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Einleitung 

1 Einleitung 

Das Nervensystem  besteht  aus  einer Vielzahl  von Zellen, die  ständig  Informationen 
aus ihrer Umwelt erhalten, prozessieren und weitergeben. Das Gehirn wandelt die In‐
formationen  in Wahrnehmungen  oder Bewegung um. Kleinste  Schalteinheit des Ge‐
hirns sind die untereinander verbundenen Neuronen. 

Hochkomplexe Lebewesen haben über 100 Milliarden Nervenzellen, die miteinander 
auf verschiedene Arten kommunizieren. Das Neuron  ist morphologisch  in vier Berei‐
che unterteilt: das Soma, Dendriten, das Axon und die präsynaptische Endigung. Das 
Soma enthält den Zellkern mit der genetischen Information sowie Organellen, die für 
die  Proteinsynthese  verantwortlich  sind.  Die  Zellfortsätze,  mehrere  Dendriten  und 
zumeist  nur  ein  einzelnes Axon,  sind  die Kommunikationsleitungen  der Neuronen. 
Dendriten verzweigen sich baumartig, empfangen Signale und bilden mit dem Soma 
die hauptsächlich aufnehmende Oberfläche des Neurons, während das Axon sich erst 
terminal  aufzweigt  und die  Signale weiterleitet. Am Axonhügel, dem Ursprung  des 
Axons am Zellsoma, wird dabei ein Signal, das Aktionspotenzial, generiert. Synapsen 
sind u.a. an der axonalen Endigung des Neurons  lokalisiert. Sie sind diejenigen Kon‐
takte, die Neuronen erlauben zu interagieren. Synapsen sind also die Endpunkte in der 
Informationsvermittlung. Das Wort Synapse leitet sich vom Griechischen sunaptein her, 
was  soviel wie  sich  verbinden  bedeutet und wurde  als Begriff  bereits  1897 durch  Sir 
Charles  Scott  Sherrington  mit  folgenden  Worten  geprägt:  „So  far  as  our  present  
knowledge goes, we are led to think that the tip of a twig of the arborescence is not continuous 
with but merely in contact with the substance of the dendrite or cell body on which it impinges. 
Such a special connection might be called a synapse.“ [SCHÄFER 1900]. 

 

Wie erfolgt jedoch die synaptische Informationsübertragung? 
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Einleitung 

 

1.1 Arten der Informationsübertragung im  

Nervensystem 

Die  synaptische  Informationsübertragung  erfolgt  im Wesentlichen  auf  zwei Wegen,  
a) elektrisch und b) chemisch. Während die elektrische Übertragung synchron, verzö‐
gerungsfrei  und  sehr  schnell  verläuft  (ca.  eine  Millisekunde),  kann  die  chemische  
Signalübertragung bis zu mehr als zehnmal so lang dauern. 

Eine elektrische Synapse wird auch gap junction genannt und dient der verzögerungs‐
freien  und  synchronen  Übertragung  des  elektrischen  Signals.  Gap  junctions  sind  
Proteinporen (Connexone), die die Zellmembranen zweier benachbarter Zellen durch‐
queren  und  so  eine  direkte  Verbindung  herstellen  [MAKOWSKI  et  al.  1984].  Die  
elektrische Synapse spielt eine große Rolle z.B. am Herzmuskel, während  im Nerven‐
system chemische Synapsen weitaus häufiger vorkommen. 

Typische Nervenzellen  haben  ein  Ruhemembranpotenzial,  das  ungefähr  bei  ‐60  bis  
‐70 mV liegt. Wird die Membran depolarisiert, d. h. sprunghaft in den positiveren Be‐
reich (je nach Schwelle) bis zu +30 mV verschoben, entsteht ein elektrisches Signal, das 
Aktionspotenzial. Es wird über das Axon bis in die präsynaptischen Endigungen fort‐
geleitet.  Dort  befinden  sich  die  Endpunkte  der  Signalübertragung,  die  chemischen  
Synapsen. Die Aktionspotenziale werden  an den  Synapsen  in  ein  chemisches  Signal 
umgewandelt. Die Mechanismen dieser Signalübertragung werden  im  folgenden Teil 
näher erläutert. 

            

Abb. 1: Elektronenmikrospkopisches Bild und Schema einer Synapse 
A: Darstellung eines präsynaptischen Terminals. Die Sternchen kennzeichen zwei Aktive Zonen [adaptiert 
nach DRESBACH et al. 2001, S. 96].  
B: Schema einer Synapse. Ein eintreffendes Aktionspotenzial führt zum Calcium‐Einstrom, der nachfol‐
gend Transmitterfreisetzung aus den Vesikeln auslöst. Diese diffundieren in den synaptischen Spalt und 
binden auf der postsynaptischen Seite an ligandengesteuerte Ionenkanäle (Grafik: freundlicherweise von 
Prof. E. Neher zur Verfügung gestellt).  

2 



Einleitung 

1.2 Prinzipien synaptischer Transmission 

Die Signalübertragung  zwischen  erregbaren Zellen wird  auch  als  synaptische Trans‐
mission bezeichnet. Der Ort der Übertragung  ist die  Synapse, die  in drei Komparti‐
mente eingeteilt wird: die präsynaptische Endigung, die postsynaptische Zelle und den 
synaptischen Spalt. Wenn ein Aktionspotenzial die präsynaptische Endigung erreicht, 
werden  spannungsgesteuerte Calciumkanäle  geöffnet,  und  es  kommt  zum Einstrom 
der Calciumionen. Das Calciumsignal  führt zur Exozytose, d.h. der Neurotransmitter 
wird  aus  den  Vesikeln  in  den  synaptischen  Spalt  freigesetzt  und  gelangt  an  die  
postsynaptische  Seite,  um  dort  an  ligandengesteuerte  Ionenkanäle  zu  binden.  Die  
Ionenkanäle öffnen sich und damit ist das chemische Signal wieder in ein elektrisches 
Signal  zurückverwandelt worden  (siehe Abb.  1). Die Gesamtdauer der  synaptischen 
Transmission an einer chemischen Synapse liegt bei nur wenigen Millisekunden. 

Die postsynaptische Zelle kann entweder hyperpolarisiert oder depolarisiert werden. 
Welche  Aktion  ausgelöst  wird,  hängt  dabei  vom  Transmitter  und  dem  Umkehr‐
potenzial der beeinflussten Leitfähigkeit ab. Transmitter werden  in  inhibitorische und 
exzitatorische Transmitter  eingeteilt. Glutamat  ist der wichtigste  exzitatorische Neu‐
rotransmitter,  der  z.B.  an  Rezeptoren  des  α‐Amino‐3‐hydroxy‐5‐methyl‐4‐
isoxazolepropionat  (AMPA)‐Typs bindet und zum Einstrom von Natrium‐ und Kali‐
um‐Ionen und somit zur Depolarisation führt. γ‐Aminobuttersäure (GABA) und Gly‐
zin sind hingegen wichtige  inhibitorische Transmitter, die einen Chlorideinstrom und 
somit eine Hyperpolarisation herbeiführen. 

Die  Signalübertragung  an  chemischen  Synapsen  läuft  zwar  langsamer  als  an  
elektrischen Synapsen ab, sie kann aber an chemischen Synapsen  in  ihrer Sensitivität 
moduliert werden. Diese Modulierbarkeit heißt Plastizität und ist z.B. eine Grundvor‐
aussetzung für das Gedächtnis. Besonders die Signalverstärkung ist ein wichtiges Cha‐
rakteristikum einer chemischen Synapse. Durch sie kann eine einzelne kleine Synapse 
in die Lage versetzt werden, das Potenzial einer viel größeren postsynaptischen Zelle 
zu verändern. 

Wie werden synaptische Vesikel freigesetzt und welche Proteine sind am  
Vesikelzyklus beteiligt? 

 

1.2.1 Der synaptische Vesikelzyklus 

Die Freisetzung des Transmitters aus synaptischen Vesikeln in den synaptischen Spalt 
ist nur ein Bestandteil eines kompletten Zyklus, der an dieser Stelle kurz skizziert wer‐
den soll.  

Vesikel  im präsynaptischen Terminal gelangen zu den Aktiven Zonen an der Plasma‐
membran.  Der  Kontakt  mit  der  Aktiven  Zone  wird  als  Docking  bezeichnet.  
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Der nächste  ‐ATP‐abhängige‐ Schritt wird Priming genannt und überführt die Vesikel 
in einen fusionskompetenten Status. Erfolgt jetzt der Einstrom von Calciumionen, sind 
die  nun  fusionskompetenten  Vesikel  in  der  Lage,  den  Neurotransmitter  in  den  
synaptischen  Spalt  freizusetzen. Der  Exozytose  folgt  das Recycling  der Vesikel.  Für 
diesen Schritt werden mehrere Möglichkeiten diskutiert. Höchstwahrscheinlich erfolgt 
eine Clathrin‐vermittelte Endozytose. Die so zurück gewonnenen (leeren) Vesikel kön‐
nen mit dem Frühen Endosom  innerhalb des präsynaptischen Terminals  fusionieren. 
Eine andere Möglichkeit stellt die kiss‐and‐run‐Hypothese dar, wobei nicht der gesamte 
Inhalt des Vesikels, sondern nur ein Teil entleert wird, und der Vesikel bei Beibehal‐
tung der Membran in den Zyklus unter Umgehung des Frühen Endosoms wiederein‐
tritt  [HEUSER und REESE  1973; MELDOLESI und CECCARELLI  1981; FESCE  et  al. 
1994]. Vom Frühen Endosom werden die Vesikel abgetrennt (Budding) und mit Wasser‐
stoff‐Ionen  beladen.  Entlang  eines  pH‐Gradienten  erfolgt  die Wiederbefüllung  mit 
Neurotransmitter. Die befüllten Vesikel stehen somit wieder für das Docking bereit. Der 
gesamte Zyklus  ist  als  synaptischer Vesikelzyklus  bekannt  [zur Übersicht  SUDHOF 
1995]. 

In der Abb. 2 sind die unterschiedlichen Vesikel‐Populationen schematisch dargestellt. 

Vesikel  im Readily Releasable Pool  (RRP)  sind  fusionskompetent,  stehen  sofort  für die 
Exozytose zur Verfügung und können  ihren Inhalt  innerhalb von Millisekunden nach 
Stimulation freisetzen. Der proximale Pool ist in der Lage, die Vesikel des RRP schnell 
zu ersetzen. An einer hippokampalen Synapse enthält der Recycling‐Pool  in etwa 25 
Vesikel, davon sind  fünf bis neun  fusionskompetent, demzufolge  im RRP  [MURTHY 
und  STEVENS  1999]. Dagegen  befinden  sich  im  Reserve‐Pool  etwa  200  synaptische 
Vesikel [SCHIKORSKI und STEVENS 1997]. 

Wahrscheinlich sind an der Aufrechterhaltung der Pools oben beschriebene Mechanis‐
men beteiligt. Der kiss‐and‐run‐Mechanismus  trägt vermutlich zur Auffüllung des Re‐
cycling‐Pools bei. Die Clathrin‐vermittelte Endozytose füllt wahrscheinlich den Reser‐
ve‐Pool  auf,  während  Vesikel  des  Reserve‐Pools  bei  extensiver  synaptischer 
Stimulation  auch  direkt  den  Recycling‐Pool  auffüllen  könnten  [zur  Übersicht 
GUNDELFINGER et al. 2003].  
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Abb. 2: Schema der Vesikel‐Pools 
Je nach Lokalisation im präsynaptischen Terminal oder nach Exozytose‐Verfügbarkeit können die Vesikel‐
Pools unterschieden werden. Bei physiologischer Stimulation nehmen nur der proximale (1) und der Rea‐
dily Releasable Pool (RRP, 2), die als Recycling‐Pool (3) zusammengefasst werden, teil. Der Reserve‐Pool 
(4) wird nur bei starker synaptischer Stimulation in die Exozytose miteinbezogen [adaptiert nach 
GUNDELFINGER et al. 2003, S. 133]. 
 

      
 
Abb. 3: Proteine des synaptischen Vesikelzyklus  
In Abschnitt 1.2.3 werden die wichtigsten Proteine des synaptischen Vesikelzyklus näher beschrieben und 
ihre Funktionen erläutert [adaptiert nach ROSENMUND et al. 2003, S. 512]. 
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1.2.2 Proteine des synaptischen Vesikelzyklus 

Calcium‐getriggerte Exozytose und damit verbundene Neurotransmitterfreisetzung ist 
ein Prozess, der mehrere Schritte umfasst. Schon vor dem Calciumsignal wird die Frei‐
setzung synaptischer Vesikel vorbereitet, sodass mit dem eintreffenden Aktionspoten‐
zial  und Calciumionen‐Einstrom  die  Exozytose  sehr  schnell  induziert werden  kann. 
Dazu sind mehrere Proteine notwendig, die unterschiedlich  in der Präsynapse  lokali‐
siert sind. Einerseits sind sie mit der synaptischen Vesikelmembran assoziiert, anderer‐
seits befinden sie sich an der Aktiven Zone.  

Aktive Zonen sind elektronendichte Strukturen der präsynaptischen Plasmamembran. 
Die Aktive Zone besteht  aus der  zytoskeletalen Matrix der Aktiven Zone  (CAZ, Cy‐
toskeletal matrix of Active Zone) und befindet sich gegenüber der Postsynaptischen Dich‐
te  (PSD,  postsynaptic  density). Während  in  der CAZ  Proteine  versammelt  sind, die 
wichtige  Komponenten  des  Freisetzungsapparates  koordinieren  [zur  Übersicht 
GARNER et al. 2000; GUNDELFINGER et al. 2003; ROSENMUND et al. 2003], sind in 
der PSD vor allem Rezeptoren  lokalisiert, die die postsynaptische Signalweiterleitung 
ermöglichen  [zur  Übersicht  SHENG  2001;  SHENG  und  KIM  2002].  Andere  CAZ‐
spezifische Proteine sind CAST (CAZ‐associated structural protein), Piccolo und Bassoon 
[TOM DIECK et al. 1998; WANG X et al. 1999; FENSTER et al. 2000; OHTSUKA et al. 
2002]. Für Bassoon wurde als erstes gezeigt, dass es  für die strukturelle Organisation 
der Aktiven Zonen verantwortlich ist [DICK et al. 2003]. 

Während des Dockings  interagieren RIM  (Rab3 Interacting Molecule) und Rab3 mitein‐
ander und  initiieren das Priming. RIM1  ist das einzige bekannte Protein, das  sowohl 
mit  der Aktiven Zone  als  auch mit  synaptischen Vesikeln Kontakt  aufnimmt  (siehe 
Abb. 3a) [CASTILLO et al. 2002; SCHOCH et al. 2002]. Die roten Vesikel in Abb. 3 sind 
„gedockt“, haben aber noch nicht das Priming abgeschlossen. Während des Primings 
wird eine lockere Form des SNARE‐Komplexes mit Hilfe von Munc‐13 gebildet (Abb.  
3b, blau). SNARE‐Proteine  (soluble N‐ethylmaleimide sensitive  factor attachment receptor) 
sind  aus  Synaptobrevin,  Syntaxin  1  und  SNAP‐25  zusammengesetzt  [zur Übersicht 
JAHN  und  SUDHOF  1999;  CHEN  und  SCHELLER  2001]. Munc‐13‐Proteine  tragen 
essentiell zur Bereitstellung fusionskompetenter Vesikel bei, da sie die Umformung des 
SNARE‐Komplexes ermöglichen, indem Munc‐18 aus seiner Bindung zu Syntaxin ver‐
drängt wird  [BETZ et al. 1998; ARAVAMUDAN et al. 1999; AUGUSTIN et al. 1999]. 
Munc‐18  ist ein  regulatorisches Protein, das einen hemmenden Einfluss auf Syntaxin 
hat [zur Übersicht GARNER et al. 2000; ZHANG et al. 2000]. An Munc‐18 binden wie‐
derum Mint‐Proteine  (Munc‐18  interacting  protein),  die  auch  unter  dem Namen  X11 
bekannt sind [ZHANG et al. 2000; HO A et al. 2003]. 

Als nächstes tritt das Protein Synaptotagmin hinzu, das als Calciumsensor des Freiset‐
zungsapparates  fungiert  (Abb.  3b,  violett)  [GEPPERT  et  al.  1994;  FERNANDEZ‐
CHACON  et  al.  2001;  zur Übersicht  CHAPMAN  ER  2002].  Synaptotagmine  tragen 
zwei C2‐Domänen  (Protein Kinase C Conserved Domain 2), die Calcium und  sekundär 
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Phospholipide und/oder SNARES binden und damit  in der Lage wären, Calciumein‐
strom und Exozytose zu verbinden. 

Synaptotagmin  1 und Complexin  vervollständigen den Prozess des Primings,  indem 
der  SNARE‐Komplex  in  seiner  Struktur  verdichtet wird  (Abb.  3c). Complexine  sind 
kleine  Proteine,  die  an  den  vollständig  zusammengesetzten  SNARE‐Komplex,  aber 
nicht an  einzelne Proteine des Komplexes, binden  [REIM  et al. 2001]. Sie  tragen zur 
Erhöhung der Freisetzungswahrscheinlichkeit  sowie  zur Beschleunigung der Freiset‐
zung bei [zur Übersicht ROSENMUND et al. 2003]. 

In synaptischen Strukturen  ist  jedoch noch eine Vielzahl weiterer Proteine  lokalisiert, 
deren physiologische Funktionen weiterhin unklar sind. 

Drei dieser Proteine sollen im nächsten Abschnitt vorgestellt werden. 

 

1.3 Die Amyloid‐Precursor‐ und Amyloid‐Precursor‐

Like‐Proteinfamilie 

Zur  Familie  der  Amyloid‐Vorläufer‐Proteine  gehören  drei  Proteine,  das  Amyloid‐
Precursor‐Protein (APP), das Amyloid‐Precursor‐Like‐Protein 1 (APLP1) und das Amyloid‐
Precursor‐Like‐Protein  2  (APLP2), die unterschiedlich  exprimiert und prozessiert wer‐
den. 

Die Entdeckung des APP als Ursprung von Aβ führte zu zahlreichen Beschreibungen 
und  Charakterisierungen  des  Proteins  und  der  Mechanismen,  die  zur  Aβ‐
Prozessierung  führen. APP  ist  ein  ubiquitär  exprimiertes membranständiges  Protein 
[KANG et al. 1987; YAMADA et al. 1987] mit einer großen Extrazellulär‐Domäne und 
einem kleinen  intrazellulären Rest. Zahlreiche Isoformen entstehen durch alternatives 
Spleißen des humanen APP‐Gens, das  19 Exons umfasst. Die wichtigsten  Isoformen 
sind APP695 mit den Exons 1 bis 6 und 9 bis 18, APP751 mit den Exons 1 bis 7 und 9 
bis  18  sowie APP770,  das  alle  Exons  enthält. Alle  Isoformen  sind Multi‐Domänen‐
Proteine mit einer einzelnen Transmembran‐Domäne. APP751 und 770 unterscheiden 
sich vom APP695 durch das Exon 7, das einen Serin‐Proteasen‐Inhibitor umfasst (Ku‐
nitz‐Proteinase‐Inhibitor  (KPI)). Hauptsächlich  im Nervengewebe kommt die  Isoform 
APP695 vor, während APP751 ubiquitär auftritt [zur Übersicht LING et al. 2003]. Aβ, 
ein neurotoxisches Amyloid, entstammt den Proteinregionen, die durch die Exons 16 
und 17 codiert werden. 

APP  kann  auf  zwei  verschiedenen Wegen  prozessiert werden.  α‐  oder  β‐Sekretasen 
führen zu großen löslichen N‐terminalen (sAPPα, sAPPβ) und C‐terminalen Fragmen‐
ten  (C  83, C99),  die  durch  γ‐Sekretasen weiter  prozessiert werden, wodurch  es  zur 
Freisetzung von p3‐Peptiden und Aβ kommt (siehe Abb. 4). Aβ unterteilt sich in Aβ40 
und Aβ42, wobei nur  intrazelluläres Aβ42 zu neuronalem Zelltod  führt,  indem es zu 
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unlöslichen  Komplexen  aggregieren  kann  [zur  Übersicht  LING  et  al.  2003].  Aβ42‐
Aggregation  steht  im Verdacht,  hauptsächlich  zur Neurodegeneration  und Demenz 
beizutragen [WALSH et al. 2002]. 

APLP1 und APLP2 gehören ebenfalls zur APP‐Familie und werden ähnlich prozessiert 
[WASCO  et  al.  1992; WASCO  et  al.  1993; PALIGA  et  al.  1997; EGGERT  et  al.  2004]. 
APLP1 wird ähnlich dem APP695 nur  im Nervensystem exprimiert [KIM et al. 1995], 
während APLP2 ubiquitär vorkommt. APP, APLP1 und APLP2 weisen eine große Ho‐
mologie auf, einzig die Aβ4‐Region tritt nur im APP auf (siehe Abb. 5). 

 

 
 
Abb. 4: APP‐Prozessierung durch verschiedene Sekretasen 
Am Beispiel der Isoform APP 770 sind die verschiedenen Prozessierungen durch Sekretasen gezeigt. Vo‐
rangehende Spaltung durch α‐Sekretasen führt letztendlich zu p3‐Peptiden, vorangehende Prozessierung 
durch β‐Sekretasen ruft durch γ‐Sekretasen‐Spaltung Aβ hervor [aus LING et al. 2003, S. 1508]. 
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Abb. 5: Die APP‐Familie 
Die APP‐Familie ist hoch homolog. Jedoch nur aus APP kann Aβ4 entstehen (hellrotes Kästchen im APP). 
APP und APLP2 besitzen einen Kunitz‐Proteinasen‐Inhibitor (KPI). Die Prozentzahlen geben die Homolo‐
gie von humanem und Maus‐Protein wieder. 
[adaptiert nach MULLER 2005] 

 

Zur physiologischen Funktion der Protein‐Familie ist bisher wenig bekannt. Spekuliert 
wird, dass die Proteine eine Schlüsselrolle in der Synaptogenese, synaptischer Plastizi‐
tät, Neuritenwachstum,  intrazellulärem Proteintransport oder postnatalem Wachstum 
einnehmen [MOYA et al. 1994; ZHENG et al. 1995; MORIMOTO et al. 1998; BAYER et 
al. 1999; TURNER et al. 2003]. 

Einem Produkt der APP‐Familie wird  jedoch eine ursächliche Bedeutung  in der Ent‐
stehung des Morbus Alzheimer  zugeschrieben,  es handelt  sich hierbei um Aβ4  [zur 
Übersicht SELKOE 2002]. Im folgenden Kapitel soll der Morbus Alzheimer kurz vorge‐
stellt werden. 

 

1.4 Der Morbus Alzheimer 

1911 beschrieb Alois Alzheimer erstmals eine Patientin, die sowohl kognitive Defizite 
in Form von Gedächtnisbeeinträchtigung als auch neuropathologische Veränderungen 
aufwies. Einige Jahre später prägte Kraepelin den Begriff „Alzheimer‐Krankheit“. Die 
Alzheimer‐Krankheit  ist die häufigste Form der Demenz  (50 bis  60% aller Fälle).  Im 
Jahr 2004  litten weltweit mehr als 24 Millionen Menschen an Demenz, man vermutet, 
dass sich diese Zahl alle 20 Jahre verdoppelt. Für diese Krankheit sind zahlreiche Risi‐
kofaktoren bekannt; neben dem Alter als hauptsächlicher Risikofaktor sind Hypercho‐
lesterinämie, Bluthochdruck, Atherosklerose, Koronare Herzkrankheit, Rauchen, Adi‐
positas und Diabetes als relative Risikofaktoren bekannt [zur Übersicht BLENNOW et 
al. 2006]. 
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Die Alzheimer‐Krankheit kann autosomal dominant vererbt werden und dann bereits 
vor dem  65. Lebensjahr  auftreten. Ursächlich  sind  vorwiegend Mutationen  im APP‐ 
und Presenilin‐Gen  [zur Übersicht BLENNOW  et  al.  2006]. Diese  familiären Formen 
der Krankheit sind jedoch selten. Der sporadischen Krankheitsform wird ein bestimm‐
tes Allel des Apolipoproteins E  (ε4)  zugeschrieben, das die Ablagerung  von Aβ  be‐
günstigt. 

Pathogenetisch treten charakteristische Läsionen als Plaques (Ablagerungen eines APP‐
Spaltproduktes) oder Fibrillen (Ablagerungen des tau‐Proteins) auf. Mittlerweile wer‐
den die Ablagerungen als Hauptursache  für die Alzheimer‐Krankheit angesehen  [zur 
Übersicht BLENNOW et al. 2006]. 

Die Alzheimer‐Krankheit  schreitet nur  langsam  fort und drückt  sich  in  einer zuneh‐
menden Beeinträchtigung des episodischen Gedächtnisses, in Aphasien, Apraxien und 
Agnosien aus. Kognitive Funktionen, z.B. Urteilsfindung, Entscheidungen und Orien‐
tierung, sind ebenfalls betroffen. Die bildgebende Diagnostik zeigt eine generelle Hirn‐
atrophie mit vergrößerten Ventrikeln und kortikalen Sulci, besonders betroffen ist da‐
bei die Temporallappen‐Region (u.a. der Hippocampus). 

Mittlerweile  gibt  es  zahlreiche  Behandlungsmöglichkeiten,  die  u.a.  Sekretasen‐
Modulatoren  oder  Aβ‐Immuntherapien  umfassen.  Alle  bekannten  therapeutischen 
Strategien sind bisher lediglich symptomatisch. 

 

1.5 Ziel dieser Arbeit 

Bisherige Studien des Amyloid Precursor Proteins wurden vorrangig an transgenen Tie‐
ren, die APP oder Isoformen des Proteins überexprimieren, durchgeführt. Rückschlüs‐
se auf die physiologische Funktion des Proteins sind sehr widersprüchlich. Die beiden 
anderen Proteine der Familie, APLP1 und APLP2, wurden nur  selten  in die Studien 
miteinbezogen. Bekannt ist jedoch die sowohl prä‐ als auch postsynaptische Lokalisati‐
on der Proteinfamilie. 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Funktion der Proteinfamilie in der synaptischen Transmis‐
sion zu evaluieren. Dazu werden genetisch modifizierte Mäuse, die für eines oder alle 
drei Proteine der Familie defizient  sind, mit biophysikalischen Methoden  charakteri‐
siert. Es  sollen  basale Charakteristika der  synaptischen Transmission  erstellt  und  so 
eine mögliche Rolle der Proteinfamilie an der Synapse ermittelt werden. 

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals die synaptische Transmission mittels elektro‐
physiologischer  (patch‐clamp‐Technik)  Methoden  in  APP/APLP1/APLP2‐defizienten 
Tieren untersucht. Dazu werden Nervenzellen des Hippocampus der Maus als Modell 
gewählt, die in autaptischen Neuronenkulturen gezüchtet werden. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Knockout‐Mäuse 

Diese Arbeit wurde  an  neuronalen  Primärkulturen  durchgeführt,  die  aus  genetisch 
modifizierten Tieren gewonnen wurden. In dieser Mauslinie wurden die Gene für APP, 
APLP1 und APLP2 molekulargenetisch verändert. Diese Methode erfordert  sehr viel 
Zeit  und  fundiertes molekularbiologisches Wissen,  das weit  über  die Möglichkeiten 
eines elektrophysiologischen Labors hinausgeht. Aus diesen Gründen erfolgte die Er‐
stellung der Mauslinie in einer Kooperation mit einem molekularbiologisch ausgerich‐
teten Labor. Die Haltung, Zucht und Genotypisierung der Nachkommen erfolgte vor 
Ort. 

 

2.1.1 Die APP‐Knockout‐Linie 

Es sind mehrere Mauslinien bekannt, deren APP‐Gen modifiziert wurde [MULLER et 
al. 1994; ZHENG et al. 1995; LI et al. 1996]. In dieser Arbeit wird die Mauslinie von LI 
et  al.  als Grundlage  für  die  spätere  Erstellung  der  Triple‐Knockout‐Linie  vorgestellt 
werden. Mittels homologer Rekombination wurden Teile des APP‐Gens gelöscht [LI et 
al. 1996]. Insgesamt wurden 200 kb des APP‐Gens deletiert. Die Exons 2 bis 17 wurden 
durch  eine    pNEOUM‐SLOX(‐)TKDT‐Kassette  und  eine  pHYGROLOX(+)TKDT‐
Kassette  ersetzt,  die  aus  folgenden  Einzelsequenzen  bestanden:  einem  Neomycin‐
Resistenz‐Gen  (NEO),  das  von  einem  Phosphoglycerolkinase‐Promotor  („upstream 
mouse  sequence“,  UMS)  kontrolliert  wird;  der  34  bp  loxP‐Sequenz;  die  Herpes‐
Simplex‐Thymidinkinase  (TK)  und  einem  TK‐Promotor/Diphtherietoxin  (DT)  sowie 
dem  Hygromycin‐Resistenz‐Gen  und  der  loxP‐Sequenz.  Mittels  Cre‐Rekombinase 
wurden die von loxP flankierten Exons ausgeschnitten. Bei der folgenden Analyse der 
Genprodukte bestätigte sich, dass ein 200 kb‐Fragment des APP‐Gens fehlte. 

Die Resistenz‐Gene dienten der positiven Selektion von embryonalen Stammzellen, die 
dann  in Maus‐Blastozysten  injiziert und nachfolgend  in Maus‐Uteri  transloziert wur‐
den (siehe Abb. 6). 
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Abb. 6: Gen‐Targeting‐Strategie des APP‐Gens 
In der oberen Reihe ist pAPPDup der Target‐Vektor, der die Insertion der pNEOUMSLOX(‐)TKDT‐
Kassette in Exon 2 bewirkt. pAPPDdown ersetzt Exon 17 sowie angrenzende Regionen durch die 
pHYGROLOX(+)TKDT‐Kassette. In der Reihe darunter ist das nicht modifizierte APP‐Gen dargestellt. 
Nachfolgend ist das mit beiden Kassetten modifizierte APP‐Gen gezeigt. In der untersten Reihe ist das 
modifizierte APP‐Gen nach homologer Rekombination mit Cre‐Rekombinase dargestellt [aus LI et al. 1996, 
S. 6159]. 

 

2.1.2 Die APLP1‐Knockout‐Linie 

Für  die  Erzeugung  der APLP1‐Knockouts wurden  ebenfalls  die NEO‐, UMS‐  sowie 
HSV‐TK‐Kassetten benutzt. Homologe Rekombination führte zu einer 8 kb großen De‐
letion im APLP1‐Gen [HEBER et al. 2000] (siehe Abb. 7). 
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Abb. 7: Gen‐Targeting‐Strategie des APLP1‐Gens 
Homologe Rekombination führte zu einer ~8 kb Deletion. Im oberen Teil sind die Exons noch enthalten. 
Im mittleren Teil ist der Targeting‐Vektor dargestellt. Die schraffierte Box repräsentiert eine Herpes‐
simplex‐Thymidinkinase (HSV‐TK). Im unteren Teil befindet sich das mutierte APLP1‐Allel nach homolo‐
ger Rekombination [aus HEBER et al. 2000, S. 7953]. 

 

2.1.3 Die APLP2‐Knockout‐Linie 

Die APLP2‐Knockout‐Linie wurde erstmals 1997 publiziert  [VON KOCH et al. 1997]. 
Im Wesentlichen wurden das Exon 1 sowie Teile des Promotors durch eine PGKneo‐
Kassette  ersetzt.  In  der  gleichen  Publikation wurden APP/APLP2‐Doppel‐Knockout‐
Mäuse  (Doppel‐Knockout nachfolgend nur noch DKO genannt) erstmals beschrieben 
(siehe Abb. 8). 
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Abb. 8: Gen‐Targeting‐Strategie des APLP2‐Gens 
In der oberen Reihe ist das APLP2‐Gen dargestellt. Nachfolgend ist der Target‐Vektor gezeigt. In der unte‐
ren Reihe befindet sich das modifizierte APLP2‐Gen [aus VON KOCH et al. 1997, S. 664]. 

 

2.1.4 Die APP/APLP1/APLP2‐Triple‐Knockout‐Linie 

In  unserer Arbeit  wurden APP/APLP1/APLP2‐Triple‐Knockout‐Mäuse  (nachfolgend 
nur noch TKO genannt) verwendet, die wir im Rahmen einer Kooperation von Ulrike 
Müller erhielten [HERMS et al. 2004]. Züchtung und Haltung erfolgte vor Ort. Es wur‐
den Tiere mit dem Genotyp APP/APLP1/APLP2 ‐/‐/+/‐/+/‐ für die Züchtung verwendet. 
Als Kontrollgruppe fungierten Mäuse aus demselben Wurf, die aber nur defizient für 
APP waren. 

 

2.1.5 Genotypisierung 

Die Nachkommen heterozygoter Elterntiere werden in Verteilungsverhältnissen gebo‐
ren, die nach den Mendelschen Regeln wie folgt zu erwarten sind: 1:2:1:2:4:2:1:2:1, d.h. 
APP/APLP1/APLP2  ‐/‐/+/+/+/+,  ‐/‐/+/‐/+/+,  ‐/‐/‐/‐/+/+,  ‐/‐/‐/‐/+/‐,  ‐/‐/+/‐/+/‐,  ‐/‐/+/+/+/‐,  
‐/‐/+/+/‐/‐, ‐/‐/+/‐/‐/‐, ‐/‐/‐/‐/‐/‐.  

Mittels der Polymerase‐Kettenreaktion wurden die Tiere genotypisiert.  In zwei Reak‐
tionen wurde geprüft, ob das Wildtyp‐ bzw. das mutierte Allel vorlagen. Das Protokoll 
findet sich  in Tab. 2. Die Reaktion wurde  in Thermocyclern der Firma Biometra, Göt‐
tingen, durchgeführt. 
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Die amplifizierten Fragmente wurden mittels Elektrophorese bei 150‐200 V  in einem 
1,3  bis  1,5 %igen Agarosegel  aufgetrennt  (Abb.9). Der  Laufpuffer war  TBE  (Tab.  4).  
Ethidiumbromid wurde dem Gel zugefügt. Es  interkaliert mit der DNA und bewirkt, 
dass die PCR‐Produkte unter UV‐Licht fluoreszieren und so als Banden im Gel sichtbar 
sind. Ein Standard mit Fragmenten definierter Länge wurde ebenfalls auf das Gel ge‐
bracht, um die Größenbestimmung der amplifizierten Fragmente zu erlauben. 

Die Firma Life‐Technologies Gibco‐BRL GmbH/Invitrogen, Eggenstein‐Leopoldshafen 
war Bezugsquelle für alle Produkte, die bei der Gelelektrophorese verwendet wurden. 

Die Primer für die PCR wurden von IBA, Göttingen, hergestellt (Tab. 1). Sonstige Che‐
mikalien (wenn nicht anders aufgeführt) wurden von Sigma‐Aldrich, München, bezo‐
gen. 

 

APP 

Wildtyp‐Reaktion (5’   3’) 
UM 42 ATC ACC TGG TTC TAA TCA GAG GCC C 
UM 44 GAG ACG AGG ACG CTC AGT CCT AGG G ~660 bp 

Knockout‐Reaktion (5’   3’) 
UM 42 ATC ACC TGG TTC TAA TCA GAG GCC C 
p3hygro CGA GAT CAG CAG CCT CTG TTC CAC A ~410 bp 
 

APLP1 

Wildtyp‐Reaktion (5’   3’) 
UM 31 ACT TTG GCT GAA CTG AGT GTA CAC C 
UM 30 GCT TTC TGC CTT CAT GCC TAT CTC TAG ~600bp 

Knockout‐Reaktion (5’   3’) 
p4neo ATG CGG TGG GCT CTA TGG CTT CTG A 
UM 30 GCT TTC TGC CTT CAT GCC TAT CTC TAG ~450bp 
 

APLP2 

Wildtyp‐Reaktion (5’   3’) 
APLP2‐1 GCC AAG CTT GAG TCG GTG TAT CCG TGC T 
APLP2‐2 GCG ACC GGA GGA GAC GCA GAT CGG GAG CTC GCC ~400bp 

Knockout‐Reaktion (5’   3’) 
APLP2‐2 GCG ACC GGA GGA GAC GCA GAT CGG GAG CTC GCC 
APLP2‐3 CCA TTG CTC AGC GGT GCT G ~350bp 

Tab. 1: Primer zur Genotypisierung 
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Temperatur (°C)  Zeit (min:s)  Zyklen 

95 

94 

55 

65 

65 

4 

3:00 

0:45 

0:45 

2:00 

5:00 

oo 

 

 

 

38 x 

Tab. 2: Temperatur‐Protokoll des Thermocyclers  
Das Protokoll ist für APP, APLP1, APLP2 identisch. 

 

PCR‐Mix 
pro Reaktion (25 μl) 

  10 x Soriano‐Puffer 

2,5 μl 10x Soriano‐Puffer    166 mM Ammoniumsulfat 

0,1 μl dNTPs (25mM)    670 mM Tris‐HCL pH 8,8 

0,03 μl Primer 1 (0,1 nmol/μl)    67 mM Mg Cl2

0,03 μl Primer 2 (0,1 nmol/μl)    50 mM β‐Mercaptoethanol 

0,03 μl Primer 3 (0,1 nmol/μl)    67 μM EDTA 

0,2 μl  Promega Taq (5 U/μl)     

18,3 μl H2O    in H2O 

1,0μl DNA‐Template     

Tab. 3: Reaktionsansatz für die PCR und Zusammensetzung des Soriano‐Puffers 
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Abb. 9: Agarosegel mit PCR‐Produkten der APP‐, APLP1‐ und APLP2‐Reaktionen 
Die Größe der Banden ist jeweils mit angegeben. 

 

Die  DNA  wurde  bei  embryonalen  Tieren  aus  Hirngewebe,  bei  älteren  Tieren  aus 
Schwanzbiopsien gewonnen. Das Material wurde in 300 μl SNET‐Puffer (Tab. 4) und 3 
μl Proteinase‐K  (10 μg/μl)  (Roche Diagnostics, Mannheim) bei 55 °C über Nacht ver‐
daut.  Die  DNA‐Extraktion  erfolgte mit  300  μl  Phenol/Chloroform  (USB  Chemicals, 
Cleveland, USA), das in einer 1:1 Mischung vorlag. Nach 15‐minütiger Zentrifugation 
bei 13000 U/min in einer Tischzentrifuge wurde aus dem Überstand die DNA mit 300 
μl Isopropanol gefällt. Es folgte ein Waschschritt in 70%vol Ethanol und anschließende 
Trocknung  in  einer Lyophille  (Eppendorf AG, Hamburg). Das DNA‐Pellet wurde  in 
200 μl resuspendiert und war als Vorlage für die PCR verfügbar. Die DNA‐Gewinnung 
mittels der eben beschriebenen Prozedur  ist sehr zeitaufwändig und war deshalb  für 
die Genotypisierung während der Präparation der Neuronen für die primäre Zellkul‐
tur nicht verwendbar. Die  sogenannte Online‐Genotypisierung wurde nach  folgendem 
Schema durchgeführt: In 500 μl TS‐Puffer ohne Detergenz (Tab. 4) wurde Hirngewebe 
trituriert, d.h. mechanisch zerkleinert. 5 μl Proteinase‐K  (10 μg/μl) waren dem Puffer 
beigefügt. Bei 55°C  über 5‐10 Minuten erfolgte die Andauung im Schüttler. Die Proben 
wurden danach kurz anzentrifugiert und dann 10 Minuten im Heizblock gekocht, um 
die Proteinase‐K zu inaktivieren. Die Sedimentation des unverdauten Gewebes wurde 
durch weiteres  Zentrifugieren  über  2 Minuten  bei  13000 U/min  erreicht. Als DNA‐
Vorlage konnte der Überstand  für die PCR verwendet werden. Diese DNA  ist  jedoch 
nur begrenzt haltbar. 
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  SNET  TE  TS  TBE 

Tris‐HCl pH 8.0  20 mM  10 mM  10 mM  100 mM 

Na2EDTA pH 8.0  5 mM  1 mM    1 mM 

NaCl  400 mM    100 mM   

SDS  1 %       

Borsäure        90 mM 

Tab. 4: Pufferlösungen für die DNA‐Extraktion und Agarose‐Laufgele 

 

2.2 Zellkulturen 

Alle hier vorgestellten Ergebnisse wurden mittels neuronaler Primärkulturen von der 
Maus gewonnen. Die Neuronen stammten aus dem Hippocampus der Maus und wur‐
den nach Gewinnung auf sogenannten „Mikroinseln“ gezüchtet. 

 

2.2.1 Präparation der Astrozyten und Microdots 

Die Kulturplatten mussten  vor dem Aufbringen der Beschichtung  gereinigt werden. 
Dazu wurden die Glasplättchen über Nacht  in 1 N HCl geschwenkt. Danach wurden 
die Platten mit destilliertem Wasser mehrmals und anschließend ein‐ oder zweimal in 
70 %vol Ethanol gewaschen. Die Aufbewahrung erfolgte in 95%vol Ethanol. 

Bevor die Glasplättchen in die Kulturplatten gebracht werden konnten, mussten diese 
über einer Glasflamme getrocknet werden. Danach wurden die Plättchen  in die Kul‐
turplatte gelegt. 

Sobald die Glasplättchen getrocknet  und positioniert waren, konnte die Beschichtung 
erfolgen. Für die Beschichtung gab es zwei Möglichkeiten: Kontinental (oder konven‐
tionell) und Microdots (oder auch Mikroinseln genannt). Die hier beschriebenen Expe‐
rimente wurden nur an Neuronen durchgeführt, die auf Microdots wuchsen. Dazu wird 
das Glasplättchen  zunächst dünn mit Agarose beschichtet. Die negative Ladung der 
Agarose verhindert, dass sich Zellen am Glasplättchen anhaften können. Danach wird 
auf die Agarose‐Beschichtung eine Mischung aus Kollagen und Poly‐D‐Lysin mittels 
eines Stempels aufgebracht. Dieser Stempel erzeugt beschichtete Mikroinseln von ca. 
200x200 μm Größe. Abschließend wurden die Kulturplatten für 20 min unter UV‐Licht 
sterilisiert. 

Für die Astrozytenkultur wurde Hirngewebe aus dem Cortex neonataler Mäuse enzy‐
matisch mittels einer Papain‐Lösung (20 U/ml)  für eine Stunde verdaut, anschließend 
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inaktiviert und trituriert. Die so erhaltenen Zellen wurden in einer Kulturflasche mit 5 
ml 10% FBS‐Medium bei 37°C  inkubiert und bis zur Konfluenz der Gliazellen kulti‐
viert. Die Cortex‐Neuronen sterben bei diesem Vorgang ab. Nach ca. einer Woche war 
die Astrozytenkultur  am  Boden  der  Flasche  konfluent. Die Mikroglia wurde  durch 
kurzes  Schütteln  gelöst und  anschließenden Medienwechsel  entfernt. Die  am Boden 
der Kulturflasche haftenden Astrozyten wurden durch Behandlung mit Trypsin‐EDTA 
(Trypsin‐EDTA, Biochrom) abgelöst, in 10% FBS‐Medium aufgenommen und trituriert. 
Danach erfolgte die Zentrifugation bei 1000 Umdrehungen pro Minute über ca. 3 Mi‐
nuten. Anschließende  Resuspendierung wurde mit  10%  FBS‐Medium  durchgeführt. 
Die Astrozyten wurden  gezählt  und mit  einer Dichte  von  5000‐10000 Zellen  pro  35 
mm‐Kammer in eine 6‐Kammer‐Kulturplatte pipettiert. 2 ml 10% FBS‐Medium wurden 
pro Kammer dazugegeben. Nach ca.  fünf Tagen  in Kultur wurde das weitere Wachs‐
tum der Astrozyten durch Zugabe von 20 μl FUDR‐Lösung gestoppt. Die Kulturplat‐
ten  konnten  einige  Tage  bei  37°C,  5% Kohlendioxid  aufbewahrt werden. Direkt  vor 
dem Aufbringen  exzitatorischer Neurone  erfolgte  ein Mediumwechsel  von  FBS  auf 
Neuronenmedium NBA. 

 

2.2.2 Präparation und Kultur exzitatorischer Neurone 

Vor der Präparation wurden 300 μl der Papain‐Lösung pro Hippocampus vorbereitet 
und anschließend mit 5% Kohlendioxid/95% Sauerstoff  für 10 bis 20 Minuten begast 
bis sich das Papain vollständig  löste. Die Lösung wurde steril  in einzelne Eppendorf‐
Cups filtriert und bei 37°C bis zur Verwendung inkubiert. 

Die  exzitatorischen Neurone wurden  aus Hippocampi  embryonaler  (E17‐18) Mäuse 
gewonnen. Dazu wurde das Muttertier mittels Halothan kurz betäubt und getötet. Die 
Embryonen wurden aus dem maternalen Uterus präpariert und nach Größe  sortiert. 
Die  Präparation  der Hippocampi  erfolgte  in  Reihenfolge  der Mausgröße. Alle  ent‐
nommenen  Embryonen wurden  dekapitiert,  und  das Hirn wurde  entnommen. Die 
Präparation  des  Hippocampus  erfolgte  in  eiskalter  Hanks‐balancierter  Salzlösung 
(HBSS,  GibcoBRL,  Grand  Island, NY, USA).  Die Hippocampus‐Region wurde  nach 
Entfernung der Meningen dargestellt und der Hippocampus entnommen. Der Gyrus 
dentatus wurde zur Reduktion des Anteils inhibitorischer Neurone ebenfalls entfernt. 
Ziel der folgenden Präparation war es, möglichst viele einzelne Neurone aus dem Ge‐
websverband  enzymatisch  herauszulösen. Dazu wurden  die Hippocampi  in  300  μl 
Papain‐Lösung über eine Stunde bei 37°C unter Schütteln  inkubiert. Anschließend er‐
folgte eine 10‐minütige Inaktivierung mit Inhibitionslösung. Der Hippocampus wurde 
in NBA‐Medium transferiert und konnte in diesem angedauten Zustand für einige Zeit 
unter Schütteln bei 37°C bis zum Ergebnis der Genotypisierung aufbewahrt werden. 

Ein weiterer Teil des Hirngewebes wurde nach der  in Abschnitt  2.1.5 beschriebenen 
DNA‐Gewinnung für die Genotypisierung verwendet. Nach ca. 120 min für den Ther‐
mocycler  und  ca.  25 min  für  das Agarosegel  lag  das  Ergebnis  der Genotypisierung 
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nach ca. 2:40 h nach Ende der Präparation vor. Die Neuronen waren nach dieser Zeit in 
einem sehr guten Zustand. 

Nach dem Ergebnis der Genotypisierung wurden die Hippocampi der homozygoten 
Tiere  in NBA‐Lösung trituriert. Dazu wurden die Hippocampi sechs bis achtmal vor‐
sichtig durch die Pipettenspitze einer 200‐μl‐Pipette gezogen und so mechanisch aus 
dem Gewebeverband gelöst. Die dissoziierten Neurone befanden sich somit  im Über‐
stand. Nach kurzer Sedimentation wurde der Überstand  abpipettiert und  in  1000  μl 
NBA‐Lösung gebracht. Für die Neuronensuspension wurde die Zelldichte mittels einer 
Neubauer‐Zählkammer  bestimmt.  Pro  35‐mm‐Deckglas  in  einer  6‐Kammer‐
Kulturplatte wurden 4000 bis 6000 Neurone pipettiert. Diese Dichte erwies sich als ide‐
al, um Mikroinseln mit einem einzelnen Neuron zu erhalten. 

Die 6‐Kammer‐Kulturplatten wurden bei 37°C, 5% Kohlendioxid und 95% Luftfeuch‐
tigkeit im Inkubator gelagert. Um den Einfluss von Variationen zwischen Kulturplatten 
zu  verringern,  wurden  jeweils  APP‐SKO‐Neuronen  und  APP/APLP1/APLP2‐TKO‐
Neuronen zusammen auf einer Kulturplatte ausgesät. 

Schon kurz nach dem Aufbringen der Neuronen begannen diese, Fortsätze auszubil‐
den. Nach etwa sieben bis acht Tagen ließen sich erste synaptische Ströme nachweisen. 

 

2.2.3 Besonderheiten der autaptischen Kultur 

Die exzitatorischen Nervenzellen wuchsen auf den Mikroinseln, im Idealfall wuchs nur 
ein Neuron pro Mikroinsel. Da sich zwischen den Mikroinseln keine Glia befindet, sind 
die Neuronen und deren Fortsätze nicht in der Lage, diesen Bereich zu überwinden. So 
kam es zu keinem Kontakt zwischen Neuronen auf benachbarten Mikroinseln. 

Das  einzelne Neuron  auf  einer Mikroinseln  beginnt  hingegen, Autapsen  zu  formen, 
d.h. das neu auswachsende Axon formt Synapsen auf den Dendriten der eigenen Zelle 
(Abb.  10). Autapsen weisen die gleiche Morphologie und Funktion wie normale Sy‐
napsen auf [SCHIKORSKI und STEVENS 1997]. Die autaptische Kultur eignet sich so‐
mit sehr gut, um die synaptische Transmission zu untersuchen. Der Vorteil gegenüber 
dem konventionellen Hirnschnitt‐Modell besteht darin, dass nur eine Elektrode nötig 
ist, sowohl für die Stimulation als auch die Ableitung der Reizantwort [BEKKERS und 
STEVENS 1991]. 

Somit können verschiedene Parameter der synaptischen Transmission untersucht wer‐
den.  Eingeschlossen  sind  die  spontane Neurotransmitterfreisetzung,  die  Stimulation 
durch  ein  hervorgerufenes Aktionspotential  sowie  die  Stimulation  durch  hypertone 
Lösung. Da alle Mechanismen an der gleichen einzelnen Zelle untersucht werden, eig‐
net sich dieses Modell sehr gut, um verschiedene Parameter untereinander zu verglei‐
chen und eine große Variabilität der Datensätze zu reduzieren. 
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Abb. 10: Die autaptische Kultur 
Links ist ein Neuron schematisch abgebildet, dagegen ist rechts ein Neuron auf einem Microdot mit patch‐
Pipette zu sehen. 

 

2.2.4 Lösungen und Medien 

Alle Lösungen und Medien der Zellkultur wurden von folgenden Anbietern bezogen: 
Roche Diagnostics, Mannheim; Worthington, Lakewood, NJ, USA; Becton Dickinson 
Labware, Bedford, USA; Collaborative Biomedical Products; Life‐Technologies Gibco‐
BRL GmbH/Invitrogen, Eggenstein‐Leopoldshafen (Übersicht in der Tab. 5). 
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Kollagen/Poly‐D‐Lysin  Poly‐D‐Lysin 
Kollagen 
Essigsäure 

0,1 mg/ml 
0,2 mg/ml 
0,1 mM 

FUDR  5‐Fluoro‐2’‐Deoxyuridin 
Uridin 
in DMEM 

8,1 mM 
20,4 mM 

NBA  Neurobasal A 
B27‐Supplement 
Glutamax‐Supplement 
Penicillin 
Streptomycin 

400 ml 
1 x 
1 x 
100 U/ml 
100 μg/ml 

10 % FBS  10 % fetales bovines Serum 
MITO 
Penicillin 
Streptomycin 
in DMEM 

 
1 x 
100 U/ml 
100 μg/ml 

Enzym‐Lösung  Cystein 
CaCL2 
EDTA 
Papain 
in DMEM, 20 min mit Carbogen 
begast 

0,2 mg/ml 
1 mM 
0,5 mM 
25 U/ml 

Inhibitionslösung  Albumin 
Trypsin‐Inhibitor 
in 10% FBS 

2,5 mg/ml 
2,5 mg/ml 

Tab. 5: Lösungen und Medien für die Zellkultur 

 

2.3 Elektrophysiologie 

Der überwiegende Anteil der hier dargestellten Messungen wurde mittels der patch‐
clamp‐Technik erhoben. Diese in den Neurowissenschaften etablierte Technik wird aus‐
führlich  in Publikationen beschrieben  [HAMILL et al. 1981; SAKMANN und NEHER 
1995] und hier nur zusammenfassend vorgestellt. 
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2.3.1 Die patch‐clamp‐Technik 

Erwin Neher  und  Bert  Sakmann  entwickelten  am Göttinger Max‐Planck‐Institut  für 
biophysikalische Chemie die patch‐clamp‐Technik. Diese Technik erlaubt eine biophysi‐
kalische Analyse von elektrischen Eigenschaften einer Zelle. 

Dazu wird eine feine Glaspipette auf die Zellmembran aufgesetzt und angepresst. Ein 
kleines Areal der Zelle (patch) wird in die Pipettenspitze hereingesaugt. Die Glasober‐
fläche liegt der Zellmembran sehr dicht an; in der Regel entsteht spontan ein sehr ho‐
her Abdichtungswiderstand im Bereich von mehreren Gigaohm, ein sogenannter Giga‐
seal. Der Membranfleck  ist  somit  elektrisch  isoliert, die  cell‐attached‐Konfiguration  ist 
erreicht. Von dieser Konfiguration ausgehend  sind weitere Konfigurationen möglich. 
Relevant  für die vorliegende Arbeit war die whole‐cell‐Konfiguration  (siehe Abb.  11). 
Nach  Erreichen  des  Gigaseals  wurde  durch  vorsichtiges  Saugen  an  der  Pipette  die 
Zellmembran durchbrochen und so die Ganzzellableitung erreicht. Diese Konfigurati‐
on erlaubt die Beurteilung der Gesamtleitfähigkeit einer Zelle.  

Die Zelle wird auf ein negatives Haltepotential „geklemmt“, da dauernde Depolarisa‐
tion  im Bereich von 0 mV zum raschen Zelltod führt. Das weitere Vorgehen wird an‐
hand der autaptischen Kultur beschrieben. 

 

Abb. 11: Schema der whole‐cell‐Konfiguration 
Nach Durchbrechen der Membran ist die whole‐cell‐
Konfiguration hergestellt. Membranfragmente und 
anderes Zellmaterial gelangen dabei in die 
Pipettenöffnung, wodurch der Serienwiderstand (RS) 
erhöht wird. RM ist der Membranwiderstand, CM die 
Membrankapazität [aus NUMBERGER und 
DRAGUHN 1996, S. 88]. 
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2.3.2 Lösungen 

Extra‐ und Intrazelluläre Lösungen waren wie in Tab. 6 beschrieben zusammengesetzt. 

 

Extrazellular‐Lösung     

  „Base +“‐Kontrolle  „Base +“‐Saccharose 

NaCl 
KCl 
HEPES 
Glukose 
CaCl2 
MgCl2

140 mM 
2,4 mM 
10 mM 
10 mM 
4 mM 
4 mM 

Saccharose    500 mM 

  pH 7,3 300 mOsm  800 mOsm 

Intrazellular‐Lösung     

K‐Gluconat 
HEPES 
Mg2+‐ATP 
Na+‐GTP 
EGTA 
MgCl2 
Kreatinphosphat 
Kreatinphosphokinase 

135 mM 
10 mM 
4 mM 
0,3 mM 
1 mM 
4,6 mM 
15 mM 
50 U/l 

 

  pH 7,3 300 mOsm   

Tab. 6: Extra‐ und Intrazellular‐Lösungen 

 

2.3.3 Messplatz für die patch‐clamp‐Ableitungen 

Die  für  diese  Arbeit  verwendeten  patch‐clamp‐Messplätze  bestanden  aus  folgenden 
Komponenten. 

Über einem  schwingungsgedämpften Tisch  (TMC, Peabody, USA; Landefeld, Kassel) 
wurde  ein  Faraday‐Käfig  zur  Abschirmung  aufgebaut.  Auf  dem  Tisch  wurde  ein  
Olympus‐Forschungsmikroskop  (IX  50  bzw.  70; Olympus, Hamburg)  in  invertierter 
Bauweise  fest  montiert.  Die Mikroskope  waren  z.B.  mit  20x  Objektiven  (Olympus 
U/UM PlanFI 20x 0,5 NA) und Phasenkontrastoptik ausgestattet. 
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Auf  einem  Verschiebetisch  war  die  Badkammer  mit  Aufnahmemöglichkeit  für  die 
Deckgläschen mit den kultivierten Neuronen eingelassen. Zusätzlich waren alle Mess‐
plätze mit einem Perfusionssystem ausgestattet, das einen  schnellen Lösungswechsel 
innerhalb von 20‐50 ms garantierte. Gewährleistet war der schnelle Lösungsaustausch 
durch die Postionierung des Düsensystems (Flowpipe) in unmittelbarer Nähe der Zelle  
und die damit verbundene Möglichkeit einer laminaren Applikation von Lösungen an 
der Zelle (Abb. 12). Zum Perfusionssystem gehörte ebenfalls eine mit der Flowpipe ver‐
bundene Ventilbank mit Vorratsbehältern  (alles Eigenbau) sowie ein Schrittmotorsys‐
tem zum genauen und schnellen Positionswechsel der Flowpipe (SF‐77B Perfusion Fast‐
Step, Warner  Instruments, Hamden, USA).  Ein  geregeltes  Pumpensystem  (MPCU‐3, 
Lorenz, Lindau) war für konstante Flüssigkeitsspiegel  in der Badkammer verantwort‐
lich. 

 

Abb. 12: Schema des Perfusionsystems 
Der rote Fleck repräsentiert ein Microdot mit 
patch‐Pipette. Davor wird das Düsensystem 
positioniert. Der Lösungsaustausch erfolgt 
innerhalb von Millisekunden. 
 
 
 
 
 

 
 

Der Vorverstärker (Headstage) mit dem Halter für die patch‐Pipetten war an ein kombi‐
niertes Makro‐ und Mikromanipulatorensystem montiert und konnte mit dessen Hilfe 
bewegt werden.  So war  es möglich  die  patch‐Pipette mikrometergenau  der Zelle  zu 
nähern. Drei  über Kreuz  angeordnete Verschiebetische  (Linos  Photonics, Göttingen) 
wurden dazu mit  einem  3D‐Piezo‐Mikromanipulatorblock  (Piezo  Jena,  Jena)  zusam‐
men montiert. 

 

2.3.4 Datenakquisition und ‐analyse 

Die  synaptischen Ströme wurden mit  einem Axon patch‐clamp‐Verstärker    (Axopatch 
200A bzw.  200B, Axon  Instruments, Union City, CA, USA) bei Raumtemperatur  (20‐
23°C) gemessen. Die Digitalisierung erfolgte bei 10 kHz mit einem Digidata 1321A (A‐
xon  Instruments,  Union  City,  CA,  USA).  Die  Steuerungs‐  und Aquisitionssoftware 
Clampex 8.03 (Axon Instruments, Union City, CA, USA) lief auf einem PIII‐Computer 
unter Windows 2000 Professional. Auch das Perfusionssystem wurde mittels Clampex 
8.03 gesteuert. 
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Die Analyse der Rohdaten erfolgte mit Axograph 4.5  (Axon  Instruments, Union City, 
CA, USA).  Die  abschließende  statistische Auswertung  und  Erstellung  der  Graphen 
erfolgte in Kaleidagraph 3.0.5 (Abelbeck Software) und 4.0 (Synergy Software, Reading, 
PA, USA). Als statistischer Test wurde der ungepaarte t‐Test verwendet. Die angegebe‐
nen Fehlerbalken stellen, soweit nicht anders vermerkt, den Standardfehler dar (Stan‐
dard Error of the Mean, S.E.M.). Das Signifikanzniveau ist wie folgt angegeben:  

• p < 0,05 entspricht * 

• p < 0,01 entspricht ** 

• p < 0,001 entspricht ***. 

Soweit keine nähere Angabe erfolgt, ist der Unterschied nicht signifikant. 

 

2.3.5 Autaptisch kultivierte Neuronen und deren Ableitung in 

whole‐cell‐Konfiguration 

Die Herstellung der patch‐Pipetten erfolgte mit einem horizontalen Puller (Modell P‐87, 
Sutter  Instruments, Novato, USA) aus Borosilikat‐Kapillaren  (Typ GB150F‐8P, Science 
Products, Hofheim) Die Pipetten wurden so weit ausgezogen, dass die Größe der Pi‐
pettenöffnung einem Widerstand von 2,2‐3 MΩ in Chlorid‐basierter Lösung entsprach. 

Für  Messungen  an  exzitatorischen  Neuronen  wurden  die  Pipetten  mit  Gluconat‐
basierter intrazellulärer Lösung befüllt. 

Bei  patch‐clamp‐Ableitungen  an  exzitatorischen  autaptischen  Neuronen  wurde  die  
whole‐cell‐Konfiguration verwendet. Nach Erreichen dieser wurde die nominelle Halte‐
spannung am Verstärker auf ‐60 mV eingestellt, was unter Berücksichtigung des liquid 
junction potentials eine tatsächliche Klemmspannung von ca. ‐75 mV ergab. 

Als weiterer wichtiger  Parameter wurde  der  Zugangswiderstand  (Serienwiderstand 
RS) betrachtet. Normalerweise betrug der Serienwiderstand 4,5 bis 9 MΩ; war der Se‐
rienwiderstand  größer  als  15 MΩ, wurde die Zelle  verworfen. Weiterhin wurde  die 
manuelle  Serienwiderstandskompensation des Axopatch  200A bzw.  200B verwendet. 
Somit konnte RS  zu mehr als 70% kompensiert werden. 

Der Leckstrom war möglichst gering und  lag üblicherweise unter 200 pA. Bei größe‐
rem Leckstrom wurde das Experiment an der Zelle abgebrochen, bzw. die Zelle von 
der weiteren Analyse ausgeschlossen. 

Nach Erreichen der whole‐cell‐Konfiguration und Einstellung des Haltepotentials wur‐
de durch kurze Depolarisation auf 0 mV über 2 ms am Soma des autaptischen Neurons 
ein Aktionspotential ausgelöst. Das Aktionspotential breitete  sich über das Axon aus 
und  löste  letztendlich die Transmitterfreisetzung  in den  synaptischen  Spalt  aus. Die 
postsynaptischen  Rezeptoren wurden  durch  den  freigesetzten  Transmitter  aktiviert. 
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Diese Aktivierung konnte kurz nach dem Aktionspotential als exzitatorischer postsy‐
naptischer Strom (excitatory postsynaptic current, EPSC) registriert werden (Abb. 13). 

 

Abb. 13: EPSC 
Es ist ein typisches EPSC gezeigt. Nach kurzer 
Depolarisation (2 ms) auf 0 mV wird ein 
Aktionspotenzial am Zellsoma ausgelöst. Man sieht 
einen Na+‐Einstrom sowie K+‐Ausstrom. 
Danach erfolgt der exzitatorische postsynaptische 
Strom (EPSC). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

2.3.6 Messung der Poolgröße 

Die Applikation hypertoner Lösung während weniger Sekunden führt zu einer Freiset‐
zung aller sekretionsbereiten Vesikel (Readily Releasable Pool, RRP) [ROSENMUND und 
STEVENS 1996]. Dazu wird 500 mM Saccharose über mehr als 3 s appliziert, was zur 
Freisetzung des RRP führt (Abb. 14). Saccharose ist osmotisch aktiv, wird aber von den 
Neuronen nicht verstoffwechselt. Fusionskompetente Vesikel zeichnen sich durch ab‐
geschlossenes Docking und Priming aus. Durch Calciumeinstrom kommt es zur Trans‐
mitterfreisetzung. Bei der Applikation hypertoner Lösung handelt es  sich  jedoch um  
einen Weg der Transmitterfreisetzung, die calciumunabhängig ist. 
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Die postsynaptische Antwort bei Applikation hypertoner Lösung setzt sich aus einem 
Transienten  und  einem Gleichgewicht  zusammen. Der  einwärts  gerichtete  Transient 
steht hierbei  für die plötzliche Freisetzung aller  fusionskompetenten mit Transmitter 
gefüllten  Vesikel.  Für  die  Berechnung  der  absoluten Anzahl  fusionsbereiter  Vesikel 
wird  das  Integral  des  einwärts  gerichteten  Transienten  nach  Abzug  der  Gleichge‐
wichtskomponente  gebildet. Mit  Kenntnis  der  durchschnittlichen  Ladung,  die  nach 
Fusion  eines Vesikels  fließt  (bekannt  aus Analyse der mEPSC,  s. Kapitel  2.3.8)  kann 
somit die Gesamtzahl aller  fusionskompetenten Vesikel ermittelt werden. Die Gleich‐
gewichtskomponente  präsentiert  hingegen  einen  ausgeglichenen  Zustand  zwischen 
Freisetzung und Wiederauffüllung des Pools. Das Integral über diesem Abschnitt gibt 
die Anzahl der Vesikel wieder, die gerade in den RRP aufgenommen wurden. Um die 
vesikuläre  Freisetzungswahrscheinlichkeit  zu  berechnen, wird  der Quotient  aus  der 
Ladung des EPSC und der Ladung des einwärts gerichteten Transienten gebildet. 

Die Transmitterfreisetzung erfolgt bei diesem Experiment unabhängig vom extra‐ oder 
intrazellulären Calcium. Deshalb können mit diesem Experiment alle prä‐ und postsy‐
naptischen Schritte der Transmission, außer der calciumabhängigen, geprüft werden. 

 

Abb. 14: Applikation hypertoner Lösung 
A: Stimulation eines EPSC. 
B: Applikation von 500 mM Saccharose über 4 s verursacht eine komplette Entleerung des RRP. Die ein‐
wärts gerichtete transiente Komponente wird über die Zeit integriert und entspricht dem RRP.  
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2.3.7 Messung der Kurzzeitplastizität 

Um die Kurzzeitplastizität zu untersuchen, wurden die autaptisch kultivierten Neuro‐
nen mit  einer  10 Hz‐Frequenz  stimuliert. Um  große Zell‐zu‐Zell‐Variationen  zu ver‐
hindern, wurden die EPSC jeweils auf das erste gemessene EPSC normalisiert. 

 

2.3.8 Messung der mEPSC 

Selbst ohne vorausgehendes Aktionspotential werden  synaptische Vesikel  freigesetzt. 
Da die Anzahl  fusionsbereiter Vesikel  im RRP normalerweise hoch  ist, kommt es zu 
diesen Ereignissen mit einer Frequenz zwischen 0,3 und 20 Hz. Ein einzelnes Vesikel 
ist im Durchschnitt in der Lage, einen postsynaptischen Strom zwischen 5 und 100 pA 
hervorzurufen.  Man  spricht  dann  von  miniature  excitatory  postsynaptic  currents 
(mEPSC). 

mEPSCs wurden bei ‐75 mV über 60 s und Applikation von 0,3 μM Tetrodotoxin (TTX) 
aufgezeichnet. Das TTX wurde verwendet, um unerwünschte Aktionspotentiale durch 
selektive Blockung von Natrium‐Kanälen möglichst zu verhindern. Der Leckstrom war 
möglichst konstant und unter 100 pA. Vor der weiteren Analyse wurden die Rohdaten 
bei 1 kHz gefiltert. Das 50 Hz‐Netzbrummen wurde mit einem Notch‐Filter entfernt. 

Zur Detektion der mEPSC wurde die Funktion Scaled Template  in Axograph  4.5 ver‐
wendet  [CLEMENTS und BEKKERS 1997]. Zuerst wurde  folgende doppelt exponen‐
tielle Funktion als Template definiert. 

f(t)=exp(‐t/rise‐time)‐exp(‐t/decay‐time) 

 

  

Abb. 15: Mini‐Template 
Auf das Muster treffen die im Text 
beschriebenen Parameter zu. Es 
stellt ein idealisiertes mEPSC dar 
und kann so als Detektionsvorlage 
bei der Analyse genutzt werden. 
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Weitere Parameter wurden wie folgt festgelegt: Template Amplitude ‐20 pA; Template rise‐
time 0,5 ms; Template decay‐time 5 ms; Ausgangslinie vor dem nächsten Ereignis 5 ms 
und totale Template‐Länge 30 ms (s. Abb.). Diese Parameter entsprechen möglichst ge‐
nau dem mittleren Zeitverlauf der mEPSC. Dieses Template  lief als Detektionsvorlage 
über die Datenspur und erkannte so mEPSC.  

Die detektierten mEPSC wurden pro Zelle gemittelt und nach Amplitude, Ladung und 
Frequenz analysiert. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Makroskopischer Phänotyp der APP‐ und APLP‐

Knockout‐Linien 

Im Folgenden werden Vorarbeiten aus anderen Publikationen zusammengefasst. Da‐
nach wird in dieser Arbeit ausführlich die Charakterisierung der APP/APLP1/APLP2‐
TKO gegenüber dem APP‐SKO vorgestellt.  

 

3.1.1 Die APP‐Knockout‐Linie 

Es  sind  drei  unterschiedliche  APP‐Knockouts  beschrieben  [MULLER  et  al.  1994; 
ZHENG et al. 1995; LI et al. 1996]. Es soll nur auf den  in unserer Arbeit verwendeten 
Knockout, die 200 kb‐Deletion  im APP‐Gen, eingegangen werden [LI et al. 1996]. Der 
makroskopische Phänotyp wurde erstmals 1999 beschrieben [MAGARA et al. 1999]. 

MAGARA  et  al.  fiel  auf,  dass  bei APP‐defizienten Mäusen  das Hirngewicht  durch‐
schnittlich um 10% reduziert ist und Defekte im Bereich der hippocampalen Commis‐
suren auftreten. Ebenfalls wurde mit erhöhter Frequenz eine Agenesie bzw. Dysgenesie 
des Corpus Callosum beobachtet. 

 

3.1.2 Die APP/APLP1‐Doppel‐Knockout‐Linie 

Der APLP1‐KO ist lebensfähig, hat normale lokomotorische Aktivität, keine morpholo‐
gischen Besonderheiten  in Hirnschnitten, nur ein um 10% reduziertes Körpergewicht. 
Auch die nachfolgende Analyse der APP/APLP1‐DKO‐Mäuse  ergab keinen  ersichtli‐
chen makroskopischen Phänotyp. Sie sind lebens‐ und fortpflanzungsfähigund weisen 
keine offensichtlichen Abweichungen auf. Lediglich  ein geringfügig  reduziertes Kör‐
pergewicht fiel auf [HEBER et al. 2000]. 

 

3.1.3 Die APP/APLP2‐Doppel‐Knockout‐Linie 

APLP2‐KO‐Mäuse  sind  ebenfalls  lebens‐  und  fortpflanzungsfähig  und weisen  keine 
morphologischen Besonderheiten  auf. Währenddessen  sind APP/APLP2‐DKO‐Mäuse 
nur eingeschränkt  lebens‐ und fortpflanzungsfähig. 80% der Mäuse sterben  innerhalb 
einer Woche nach Geburt. Die verbliebenen Mäuse haben ein um 20‐30%  reduziertes 
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Körpergewicht sowie neurologische Auffälligkeiten [VON KOCH et al. 1997; HEBER et 
al. 2000]. 

 

3.1.4 Die APP/APLP1/APLP2‐Triple‐Knockout‐Linie 

Morphologisch wurden die APP/APLP1/APLP2‐TKO‐Mäuse bereits von einer anderen 
Arbeitsgruppe  charakterisiert.  Die  TKO‐Mäuse  werden  in  Verhältnissen  nach  den 
Mendelschen Regeln  geboren und  sterben  kurz  nach der Geburt. Es  treten  Schädel‐ 
und Hirndysplasien gehäuft auf [HERMS et al. 2004]. 

Für unsere Arbeit wurden aufgrund der erhöhten postnatalen Letalität die Tiere emb‐
ryonal präpariert (E17 bis E18). Die erhaltenen Embryonen wurden genotypisiert; wie 
erwartet entsprach die Verteilung der Genotypen den Mendelschen Regeln. 

Die  aufgetretene Abweichung  in  der Anzahl  der  TKO‐Tiere  ist  nicht  signifikant.  In 
Abb. 16 und Tab. 7 findet sich eine Gegenüberstellung der aufgetretenen und erwarte‐
ten Anzahl von Tieren. 

Bei der Präparation fiel auf, dass einige Tiere kleiner als der Rest des Wurfes waren. Bei 
der nachfolgenden Bestimmung des Genotyps zeigte sich, dass diese Tiere präferentiell 
TKO waren. 

 

  1  2  3  4  5  6  7  8  9 

Genotyp 
APP 
APLP1 
APLP2 

 
‐/‐ 
+/+ 
+/+ 

 
‐/‐ 
+/‐ 
+/+ 

 
‐/‐ 
‐/‐ 
+/+ 

 
‐/‐ 
‐/‐ 
+/‐ 

 
‐/‐ 
+/‐ 
+/‐ 

 
‐/‐ 
+/+ 
+/‐ 

 
‐/‐ 
+/+ 
‐/‐ 

 
‐/‐ 
+/‐ 
‐/‐ 

 
‐/‐ 
‐/‐ 
‐/‐ 

geboren  21  
(6,7 %) 

34 
(10,9 %) 

25 
(8 %) 

41 
(13,1 %) 

91 
(29,2 %) 

41 
(13,1%) 

21 
(6,7 %) 

27 
(8,6 %) 

11 
(3,5%) 

erwartet  19,5 
(6,25 %) 

39 
(12,5 %) 

19,5 
(6,25 %) 

39 
(12,5 %) 

78 
(25 %) 

39 
(12,5 %) 

19,5 
(6,25 %) 

39 
(12,5 %) 

19,5 
(6,25 %) 

Tab. 7: Aufstellung der Genotypen 
Es wurden insgesamt 6 Kulturen mit einer Gesamtzahl von 312 Tieren durchgeführt. Die Nummerierung 
der Genotypen findet sich auch in Abb. 16 wieder. 
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Abb. 16: Genotypen 
Grafische Darstellung der Genotypen (links). Rechts sind Tiere eines Wurfes abgebildet. Das linke Tier ist 
ein SKO, während das deutlich kleinere Tier rechts genotypisch ein TKO ist. 

 

3.2 Synaptische Transmission 

In der Einleitung wurde bereits die Bedeutung einiger synaptischer Proteine beschrie‐
ben. Auch die Proteine der APP‐Familie werden mit synaptischer Transmission in Ver‐
bindung gebracht. Um die Funktion der Proteine der APP‐Familie in der synaptischen 
Transmission näher aufzuklären,  eignen  sich  elektrophysiologische Methoden beson‐
ders gut.  

Es  sind  unterschiedliche  Einzelschritte  der  synaptischen  Transmission  mittels  der 
patch‐clamp‐Technik überprüfbar. Defekte  in der synaptischen Transmission  in Knock‐
out‐Tieren geben Hinweise auf Wirkungsart und ‐ort der ausgeschalteten Proteine. 

Besonders mutante Mauslinien,  deren  homozygote  Nachkommen  nicht  lebensfähig 
sind, können sehr gut mittels der autaptischen Kultur elektrophysiologisch charakteri‐
siert werden [AUGUSTIN et al. 1999; REIM et al. 2001; VAROQUEAUX et al. 2002]. Die 
so kultivierten Neuronen können sich bis zu einem Alter von mehreren Wochen nor‐
mal weiterentwickeln und erlauben so  in vitro‐Studien. Wie  in Kapitel 2 beschrieben, 
sind autaptische Kulturen elektrophysiologisch einfach zugänglich durch die Verwen‐
dung von nur einer Elektrode. Die Applikation von Pharmaka ist mittels schneller Per‐
fusion  ebenfalls  leicht möglich.  Ein weiterer  Vorteil  besteht  darin,  das  bildgebende 
Techniken (z.B. Immunfärbungen, FM 1‐43‐Experimente) leicht anwendbar sind. 

Nachteilig  ist dagegen, dass besonders viele Einzelschritte  für die autaptische Kultur 
notwendig sind. Daraus ergibt sich die Gefahr von Qualitätsschwankungen, die jedoch 
dahingehend eingedämmt werden sollten, dass  jeweils Material zweier Gruppen von 
Nachkommen kultiviert wurde. 
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Mittlerweile sind viele neuronale Phänotypen  in autaptischen Kulturen molekularge‐
netisch modifizierter Mauslinien bekannt.  

 

3.2.1 Alter der Neuronen 

Die Präparation  exzitatorischer Neurone  erfolgte  am Tag E17‐E18. Nach Ausbringen 
der Neurone auf Kulturplatten wird normalerweise acht bis zehn Tage gewartet, damit 
sich die Fortsätze, Axon und Dendriten, ausbilden können. Dann  lassen sich erste sy‐
naptische Ströme nachweisen, die mit dem Alter der Neuronen  in der Amplitude an‐
steigen. 

 

3.2.1.1 Besonderheiten der der Triple‐Knockout‐Kultur 

Bei  in unserer Arbeit beschriebenen  autaptischen Kulturen  exzitatorischer Neuronen 
zeigte sich, dass bereits ab Tag 7 deutliche synaptische Transmission stattfand. 

Da die Präparation überwiegend embryonal erfolgte, konnten aussagekräftige postsy‐
naptische Ströme durchschnittlich 48 Stunden  früher als  in Kulturen anderer Mausli‐
nien gemessen werden. Um diese Unterschiede noch feiner aufzulösen, erfolgt die Dar‐
stellung der Ergebnisse untergliedert in folgende Kategorien: Tag 7 & 8, Tag 9, Tag 10 
und Tage 11 bis 15. Es sind jeweils die Tage in Kultur (in vitro) angegeben. 

 

3.2.2 Evozierte postsynaptische Ströme 

Um die synaptische Funktion zu überprüfen, werden zunächst Aktionspotenziale aus‐
gelöst. Dazu wird am Zellsoma  für 2 ms auf 0 mV depolarisiert. Die Ausbreitung er‐
folgt entlang des Axons und erreicht die Präsynapse. Infolge der Depolarisation öffnen 
spannungsgesteuerte Calciumkanäle. Der Einstrom von Calciumionen und die damit 
verbundene Erhöhung der  intrazellulären Calciumkonzentration bewirkt die Aktivie‐
rung des synaptischen Freisetzungsapparates. Unsere Arbeit hat ihren Fokus auf exzi‐
tatorischen Neuronen, demzufolge wird hauptsächlich Glutamat aus den Vesikeln  in 
den synaptischen Spalt freigesetzt. Es aktiviert an der postsynaptischen Membran Glu‐
tamatrezeptoren  vom AMPA‐ und NMDA‐Typ. Die Bindung des Agonisten  bewirkt 
die  Porenöffnung  der  Rezeptoren,  und Na+‐,  K+‐  und  auch  Ca2+‐Ionen  strömen  ein‐
wärts.  Bei  dem  eingestellten Haltepotenzial  von  ‐75 mV  ist  der  Strom  größtenteils 
durch Na+‐Ionen  bedingt  und  hat  durch  die  Einwärtsrichtung  ein  negatives Vorzei‐
chen. Diese Depolarisation mit nachfolgendem  Strom wird  als  excitatory postsynaptic 
current (EPSC) bezeichnet. In den Abbildungen und im Text sind  jedoch  jeweils Abso‐
lutwerte angegeben.  
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Da die Depolarisation somatisch erfolgt, werden alle aktiven Synapsen stimuliert, die 
Antwort ist eine sogenannte Summenantwort. Der erste wichtige Schritt in der funkti‐
onellen Charakterisierung der synaptischen Transmission ist die Bestimmung der initi‐
alen Amplitude und Ladung des postsynaptischen Stroms. Dieser sensitive, aber un‐
spezifische Test kann erste Schlussfolgerungen zulassen und bestimmt weiterführende 
Experimente. 

Es wurden Neuronen von APP‐defizienten Mäusen sowie Mäusen, denen alle drei Pro‐
teine der APP‐Familie fehlten, gemessen. Nachfolgend werden Mäuse mit dem Geno‐
typ APP‐/‐/APLP1+/+/APLP2+/+ als Single‐Knockout (SKO) und Mäuse mit dem Genotyp 
APP‐/‐/APLP1‐/‐/APLP2‐/‐ als Triple‐Knockout (TKO) bezeichnet. 

Bestimmt wurden zunächst Amplitude und Ladung (Abb. 17 und 18, Tab. 8). 

Bereits ab dem 7. Tag  in Kultur  (wie unter 3.2.1.1. erwähnt 48 Stunden  früher als  in 
einer  üblichen  Kultur  P0)  konnten  deutliche  postsynaptische  Antworten  gemessen 
werden. 

Die EPSC in der SKO‐Gruppe ergaben eine mittlere Amplitude von 3,09 ± 0,26 nA und 
eine mittlere Ladung von 19,40 ± 1,78 pC (jeweils n = 93 aus sechs Kulturen). Dagegen 
waren die EPSC der TKO‐Gruppe signifikant verändert. Die Amplitude war um 24,2% 
auf 3,84 ± 0,21 nA erhöht, während die Ladung um 30,6% auf 25,33 ± 1,9 pC vergrößert 
war (n = 116, p < 0,05). 

Ein genaueres Bild ergibt sich bei der Betrachtung der Einzeltage. 

An den Tagen 7 und 8 war die EPSC‐Amplitude in der TKO‐Gruppe um 83,7% größer 
als  in der SKO‐Gruppe (SKO: 1,47 ± 0,29 nA, n = 18; TKO: 2,69 ± 0,32 nA, n = 19; p < 
0,01). Die EPSC‐Ladung erhöhte sich um 95,5% (SKO: 8,07 ± 1,7 pC, n = 18; TKO: 15,79 
± 2,5 pC, n = 19; p < 0,05)(Abb. 17 und 18, Tab. 8). 

Auch  in den Folgetagen waren Amplitude und Ladung größer, aber nicht signifikant 
verändert (Tab. 8). 
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Tage in vitro  Genotyp  Amplitude (nA ± S.E.M.)  Ladung (pC ± S.E.M.) 

7 + 8  SKO(n=18) 
TKO(n=19) 

1,47 ± 0,29 
2,69 ± 0,32 

8,07 ± 1,7 
15,79 ± 2,5 

9  SKO(n=20) 
TKO(n=25) 

2,65 ± 0,39 
3,32 ± 0,38 

14,56 ± 3,02 
20,43 ± 3,2 

10  SKO(n=22) 
TKO(n=26) 

4,13 ± 0,57 
4,51 ± 0,48 

24,7 ± 3,32 
26,72 ± 3,03 

11‐15  SKO(n=33) 
TKO(n=46) 

3,54 ± 0,49 
4,20 ± 0,37 

24,96 ± 3,52 
31,15 ± 3,87 

7‐15  SKO(n=93) 
TKO(n=116) 

3,09 ± 0,26 
3,84 ± 0,21 

19,40 ± 1,78 
25,33 ± 1,9 

Tab. 8: Amplitude und Ladung der EPSCs 
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Abb. 17: Amplitude und Ladung exzitatorischer postsynaptischer Ströme 
Obere Reihe: Mittlere Amplitude von SKO‐ und TKO‐Tieren. 
Untere Reihe: Mittlere Ladung von SKO‐ und TKO‐Tieren. 
Jeweils links die Tage 7 bis 15 in vitro, rechts die Tage 7 und 8 in vitro. 
Zahlen in Klammern geben die Stichprobengröße an. Signifikanzniveau wie unter 2.3.4. beschrieben. 
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Abb. 18: Evozierte exzitatorische  postsynaptische Ströme 
Stimulationsartefakt und Ströme des Aktionspotenzials sind ausgeblendet. Man beachte die unterschiedli‐
chen Skalen. 

 

Demzufolge ist synaptische Transmission in TKO‐Mäusen nicht nur möglich, sondern 
sogar  tendenziell  stärker. Um diesen überraschenden Befund  näher  zu untersuchen, 
wurden weitere Experimente durchgeführt, die den möglichen Wirkungsort der Prote‐
ine aus der APP‐Familie eingrenzen sollten. 

Sowohl prä‐  als  auch postsynaptische Veränderungen können  zu  einer Veränderung 
der  synaptischen Transmission  beitragen. Auf  der  präsynaptischen Ebene  kann  eine 
Veränderung  in  der Anzahl  fusionsbereiter  Vesikel  oder  eine  erhöhte  Freisetzungs‐
wahrscheinlichkeit vorliegen. Auch auf der postsynaptischen Seite trägt z. B. eine grö‐
ßere Rezeptordichte zu einer größeren Antwort bei. Letztendlich führen auch morpho‐
logische  Veränderungen  zu  einer  Veränderung  der  synaptischen  Transmission.  Die 
Neuronen können sich in Größe und/oder Anzahl der Synapsen unterscheiden. 

Bei Mäusen, die für eines oder mehrere Proteine der APP‐Familie defizient sind, stellt 
sich außerdem die Frage,  inwieweit redundante Funktionen der Proteine untereinan‐
der zur Kompensation beitragen. 

 

3.2.3 Die Poolgröße der sekretionsbereiten Vesikel 

Fusionskompetente Vesikel müssen mehrere Schritte durchlaufen, um diesen Status zu 
erlangen. Sobald ein Vesikel die präsynaptische Aktive Zone erreicht, nähert es sich der 
Plasmamembran. Der Kontakt mit der Plasmamembran wird Docking genannt. Nach 
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dem Docking findet das ATP‐abhängige Priming statt, welches dazu dient, die Vesikel in 
einen  fusionskompetenten Zustand  zu  versetzen. Priming  fasst  alle  Prozesse  zusam‐
men, die den Aufbau des Freisetzungsapparates an der Präsynapse beinhalten. Nach‐
dem das Priming abgeschlossen ist, ist ein Vesikel fusionskompetent und steht für die 
Freisetzung bereit. Wenn ein Aktionspotenzial an der Präsynapse eintrifft, nachfolgend 
Calcium  einströmt, wird  durch  diese Mechanismen  die  Fusion  der  Vesikel mit  der 
Plasmamembran komplettiert. 

Fusionskompetente Vesikel sind in einem Pool zusammengefasst, der als Readily Relea‐
sable Pool (RRP) bezeichnet wird. Dem gegenüber steht der Reserve‐Pool, in dem Vesi‐
kel zusammengefasst sind, die nach extensiver synaptischer Stimulation den RRP wie‐
derauffüllen  [MURTHY  und  STEVENS  1999].  RRP  und  der  Reserve‐Pool  werden 
gemeinsam als Recycling‐Pool bezeichnet. 

Nicht nur Aktionspotenziale können zur Freisetzung aus dem RRP  führen, auch hy‐
perosmotische  Stimulation  führt  zur  Transmitterausschüttung  [ROSENMUND  und 
STEVENS 1996]. Wie bereits in Kapitel 2 beschrieben, erfolgte die Stimulation mit 500 
mM Saccharose über mehrere Sekunden. Zur Berechnung des RRP wurde die transien‐
te Komponente des Einwärtsstroms integriert und führte zu folgenden Ergebnissen:  

Die Pool‐Größe der fusionskompetenten Vesikel war nicht signifikant verändert. Auch 
eine Auflösung  in einzelne Tage  in vitro ergab keine Veränderung  (siehe Tab. 9, Abb. 
19). 

 

Tage in vitro  Genotyp  Größe des RRP (pC ± S.E.M.) 

7 + 8  SKO(n=11) 
TKO(n=15) 

101 ± 28 
127 ± 28 

9  SKO(n=17) 
TKO(n=18) 

130 ± 52 
115 ± 40 

10  SKO(n=17) 
TKO(n=22) 

223 ± 46 
122 ± 27 

11‐15  SKO(n=27) 
TKO(n=37) 

164 ± 23 
248 ± 50 

7‐15  SKO(n=72) 
TKO(n=92) 

166 ± 19 
172 ± 23 

Tab. 9: Größe des Readily Releasable Pool (RRP) 
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Abb. 19: Größe des Readily Releasable Pool 
Die Ladung der transienten Komponente bei Applikation hypertoner Lösung ergibt die Größe des RRP. 

 

3.2.4 Vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit 

Es muss zwischen vesikulärer und synaptischer Freisetzungswahrscheinlichkeit unter‐
schieden werden. 

Die  synaptische  Freisetzungswahrscheinlichkeit  ist  die Wahrscheinlichkeit,  mit  der 
mindestens  ein Vesikel  nach  einem Aktionspotenzial  an  einer Aktiven  Zone  ausge‐
schüttet wird. Wenn sowohl die durchschnittliche Ladung eines EPSC als auch die Ge‐
samtladung des RRP bekannt  ist,  lässt sich der Anteil des RRP berechnen, der durch‐
schnittlich  nach  einem  Aktionspotenzial  freigesetzt  wird.  Dieser  Anteil  wird  als 
vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit bezeichnet.  

In  dieser  Arbeit  haben  wir  uns  vornehmlich  auf  die  vesikuläre  Freisetzungswahr‐
scheinlichkeit konzentriert. 

Der Quotient aus der Ladung des EPSC und der Ladung des RRP  ist das errechnete 
Resultat der vesikulären Freisetzungswahrscheinlichkeit. 

Im Vergleich der beiden untersuchten Gruppen zeigte sich, dass die vesikuläre Freiset‐
zungswahrscheinlichkeit nicht signifikant verändert war (SKO: 20,3 ± 1,7%, n=72; TKO: 
24,4 ± 1,6%, n=92). Auch eine Auflösung in Einzeltage erbrachte erneut keine Verände‐
rung (Tab. 10 und Abb. 20). 
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Tage  
in vitro 

Genotyp  Vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit (% ± S.E.M.) 

7 + 8  SKO(n=11) 
TKO(n=15) 

17,5 ± 3,5 
18,4 ± 3,4 

9  SKO(n=17) 
TKO(n=18) 

20,2 ± 3,6 
29,5 ± 3,1 

10  SKO(n=17) 
TKO(n=22) 

24,8 ± 4,9 
31,4 ± 3,5 

11‐15  SKO(n=27) 
TKO(n=37) 

18,8 ± 2,3 
20,1 ± 2,5 

7‐15  SKO(n=72) 
TKO(n=92) 

20,3 ± 1,7 
24,4 ± 1,6 

Tab. 10: Vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit 

 

Abb. 20: Vesikuläre Freisetzungswahrscheinlichkeit 
Sie ergibt sich aus dem Quotienten der Ladung eines einzelnen EPSC und der Ladung des RRP. 

 

3.2.5 Kurzzeitplastizität 

Synaptische Transmission ist ein dynamischer Prozess. Wiederholte Aktionspotenzial‐
reizung führt zu Veränderungen sowohl auf der prä‐ als auch auf der postsynaptischen 
Seite,  die  potenzierend  und/oder  reduzierend  auf  die Amplitude  der  synaptischen 
Antwort wirken. 
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Kurzzeitplastizität bezeichnet die Veränderung der synaptischen Antwort bei Stimula‐
tion, die  nur  Sekunden  bis Minuten  andauert. Die  synaptische Antwort wird durch 
diese Stimulation moduliert. 

Eine Veränderung der Kurzzeitplastizität reflektiert oft eine Veränderung der Effizienz 
der synaptischen Transmission und wird daher zur Detektion von eventuellen Verän‐
derungen im synaptischen Apparat herangezogen. 

Es wurden  in beiden Gruppen Experimente zur Kurzzeitplastizität durchgeführt. Ge‐
wählt wurde dazu eine mittlere Stimulationsfrequenz von 10 Hz. 

Die  Quantifizierung  der  synaptischen  Depression  erfolgte  nach  folgendem  Prinzip: 
Von den  letzten vier Stimuli der 10 Hz‐Stimulation wurde der Durchschnitt gebildet 
und auf den ersten Stimulus normalisiert. 

Sowohl in Neuronen der SKO‐ als auch der TKO‐Gruppe war nur synaptische Depres‐
sion ohne signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen zu beobachten (SKO 37,4 ± 
3,3%, n=85; TKO: 35,8 ± 3,4%, n=106). 

Auch bei der Auflösung in Einzeltage wurde kein signifikanter Unterschied gefunden 
(Tab. 11, Abb. 21). 

 

Tage in vitro  Genotyp  Depression (% ± S.E.M.) 

7 + 8  SKO(n=16) 
TKO(n=18) 

30,4 ± 7,1 
37,0 ± 9,1 

9  SKO(n=19) 
TKO(n=23) 

27,9 ± 5,2 
35,8 ± 9,0 

10  SKO(n=21) 
TKO(n=25) 

40,4 ± 6,1 
25,5 ± 5,0 

11‐15  SKO(n=29) 
TKO(n=40) 

43,6 ± 6,8 
41,8 ± 5,3 

7‐15  SKO(n=85) 
TKO(n=106) 

37,4 ± 3,3 
35,8 + 3,4 

Tab. 11: Kurzzeitplastizität 
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Abb. 21: Kurzzeitplastizität 
Es erfolgte eine Stimulation bei 10 Hz. 50 depolarisierende Pulse zu 0 mV verursachten eine deutliche 
Depression des postsynaptischen Stromes. 

 

Es wurden somit weder Unterschiede in der Größe des RRP noch der vesikulären Frei‐
setzungswahrscheinlichkeit noch  in der Kurzzeitplastizität gefunden. Alle drei Ergeb‐
nisse  ergänzen  sich  gut.  Es  ist  zu  schlussfolgern,  dass  der  zusätzliche  Verlust  von 
APLP1 und APLP2 im TKO keinen Einfluss auf die Größe des RRP, die vesikuläre Frei‐
setzungswahrscheinlichkeit und die Kurzzeitplastizität  im Vergleich mit  SKO‐Tieren 
(nur für APP defizient) hat. 

 

3.2.6 mEPSC 

Miniature excitatory postsynaptic currents, kurz mEPSC oder Minis genannt, treten ohne 
vorangehende Stimulation durch Aktionspotenziale oder hypertone Lösung auf. Diese 
spontane  synaptische  Transmission wird  in  ihren  Eigenschaften  durch  verschiedene 
Parameter bestimmt. Eine eingehende Analyse der Minis gibt weitreichende Einsichten 
in die Funktion der Synapsen. Die Größe und die Kinetik der Antwort werden durch 
die postsynaptische Rezeptordichte, die Füllung der Vesikel mit Neurotransmitter und 
das Schaltverhalten der Glutamat‐Rezeptoren bestimmt. Die Frequenz der spontanen 
synaptischen  Transmission  korreliert mit  der  Gesamtzahl  der  Vesikel  im  RRP  und 
drückt auch aus, wie effizient Vesikel nach dem Priming fusionieren können. 

Es wurden daher Amplitude, Ladung und Frequenz der mEPSC sowohl  in der SKO‐ 
als auch in der TKO‐Gruppe bestimmt. Um spontane Aktionspotenziale zu verhindern, 
wurde während der Messung 0,3 μM TTX appliziert (Abb. 22 und 23). 
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Abb. 22: Originalaufzeichnungen von mEPSC 
Spontane synaptische Transmission wurde in Anwesenheit von 0,3 μM TTX gemessen. 
Oben SKO, unten TKO. 

 

 
 
Abb. 23: Ausschnittsvergrößerung der mEPSC 
Zur Verdeutlichung wurde aus der Originalaufzeichnung ein Ausschnitt vergrößert. Die mEPSC der SKO‐
Stichprobe (in schwarz, links) und TKO‐Stichprobe (in grau, rechts) unterscheiden sich hinsichtlich Ampli‐
tude und Ladung nicht voneinander. 
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Die Minis unterschieden sich weder  in Amplitude noch  in der Ladung (siehe Tab. 12, 
Abb. 24). Dafür wurde ein signifikanter Unterschied  in der Mini‐Frequenz festgestellt 
(SKO: 2,5 ± 0,3 Hz, n=59; TKO: 4,5 ± 0,5 Hz, n=66; p < 0,001; Abb. 26). Bei der Auflösung 
in Einzeltage ergab sich ein genaueres Bild (Tab. 12, Abb. 26). Am Tag 7 und 8 zeichnete 
sich bereits ein Trend ab. Die Frequenz war zwar höher in der TKO‐Gruppe, der Unter‐
schied aber nicht signifikant (SKO: 1,5 ± 0,3 Hz, n=11; TKO: 2,5 ± 1,0 Hz, n=12). Am Tag 
9 war die Mini‐Frequenz  in der TKO‐Gruppe  signifikant  erhöht  (SKO:  1,9  ±  0,2 Hz, 
n=14; TKO: 3,9 ± 0,6 Hz, n=16; p < 0,01). Am Tag 10 war die Mini‐Frequenz noch deutli‐
cher erhöht (SKO: 2,5 ± 0,4 Hz, n=17; TKO: 6,9 ± 1,0 Hz, n=21; p < 0,001), während am 
Tag 11 bis 15 wiederum kein Unterschied  festzustellen war  (SKO: 3,9 ± 1,0 Hz, n=17; 
TKO: 3,6 ± 0,9 Hz, n=17).  

 

Tage  
in vitro 

Genotyp  Amplitude  
(pA ± S.E.M.) 

Ladung  
(pC ± S.E.M.) 

Frequenz  
(Hz ± S.E.M.) 

7 + 8  SKO(n=11) 
TKO(n=12) 

23,2 ± 2,7 
23,3 ± 2,1  

68,4 ± 9,8 
83,9 ± 8,0 

1,5 ± 0,3 
2,5 ± 1,0 

9  SKO(n=14) 
TKO(n=16) 

22,9 ± 2,0 
25,4 ± 1,9  

58,0 ± 7,4 
70,0 ± 8,8 

1,9 ± 0,2 
3,9 ± 0,6 

10  SKO(n=17) 
TKO(n=21) 

28,1 ± 3,3 
25,3 ± 3,3  

107,0 ± 12,0 
77,3 ± 8,0 

2,5 ± 0,4 
6,9 ± 1,0 

11‐15  SKO(n=17) 
TKO(n=17) 

28,1 ± 2,5 
23,0 ± 1,4  

121,1 ± 10,7 
112,2 ± 14,9 

3,9 ± 1,0 
3,6 ± 0,8 

7‐15  SKO(n=59) 
TKO(n=66) 

27,7 ± 2,3 
24,3 ± 1,3  

91,7 ± 6,1 
85,7 ± 5,5 

2,5 ± 0,3 
4,5 ± 0,5 

Tab. 12: Miniature Excitatory Postsynaptic Currents (mEPSC) 
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Abb. 24: Amplitude und Ladung der mEPSC der Tage 7 bis 15 in vitro 
Weder Amplitude (links) noch Ladung (rechts) sind signifikant verändert. 

 

Die Erhöhung der mEPSC‐Frequenz  ist vorsichtig zu  interpretieren, da bei der Mes‐
sung große Schwankungen auftreten können (Abb. 25). Die Befunde sind trotzdem in 
Einklang mit  der  veränderten  RRP‐Größe,  da  in  der  TKO‐Stichprobe  größere  Pools 
gemessen wurden. 

 

Abb. 25: Verteilung der mEPSC‐Frequenzen 
In der TKO‐Stichprobe variieren die Frequenzen 
stärker als in der SKO‐Stichprobe. 
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Abb. 26: mEPSC‐Frequenzen 
mEPSC ereignen sich im Mittel (und je nach Tag in vitro) mit einer Frequenz von 1,5 bis 6,9 Hz.  
Signifikanzniveaus wie unter 2.3.4. beschrieben. 
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Da sich in beiden Gruppen weder Amplitude noch Ladung signifikant unterschieden, 
ist davon auszugehen, dass eine APP/APLP1/APLP2‐Defizienz sich weder auf den Fül‐
lungsprozess  der  Vesikel  auswirkt  noch  die  postsynaptische  Rezeptordichte  und  
‐funktion beeinflusst ist. 

Der Vergleich von Mini‐Ladung, RRP‐Ladung und EPSC‐Ladung erlaubt eine Kalkula‐
tion  der Anzahl  freigesetzter Vesikel  pro Aktionspotenzial  und  der Gesamtzahl  der 
fusionskompetenten Vesikel. Diese Werte beziehen sich  jedoch nicht nur auf eine Sy‐
napse, sondern auf die Summe aller Synapsen.  

Die Ladung eines mEPSC entspricht der Freisetzung eines einzelnen Vesikel. Um die 
Zahl der Vesikel zu berechnen, die während eines EPSC freigesetzt werden, muss man 
demzufolge nur die Ladung des EPSC durch die Ladung des mEPSC teilen. Da Unter‐
schiede  in der EPSC‐Ladung zwischen beiden Gruppen beobachtet wurden, müssten 
auch die Vesikelzahlen verschieden sein. Die Zahl der pro EPSC freigesetzten Vesikel 
war entsprechend größer, aber dieser Unterschied ist nicht signifikant (SKO: 233 ± 39, 
n=59; TKO: 271 ± 18, n=66). 

Es kann auch die Gesamtzahl der Vesikel im RRP rechnerisch ermittelt werden. Dazu 
wird der Quotient aus dem RRP und der mEPSC‐Ladung gebildet. Hier  ist aufgrund 
der vorangegangenen Experimente kein Unterschied zu erwarten. 

Die Daten sind in Tab. 13 dargestellt. 

 

Genotyp  Vesikel pro EPSC  Vesikel im RRP 

SKO  233 ± 39 (n=59)  2267 ± 718 (n=51) 

TKO  271 ± 18 (n=66)  1625 ± 212 (n=60) 

Tab. 13: Rechnerisch ermittelte Vesikelzahlen pro EPSC und im RRP 

 

Eine Auflösung in Einzeltage war hier nicht möglich, da zu geringe n‐Zahlen vorliegen. 
Es zeichnet sich aber der gleiche Trend ab, dass die Anzahl der Vesikel in frühen Kul‐
turtagen  größer  ist  und  sich mit  steigendem Alter der Kultur wieder  angleicht. Die 
Gesamtzahl der Vesikel im RRP ist in beiden Gruppen aufgrund großer Schwankungen 
nur  sehr  eingeschränkt aussagekräftig, da mit zwei Größen gerechnet wurde, die  je‐
weils schon mit großen Standardfehlern behaftet sind.  

Die Erhöhung der Frequenz in den frühen Kulturtagen sowie die Angleichung beider 
Gruppen  in der späteren Entwicklung passen gut  in das Gesamtbild, das durch opti‐
sche Methoden ergänzt wird, worauf im nächsten Kapitel eingegangen wird. 
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3.2.7 Synapsenzahl und Synapsendichte 

Die  Zunahme  der  synaptischen  Stärke  kann  nicht  durch  eine  höhere  Freisetzungs‐
wahrscheinlichkeit  erklärt werden. Eine Erklärungsmöglichkeit  besteht  jedoch darin, 
dass sich Synapsenzahl und  ‐dichte  in der TKO‐Gruppe von der SKO‐Stichprobe un‐
terscheiden.  Deshalb  wurden  weitere  Experimente  durchgeführt,  um  Synapsenzahl 
und  ‐dichte  zu bestimmen. Dazu wurden  optische Methoden1  angewandt  (Abb.  28). 
Die Verfasserin stellte autaptische Kulturen zur Verfügung, die von Dr. Albrecht Sigler 
untersucht und ausgewertet wurden. 

Die Vermutung, dass in der TKO‐Gruppe Neuronen mehr Synapsen ausbilden, bestä‐
tigte sich.  In APP‐TKO‐Neuronen wurden signifikant mehr Synapsen als  im SKO ge‐
funden  (SKO: 307 ± 47 Synapsen, n=13; TKO: 698 ± 81, n=20; p < 0,01; siehe Abb. 27). 
Auch die Synapsendichte war signifikant erhöht (SKO: 0,51 ± 0,1 μm‐2, n=9; TKO: 1,18 ± 
0,12 μm‐2, n=13; p < 0,001; siehe Abb. 27), während die Dendritenfläche in beiden annä‐
hernd gleich war (Daten nicht gezeigt).  

Dagegen zeigen unveröffentlichte Daten aus unserem Labor, dass Neuronen der Tage 
20‐21  in  vitro  keinen  morphologischen  Phänotyp  mehr  aufweisen.  Sowohl  die  Sy‐
napsenzahl als auch die Synapsendichte sind  in der SKO‐ und TKO‐Stichprobe annä‐
hernd gleich  (Synapsenzahl  ‐ SKO: 1580 ± 305, n=6; TKO:1732 ± 312, n=8; Synapsen‐
dichte ‐ SKO: 2,0 ± 0,5 μm‐2, n=8; TKO: 2,2 ± 0,4 μm‐2, n=8). 

Der hier fehlende Phänotyp in späten Tagen in vitro ist konsistent mit den Ergebnissen 
aus den vorangegangenen elektrophysiologischen Experimenten. 

Nach Betrachtung der Daten aus elektrophysiologischen und optischen Untersuchun‐
gen ergibt sich ein genaueres Bild der möglichen Funktion von APP und APLP an zent‐
ralen Synapsen. 

                                                      
1 Autaptische Kulturen wurden wie  in Kapitel  2  beschrieben  von  hippokampalen  exzitatori‐
schen Neuronen beider Stichproben angefertigt. Nach 7‐9 Tagen in vitro wurden die Zellen mit 5 
% Formaldehyd fixiert und mit einem primären Antikörper gegen Synaptophysin und Microtu‐
bule‐Associated Protein 2 (MAP2) (Synaptic Systems und Chemicon) gefärbt. Danach erfolgte die 
Behandlung mit einem zweiten Antikörper  (Alexa Fluor, Molecular Probes). Fluoreszenzmes‐
sungen, durchgeführt von Dr. Albrecht Sigler, erfolgten mit einem Zeiss LSM 410 konfokalem 
Mikroskop mit  einem Zeiss  40x/1.4 NA Öl‐Immersionsobjektiv. Unter Verwendung der Zeiss 
LSM 3.98 Software wurden Bilder  im Abstand von 1 μm aufgenommen. Danach wurden die 
Bilder Laplace‐gefiltert. Im Anschluss erfolgte ein weiterer Schritt mit einem Gauss‐Filter. Ver‐
wendete Software war TILLvisION 4.0 (TILL Photonics, Planegg, München). Die Bilder wurden 
nach  einem  optimierten Algorithmus  [VAROQUEAUX  et  al.  2002]  ausgewertet  und  ausge‐
druckt. Die Synapsenzählung erfolgte nach Sicht durch Dr. Albrecht Sigler. Die MAP2‐gefärbte 
Fläche entsprach Soma‐ und Dendritenfläche. Die Synapsen‐Dichte wurde als Synapsenzahl per 
Dendritenfläche bestimmt. 
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Abb. 27: Synapsenzahl und Synapsendichte 
Sowohl Synapsenzahl als auch die Synapsendichte sind signifikant in der TKO‐Stichprobe erhöht. (Die 
Daten wurden freundlicherweise von Dr. Albrecht Sigler zur Verfügung gestellt.)  

 

 
 
Abb. 28: Originalaufnahmen von mit Antikörpern behandelter Neuronen 
Links: TKO‐Neuron, rechts: SKO‐Neuron. 
(Die Bilder wurden freundlicherweise von Dr. Albrecht Sigler zur Verfügung gestellt.) 
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4 Diskussion 

4.1 Die Funktion von APP und APLP an zentralen 

Synapsen 

Ziel dieser Arbeit war zum einen herauszufinden, ob alle drei Proteine der APP/APLP‐
Familie  einen Einfluss  auf die  synaptische Transmission haben,  sowie  zum  anderen, 
basale Charakteristika der synaptischen Transmission zu erstellen.  

Dazu wurden Tiere verwendet, die entweder nur für das Protein APP oder für die Pro‐
teine APP, APLP1 und APLP2 defizient waren. 

Die hier beschriebene APP/APLP‐Proteinfamilie besteht aus drei Proteinen, dem Amy‐
loid‐Precursor‐Protein  (APP)  und  den  Amyloid‐Precursor‐Like‐Proteinen  (APLP)  1 
und 2. Zur physiologischen Funktion dieser Proteine ist bisher wenig bekannt. Sie sol‐
len  u.  a.  eine  Rolle  beim  Neuritenwachstum,  bei  der  Bildung  der  Vorderhirn‐
Kommissuren,  dem  postnatalen Wachstum  und  der  lokomotorischen Aktivität  oder 
Synaptogenese  spielen  [MOYA  et  al.  1994;  ZHENG  et  al.  1995;  LI  et  al.  1996; 
MORIMOTO et al. 1998]. Diese Arbeit konnte einen Einfluss der Proteinfamilie auf die 
synaptische Funktion bekräftigen. Einzelne Aspekte sollen hier diskutiert werden. 

Als erstes stellt sich die Frage: 

Haben APP und APLP redundante Funktionen? 

Während APP und APLP2 ubiquitär exprimiert werden, wird APLP1 nur  im Nerven‐
system gefunden. Wenn APP und APLP2 oder APLP1 und APLP2 gemeinsam gene‐
tisch modifiziert waren, führte diese Modifikation zu erhöhter perinataler Sterblichkeit. 
Dagegen waren APP/APLP1‐Doppelmutanten  lebensfähig und hatten keine morpho‐
logischen Besonderheiten [VON KOCH et al. 1997; HEBER et al. 2000]. Diese Beobach‐
tungen unterstützen die These, dass APLP2 eine Schlüsselrolle  innerhalb der Protein‐
familie  einnimmt  und  teilweise  identische  Funktionen  im Vergleich mit  den  beiden 
anderen Familienmitgliedern hat. Die Lebensfähigkeit der APP/APLP1‐Doppelmutante 
kann  nicht  mit  einer  Hochregulation  von  APLP2  erklärt  werden,  da  die  APLP2‐
Expression  in dieser Doppelmutante nicht verändert war  [HEBER et al. 2000]. Trotz‐
dem  scheint APLP2  eine Kompensation  zu  ermöglichen. Bisher wurde  immer  ange‐
nommen, dass APP  und APLP2 weitgehend  überlappende  Funktionen  haben  [VON 
KOCH et al. 1997; STEINBACH et al. 1998; WHITE et al. 1998]. Dies wurde begründet 
durch Homologie,  ähnliche Prozessierung durch  Sekretasen, überlappende Expressi‐
onsmuster und perinatale Sterblichkeit der Doppelmutante. Doch die Lebensfähigkeit 
der  APP/APLP1‐Doppelmutante  gegenüber  der  APLP1/APLP2‐Doppelmutante,  die 
nicht  lebensfähig  ist,  lässt darauf  schließen, dass APP und APLP2 neben  identischen 
auch non‐redundante Funktionen in vivo haben müssen [HEBER et al. 2000]. 

51 



Diskussion 

Untersuchungen zur Morphologie in Mäusen die für eines, zwei oder alle Proteine der 
APP/APLP‐Familie  homozygot  defizient  sind,  liegen  bereits  vor  [VON KOCH  et  al. 
1997; MAGARA et al. 1999; HEBER et al. 2000; HERMS et al. 2004]. Wie  im Kapitel 3 
bereits  beschrieben,  traten  insbesondere  neuronale  Besonderheiten  auf. APP‐Single‐
Knockouts  zeigen  neben  einem  reduzierten Hirngewicht Anomalien  in  den Vorder‐
hirn‐Kommissuren und  im Balken. Die Veränderungen  im Corpus  callosum werden 
aber vermutlich auf den genetischen Hintergrund 129/SvEv2 zurückgeführt [MAGARA 
et  al.  1999]. APLP1‐Knockout‐Tiere  zeigen  keine  nennenswerten morpholgischen A‐
nomalien  bzw.  Verhaltensauffälligkeiten.  Hinsichtlich  der  APP/APLP1‐Doppel‐
Knockouts ergab sich der gleiche Befund wie im APLP1‐Einzel‐Knockout [HEBER et al. 
2000]. Auch APLP2‐defiziente Tiere weisen keine Besonderheiten auf. Hingegen sind 
APP/APLP2‐Doppel‐Knockouts stark beeinträchtigt. 80% aller Tiere versterben  inner‐
halb einer Woche nach Geburt. Auch neurologische Auffälligkeiten (z. B. Ataxien) prä‐
gen wiederum das Bild [VON KOCH et al. 1997]. Mäuse, die für alle drei Proteine defi‐
zient sind, sterben kurz nach der Geburt und zeigen gehäuft Anomalien des Schädels 
[HERMS et al. 2004]. 

Alle aufgeführten Untersuchungen lassen für APP und APLP eine wichtige Rolle in der 
Hirnentwicklung vermuten. Daher  lag es nahe, ebenfalls einen Einfluss von APP und 
APLP auf die synaptische Transmission anzunehmen. Bereits veröffentlichte Arbeiten 
bestätigen die Lokalisation von APP  in Synapsen  [SCHUBERT et al. 1991] und einen 
Einfluss der Protein‐Familie auf die synaptische Funktion hinsichtlich der Synaptoge‐
nese  oder  synaptischer  Transmission  [SEABROOK  et  al.  1999;  SELKOE  2002; 
KAMENETZ et al. 2003; PRILLER et al. 2006]. 

Es wurde deshalb in dieser Arbeit erstmals auf Zellebene die synaptische Transmission 
in Triple‐Knockout‐Tieren untersucht. Dazu wurden  autaptische Kulturen  exzitatori‐
scher Neuronen des Hippocampus elektrophysiologisch charakterisiert. Unterstützen‐
de optische Methoden wurden ebenfalls eingesetzt. Mit den vorliegenden Zuchttieren 
war es im Rahmen dieser Arbeit nicht möglich, einen Vergleich von Wildtypen, Single‐
Knockouts und Triple‐Knockouts  innerhalb einer Kultur zu erreichen. Aufgrund von 
Voruntersuchungen  (kein  Unterschied  zwischen  Neuronen  von  APLP2‐Einzel‐, 
APP/APLP2‐Doppel‐ oder APLP1/APLP2‐Doppel‐Knockouts in Bezug auf die synapti‐
sche Stärke; unveröffentlichte Daten aus der Arbeitsgruppe) und ausschließlicher Ver‐
wendung  von Geschwistertieren  beschränkten wir  uns  darauf,  nur  den  Single‐  und 
Triple‐Knockout zu untersuchen. 

Elektrophysiologische Untersuchungen an Tieren, die für eines oder mehrere Proteine 
der APP/APLP‐Familie defizient  sind, wurden bisher kaum beschrieben. PRILLER et 
al. konnten zeigen, dass eine APP‐Defizienz  in exzitatorischen Neuronen des Hippo‐
campus  zur  Erhöhung  der  synaptischen  Stärke  an  exzitatorischen  Synapsen  führt 
[PRILLER  et  al.  2006],  während WANG  et  al.  an  der  neuromuskulären  Endplatte 

                                                      
2 siehe auch MULLER 1999. Es sind mehrere Mauslinien zur Generierung von Knockout‐Tieren 
etabliert. Insbesondere die 129‐Linie ist für eine nennenswerte genetische Variabilität bekannt. 
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APP/APLP2‐defizienter Mäuse  ein gegenteiliges Ergebnis beobachteten. Dort kam  es 
zu einer veränderten Anordnung präsynaptischer Proteine und postsynaptischer Ace‐
tylcholin‐Rezeptoren.  Ebenfalls  bewirkte  das  Fehlen  beider  Proteine  eine  Reduktion 
der Gesamtzahl synaptischer Vesikel im präsynaptischen Terminal sowie  ein verstärk‐
tes Aussprossen der Neuriten. WANG et al. schlussfolgerten, dass die beobachte Mal‐
formation  der  Synapsen  auch  zur  verminderten  synaptischen  Transmission  führen 
könne. Sie zeigten aber  in  ihren elektrophysiologischen Experimenten, dass zwischen 
APP/APLP2‐defizienten Mäusen  und Wildtypen  kein Unterschied  festzustellen war. 
Eine mögliche Erklärung  für diese Beobachtung war die gleiche Anzahl „gedockter“ 
Vesikel an den Aktiven Zonen trotz vorher gemessener Reduktion der Gesamtzahl sy‐
naptischer Vesikel  [WANG  P  et  al.  2005].  SEABROOK  et  al.  zeigten  in APP‐Single‐
Knockout‐Tieren, dass sowohl prä‐ als auch postsynaptische Funktionen in hippocam‐
palen Neuronen verändert sind. Sie beobachteten  in APP‐defizienten Tieren eine Ver‐
ringerung der Dendritenlänge sowie subtile Veränderung bei der LTP [SEABROOK et 
al. 1999]. SEABROOK und Kollegen verwendeten jedoch Tiere mit einer anderen APP‐
Mutation als die  in unserer Arbeit oder  in PRILLER et al. beschriebenen APP‐Single‐
Knockouts; somit wird ein Vergleich der einzelnen Ergebnisse erschwert. 

Sicherlich wäre eine vergleichende Analyse autaptischer Kulturen aller Tiere mit ver‐
schiedenen APP‐Null‐Mutationen hilfreich, um den Einfluss des genetischen Hinter‐
grunds näher zu beleuchten. Dieser Ansatz ist durch unterschiedliche Lokalisation der 
Knockout‐Tiere jedoch kompliziert und nur schwer durchführbar. 

Elektrophysiologische Untersuchungen an Tieren, die APP oder beteiligte Sekretasen 
(siehe Kapitel 1) überexprimieren,  liegen hingegen zahlreich vor. Auch hier sind kon‐
troverse  Beobachtungen  aufgetreten.  Veränderungen  in  der  basalen  synaptischen 
Transmission wurden in APP‐transgenen Tieren beobachtet, die mit einer Verringerung 
der  präsynaptischen Nervenendigungen  verbunden war  [HSIA  et  al.  1999],  aber  es 
wurde ebenso unveränderte basale synaptische Transmission beschrieben [CHAPMAN 
PF  et  al.  1999]. Trotz der Variabilität  in den  elektrophysiologischen Untersuchungen 
zeigen alle Arbeiten, dass eine Überexpression von APP zu synaptischer Dysfunktion 
führt. Widersprüchliche  Aussagen  in  den  elektrophysiologischen  Experimenten  bis 
hierher  lassen vermuten, dass die Variabilität  auch  in den unterschiedlichen Mausli‐
nien begründet sein kann. Viele verschiedene Mutationen  führen zur Überexpression 
von APP  oder  zur Akkumulation  des  Plaque‐bildenden Aβ  [zur Übersicht  SELKOE 
2002]. 

Eine Übersicht der Mauslinien  ist  in mehreren Arbeiten zu  finden  [SEABROOK und 
ROSAHL 1999; SPIRES und HYMAN 2005; MCGOWAN et al. 2006]. 

In  der  vorliegenden Arbeit wurden Knockout‐Tiere  verwendet,  da  ein  Studium  der 
Funktion so gezielter möglich ist.  

Exzitatorische  Neuronen  des  Hippocampus,  die  für  alle  drei  Mitglieder  der 
APP/APLP‐Familie defizient waren,  zeigten  im Vergleich  zum APP‐Single‐Knockout 
eine  Erhöhung  der  synaptischen  Stärke  ohne Veränderungen  der  Freisetzungswahr‐
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scheinlichkeit oder der Kurzzeitplastizität. Bemerkenswert ist hierbei die zeitliche Auf‐
lösung nach Kulturtagen in vitro. In einem sehr frühen Zeitfenster, 7 bis 8 Tage in vitro, 
gibt es einen deutlichen Unterschied in Amplitude und Ladung des EPSC. Im Verlauf 
verliert  sich  dieser  Phänotyp, was  auf  eine Angleichung  der  synaptischen  Stärke  in 
beiden untersuchten  Stichproben  hindeutet. Um  eine Veränderung der  synaptischen 
Stärke  beobachten  zu  können,  scheint  eine  Defizienz  für  alle  drei  Proteine  der 
APP/APLP‐Familie vorliegen zu müssen (s.o.).  

Ein anderes Ergebnis erbrachte hingegen die Untersuchung von APP‐Single‐Knockouts 
im Vergleich zu Wildtyp‐Mäusen einer anderen Arbeitsgruppe. Es wurde eine Erhö‐
hung der EPSC‐Amplitude,  ein vergrößerter RRP  sowie  eine Erhöhung der mEPSC‐
Frequenz  im APP‐Single‐Knockout  gefunden. Auch  eine  signifikante  Erhöhung  der 
Synapsenzahl wurde aufgeführt  [PRILLER et al. 2006]. Eine Unterscheidung  in  frühe 
und späte Tage in vitro erfolgte  jedoch nicht, es wurden hauptsächlich die Tage 18 bis 
20 in vitro für die elektrophysiologischen Messungen benutzt. Außerdem erfolgte eine 
P0‐Präparation, weshalb die Kulturen  im Vergleich zu denen dieser Arbeit nochmals 
als ein bis zwei Tage älter anzusehen  sind. Die Ergebnisse  stehen  trotzdem nicht  im 
Widerspruch zu denen unserer Arbeit, in der aber zusätzlich gezeigt und argumentiert 
wird, dass nicht APP allein  für die Erhöhung der synaptischen Stärke verantwortlich 
sein kann, da erst eine Defizienz von APP, APLP1 und APLP2 zur signifikanten Erhö‐
hung der synaptischen Stärke führt.  

Wir beobachteten ebenfalls eine Veränderung in der mEPSC‐Frequenz. Aber auch hier 
gilt wiederum die Unterscheidung nach Tagen  in vitro.  In  späten Kulturtagen gleicht 
sich  die  mEPSC‐Frequenz  der  beiden  Stichproben  an.  Die  Erhöhung  der  mEPSC‐
Frequenz sollte ebenfalls mit einer Erhöhung der Vesikel‐Gesamtzahl im RRP korrelie‐
ren. Dieser  fehlende Befund  lässt  sich  jedoch mit der hohen Variabilität der mEPSC‐
Frequenzen einerseits sowie einer Erhöhung der Synapsenzahl andererseits erklären. 

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass synaptische Transmission nicht nur weiterhin 
in Triple‐Knockout‐Tieren möglich ist, sondern die synaptische Stärke sogar zunimmt. 

Welche Gründe  kommen  hierfür  in  Frage? Da  kein Unterschied  in  der  vesikulären 
Freisetzungswahrscheinlichkeit  zu  verzeichnen war,  nahmen wir  an, dass  insgesamt 
mehr Synapsen für die Glutamat‐Freisetzung zur Verfügung standen, was durch opti‐
sche Methoden auch bestätigt wurde. 

Aber welche Funktionen übernehmen APP und APLP  
an zentralen Synapsen? 

Zwar führt ein Ausschalten aller drei Proteine zum frühen Tod der Tiere, aber autap‐
tisch kultivierte exzitatorische Neuronen zeigten keine Beeinträchtigung der  synapti‐
schen Transmission  im negativen Sinne,  im Gegenteil,  synaptische Transmission war 
ausgeprägter  in Dreifachmutanten. Wenn  also  das  Fehlen  der  Proteine APP, APLP1 
und APLP2 zu einer Steigerung der  synaptischen Transmission  führt, kann der Um‐
kehrschluss  lauten, dass diese Proteine eine  regulatorische Rolle  in der  synaptischen 
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Funktion spielen. Die Regulation ist sowohl prä‐ als auch postsynaptisch möglich. Ein 
möglicher Einfluss auf die Synaptogenese wurde bereits erwähnt  [MOYA et al. 1994; 
MORIMOTO et al. 1998]. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Erhöhungen  in der Sy‐
napsenzahl und Synapsendichte durchaus die veränderte synaptische Stärke erklären 
können. Im Gegensatz zu PRILLER et al. (2006) setzt die Beschleunigung der Synapto‐
genese  aber  viel  früher  ein,  und das  Plateau wird  ebenfalls  früher  erreicht. Die  Sy‐
napsenanzahl und  ‐dichte  in späten Tagen  in vitro begibt sich wieder auf ein gemein‐
sames Niveau (siehe 4.1.) Auffällig ist im Vergleich die Synapsenzahl. In PRILLER et al. 
wird nach ~20 Tagen in vitro die gleiche Zahl an Synapsen in APP‐defizienten Neuro‐
nen gefunden, die  in unserer Untersuchung bereits nach 7 bis 9 Tagen  in vitro als Be‐
fund vorlag. Hingegen war  in unserer Untersuchung nach ~20 Tagen  in vitro die Sy‐
napsenzahl auf über 2000 gestiegen und in beiden Stichproben vergleichbar (siehe 4.1.). 
Auch die Befunde  in der Dendritenfläche  in PRILLER et al. sind nicht konsistent mit 
unseren Ergebnissen, da in unserer Arbeitsgruppe kein Unterschied in diesem Parame‐
ter gezeigt werden konnte (Daten nicht gezeigt). In PRILLER et al. wurden autaptische 
Kulturen erst Ende der 3. Woche  in vitro gemessen, zu diesem Zeitpunkt konnten  in 
dieser Arbeit keine Messungen mehr  erhoben werden, da  in beiden  Stichproben die 
Amplituden der EPSC auf ein Niveau stiegen, das nicht mehr vom Verstärker kontrol‐
lierbar war. Gründe für diese Variabilität können in der autaptischen Kultur selbst be‐
gründet sein.  In unserer Arbeitsgruppe wurde das Protokoll der autaptischen Kultur 
seit 1993 modifiziert und verbessert (siehe 2.2.2.). Bei zu starker mechanischer Lösung 
des Zellverbandes kann ein Entwicklungsdefizit der Neuronen in Kultur auftreten, da 
die Zellen eine  längere Zeit benötigen, um  ihren Axon‐ und Dendritenbaum neu aus‐
zubilden. Durch  erwähnte Verbesserungen  konnte  in unserem Labor die Variabilität 
zwischen den Kulturen  auf  ein Minimum  reduziert werden.  Selbst  bei Berücksichti‐
gung der Variabilität  ist  in unseren Experimenten  bei Tieren des  gleichen Genotyps 
(APP‐Single‐Knockout) eine deutlich höhere Synapsenzahl nach ~20 Tagen  in vitro zu 
verzeichnen.  Auch  eine  Variabilität  zwischen  Experimentatoren  kann  nicht  ausge‐
schlossen werden. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb die Synapsenzählungen 
von Dr. Albrecht Sigler vorgenommen, der auch in anderen Arbeiten nach einem etab‐
lierten Algorithmus  ähnliche Experimente durchführte, um  so  eine Konstanz  in den 
Ergebnissen zu gewährleisten [ROSENMUND et al. 2002; VAROQUEAUX et al. 2002; 
ALTROCK et al. 2003]. Die zusätzliche Anwendung der optischen Methoden bestätigt 
und untermauert die in unserer Arbeit erhobenen elektrophysiologischen Befunde. 

Arbeiten  anderer  Gruppen  haben  für  adulte APP‐Single‐Knockout‐Tiere  bereits  ge‐
zeigt,  dass  keine  Veränderung  in  der  synaptischen  Stärke  zu  verzeichnen  war 
[DAWSON et al. 1999; PHINNEY et al. 1999]. Zwei Erklärungsmöglichkeiten für diesen 
Mechanismus wurden diskutiert. Entweder beschleunigt das Fehlen von APP die Sy‐
naptogenese,  oder  die  Beschleunigung  der  Synaptogenese  wird  in  adulten  Tieren 
durch eine erhöhte Eliminierung der Synapsen kompensiert [PRILLER et al. 2006]. Un‐
sere Schlussfolgerung lautet, dass Neuronen der Triple‐Knockouts bei gleicher Dendri‐
tenfläche in frühen Kulturtagen mehr Synapsen bilden, aber sich mit Maturation wie‐
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der auf ein gemeinsames Niveau begeben, was auf eine Beschleunigung, nicht auf eine 
Eliminierung hinweist. 

Des Weiteren wird APP vorwiegend präsynaptisch lokalisiert vermutet [SCHUBERT et 
al.  1991]. Das  relevante  Spaltprodukt  von APP, Aβ,  scheint  aber  besonders  auf  die 
postsynaptische Seite Einfluss zu nehmen. Neuronen  transgener Tiere, die Aβ akku‐
mulieren,  zeigen  eine Reduktion von PSD‐95 und Oberflächenexpression von GluR1 
[ALMEIDA et al. 2005]. PSD‐95 ist als postsynaptisches Markerprotein für sich entwi‐
ckelnde Synapsen bekannt. Es vermittelt die Rekrutierung und Verankerung von Glu‐
tamatrezeptor‐Untereinheiten  in  der  Postsynaptischen  Dichte.  Wenn  Aβ‐
Akkumulierung zur Reduktion von PSD‐95 und GluR1 führen, könnte ein vollständi‐
ges Fehlen von Aβ eventuell zur Überexpression der Parameter und damit Erhöhung 
der synaptischen Stärke führen. Auch APLP1 wurde  in Postsynaptischen Dichten des 
Cortex und des Hippocampus, aber nicht in denen des Kleinhirns gefunden [KIM et al. 
1995]. So kann auch erklärt werden, dass Doppelmutanten (APP/APLP2) keinen Unter‐
schied in der synaptischen Stärke gegenüber dem APP‐Single‐Knockout aufweisen, da 
immer noch ein weiteres Protein der Familie exprimiert wird und somit regulatorische 
Funktionen übernehmen kann.  

Ebenfalls wurde schon früh gezeigt, dass APP eine wichtige Rolle in der Hirnentwick‐
lung einnimmt. Die Expression der Isoform des Nervensystems, βAPP695, nimmt ste‐
tig während der in vitro‐Differenzierung von primären embryonal gewonnenen hippo‐
campalen Neuronen zu [HUNG et al. 1992]. 

Einen weiteren Hinweis auf Regulatorfunktionen des APP zeigt der Befund von βAPP‐
defizienten Mäusen.  Sie  sind  gegenüber Kainat‐induzierter Epilepsie  vulnerabler  als 
Wildtyp‐Mäuse. Krämpfe treten in diesen Mutanten früher und in verstärkter Form auf 
[STEINBACH et al. 1998]. Epilepsien können als neuronale Hyperaktivität betrachtet 
werden. Neuronale Hyperaktivität hingegen scheint die Sekretion von Aβ in Form ei‐
ner Hochregulation zu modulieren. Aβ wird eine Depression der synaptischen Trans‐
mission  in  Form  eines  negativen  Feedback‐Mechanismus  zugeschrieben. Dieser Me‐
chanismus  ist abhängig von der NMDA‐Rezeptor‐Aktivität und  ist  reversibel, sobald 
neuronale Hyperaktivität  blockiert wird  [KAMENETZ  et  al.  2003]. Wenn APP,  und 
demzufolge auch die Aβ‐Produktion, vollständig fehlt, ist anzunehmen, dass auch die 
synaptische Transmission in einer stärkeren Ausprägung zu erwarten ist. 

Es  gibt Hinweise  auf weitere  Interaktionspartner  in  der  synaptischen  Transmission. 
Mint‐Proteine sollen ebenfalls mit APP interagieren [HO CS et al. 2002; LEE et al. 2003]. 

Mint und APP beeinflussen sich gegenseitig, wobei dieser Mechanismus durch Munc‐
18 wahrscheinlich verstärkt wird [zur Übersicht DE STROOPER und ANNAERT 2000]. 
Munc‐18  gilt  als  negativer  Regulator  der  synaptischen  Vesikelfusion  [zur Übersicht 
GARNER  et  al.  2000]. Betrachtet man den APP‐Mint‐Munc‐18‐Kreislauf,  ist möglich, 
dass  bei APP‐Deletion  ein  Interaktionspartner  für Munc‐18  fehlt,  aber  auch  die Zu‐
sammenarbeit von Mint und Munc‐18 dadurch verändert sein kann, was zu einer po‐
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tenziell geringeren Hemmung auf Syntaxin führen könnte. Somit wäre ein Einfluss auf 
die synaptische Transmission gegeben (siehe Abb. 29).  

Des Weiteren sollen Mint und APP gemeinsam  im Golgi‐Apparat  lokalisiert sein und 
vermutlich den Aufbau von Synapsen beeinflussen  [HO A et al. 2003]. Bei Annahme 
einer negativ regulatorischen Funktion von APP auf Mint‐Proteine und Wegfall dieser 
in Knockout‐Tieren kann  es  somit zu  einer vermehrten Bildung von Synapsen kom‐
men. 

 

             
Abb. 29:  APP und mögliche Interaktionen mit synaptischen Proteinen 
APP und Mint beeinflussen sich gegenseitig, wobei dieser Mechanismus durch Munc‐18 verstärkt wird. 
Mint wiederum hat Einfluss auf präsynaptische Calciumkanäle und Munc‐18. Munc‐18 wird eine negativ 
regulierende Rolle auf Syntaxin zugeschrieben. 

Doch auch Mint scheint die Prozessierung von APP zu modulieren,  indem nach Bin‐
dung von Mint die Prozessierung von APP zu Aβ abnimmt. Der Mechanismus bleibt 
unklar [LEE et al. 2003]. 

APP  ist  als  einziges  Protein  der  Familie  für  die  Produktion  von Aβ  verantwortlich, 
deshalb scheinen APLP1 und APLP2 eine zusätzliche regulatorische Funktion zu über‐
nehmen, die noch nicht geklärt  ist. Vermutet wird ein Einfluss der APP‐intrazellular‐
Domäne (AICD). APP und APLP werden durch Sekretasen ähnlich gespalten. Als Pro‐
dukte entstehen dabei Aβ (nur aus APP) und AICD (sowohl aus APP und APLP). Wird 
diese γ‐Sekretase geblockt, kann auch in Wildtypen gegenüber APP‐defizienten Tieren 
der gleiche Phänotyp mit Erhöhung der synaptischen Stärke erzeugt werden [PRILLER 
et al. 2006]. Die dort in Verbindung mit anderen Arbeiten gezogene Schlussfolgerung, 
dass aber nur Aβ statt aller AICD in Frage kommt, kann in dieser Arbeit nicht bestätigt 
werden. Das Ausschalten aller Proteine der APP/APLP‐Familie führt nachweislich zur 
Erhöhung der  synaptischen  Stärke.  Somit  kann nicht Aβ  allein  für diesen Phänotyp 
verantwortlich sein. 

Ein weiterer Hinweis auf wichtige Funktionen der APLP ist die Lokalisation der Prote‐
ine.  Insbesondere APLP1 wird  selektiv  in  den  Postsynaptischen Dichten  exprimiert. 
Des Weiteren wurde beobachtet, dass die APLP1‐Expression während der postnatalen 
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Cortex‐Entwicklung  in den Postsynaptischen Dichten  zunimmt,  sodass  eine Rolle  in 
der Synaptogenese und synaptischer Maturation vermutet wurde [KIM et al. 1995]. Bei 
fehlender APLP1‐Expression in Mutanten kann die vermutete regulatorische Funktion 
nicht mehr  ausgeübt werden. Die  synaptische Entwicklung  kann dadurch  entweder 
beschleunigt oder gehemmt werden. Die vorliegende Arbeit lässt eine Beschleunigung 
vermuten. 

Um die  angenommene Angleichung  in  adulten Tieren  zu  bestätigen, wären  elektro‐
physiologische Experimente an adulten Knockout‐Mäusen von großem  Interesse. Da 
aber die Triple‐Knockout‐Tiere eine erhöhte postnatale Letalität aufweisen [HERMS et 
al. 2004], ist dieses Ziel schwer zu verfolgen. 

 

4.2 Morbus Alzheimer – eine „Synapsenkrankheit“? 

Morbus Alzheimer ist eine neurodegenerative Erkrankung und die häufigste Form der 
Demenz im Alter. Klinische Auffälligkeiten sind insbesondere Vergesslichkeit, Aphasie, 
Apraxie, Raumsinn‐ und Raumverarbeitungsstörungen, Unmöglichkeit des abstrakten 
Denkens, Desorientiertheit und andere kognitive Defizite bis hin zur Handlungsunfä‐
higkeit. Neuropathologische Auffälligkeiten des Gehirns von Alzheimer‐Patienten sind 
u.a. Verlust  von  Synapsen,  reaktive Gliose, dystrophische Neuriten, neuronale Atro‐
phie bzw. Neuronenuntergang, intraneuronale Fibrillenbildung und extrazelluläre Pla‐
quebildung (s. Kapitel 1). Der Schweregrad der Krankheit ist stark mit kognitiven De‐
fiziten  verbunden,  die  wiederum  besser  mit  der  Schwere  der  synaptischen 
Beeinträchtigung korrelieren  als mit dem Grad der Akkumulierung  von Aβ, Neuro‐
fibrillen oder Neuronenverlust [MUCKE et al. 2000; ODDO et al. 2003]. Frühe Alzhei‐
mer‐Symptome sind durch Schädigungen an cholinergen und glutamatergen Synapsen 
gekennzeichnet. Dieser Synapsenverlust, der früh auftritt, wiegt dabei schwerer als der 
spätere Neuronenverlust [zur Übersicht SELKOE 2002]. Verschiedene Studien konnten 
zeigen, dass synaptische Proteine im Hippocampus und Assoziations‐Cortex verringert 
in Alzheimer‐Patienten exprimiert werden [SZE et al. 2000; MASLIAH et al. 2001]. Ins‐
besondere Proteine, die  in der  synaptischen Vesikelmembran  lokalisiert  sind  (Synap‐
tobrevin,  Synaptotagmin, Rab  3a)  sind  reduziert, während  Proteine mit  vorrangiger 
Lokalisation  in  der  präsynaptischen  Membran  (Syntaxin,  SNAP  25)  unverändert 
exprimiert wurden. Die  frühen  Schäden  sind  so  auf den  synaptischen Vesikelzyklus 
zurückzuführen [SZE et al. 2000]. SZE et al. schlossen aus  ihren Arbeiten, dass a) Sy‐
napsen  in Alzheimer‐Patienten  intakt sind; b) präsynaptische Vesikelproteine eher be‐
troffen sind, als dass ein Komplettverlust von Synapsen auftritt; c) der Verlust synapti‐
scher Marker im Hippocampus mit einer funktionalen Beeinträchtigung in kognitiven 
Tests korreliert sowie d) Exozytose‐Defekte auftreten können [SZE et al. 2000]. Diesem 
Verlust auf Proteinebene widerspricht die Untersuchung von MASLIAH et al., in deren 
Experimenten  es  auch  im  frühen  Stadium  zu  einem Komplettverlust  von  Synapsen 
kommt  [MASLIAH et al. 2001]. Beide Untersuchungen bestätigten aber, dass die ver‐
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mutete Beeinträchtigung der  synaptischen Funktion bereits vor der Bildung der Aβ‐
Plaques auftrat. 

Auch elektrophysiologische Untersuchungen weisen darauf hin, dass die basale synap‐
tische Transmission vor Bildung der Plaques bereits in transgenen Tieren, die APP übe‐
rexprimieren, beeinträchtigt war [HSIA et al. 1999]. 

Trotzdem muss die  synaptische Dysfunktion  auch durch Aβ  hervorgerufen werden, 
denn  Immunisierung mit einem Antikörper gegen Aβ  führte zu einer Besserung der 
Gedächtnisdefizite  in APPV717F‐transgenen Mäusen. Diese Mäuse entwickeln neuro‐
pathologische Auffälligkeiten, die dem Morbus Alzheimer des Menschen entsprechen. 
Objekterkennung, Gedächtnis und Lernen waren in Verhaltenstests nach Injektion des 
Antikörpers  signifikant verbessert  [DODART  et  al.  2002]. Eine  andere Arbeit konnte 
zeigen, dass  synaptische Degeneration durch Aβ  in  transgenen Mäusen  aufgehalten 
werden kann,  indem passiv oder aktiv gegen Aβ  immunisiert wurde  [BUTTINI et al. 
2005]. 

Lernen und Gedächtnis sind auf Modulierungen der synaptischen Stärke zurückzufüh‐
ren, also auf die Anzahl und die Funktion von Synapsen. Der Verlust synaptischer In‐
tegrität besonders im Hippocampus beeinträchtigt insbesondere Lernen und Gedächt‐
nis [NICOLL et al. 1988]. Die synaptische Funktion im Hippocampus bestimmt also die 
Möglichkeit,  zu  lernen und  sich  zu  erinnern. Die  synaptische Funktion  ist  abhängig 
von  der  Exozytose Neurotransmitter‐gefüllter Vesikel.  Studien  haben  zuvor  gezeigt, 
dass der Verlust präsynaptischer Proteine nicht  letal  sein muss, aber die  synaptische 
Transmission beeinflussen kann [REIM et al. 2001; ALTROCK et al. 2003]. Wenn dem‐
zufolge die synaptische Transmission in dieser Hirnregion beeinträchtigt ist, sind eben‐
falls Lern‐ und Erinnerungsmechanismen betroffen. 

Welche Einflüsse haben APP und APLP auf die  
Entstehung des Morbus Alzheimer? 

Ein wichtiges  neuropathologisches  Charakteristikum  des Morbus Alzheimer  ist  die 
Akkumulation von Aβ, die schließlich zur extrazellulären Plaque‐Bildung führt. Doch 
bereits die gesteigerte Produktion von Aβ bei Überexpression von APP ohne nachfol‐
gende  Plaquebildung  führt  zur  Depression  der  synaptischen  Transmission 
[KAMENETZ et al. 2003]. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Verlust der APP und APLP‐Proteine 
die synaptische Stärke, die Synapsenzahl und Synapsendichte zunimmt und die Prote‐
infamilie eine wichtige Rolle bei der Regulation der synaptischen Funktion zu haben 
scheint. Wie der genaue Mechanismus der vermuteten Regulatorfunktion von APP und 
APLP aussieht, ist nicht klar.  

Auch APLP1 und APLP2 sind an molekularpathologischen Auffälligkeiten des Morbus 
Alzheimer beteiligt [WASCO et al. 1992; BAYER et al. 1997; MCNAMARA et al. 1998; 
BAYER et al. 1999]. Die genaue Funktion von APLP1 und APLP2 bleibt aber weiterhin 
unklar. Derzeit  fehlen noch  transgene Tiere, die nicht   nur APP,  sondern auch APLP 
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überexprimieren. Eine  vergleichende  Studie  könnte  genauer  zeigen,  ob APLP  in der 
Lage  sind,  eine Progression der Alzheimer‐Krankheit hervorzurufen bzw. mitverant‐
wortlich für deren Pathogenese sind. 

Die  APP‐Familie  kann  einen  wichtigen  Einfluss  auf  die  Synapsenbildung  und  Sy‐
napsenerhaltung haben und damit  zelluläre Mechanismen des Lernens und des Ge‐
dächtnisses beeinflussen  [KIM  et  al.  1995; BAYER  et  al.  1999], wobei  im Gehirn von 
Alzheimer‐Patienten die Missregulation der Proteinfamilie und letztendlich das Fehlen 
funktionaler APP und APLP zu chronisch kognitiven Defiziten durch Verlust der struk‐
turellen  Integrität  von  Synapsen  und  fehlenden  Einfluss  auf  die  Synapsenerhaltung 
führen kann. 
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5 Zusammenfassung 

APP und APLP sind homologe Proteine, deren physiologische Funktion nur sehr un‐
vollständig  geklärt  ist. Die  Proteinfamilie  ist  synaptisch  lokalisiert  und wird  durch  
Sekretasen  in  ähnlicher Weise  prozessiert.  Einem  Spaltprodukt,  dem Aβ, wird  eine 
Schlüsselrolle in der Entstehung der Alzheimer‐Krankheit zugeordnet. 

In der vorliegenden Arbeit konnten wir erstmals zeigen, dass nicht nur APP, sondern 
auch APLP  einen  Einfluss  auf  die  synaptische  Transmission  hat. Wir  untersuchten 
APP/APLP1/APLP2‐Triple‐Knockout‐Mäuse mittels  der  patch‐clamp‐Technik  auf  Ver‐
änderungen  der  synaptischen  Transmission,  indem wir  hippocampale  exzitatorische 
Neuronen autaptisch kultivierten. Überraschenderweise führte die dreifache Mutation 
zu einer Erhöhung der synaptischen Stärke, die sich  insbesondere  in einer Vergröße‐
rung  der  Amplitude  und  Ladung  der  evozierten  exzitatorischen  postsynaptischen 
Ströme sowie einer Veränderung der Synapsenzahl äußerte. 

Unsere  Experimente  stützen  die  Hypothese,  dass  APP  und  APLP  die  synaptische 
Funktion durch Regulation der Synapsenzahl entwicklungsabhängig modulieren kön‐
nen.  In  einem  frühen  Stadium der Hirnentwicklung wirkt  sich das  Fehlen  von APP 
und APLP auf die Synapsenzahl aus, indem Synapsen wahrscheinlich schneller gebil‐
det werden, während mit Maturation des Hirns der Einfluss der Proteine auf die Sy‐
napsenbildung  abnimmt und wahrscheinlich  in der  Synapsenerhaltung  eine größere 
Rolle spielt. 
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