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1 Einleitung

1.1 Morbus Alzheimer

Der Morbus Alzheimer ist eine langsam progressive, neurodegenerative Erkrankung, die
weltweit fiir die meisten Fille (50 bis 60 %) von Demenz verantwortlich gemacht wird
(Blennow et al., 2006). Mit zunehmendem Alter zeigt sich eine exponentielle Zunahme der
Erkrankungshdufigkeit: unter 1 % der 65-Jahrigen, 40 bis 50 % der 95-Jdhrigen
(Wang und Ding, 2008). 2005 gab es weltweit 24 Millionen Patienten mit Demenz. Durch
die steigende Lebenserwartung der Menschen wird sich diese Zahl voraussichtlich alle 20

Jahre verdoppeln (Ferri et al., 2005).

Erstmalig wurde die Alzheimersche Erkrankung 1907 durch Alois Alzheimer beschrieben.
Schon zu diesem Zeitpunkt wies er spezifische neuropathologische Verdnderungen bei
betroffenen Patienten nach, indem er postmortale Hirnschnittprdparate nach der
Bielschowskyschen Silbermethode anfertigte. Mit Hilfe verschiedener Farbungen dieser
Priaparate entdeckte A. Alzheimer sowohl neurofibrillire Biindel als auch ,miliare
Herdchen’ (B-Amyloid-Plaques) in der Hirnrinde (Alzheimer, 1907). Erkenntnisse iiber die
Bedeutung, den Aufbau und die pathologische Funktion dieser Verdnderungen wurden

jedoch erst in spdteren Untersuchungen gewonnen.

Klinische Symptome des Morbus Alzheimer sind u. a. zunehmende Beeintrichtigung des
episodischen Gedachtnisses, Aphasie, Apraxie sowie allgemeine kognitive Defizite. Hierzu
zdhlen die Verminderung der Urteilskraft, der Entscheidungsfihigkeit und der Orientierung

bis hin zur Handlungsunfahigkeit (Blennow et al., 2006).

Das Risiko an M. Alzheimer zu erkranken ist vornehmlich bei dlteren Menschen
vorhanden und steigt mit zunehmendem Lebensalter. Begiinstigende Faktoren kdnnen
dariiber hinaus genetische Belastung, Schddel-Hirn-Traumata, Hypertension, Hyper-
cholesterindmie und Diabetes mellitus sein (Scalco und Reekum, 2006). Prognostisch ist
mit einer stetigen Verstirkung der Symptome zu rechnen, wobei die mittlere Uberlebens-
zeit bei 6,5 Jahren nach Diagnosestellung liegt (Heyman et al., 1996). Der zeitliche Verlauf

der Erkrankung kann sich jedoch individuell sehr variabel gestalten.



Diagnostisch bleibt fiir die Alzheimersche Erkrankung nur die Ausschlussdiagnose, da
bisher weder Bildgebung noch Laboruntersuchungen eine eindeutige Krankheitserkennung
zulassen. Gesichert wird die Diagnose letztlich erst mit einer postmortalen

neuropathologischen Untersuchung des Hirngewebes (Jalbert et al., 2008).

1.2 Pathologie des M. Alzheimer

Die Alzheimersche Erkrankung wird durch zwei pathologische, cerebrale Verdnderungen
geprigt: die Entstehung von Amyloid-Plaques und die Bildung von neurofibrilliren

Bindeln.

Neurofibrilldre Biindel sind pathologische Aggregationen des Tau-Proteins innerhalb der
Nervenzellen. Physiologisch bindet das Tau-Protein an die Mikrotubuli der Neurone. Das
Tau-Protein trigt damit zur Stabilisation dieser intrazelluliren Filamente bei. Dem gegen-
iiber ist die Bindungsaffinitit des Tau-Proteins zu den Mikrotubuli bei der Alzheimerschen
Erkrankung durch eine Hyperphosphorylierung stark vermindert. Die fehlende Bindung
fiihrt zu einer Destabilisierung und zum Zerfall der Filamente und verhindert so den
axonalen Transport der Zellen (Huang und Jiang, 2009). Hierdurch entsteht eine starke
Beeintrachtigung der metabolischen Prozesse der Neurone und es kommt zum Untergang
der betroffenen Nervenzellen. Das frei gewordene Tau-Protein bildet intrazelluldr
unlosliche Komplexe. Diese Aggregationen sind vor allem in den perinukledren Regionen
der Nervenzellen zu finden. Das verdnderte Tau-Protein selbst ist neurotoxisch und fiihrt

zu neuronalem Absterben und Demenz (Gong und Igbal, 2008).

Amyloid-Plaques entstehen aufBlerhalb der Nervenzellen aufgrund einer Storung des
Gleichgewichtes zwischen Produktion und Abbau des Amyloid-B-Peptid (AB). Durch diese
Storung kommt es zur Akkumulation des AP mit zellschddigender Wirkung
(Arendt, 2009). Nach Snyder et al., 2005 ldsst sich ein negativer Einfluss der
Akkumulation des AP auf die synaptische Funktion und Plastizitdt der Neurone feststellen.
Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass es Zusammenhidnge zwischen der
Konzentration des AP, dem Verlust von Synapsen und dem kognitiven Defizit gibt
(Lue et al., 1999; Mc Lean et al., 1999). Abgesehen von diesen aus einem Ungleichgewicht
entstechenden pathologischen Eigenschaften wird dem AP eine Beteiligung an
Verdanderungen der synaptischen  Aktivitdt als auch an der Regulation

spannungsabhéngiger Kaliumkanéle (Kv) zugeschrieben (Pearson und Peers, 2006).



Nach derzeitigem Kenntnisstand ist noch nicht geklért, welche der beiden Pathologien die
dominierende Rolle in der Krankheitsentstehung des M. Alzheimer spielt. Die Anzahl der
neurofibrilliren Biindel scheint eine deutlich grofere Korrelation mit dem Ausmal3 der
Demenz als die extrazelluldaren Amyloid-Ablagerungen zu haben (Arriagada et al., 1992;
Hyman, 1997). Dies spréche fiir eine hohere Relevanz dieser Pathologie in der Krankheits-

entwicklung.

Im Gegensatz dazu stehen die Untersuchungen zu den erblich bedingten Alzheimerfallen.
Alle bisher bekannten Genmutationen, die in Verbindung mit M. Alzheimer gebracht
werden, sind mit einer Erhohung der AB-Konzentration bzw. mit einer vermehrten Bildung
von Amyloid-Plaques assoziiert. Dazu zdhlen Mutationen des Amyloid-Vorlduferproteins
(APP) auf Chromosom 21, des Presenilin 1 auf Chromosom 14, des Presenilin 2 auf
Chromosom 1 und des Apolipoproteins E4 (Apo E4) (Lendon et al., 1997,
Price und Sisodia, 1998). Genetische Verdanderungen, die lediglich eine erhohte Bildung
neurofibrillirer Biindel hervorrufen, konnten bisher nicht in Zusammenhang mit der
Alzheimerschen Erkrankung gebracht werden (G6tz et al., 2004; Eriksen und Janus, 2007).
Allerdings kommt es bei Mutationen, welche die AB-Produktion betreffen, auch zu einer
gesteigerten Produktion neurofibrilldrer Biindel, wiahrend sich in umgekehrter Weise bei
Mutationen des Tau-Gens keine vermehrte Bildung von Amyloid-Plaques einstellt
(Lewis et al., 2001). Dies lasst die Vermutung zu, dass die extrazelluldre Entstehung von
Amyloid-Plaques das zeitlich frithere Ereignis im Krankheitsprozess darstellt und nicht die

Bildung von neurofibrilldren Biindel (Hardy, 2003; Samura et al., 2006).

1.3 Das Amyloid-Vorlauferprotein
(amyloid precursor protein, APP)

Bei der Untersuchung der Entstehung von Amyloid-Plaques wurde 1987 erstmalig das
menschliche APP-Gen (amyloid precursor protein gene) auf Chromosom 21 identifiziert.
Seitdem wurden iiber 25 Mutationen dieses Gens gefunden, die alle ursdchlich fiir die
hereditére, familidre Form der Alzheimerschen Erkrankung sind. Das APP selbst ist ein
Typ-I-Transmembranprotein mit einer grofen extrazelluldren und einer kleinen intra-

zelluldaren Doméne (Thinakaran und Koo, 2008).

Das APP wird in vielen verschiedenen Zellen des menschlichen Korpers exprimiert. Seit

seiner Entdeckung werden diesem Molekiil eine Reihe von Aufgaben zugeschrieben wie
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u.a. die Modulation der synaptischen Plastizitit und die Regulation der Expression
bestimmter lonenkanidle (Pearson und Peers, 2006). Die genaue physiologische Rolle ist

allerdings bislang noch nicht vollstindig geklart.

Neben der noch nicht genau beschreibaren physiologischen Bedeutung ist das APP die
Ausgangsverbindung fiir die extrazelluliren Amyloid-Plaques, die sich hauptsidchlich aus
dem Amyloid-B-Peptid (AP) mit einer Linge von 40-42 Aminosiduren zusammensetzen.
AP entsteht durch sequenzielle proteolytische Spaltung des APP — APP wird deshalb als
Vorlduferprotein bezeichnet. Das APP kann auf zwei unterschiedlichen Wegen

— amyloidogen und nicht amyloidogen — prozessiert werden (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Amyloidogene und nicht amyloidogene Prozessierung des Amyloid precursor
protein (APP). In der amyloidogenen Prozessierung entsteht iiber die Spaltung des APP durch die
B- und y-Sekretase das Amyloid-B-Peptid (AB), welches extrazelluldr freigesetzt wird. Auf dem
nicht amyloidogenen Weg der APP-Prozessierung entsteht iiber das Schneiden des APP durch die
o~ und y-Sekretase das nicht amyloidogene 3-kDa-Peptid (P3). Das C-terminale Fragment AICD (APP
intracellullar domain) entsteht auf beiden beschriebenen Wegen (verdndert aus Cole und Vassar, 2007).



Bei der nicht amyloidogenen Prozessierung erfolgt eine zweistufige Spaltung durch die
a- und y-Sekretase. Hierbei entsteht extrazelluldr ein nicht amyloidogenes 3-kDa-Peptid

(P3) und intrazelluldr das C-terminale Fragment AICD (APP intracellular domain).

Dem gegentiber fiihrt die amyloidogene Prozessierung iiber die B- und y-Sekretase zur
Bildung des amyloidogenen extrazellulirem AP und einer intrazelluldren C-terminalen
Doméne des APP (AICD). In der amyloidogenen Prozessierung schneidet die B-Sekretase
das APP in ein 99 Aminosdure langes, membrangebundenes Ende (C99) und ein 16sliches
APP-Derivat (sAPPP — secreted amino terminal APP derivative). C99 wird anschlieBend
durch die y-Sekretase innerhalb der Zellmembran geschnitten. Hierdurch wird intrazelluldr
AICD (APP intracellullar domain) und extrazellulir AP frei. AP akkumuliert und
oligomerisiert in der Folge im extrazelluliren Raum und bildet die fiir die Alzheimersche
Erkrankung typischen Amyloid-Plaques. Die extrazelluldren Ablagerungen von AP sind

vor allem in den Regionen Neocortex, Hippocampus und limbisches System nachweisbar

(Braak et al., 1996).

Der entscheidende Unterschied zwischen amyloidogener und nicht amyloidogener
Prozessierung des APP liegt jeweils im ersten Schritt der zweistufigen Spaltung des APP.
Dieser erste Schritt wird in der nicht amyloidogenen Prozessierung durch die a-Sekretase
und bei der amyloidogenen Prozessierung durch die [-Sekretase vollzogen. Die
v-Sekretase ist in beiden Féllen fiir den zweiten Schritt der Spaltung verantwortlich.
Hieraus wird deutlich, dass die Entstehung der fiir die Alzheimersche Erkrankung
typischen Amyloid-Plaques wesentlich von der Spaltung des APP durch die B-Sekretase
abhéngt.

1.4 pB-site-APP-cleaving enzyme 1 (BACE 1)

Die zentrale Theorie flir die Entstehung der Alzheimerschen Erkrankung ist die in den
vorangegangenen Abschnitten beschriebene Amyloid-Hypothese, welche von einer
Storung des Gleichgewichtes zwischen AP-Produktion und -Abbau ausgeht. Dieses
Ungleichgewicht fiihrt iiber die Bildung von extrazelluldiren Amyloid-Plaques im

Krankheitsverlauf zu neuronaler Degeneration und Demenz (Hardy und Selkoe, 2002).

Der Zusammenhang zwischen synaptischer Dysfunktion und dem Auftreten von Ap wurde
in mehreren Studien nachgewiesen. Dodart et al., 2002 zeigten eine Besserung der

neuropathologischen Auffalligkeiten bei APP-transgenen Miusen nach Immunisierung mit
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AB-Antikorpern. Zudem konnte eine passive wie auch aktive Immunisierung gegen A die

neuronale Degeneration vermindern (Buttini et al., 2005).

Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, vermittelt die B-Sekretase den entscheidenden Spaltungs-
schritt in der Entstehung der extrazelluldiren Amyloid-Plaques. Dies zeigen auch die
Untersuchungen von Chang et al., 2004. In Gehirnen von Méausen mit M. Alzheimer
konnten sie nach Gabe eines Blut-Hirn-Schranken-gingigen B-Sekretase-Inhibitors eine

Reduktion des AP nachweisen.

Die B-Sekretase wird auch als [B-site-APP-cleaving enzyme 1 (BACE 1) bezeichnet.
BACE 1 (Synonyme: Asp2, Memapsin2) wird ubiquitdr exprimiert, erreicht jedoch im
Pankreas und im Gehirn die grofften Konzentrationen (Willem et al, 2009). 1999/2000
wurde die BACE 1 in mehreren unabhédngigen Studien den Aspartatproteasen zugeordnet
sowie als Vermittler der B-Sekretase-Aktivitit identifiziert und somit als Ursache fiir die
Entstehung des N-Terminus des AP gefunden (Hussain et al., 1999; Sinha et al., 1999;
Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999; Lin et al., 2000). BACE 1 vermittelt danach eine der
Hauptreaktionen in der Amyloid-Plaque-Entstehung, in der das APP als Substrat fungiert.
Hierauf deuten auch verschiedene Untersuchungen hin, die bei BACE 1 Knockoutmausen
(BACE 1 -/-) in Anwesenheit von humanem APP kein AP nachweisen konnten
(Cai et al., 2001; Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001). Ist die B-Sekretase-Konzentration
vermindert wie bei APP-transgenen Médusen mit einem heterozygoten BACE 1 Knockout
(BACE1 +/-), =zeigt sich 1im hoheren Alter eine deutliche geringere
Amyloid-Plaque-Bildung als bei der BACE1 homozygoten (BACE1 +/+)
Vergleichsgruppe (McConlogue et al., 2007).

Dartiber hinaus konnte eine generelle Erhohung der B-Sekretase-Aktivitit in betroffenen
Hirnregionen bei M. Alzheimer-Fillen gezeigt werden (Fukumoto et al.,, 2002;

Li et al., 2004; Tyler et al., 2002; Yang et al., 2003).

Neben dem APP schneidet BACE 1 weitere Substrate, wie u.a. die B-Untereinheiten
spannungsgesteuerter Natriumkanidle (Wong et al, 2005; Kim et al., 2007
Huth et al., 2009), Neuregulinl (Hu et al, 2006; Willem et al., 2009), die
a-2,6 Sialyltransferase (Kitazume et al., 2001), das Zell-Adhésionsprotein P-Selektin-
Glykoprotein-Ligand-1 (Lichtenthaler et al.,2003) und den Interleukinl-Rezeptor-Typ-II
(Kuhn et al., 2007). Dies zeigt, dass BACE 1 neben der Bildung des AP auch an weiteren



wichtigen Abldufen im zentralen Nervensystem beteiligt ist, wie z. B. an kognitiven

Prozessen und synaptischer Regulation (Stockley und O’Neill, 2008).

1.5 BACE 1 Knockoutmause

Fiir weitere Untersuchungen der Beteiligung von BACE 1 insbesondere an Abldufen im
zentralen Nervensystem sind Méuse besonders geeignete Versuchsobjekte, da an ihnen
aufgrund kurzer Entwicklungszeiten in iiberschaubaren Zeitrdumen Erkenntnisse
gewonnen werden konnen. Es lassen sich BACE 1 Knockoutméduse generieren, mit denen
ein direkter Vergleich von Individuen ohne und mit normaler [B-Sekretase-Aktivitét
moglich ist. Mit Hilfe derartiger Mausestimme wurden schon diverse Untersuchungen zu
moglichen therapeutischen Angriffspunkten in der Behandlung von M. Alzheimer

durchgefiihrt

2001 wurden erste Studien {iber charakteristische Eigenschaften von BACE 1
Knockoutméusen verdffentlicht. Die Mause waren iiberlebens- und fortpflanzungsfahig. Es
konnten keine phéanotypischen Auffilligkeiten, gemessen an der embryologischen
Entwicklung, der Anatomie, der Morphologie, der klinischen Chemie und dem Verhalten,

gefunden werden (Luo et al., 2001; Roberds et al., 2001).

Dominguez et al., 2005 beschrieben einige Jahre spiter spezifische Verdnderungen fiir
homozygote BACE 1 Knockoutmause. Hierzu gehoren eine erhohte neonatale Mortalitét
und ein geringeres Korpergewicht im Vergleich zu den Wildtypmausen. Des Weiteren
wiesen die Knockoutméuse einen hyperaktiven Phinotyp auf, der sich durch eine erhohte
Lokomotion der Tiere kennzeichnet. In weiteren Verhaltenstests zeigte sich zusétzlich

gegeniiber der Vergleichsgruppe eine geringere Angstlichkeit der Knockoutmiuse.

Den bisherigen Studien, die an Knockout- und Wildtyptieren durchgefiihrt wurden, fehlen
allerdings weitestgehend Erkenntnisse zu den physiologischen Auswirkungen einer
Beeinflussung der PB-Sekretase. Mit den hieraus gewonnenen Ergebnissen konnte die
Abschdtzung therapeutischer Risiken bei einem Einsatz von B-Sekretase-Regulatoren

verbessert werden.
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1.6 Synaptische Transmission

Die synaptische Transmission ist die Ubertragung von elektrischen Informationen
zwischen erregbaren Zellen, die iiber Synapsen verbunden sind. Erreicht ein elektrisches
Aktionspotential ~eine  prdsynaptische Endigung, werden spannungsabhingige
Calciumkanile gedffnet, was zu einem Calciumeinstrom fiihrt. Durch die Erh6hung der
Calciumkonzentration in der présynaptischen Endigung werden Neurotransmitter in den
synaptischen Spalt freigesetzt. Bei der schnellen erregenden wie hemmenden Ubertragung
binden diese an ligandengesteuerte lonenkanéle auf der postsynaptischen Seite. Unter dem
Einfluss dieser Transmitter 6ffnen sich die Kanile und ermdglichen Ionenstrome, sodass es
zu einer Depolarisation oder Hyperpolarisation kommt. Das ehemals présynaptische
elektrische Signal wird so iiber die Zwischenstufe eines chemischen Signals
(Neurotransmitter) postsynaptisch wieder in ein elektrisches Signal umgewandelt. Der

gesamte Vorgang dauert wenige Millisekunden.

Die synaptische Transmission ist u.a. die Basis fiir Lernen und Gedéichtnis. Fiir das sog.
deklarative  Gedédchtnis  spielt der Hippocampus eine  besondere  Rolle
(Scoville und Milner, 1957; Teyler und DiScenna, 1985; Barnes, 1988;
Squire und Zola-Morgan, 1988; Bruel-Jungerman et al, 2007). Bei Verlust der
synaptischen Integritit in diesem Bereich werden Lernen und Gedéichtnis stark
beeintrachtigt (Nicoll et al., 1988). Von besonderer Bedeutung fiir die Auspriagung dieser
beiden Fihigkeiten ist die Effizienz der synaptischen Ubertragung. Die Effizienz wiederum
wird durch die sogenannte Plastizitit der Synapse wesentlich beeinflusst. Bei dieser
Plastizitdt unterscheidet man sowohl lang andauernde wie auch kurz wirksame
Veranderungen (Mulkey und Malenka, 1992; Teyler et al., 1995; MacDonald et al., 2006;
Gruart und Delgado-Garcia, 2007). Diese werden als Lang- bzw. Kurzzeitplastizitét
bezeichnet. Verinderungen der synaptischen Ubertragung lassen sich daran erkennen, dass
es durch eine kurzzeitige intensive Reizung der Synapse je nach Reizmuster zu einer
Verstarkung (Facilitation) oder einer Abschwichung (Depression) der nachfolgenden
postsynaptischen Antworten (Stromfliisse durch Ionenkanile und Potentialinderungen)
kommt. Direkt messbar sind diese Verdnderungen dann als VergréBerung oder

Verkleinerung des sogenannten EPSCs (excitatory postsynaptic currents).
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1.7 Therapiemoglichkeiten des M. Alzheimer

Die Behandlung des M. Alzheimer beschriankt sich derzeit auf eine symptomatische
Therapie in den Friihstadien der Erkrankung. Eine der moglichen Therapieoptionen ist der
Einsatz von Acetylcholinesteraschemmern (AChE-Hemmer), die eine lidngere
Verfiigbarkeit des Botenstoffes Acetylcholin (ACh) fiir die Neuronen herbeifiihren. ACh
steht somit ldnger fiir die Ubertragung von Informationen zwischen den Nervenzellen zur
Verfligung (Grutzendler und Morris, 2001). Dies setzt jedoch eine Restfunktion der Zellen

voraus und ist daher nur in den frithen Stadien der Erkrankung moglich.

Ein speziellerer therapeutischer Ansatz ist das Zusammenwirken von Glutamat als
Transmitter mit dem  zugehdrigen  postsynaptischen NMDA-Rezeptor. Bei
Alzheimer-Patienten sind die kontrollierte Glutamatfreisetzung und die Wiederaufnahme
des Glutamats durch neurotoxische Faktoren (Ischdmie, AB) gestort. Es kommt zu einer
tiberhohten Glutamatfreisetzung mit nachfolgendem tiberméfigem Kalziumeinstrom in die
Nervenzellen. Diese Storung des Kalziumgleichgewichtes fiihrt zur Nervenzellschiddigung
und zum Zelltod. Hier setzt der N-Methyl-D-Aspartat-Antagonist (NMDA-Antagonist)
Memantin an. Memantin bindet an die postsynaptischen NMDA-Rezeptoren, ohne einen
Kalziumeinstrom auszuldsen. Auf diese Weise wird die bei Alzheimer-Patienten
gesteigerte Wirkung von Glutamat an den Synapsen reguliert und eine verstirkte Offnung
der NMDA-Rezeptoren mit entsprechendem postsynaptischem Kalziumeinstrom
verhindert. Der Untergang der Neurone durch zu hohe intrazellulédre

Kalziumkonzentrationen kann so verringert werden (Parsons et al., 2007).

Auch die Senkung der endogenen Cholesterinproduktion durch Statine scheint einen
positiven Effekt auf die Erkrankung zu haben (Austen et al., 2002). Es konnte bei einer
geringeren Konzentration an Cholesterin eine sinkende Produktion des A nachgewiesen
werden (Wolozin, 2004). Dies ldsst die Vermutung zu, dass die Aktivitdt der B-Sekretase

abhéngig von der Cholesterinkonzentration ist (Sjogren und Blennow, 2005).

1.8 Zielsetzung

Obwohl die vorhandenen Therapieansétze stetig weiter entwickelt und verbessert werden,
ist es bisher nicht gelungen, eine kurative Behandlungsmoglichkeit des M. Alzheimer zu

finden. Die B-Sekretase scheint der Amyloid-Hypothese nach ein geeigneter Ansatzpunkt
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fiir die kausale Behandlung der Erkrankung zu sein. Durch Beeinflussung der B-Sekretase
konnte sehr friih die Entstehung des A reguliert werden.

Mit der vorliegenden Arbeit sollen die Auswirkungen fehlender B-Sekretase auf basale
Aktivitdtsparameter im Hippocampus untersucht werden. Da der Hippocampus eine grof3e
Rolle in der Pathologie des M. Alzheimer spielt (Van Hoesen und Hyman, 1990), eignet er
sich sehr gut fiir derartige Untersuchungen. Zudem weist er eine sehr klare Gliederung auf
in eine Pyramidenzellschicht (Stratum pyramidale) und Zonen mit axonalen und
dendritischen Verbindungen (Stratum radiatum, Stratum lacunosum / moleculare und
Stratum oriens) (Knowles, 1992). So lassen sich die Pyramidenzellen lokal klar und
eindeutig identifizieren. Dies bietet auch den Vorteil, die Untersuchungen an den Zellen
durchzufiihren, ohne sie aus ihrem natiirlichen Zellverbund heraus zu 16sen und damit ggf.
unphysiologische Bedingungen zu schaffen. Threr in Abschnitt 1.5 dargestellten Eignung
und der an ihnen bereits durchgefiihrten experimentellen Vergleiche wegen erfolgten die
Untersuchungen an BACE 1 Knockout- und Wildtypmé&usen, im Folgenden als BACE 1 -/-
und BACE 1 +/+ Méuse bezeichnet.

Schwerpunkte der Untersuchungen waren die synaptische Transmission und die
Ausbildung von Aktionspotentialen. Zur Untersuchung der synaptischen Transmission
wurde die Erregung durch Stimulation auBerhalb des betrachteten Synapsenbereichs
ausgeldst. Um dabei unbeeinflusste Ergebnisse zur synaptischen Ubertragung zu erhalten,
war es notwendig, die Ausbildung von postsynaptischen Aktionspotentialen zu
unterdriicken. Dies geschah durch die Blockierung der postsynaptischen, spannungs-
abhingigen Natriumkanile mit QX-314 (Lidocain-N-Ethyl-Bromide). Als Ergebnis

konnten EPSCs ohne Uberlagerung postsynaptischer Aktionspotentiale gemessen werden.

Analog zu den Untersuchungen der synaptischen Transmission unter Ausschluss von
Aktionspotentialen wurde die Untersuchung der Ausbildung von Aktionspotentialen in
entsprechender Weise unter Ausschluss synaptische Transmissionsvorgdnge durchgefiihrt.
Dies geschah durch direkte Stimulation einzelner CAl-Pyramidenzellen. Hier sollten
Erkenntnisse iiber die Wirkung fehlender B-Sekretase auf das Erregungsverhalten bzw. auf

die Funktion spannungsabhéngiger lonenkanéle gewonnen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Patch-clamp-Technik

Die neuronale Ubertragung von Signalen stellt einen sehr komplexen Ablauf aus
Potentialdnderungen, elektrochemischen Vorgidngen und Permeabilititsinderungen von
Zellmembranen dar, wobei die einzelnen Vorginge voneinander abhdngig sind und sich
gegenseitig beeinflussen. Es ist daher sinnvoll, die vielfdltigen Beeinflussungen

einzuschrianken, um einzelne Ablaufe spezifisch analysieren zu konnen.

Hierfiir hat sich die Patch-clamp-Technik (Neher et al., 1978; Hamill et al., 1981) bewihrt,
mit der man sich in der Ganzzellkonfiguration einen direkten Zugang in intrazelluldre
Réume verschaffen kann. Dies ermdglicht es bei den an und in Zellmembranen und
Synapsen ablaufenden Vorgingen wahlweise von auBlen das Potential (Voltage-clamp
Modus) bzw. den Strom (Current-clamp Modus) konstant zu halten, um Riickschliisse auf
Strome durch Ionenkandle bzw. sich ausbildende Aktionspotentiale und deren

Veranderungen unter definierten Verhéltnissen zu ziehen.

Mit diesen Moglichkeiten der Patch-clamp-Technik wurden in dieser Arbeit folgende
vergleichende Messungen an CA1-Pyramidenzellen des Hippocampus von BACE 1 -/- und
BACE 1 +/+ Méausen durchgefiihrt:

- Postsynaptische Strome, hervorgerufen durch Zwei- und Mehrfachstimulation der
jeweiligen préasynaptischen Zelle bei konstantem Haltepotential an der

postsynaptischen Zellmembran

- einzelne Aktionspotentialverldufe, hervorgerufen durch kurze stimulierende
Stromimpulse, deren Stirke jeweils bis zum Erreichen des Schwellenpotentials

gesteigert wurde
sowie

- Aktionspotentialfolgen (Aktionspotentialfrequenzen), hervorgerufen durch lédnger

andauernde rechteckformige Strominjektionen unterschiedlicher Stérke.
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2.2 Versuchstiere

Alle Untersuchungen in dieser Arbeit wurden an Mausen durchgefiihrt. Sie lieBen sich in
vergleichbar kurzer Zeit einfach vermehren und dabei zugleich mit den bendétigten
genetischen Unterschieden ziichten. Die Hippocampuszellen fiir die Messungen post-
synaptischer Strome im ersten Teil der Untersuchung stammten von vier bis acht Monate
alten Maiusen (Durchschnittsalter ~ 204 Tage); die entsprechenden Zellen fiir die
Messungen von Aktionspotentialen im zweiten Teil der Untersuchung von Médusen, die ein
bis drei Monate alt waren (Durchschnittsalter 58 Tage). Die genaue Genotypisierung der
verwendeten Tiere mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) sowie die Erhaltungszucht

filhrte das Biochemische Institut der Christian-Albrechts Universitiat zu Kiel durch.

Die fiir die Untersuchungen bendtigten genetisch verdnderten Miuse entstanden durch die
von Dominguez et al., 2005 beschriebene Kreuzungsmethode. Diese ist mittlerweile bei
der Ziichtung geeigneter Versuchstiere zum Standard geworden. Ein vereinfachtes Schema

gibt Abbildung 2 wieder.

Rekombinierte Stammzelle
wird in Blastozyste transferiert
und Empfingermaus eingesetzt

& X Verpaarung der Chimiren
mit Wildtypen
Chimir ’ Wildtyp
F1 Generation,
@ @ Verpaarung der
herterozygoten Tiere
++ +/- \’/ +/- +/+
Identifikation der
@ @ @ Q homozygoten Knockout
Miuse und der
+/+ +/- +/- -/~

Wildtypen

Abbildung 2: Entstehung der BACE 1 Knockoutmiuse. Embyonale Stammzellen werden nach
Ubertragung eines Inaktivierungsvektors fiir das BACE 1-Gen in Blastozysten der Mauslinie C57BL/6]
eingesetzt. Die entstehenden Chimiren werden mit Wildtypen der gleichen Mauslinie gekreuzt. Nach
Verpaarung der heterozygoten Tiere der F1-Gneration konnen aus der Folgegeneration Wildtyp- und
homozygote Knockoutméause separiert werden (verdndert nach Braun, R.; Willnow, E., Die Knockout-Maus
als Krankheitsmodell, Dtsch Arztebl 1996; 93(26): A-1766).
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Wie Abbildung 2 zeigt, fand zu Beginn der Generierung der BACE 1-Versuchstiere die
Ubertragung eines Inaktivierungsvektors fiir das BACE 1-Gen mittels Elektroporation in
entnommene embryonale Stammzellen (ES) statt. Die Integration dieses Vektors in das
Genom erfolgte durch homologe Rekombination. Die rekombinierten ES wurden dann in
Blastozysten eines Teils der fiir die Untersuchungen ausgewihlte Mauslinie C57BL/6J
eingesetzt und die so entstandenen Chiméren mit Wildtypen der gleichen Linie C57BL/6J
gekreuzt. Unter den Nachkommen in der FI-Generation fand anschlieBend -eine
Verpaarung der heterozygoten Tiere (BACE 1+/-) statt. Damit konnten aus der
Folgegeneration =~ Wildtypméiuse (BACE 1+/+) und homozygote Knockouttiere
(BACE 1 -/-) fiir die Messungen separiert werden. Die Méduse mit BACE 1 -/- besallen so

einen konstitutiven Knockout des BACE 1-Gens.

2.3 Praparation und Herstellung von akuten Hirnschnitten des

Maushippocampus

Zur Vorbereitung der Préparation wurden die Versuchstiere anésthesiert. Die Anisthesie
erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von 200 mg/kg Korpergewicht Ketamin HCL
und 30 mg/kg Korpergewicht Xylazin HCL. Mittels am Schwanz gesetzter Schmerzreize
konnte die Narkosetiefe iiberpriift werden. Sobald eine ausreichende Anésthesie sicher-
gestellt war, wurden die Méuse dekapitiert. Die weitere Préparation musste so zligig wie
moglich erfolgen, um die Ischdmie der Zellen durch die Priparation nicht ldnger als
unbedingt notwendig andauern zu lassen. Dazu wurde die Schidelkalotte entlang der
Sutura sagittalis von dorsal nach rostral erdffnet. Nach vollstindiger Entfernung des
Schéideldaches lag das Gehirn unter der Dura mater frei. Sofort nach der Entnahme erfolgte
die Uberfiihrung des Gehirns in eine eisgekiihlte artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit
(ACSF-Losung). Diese wurde zuvor flir mindestens 15 Minuten mit Carbogen
(Gasgemisch aus 95 % CO; und 5 % O;) begast, um einen stabilen pH-Wert einzustellen.
Die Begasung der Fliissigkeit fand wéhrend aller folgenden Prédparationsschritte weiter

ohne Unterbrechung statt, um eine bestmogliche Versorgung der Zellen zu gewéhrleisten.

In der ACSF-Ldsung wurden im ndchsten Schritt Kleinhirn, Hirnstamm, Frontalpol sowie
die unteren Temporalpole abgetrennt (Abbildung 3). Der Schnittwinkel bei der Abtrennung
der unteren Temporalpole betrugen ca. 30°, um spéter mit transversaler Schnittfiihrung aus

der Hippocampusregion Schnitte in entsprechenden Winkeln zu erhalten. So vorbereitet
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lieBen sich die Kaudalseiten des Gehirns auf einer vorgekiihlten Schneideplattform eines
Vibratoms (LEICA VT 1000S) nach Trennung beider Hemisphiren entlang der Fissura
longitudinalis mit Sekundenkleber fixieren. Dies schaffte die Voraussetzung fiir die
Herstellung von 350 pm dicken Transversalschnitten (durchgezogene Linien in
Abbildung 3) der Hippocampusregion mit dem Vibratom. Zur besseren Stabilisierung der
beiden Hemisphdren wihrend der Schnittherstellung wurde zusdtzlich ein Agarblock auf

der Schneideplattform befestigt, der die rostralen Enden des Gehirns abstiitzte.

Abbildung 3 zeigt die Lage der 350 um dicken Transversalschnitte in der Hippocampus-

region (durchgezogene Linien).

Abbildung 3: Schnittfiihrung bei der Priparation. Dargestellt sind die gesetzten Schnitte zur Herstellung
der Hippocampusschnitte. Gestrichelte Linien = vorbereitende Schnitte, durchgezogene Linien = definitive
Praparatschnittfiihrung. Links: Abtrennung von Kleinhirn, Hirnstamm und Frontalpol, rechts: Herstellung
einer optimalen Schnittebene der Priparate (durchgezogene Linien). Verdndert nach Synapse Web, Kristen
Harris, PI.

Die angefertigten Hirnschnitte wurden in einer weiteren ACSF-Inkubationslosung fiir
30 Minuten bei 35 °C aufbewahrt und in der Folge ohne einen Wechsel der Losung bei
Raumtemperatur fiir mindestens 1 Stunde gelagert, so dass eine ausreichende Adaptation
der Zellen an die Losung sichergestellt war. Sowohl bei der Inkubation als auch bei der

weiteren Lagerung wurde eine konstante Begasung der Losung mit Carbogen beibehalten.
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2.4 Verwendete Losungen

ACSF-Losung:

NaCl 125 mmol/l
KCl 3 mmol/l
NaHCO; 25 mmol/l
NaH,PO, 1,25 mmol/l

Die ACSF-Losung wurde in Form einer 10fach konzentrierten Stammldsung angesetzt und
bei 4 °C gelagert. Zu Beginn eines Versuchstages wurde 10 mmol/l Glucose und nach

15 Minuten Carbogenbegasung CaCl, und MgCl, (s.u.) zugegeben.

Zusatz zur ACSF-Losung fiir die Praparation und Inkubation:  (Cg%" 0,2 mmol/l
(siche Abschnitt 2.3) Mg** 3,8 mmol/l
Zusatz zur ACSF-Losung fiir die Extrazellularlosung: Ca*" 2 mmol/l
(siche Abschnitt 2.5) Mg** 2 mmol/l

Pipettenlosung (Intrazellularlésung):

(siche Abschnitt 2.6)

K-Glukonat 135 mmol/l

HEPES 5 mmol/l

MgCl, 3 mmol/l

EGTA 5 mmol/l

Na,-ATP 2 mmol/l

Na,-GTP 0,3 mmol/l

NaCl 4 mmol/l

Lidocain-N-Ethyl - 4 mmol/l (nur bei den Messungen
Bromide (QX-314) postsynaptischer Strome)
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2.5 Aufbau des Messplatzes

Vorverstirker
und
Pipettenhalter

Versuchskammer ——\

Stimulationselektrode

Elektrischer 3 D
Mikromanipulator

Schwingungsgedimpfter
Tisch

Abbildung 4: Prinzipieller Aufbau der verwendeten Patch-clamp-Anlage.

Manueller 3 D
Mikromanipulator

Der prinzipielle Aufbau des Messplatzes ist in Abbildung 4 dargestellt. Die fiir die Unter-
suchungen genutzte Patch-clamp-Anlage befand sich zur Vermeidung von &ulleren
Erschiitterungen auf einem schwingungsgeddampften Tisch. Ein umgebender Faraday-Kéfig
diente der Abschirmung von elektrischen Storquellen. Mit Hilfe eines Durchlicht-
mikroskops (Axioskop 2FS MOT / Wasserimmersionsobjektiv 40 x 0,08 W, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) konnte die Anordnung von Pipette, Stimulationselektrode und
Hippocampuszellen in der Versuchskammer genau justiert werden. Die Versuchskammer
wurde wihrend der gesamten Messung kontinuierlich mit Extrazelluldrfliissigkeit durch-
stromt (Durchflussgeschwindigkeit 1-2 ml/min). Ein Thermostat (Automatic Temperature
Controller TC-324B, Warner Instruments Corporation, Hamden, USA) hielt die

Temperatur der Versuchskammer konstant auf 30 °C.
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Pipettenhalter und bipolare Stimulationselektrode (Katalog # CBASD75, Frederick
Haer & Co, Bowdoin, USA) waren auf gegeniiberliegenden Seiten der Versuchskammer
angeordnet und lieBen sich jeweils mit 3D-Mikromanipulatoren punktgenau im
um-Bereich positionieren. Fiir den Pipettenhalter kam ein motorgesteuerter
Mikromanipulator (Mini 25, Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland) und fiir die
Stimulationselektrode ein manueller 3D-Mikromanipulator (LN Unit MLM, Luigs &

Neumann, Ratingen, Deutschland) zum Einsatz.

Der Patchvorgang konnte sowohl iiber die Okulare des Durchlichtmikroskops als auch

tiber ein CCD-Kamerasystem auf einem Videomonitor verfolgt werden.

Ein Blockschaltbild des Messaufbaus gibt Abbildung 5 wieder.

Regler fiir die
Kamera

Stimulationselektrode Vorvel:stiirker Videomonitor
& Pipette
ﬁade]cktmde
Reizgeber fiir
Stimulationselektrode Versuchskammer
Oszilloskop
=1 fiir Signal
Impulsgenerator Verstirker
—— Oszilloskop
fiir Pipette
PC AD-Wandler

Abbildung 5: Blockschaltbild des Messaufbaus.
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2.5.1 Praktischer Versuchsaufbau

Abbildung 6: Versuchsaufbau. Oben: Nahaufnahme des Patchbereiches, links unten: Ubersicht
Patchaufbau, rechts unten: Ubersicht des Geriteaufbaus. 1: Stimulationselektrode, 2: Pipettenhalter,
3: Messkammer, A: Oszilloskop, B: Videomonitor der CCD-Kamera, C: Oszilloskop, D: Verstérker,
E: Impulsgenerator.
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Verwendete Geridte und Hersteller:
1) Mikroskop (Axioskop 2FS MOT, Zeiss, Oberkochen, Deutschland)

2) Diskontinuierlicher Verstiarker (SEC-10LX, NPI Electronic, Tamm, Germany)
Abbildung 6 (D)

3) AD-Wandler (Digidata 1322, Axon Instruments, Foster City, USA)

4) Oszilloskope:
Kapazitiatskompensation (TDS 210, Tektronix, Beaverton, USA), Abbildung 6 (A)
Kompensation des Pipettenwiderstandes (HM 205-3, Hameg, Frankfurt a. M.,
Deutschland), Abbildung 6 (C)

5) Impulsgenerator (Master-8, A.M.P.1L., Jerusalem, Israel), Abbildung 6 (E)
6) Reizgeber fiir Stimulationselektrode (Iso-Flex, A.M.P.I., Jerusalem, Israel)

7) Charge Coupled Device (CCD)-Kamerasystem
(C 2400-07, Hamamatsu Photonics, Japan)

8) Video-Monitor (WV-BM 1410/G, Panasonic, Philippinen), Abbildung 6 (B)

2.6 Praktische Durchfithrung der Messungen

Als Vorstufe zur Herstellung der fiir die Erhebung der elektrophysiologischen Daten
notwendigen Whole-cell-Konfiguration (Abbildung 7) wurde jeweils mittels Unterdruck
ein mechanisch stabiler, elektrisch hochohmiger Kontakt zwischen der Glaspipette und der

Membran der ausgewéhlten Zelle hergestellt (Gigaseal).

Abbildung 7: Herstellung der Whole-cell-Konfiguration. A: Anniherung der Patchpipette an die Zelle mit
angelegtem Uberdruck. B: Durch Ablassen des Uberdrucks und evtl. Anlegen eines leichten Unterdrucks
kommt es zur Ausbildung eines Gigaseals (Cell-attached-Konfiguration). C: Um die
Whole-cell-Konfiguration zu erzeugen wird durch Erhéhung des Unterdrucks der Patchpipette der
Membranbereich unter der Pipette durchbrochen. Innerhalb kurzer Zeit diffundiert die Pipettenlosung in das
Zellinnere.
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Die Zelle befand sich danach in der sogenannten Cell-attached-Konfiguration. Durch die
Erhohung des schon bestehenden Unterdrucks wurde direkt unter der Pipettenspitze ein
Durchbruch der Zellmembran erreicht (Whole-cell-Konfiguration). Es entstand ein direkter
Zugang zum Zytosol der Zelle und damit eine direkte elektrisch leitende Verbindung
zwischen der in die Pipette eintauchenden Elektrode, einem mit Silberchlorid
beschichteten Silberdraht, und dem intrazelluliren Raum. Die Pipette war mit Intra-
zellularlosung (siehe Kapitel 2.4) gefiillt, die bei den Untersuchungen zur synaptischen

Transmission auch den Natriumkanalblocker Lidocain-N-Ethyl-Bromid (QX-314) enthielt.

Direkt vor jeder Messung wurde fiir jede Zelle eine neue Patchpipette aus einer
Borosilicate Glasskapillare 1,5 mm O.D. x 0,86 mm L.D. (Harvard Apparatus, Edenbridge,
UK) mit einem DMZ-Universal Puller (Zeitz-Instruments, Miinchen, Deutschland) im
Zweizugverfahren hergestellt. Der jeweils mit der Patch-clamp-Anlage gemessene

Pipetten6ffnungswiderstand betrug 2-5 MQ in der Badlosung.

Bei den Untersuchungen postsynaptischer Strome wurde das Membranpotential auf
-70 mV geklemmt. Die prasynaptische Erregung geschah hier mittels elektrischer
Stimulation von Axonen der Schaffer Kollateral/Kommissurenbahn. Das Halten der
konstanten Spannung an der Pipettenelektrode erforderte einen Strom, der den Ionenstrom
durch die Leitfdhigkeitsdinderungen im Bereich der Synapse bzw. der Zellmembran
kompensierte. Bei der eingestellten Spannung entsprach dieser Strom damit dem
transmembranalen lonenstrom in die Zelle. Der transmembranale lonenstrom selbst ist

einer Messung unzuginglich.

Im Gegensatz zu den Untersuchungen postsynaptischer Strome diente bei den Messungen
der Aktionspotentiale die Pipettenelektrode auch gleichzeitig als Erregungsquelle. Als
Erregung wurde der Strom durch die Zellmembran vorgegeben und an der Pipetten-

elektrode die sich einstellenden Aktionspotentialverldufe gemessen.

Die Auswabhl der untersuchten CA1l-Pyramidenzellen des Hippocampus geschah innerhalb
der Hirnschnittpriparate mit dem Mikroskop nach optischen Kriterien wie Lokalisation,

Zellform und -grofle.
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2.7 Messprotokolle

Im ersten Teil der Untersuchungen zur synaptischen Transmission wurden Messungen an
der vollstindigen Ubertragungskette — prisynaptisches Axon, Synapse und postsynaptische
Zelle — durchgefiihrt. Die Untersuchungen von Aktionspotentialen im zweiten Teil fanden

demgegeniiber an einzelnen Zellen innerhalb des Hirnschnittes statt.

2.7.1 Untersuchungen zur synaptischen Transmission — postsynaptische
Strome

Fiir die Untersuchung der synaptischen Transmission befand sich die Patch-clamp-Anlage
im Voltage-clamp-Modus. Die Auslosung der erregenden postsynaptischen Strome
(excitatory postsynaptic currents, EPSCs) erfolgte mittels Stimulation prisynaptischer
Axone. Dazu wurde eine Stimulationselektrode, wie von Igelmund und Heinemann, 1995
sowie Seeger et al., 2004 beschrieben, im Stratum radiatum des Hippocampus platziert
(Abbildung 8). Mit ihr konnten die Schaffer Kollateralen, welche die synaptische
Verbindung zwischen CA3- und CA1-Region des Hippocampus darstellen, gereizt und so

eine monosynaptische Aktivierung der CA1-Pyramidenzellen erzeugt werden.

Stimulations-
elektrode

Pipette

DG

Abbildung 8: Lokalisation der Stimulationselektrode und der Pipette. Die Stimulationselektrode wurde
im Stratum radiatum des Hippocampus platziert, um bei den Messungen postsynaptischer Strome iiber eine
Reizung der Schaffer Kollateralen eine monosynaptische Aktivierung der CA1-Pyramidenzellen zu erzeugen.
Mit der Patchpipette wurden postsynaptische Strome und Aktionspotentialverldufe der entsprechenden
Pyramidenzellen der CA1-Region gemessen. CA: Cornu ammonis, DG: Gyrus dentatus, S: Subiculum.
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Der Versuchsablauf an jeder Zell-Synapsen-Anordnung setzte sich aus zwei Abschnitten
zusammen. Im ersten Abschnitt wurden iiber die Stimulationselektrode Doppelimpulse
(Paired pulses), stufenweise von Messung zu Messung in 100 pA-Schritten steigend, bis zu
einer Reizstirke von 1000 pA injiziert. Die beiden Impulse wiesen auf jeder pA-Stufe
einen zeitlichen Abstand von 50 ms auf. Die Abfolge der Impulse wurde mit Hilfe des
Master-8 generiert, der {iber eine Iso-Flexeinheit die Stimulationselektrode ansteuerte. Pro

Stimulationsstufe wurden fiinf Zellantworten gemessen und gemittelt.

Abbildung 9 zeigt beispielhaft den gemittelten Stromverlauf einer Stimulationsstufe.

Amplitude Amplitude

EPSC 1 ...............

Abbildung 9: Durch elektrische Reizung der Schaffer Kollateralen erzeugte EPSCs in
CA1-Pyramidenzellen. Darstellung der gemessenen Strome wihrend der Doppelpulsstimulation. Gemessen
wurden jeweils die Amplituden des EPSC 1 und EPSC 2.

Ausgewertet wurden die Amplituden der jeweils ersten EPSCs der Strom-Antwort-Kurven.
Diese lieferten iiber ihre GroBe im Verhiltnis zur verwendeten Hohe des Stimulations-
stromes Riickschliisse auf die Qualitiit der synaptischen Ubertragung. Zusitzlich wurde das
Amplitudenverhéltnis EPSC 2 / EPSC 1 (Paired-pulse-Ratio) ermittelt (Abbildung 9).
Hiermit sollten Anhaltspunkte iiber die Kurzzeitplastizitit der Pyramidenzellen gewonnen
werden (s. Abschnitt 3.1). Abweichungen des Amplitudenverhdltnisses von 1 konnen
sowohl pri- als auch postsynaptisch bedingt sein. Die Verdnderungen lassen sich je nach
Dauer ihres Auftretens in drei verschiedene Gruppen einteilen: synaptische Facilitation,

Augmentation und posttetanische Potenzierung (Zucker, 2002; Wang et al., 1997).
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Jeweils direkt im Anschluss an die Erregung mit Doppelimpulsen wurden die
prasynaptischen Neurone der Pyramidenzellen im zweiten Abschnitt des Versuchsablaufs
repetitiv mit Blocken von jeweils sechs Impulsen (Seeger et al., 2004) mit einer Stérke von
500 pA stimuliert. Auch hier besallen die einzelnen Impulse innerhalb jeden Blocks einen
zeitlichen Abstand von 50 ms. Diese blockweise Stimulation wurden bei jeder
Zell-Synapsen-Anordnung fiinf Mal wiederholt und die dabei gemessenen fiinf
Zeitverlaufe der postsynaptischen Strome gemittelt. Um mogliche Unterschiede in der
Kurzzeitplastizitit zu erkennen, wurden die Amplituden der 5 Folge-EPSCs in jedem
gemittelten Zeitverlauf ins Verhéltnis zur Amplitude des jeweils ersten EPSCs gesetzt und

wiederum iiber alle Zell-Synapsen-Anordnungen gemittelt.

2.7.2 Untersuchungen zu Aktionspotentialen (Feuerverhalten)

Im zweiten Teil der Untersuchung lag das Hauptaugenmerk auf Verdnderungen des
zeitlichen Spannungsverlaufes an einzelnen Zellen unter Vorgabe des Stroms
(Feuerverhalten). Die verschiedenen Messungen mit der Patch-clamp-Anlage fanden im
Current-clamp-Modus statt, ausgehend von einem eingestellten Potential von -70 mV iiber

der Membran der untersuchten Zellen.

Vor Beginn der Hauptmessung wurde jeweils das vorhandene Eigenmembranpotential der
untersuchten Zelle gemessen. Damit ergaben sich Anhaltspunkte fiir die Zellqualitdt und
die Giite des sich zwischen Patchpipette und Zellmembran ausgebildeten Seals. Des
Weiteren konnten Riickschliisse auf die intrinsischen Eigenschaften der Pyramidenzellen
gezogen werden. Zellen mit einem Ruhemembranpotential positiver als -40 mV wurden
von den Messungen ausgeschlossen, da bei diesen Werten erfahrungsgemill keine

ausreichende Qualitédt der Zellen und des Seals mehr gewéhrleistet war.

Nach den Eingangs- bzw. Kontrolluntersuchungen wurden kurze, ca. 2 ms andauernde
stimulierende Stromimpulse direkt {iber die Elektrode der Patchpipette in das Soma der
Zelle injiziert. Die Stdrke der injizierten Stromimpulse wurde von Impuls zu Impuls
ausgehend von 0,01 nA langsam erhdht. Hierdurch fand eine zunehmende Depolarisation
der Zellmembran statt, die bei Erreichen des Schwellenpotentials zur Ausbildung eines
Aktionspotentials fiihrte. Bei Generierung eines kompletten Aktionspotentials der

Pyramidenzelle wurde jeweils die Messung beendet.
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Fiir den Vergleich der einzelnen Aktionspotentiale miteinander wurden die gingigen
Parameter herangezogen (Bean, 2007). Neben Schwellenwert und maximaler Amplitude
sind dies die Anstiegssteilheit, die halbmaximale Breite und die Breite in Hohe des
Schwellenwertes (Abbildung 10). Auf diese Werte reduziert, ldsst sich der zeitliche
Verlauf der Aktionspotentiale gezielt charakterisieren. Unterschiede konnen der De-
und/oder Repolarisationsphase und damit bestimmten Kanalpopulationen zugeordnet

werden.

I20 mV

2ms

Abbildung 10: Giingige Aktionspotential-Parameter: 1 = Schwellenwert, 2 = maximale Amplitude,
3 = Anstiegsgeschwindigkeit zwischen dem Schwellenwert und dem maximalen Amplitudenwert,
4 = halbmaximale Breite, 5 = Breite in Hohe des Schwellenwertes.

Direkt im Anschluss an die Messung einzelner Aktionspotentiale wurde in die
Pyramidenzellen eine Folge von abwechselnd de- und hyperpolarisierenden Strom-
Rechteckimpulsen injiziert. Die abwechselnde Impulsfolge diente dazu, eine Inaktivierung
der spannungsabhdngigen lonenkanidle zu verhindern. Die Lidnge der Rechteckimpulse
betrug jeweils 1 Sekunde. Innerhalb der Folge stieg die Impulsamplitude sowohl der
de- wie der hyperpolarisierenden Strom-Rechteckimpulse von 0,01 bis 0,2 nA in Schritten
von 0,01 nA an (Abbildung 11). Dabei wurde die Amplitude der hyperpolarisierenden
Stromrechteckimpulse nicht {iber den Wert gesteigert, der als Folge ein Membranpotential
tiefer als -100 mV ausgeldst hdtte, um eine Zellschddigung durch ein zu negatives

Membranpotential zu vermeiden.
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0,1 nA

—] — O nA

-0,1 nA

-0,2 nA

Abbildung 11: De- und hyperpolarisierende Stromrechteckimpulse (links) und resultierende
Aktionspotentialfolgen einer CAl-Pyramidenzelle (rechts).

Durch die Injizierung zeigten die Zellen wihrend der Dauer depolarisierender
Stromrechteckimpulse sehr komplexe Aktionspotentialverldufe als Antwort. Entsprechend
umfinglich war hier auch die Auswertung anzusetzen. Erfasst und verglichen wurden alle
Aktionspotentiale, die mit ihrer maximalen Amplitude mind. 0 mV erreichten. Es wurden

folgende Auswertungen vorgenommen bzw. Parameter bestimmt:

- Anzahl der Aktionspotentiale jeweils iiber die Dauer der depolarisierenden

Stromimpulse

- Anzahl der sich ausbildenden Aktionspotentiale jeweils in den ersten bzw. letzten
400 ms der depolarisierenden Stromimpulse zur Erfassung der mittleren

Frequenzadaptation iiber der Impulsdauer (Abbildung 12)

400 ms 400 ms

20 mV

400 ms

Abbildung 12: Auswertung der Anzahl der Aktionspotentiale in den ersten und letzten 400 ms.
Originalspur einer 1 Sekunden Stimulation mit 0,1 nA.
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Zeitliche Abstidnde der jeweils ersten und letzen beiden Aktionspotentiale im Zuge
der depolarisierenden Stromimpulse zur Erfassung der maximal auftretenden

Frequenzadaptation von Impulsanfang bis Impulsende ( Abbildung 13)

Abbildung 13: Auswertung der Abstinde zwischen den ersten beiden und den letzen beiden
Aktionspotentialen. Originalspur einer 1 Sekunden Stimulation mit 0,1 nA.

Bestimmung des Potentialriickgangs wéhrend der Dauer hyperpolarisierender
Stromimpulse nach Durchlaufen der maximalen Hyperpolarisation (Abbildung 14).
Verglichen wurden alle Potentialverlaufe, bei denen die maximale
Hyperpolarisation in der Néhe von -85 mV lag.

\] W«&W’W
AmV
- 2

5mV

400 ms 300 ms

mV

Abbildung 14: Auswertung des Potentialriickgangs (A mV). Potentialverlauf bei einer

maximalen Hyperpolarisation auf ca. -85 mV. Links: Originalspur — Rechts: Vergroferung des
Rechtecks aus der linken Abbildung.
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- Bestimmung des Potentialminimums wéhrend der Nachhyperpolarisationsphase bei
allen depolarisierenden Stromimpulsen mit einer Amplitude von 0,1 nA

(Abbildung 15)

/uw Il b" MW \\

10 mV 250 ms

5mV

Abbildung 15: Auswertung der Nachhyperpolarisation (AHP). Links: Originalspur einer
1 Sekunden Stimulation mit 0,1 nA. Rechts: VergroBerung des Rechtecks aus der linken Abbildung.

2.8 Darstellung der Ergebnisse

Die erhobenen Daten wurden mit den Programmen pClamp 9.2 (Axon Instruments,
Foster City, USA) und OriginPro 7 (OriginLab Corporation, Northampton, USA)

ausgewertet und analysiert.

Alle Ergebnisse sind als Mittelwerte = Standardfehler ermittelt. Die Angabe der
Standardfehler erfolgte generell als Balkendarstellung in den Abbildungen zusammen mit
den in Form von Mittelwerten dargestellten Ergebnispunkten. Da die Messwertkollektive
keine — auch nicht ndherungsweise — Normalverteilung zeigten, wurde die statistische
Signifikanz mit dem nicht parametrischen Test nach Mann-Whitney iiberpriift. Die
Unterschreitung bestimmter Signifikanzwertschwellen wurde in der iiblichen Weise
dargestellt. So sind statistisch signifikante Werte (p < 0,05) mit * und hoch signifikante
Werte (p < 0,01) mit # gekennzeichnet.
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3 Ergebnisse

Der eingangs in dieser Arbeit dargelegte Erkenntnisstand weist der B-Sekretase (BACE 1)
eine bedeutende Rolle in der Pathologie der Alzheimerschen Erkrankung zu. Die
Auswirkungen des Fehlens bzw. Blockierens dieses Enzyms auf die physiologischen
Abliufe stehen deshalb vor Uberlegungen zu therapeutischen Ansitzen als erstes im
Blickpunkt des Interesses. Die im Folgenden vorgestellten elektrophysiologischen
Ergebnisse von CAl-Pyramidenzellen des Hippocampus sollen einen Beitrag zur
Bedeutung der B-Sekretase fiir die zentralnervose Erregbarkeit und Signaliibertragung

leisten.

Ebenso wie die Versuchsdurchfithrung erfolgt die Darstellung der Ergebnisse in zwei

Teilen:
- Ergebnisse aus den Untersuchungen zur synaptischen Transmission

- Ergebnisse aus den Untersuchungen zur intrinsischen Erregbarkeit

3.1 Synaptische Transmission

Um die postsynaptischen Strome frei von den Auswirkungen ,ungeklemmter*
Aktionspotentiale messen zu konnen, wurde der Pipettenlosung bei allen Versuchen in
diesem Teil der Untersuchungen der Na'-Kanalblocker Lidocain-N-Ethyl-Bromide
(QX-314) =zugegeben (Strichartz, 1973; Yeh, 1978; Connors und Prince, 1982;
Isaac und Wheal, 1993).

Wie im Methodenteil beschrieben (vgl. Kap. 2.7.1), wurden in CA1-Pyramidenzellen von
BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Maiusen postsynaptische Strome durch Doppelpuls-
stimulation mit ansteigender Reizstirke hervorgerufen. Nach Mittelung von jeweils 17
Stromverldufen, die fiir jede eingesetzte Reizstirke aus den Versuchen mit
Hippocampusschnitten von BACE 1 +/+ Miusen und von jeweils 15 Stromverldufen, die
entsprechend flir jede Reizstirke aus den Versuchen mit Hippocampusschnitten von
BACE 1 -/- Miusen gewonnen wurden, ergaben sich fiir die Amplituden der ersten EPSCs
die in Abbildung 16 dargestellten Verhiltnisse. Wichtig zur Bewertung der Ergebnisse ist,
dass jeder Stromverlauf bereits aus einer Mittelung von jeweils 5 Wiederholungen im

zeitlichen Abstand von rund 2 Sekunden mit gleichem Stimulationsimpuls entstand, sodass
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jedem gekennzeichneten Ergebnispunkt in Abbildung 16 letztlich die Mittelung tiber 85
aufgezeichnete Stromkurven bei BACE 1 +/+ Maiusen bzw. 75 aufgezeichnete
Stromkurven bei BACE 1 -/- Midusen zugrunde liegt. Generell zeigten die gemittelten
Amplituden der ersten EPSCs bei den BACE 1 +/+ Mausen unabhidngig von der
Stimulationsstufe zwar leicht hohere Werte gegeniiber den gemittelten Amplituden bei den

BACE 1 -/- Maiusen, die Unterschiede lieBen sich jedoch nicht durch Signifikanz

nachweisen.
0.6 - /i BACE 1 +/+
< 4~ % BACE 1 -/- BACE 1 -/-
£ A BACE 1 +/+
. 0.4- /W
©
=2
g- 0.2_ W
<
0,25 nA
0.0

0 400 800 15 ms
Stimulation [ pA ]

Abbildung 16: Amplitude des ersten EPSC. Links: Mittelwerte der Amplituden des ersten EPSCs der
Wildtyp ( BACE 1 +/4+, n = 17 ) und Knockout ( BACE 1 -/-, n = 15 ) Tiere, rechts: Originalspuren des
EPSC 1 der Paired-pulse-Stimulation.

Analoges gilt auch fiir die Verhiltnisse der gemittelten Amplituden EPSC 2 / EPSC 1
(Paired-pulse-Ratio) als Mal} fiir die Kurzzeitplastizitdt beim Doppelpuls. Abbildung 17
zeigt die erhaltenen Ergebnisse. Auch hier liegt jedem gekennzeichneten Ergebnispunkt
die Mittelungen iiber 85 Stromkurven bei BACE 1 +/+ Méusen bzw. 75 Stromkurven bei
BACE 1 -/- Méusen zugrunde. Sowohl bei den BACE 1 +/+ Méiusen als auch bei den
BACE 1 -/- Méusen lieB3 sich zwar eine durchgehende Erh6hung (Paired-pulse-Facilitation
(PPF), Ratio >1) der Amplitude des zweiten EPSCs um den Faktor rund 1,25 gegeniiber
der Amplitude des jeweiligen ersten EPSCs auf allen Stimulationsstufen feststellen,
allerdings ergaben sich auch hier keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden

untersuchten Tiergruppen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Paired-pulse-Ratio. Links: Dargestellt sind die Mittelwerte der Paired-pulse-Ratio von
Wildtyp-Méausen (BACE 1 +/+, n = 17) und Knockout Mausen (BACE 1 -/-, n = 15) bei unterschiedlichen
Stimulationsstérken, rechts: Originalspur einer Paired-pulse-Stimulation.

Zur weiteren Analyse der Kurzzeitplastizitit folgte die Untersuchung der synaptischen
Transmission an den CAl-Pyramidenzellen der BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Maiuse mit
repetitiver Stimulation in Form von Sechserpulsen (Abbildung 18). Die gewéhlte Stérke
der Impulse betrug 500 pA. Als MaB fiir die Kurzzeitplastizitit bei mehrfach wiederholter
Stimulation wurden hier die Amplituden der fiinf Folge-EPSCs ins Verhéltnis zur

Amplitude des jeweils ersten EPSCs gesetzt (Sechserpuls-Ratio) (vgl. Kap. 2.7.1).

1.8
o BACE 1 /-
T 1.5 I 1 BACE 1 +/+
p e i:—/ ~a BACE 1--
3 [ n
3 — \+\+ BACE 1 +/+
0 1.2
<
3
n
091 : : : : .
1 2 3 4 5 0.3 nA
Folge-EPSC 50 ms

Abbildung 18: Sechserpulsstimulation bei 500 pA. Links: Normierung der fiinf Folge-EPSCs zum ersten
EPSC (BACE 1 +/+: n =15, BACE1 -/~: n=12), 1 = EPSC 2 / EPSC 1, 2 = EPSC 3 / EPSC 1 usw.,
rechts: Originalspuren der Sechserpuls-Stimulation.

Zwar zeigten hier die beiden Versuchstiergruppen eine leicht voneinander verschiedene
Sechserpulsratio, jedoch ohne eine nachweisbare Signifikanz. Generell war flir beide
Tiergruppen festzustellen, dass die Amplituden aller Folge-EPSCs groBer waren als die

jeweilige Amplitude des ersten EPSCs. Es zeigte sich zunichst ein Anwachsen der
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Amplituden unterschiedlich teils bis zur zweiten, teils aber auch bis zur vierten

Wiederholung mit anschlieBendem leichten Riickgang.

3.2 Messung zum Feuerverhalten

Im Gegensatz zu den in der Synapse unter Beteiligung von Transmittern ablaufenden
Vorgéingen im ersten Teil der Untersuchungen standen im zweiten Teil die intrinsische
Erregbarkeit der Pyramidenzellen im Blickpunkt des Interesses. Die Ergebnisse der zur
vorbereitenden Kontrolle der Zellen durchgefiihrten Messungen des Ruhemembran-

potentials gibt Tabelle 1 wieder.

Wie Tabelle 1 verdeutlicht, ergaben sich zwischen den beiden Versuchstiergruppen

(BACE 1 +/+ und BACE 1 -/-) keine signifikanten Unterschiede.

Tabelle 1: Ruhemembranpotential der gemessenen CAl-Pyramidenzellen.
Im Vergleich der beiden Versuchstiergruppen (BACE 1 +/+ und BACE 1 -/-) miteinander zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede des Ruhemembranpotentials.

BACE 1 +/+ BACE 1 -/-
Mittelwert -56,1 mV -58,5mV
Standardfehler 2,1 mV 2,0 mV

3.2.1 Vergleich von Form und Verlauf einzelner Aktionspotentiale

Abbildung 21 =zeigt beispielhaft den Zeitverlauf einzelner Aktionspotentiale, die an
CA1l-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Maiusen nach Steigerung des
transmembralen Stromes bis zur Aktionspotentialauslosung aufgenommen wurden. Das
Kollektiv der 14 Zellen von BACE 1 +/+ Méusen bzw. 11 Zellen von BACE 1 -/- Méiusen,

an denen die Untersuchungen vorgenommen wurden, stammte von 3 Méusen jeden Typs.

Weder in der Abbildung 19 noch in der Tabelle 2, in der die charakteristischen Grof3en der
Zeitverlaufe (s. Kap. 2.7.2, Abbildung 10) zusammengefasst sind, lassen sich signifikante

Unterschiede feststellen.
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Tabelle 2: Eigenschaften der Aktionspotentiale.
Alle Werte sind angegeben als Mittelwert = Standardfehler (vgl. Kap. 2.6.2 Abb. 8). Es zeigen
sich bei keinem der gemessenen Werte signifikante Unterschiede zwischen BACE 1 +/+ und
BACE 1 -/- Tieren. Weder der zeitliche Verlauf noch die Auspragung der Aktionspotentiale
zeigen signifikante Differenzen.

BACE 1 +/+ (n=14) BACE1-/-(n=11)
Schwellenwert [mV] 32,6 £1,7 31,9+ 1,3
max. Amplitude [mV] 102,9 £4,5 102,9+ 3,4
Breite des Aktionspotentials 33404 32403
am Schwellenwert [ms] ’ ’ ’ ’
halbmax. Breite [ms] 1,6 £ 0,1 1,6 £ 0,08
Anstiegsgeschwindigkeit
107,6 + 14,3 95,8+ 8,8
[mV/ms]
AN
BACE 1 +/+
BACE 1 -/-

20 mv

2ms

Abbildung 19: Verlauf eines Aktionpotentials im direkten Vergleich von BACE 1 +/+ und BACE 1 -/-.
Dargestellt sind die Originalspuren der Aktionspotentiale einer BACE 1 +/+ und einer BACE 1 -/-
CA1l-Pyramidenzelle.

3.2.2 Vergleich der Feuerfrequenzen und des Adaptationsverhaltens

Die weiteren Untersuchungen zum Feuer- und Adaptionsverhalten wurden in gleicher
Versuchsanordnung an denselben Zellen vorgenommen, an denen zuvor die Messungen
zum Verlauf einzelner Aktionspotentiale durchgefiihrt worden waren. Dies verbesserte die
Voraussetzungen fiir Schlussfolgerungen iiber gegebenenfalls vorhandene Korrelationen

zu den Ergebnissen der Einzelmessung von Aktionspotentialen.
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Als erstes konnte aus den Ergebnissen der Versuche, die speziell auf der kleinsten Stufe
bei den hyperpolarisierenden Rechteckimpulsen erhalten wurden, der Ohmsche
Widerstand der Zellmembran von CA1-Pyramidenzellen der BACE 1 -/- und BACE 1 +/+
Maiuse bestimmt werden. Dazu wurde das Verhdltnis der wihrend der
Hyperpolarisationsphase gemessenen Spannungsabweichung (AV) zum vorgegebenen
Strom (AI) gebildet (Abbildung 20). Mit den so bestimmten Widerstinden lie} sich auf die
elektrischen Ruheeigenschaften der Zellmembran bei noch nicht gedffneten
spannungsabhingigen Kanilen schlieen. Im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen
zeigten sich die Eingangswiderstinde der Zellen von BACE 1 -/- Maiusen signifikant
grofer als die der BACE 1 +/+ Méuse.

300
200
G
=
100
Il BACE 1 +/+ (n=14)
0- B BACE1-/- (n=11)

Eingangswiderstand

Abbildung 20: Eingangswiderstand der CA1-Pyramidenzellen bei BACE 1 +/+ (n = 14) und
BACE 1 -/- (n = 11) Miusen.

Mit wachsender Stirke der stimulierenden Rechteckimpulse bildeten sich im weiteren
Versuchsablauf wihrend der depolarisierenden Phase nach Erreichen und Uberschreiten
der Aktionspotentialschwelle repetitive Aktionspotentiale aus, wobei die mittlere
Folgefrequenz der Aktionspotentiale mit der Impulsstirke im untersuchten Bereich
monoton zunahm und bei den hoheren Stimulationsstufen alle Anzeichen eines
Steady-state-Verhaltens zeigte. Dabei lagen die erreichten Feuerfrequenzen der
CAl-Pyramidenzellen der BACE 1 -/- Méuse im Mittel fast durchgehend hoch signifikant
iiber denen, die sich bei BACE 1 +/+ Mausen zeigten (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Mittlere Feuerfrequenzen der verschiedenen Stimulationsstufen. Dargestellt sind die
gemittelten Aktionspotentialfrequenzen in Abhédngigkeit von den verschiedenen Stimulationsstirken
0,02 bis 0,2 nA der Stromimpulse. BACE 1 +/+: n =9 — 14, BACE 1 -/~: n = 6 — 11. * = signifikante
Unterschiede, # = hoch signifikante Unterschiede.

Die unterschiedliche Anzahl der gemessenen Zellen, die in Abbildung 21 in die
Mittelwertbildung pro Stimulationsstufe eingegangen sind, ldsst sich durch die nicht immer
exakte Ubereinstimmung von ablesbarer manueller Einstellstufe und tatsichlich
eingestellter Stimulationsstirke am Impulsgenerator erkldren, was sich erst nach genauer
Auswertung der erhaltenen Daten feststellen lieB. Dies begriindet auch das Fehlen des
Wertes auf der Stimulationsstirke 0,13 nA. Dieser wurde aufgrund einer zu geringen

Messwertanzahl von der Auswertung ausgeschlossen.

Da sich die Aktionspotentiale im Verlauf eines depolarisierenden Rechteckimpulses nicht
periodisch mit konstanter Folgefrequenz darstellen, sondern in ihrer Frequenz abfallen,
wurde zur weiteren Analyse des Feuerfrequenzverhaltens die Anzahl der Aktionspotentiale
der CA1-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Méusen jeweils in den ersten
400 ms und den letzten 400 ms jeder Stimulationsantwort bestimmt und miteinander
verglichen. Dies sollte eine erste Differenzierung insbesondere auch der Frequenzidnderung
zwischen der Anfangsphase (die ersten 400 ms) und dem Steady-state (die letzten 400 ms)

der Frequenzverlaufe ermoglichen.
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Abbildung 22 zeigt anhand der Ergebnisse der Auszdhlung, dass die schon fiir die mittleren
Feuerfrequenzen zwischen den CAl-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und BACE 1 +/+
Maiusen festgestellten hoch signifikanten Unterschiede bei allen Stimulationsstufen sowohl
in der Anfangsphase wie auch in der Endphase der Depolarisierungsimpulse auftreten. Mit
den Ergebnissen der Auszdhlung der Aktionspotentiale lieBen sich die zugehdrigen
mittleren Frequenzen errechnen. Bei beiden Tiergruppen war die ndherungsweise, iiber der
erste Halfte der Impulse gemittelte Frequenz doppelt so gro3 wie die entsprechende

Frequenz der zweiten Hélfte.

# # * * *
#*” hw BACE 1 -/-
I'.>./

* ok
* Xk

12- #

# ’ 84 #
#* 7" _a% BACE1+/+

gut _wnwlwma BACE 1 /-
.4
# /'
# | |

4 /-/_/ /HH'H'H BACE 1 +/+

0.0 0.1 0.2 0. 0.1 0.2
Stimulation [ nA ] Stimulation [ nA ]

APs in den ersten 400 ms
¢
3+
'\

APs in den letzten 400 ms

Abbildung 22: Anzahl der Aktionspotentiale in den ersten und den letzten 400 ms. Dargestellt sind die
absoluten Werte der Anzahl an Aktionspotentialen in den ersten und in den letzten 400 ms der Zellantwort
bei den verschieden groflen Stimulationsstirtken. BACE I +/+: n =9 — 11, BACE1 -/~ n=6 - 11. * =
signifikante Unterschiede, # = hoch signifikante Unterschiede.

Um die Aussagen hier weiter zu differenzieren wurde dieser mehr summarische Vergleich
noch um den Vergleich der Abstinde jeweils zwischen den ersten und letzten beiden
Aktionspotentialen erginzt (Abbildung 23). Mit den Kehrwerten der zeitlichen Abstédnde,
jeweils als Periodendauer aufgefasst, lieBen sich auch hier die zugehorigen Frequenzen
ermitteln. Es zeigte sich, dass die Breite des von Anfang bis Ende der
Depolarisationsimpulse durchlaufenen Frequenzbandes mit wachsender Stirke der
Stromimpulse deutlich zunahm und bei den BACE 1 -/- Miusen rund doppelt so gro3 war
wie bei den BACE 1 +/+ Maiusen. Die Frequenzen beider Tiergruppen unterschieden sich

am Impulsende deutlich weniger voneinander als am Impulsanfang.
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Abbildung 23: Abstiinde zwischen den ersten und den letzten beiden Aktionspotentialen. Dargestellt
sind die Abstinde der ersten beiden (links) und der letzten beiden (rechts) Aktionspotentiale innerhalb der
Stimulationsantwort. BACE 1 +/+: n = 8 — 14, BACE 1 -/-: n =7 — 11. * = signifikante Unterschiede,
# = hoch signifikante Unterschiede. Stimulationsstdrken unterhalb von 0.07 nA sind nicht gezeigt, da die
Anzahl der Messungen zu gering war.

3.2.3 Vergleich der hyperpolarisationsaktivierten Potentialinderung

Zur weiteren Charakterisierung der elektrischen Eigenschaften der Zellen wurde der
Potentialverlauf wéhrend der hyperpolarisierenden Strominjektion in der vorangehenden
Versuchsreihe und die durchlaufene Potentialdifferenz bei hochster Stromstirke
ausgewertet.  Durch  die langsame  Aktivierung  hyperpolarisationsaktivierter
Kationenkanile kommt es bei anhaltender negativer Strominjektion zu einer allméhlichen
Abschwichung der Spannungsauslenkung, bis ein Steady-state-Wert erreicht wird. Die
Differenz zwischen initialer und Steady-state-Hyperpolarisation wurde wie in
Abbildung 14 beschrieben quantifiziert. In Abbildung 24 ist der Mittelwert aller
gemessenen Potentialdifferenzen wéihrend maximaler negativer Strominjektion dargestellt.
Im Vergleich der Mittelwerte ergaben sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den

CAl-Pyramidenzellen der BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Méuse.
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Abbildung 24: Vergleich der durch Hyperpolarisation induzierten Potentialdifferenz bei BACE 1 +/+
und BACE 1 -/- Méusen.

3.2.4 Vergleich der Nachhyperpolarisation (AHP)

Nach Ende eines Depolarisationsimpulses setzt jeweils ein Ausgleichsvorgang ein, der die
elektrischen Ruhewerte der Zellmembran wieder herzustellen sucht. Das Membran-
potential féllt dabei tempordr unter das Ruhepotential der Zelle (Nachhyperpolarisation),
um sich danach dem Ruhepotential anzugleichen. Um die Nachhyperpolarisationen der
Pyramidenzellen zu quantifizieren und zu vergleichen, wurden deren jeweilige
Potentialminima wie in Abbildung 15 beschrieben bei einer mittleren Strominjektion von
0,1 nA bestimmt. Die in Abbildung 25 dargestellten Ergebnisse aus der Mittelung der
jeweils bei den Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Méausen gemessenen
Nachhyperpolarisations-Amplituden zeigten bei groBer Streuung der Mittelwerte keine

mathematisch signifikanten Unterschiede.

-1.51

AHP [mV ]

I BACE 1 +/+ (n=9)
[ BACE1-/- (n=9)

Abbildung 25: Nachhyperpolarisation (AHP) nach depolarisierender Strominjektion (0,1 nA, 1 s) bei
BACE 1 +/+ und BACE 1 -/- Miusen. In die Auswertung eingeschlossen wurden alle Zellen, die nach der
Rechteckstimulation eine Nachhyperpolarisation aufwiesen.
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4 Diskussion der Ergebnisse

4.1 Synaptische Transmission

Die Untersuchung der postsynaptischen Erregung nach Stimulation prasynaptischer Axone
mit Doppelpulsen (Paired pulses) gehort zu den etablierten Methoden, um die synaptische
Kurzzeitplastizitit zu dokumentieren (Leung und Fu, 1994). Von den dabei mdglichen
Messgroflen ist der Strom durch die Zellmembran, wie in dieser Arbeit gewihlt, eine
besonders direkte Moglichkeit, die Erregung aufzuzeichnen. Um dariiber hinaus das
Verhalten der Kurzzeitplastizitit moglichst breit zu fassen, wurden in dieser Arbeit

zusédtzlich Stimulationen mit Sechserpulsblocken untersucht.

Sowohl bei der Stimulation mit Doppelpulsen als auch bei der Stimulation mit
Sechserpulsblocken kann es entweder zu einer Verstirkung (Facilitation) oder zu einer
Abschwichung (Depression) der zweiten bzw. der folgenden postsynaptischen Antworten
kommen. Die Facilitation der Zellantwort wird mit einer erhdhten prasynaptischen
Freisetzungswahrscheinlichkeit von  Transmittern in  Zusammenhang  gebracht
(Manabe et al., 1993; Lauri et al., 2007). Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf der
hoheren Konzentration freier Kalzium-Ionen in der prasynaptischen Endigung nach dem
ersten Stimulationsimpuls. Eine Depression der synaptischen Antwort kann durch eine
verminderte Anzahl sofort freisetzbarer Transmittervesikel, dem sog. Readily Releasable
Pool, erkldrt werden (Debanne et al., 1996; Thomson, 2000; Schneggenburger et al.,
2002).

Bei den Untersuchungen mit Doppelpulsen zeigten sich in dieser Arbeit unabhéngig vom
Vorhandensein der B-Sekretase ausschlieBlich stirkere zweite postsynaptische Antworten.
Auswertbare Unterschiede aus dem Verhiltnis der maximalen Stromamplituden, als Mal}
fiir die Kurzzeitplastizitit, wurden jedoch nicht erhalten. Unter den -eingestellten
Versuchsbedingungen wird der Vorgang der Freisetzung von Transmittern offenbar durch
die B-Sekretase nicht oder nur in geringem Male beeinflusst, zumal auch der Vergleich der
gemessenen maximalen Stromamplituden bei vorhandener und fehlender [B-Sekretase
keinen signifikanten Unterschied ergab. Letzteres ldsst den Schluss zu, dass hier weder
prasynaptisch die Freisetzungsrate der Transmitter noch postsynaptisch Dichte und
Funktion der Transmitter-aktivierten Ionenkanile erkennbar von der [-Sekretase

beeinflusst wurden.
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Im Gegensatz zu den in dieser Dissertation gewonnenen Ergebnissen, ermittelten
Laird et al, 2005 eine groBere Paired-pulse-Ratio und eine Zunahme der
Paired-pulse-Facilitation bei BACE 1 -/- gegeniiber BACE 1 +/+ Méusen. Zur Erklarung
der Unterschiede der gemessenen Ergebnisse kann das Alter der untersuchten Mause eine
wichtige Rolle spielen. Bei den vorliegenden Messungen hatten die Méuse ein mittleres
Alter von knapp 7 Monaten, wihrend bei Laird et al., 2005 die Tiere 3 bis 6 Monate alt
waren. Wie Zohar et al., 2005 zeigten, gibt es altersabhingige Unterschiede in der
Expression der vier bekannten Spleiflvarianten der B-Sekretase. Aktivitdtsdnderung der
B-Sekretase in Korrelation zum Alter der Versuchstiere zeigten auch die Untersuchungen

von Apelt et al., 2004.

Zudem unterschieden sich die wéhrend der Experimente von Laird et al. verwendeten
Losungen auch von denjenigen in der vorliegenden Arbeit. Hervorzuheben ist hierbei die
unterschiedliche Konzentration von Ca®" und Mg2+ in der Extrazellularlosung (Tabelle 3).
Insbesondere die héhere extrazellulire Ca®’-Konzentration in Verbindung mit einer
verminderten Mg® -Konzentration bei Laird et al. konnte eine vermehrte prisynaptische
Freisetzung von Transmittern begiinstigen. In der Folge liele sich damit dann die groBere
Anderung der von Laird et al. bestimmten Kurzzeitplastizitiit bzw. die erhaltene groBere

Paired-pulse-Ratio erkldren.

Auswirkungen auf die synaptische Transmission bei Verdnderungen der extrazelluldren
Konzentration von Ca®" und Mg”" finden sich in vielen Untersuchungen. Eine Erniedrigung
der Ca®'- und eine Erhohung der Mg”" -Konzentration scheinen einen negativen Effekt auf
die synaptische Transmission zu haben (Konnerth und Heinemann, 1983;

Cz¢h und Somjen, 1989; Rausche et al., 1990).

In diesem Zusammenhang zeigten Wang et al., 2008, dass bei BACE 1 -/- Méusen im
Vergleich zu BACE 1 +/+ Mausen u. a. prasynaptische Funktionsstorungen an
Moosfaser-CA3-Synapsen in Form von verminderter Transmitterausschiittung auftraten,
was in einer erhdhten Paired-pulse-Facilitation zum Ausdruck kam. Die bei BACE 1 -/-
Maiusen fehlende Langzeitpotenzierung an der Moosfaser-CA3-Synapse lie8 sich durch

eine Erhohung der extrazelluldren Ca’’-Konzentration wiederherstellen (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Vergleich des Ca2+—Mg2+—Verhﬁltnisses in der Extrazellularlosung zwischen den
Untersuchungen von Laird et al. und den Messungen der vorliegenden Arbeit sowie
Vergleich der Ca**-Konzentrationen in der Extrazellularlosung.

Extrazellularlésung
Quelle Ca’'/Mg™" Ca’" mmol/l
vorliegende Arbeit 1,0 2
Laird et al. (2005) 1,67 2,5
Wang et al. (2008) 5

Uber die Betrachtung hinaus, dass BACE 1 Auswirkungen auf die synaptische
Ubertragung hat, sehen Kamenetz et al., 2003 und Ma et al., 2007 eine Wirkung der
Spaltprodukte, vor allem des AP, die nach Prozessierung des APP durch BACE 1
entstehen, auf die synaptischen Ubertragung. Wihrend Kamenetz et al. diesen
Spaltprodukten einen didmpfenden Einfluss zuschreiben, kommen Ma et al. zu dem
Schluss, dass die Spaltprodukte in physiologischen Konzentrationen einen fordernden

Einfluss auf die synaptische Ubertragung und das Gedichtnis haben.

Auch bei der weiteren Analyse der Kurzzeitplastizitit mittels Sechserpulsstimulation
konnte kein Einfluss der B-Sekretase nachgewiesen werden (vgl. Kap. 3.1.2, Abbildung
18). Diese Untersuchungen erweiterten die Analyse zur Kurzzeitplastizitit gegeniiber
Paired-pulses auf mehrere synaptische Folgereizungen und deren Antworten. Die Reihe
der mit den maximalen Stromamplituden der postsynaptischen Folgeantworten bestimmten
Kurzzeitplastizititen zeigten nach anfinglicher Facilitation mit der dritten bzw. vierten
Antwort einen leichten Riickgang. Keine der an den CA1-Pyramidenzellen der BACE 1 -/-
und BACE 1 +/+ Miuse gemessenen Verlaufe liel darauf schlieBen, dass das Fehlen oder

Vorhandensein der 3-Sekretase einen Einfluss hatte.

4.2 Einzelne Aktionspotentiale

Fiir die Untersuchung von Potentialen in bzw. an Zellen ist es wichtig, die potential-
erzeugenden FEigenschaften der Zellmembran durch den Patchvorgang nicht mehr als

unbedingt notwendig zu verdndern. Zur Kontrolle wurde deshalb bei allen Zellen das
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Ruhemembranpotential vor den Messungen in der Whole-cell-Konfiguration bestimmt.
Werte, die eine ausreichende Qualitit der CAl-Pyramidenzellen bestétigen, sind in der
Literatur (Nagase et al., 2003: -63,9 £ 1,9 mV,; Lacinova et al., 2008: -64 = 1 mV;
Andrasfalvy et al., 2008: -55 bis -70 mV) zu finden. Bei den hier verwendeten Zellen
wurden dhnliche Werte innerhalb eines vergleichsweise engen Bereichs (BACE 1 +/+:
-56,1 £ 2,1 mV, BACE 1 -/-: 58,5 = 2 mV) ermittelt. Ein Einfluss der f-Sekretase konnte
nicht festgestellt werden. Die Ruhemembranpotentiale bei den BACE 1-/- und
BACE 1 +/+ Mausen zeigten keine signifikanten Unterschiede. Die Aktionspotentiale, die
sich ausgehend vom Ruhemembranpotential entwickelten, hatten diesbeziiglich von der

B-Sekretase unbeeinflusste Anfangsbedingungen.

Die Ausbildung von Aktionspotentialen erfordert die Verdnderung des Membranpotentials
iiber einen Schwellenwert hinaus. Da es fiir die Ausprigung eines Aktionspotentials
unabhiingig von Art und Stirke des Reizes nur auf das Uberschreiten des Schwellenwertes
ankommt, wird der Verlauf des Aktionspotentials ausschlieBlich von spezifischen
Zellparametern und Zellmembraneigenschaften bestimmt. Hier wird der B-Sekretase nach
allen bisherigen Erkenntnissen ein Einfluss zugeschrieben, der iiber die Regulation der
Eigenschaften spannungsabhingiger Na'-Kanile erfolgen soll (Kim et al, 2007;
Huth et al., 2009; Vassar et al., 2009; Hu et al., 2010; Kovacs et al., 2010). Wenn die
B-Sekretase einen spiirbaren Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit hat, dann sollte sich
hier bei den CA1-Pyramidenzellen der BACE 1 -/- Méuse ihr Fehlen in Verdnderungen der
Aktionspotentialverldufe erkennen lassen. Alle den Verlauf eines Aktionspotentials
kennzeichnenden GroBen (vgl. Kap. 3.2.1, Tabelle 2) zeigen jedoch keinen verwertbaren
signifikanten Unterschied im Vergleich zu den Gréflen bei BACE 1 +/+ Maéusen.
Huetal.,, 2010 weisen in zwei Parametern, Anstiegsgeschwindigkeit und maximale
Amplitude, signifikante Anderungen bei Aktionspotentialverldufen an
CAl-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Mausen nach. Zugeschrieben
werden diese Unterschiede der hoheren Oberflichenexpression spannungsabhingiger
Natriumkanéle (Nay1.2) bei den BACE 1 -/- Méusen. Durch die hohere Anzahl der
verfiigbaren spannungsabhingigen Natriumkandle kommt es danach im Zuge des
Potentialverlaufes nach Uberschreiten des Schwellenwertes zu einer hoheren

Anstiegsgeschwindigkeit sowie zu einer groeren maximalen Amplitude.

- 44 -



Eine Erkldrung der Abweichungen der Ergebnisse in dieser Arbeit zu Hu et al. ist
moglicherweise in den Unterschieden bei den eingesetzten Versuchstieren, der
hergestellten Versuchs- bzw. Messumgebung und der Versuchsdurchfiihrung zu finden. So
sind die Versuchsbedingungen durch den Einsatz von Miusen deutlich geringeren Alters,
die Verwendung von Losungen anderer Konzentrationen, das Einhalten einer anderen
Badtemperatur sowie die Durchfiihrung der Messungen an dissoziierten Zellen und nicht
an Zellen innerhalb eines physiologischen Zellverbandes sehr voneinander abweichend.
Inwieweit diese unterschiedlichen Bedingungen im Einzelnen zu den unterschiedlichen
Ergebnissen beigetragen haben, konnte im Rahmen dieser Arbeit mit den zur Verfiigung

stehenden Informationen nicht geklért werden.

4.3 Feuerfrequenzen
4.3.1 Eingangswiderstand

Der Eingangswiderstand ist eine einfache, zugleich aber auch sehr aussagekriftige Grofe,
die es gestattet, Unterschiede zwischen den CAl-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und
BACE 1 +/+ Maéusen im Bereich um das Ruhepotential darzustellen bzw. zu vergleichen.

Er ist von groBer Bedeutung fiir die Erregbarkeit der Neurone.

Bei den BACE 1 -/- Méusen zeigten sich signifikant hohere Widerstinde. Dies liel3
vermuten, dass bei den CAl-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- Méusen fiir das Erreichen
des gleichen Schwellenpotentials ein depolarisierender Stromimpuls geringerer Stérke als
bei BACE 1 +/+ Méusen notwendig ist. In der Tat zeigte sich dieses auch bei den
nachfolgenden Versuchen mit depolarisierenden Stromimpulsen. Im Mittel war fiir die
Auslosung von Aktionspotentialen bei BACE 1 +/+ Méausen fast die doppelte Stromstérke
wie bei BACE 1 -/- Méusen notwendig. Zusammengefasst ldsst sich daraus auf eine

leichtere Erregbarkeit der CA1-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- Méusen schlief3en.

4.3.2 Aktionspotentialfrequenzen und Adaptationsverhalten

Im Gegensatz zum Verlauf einzelner Aktionspotentiale als Antwort auf kurze
stimulierende Impulse, bilden die CAl-Pyramidenzellen bei lédnger anhaltender
depolarisierender Erregung eine Folge rasch sich wiederholender Potentialdanderungen aus.
Die grundsitzliche Form der sich dabei wiederholenden Potentialinderungen, d.h. der

Aktionspotentiale, bleibt solange die Erregung anhélt erhalten. Sie erfdhrt im Wesentlichen

- 45 -



lediglich im Zuge fortschreitender Erregungsdauer eine zunehmende zeitliche Streckung,
sodass der zeitliche Abstand der Maxima zweier aufeinander folgender Aktionspotentiale
mit zunehmender Dauer der Erregung immer groBer wird. Dieses Verhalten wird als

Frequenzadaptation bezeichnet.

Als erstes ist den erhaltenen Ergebnissen bei beiden Tiergruppen zu entnehmen, dass die
mittlere Feuerfrequenz mit der Stirke des depolarisierenden Rechteckimpulses zunahm
und sich dabei offenbar einem Grenzwert anndherte. Generell waren die mittleren
Feuerfrequenzen bei den BACE 1 -/- Miusen, also bei fehlender B-Sekretase, signifikant
grofBer. Das Fehlen der [B-Sekretase hat offenbar zur Folge, dass die Schwelle zur
Auslosung des nédchsten Aktionspotentials jeweils schneller erreicht wird. Dies gilt iiber
die gesamte Dauer der Erregung, wie die Auszdhlung der Aktionspotentiale in den ersten
und letzten 400 ms der depolarisierenden Rechteckimpulse zeigte. Eine noch weitere
Differenzierung ergab der Vergleich der ersten und der letzten Feuerfrequenz innerhalb des
jeweils durchlaufenen Frequenzbandes, ermittelt als Kehrwert der Abstéinde zwischen den
ersten bzw. letzten beiden Aktionspotentialen. Der Vorgang des Feuerns begann mit einer
deutlich hoheren Frequenz bei fehlender [p-Sekretase. Der Unterschied zur
Anfangsfrequenz bei den Zellen der BACE 1 +/+ Maéuse wuchs mit zunehmender
Erregungsstirke. Am Ende des Erregungsimpulses war die Frequenz zwar immer noch
grofer, ihr Unterschied zur Feuerfrequenz bei den Zellen der BACE 1 +/+ Méuse war
jedoch wesentlich kleiner. Am Ende des Erregungsimpulses néherten sich die
Feuerfrequenzen nicht nur einander, sondern dnderten sich auch mit wachsender Erregung
sehr wenig — sie schienen @hnlich wie die mittleren Feuerfrequenzen einem Grenzwert
zuzustreben. Extrapoliert man die graphischen Verldufe der ermittelten Abstéinde in
Abhingigkeit von der Stimulation, kommt man zu der Vermutung, dass die durch die
B-Sekretase regulierten ionalen Mechanismen am Ende eines geniigend hohen
Erregungsimpulses keinen Einfluss mehr auf die Feuerfrequenz haben. Demgegeniiber

zeigt sich ein sehr starker Einfluss auf die Hohe der Anfangsfrequenz des Feuerns.

In der Arbeit von Hu et al. werden die Unterschiede im Feuerverhalten von
CA1l-Pyramidenzellen von BACE 1 -/- und BACE 1 +/+ Maiusen mit dem vermehrten
Auftreten spannungsabhéngiger Natriumkandle in der Zellmembran erklédrt. Allerdings
weisen die mittleren Feuerfrequenzen in Abhéngigkeit von der Erregungsstirke im
Gegensatz zu den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen zundchst alle einen gleichen bis

0,1 nA ansteigenden, dann aber in unterschiedlicher Weise fallenden Verlauf auf. Weder
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ein anfianglich gleicher Anstieg der mittleren Feuerfrequenzen in Abhdngigkeit von der
Erregungsstirke, noch das Durchlaufen eines Maximums mit anschlieBendem Abfallen
kann mit den Ergebnissen dieser Arbeit bestétigt werden. Wie im vorangehenden Abschnitt
bereits dargelegt, lassen die offenkundigen Unterschiede der eingesetzten Versuchstiere,
der hergestellte Versuchs- bzw. Messumgebung und der Versuchsdurchfiihrung wenig

Moglichkeiten, zu korrelierenden Erkenntnissen zu kommen.

Nach den in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen bleibt am Ende offen, ob die verminderte
Frequenzadaptation in den BACE 1 -/- Neuronen nur auf den aus der Literatur bekannten
verdnderten Eigenschaften der Na'-Kanile beruht. Weitere Untersuchungen miissen
klaren, inwieweit BACE 1 auch regulierend auf andere Kanile der Frequenzadaptation
einwirkt. Im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen konnte bereits ausgeschlossen
werden, dass nach Ausschaltung der B-Sekretase der von hyperpolarisationsaktivierten
Kationenkanilen getragene Schrittmacherstrom verdndert ist. Ebenso wenig war die
Nachhyperpolarisation, die durch eine Salve von Aktionspotentialen hervorgerufen wurde,

in BACE 1-defizienten CA1-Pyramidenzellen vermindert.

Ein weiterer Angriffspunkt der B-Sekretase konnte dagegen der sog. M-Strom sein, ein
Kalium-Strom, der besondere Bedeutung fiir die Frequenzadaptation besitzt. Die im
Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten sollten daher AnstoB3 sein, einen moglichen

Einfluss der B-Sekretase auf den M-Strom néher zu untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die Beeinflussung der B-Sekretase scheint der Amyloid-Hypothese nach ein geeigneter
Therapieansatz fiir die kausale Behandlung des M. Alzheimer zu sein. Zur Verfolgung
dieses Therapieansatzes sind insbesondere Erkenntnisse {iber die sich aus einer
Beeinflussung der [p-Sekretase ergebenden Auswirkungen auf die synaptische
Transmission und die Ausbildung von Aktionspotentialen wichtig. In der vorliegenden
Arbeit wurden dazu mit der Patch-clamp-Technik vergleichende Versuche an
CAl-Pyramidenzellen in Hippocampusschnitten von BACE 1 Knockoutmiusen
(BACE 1 -/- Méuse) und Wildtypmausen (BACE 1 +/+ Maiuse) durchgefiihrt. Durch die
Arbeit mit Hirnschnitten, bei denen die Neurone in ihrem physiologischen Netzwerk
belassen wurden, ergaben sich Versuchsbedingungen, die sicherstellten, dass sich die
Neurone, anders als nach einer akuten Dissoziation oder nach Kultivierung, in einem

intakten Milieu befanden.

Die Ergebnisse der Untersuchungen synaptischer Transmission mit Zwei- und Mehrfach-
stimulationen zeigten keine signifikanten Unterschiede, weder in der Auspriagung der als
Reaktion gemessenen postsynaptischen Strome noch in der aus den Verhiltnissen der
gemessenen Stromamplituden bestimmten Kurzzeitplastizitit. Bei beiden Versuchstier-
gruppen lie} sich eine Verstarkung der Reaktion (Facilitation) auf kurzzeitig wiederholte
bzw. mehrfach wiederholte Stimulationen feststellen. Die Ergebnisse ergaben aber keine
Anhaltspunkte in Bezug auf unterschiedlich ablaufende Vorgénge bei der synaptischen

Transmission in BACE 1-defizienten Praparaten.

Ebenso lieBen sich auch aus den Ergebnissen der Untersuchung einzelner
Aktionspotentiale keine Unterschiede zwischen BACE 1 +/+ und BACE 1 -/- Neuronen
entnehmen. Alle Parameter der aufgenommenen Potentialverldufe waren jeweils nahezu

gleich und hatten nur wenig voneinander abweichende Standardfehler.

Unterschiede zeigten sich demgegeniiber erst bei der Reaktion auf lidnger anhaltende
depolarisierende Erregung. Das dadurch hervorgerufene repetitive Feuern wies bei den
CAl-Pyramidenzellen der BACE 1 -/- Méduse nicht nur eine signifikant hohere mittlere
Feuerfrequenz auf, sondern durchlief {iber der gleichen Variationsbreite der Erregung auch

ein grofleres Frequenzband mit hoheren Feuerfrequenzen.

- 48 -



Es fanden sich allerdings in den weiteren Untersuchungen keine Hinweise, dass BACE 1
Schrittmacherstrome reguliert oder die langsame Nachhyperpolarisation beeinflusst. Es
bleibt daher offen, ob und inwieweit BACE 1 neben den bekannten Wirkungen auf
Na'-Kanile andere ionale Angriffspunkte hat, um das Entladungsverhalten der Neurone zu

modulieren.

In jedem Fall stehen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit der Studie von
Huet al., 2010 im Einklang, wonach die gentechnische Ausschaltung von BACE 1 zu
epileptischen Anféllen fiihren kann. Hinsichtlich des Einsatzes von pharmakologischen
Inhibitoren der B-Sekretase bei der Behandlung von M. Alzheimer sind offenbar mogliche

Nebenwirkungen auf die zentralnervose Erregbarkeit zu beriicksichtigen.
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