werden (Li et al, 2014), die bei
weiblichen ApoE4-Tragern sogar noch deutlicher ausgeprdgt war (Mosconi etal,
2017b)

Der Faktor Schlaf. Die Analyse mehrerer KO-Mauslinien hat ergeben, dass die Calcium-
abhangige Hyperpolarisation von Neuronen einen Einfluss auf die Schlafdauer und die
Tiefschlafphase haben (Tatsuki et al., 2016). Ist die Hyperpolarisation gehemmt, zeigt
sich die Schlafdauer verringert. Die pharmakologische Inhibition von NMDA-
Rezeptoren hat ebenfalls zu verkiirzten Schlafphasen in Mausen (Tatsuki et al., 2016)
und Fruchtfliegen (Drosophila melanogaster) gefiihrt (Tomita et al., 2015). Diese
Ergebnisse implizieren, dass die Funktion der NMDARs auch die Regulation von Schlaf
fordert. Der KO der NR1-Untereinheit in Fruchtfliegen (Tomita et al., 2015) und
Versuche zur Glycin-Suppression (Kawai et al.,, 2015) haben gezeigt, dass vor allem die
Glycin-Bindestelle bei der NMDAR-abhéngigen Schlafregulation eine Rolle zu spielen
scheint. Auch bei Patienten mit Alzheimerscher Demenz zeigen sich sehr oft
charakteristische Schlafstéorungen (Rothman und Mattson, 2012; Bubu et al,, 2017), die
moglicherweise auf eine Storung der NMDAR-Aktivitat zuriickzufiihren sind. Einige
neuere Studien konnten die Menge an Af3-Ablagerungen und Tau-Akkumulation in
nicht-dementen > 60-Jdhrigen mit schlechterer Schlafqualitat, exzessiver
Tagesschlafigkeit ~und  erniedrigtem  non-rapid-eye-movement-(REM)-Schlaf
korrelieren (Spira et al., 2013; Carvalho et al., 2018; Lucey et al., 2019). Unklar ist
jedoch, ob die Beeintrachtigung des Schlafs den Alzheimer-Pathologien vorausgeht
oder ihnen folgt. Die Hippocampus-abhingige Festigung und Verarbeitung von
Erinnerungen Kkorrelierte ebenfalls mit gestorten Schlafphasen und erhohten Af3-
Konzentrationen (Mander et al., 2015).

Der Faktor Gehorverlust. Bei Morbus Alzheimer sind auditive Gehirnareale von den
typischen Pathologien betroffen (Sinha et al., 1993). Ein Horverlust wird stark mit der
Alzheimerschen Demenz assoziiert und gilt als Risikofaktor (Livingston et al., 2017).

Auch DS-Patienten zeigen sehr haufig eine Beeintrachtigung des Horvermogens
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(Kreicher et al, 2018). Die auditive Funktion im Gehirn wird von verschiedenen
Systemen gesteuert. Es scheint plausibel, dass bei einer Stérung die Balance der
exzitatorischen und inhibitorischen Signale nicht gegeben ist und eine gestorte
NMDAR-vermittelte Calcium-Regulation die Ursache fiir auditive Beeintrachtigungen
sein kann (Rabang et al., 2015; Sanchez et al., 2015). Viele Gehirnareale, die am
auditiven System beteiligt sind, exprimieren funktionelle NMDARs. Beispielsweise die
Cochlea, die Collicululi und der auditive Cortex besitzen NMDA-Rezeptoren, deren
Funktion nachweislich essentiel fiir die Ausbildung der ,auditory space map“ wahrend
der Entwicklung und fiir die Aufrechterhaltung seiner Funktion in der adulten Phase ist
(Schnupp et al,, 1995; Ingham et al,, 1998). Mausmodelle mit reduzierter NMDAR-
Funktion haben gezeigt, dass NMDARs auch essentiell fiir die auditive Verarbeitung
sind (Bickel et al, 2008). Es existieren weitere neuere Studien, die die Rolle der
NMDAR-Aktivitat, fiir die Ausbildung auditiver Potentiale beschrieben haben (Askew
und Metherate, 2016; Teichert et al., 2017; Schuelert et al., 2018). Tatsachlich konnten
auditive Defizite bereits klinisch mit NMDAR-Agonisten verbessert werden
(Kantrowitz et al, 2016). Die NMDAR-Blockade als Ursache der Alzheimerschen
Krankheit konnte daher eine mogliche Erklarung fiir die Demenz-begleitenden frithen

Beeintrachtigungen des Gehors sein.

5.3.5 Anti-NMDA-Antikorper als moégliche Quelle der NMDAR-Insuffizienz bei
sporadischen Formen Alzheimerscher Demenz
Vor 15 Jahren wurden autoreaktive Antikérper gegen NMDA-Rezeptoren erstmals in
Enzephalitis-Patienten beschrieben (Takahashi et al., 2005) und im Jahr 2007 wurde
eine spezielle ,Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis“ dokumentiert (Dalmau et al., 2007).
Heute weifd man, dass Anti-NMDAR-Autoantikérper (Anti-NMDAR) sehr haufig und mit
einer Seropravalenz von 10-20% vorkommen, die mit zunehmendem Alter ansteigt
(Dahm et al., 2014; Zerche et al,, 2015). Diese Autoantikérper konnen verschiedenen
Immunglobulin-Klassen angehoren und es wurden bereits Anti-NMDAR IgA, IgM und
IgG identifiziert (Castillo-Gémez et al, 2016). Anti-NMDAR haben eine in vitro
nachgewiesene hemmende Wirkung auf die NMDAR-vermittelte Exzitation (Priiss et al.,
2012a; Doss et al., 2014). Fiir Anti-NMDAR-Enzephalitis-Modelle wurde beschrieben,
dass die Autoantikérper zur Internalisierung der Rezeptoren fiihrten (Hughes et al,,
2010; Lynch et al, 2018). Dies wiirde bedeuten, dass eine verringerte Anzahl an

NMDARs an der Zelloberfliche vorlage, was die Verringerung der exzitatorischen
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Neurotransmission erklaren wiirde. Anti-NMDAR-Autoantikérper wurden mit
kognitiven Defiziten und verschiedenen Formen von Demenz assoziiert (Doss et al,,
2014; Finke et al,, 2017). Am haufigsten und am relevantesten bei den Krankheits-
assoziierten NMDAR-Autoantikérpern scheinen die Anti-NR1-Untereinheiten-
Antikorper zu sein (Doss et al., 2014; Castillo-Gémez et al., 2016; Finke et al., 2017). Bei
einer Genom-weiten Assoziationsstudie bei Alzheimer-Patienten wurde entdeckt, dass
diverse Gene der Immunantwort von Mikroglia-Zellen erhoht waren (Sims et al., 2017).
Da Mirkoglia-Zellen Antigen-prasentierende Zellen im zentralen Nervensystem sind
(Aloisi et al., 2000), passt dies zur Hypothese der auto Anti-NMDAR-Antikoérper bei
Morbus Alzheimer. Ein zusatzlicher Faktor konnte hier die Durchlassigkeit der Blut-
Hirn-Schranke (BHS) zu sein (Hammer et al,, 2013). Fiir Morbus Alzheimer und weitere
neurodegenerative Krankheiten wurde eine Storung der BHS beschrieben (Sweeney et
al,, 2018). Mausmodelle bestéatigten, dass eine ineffiziente BHS zum Beispiel durch eine
ApoE-Mutation oder einen KO, einen deutlich verstarkten Effekt von NMDAR-
Antikorper auf das Verhalten der Mause zeigten (Hammer et al,, 2013; Pan et al., 2019).
ApoE4, ein Risikofaktor fiir die Alzheimersche Demenz, scheint ebenfalls einen
negativen Einfluss auf die Funktion der BHS zu haben (Bell et al., 2012; Alata et al,,
2014; Halliday et al., 2016). Die exzitatorische Insuffizienz durch Anwesenheit von
Anti-NMDAR konnte also in ApoE4-Tragern starker induziert sein als in nicht-Tragern
des Allels. Auch andere Alzheimer-Risikofaktoren, die mit einer exzitatorischen
Insuffizienz in Verbindung gebracht werden konnen wie neuronale strukturelle
Lasionen durch mechanische Traumata (Li et al., 2017), wiederkehrende Blutungen im
Gehirn (Rebesz et al., 2002; Cordonnier und von der Flier, 2011) oder neurotrope virale
Infektionen wie beispielsweise Herpes simplex (Harris und Harris, 2015; Itzhaki et al.,
2016). Interessanterweise konnen auch diese Risikofaktoren mit einem Aufkommen
autoreaktiver NMDAR-Antikorper korreliert werden (Priiss et al., 2012b; Dalmau et al.,
2019).

113



Diskussion

5.4 Fazit
Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine NMDA-Rezeptor-
Hypofunktion zu Alzheimer-ahnlichen Verhaltensveranderungen und
Beeintrachtigungen des Lern- und Erinnerungsvermoégens in Nagern fiihrt (Ellison,
1995; Wozniak et al.,, 1996; Andiné et al., 1999; Creeley et al., 2006; von der Staay et al.,
2011). Zusatzlich konnte gezeigt werden, das NMDAR-Antagonisten in adulten Ratten
unter hohen Dosen Neurodegeneration induzieren kénnen (Horvath et al, 1997;
Wozniak et al., 1998). In dieser Arbeit habe ich jedoch erstmals gezeigt, dass eine
pharmakologische Inhibition neuronaler NMDA-Rezeptoren unter milden
physiologischen = und  nicht-transgenen  Bedingungen eine  gleichzeitige
gewebsspezifische Erhohung der APP-Expression, der Af3-Bildung und der Epitop-
spezifischen Tau-Phosphorylierung induziert (Abschnitt 4.2 und 4.3). Alle drei
Ereignisse sind mit der Pathologie von Morbus Alzheimer assoziiert. In einer milden
Form konnte ich diese Effekte auch in priméarer kortikaler Zellkultur nachweisen
(Abschnitt 4.1). Insbesondere weibliche Mduse zeigten augenscheinlich nur geringe
biochemische Habituation in Bezug auf wiederholte Injektionen von MK-801, was das
pathologische Potential einer chronischen NMDAR-Insuffizienz unterstreicht
(Abschnitt 4.3.2). Die sich ergebende Hypothese, dass chronische NMDAR-Insuffizienz
die mechanistische Ursache der Alzheimerschen Krankheit ist, beinhaltet die Annahme,
dass die pathologischen Merkmale der Demenz aus einer iiberméf3igen physiologischen
Kompensationsantwort auf die gechemmte Neurotransmission hervorgehen. In diesem
Atiologie-Modell der Alzheimerschen Krankheit fiihrt eine permanente und
irreversible Blockade der NMDAR zu einer fortlaufenden, aber letztlich ineffizienten
kompensatorischen Antwort in Form einer erhohten Af3-Produktion und Tau-
Phosphorylierung, die schliefflich zur Aggregation der beteiligten molekularen
Komponenten fiihrt. Weiterhin ist zu vermerken, dass der urspriingliche Ausléser der
NMDAR-Blockade ist nicht bekannt ist. In meiner Diskussion konnte ich jedoch einige
Beziige zwischen exzitatorischer Insuffizienz und verschiedenen Alzheimer-
assoziierten Risikofaktoren herstellen, die eine offenkundige Inhibition der
exzitatorischen Neurotransmission zur Folge haben. Die gewonnenen Erkenntnisse
eroffnen neue diagnostische Herangehensweisen und potenzielle
Praventionsmoglichkeiten wie eine positive Modulation der glutamatergen

Neurotransmission beispielsweise mit D-Serin (Lin et al., 2014). Kleinere, praliminare
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Studien zeigten, dass der positive NMDAR-Modulator D-Cycloserin eine glinstige
Auswirkung auf die kognitiven Fahigkeiten von Alzheimer-Patienten hatte (Tsai et al.,
1999); andere Studien konnten diesen Effekt jedoch nicht belegen (Laake und
Oeksengaard, 2002). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Modulations-
Fahigkeit dieser Substanzen moglicherweise zu schwach ist. Die Entwicklung neuer
Substanzen, die eine aktivitatsabhdangige, positive Modulation der NMDAR-
vermittelten Exzitation hervorrufen, koénnte hier ein vielversprechender
Therapieansatz sein. Die Idee ware dabei, dass eine substanzabhédngige Stimulation der
NMDAR-AKktivitait eine exzitatorische Hypoaktivitit beispielsweise durch eine
genetische Hypostimulation und Unterentwicklung oder eine Schadigung durch
Traumata oder Entziindungen kompensieren kann. Die publizierten neuen
Erkenntnisse liber die Korrelation von autoreaktiven Anti-NMDAR-Antikoérpern mit
Demenz wiirden weitere diagnostische und therapeutische Méglichkeiten bei Morbus
Alzheimer liefern. Ein Screening nach Anti-NMDAR-Antikorpern in Patienten hatte
beispielsweise das Potential, in bestimmten Subpopulationen eine friihzeitige
Alzheimer-Diagnose zu ermoglichen. Diesbeziiglich konnten grofiere, Alzheimer-
spezifische Studien mit Patienten neue Aufschliisse geben. Sollte sich die Hypothese der
Anti-NMDAR-Antikoérper bei Morbus Alzheimer bewahrheiten, wire die Entfernung
solcher autoreaktiver Antikérper beispielsweise durch eine Plasmapherese und Anti-
B-Zell-Therapien mit bereits existierenden B-Zell-inhibierenden monoklonalen
Antikorpern wie dem Anti-CD20-Antikérper Rituximab (Alexopoulos et al., 2016) ein

wichtiger neuer Therapie-Ansatz zur Bekdmpfung der Alzheimerschen Demenz.
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6 Zusammenfassung

Die Alzheimersche Demenz ist eine haufige auftretende neurodegenerative
Erkrankung, die durch zwei zellbiologische Merkmale charakterisiert wird, zum einen
die intrazellulare Aggregation des Mikrotubuli-assoziierten Proteins Tau, zum anderen
die Bildung von extrazelluldren senilen Plaques, die aus aggregiertem Amyloid 3-Peptid
bestehen. Bei erneuter Betrachtung der bekannten genetischen Risikofaktoren fiir
hereditare Formen der Krankheit (z.B. APP- und PSENI1-Mutationen) sowie anderer
Alzheimer-assoziierter Risikofaktoren wie Tisomie 21, ApoE4 oder Traumata fallt auf,
dass diese Faktoren die gemeinsame Konsequenz einer exzitatorischen Insuffizienz
teilen. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Inhibition von NMDA-Rezeptoren
als mogliche Ursache fiir die Entstehung der charakteristischen Histopathologie von
Morbus Alzheimer untersucht. In primérer kortikaler Zellkultur aus Ratten wurde der
kompetitive NMDA-Rezeptor Antagonist AP5 verwendet. Es zeigte sich, dass die
Behandlung mit AP5 die Phosphorylierung von Tau an den Epitopen S202, T205 (AT8)
und S404 erhohte und ebenso die Expression des APPs steigerte. Die Freisetzung von
Af340 in das Zellkulturmedium war nach 4-stiindiger Inkubationszeit ebenfalls erhoht.
In vivo Experimente zeigten, dass eine einzelne intraperitoneale Injektion des Blut-
Hirn-Schranken-gangigen NMDA-Rezeptor-Antagonisten MK-801 (1,0 mg/kg) in
mannlichen C57BL/6-Mdusen 4 h und 24 h nach der Behandlung &ahnliche,
gewebsspezifische Verdnderungen hervorrief. Eine mehrfache Behandlung mit drei
Injektionen pro Woche iiber eine Periode von 12 Wochen induzierte eine chronische
Phosphorylierung von Tau-Epitopen im Cortex. Parallel wurden weibliche C57BL/6-
Wildtyp-Mause fiir einen Zeitraum von 6 Wochen mit 0,2 oder 1,0 mg/kg MK-801
behandelt. Die Tau-Epitope AT8, S404 und S396 zeigten eine gewebsspezifische
Verstarkung, wohingegen die APP-Expression nicht beeinflusst war. Presenilin-1, ein
Bestandteil der y-Sekretase, die an der APP-Prozessierung beteiligt ist, zeigte einen
signifikanten Abfall in der Proteinexpression. Zusammengefasst wird postuliert, dass
die wesentlichen pathologischen Veranderungen bei Morbus Alzheimer aus einer
fortlaufenden physiologischen Antwort auf eine Insuffizienz der exzitatorischen
Neurotransmission resultieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten neue

Perspektiven zur Therapie der Alzheimerschen Krankheit er6ffnen.
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7 Abstract

Alzheimer’s disease is a frequent neurodegenerative disorder which is characterized by
two main cell biological hallmarks, the aggregation of the intracellular microtubule
associated protein tau, and the formation of extracellular plaques consisting of
aggregated amyloid 3-peptide. Revisiting known genetic causes for hereditary forms of
AD (e.g. APP or PSEN1 mutations) as well as other disease-related risk factors such as
trisomy 21, ApoE4 or trauma, we noted that they all shared the consequence of
excitatory insufficiency. Hence, we have examined NMDA receptor inhibition as
possible trigger for the occurrence of the characteristic disease-related
histopathologies. In primary rat cortical cell culture, the competitive NMDA receptor
antagonist AP5 was. We found that AP5 led to an increase in tau phosphorylation at the
AT8 and S404 epitopes as well as increased APP expression and Af40 release into the
cell culture medium after 4 h incubation. In vivo experiments showed that a single
intraperitoneal injection of the blood-brain barrier permeable NMDA receptor
antagonist MK-801 (1.0 mg/kg) in male wild-type C57BL/6 mice caused similar
changes in a brain region-specific manner 4 h or 24 h after treatment. Repeated
treatment with three injection s per week over a twelve-week period induced
chronically phosphorylated tau epitopes in the cortex. In parallel, groups of female
wild-type C57BL/6 mice were treated for a six-week period with 0.2 or 1.0 mg/kg MK-
801. The epitopes at AT8, S404 und S396 showed a tissue-specific increase, whereas
the expression of APP appeared not to be altered, while Presenilin-1, which is part of
the APP-processing y-secretase, showed a significant drop in expression. In conclusion,
we propose that the major pathological alterations in Alzheimer’s disease derive from
runaway physiological responses to insufficient excitatory neurotransmission. Our

results may open new perspectives for a causal therapy of Alzheimer’s disease.
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Anhang

9 Anhang

9.1 Statistische Auswertung

Die statistischen Evaluationen fiir alle Zellkultur-Experimente wurden mittels
parametrischer zweifaktorieller ANOVA durchgefiihrt. Fiir alle zweifaktoriellen ANOVA
gilt, Faktor 1 (markiert durch eine tiefgestellte 1) bezieht sich auf die Behandlung mit
einem exzitatorischen Agonisten (NMDA oder Glu) und Faktor 2 (markiert durch eine
tiefgestellte 2) bezieht sich auf die Behandlung mit dem exzitatorischen Antagonisten
(AP5). Alle in vivo Experimente (Mdause) wurden mittels einfaktorieller ANOVA
statistisch evaluiert.

In Fallen, in denen die Annahme der Normalverteilung oder der Varianzengleichheit
mit p < 0,050 nicht erfiillt war (Normalitatstest fehlgeschlagen, N.T.f,; Varianzenanalyse
fehlgeschlagen, V.A.f.), wurden die parametrischen ein- und zweifaktoriellen ANOVA-
Ergebnisse mit der Auswertung durch eine ANOVA an Rangen erginzt. Die Ergebnisse
der ANOVA an Ringen sind in eckigen Klammern unterhalb des jeweiligen

parametrischen ANOVA angegeben.

S1: Statistische Details Abbildung 15

Evaluationen mittels zweifaktorieller ANOVA.

B.

2,5 mM K+*:

Anti-AT8: F1=1,580, f= 2, p1=0,246; F2=22,825,f=1,p2<0,001; n = 3;

Anti-S404: F1=1,608,f=2,p1=0,241; F2=12,531,f=1,p2=0,004; n = 3;

Anti-S396: F1=0,489,f=2,p1=0,625; F2=7,608,f=1,p2=0,017; n = 3; N.T.f;
[Anti-S396: H =7,111,f=5,p =0,212; n = 3].

27,5 mM K+:

Anti-AT8: F1=0,797,f=2,p1=0,473; F2=6,660,f=1,p2=0,024; n = 3;

Anti-S404: F1=1,245,f=2,p1=0,322; F2=40,611,f=1, p2<0,001; n = 3;

Anti-S396: F1=0,316,f=2,p1=0,735;F2=7,731,f=1,p2=0,017; n = 3.
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C.

K+-Bedingungen zusammengefasst:

Anti-AT8: F1=2,263,f=2,p1=0,122; F2=26,695,f=1, p2< 0,001; n = 6;

Anti-S404: F1=2,034,f=2,p1=0,148; F2=43,670,f=1, p2< 0,001; n = 6; V.AL;
[Anti-S404: H = 22,100,f=5,p<0,001; n = 6];

Anti-S396: F1=0,948, f =2, p1=0,399; F2=18,806,f=1, p2< 0,001; n = 6; N.T.f;
[Anti-S396: H=17,523,f=5,p =0,004; n = 6].

S2: Statistische Details Abbildung 16

Evaluationen mittels zweifaktorieller ANOVA.

B.

2,5 mM K+*:

F1=1,787,f=2,p1=0,209; F2=31,863,f=1,p2<0,001; n = 3.
27,5 mM K*:

F1=0,012,f=2,p1=0,988; F2=6,438,f =1, p2<0,001; n = 3.

S3: Statistische Details Abbildung 17

Evaluationen mittels zweifaktorieller ANOVA.

K+-Bedingungen zusammengefasst:

F1=1,367,f=2,p1=0,270; F2=89,790,f=1, p2< 0,001; n = 6; V.Af;
[H=28,581,f=5,p<0,001;n=6].

S4: Statistische Details Abbildung 18

Evaluationen mittels zweifaktorieller ANOVA.

K+-Bedingungen zusammengefasst:

Apao:

F1=2,493,f=2,p1=0,100; F2=10,392,f=1, p2=0,003; n = 6; N.T.f;
[H=13,533,f=5,p=0,019; n = 6].

ABaz:

F1=0,245,f=2,p1=0,784; F2=0,009,f=1, p2=0,925; n = 6; N.T.f;
[H=5,230,f=5,p=0,388; n = 6].
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S5: Statistische Details Abbildung 20

Evaluationen mittels zweifaktorieller ANOVA.

2,5 mM K+:

F1=2,506,f=2,p1=0,110; F2=4,963,f=1,p2=0,039; n = 4.
27,5 mM K*:
F1=2,999,f=2,p1=0,075;F2=0,201,f=1,p2=0,659; n = 4.

S6: Statistische Details Abbildung 21

Evaluationen mittels zweifaktorieller ANOVA.

2,5 mM K+:

F1=3,784,f=2,p1=0,042; F2=3,811,f=1,p2=0,067; n =4; N.T.f;
[H=8,306,f=5,p=0,140; n = 4].

27,5 mM K+*:

F1=6,184,f=2,p1=0,009; F2=3,939,f=1,p2=0,063; n = 4.

S7: Statistische Details Abbildung 23

Aufgrund von Toxizitatseffekten wurde keine statistische Auswertung durchgefiihrt.

S8: Statistische Details Abbildung 24

Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.

B.

Hippocampus:

Anti-AT8: F =2,120,f=2,p=0,163; n=5;

Anti-S404: F =5,327,f=2,p=0,022; n = 5; N.T.f;;
[Anti-S404: H=7,220,f=2,p=0,027;n=5];

Anti-S396: F =0,582,f=2,p=0,574; n = 5.
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S9: Statistische Details Abbildung 25
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
B.

Cortex:

Anti-AT8: F=9,998,f=2,p=0,003; n=5;
Anti-S404: F=5,970,f=2,p=0,016; n =5;
Anti-S396: F=2,388,f=2,p=0,134;n=5.

S$10: Statistische Details Abbildung 26
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
B.

Thalamus:

Anti-AT8: F=0,068,f=2,p=0,935;n=5;
Anti-S404: F=1,137,f=2,p=0,353; n=5;
Anti-S396: F=2,470,f=2,p=0,126; n = 5.

S11: Statistische Details Abbildung 27
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Hippocampus:
F=11,945,f=2,p=0,001;n=>5.

Cortex:

F=7,635{=2,p=0,007;n=5.

Thalamus:

F=4207,f=2,p=0,041;n=>5.

S12: Statistische Details Abbildung 28

Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.

Hippocampus:

Anti-ADAM10: F =2,621,f=2,p=0,114;,n=5;

Anti-BACE1: F=0,334,f=2,p=0,722;n=5;
Anti-PS1: F=5,233,f=2,p=0,023; n = 5.
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Cortex:

Anti-ADAM10: F =5,027,f=2,p=0,026; n = 5;

Anti-BACE1: F =2,056,f=2,p=0,171;n=5;

Anti-PS1: F=6,826,f=2,p=0,010; n = 5.

Thalamus:

Anti-ADAM10: F=4,132,f=2,p=0,043; n=5;

Anti-BACE1: F=1,735,f=2,p=0,218;n=5;

Anti-PS1: F=0,412,f=2,p=0,671; n = 5; N.T .f;
[Anti-PS1: H=1,460,f=2,p =0,482; n = 5].

S$13: Statistische Details Abbildung 29

Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.

A. A340

Hippocampus:

F=4,588,f=2,p=0,029; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h.
Cortex:

F=2,312,f=2,p=0,136; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h.
Thalamus:

F=2,585=2,p=0,111; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h.
Entorhinaler Cortex:

F=0,536,f=2,p=0,597; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h; N.T.f;

[H=1,294,f=2,p=0,524; n =7 fiir Vehikel, n =5 flir 4 h und 24 h].

Retrosplenialer Cortex:

F=5,690,f=2,p=0,016; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h; N.T.f;;

[H=7,228,f=2,p=0,027; n = 7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h].

N. Caudatus und Putamen:
F=2,440,f=1,p=0,149; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h; N.T.f;;
[H=2,656,f=1,p=0,106; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h].
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B. Af34>

Hippocampus:

F=6,509,f{=2,p=0,010; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h.

Cortex:

F=4,355,f=2,p =0,034; n =7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h.

Thalamus:

F=13,313,f=2,p <0,001; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h.

Entorhinaler Cortex:

F=1,460,f=2,p=0,266; n =7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h.

Retrosplenialer Cortex:

F=0,034,f=2,p=0,966; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h; N.T.f;
[H=0,070,f=2,p=0,966; n =7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h].

N. Caudatus und Putamen:

F=2,645{=1,p=0,135; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h; N.T.f;
[H=1,905,f=1,p=0,202; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h].

C. Gesamt-ARR

Hippocampus:

F=5,754,f=2,p=0,015; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h.

Cortex:

F=1,168,f=2,p =0,340; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h.

Thalamus:

F=5924,f=2,p=0,014; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h.

Entorhinaler Cortex:

F=0,426,f=2,p=0,661; n=7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h; N.T.f;
[H=1,425,f=2,p=0,490; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h und 24 h].

Retrosplenialer Cortex:

F=5,299,f=2,p=0,019; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h und 24 h.

N. Caudatus und Putamen:

F=5,335f=1,p =0,044; n =7 fiir Vehikel, n =5 fiir 4 h; N.T.f;
[H=4,121,f=1,p =0,048; n = 7 fiir Vehikel, n = 5 fiir 4 h].
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S14: Statistische Details Abbildung 30
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Anti-AT8: F=0,389,f=1,p=0,544; n=7;
Anti-S404: F=0,207,f=1,p=0,658;,n=7;
Anti-S396: F=0,0016,f=1,p=0,968;n=7.

S15: Statistische Details Abbildung 31
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Anti-AT8: F=0,0861,f=1,p=0,774;n=7;
Anti-S404: F=0,0877,f=1,p=0,384;n=7.

S16: Statistische Details Abbildung 32
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Hippocampus:
F=0,136,f=1,p=0,718;n=7.

Cortex:

F=0,00793,f=1,p=0931;n=7.

$17: Statistische Details Abbildung 33

Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.

Anti-AT8: F=1,011,f=1,p=0,335;n=7;

Anti-S404: F=0,371,f=1,p=0,554;,n=7;

Anti-S396: F =0,0000267,f=1,p=0,996; n = 7; V.Af;
[Anti-S396: H = 0,00408,f=1, p=1,000; n = 7].

$18: Statistische Details Abbildung 34
Evaluationen mittels einfaktoriellem ANOVA.
Anti-AT8: F =5,395,f=1,p=0,039;n=7;
Anti-S404: F=9,143,f=1,p=0,011;n=7;
Anti-S396: F =0,0546,f=1,p=0,819;n=7.
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$19: Statistische Details Abbildung 35

Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.

Hippocampus:

F=0,898,f=1,p=0,362;n=7; N.T.f;
[H=0,102,f=1,p=0,805n=7].

Cortex:

F=5,391,f=1,p=0,039;n=7.

$20: Statistische Details Abbildung 36

Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Anti-AT8: F =13,055,f=1,p=0,004;n=7; VAf;
[Anti-AT8: H=6,208,f=1,p=0,011; n = 7];
Anti-S404: F=12,466,f=1,p=0,004;n=7;
Anti-S396: F =1,827,f=1,p=0,201;n="7.

S21: Statistische Details Abbildung 37
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Anti-AT8: F=1,704,f=1,p=0,216; n = 7; V.Af;
[Anti-AT8: H=0,918,f=1,p=0,383; n="7];
Anti-S404: F =16,652,f=1,p=0,002; n=7;
Anti-S396: F =1,445,f=1,p=0,252; n=7.

S22: Statistische Details Abbildung 38
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Hippocampus:
F=2,066f=1,p=0,176;n="7.

Cortex:

F=0,704,f=1,p=0,418,n="7.
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S$23: Statistische Details Abbildung 39
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Hippocampus:

Anti-ADAM10: F=0,004,f=1,p=0,949;n=7;
Anti-BACE1: F=0,654,f=1,p=0,434;n=7;
Anti-PS1: F=6,026,f=1,p=0,030;n=7.
Cortex:

Anti-ADAM10: F=0,012,f=1,p=0,916; n=7;
Anti-BACE1: F=0,374,f=1,p=0,552;n=7;
Anti-PS1: F=7,437,f=1,p=0,018;n = 7.

S24: Statistische Details Abbildung 40
Evaluationen mittels einfaktorieller ANOVA.
Anti-AT8: F =16,543,f=1,p=0,002;n=7;
Anti-S404: F=12,572,f=1,p=0,004; n = 7; N.T.f;
[Anti-S404: H = 8,265,f=1,p=0,002; n = 7];
Anti-S396: F =9,747,f=1,p=0,009; n = 7; V.Af;
[Anti-S396: H = 6,208,f=1,p=0,011; n=7].
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