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1. FEinleitung

1. Einleitung

In der Proteinfamilie der ,Neurotrophine“ werden Faktoren zusammengefasst, die am
Uberleben, an der Funktion und an der ontogenetischen Entwicklung von Neuronen be-
teiligt sind. Der erste bekannte Vertreter, Nerve-Growth Factor (NGF), wurde bereits
in den 1950er Jahren von Rita Levi-Montalcini, Stanley Cohen und Viktor Hambur-
ger entdeckt und isoliert (Levi-Montalcini und Hamburger, 1951; Cohen et al., 1954).
Der zweite Verteter, das Protein Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), konn-
te jedoch erst iiber 30 Jahre spéter aus den Gehirnen von Schweinen isoliert werden
(Barde et al., 1982). In den 90er Jahren wurden schlieklich weitere Neurotrophine, wie
NT-3 (Neurotrophin-3) und NT-4/5, beschrieben (Maisonpierre et al., 1990; Hallb66k
et al., 1991; Ip et al., 1992). Dariiber hinaus wurde die Wirkung der Faktoren néher
charakterisiert: Fs konnte festgestellt werden, dass diese sekretorischen Proteine nicht
nur eine protektive und differenzierende Wirkung wéhrend und nach der Entwicklung
von Neuronen besitzen, sondern auch an Prozessen der synaptischen Plastizitit und
der Reperatur von Neuronen beteiligt sein kénnen (fiir eine Ubersicht, s. Ebadi et al.,
1997; Davies, 2000; Lu und Gottschalk, 2000; Huang und Reichardt, 2001; Poo, 2001).
Die Neurotrophine erfiillen diese Funktionen durch ligandeninduzierte Aktivierungen des
allgemeinen Neurotrophinrezeptors p75V7% oder der spezifischen Tropomyosin-Kinasen
(Trk-Rezeptoren; fiir eine Ubersicht, s. Chao 2003). Die Bindung der Neurotrophine

5NTE erfolgt dabei mit dhnlicher Ligandenbindungsaffinitét (fiir eine aktuelle

an den p7
Ubersicht, s. Meeker und Williams, 2015). Die Bindung an die Trk-Rezeptoren erfolgt
jedoch ligandenspezifisch. BDNF und NT-4 aktivieren beispielsweise den Tropomyosin-
Kinase B Rezeptor (Soppet et al., 1991; Klein et al., 1992), wihrend NGF spezifisch an

den TrkA Rezeptor bindet (Kaplan et al., 1991). NT-3 besitzt die stirkste Affinitét zum
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TrkC Rezeptor, kann jedoch auch an TrkA und TrkB binden (Lamballe et al. 1991; fiir
eine Ubersicht, s. Bothwell 1995). Die intensive Erforschung von Neurotrophinen, ihren
Funktionen und der von ihnen aktivierten Signalkaskaden zeigte ihre zentrale Bedeu-
tung withrend physiologischer und pathophysiologischer Prozesse (fiir eine Ubersicht, s.
Lessmann et al., 2003; Lu et al., 2005; Allen et al., 2013; Oliveira et al., 2013; Park und
Poo, 2013).

1.1. Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

Bereits frithere Untersuchungen zeigten, dass BDNF-mRNA und Protein besonders stark
im Saugergehirn verbreitet sind und sich diese Expression im Verlauf der Entwicklung
und wihrend Alterungsprozessen verdndert (Leibrock et al., 1989; Maisonpierre et al.,
1990; Katoh-Semba et al., 1997). Inzwischen ist zudem bekannt, dass BDNF eine wichtige
Rolle wiahrend der Entstehung und Modulation von synaptischer Plastizitdt im Gehirn
besitzt und an Gedéachtnisprozessen beteiligt ist (s. auch Abschnitt 1.1.4). Dabei sind der
Transport und die aktivitdtsabhédngige Sekretion von BDNF von zentraler Bedeutung
(fiir eine Ubersicht, s. Lessmann et al., 2003; Lessmann und Brigadski, 2009; Bekinschtein
et al., 2014; Park und Poo, 2013; Edelmann et al., 2014). Beispielsweise konnte gezeigt
werden, dass die Sekretion von BDNF durch eine Punktmutation im BDNF-Gen, die
den Austausch der Aminosdure Valin durch Methionin in der Pro-Region des Proteins
verursacht, beeinflusst werden kann. Diese genetische Verdnderung nimmt gleichzeitig
Einfluss auf die Gedéchtnisbildung und die neuronale synaptische Plasitzitét (Egan et al.,
2003).

1.1.1. Synthese und Prozessierung von BDNF

Das BDNF-Protein wird wie andere Neurotrophine als Pré-Pro-Peptid aus seiner mRNA
synthetisiert (Timmusk et al., 1993). Diese BDNF-mRNA konnte in vielen Gehirnregio-
nen von M&usen und Ratten nachgewiesen werden (z.B. im Hippokampus, der Amygda-
la sowie in Thalamus und Hypothalamus; fiir eine Ubersicht s. Edelmann et al. 2014).
Wihrend der Synthese gelangt ProBDNF unter Abspaltung der Préa-Doméine in das
endoplasmatische Retikulum (ER), wo es beispielsweise durch Glykosylierung und Gly-
kosulfatierung weiter modifiziert werden kann (Mowla et al., 2001). Als sekretorisches
Protein wird BDNF in den Golgi-Apparat und in das Trans-Golgi-Netzwerk (TGN)

transportiert, wo es letztendlich in sogenannte Large Dense Core Vesikel (LDCV) ver-
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packt wird (fiir eine Ubersicht, s. Lessmann und Brigadski, 2009). Eine weitere mégliche
Form der Prozessierung des Proteins ist die Abspaltung der Pro-Doméne, um matu-
res BDNF (mBDNF, ca. 14 kD) zu generieren. Innerhalb dieser Pro-Doméne befinden
sich Signalsequenzen, die dazu fiihren, dass das Protein in einen von zwei Freisetzungs-
wegen einsortiert wird: Den konstitutiven Sekretionsweg oder den aktivitdtsabhangigen
Sekretionsweg (Ma et al. 2008, zusammengefasst in Lessmann et al. 2003). Fiir die Pro-
Doméne des Faktors BDNF konnte dabei gezeigt werden, dass sie eine Einsortierung in
den aktivitatsabhingigen Freisetzungsweg bewirkt (Chen et al., 2005). Dies konnte von
Brigadski et al. (2005) durch den Austausch der verschiedenen Pro-Doménen zwischen
den Neurotrophinen, die bevorzugt in unterschiedliche Sekretionswege einsortiert wer-
den, bestétigt werden. Die o.g. proteolytische Spaltung findet intrazellular durch Furin
und Prokonvertasen vor der Sekretion statt (Seidah et al., 1996). Neben dieser intrazel-
luldren Prozessierung wurde jedoch auch die extrazelluldre Abspaltung der Pro-Doméne
durch das tPA/Plasmin-System (tPA: tissue plasminogen activator) sowie durch extra-
zelluldre Metalloproteasen beschrieben (Lee et al., 2001; Pang et al., 2004). Da Neuro-
trophine generell in geringer Konzentration exprimiert werden, wurde die BDNF-Menge
in diesen Studien durch das Einbringen von BDNF-Plasmidkonstrukten in die Zellen
erhdht. Sowohl endogenes ProBDNF als auch endogenes mBDNF konnten in hippokam-
palen Lysaten und in hippokampalen Neuronenkulturen detektiert werden (Matsumoto
et al. 2008; Yang et al. 2009; fiir eine Ubersicht, s. Lu et al. 2005; Barker 2009).

1.1.2. Lokalisation von BDNF

Die geringen Expressionslevel von Neurotrophinen erschweren die Untersuchungen zur
Lokalisation des Proteins im Zentralen Nervensystem (ZNS). Allgemein konnte nach-
gewiesen werden, dass das Protein im gesamten ZNS verbreitet ist. Teilweise gelangt
es dabei durch Internalisierung und Transzytose in die verschiedenen Gehirnregionen
(Conner et al., 1997). Zudem konnten einige Arbeitsgruppen zeigen, dass die Expres-
sion des BDNF-Proteins in der hippokampalen Formation und im zerebralen Kortex
besonders hoch ist (fiir eine Ubersicht s. Lessmann et al., 2003; Edelmann et al., 2014).
Beziiglich der subregionalen und subzelluldren Verteilung des Proteins gibt es bisher
unterschiedliche Studienergebnisse. Die mRNA des Proteins ist im ZNS weit verbreitet
und kann beispielsweise in den hippokampalen CA1-, CA2- und CA3-Pyramidenzellen,

in den Kornerzellen des Hippokampus und des Cerebellums sowie in kortikalen Neu-



1. FEinleitung

ronen und in Neuronen des Hypothalamus detektiert werden (Wetmore et al. 1994;
fiir eine Ubersicht s. Tongiorgi 2008; Edelmann et al. 2014). Fiir das aus der mRNA
translatierte Protein gibt es jedoch beziiglich seiner Lokalisation widerspriichliche Stu-
dien. Es wird zwar ebenfalls in den Neuronen des Kortex und des Hypothalamus sowie
in Kornerzellen des Hippokampus und in CA2- und CA3-Pyramidenzellen exprimiert,
doch wahrend einige Arbeitsgruppen das Protein in den Somata und Dendriten der CA1
Neurone durch Antikérperfarbungen nachweisen konnten (Wetmore et al., 1991; Conner
et al., 1997; Dugich-Djordjevic et al., 1995; Schmidt-Kastner et al., 1996), gab es auch
Untersuchungen, bei denen BDNF nur in einigen wenigen CA1-Pyramidenzellen detek-
tiert werden konnte (Yan et al., 1997; Dieni et al., 2012). Diese beiden Arbeitsgruppen
konnten BDNF jedoch insbesondere in axonalen Fasern detektieren, die présynaptisch

auf die CA1-Pyramidenneurone projizieren.

Auf subzelluldrer Ebene wurde insbesondere in Kortex und Hippokampus iiberpriift, in
welchen Regionen sich BDNF mRNA und Protein nachweisen lassen. Die BDNF-mRNA
wurde dabei in somatodendritischen Bereichen hippokampaler und kortikaler Kulturen
nachgewiesen (Cellerino et al., 1996; Tongiorgi et al., 1997; Capsoni et al., 1999; An et al.,
2008; Matsuda et al., 2009; Waterhouse et al., 2012), in denen sie auch translatiert wird
(Lau et al., 2010; Liao et al., 2012). Eine dendritische Lokalisation zeigten Tongiorgi et al.
(2004) auch in vivo. Ferner fanden Righi et al. (2000) heraus, dass eine Depolarisation
von Neuronen zu einer Zunahme der dendritisch lokalisierten mRNA im Hippokampus
fithrt, was jedoch fiir kortikale und striatale Neurone nicht bestétigt werden konnte (Ma
et al., 2012). Einige Studien untersuchten im Zusammenhang mit der Lokalisation der
mRNA auch die Verteilung des BDNF-Proteins durch immunozytochemische Versuche.
Dabei konnte in kultivierten, hippokampalen Neuronen eine starke Kolokalisation von
endogenem BDNF und dem dendritischen Marker MAP2 (Mikrotubuli-assoziiertes Pro-
tein 2) sowohl fiir embryonal als auch postnatal gewonnene Neurone gezeigt werden
(Goodman et al., 1996; An et al., 2008; Matsuda et al., 2009; Waterhouse et al., 2012).
Interessanterweise fanden Cheng et al. (2011) unter ihren Kulturbedingungen heraus,
dass BDNF wiahrend der frithen Entwicklung embryonaler hippokampaler Neurone vor
allem axonal lokalisiert ist, wo es durch einen autokrinen Mechanismus an der Entste-
hung des Axons beteiligt ist. Swanwick et al. (2004) und Matsuda et al. (2009) zeigten
nach einer langeren Kultivierungszeit sowohl axonale als auch dendritische Expression

des endogenen BDNF-Proteins. Sie zeigten auch, dass BDNF zwar grofitenteils extra-
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synaptisch lokalisiert war, jedoch auch in den synaptischen Kompartimenten der Zellen
vorkam (vgl. auch Scalettar et al., 2012). Eine deutliche Kolokalisation von BDNF-
EGFP mit dem postsynaptischen Marker Postsynaptic Density-Fraktion 95 (PSD95)
wurde von Brigadski et al. (2005) in kultivierten, hippokampalen Neuronen gezeigt. Ei-
ne solche Kolokalisation von endogenem BDNF mit der postsynaptischen Dichte konnte
auch in kortikalen Neuronen durch hochauflésende Elektronenmikroskopie nachgewiesen
werden (Aoki et al., 2000).

Die vielen Studien zur Lokalisation von BDNF zeigen demnach, dass der insgesamt
sehr weit verbreitete Faktor in Hippokampus und Kortex am stérksten exprimiert wird.
Studien auf zelluldrer und subzelluldrer Ebene zeigen, dass BDNF beispielsweise in ver-
schiedenen Bereichen des Hippokampus, in Axonen und Dendriten sowie synaptisch und

extrasynaptisch nachgewiesen werden kann.

1.1.3. Sekretion von BDNF

Bereits Mitte der 90er Jahre gab es die ersten indirekten Beweise fiir eine mogliche Se-
kretion von BDNF. Wetmore et al. (1994) konnten immunohistochemisch zeigen, dass
eine Stimulation der CA3-Moosfasern im Hippokampus zu einer Zunahme von BDNF
ausserhalb der Neurone fithrte. 1996 zeigten Figurov et al., dass das Abfangen von BDNF
durch die extrazellulidre Zugabe von TrkB-Antikérpern die von BDNF ausgelosten Funk-
tionen unterband. Zahlreiche weitere Studien nutzten dieses System, um die Sekretion
von BDNF aus Neuronen des Hippokampus und anderer Gehirnstrukturen zu bestétigen
(fiir eine Ubersicht s. Lessmann und Brigadski, 2009; Edelmann et al., 2014).

1.1.3.1. Sekretion von endogenem BDNF

Die Sekretion von endogenem BDNF konnte durch die Verwendung des enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) fiir Superfusate von Gehirnschnitten von Ratten und
Ma&usen mehrfach bestatigt werden. Bei diesen Versuchen wurden die Gewebeschnitte
elektrisch (Kortex, Aicardi et al. 2004; Bergami et al. 2008) oder durch eine Erhéhung der
extrazelluldren Kaliumkonzentration (Hippokampus, Griesbeck et al. 1999) bzw. durch
die extrazelluldre Zugabe von Neurotrophinen (Hippokampus, Canossa et al. 1997) sti-
muliert und der BDNF-Gehalt des Puffers zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Der
BDNF-Gehalt in der extrazellularen Losung stieg nach der Stimulation jeweils an. Ver-

suche an Neuronenkulturen zeigten ebenfalls eine Zunahme der BDNF-Sekretion nach
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Stimulation (Canossa et al., 1997; Griesbeck et al., 1999). In diesen Versuchen wurden
die basalen BDNF-Level jedoch experimentell erhéht, um die Detektionsschwelle fiir die
ELISA-Messungen zu erreichen. Erst spéter entwickelten Balkowiec und Katz (2000) ei-
ne modifizierte ELISA-Technik, die es ihnen ermdéglichte, die Konzentration sekretierten
BDNFs in Kulturschalen auch ohne Uberexpression des Proteins zu bestimmen. Durch
sie und weitere Arbeitsgruppen konnte eine BDNF-Freisetzung aus hippokampalen Kul-
turen nach elektrischer Stimulation, nicht jedoch nach der Zunahme der extrazelluldren
Kaliumkonzentration, bestétigt werden (Balkowiec und Katz, 2002; Babu et al., 2009;
Dean et al., 2009). Obwohl die o.g. Studien eine Freisetzung von endogenem BDNF
eindeutig nachwiesen, betrigt die zeitliche Auflésung der BDNF-ELISA-Messungen zwi-
schen einer Minute und mehreren Stunden, was wesentlich langsamer ist als die Sekre-
tionsgeschwindigkeit von Neurotrophinen (vgl. Brigadski et al., 2005, sowie Abschnitt
1.1.3.2). Die Zelltypen, die BDNF ausschiitten, sowie der subzelluldre Ursprung des
sekretierten BDNFs kénnen durch diese Methode demnach nicht genauer eingegrenzt

werden (fiir eine Ubersicht s. Lessmann und Brigadski, 2009).

1.1.3.2. BDNF-Sekretion mit Hilfe fluoreszenter Markerproteinen

Um die aktivitdtsabhangige Sekretion von BDNF raumlich und zeitlich besser auflosen zu
konnen, verwendeten viele Studien DNA-Konstrukte fiir fluoreszenzmarkiertes BDNF,
die in Neurone eingebracht wurden. Einige dieser Studien zeigten, dass die zelluldre
Verteilung und die Sekretionseigenschaften dieser Proteine mit denen von endogenem
BDNF vergleichbar sind (Haubensak et al. 1998; Kojima et al. 2001; Brigadski et al.
2005; Matsuda et al. 2009; Dean et al. 2009; Scalettar et al. 2012; fiir eine Ubersicht s.
beispielsweise Lessmann und Brigadski 2009). BDNF-GFP (GFP: Griinfluoreszierendes
Protein) kann insbesondere dazu verwendet werden, die Sekretion und Wiederaufnahme
von BDNF als Reaktion auf verschiedene Stimuli durch Videoaufnahmen in Echtzeit zu
untersuchen. Viele Studien verwenden dabei eine Methode, bei der die extrazellulidre Ka-
liumkonzentration zur Depolarisation der Neurone erhéht wird. Die Sekretion wird dabei
als Abnahme der intravesikularen GFP-Fluoreszenz nach der Stimulation gemessen. Mit
dieser Methode konnte die Sekretion von BDNF aus den Dendriten hippokampaler und
kortikaler Neurone (Hartmann et al., 2001; Kojima et al., 2001; Brigadski et al., 2005;
Kolarow et al., 2007; de Wit et al., 2009; Dean et al., 2009) und aus Axonen (Shino-
da et al., 2011; Dean et al., 2009; Sadakata et al., 2012) beobachtet werden. Brigadski
et al. (2005) fanden mit dieser Methode heraus, dass die Dynamik der BDNF-Sekretion
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aus den Dendriten hippokampaler Neurone kritisch vom pH-Wert der LDCVs beeinflusst
wird, in denen sich das Protein befindet. Eine vorzeitige Alkalisierung der Vesikel konnte
die Sekretion beschleunigen, die unter physiologischen Bedingungen zehnfach langsamer
verlauft als die Sekretion aus synaptischen Vesikeln. Die gleiche Arbeitsgruppe konn-
te aukerdem zeigen, dass diese Ausschiittung iiber die Entstehung von Fusionsporen
erfolgt, die entweder iiber mehrere Sekunden konstant getffnet bleiben oder sich wieder-
holt 6ffnen und schliefen (kiss and run oder transiente Fusion). Diese durch Zunahme
der extrazellularen Kaliumkonzentration induzierte Freisetzung von BDNF war kritisch
vom Einstrom postsynaptischen Kalziums iiber spannungsgesteurte Kalziumkanéle (I.-
Typ VGCCs) und von der Kalziumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern abhéngig
(Hartmann et al., 2001; Kolarow et al., 2007).

1.1.3.3. BDNF-Sekretion infolge elektrischer Stimulation

Neben der Stimulation von Neuronen durch exzitatorische Transmitter oder durch Ver-
dnderungen in der extazelluliren Kaliumkonzentration haben sich einige Studien bis-
her auch mit der Beobachtung der Sekretion von BDNF aufgrund elektrischer Stimuli
beschéftigt. Hartmann et al. konnten 2001 zeigen, dass eine presynaptische, tetanische
Stimulation in einigen Zellen eine Sekretion auslésen konnte, die mit der Sekretion durch
die gleichzeitige Zugabe von erh6htem extrazellulirem Kalium und dem exzitatorischen
Neurotransmitters Glutamat vergleichbar war. Weitere Studien konnten aufkerdem eine
spontane neuronale Aktivitdt mit der Sekretion von BDNF aus hippokampalen Neuro-
nen in Verbindung bringen (Canossa et al., 2002; Magby et al., 2006; Kuczewski et al.,
2008).

Studien, die sich mit der Induktion der BDNF-Sekretion durch elektrische Stimulation
beschéftigten, nutzten in ihren Ansédtzen die Methode der Feldstimulation. Sie verwen-
deten dabei Protokolle, die bei Versuchen zur Induktion von synaptischer Plastizitéit
eine Rolle spielen (vgl. Abschnitt 1.1.4). So konnte an kortikalen Schnitten eine BDNF-
Sekretion durch Theta-Burst Stimulationen (TBS') ausgelost werden, die durch ELISA-
Messungen oder Immunfiarbungen nachgewiesen werden konnte (Aicardi et al., 2004;
Bergami et al., 2008). Solche TBS wurden auch bei Feldstimulationen an hippokampalen
Neuronen und Gehirnschnitten verwendet, um eine Ausschiittung von BDNF auszuldsen
(Balkowiec und Katz, 2002; Gértner und Staiger, 2002; Santi et al., 2006; Matsuda et al.,

LTBS: mehrfache Wiederholungen von kurzen Impulsen (4-5 Stimuli bei 100 Hz) im Abstand von 5 Hz
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2009). Matsuda et al. stellten dabei fest, dass sich der Modus der BDNF-Sekretion nach
TBS in Axonen und Dendriten unterscheidet: Dendritische BDNF-enthaltende Vesikel
gaben ihren gesamten Inhalt durch Verschmelzung mit der Zellmembran an das extra-
zelluldre Medium ab (full collapse Fusion), wihrend axonale Vesikel ihr BDNEF durch
transiente Fusion freisetzten. Neben diesen Protokollen wurden auferdem verschiedene
hochfrequente Stimulationen mit Mustern von 50 - 100 Hz zur erfolgreichen Induktion
einer BDNF-Sekretion verwendet (Balkowiec und Katz, 2002; Gértner und Staiger, 2002;
Nagappan et al., 2009) sowie einige niederfrequente Stimulationsprotokolle, die entwe-
der keine Sekretion verursachten (Gértner und Staiger, 2002) oder die Sekretion von
ProBDNF zur Folge hatten (Nagappan et al., 2009).

Auch Kuczewski et al. (2008) beschéftigten sich in ihrer Arbeit intensiv mit der Mog-
lichkeit, eine BDNF-Sekretion durch elektrische Stimulationen auszulsen, jedoch ohne
dabei auf Feldpotenziale zuriickgreifen zu miissen. Sie nutzten patch clamp Ganzzellab-
leitungen, um eine BDNF-Ausschiittung nach spontaner Zellaktivitéit, erhdhter elektri-
scher Aktivitdt, anhaltender oder zunehmender Depolarisierung sowie durch die Aus-
16sung von Aktionspotenzialen zu induzieren. Durch dendritische Ableitungen konnten
sie feststellen, dass das Zuriickpropagieren der Aktionspotenziale in die Dendriten eine
Sekretion von endogenem BDNF verursacht. Sie konnten diese Ausschiittung auch durch
Echtzeitaufnahmen von fluoreszenzmarkiertem BDNF wihrend der Sekretion beobach-
ten. Interessanterweise fanden sie bei dieser Methode keine Abhéngigkeit der Sekretion
von Kalzium aus internen Speichern, obwohl der Einstrom von extrazellularem Kalzium
auch bei ihren Experimenten von essentieller Bedeutung war (vgl. kaliuminduzierte Se-
kretion in Kolarow et al., 2007). Eine weitere interessante Entdeckung dieser und einer
weiteren Studie ist, dass eine anhaltende Depolarisation der hippokampalen Neurone
auf —40 mV auch dann eine BDNF-Sekretion auslésen konnte, wenn die Enstehung von
Aktionspotenzialen durch Tetrodotoxin (TTX), einem Blocker fiir spannungsgesteurte
Natriumkanéle, unterbunden wurde (Magby et al., 2006; Kuczewski et al., 2008).

1.1.4. Die Rolle von BDNF wihrend synaptischer Plastizitdtsprozesse

Wie in Abschnitt 1.1.3.3 erwdhnt, entstammen viele Stimulationsmuster, die eine Sekre-
tion von BDNF induzieren, aus Versuchen zur synaptischen Plastizitdt in Neuronen. Die
Beteiligung von BDNF an Plastizitdatsprozessen ist allgemein bekannt und wurde kiirz-

lich in zahlreichen Ubersichtsartikeln zusammengefasst (s. zum Beispiel Edelmann et al.,
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2014; Leal et al., 2014a,b; Panja und Bramham, 2014). Erste Hinweise zur Bedeutung
von BDNF bei synaptischen Plastizitdtsprozessen wurden bereits 1992 von Patterson
et al. entdeckt, die nach der Induktion einer Langzeitpotenzierung (long term potentia-
tion, LTP) durch tetanische Stimulation an hippokampalen Neuronen eine Zunahme der
BDNF-mRNA nachweisen konnten. Eine akute Zugabe von BDNF zu hippokampalen
oder kortikalen Neuronen bzw. hippokampalen Schnitten fiihrte aufserdem zu einer Ver-
besserung der synaptischen Transmission (Lessmann et al., 1994; Figurov et al., 1996;
Takei et al., 1997). Einige Studien zeigten zudem, dass eine Reduktion des extrazelluli-
ren BDNFs die Stérke einer LTP verringern oder sie unterbinden kann (Figurov et al.,
1996; Kang et al., 1997; Chen et al., 1999). Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung
von BDNF bei synaptischen Plastizitdtsprozessen konnte in BDNF-defizienten Méau-
sen gefunden werden. Heterozygote BDNF knockout Mause, deren BDNF-Gehalt um
40 - 55 % reduziert ist (Kolbeck et al., 1999; Psotta et al., 2013), zeigten Defizite bei
der Entwicklung der synaptischen Plastizitiat (Korte et al., 1995; Patterson et al., 1996).
Diese Verdnderungen in der synaptischen Plastizitdat konnten durch eine Erh6hung des
BDNF-Gehalts mit Hilfe viraler Genexpression oder durch exogener Zugabe des Proteins
aufgehoben werden (Patterson et al., 1996; Korte et al., 1996). Interessanterweise zeigten
heterozygote BDNF knockout Mause aufkerdem deutliche Lern- und Gedéchtnisdefizite
(Gorski et al. 2003; Endres und Lessmann 2012; Psotta et al. 2013, fiir eine Ubersicht s.
Gottmann et al. 2009; Yoshii und Constantine-Paton 2010).

Inzwischen ist bekannt, dass BDNF sowohl bei der Entstehung der hippokampalen early
LTP (E-LTP)?, der late LTP (L-LTP)? und teilweise auch der LTD eine Funktion be-
sitzt, wobei die Details der Mechanismen, die diese Funktionen vermitteln, noch genauer
untersucht werden miissen (fiir eine aktuelle Ubersicht, s. Edelmann et al., 2014; Leal
et al., 2014a; Panja und Bramham, 2014). Beispielsweise kann BDNF in hippokampalen
Gehirnschnitten von neonatalen Ratten eine nur sehr wenige Minuten anhaltende Poten-
zierung in eine langanhaltende Potenzierung umwandeln (Figurov et al., 1996). Andere
Studien zeigen, dass eine reine BDNF-Applikation bereits eine LTP induzieren kann (fiir
eine Uberischt, s. Leal et al., 2014a; Lu et al., 2014) oder fiir die langfristige Aufrechter-
haltung der LTP notwendig ist (Korte et al., 1998; Kang et al., 1997; Minichiello et al.,
1999).

2Die E-LTP wird von der Modulation und dem postsynaptischen Einbau von AMPA-Rezeptoren ge-
tragen und ist nicht von einer Gentranskription abhéngig.
3Die L-LTP hilt mehrere Stunden bis Tage an und benétigt die Transkription von Genen.
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Insgesamt zeigen die Untersuchungen der letzten 25 Jahren diverse Mechanismen und
Auswirkungen, die bei der BDNF-abhéngigen LTP eine Rolle spielen, sich aber je nach
Gewebe, Stimulationsmethode und experimentellen Bedingungen unterscheiden (fiir ei-
ne aktuelle Ubersicht, s. Edelmann et al., 2014; Leal et al., 2014a; Lu et al., 2014). Die
experimentellen Ergebnisse in diesen Studien weisen zusammengenommen jedoch deut-
lich darauf hin, dass BDNF an der Regulation, Modulation bzw. der Vermittlung von
verschiedenen synaptischen Plastizitdtsprozessen, wie L-LTP, E-LTP und auch STDP
(spike-timing dependent plasticity)*, beteiligt ist.

1.1.5. BDNF-abhingige Signaltransduktionskaskaden

BDNF vermittelt seine diversen Wirkungen, wie beispielsweise die Vermittlung syn-
aptischer Plastizitdtsprozesse, durch Rezeptor-aktivierte Signalkaskaden. Wie eingangs
bereits erwihnt, kann BDNF nach seiner Ausschiittung sowohl an Tropomyosinkinase-
Rezeptoren (TrkB) als auch an den allgemeinen Neurotrophinrezeptor p75™¥7%® binden
(fiir eine Ubersicht, s. Chao, 2003; Reichardt, 2006). Es wird vermutet, dass die beiden
Rezeptoren gegensitzliche Funktionen vermitteln, indem sie entweder vorwiegend ma-
tures BDNF (TrkB) oder die sekretierte Proform der Neurotrophine (p75¥7%) binden.
Die Bindung von BDNF an den TrkB-Rezeptor kann beispielsweise neuroprotektiv wir-
ken, die synaptische Transmission férdern oder das Wachstum der Neurone stimulieren,
wihrend der p75VT® die synaptische Transmission und das Wachstum von Neuriten re-
duziert und apoptotisch wirkt (fiir eine Ubersicht, s. Lu et al., 2005, 2014).

Die Bindung von BDNF an den TrkB-Rezeptor fiihrt zu dessen Dimerisierung. Dies
wiederum initiiert die trans-Autophosphorylierung der Rezeptoren. Uber Adapterprote-
ine werden verschiedene Signalwege aktiviert, die unter anderem die Transkription von
Genen und die Translation von Proteinen zur Folge haben konnen (fiir eine Ubersicht,
s. Huang und Reichardt, 2003; Patapoutian und Reichardt, 2001). Derzeit werden drei
Signalwege unterschieden, die durch TrkB-Rezeptoren aktiviert werden: Der Signalweg
tiber die Mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK), der Phospholipase Cvy1 (PLC~1)-
Signalweg und der Signalweg iiber die Phosphoinositidylinositol-3-Kinasen (PI3-Kinasen).

TrkB kann beispielsweise iiber das G-Protein Ras und das Adapterproteion Src homolgy
2-containing protein (Shc) die Phosphorylierung der MAPK initiieren. Eine langanhal-

4 Assoziative, Hebb’sche Form einer Langzeitpotenzierung, bei der eine bestimmte, zeitlicher Zusam-
menhang der pri- zur postsynaptischen Stimulation eine Potenzierung auslost.

10
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tende Aktivierung dieser Kinase fiihrt iiber mehrere Zwischenschritte auch zu einer Ak-
tivierung von Transkriptionsfaktoren wie CREB (cAMP response element binding pro-
tein), welches auch die Transkription von bdnf reguliert (fiir eine Ubersicht, s. Huang
und Reichardt, 2003; Yoshii und Constantine-Paton, 2010). Uber diesen Signalweg wer-
den Funktionen wie das Uberleben von Neuronen, neuroprotektive Effekte und teilweise
auch die BDNF-induzierte Verstirkung der synaptischen Plastizitit vermittelt (fiir eine
Ubersicht, s. Kaplan und Miller, 2000; Reichardt, 2006; Carvalho et al., 2008).

Das G-Protein Ras kann jedoch auch zur Aktivierung der PIs-Kinase fithren, was die
Entstehung von Phosphatidylinositiden katalysiert und die Phosphorylierung von Akt
(Proteinkinase B) zur Folge hat. Dieser Signalweg wird insbesondere mit dem Uberleben

von Neuronen und dem Wachstum von Neuriten in Verbindung gebracht (Markus et al.,
2002).

Der dritte Signalweg ist durch die Aktivitdt der PLC~1 charakterisiert. Dies hat die Hy-
drolysierung von Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat zur Folge. Dabei entsteht Diacyl-
glycerol (DAG), welches zur Aktivierung der Proteinkinase C fiihrt, sowie IP3 (Inositol-
1,4,5-trisphosphat), das iiber den IP3-Rezeptor Kalzium aus internen Speichern freigibt
(fiir eine Ubersicht, s. Huang und Reichardt, 2003; Carvalho et al., 2008). Riickwirkend
tragt dies wiederum zur Aktivierung von MAPK und iiber die CaMKII (Calmodulin-
dependent Protein Kinase II) zur Phosphorylierung von CREB bei (fiir eine Ubersicht,
s. Carvalho et al., 2008; Bekinschtein et al., 2008). Der PLC~1-Signalweg ist insbeson-
dere mit den Auswirkungen von BDNF auf Lernprozesse und synaptische Plasitzitit

assoziiert (fiir eine Ubersicht, s. Schweigreiter, 2006).

Die Signalweiterleitung iiber den p75Y7% kann beispielsweise apoptotische Prozesse ein-
leiten, wobei die Beteiligung des Korezeptors Sortilin von Bedeutung ist (Teng et al.,

5NTR

2005). Zusétzlich wird der Bindung von Proneurotrophinen an den p7 eine Bedeu-

tung bei der Entstehung der LTD zugeschrieben (fiir eine Ubersicht, s. Lu et al., 2014).

11
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1.2. Der Einfluss von zyklischem Adenosinmonophosphat
(cAMP) auf Verdnderungen der synaptischen Plasitizitdt

und auf Sekretionsmechanismen

Der sekundére Botenstoff cAMP ist ein ubiquitérer Signalstoff, der durch die Adenylatzy-
klase aus Adenosintriphophat (ATP) hergestellt wird und von nahezu allen Organismen,
sowohl eukaryotisch als auch prokaryotisch, synthetisiert und verwendet wird (fiir eine
Ubersicht, s. Antoni, 2000). Ein Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration fiihrt
zur Aktivierung der Proteinkinase A (PKA), dem Ezchange protein directly activated
by cAMP (Epac) oder der cyclic nucleotide ion channels (CNGs, fiir eine Ubersicht, s.
beispielsweise Seino und Shibasaki 2005). Die nachfolgenden Abschnitte konzentrieren
sich insbesondere auf die nachgeschalteten Signalwege von cAMP iiber PKA und Epac
bei der Entstehung der synaptischen Plastizitit sowie bei der Sekretion von Proteinen

aus neuronalen und neuroendokrinen Zellen.

1.2.1. Die Rolle von cAMP wihrend synaptischer Plastizitdtsprozesse

Fiir cAMP ist eine Beteiligung an Plastizitdtsprozessen bekannt und konnte zum Bei-
spiel im Zerebellum (Salin et al., 1996; Linden und Ahn, 1999) und im Hippokampus
(Huang et al., 1994; Huang und Kandel, 1994; Slack und Pockett, 1991; Weisskopf et al.,
1994) gezeigt werden (fiir eine Ubersicht, s. Seino und Shibasaki, 2005; Sanderson und
Sher, 2013). So stellten Lessmann und Heumann (1997) zum Beispiel an dissoziierten
hippokampalen Neuronen fest, dass eine intrazelluldre Applikation von cAMP in das préa-
synaptische Neuron hippokampaler Kulturen die synaptische Stérke glutamaterger Syn-
apsen verbessert. Trudeau et al. (1996) vermuteten, dass dieser Mechanismus durch eine
Verdnderung in der vesikuldren Ausschiittung von Glutamat iiber die PKA vermittelt
werden konnte. Die Bedeutung von cAMP wéihrend der LTP wurde aber insbesondere in
der CA1-Region hippokampaler Schnitten untersucht. So konnten Chavez-Noriega und
Stevens (1992) zeigen, dass eine Potenzierung der postsynaptischen Antwort von CAl-
Neuronen durch den Adenylatzyklase-Aktivator Forskolin erreicht werden kann. Blitzer
et al. (1995) bestétigten, dass die Entstehung einer solchen E-LTP (early-LTP) kritisch
von der postsynaptischen Zunahme der cAMP-Konzentration abhingig ist. Frey et al.
(1993) und Wong et al. (1999) stellten aufserdem fest, dass starke tetanische Reize in hip-

pokampalen Schnitten durch Calmodulin-aktivierte Adenylatzyklasen zu einem Anstieg

12
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von cAMP fiihrten. Dieser Anstieg war notwendig, um eine langanhaltenden Potenzie-
rung auszulosen (L-LTP, late LTP), die durch die PKA vermittelt wurde (Frey et al.,
1993; Huang und Kandel, 1994). Genetisch veranderte Méuse, deren PKA-Aktivitét re-
duziert ist, zeigen zudem eine Beeintriachtigung bei der Expression der L-LTP (Woo
et al., 2002). Interessanterweise gibt es auch Studien, die zeigen konnten, dass auch
die Aktivierung des Faktors Epac sowohl fiir die Entstehung der hippokampalen L-LTP
nach hochfrequenter Stimulation als auch fiir das Langzeitgedéchtnis essenziell ist (Ge-
linas et al., 2008; Ma et al., 2009).

Zyklisches AMP ist auch bei der Entstehung der Langzeitdepression (LTD) von Bedeu-
tung. Eine Arbeitsgruppe zeigte beispielsweise, dass das Einwaschen von cAMP-Analoga
nach einer hochfrequenten Stimulation der Schaffer-Kollaterale zunéchst zu einer LTD
fithrte und erst nach dem Auswaschen eine LTP nach sich zog (Slack und Pockett, 1991;
Pockett et al., 1993). In einer anderen Studie wurde die PKA-Untereinheit RIS durch
genetische Manipulation verdndert, was zu einer Beeintrachtigungen bei der Entwicklung
hippokampalen LTD nach niederfrequenter Stimulation fithrte (Brandon et al., 1995). Im
Vergleich zu diesen Erkenntnissen sind die Ergebnisse von Ster et al. (2009) zur hippo-
kampalen LTD ebenfalls sehr interessant: Sie stellten fest, dass die alleinige Aktivierung
des Faktors Epac eine LTD ausloste, der eine Aktivierung der Adenlyatzyklase durch
PACAP (pituitary adenylate cyclase activating polypeptide) voraus ging.

Diese Untersuchungen zeigen, dass cAMP-abhingige Signalkaskaden sowohl iiber die
PKA als auch iiber Epac bei der Entstehung und Erhaltung der synaptischen Plastizitit
eine Rolle spielen. Sie sind dabei sowohl bei der Entstehung der LTP als auch bei der
Entstehung der LTD von Bedeutung. Die Unterschiede zwischen den beiden Kaskaden
miissen jedoch noch genauer untersucht werden, um ein besseres Verstandnis ihrer indi-

viduellen Bedeutung wéihrend synaptischer Plastizitdtsprozesse zu erlangen.

1.2.2. Der Einfluss von zyklischem Adenosin-Monophosphat (cAMP) auf die

Mechanismen der neuronalen und neuroendokrinen Sekretion

Es ist allgemein bekannt, dass cAMP eine bedeutende Rolle bei der Exozytose von synap-
tischen Vesikeln und LDCVs besitzt. Durch eine verstirkende Wirkung auf die Sekretion

aus synaptischen Vesikeln nimmt der Botenstoff Einfluss auf synaptische Plastizitéitspro-

13
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zesse, wie die Entstehung der LTP (fiir eine Ubersicht, s. Seino und Shibasaki, 2005,
sowie Abschnitt 1.2.1).

1.2.2.1. Der Einfluss von cAMP auf die Mechanismen der Sekretion aus neuro-
endokrinen Zellen

Insbesondere an hormonsekretierenden Zellen konnte gezeigt werden, dass cAMP einen
regulatorischen Einfluss auf die Sekretion von Proteinen aus diesen Zellen hat (fiir eine
Ubersicht, s Seino und Shibasaki, 2005). Im Fokus solcher Untersuchungen stand bisher
die Ausschiittung von Hormonen aus endokrinen und neuroendokrinen Zellen (fiir eine
Ubersicht, s. Seino und Shibasaki, 2005; Stojilkovic et al., 2010). Beispielsweise konn-
te eine Verstirkung der Sekretion durch die Zunahme der intrazelluliren cAMP-Level
an insulinsekretierenden pankreatischen Inselzellen (Charles et al., 1973), an melano-
trophen (Sikdar et al., 1998; Sedej et al., 2005) und laktotrophen (Sikdar et al., 1990;
Cochilla et al., 2000; Gonzalez-Iglesias et al., 2006; Calejo et al., 2013) Zellen der Hy-
pophyse sowie an Chromaffinzellen (Parramon et al., 1995) und pankreatischen 5-Zellen
(Renstrom et al., 1997; Kang et al., 2001; Eliasson et al., 2003; Hanna et al., 2009) ge-
zeigt werden. Nur wenige Beobachtungen der Sekretion nach Zunahme der intrazelluldren
cAMP-Konzentration wurden dabei in Echtzeit durch hochaufgeloste TIRF-Mikroskopie
(Interne Totalreflexionsfluoreszenz) gemacht (Cochilla et al., 2000; Hanna et al., 2009).
Beziiglich der molekularen Mechanismen, die bei diesen Verédnderungen von Bedeutung
sind, gibt es jedoch unterschiedliche Ergebnisse. Einige Studien fanden heraus, dass
cAMP die Sekretion durch die Erhéhung der Kalziumsensitivitat der vesikuldren Exozy-
tosemechanismen fordert (Dolensek et al., 2011; Skelin und Rupnik, 2011). Ein direkter
Einfluss auf die exozytotische Maschinerie konnte ebenfalls gezeigt werden (Sikdar et al.,
1990). Zwei weitere Studien stellten bei Untersuchungen an pankreatischen §-Zellen fest,
dass cAMP vollstindige Fusionsereignisse verringern und dafiir die transiente Fusion ver-
stirken konnte, was nach ihren Vermutungen zu einer geringeren Ausschiittung grofser
Proteine und einer vermehrten Ausschiittung kleinerer Transmitter fithrte (MacDonald
et al., 2006; Hanna et al., 2009). Allerdings fanden Calejo et al. (2013) an laktotrophen
Zellen der Ratte durch Kapazitdtsmessungen heraus, dass Fusionsporen durch cAMP sta-
bilisiert und vergrofsert werden konnten, wodurch mehr Protein sekretiert wird. Sikdar
et al. (1998) zeigten dagegen in melanotrophen Hypophysenzellen, dass cAMP besonders
eine Fusion groferer Vesikel fordert, ohne jedoch die Gesamtfrequenz aller Fusionsereig-

nisse zu verdndern. In insulinsekretierenden Zellen wurde zudem festgestellt, dass cAMP

14



1. FEinleitung

die Menge der sekretionsfiahigen Vesikel (RRP, ready releasable pool) vergrokert (Hisato-
mi et al., 1996; Rorsman und Renstrom, 2003). Auch eine Modulation der Sensitivitét
verschiedener Kationenkanile, die bei der Sekretion eine Rolle spielen, wurde diskutiert
(fiir eine Ubersicht s. Seino und Shibasaki, 2005; Stojilkovic et al., 2010).

Insgesamt lasst sich feststellen, dass cAMP generell fordernd auf die Sekretion aus neu-
roendokrinen Zellen wirkt, die zugrunde liegenden Mechanismen jedoch vielseitig sind

und sich zwischen verschiedenen Zelltypen unterscheiden konnen.

1.2.2.2. Die Bedeutung cAMP-abhéangiger Signalkaskaden wahrend der Sekreti-

on aus verschiedenen Zelltypen

Beziiglich der cAMP-vermittelten Signalkaskaden, die an diesen Vorgiangen beteiligt sind,
besteht ebenfalls noch Unklarheit. Obwohl gezeigt werden konnte, dass insbesondere der
Signalweg iiber die Proteinkinase A (PKA) fiir die Effekte von cAMP auf die Sekreti-
on verantwortlich ist, gibt es auch Mechanismen, die von einer Beeinflussung der PKA
ganz oder teilweise unabhiingig sind (fiir eine Ubersicht, s. Seino und Shibasaki, 2005).
Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass cAMP die Exozytose aus dem RRP PKA-
abhéngig verstirkte (Renstrom et al., 1997). Neuere Untersuchungen zeigten jedoch
auch, dass cAMP iiber Epac eine PKA-unabhingige Exozytose vermitteln konnte (Ozaki
et al., 2000; Kang et al., 2001; Kashima et al., 2001; Fujimoto et al., 2002; Eliasson et al.,
2003). Dies wurde beispielsweise an PC12-Zellen untersucht, die Wachstumshormone un-
ter Beteilung von Epac2 iiber einen teilweise PKA-unabhéngigen Signalweg sekretierten
(Ozaki et al., 2000). In pankreatischen [3-Zellen reduzierte eine Herunterregulation von
Epac2 durch synthetische antisense-Oligodeoxynukleotide die Insulinsekretion (Kashi-
ma et al., 2001; Eliasson et al., 2003). Ferner fanden Hatakeyama et al. (2007) heraus,
dass Epac fiir die cAMP-regulierte Exozytose synaptischer Vesikel verantwortlich ist,
wihrend die PKA nur bei der langsameren Exozytose der LDCVs von Bedeutung ist.
Anhand dieser Studien wird deutlich, dass cAMP die Sekretion beeinflussen kann, die
genauen Mechanismen und involvierten Signalkaskaden jedoch sehr unterschiedlich sein
konnen, was moglicherweise vom Zell- und Vesikeltyp oder den experimentellen Bedin-

gungen abhingt.
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1.2.2.3. Der Einfluss von cAMP auf die Sekretion von Neurotransmittern aus

Neuronen

Neben diesen vielseitigen Studien an endokrinen Zellen wurden auch einige Untersu-
chungen zum Einfluss von cAMP auf die Ausschiittung von Neurotransmittern aus syn-
aptischen Vesikeln durchgefiihrt. So zeigten Versuche mit Invertebraten-Neuronen, dass
es bei einer cAMP-vermittelten Neurotransmitterausschiittung zur Offnung von VGCCs
kommt (Brunelli et al., 1976; Castellucci et al., 1980; Kandel und Schwartz, 1982; Klein,
1993) und dass eine tetanische Stimulation die Anzahl der Vesikel im RRP iiber die
Zunahme der cAMP-Konzentration vergréfert (Kuromi und Kidokoro, 2000). Auch hier
konnten Mechanismen gefunden werden, die kritisch von einer Aktivierung der PKA
abhingen (Yoshihara et al., 2000; Kuromi und Kidokoro, 2003). Des Weiteren zeigten
einige Studien, dass die cAMP/PKA-Signalkaskade in Neuronen des Zerebellums und
des Hippokampus die Wahrscheinlichkeit einer Exozytose kalziumunabhingig vergro-
fert (Trudeau et al., 1996; Chen und Regehr, 1997; Chavis et al., 1998) bzw. dass eine
cAMP /PKA-Aktivierung wihrend des Kalziumeinstroms in hippokampalen Neuronen
die Sekretionswahrscheinlichkeit fiir einzelne Vesikel erhoht (Trudeau et al., 1996). In-
teressanterweise zeigten Untersuchung an der Held’schen Calyx® jedoch, dass eine durch
cAMP verstirkte Sekretion unabhingig von der PKA, jedoch abhingig von Epac ist
(Sakaba und Neher, 2001; Fujimoto et al., 2002; Kaneko und Takahashi, 2004).

Insgesamt lisst sich feststellen, dass cAMP einen bedeutenden Einfluss auf die Exozyto-
se besitzt, wobei eine Vielzahl von Untersuchungen an endokrinen Zellen durchgefiihrt
wurden und es an dhnlichen Studien iiber Neurone mangelt. Zwar konnten einige Studi-
en am Nervensystem von Invertebraten und Nagern eine Bedeutung von cAMP bei der
Exozytose synaptischer Vesikel darlegen; Untersuchungen, die sich auf die Auswirkun-
gen von cAMP auf die Sekretion aus neuronalen LDCVs und deren Inhalt konzentrieren,

fehlen jedoch géinzlich.

1.3. Gemeinsame Wirkmechanismen von cAMP und BDNF

BDNF und ¢cAMP koénnen bei diversen Mechanismen zusammen wirken. Beispielswei-
se kann cAMP die BDNF-Transkription erhohen (fiir eine Ubersicht, s. Fukuchi et al.,
2005), den Uberlebenseffekt verbessern, den BDNF auf retinale Ganglionzellen hat (Meyer-

5Besonders grofe Synapse der Sduger, die bei der Verarbeitung von auditorischen Signalen von Be-
deutung ist
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Franke et al., 1995) und ein Modulator fiir die Entstehung neuer Spines an kultivier-
ten, hippokampalen Neuronen sein (Ji et al., 2005). Auferdem bestimmen intrazelluldre
cAMP-Level in den Spinalneuronen von Xenopus, ob die Wachstumskegel ihrer Axone
in Richtung eines BDNF-Gradienten wachsen oder sich davon entfernen (Song et al.,
1997). Umgekehrt fithrt eine BDNF-Applikation zu einer Zunahme der cAMP-Level in
den Synaptosomen von Ratten und in PC12-Zellen (Knipper et al., 1993a,b). In vielen
Studien konnte auberdem gezeigt werden, dass sowohl cAMP als auch BDNF an Vor-
gidngen der synaptischen Plasitzitit beteiligt sind (s. Abschnitt 1.3.1). Allerdings wird
BDNF keine direkte Auswirkung auf cAMP bei der Initiation der Transkription von
Genen zugeschrieben (Gaiddon et al., 1996; Tartaglia et al., 2001). Stattdessen wird an-
genommen, dass cAMP eine regulierende Rolle auf BDNF-vermittelte Funktionen besitzt
(Boulanger und Poo, 1999; Tartaglia et al., 2001; Ji et al., 2005).

1.3.1. Gemeinsame Wirkmechanismen von BDNF und cAMP wihrend

synaptischer Plastizititsprozesse

Beziiglich der gemeinsamen Wirkmechanismen von BDNF und cAMP wihrend der syn-
aptischen Plastizitit gibt es bisher nur sehr wenige Studien. Einige Untersuchungen
wurden von Boulanger und Poo (1999) an der neuromuskuldren Endplatte von Xeno-
pus durchgefiihrt. Sie fanden heraus, dass der verstirkende Effekt, den BDNF auf die
Amplitude und die Frequenz evozierter bzw. spontaner exzitatorische postsynaptische
Strome (EPSCs, ezcitatory post-synaptic currents) hat, durch cAMP potenziert werden
kann. Die Blockade der cAMP /PKA-Kaskade verhinderte diesen Effekt. Auferdem hat-
te eine prasynaptische Depolarisation, die vermutlich den Anstieg der cAMP-Level zur
Folge hatte (vgl. Agnihotri et al., 1997; Reddy et al., 1995), den gleichen férdernden
Effekt auf die BDNF-Wirkung. Auch diese Verdnderung konnte durch eine Blockade der
PKA-Aktivitit verhindert werden (Boulanger et al., 1999; Boulanger und Poo, 1999). In
einer weiteren Studie zur Interaktion von BDNF und cAMP interessierten sich Patterson
et al. (2001) besonders fiir Stimulationsmuster, die sowohl cAMP als auch BDNF fiir
die Entstehung einer LTP benétigten. Sie stellten fest, dass sowohl die Aktivierung der
Adenylatzyklase durch Forskolin als auch eine theta-burst Stimulation eine LTP auslosen
konnten, fiir die BDNF absolut notwendig war. Diese Stimulationsmuster zur Indukti-
on einer L-LTP fiihrten jeweils zu einer Phosphorylierung des TrkB-Rezeptors und der
MAP-Kinase. Sie vermuteten, dass die cAMP-Zunahme eine BDNF-Sekretion zur Folge
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hatte, die wiederum zur Phosphorylierung des TrkB-Rezeptors fiihrte und die Translo-
kation der MAP-Kinase verursachte. Dementsprechend fanden Ji et al. (2005) in ihren
bereits erwéhnten Versuchen zum Einfluss von BDNF und cAMP auf das Wachstum von
Spines, dass cAMP die TrkB-Phosphorylierung nicht nur verstirkt, sondern in maturen
Neuronen auch eine Translokalisation des Rezeptors zur PSD verursachen kann. Eine di-
rekter Nachweis einer cAMP-induzierten Sekretion von BDNF fehlt derzeit jedoch noch.

Anhand dieser Studien lisst sich ein vorlaufiges Modell der molekularen Zusammen-
hiange von BDNF und cAMP bei synaptischen Plastizitatsprozessen erstellen, wie es
in Abbildung 1 zu sehen ist. Demnach férdert die Stimulation von neuronalen Zel-
len und der Einstrom von Kalziumionen die Entstehung von zyklischem AMP durch
Kalzium/Calmodulin-abhiingige Adenylatzyklasen. Uber einen noch nicht vollstindig
entschliisselten Mechanismus, der beispielsweise iiber cAMP-abhéngige Proteine wie
PKA oder Epac gesteuert werden konnte, filhrt die cAMP-Zunahme auch zu einer Ver-
starkung der Sekretion von BDNF (vgl. Abschnitt 1.3.2) und zur Translokation einiger
TrkB-Rezeptoren zur PSD. BDNF aktiviert die TrkB-Rezeptoren, wodurch die prasynap-
tische Transmitterausschiittung faszilitiert wird. Postsynaptisch fiihrt der BDNF /TrkB-
Signalweg zu einer Translokation der durch cAMP (teilweise bereits) phosphorylierten
MAP-Kinase zum Nukleus. Die nachfolgende Signalkaskade fiihrt zur Aktivierung des
Proteins CREB (cAMP Response Element Binding Protein) und zur Transkription von
Genen, die fiir die Entstehung der L-LTP von Bedeutung sind.
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- o — Auswirkungauf @ Ca*
) ¢ AC = Ca" Adenylatzyklase oder . Translokation » Phosphat
Ca’"/calmodulin-abhangige Adenylatzyklase - pSD © BDNF
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Kalziumkanal O LDCV
o  Transmitter QO synaptischer Vesikel

Abbildung 1 — Schemazeichnung zum méglichen Zusammenwirken von BDNF und cAMP
bei der Entstehung synaptischer Plastizitéit. Die Depolarisation der Neurone und der Ein-
strom von Kalziumionen stimuliert die Aktivitdt der kalziumabhéngigen bzw. Kalzium-Calmodulin-
abhéngigen Adenylatzyklase, die die Umwandlung von ATP zu cAMP katalysiert (Blitzer et al., 1995).
Die cAMP-Zunahme und die Stimulation fiihren zur Sekretion von BDNF, moglicherweise unter Beteili-
gung der PKA (Patterson et al., 2001; Kolarow et al., 2007). BDNF phosphoryliert die TrkB-Rezeptoren,
die zusédtzlich durch cAMP moduliert werden kénnen (Ji et al., 2005). In der nachfolgenden Kaskade
wird die MAP-Kinase phosphoryliert und unter Einfluss von cAMP in den Nukleus translokalisiert
(Patterson et al., 2001), wo sie iiber ihren Ras/CREB-Signalweg zur Transkription von Genen fiihrt.
Zusétzlich konnen {iber cAMP TrkB-Rezeptoren zur postsynaptischen Verdichtung translokalisiert wer-
den (Patterson et al., 2001). Prasynaptische Effekte der BDNF-Sekretion und cAMP-Aktivierung fithren
auferdem zur Zunahme der prisynaptischen Transmittersekretion (Boulanger und Poo, 1999).

1.3.2. Modulation der Sekretion von BDNF durch cAMP

Beziiglich des direkten Einflusses von cAMP auf die Sekretion von BDNF gibt es sehr
wenige Studien. Zwar konnte in AtT-20 Zellen gezeigt werden, dass cAMP die Sekretion
von Neurotrophinen, auch BDNF, auslosen kann (Goodman et al., 1996; Heymach et al.,
1996), dies konnte jedoch in hippokampalen Neuronen fiir BDNF nicht bestétigt werden
(Kolarow et al., 2007). Wurde eine BDNF-Sekretion an diesen Neuronen jedoch durch
eine Zunahme der extrazelluliren Kaliumkonzentration ausgeldst, fiihrte eine Blockade

der PKA zu einer verspéteten und weniger effizienten Sekretion von BDNF (Kolarow
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et al., 2007). Weitere Studien zur Modulation der Sekretion von BDNF durch ¢cAMP

existieren bisher noch nicht.

1.4. Ziel dieser Arbeit

Das Neurotrophin BDNF ist an einer Vielzahl von Funktionen im zentralen Nerven-
system beteiligt. Das Protein unterstiitzt das Zellwachstum, die Verzweigung und das
Wachstum neuronaler Ausldufer und ist an synaptischen Plastizitatsprozessen, wie bei-
spielsweise der morphologischen Verédnderung von Synapsen, sowie an der Modifikation
der synaptischen Transmission beteiligt. Fine Vielzahl dieser Funktionen werden infolge
einer aktivitdtsabhingigen Sekretion des Proteins, beispielsweise durch die elektrische
Aktivitdt von Neuronen, initiiert. In der vorliegenden Arbeit sollten daher zunichst ver-
schiedene Stimulationsmuster entwickelt werden, die eine Sekretion von BDNF zur Folge
haben. Anschliefsend sollte untersucht werden, ob der sekundire Botenstoff cAMP, der
bereits in neurosekretorischen Zellen als moglicher Modulator einer Exozytose identi-
fiziert werden konnte, einen Einfluss auf die Sekretion von BDNF aus sekretorischen

Granula hat.
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2. Materialien

2.1. Chemikalien

Adenosintriphosphat (Mg-ATP)
B27
Basal medium eagle (BME)

Cystein-f -D-Arabinofuranosid (AraC)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Di-Natriumhydrogenphosphat (NagHPOy)

Dnase 1

D,L-APV

DNQX

Ethanol

Fotales Kélberserum (FCS)
Glukose

Glutamax

Glutamin

Glyzin
Guanosintriphosphat (Na-GTP)
HEPES

ImmuMount

Insulin

Kaliumchlorid (KCl)

Kaliumglukonat

Sigma

Tocris Bioscience
Gibco

Sigma
Sigma-Aldrich
Merck

Roche

Sigma

Tocris Bioscience
Roth

Gibco

Sigma
Invitrogen
Invitrogen

Roth

Sigma

Serva,

Fisher Scientific
Sigma

Sigma

Sigma
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Kalziumchlorid (CaCly) Sigma
Kaliumhydroxid (KOH) Sigma
LB-Agar Sigma
Magnesiumchlorid (MgCls) Roth
Mangan (IT)-Chlorid (MnCl) Merck
Minimalmedium (MEM) Invitrogen
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH;POy) Merck
Natriumhydroxid (NaOH) Sigma
Neurobasalmedium (NB) Gibco
Penicillin-Streptomycin-Glutamin Gibco
Pferdeserum (HOS) Gibco
Phenolrot Sigma
Phosphat-gepufferte Saline (PBS) Gibco
Pcirotoxin (PTX) Sigma
Rinderserumalbumin (BSA) Serva
Rp-cAMPs Biolog
Rubidiumchlorid (RbCl) Sigma
Salzsdure (HCI) Sigma
SP-8-OH-cAMPs Biolog
Silberchlorid (AgCl) Fluka
S.0.C. Medium Invitrogen
Tetrodotoxin (TTX) Tocris Bioscience
Trypsin 2,5 % Gibco
Trypsinlosung (Trypsin Solution 1x) SAFC
2.2. Kits
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
Sylgard® 184 Silicone Elastomer Kit Dow Corning
Paladur® Kaltpolymerisat Kulzer

2.3. Verbrauchsmaterialien

Borosilikatglaskapillaren (GB150F-8P) Science Products
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Befiillspitzen (Microloader)
Deckgléser ¢ 12 mm
Einmal-Probenrthrchen

Exadrop® G (gravity)

Filterkerze Por. 3

Glasflaschen (Duran® 0,1 - 2 L)
Kaniile (Sterican 0,6 mm x 80 mm)
Kaniile (Sterican 100 0,9 mm x 70 mm)
Kaniile (BD Spinal Needle 0,5 x 90 mm)
Membrex 4 CA, 0,2 pm, steril
Microfil 28 G, 97 mm
Millicell®-Kultureinsatz
Objekttréger (Superfrost)
pH-Elektrode (BlueLine 28 pH)

3,5 cm Petrischalen

6 cm Petrischalen
Perfusor®)-Leitung

Platindraht 0,5 mm

1,5 mL SafeSeal Reagiergefafs

2 mL SafeSeal Reagiergefaf

12 mL Roéhrchen

15 mL Rohrchen

50 mL Rohrchen

Silberdraht 0,125 mm

Silberdraht 0,25 mm

Silikonkleber (Silicon Elastomer E43)
Skalpell

25 cm? Zellkulturflasche

2.4. Gerate

AD-DA Wandler (LIH8+8)
Analysewaage (BP 211D)
Bandpassfilter (ET470/40x; ET525/50M)

Eppendorf

Paul Marienfeld GmbH
Advanced Instruments, Inc.
Braun

Duran Group

Duran Group

Braun

Braun

Braun

membraPure

World Precision Instruments, Inc.
Merck

Menzel-Gléser

SI Analytics

Nunc

Nunc

Braun

Neolab

Sarsted

Sarsted

greiner bio-one

greiner bio-one

greiner bio-one

Goodfellow Camebridge Ltd.
Science Products

Wacker

Feather

TPP

HEKA
Sartorius

Chroma Technology Corporation
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Binokular (Stemi 200) Zeiss
Bunsenbrenner (gasprofi 1 SCS) WLD-Tec GmbH
COs-Inkubator Binder
COg-Inkubator (Heraeus) Thermo Fisher Scientific
Gewebeschneider Mecllwain
Gefrierschrank (—80 °C) Panasonic
Inversionsmikroskop (Axiovert 35) Zeiss
Kamera (Cool Snap ES?) Photometrics
Laser-Scanning-Mikroskop Zeiss

(LSM 780 am Axio Examiner)
Lichtquelle LQ-HXP R 120 Zeiss
Mikromanipulatoren (LN mini / combi) Luigs & Neumann
Mikromanipulatorkontrollbox (SM-5) Luigs & Neumann

10x Objektiv (W Plan-APOCHROMAT) Zeiss
63x Objektiv (W Plan-APOCHROMAT) Zeiss

Osmometer (Fiske® 210 Micro) Advanced Instruments, Inc.
pH-Meter Schott AG

Pipetten (Transferpette®S) Brandt GmbH & Co. KG
Pipettenziehgerét (PIP 5) HEKA

Pipettenziehgerét (PIP 6) HEKA

Schiittelinkubator (Orbital Incubator S150)  Stuart

Sterilbank (B10 130Silver) Biowizard

Sterilbank (KH-135 SC) Biowizard
Systemmikroskop (Axio Examiner A.1) Zeiss

Thermomixer comfort Eppendorf

Trockenschrank (Haraeus) Thermo Fisher Scientific
Ultraschallbad (Sonorex Super RK 100SH)  Bandelin electronic GmbH & Co. KG
UV-Spektrometer (SmartSpecT™Plus) Bio-Rad Laboratories
Vakuumpumpe (AZ 02) Roth

Verstirker (EPC8) HEKA

Verstirker (ELC-03XS) npi

Vortexer (Whirlmix) Cenco
Wasseraufreinigungsanlage (Milli-Q) Merck

Wasserbad (TW 8) JULABO GmbH
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Hettich
Hettich

Zentrifuge (Mikro 200R)

Zentrifuge (Rotina 420R)

2.5. DNA-Plasmide
pBDNF(M1A)EGFP-N1 (s. Abbildung 2)

basierend auf pEGFP-N1 von Clontech Laboratories Inc.

pNT3(M1A)EGFP-N1

basierend auf pEGFP-N1 von Clontech Laboratories Inc.

pEGFP-N1

Clontech Laboratories Inc.
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Abbildung 2 - pPBDNF(M1A)EGFP-N1 Plasmid mit Restriktionsschnittstellen Darstellung
durch die Programme Clone Manager und Powerpoint. Die EGFP-Sequenz ist im Bereich des spéteren
C-Terminalen Endes des Proteins angehéngt. Die Startkodierung der EGFP-Sequenz wurde gegen eine
Kodierung fiir Arginin ausgetauscht, um die Entstehung reiner EGFP-Proteine zu unterbinden.
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Basenpaare 631 bis 1370 des Plasmids pPBDNF(M1A)EGFP-N1 mit dazugehoriger Pro-
teinsequenz:

attcgagtguatgaccatccttttccttactatggttatttcatactteggttgeatgaag
I RVMTTIULV FLTMV VIS SYV FSGO CMEK
gctgegeccatgaaagaagcaaacgtccacggacaaggeaacttggectacccagetgtg
AAPMIKEANVHGA QSGNTLAYP AUV
cggacccatgggactctggagagegtgaatgggeccagggecaggttcgagaggtctgacg
R THGTULESVNGPIRAGSU RGTLT
acgacgtccctggetgacacttttgageacgtgatcgaagagetgetggatgaggaccag
T T S L A D TVFEH VI EETLTLTDEDNQ
aaggttcggecccaacgaagaaaaccataaggacgeggacttgtacacttcecgggtgatg
K VR PNEENUHI KD ADTU LYTS RV M
ctcagcagtcaagtgectttggagectectetgetetttectgetggaggaatacaaaaat
L s s qQqv?PpLEPUPULIU LV FULIULETETYZKN
tacctggatgccgcaaacatgtctatgagggttcggegecacteccgaccecgeecgeegt
Yy LD AANMI SMU®BRVYVRRUHSTDUPATZ RR
ggggagetgagegtgtgtgacagtattagegagtgggtcacageggecagataaaaagact
G EL SVv DS I S EWVTAADTIKIKT
gcagtggacatgtccggtgggacggtcacagtcctggagaaagteceggtatcaaaagge
AV DMSGGTVTVLEZ KV P VS K G
caactgaagcaatatttctacgagaccaagtgtaatcccatgggttacacgaaggaagge
Q LXK QY FYET K CNPMGYTKE G
tgcaggggcatagacaaaaggecactggaactcgecaatgecgaactacccaategtatgtt
Cc R GIDI KU RHWDNSQ CURTTQS YV
cgggcecttactatggatagcaaaaagagaattggetggeggttcataaggatagacact
R AL TMUDJ S K K RTIG GW R FTIU RTITUDT
tcctgtgtatgtacactgac

S C vV C T L

A= Alanin; C= Cystein; D= Asparaginsiure; E= Glutaminsiure; F= Phenylalanin; G= Glyzin;
H= Histidin; [= Isoleucin; K= Lysin; L= Leucin; M= Methionin; N= Asparagin; P= Prolin; Q= Glu-
tamin; R= Arginin; S= Serin; T= Threonin; V= Valin; W= Tryptophan; Y= Tyrosin

2.6. Versuchstiere

C57BL/6 Méuse Charles River
Sprague Dawley Ratten Charles River
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2.7. Software

Clone Manager
CorelDraw X3
Excel 2010
IMARIS

ETEX

Meta Imaging Series 7.5.0
Origin 8
pClamp 8
PatchMaster 8
SPSS 21
VisiView

Zen 2010

2.8. Medien und Puffer

aCSF (artifizielle Spinalflissigkeit)

aCSF  aCSFK
85 80 mM
15 15 mM
1,25 1,25 mM
2,5 7,5 mM
4 4 mM
4 4 mM
10 10 mM

22 BBS

50 mM
1,5 mM
260 mM

BME/10 % FCS

10 mM
) mM
1 mM
10 %
36 mg L1

Sci-Ed Software

Corel Corporation
Microsoft Corporation
Bitplane Scientific Software
LaTeX Project (Public License)
Molecular Devices
OriginLab Corporation
Axon Instruments

HEKA

IBM Corp.
VisitronSystems

Zeiss

s. Abschnitt 3.4.1.2

Na(Cl

NaHCOg
NaH2P04

KCl

MgCIQ

CaCIQ

Glukose

244 - 256 mOsmol

s. Abschnitt 3.1.1

BES
(N,N-Bis-(2-Hydroxyethyl)-2
Aminoethansulfonséure; pH 7,06)

Na2P04

Na(Cl

in Millipore-Wasser

pH 7,06 (NaOH)

s. Abschnitt 3.1.1
HEPES
Glukose
Glutamax

FCS

Insulin

in BME
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D,L-APV-Stocklésung
200

DNQX-Stocklosung
50

Elektroporationspuffer (EPO-Puffer)

137
15
5
0,7

frisch hinzufiigen:

HEPES gepufferte Saline (HBS)

2/1 K2/1  0/3

100 54 100
20 20 20
50
1 1 1
frisch hinzufiigen:

1 1 3

2 2 0

10 10 10

0,00 0,01 0,01

mM

mM

mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

mM
mM
mM
mM

s. Abschnitt 3.2.1
D,L-APV
in 0,1 M NaOH

s. Abschnitt 3.2.1
DNQX
in DMSO

s. Abschnitt 3.2.2
Na(Cl

HEPES

KCl

NagHPO4

Glukose

CaCb

MgCIQ

Glyzin

in H,O

pH 7,05

293 mOsmol L1

s. Abschnitt 3.4 und 3.2.2

NaCl
HEPES
KCl
NasHPOy4

MgCIQ

CaCb

Glukose

Glyzin

pH 7,38

240 mOsmol L~}
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MPBS
-/
10 10 mM
10 10 mM
1 1 mM
1 1 mM
1 1 mM
2,5 2,5 mL L™t
6 6 pgmL !
1 1 mgmlL !
4 mM
5,8 mM
NB/B27
20 mLL™!
2,5 mL L™t
2 mM

NB/B27 Stoppini (Kulturmedium)

1 %
3,5 mM
TFB I
30 mM
10 mM
50 mM
100 mM
15 %
TFB II
10 mM
75 mM
10 mM
15 %

s. Abschnitt 3.1.1

HEPES
Glukose
Glutamax
Pyruvat
Phenolrot
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
DNAse
BSA
CaClg
MgCIQ

in PBS
pH 74

s. Abschnitt 3.1.2

B27
Penicillin-Streptomycin-Glutamin
Glutamax

in NB

s. Abschnitt 3.1.2
Pferdeserum
MgCIQ

in NB/B27

s. Abschnitt 3.3.1
CH3;COOK

CaClg

MHCIQ

RbCl

Glycerol

pH 5,8 mit CH3COOH
steril filtriert

s. Abschnitt 3.3.1
MOPS

CaCb

RbCl

Glycerol

pH 6,5 mit KOH
steril filtriert
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0,2M PB
38
161,9

Pipettenlosung
17,5
10
90
9
0,2

frisch hinzufiigen:

p
0,2

mM
mM

mM
mM
mM
mM
mM

mM
mM

s. Abschnitt 3.4.2
NaH2P04
NaoHPOy
pH72-74

s. Abschnitt 3.5
KCl

HEPES
K-Glukonat
Na(Cl

EGTA

Mg-ATP

Nas-GTP

pH 7,2 (KOH)

220 - 230 mOsmol L~}
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3. Methoden

3.1. Primare Zellkultur
3.1.1. Hippokampale Mikrokulturen

3.1.1.1. Reinigung von Deckgldsern

Fiir die Herstellung von Astrozytenkulturen wurden 12 mm Deckgliser vorbereitet. Um Schmutz-
partikel zu l6sen, wurden die Deckgléser zunéchst bei 80 °C fiir 15 min im Ultraschallbad gerei-
nigt. Anschliekend wurden sie fiir mehrere Stunden in 100 % Ethanol inkubiert und in steriler
Umgebung getrocknet. Zum Abschluss wurden die Deckgléser iiber dem Bunsenbrenner kurz-

zeitig erhitzt und in sterilen 3,5 cm Kulturschalen gelagert.

3.1.1.2. Praparation dissoziierter hippokampaler Neurone

Dissoziierte hippokampale Neurone wurden auf Astrozyteninseln (s. Abschnitt 3.1.1.3) kulti-
viert. Fiir diese sogenannten Mikrokulturen wurden Neurone aus dem Hippokampus und dem
Kortex postnataler Ratten gewonnen (vgl. Lessmann und Heumann, 1997). Sprague Dawley
Ratten wurden postnatal (Po-P3) dekapitiert. Der Kopf wurde fiir die weitere Priparation un-
ter sterilen Bedingungen in eine gekiihlte Schale iiberfiihrt. Kopfhaut und Schideldecke wurden
mit Hilfe eines Skalpells entlang der Sutura sagittalis und der Sutura coronalis gedfinet, sodass
die Schideldecke mit einer Pinzette zu beiden Seiten hin aufgeklappt werden konnte. Das Ge-
hirn wurde mit einem Spatel entnommen und in einen gekiihlten Tropfen MPBS +/+ in eine
Praparationsschale iiberfiihrt. Die Hippokampi und Kortices wurden isoliert und von Blutge-
faken gereinigt (Details s. Abbildung 3). Anschlieffend wurden die Gewebestiicke mehrfach ein-
geschnitten, um eine effektive Trypsinierung zu gewahrleisten. Die isolierten, eingeschnittenen
Hippokampi und Kortices wurden nach Gewebeart getrennt in gekiihltem MPBS +/+ aufge-
fangen. Das Medium wurde abgezogen und durch eine 0,25 %ige Trypsinlosung in MPBS-/-
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Abbildung 3 - Schemazeichnung zur Priparation des Hippokampus und Teilen des Kor-
tex aus dem Gehirn postnataler Ratten. A Dorsale Ansicht der Schédeldecke einer neugeborenen
Sprague Dawley Ratte. Kopfhaut und Schidel wurden entlang der Sutura coronalis und der Sutura
sagittalis geoffnet. B und C Rattengehirn nach der Entnahme. Die Position des Hippokampus ist einge-
zeichnet. Das Gehirn wurde wie in den Schemazeichnungen dargestellt eingeschnitten. Die Gehirnhélften
wurden auseinander geklappt. D Der freigelegte Hippokampus wurde entlang der gestrichelten Linien
ausgeschnitten und mit einer Pinzette aus der Gehirnhélfte entnhommen. E Vergroferter Ausschnitt aus
D wéhrend der Priparation des Kortex. Der Kortex wurde entlang der gestrichelten Linien eingeschnit-
ten und aufgeklappt. Ein Teil des Kortexgewebes (gestrichelte Linie) wurde von der Hirnhaut entfernt
und zur weiteren Verwendung in Priparationslosung gesammelt (s. Text).
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3. Methoden

ersetzt. Das Gewebe wurde anschliefend im Thermoschiittler bei 800 rpm und 37 °C gemaf
Tabelle 1 inkubiert.

Tabelle 1 — Inkubationszeiten im Thermoschiittler wihrend der

Trypsinierung
Alter Hippokampus Kortex
Po-P4 8 min 15 min
Py 10 min 16 min
Ps 12 min 18 min

Nach der Trypsinierung wurde der Uberstand in gekiihltes BME/10% FCS iiberfiihrt. Das ver-
bleibende hippokampale und kortikale Gewebe wurde mit eisgekiihltem MPBS-/- durch auf-
und abpipettieren mehrfach luftblasenfrei trituiert und mit der zuvor gewonnenen Zellsuspen-
sion des jeweiligen Gewebes vereinigt. Die Trituierung wurde wiederholt, die Suspensionen bei
4 °C und 1300 rpm zentrifugiert und das entstandene Pellet in je 6 mL BME/10% FCS resus-
pendiert. Unter Verwendung einer Neubauer Zahlkammer wurde die Konzentration der Zellen
bestimmt, sodass anschliefend je 2-3 Millionen Zellen in 3 mL BME/10% FCS in Kulturscha-
len (¢ 6 cm) iiberfithrt und im Brutschrank (37 °C, 5% CO2) geméf Tabelle 2 inkubiert werden
konnten. Die unterschiedlichen Adhésionseigenschaften von Neuronen und Gliazellen erlauben

die Isolierung beider Zelltypen voneinander.

Tabelle 2 — Inkubationszeiten im Brutschrank fiir die Zelladh&sion

Alter Hippokampus Kortex
Po-Py 65 min 60 min
Po-P5 55 min 50 min

Nach der Inkubation wurde das Medium der kortikalen Kulturen durch frisches BME/10% FCS
(37 °C) ersetzt und bis zur Astrozytenpassage (s. Abschnitt 3.1.1.3) im Brutschrank kultiviert.
Im wochentlichen Abstand wurde das Medium erneuert. Der Uberstand der hippokampalen
Kulturen wurde gesammelt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und 1300 rpm zentri-
fugiert. Das entstandene Pellet wurde in 3 mL BME/10% FCS resuspendiert. Je 120000 bis
150 000 Neurone wurden auf Astrozyteninseln (s. Abschnitt 3.1.1.3) ausplattiert. Nach 4 bis 24
Stunden wurde das Medium durch 2 mL NB/B27 ersetzt.
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3.1.1.3. Astrozytenpassage

Die in Abschnitt 3.1.1.2 hergestellten Neurone wurden auf Mikroinseln kultiviert. Zur Her-
stellung dieser Inseln wurden konfluente Astrozytenkulturen verwendet, wie sie nach zwei- bis
vierwochiger Inkubation aus der Praparation der Kortices neugeborener Sprague Dawley Ratten
gewonnen werden konnten (s. Abschnitt 3.1.1). Der Uberstand der Kulturen wurde verworfen
und die Astrozyten zweimalig mit PBS (37 °C) unter mehrfachem Abspritzen des Schalen-
bodens gewaschen. Anschliefend wurden die Kulturen fiir 10 Minuten im Inkubator (37 °C,
5% CO2) in einer Trypsinlosung inkubiert, bis sich die Astrozyten vom Schalenboden gelost hat-
ten. Die geldsten Zellen wurden mit dem trypsinhaltigen Uberstand in 3 mL BME/10% FCS
tiberfithrt und der Schalenboden mit 1 mIL, BME/10% FCS gewaschen. Die Waschsuspension
wurde gemeinsam mit dem trypsinhaltigen Uberstand bei Raumtemperatur und 1300 rpm fiir
10 Minuten zentrifugiert. Anschlielend wurde die Zellkonzentration bestimmt und etwa 50 000
Zellen auf gereinigte, 12 mm starke Deckgléser (s. Abschnitt 3.1.1.1) ausgesét. Nach zwei bis drei
Tagen wurde die Teilung der Astrozyten durch die Zugabe von 3 - 4 tM AraC (Cystein-3-D-
Arabinofuranosid) inhibiert. Die Kulturen konnten nach zwei- bis vierwochiger Inkubationszeit

im Brutschrank fiir das Ausplattieren von Neuronen (s. Abschnitt 3.1.1) verwendet werden.

3.1.2. Organotypische hippokampale Schnittkulturen

Organotypische hippokampale Schnittkulturen wurden nach Stoppini et al. (1991) hergestellt.
Postnatale C57BL/6 M#use wurden im Alter von P4-P5 dekapitiert. Der Kopf wurde fiir 30 s
in steriles PBS (4 °C) iiberfiithrt und die Schideldecke anschliefend mit Hilfe eines Skalpells
entlang der Suttura sagittalis und der Sutura coronalis gedfinet. Das Gehirn wurde unter Ver-
wendung eines Spatels entnommen und in das Préparationsmedium (MEM; 2 mM Glutamin)
einer gekiihlten (4 °C auf Eis), sterilen Préparationsschale iiberfiihrt. Riechkolben und Klein-
hirn wurden entfernt und das Gehirn auf der Arbeitsplatte eines Gewebeschneiders (Mcllwain)
so ausgerichtet, dass Sagittalschnitte hergestellt werden konnten (375 nm). Die entstandenen
Schnitte wurden in der Préparationsschale voneinander getrennt und begutachtet. Hippokam-
pus, Subiculum und entorhinaler Kortex wurden gemeinsam aus unversehrten Schnitten isoliert.
Vier bis fiinf Schnitte wurden auf eine in 1 mL Kulturmedium (NB/B27, versetzt mit 10% Pfer-
deserum und 5 mM Mg?*) equilibrierte PTFE-Membran (Millicell® Kultureinsatz) iiberfiihrt.
Uberschiissiges Medium wurde von der Oberseite der Membran entfernt. Anschliefend wur-
de der entorhinale Kortex leicht vom Hippokampus abgespreizt, um einem Uberwachsen des
Hippokampus mit entorhinalen Kortexzellen wihrend der Inkubation entgegenzuwirken. Die
Schnitte wurden bis zur Elektroporation (s. Abschnitt 3.2.2) bei 37 °C und 5,0% COg inku-

biert. Das Kulturmedium wurde dreimal w&chentlich ausgetauscht, wobei beim ersten, dritten
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Abbildung 4 — Schemazeichnung zur Priparation organotypischer hippokampaler Schnitt-
kulturen aus den Gehirnen postnataler C57BL/6 Méuse. A Dorsalansicht des entnommenen
Maiusegehirns. Zunichst wurden Schnitte a und b gesetzt. Danach wurde das Gehirn auf einem Ge-
webeschneider positioniert, um Sagittalschnitte (blaue Linien) von 375 pm Breite anzufertigen. B La-
teralansicht eines Sagittalschnitts mit eingezeichnetem Hippokampus. C Der Hippokampus wurde aus
dem Sagittalschnitt herauspripariert und wie in D dargestellt auf einer in PTFE-Membran, die auf
Kulturmedium inkubiert wurde, angeordnet. Der entorhinale Kortex wurde dabei vorsichtig vom hip-

pokampalen Gewebe abgespreizt.

und fiinften Mediumwechsel jeweils 10 pM AraC hinzugegeben wurde, um das Zellwachstum

zu kontrollieren.

3.2. Transfektion

Large Dense Core Vesicles (LDCVs) oder sekretorische Granula kénnen durch fluoreszenzmar-
kierte Proteine, wie dem griinfluorezierenden Protein (GFP, Green Fluorescent Protein) der

Qualle Aequoria victoria, selektiv markiert werden. Dazu wird GFP-DNA an die DNA eines
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vesikelspezifischen Proteins gekoppelt und in Zellen oder Organismen eingebracht, damit die-
se exprimiert werden kénnen (Nonet, 1999; Prasher et al., 1992). In der vorliegenden Arbeit
wurde ein Vektorkonstrukt aus dem Neurotrophin BDNF und aus EGFP (enhanced Green
Fluorescent Protein) verwendet und entweder durch eine Kalzium-Phosphat-Prézipitation in
hippokampale Neurone eingebracht oder durch juxtazelluldre Transfektion in einzelne CA1 Py-
ramidenzellen organotypischer Hippokampusschnitte elektroporiert (vgl. Daniel et al., 2013).
Nach Haubensak et al. (1998) und Brigadski et al. (2005) behalten Fusionsproteine aus BDNF
und GFP, auf deren Plasmidvektor das hier verwendete Konstrukt pBDNF-EGFP(M1A)-N1
basiert, die biologische Aktivitat des BDNF.

3.2.1. Kalzium-Phosphat-Prazipitation

Fiir die Transfektion wurden dissoziierte hippokampale Neurone acht bis neun Tage nach der
Préparation verwendet (8 - 9 DIV; s. Abschnitt 3.1.1). Alle Arbeiten wurden unter sterilen Be-
dingungen durchgefiihrt. Zunichst wurden 3 pg Plasmid-DNA (ca. 1 pgmL ™! in Millipore Was-
ser) auf 32, 1 pL verdiinnt. Unter Vortexen wurden nacheinander tropfenweise 4,9 nL einer 2 M
CaCly-Losung und 37 uL 2x BBS zur DNA gegeben (Transfektionsmix). Zusétzlich wurden pro
Schale 800 pL des priinkubierten Mediums (37 °C, 5% CO32) mit 1 pL einer 1 M NaOH fiinf Mi-
nuten bei RT inkubiert. Unter Vortexen wurde der Transfektionsmix (74 pL) tropfenweise zum
entnommenen Medium gegeben und anschliefend mit 5 pM DNQX (AMPA /Kainat-Rezeptor-
Antagonist) und 200 pM D,L-APV (NMDA-Rezeptor-Antagonist (N-Methyl-D-Aspartat)) ver-
setzt. Das restliche Medium wurde entnommen und durch das Transfektionsmix-enthaltende
Medium ersetzt. Die Neurone sowie das entnommene Medium wurden anschliefend im Brut-
schrank (37 °C, 5% COz) inkubiert. Nach einer Stunde wurde das Prézipitat unter dem Inver-
sionsmikroskop hinsichtlich einer optimalen Gréfse (1 - 3 pm) begutachtet. Die Zellen wurden
je nach Grofe des Prizipitats fiir zweieinhalb bis drei Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach
der Inkubation wurde das Transfektionsmix-enthaltende Medium entfernt, die Neuronenkul-
turen zweimal mit je 1 mL HBS 0/3 (37 °C) gewaschen und das zuvor entnommene Medium
zuriick auf die Neurone gegeben. Die nun transfizierten Zellen wurden bei 30 °C und 5% COs

bis zur Versuchsdurchfiithrung kultiviert.

3.2.2. Einzelzellelektroporation

Um ein Plasmidkonstrukt selektiv in einzelne CA1 Pyramidenzellen eines Gehirnschnitts einzu-
bringen, wurden Neurone gezielt mittels juxtazeluldrer Transfektion elektroporiert (vgl. Daniel
et al., 2013). Fiir diese Transfektion wurde ein organotypischer hippokampaler Schnitt im Alter
von 8 - 9 DIV auf einem Ausschnitt PTFE-Membran (s. Abschnitt 3.1.2) in eine sterile Bad-
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kammer mit HBS 2/1 iiberfithrt und mit einem Platindraht am Kammerboden fixiert. Die zu
transfizierende Plasmid-DNA wurde in geringer Konzentration (0,08 pgpL ') in Elektropo-
rationspuffer gelost und auf Eis gelagert. Diese DNA-Losung wurde in eine konische Elektro-
porationspipette gefiillt (¢ ca. 1,4 - 2 nm; PIP5 Pippettenziehgerit). Die Pipette wurde iiber
Mikromanipulatoren und unter visueller Kontrolle an das zu transfizierende CA1 Neuron her-
angefithrt. Durch einen geringen Uberdruck beim Anniihern an die Zelle wurde verhindert,
dass die Pipette beim Eindringen in das Gewebe verstopfte, ohne dass die im Puffer enthaltene
DNA durch Scherkrifte an der Pipettenwand ausfiel. Durch Ablassen des Uberdrucks wurde die
Loose-Seal-Konfiguration erreicht. Uber den Verstirker ELC-03XS wurden 150 Spannungspulse
(600 ms, 250 Hz, —1,4 V) appliziert. Der Vorgang wurde an fiinf bis zehn Zellen im gleichen
organotypischen Hippokampusschnitt wiederholt. Das Gewebe wurde anschliefend auf einer
vorinkubierten PTFE-Membran auf frischem Medium fiir weitere zwei bis drei Tage bis zur
Verwendung im Brutschrank (30 °C, 5% COs) inkubiert.

3.3. Molekularbiologie

3.3.1. Herstellung kompetenter Zellen

Um kompetente Zellen fiir die Aufnahme und Expression von Plasmiden herzustellen, wurden
FEscherichia coli Bakterien (E. coli C600) angeziichtet und aliquotiert (Hanahan, 1983). Hierzu
wurden 4 mL LB-Medium mit E. coli C600 beimpft und iiber Nacht (UN) auf dem Schiittler
inkubiert (37 °C, 250 rpm). Am nachfolgenden Tag wurden die angeziichteten Zellen in 100 mL
LB-Medium aufgenommen und im Brutschrank kultiviert (37 °C). Sobald die Kultur einen
ODgpo-Wert von 0,4 bis 0,6 erreicht hatte, wurde die Zellsuspension 5 min bei 4500x g und
einer Temperatur von 4 °C zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 40 mL kaltem TFB 1
Puffer resuspendiert und 5 min bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert. Nach erneuter Zentrifugation
(5 min, 4500x g, 4 °C) wurde das Pellet in 4 mL, TFB II Puffer aufgenommen, resuspendiert
und fiir 15 - 60 min bei 4 °C bis zur Aliquotierung inkubiert. Die kompetenten Zellen wurden

bis zu ihrer Verwendung bei —80 °C gelagert.

3.3.2. Transformation kompetenter Zellen

Um grofke Mengen gereinigter Plasmid-DNA herstellen zu konnen (s. Abschnitt 3.3.4), wurden
E.coli C600 mit den entsprechenden Plasmiden transformiert und vermehrt. Dazu wurden die
aus 3.3.1 gewonnenen Bakterien fiir 10 min auf Eis aufgetaut und mit 2,5 pL DNA-L&sung ver-
setzt (insgesamt 52,5 pL). Nach weiteren 10 min wurden das gekiihlte Gemisch aus Bakterien
und Plasmid-DNA fiir 45 s auf 42 °C erhitzt, um die Aufnahme der Plasmid-DNA zu indu-
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zieren (Hitzeschock) und anschliefsend fiir 2 min auf Eis gekiihlt. Die Bakterienlosung wurde
mit 900 pL S.0.C. Medium (4 °C) versetzt und fiir 60 min bei 37 °C inkubiert. Anschliefend
wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten ausgestrichen. Um ein selektives Wachstum zu er-
moglichen, waren die Platten mit einem Antibiotikum versetzt, dessen Resistenz durch das

transformierte Plasmid codiert wurde.

3.3.3. Herstellung von Glyceroldauerkulturen

Einzelne Kolonien der aus 3.3.2 gewonnenen Bakterienkulturen wurden fiir die spétere Verwen-
dung zur Plasmidaufreinigung (s. Abschnitt 3.3.4) langfristig in Glycerol gelagert. Hierzu wurde
eine Kolonie einer bereits transformierten Bakterienkultur nach 3.3.1 angeziichtet. Anschlie-
fend wurden 200 pL der Bakterienkultur mit 800 pL. Glycerol versetzt, in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bei —80 °C gelagert.

3.3.4. Plasmidaufreinigung

Die in 3.2 verwendeten Plasmide wurden aus Bakterien gewonnen, unter Verwendung des
EndoFree® Plasmid-Kits nach Herstelleranweisung endotoxinfrei aufgereinigt und zu 0,8 - 1 pg
in Wasser gelost. Die Extinktion der aufgereinigten DNA wurde UV-spektroskopisch bei 260 nm
und 280 nm gemessen, um Riickschliisse auf die Plasmidmenge bzw. auf Proteinverunreinigun-
gen ziehen zu kénnen. Dabei wurde die Konzentration der doppelstringigen Plasmid-DNA nach

folgender Formel ermittelt:
Fogo = 1 entspricht 40 pg mL~!

Die Reinheit der DNA wurde nach folgender Formel ermittelt:

Eo
Reinheitsgrad = —260
Esso

Dabei entspricht ein Wert von ca. 1,8 einer reinen DNA-Isolierung, wihrend niedrigere Werte ei-
ne Proteinverunreinigung anzeigen. Werte {iber 2,0 weisen auf eine erhéhte RNA-Konzentration
hin.
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3.4. Mikroskopie

3.4.1. Epifluoreszenzmikroskopie

3.4.1.1. Herstellung eines Perfusionssystems fiir dissoziierte hippokampale Neu-
rone
Um Neurone wahrend der Lebendzellmessungen gezielt und ziigig mit verschiedenen Losungen
umspiilen zu kénnen, wurde ein lokales Perfusionssystem um die zu untersuchende Zelle posi-
tioniert. Zur Herstellung des Perfusionszulaufs wurden 4 - 6 Spinalnadeln zu 4 - 5 cm langen
Kaniilen geschnitten und mit grobem und feinem Schmirgelpapier beidseitig glatt geschliffen.
Die gereinigten Kaniilen (Spiilung mit Millipore-Wasser, 70% und 100% Ethanol) wurden durch
ein zuvor hergestelltes Zugangsloch in eine serologische Plastikpipette (10 mL) eingefiihrt und
durch Paladur Kaltpolymerisat (2,5 g Pulver, 1,5 mL Fliissigkeit) fixiert.

Als Zulauf (s. Abbildung 5) wurde eine 10 nL Pipettenspitze un-

ter Hitzeeinwirkung ausgezogen und mit einem Skalpell auf etwa

sero- eine Linge von einem cm verkiirzt. Die Spitze wurde mit Sili-
logische

Pipette konkleber iiber den Kaniilen befestigt und UN zum Trocknen

aufgestellt. Bei der Herstellung einer Ablaufpipette wurde statt

Eggﬁrl; ggll;- mehrerer kleiner Kaniilen nur eine grofere Kaniile (Sterican 100)
menisat verwendet, deren Linge auf 4 - 5 cm verkiirzt wurde. Die Kanii-

lendffnung wurde mit grobem und feinem Schmirgelpapier ge-

Silikon- glittet. Die Halterung des Ablaufs wurde gleich dem Zulauf aus

einer serologischen Pipette hergestellt (s.0.). Fiir die Messungen
Pipetten- wurde das Perfusionssystem iiber die Kaniilen mit Schlduchen
verbunden, die iiber eine manuelle Ventilregelung die Messlo-

sung in das System bzw. aus dem System herausleiten konnten.
Abbildung 5 - Zulauf der

. . Die Gleichméfigkeit des Fliissigkeitsstroms iiber die zu messende
Einzelzellperfusion

Zelle wurde iiber den hydrostatischen Druck kontrolliert.

3.4.1.2. Videomikroskopie

In der vorliegenden Arbeit wurde die Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF aus trans-
fizierten, dissoziierten Neurone oder organotypischen, hippokampalen Schnittkulturen durch
Time Lapse Videomikroskopie in Echtzeit aufgenommen (Aufnahmeintervall: 10 s) und an-
schliefsend analysiert. Wéhrend der Aufnahmen wurde das Gewebe konstant mit Fliissigkeit
iiberspiilt, wobei entweder eine lokale Perfusion (HBS; dissoziierte, hippokampale Neurone,

s. Abschnitt 3.4.1.1) oder eine Badperfusion (aCSF; organotypische Schnittkulturen) einge-
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setzt wurde. Fiir die Messungen wurde ein aufrechtes Systemmikroskop verwendet, an das eine
Metall-Halid Lampe (HXP, Zeiss) iiber einen Lichtleiter eingekoppelt war. Das einfallende Licht
wurde iiber einen dichroischen Spiegel geleitet und sowohl fiir die Exzitation als auch fiir die
Emission durch Bandpassfilter selektiert (s. Tabelle 3).

Tabelle 3 — Verwendete Bandpassfilter wihrend der Time-Lapse Videomikroskopie

. Zentrale .
Funktion Wellenliinge Bandbreite

Exzitationsfilter 470 nm +40 nm

Emissionsfilter 525 nm +25 nm

Alle Messungen wurden 2 - 3 Tage nach der Transfektion des Gewebes vorgenommen (s. Ab-
schnitt 3.2). Wahrend der Durchfiihrung wurden, sofern nicht anders beschrieben, Lebendzel-
laufnahmen bei 63-facher Vergroferung im Abstand von 10 s aufgenommen. Die Aufnahmen
wurden von einer gekiihlten CCD-Kamera (CoolSnap ES?) erfasst und digitalisiert. Die elek-
tronische Steuerung dieser Kamera sowie der Filterrdder und der Lichtquelle erfolgte {iber das

Programm VisiView (VisitronSystems).

3.4.2. Immuncytochemische Farbungen

Um transfizierte Neuronenkulturen mit speziellen Markern anzufirben, wurden diese zwei Ta-
ge (2 PTF) nach der Transfektion (s. Abschnitt 3.2.1) in PBS gewaschen und 20 min in
4% Paraformaldehyd (PFA) fixiert. Anschliefend wurden die Deckgléser dreimal fiir 10 min
in PBS gewaschen. Um den Zugang der Antikérper zum Zellinneren zu erméglichen, wurden
die Neuronenkulturen fiir 15 min in 0,3% TritonX (in PBS) inkubiert und anschliefend zwei-
mal fiir 10 min in PBS gewaschen. Nach einer Blockierung mit 10% BSA und 0,1% TritonX
in PBS wurden die fixierten Kulturen mit dem priméren Antikérper im Verhéltnis 1:100 (in
PBS, 1% BSA und 0,1% TritonX) UN bei 4 °C inkubiert. Am nachfolgenden Tag wurden die
Kulturen viermal fiir je 10 min in PBS gewaschen und fiir weitere zwei Stunden bei RT mit
dem sekundiren Antikoérper (Verdiinnung: entweder 1:100 oder 1:1000 in PBS, 1% BSA und
0,1% TritonX) inkubiert. Anschliefend wurden die Kulturen erneut gewaschen (viermal fiir je

10 min in PBS) und mit ImmuMount auf einem Objekttriger fixiert.

3.4.3. Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Die qualitative Analyse der Antikérperfarbungen aus 3.4.2 wurde mit einem konfokalen Laser-

Scanning Miskroskop vorgenommen (Axio Examiner, LSM 780). Die Fluoreszenzanregung fiir
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das griinfluoreszierende Protein wurde {iber einen Argonlaser bei einer Wellenldnge von 488 nm
und 25 mW Leistung vorgenommen. Die Laser-Intensitéit betrug 3,5 %. Der Farbstoff Alexa555
wurde durch einen Helium-Neon Laser (543 nm, 1,2 mW, 2,5 %) angeregt. Die Grofe der Loch-
blende betrug 58 pm. Die Pixelgréfe wurde jeweils auf 0,07 pm justiert. Die Anregungswel-
lenldngen wurden durch einen Strahlenteiler (488/543 nm) aus der Emission herausgefiltert.
Die Bildakquisition erfolgte iiber ein 20x Wasserimmersionsobjektiv (W Plan-ACHROMAT,
n.A. 1,0) und wurde iiber die Software Zen 2010 gesteuert. Die Bildbearbeitung erfolgte iiber
die Software IMARIS.

3.5. Elektrophysiologie

3.56.1. Whole-Cell Patch Clamp Messungen an dissoziierten hippokampalen
Kulturen

Bei einem Teil der Experimente, bei denen eine Lebendzellmikoskopie an dissoziierten hip-
pokampalen Neuronen durchgefiihrt wurde, wurden die Neurone gleichzeitig durch die Whole
Cell Patch Clamp-Methode abgeleitet. Als Hardware-Komponenten des elektrophysiologischen
Aufbaus wurden der Verstirker EPC8 (HEKA) und der Analog-Digitalwandler LIH8 verwen-
det. Diese Komponenten wurden durch die Software PatchMaster (HEKA) gesteuert. Fiir die
Feinsteuerung des Mikroskops und des Vorvestéirkers wurden elektrische Mikromanipulatoren
(Luigs und Neumann) eingesetzt. Die fiir die Versuche verwendeten Mikropipetten wurden aus
Borosilikatglas (GB150F-8P) iiber ein Pipettenziehgeriat (PIP8, HEKA) hergestellt (Pipetten-
widerstand 6 - 8 MQ) und iiber ein Mikrofilament (Microfil 28 G) oder eine feine Pipettenspitze
(Microloader) mit Pipettenlosung befiillt. Fiir die verwendete extrazelluldre Losung (HBS 2/1)
wurde gegeniiber der Pipettenldsung durch das Programm pClamp ein Potenzialunterschied
von —13,7 mV berechnet, fiir das iiber den Verstirker eine entsprechende Kompensation ein-
gestellt wurde. Wahrend des Patch-Vorgangs wurde die Mikropipette zunichst unter leichtem
Uberdruck an das Zellsoma herangefiihrt. In direkter Nihe zum Soma wurde der Uberdruck
entfernt und, falls notwendig, ein leichter Unterdruck appliziert, um eine dichte Verbindung
zwischen Pipette und Zellmembran zu erreichen (Gigaseal, >1 MSQ). Die durch den Gigase-
al sichtbaren Umladestréme wurden iiber den EPCS8-Verstirker bestmoglich kompensiert, be-
vor die Zelle durch starken Unterdruck gedffnet wurde ( Whole Cell Konfiguration). In dieser
Konfiguration wurde zunéchst das Membranpotenzial der Zelle abgelesen (keine Injektion von
Strom). Anschliefend wurden die Neurone entweder in der Spannungsklemme ( Voltage Clamp
Modus), in der an der Zellmembran entstehende Strome sofort kompensiert werden, oder in
der Stromklemme (Current Clamp Modus) abgeleitet. Im Voltage Clamp Modus wurden die

Neurone auf ein Potenzial von —60 mV geklemmt, wihrend sie im Current Clamp Modus auf
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ein Ruhemembranpotenzial von -60mV eingestellt wurden. Die abgeleiteten Signale wurden
bei 3 kHz gefiltert (Besselfilter) und mit 10 kHz digitalisiert. Die aufgezeichneten Stromspuren
vor, wihrend und nach der Stimulation wurden mit dem Analyseprogramm FitMaster (HEKA)

ausgewertet.

3.6. Analyse

3.6.1. Nachbearbeitung der fluoreszenzmikroskopischen Experimente

Fiir die Ermittlung von Kolokalisationen bei den Antikdérperfirbungen wurde ein Hintergrund-
wert ermittelt, um die Untergrenze einer Detektionsschwelle zu generieren. Aus den verbleiben-
den Intensititswerten wurde aus dem Gesamtvolumen der BDNF-EGFP-positiven Bereiche der

prozentuale Anteil errechnet, der mit dem dendritischen Marker MAP2 kolokalisierte.

Die Analyse der aktivitdtsabhidngigen Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF erfolgte iiber
das Programm MetaMorph. Es wurden 5 - 22 Regionen (ROI, regions of interest) pro Zelle
untersucht. Fiir jede Region und jeden Messzeitpunkt wurde ein durchschnittlicher Fluores-
zenzintensitatswert ermittelt und in das Programm Excel iibertragen. Fiir jeden Messzeitpunkt
wurde zusdtzlich der Hintergrundwert von den Messwerten abgezogen, bevor die Fluoreszen-
zwerte der einzelnen Regionen wie folgt weiter bearbeitet wurden: Die Messungen der durch-
schnittlichen Fluoreszenzintensitit von 200 s bis 10 s vor der Stimulation des Neurons wurden
verwendet, um fiir jede Region eine individuelle Bleichkurve zu erstellen. Diese Kurve wur-
de als monoexponentialer Fit extrapoliert. Fiir jeden Messzeitpunkt wurde die Differenz der
extrapolierten Bleichkurve zum Intensitdtswert der Fluoreszenz zum Zeitpunkt 0 s ermittelt.
Der gemessene Intensitdtwert der Region zu diesem Zeitpunkt wurde um diese Differenz kor-
rigiert. Schnelle Veranderungen (z.B. aufgrund von Fokusschwankungen) wurden dabei nicht
in den Fit mit einbezogen. Regionen mit instabilen oder stark ansteigenden Bleichkurven wur-
den nicht beriicksichtigt. Anschliefend wurden je fiinf Regionen einer Zelle ausgewahlt, die den
groften Fluoreszenzverlust zeigten, gemittelt und fiir die weitere Analyse verwendet. Die Fluo-
reszenzintensitiatswerte aller Neurone einer Messbedingung wurden iiber die Zeit gemittelt und
verglichen. Die Darstellung erfolgte iiber die Software Origin. Einzelbilder wurden in Adobe
Photoshop oder CorelDraw beziiglich ihres Kontrasts, Helligkeit und ihrer Graduationskurve
fiir die Darstellung nachbearbeitet. Die monochromatischen Aufnahmen wurden zur Darstel-
lung farbig erfdrbt, um fluoreszente Marker und fluoreszierende Antikoérper farbig abzuheben.
Bilder, die dem Vergleich untereinander dienen, wurden dabei auf die gleiche Weise und um die

gleichen Werte verdndert.
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3.6.2. Statistik

Die in dieser Arbeit enthaltenen Messwerte wurden auf Ausreifser untersucht (Nalimouv-Test).
Die aufgefiihrten Ergebnisse zeigen, wenn nicht explizit anders beschrieben, den Mittelwert mit
dazugehoérigem Standardfehler. Fiir multiple Vergleiche wurde eine Varianzanalyse (ANOVA)
mit post-hoc Test (Tukey Test) zur Ermittlung der Signifikanzen (p< 0,05) verwendet.
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4. Ergebnisse

Der sekretierte neurotrophe Faktor BDNF ist fiir eine Vielzahl von Funktionen, wie zum Bei-
spiel die Differenzierung von Neuronen und die Modulation synaptischer Plastizitit, ein bedeu-
tendes Protein. Obwohl der aktivitdtsabhingigen Ausschiittung von BDNF eine Schliisselrolle
wiahrend der Induktion und der Manifestation der Langzeitpotenzierung zugesprochen wird, ist
der Mechanismus dieser Sekretion kaum verstanden. In der vorliegenden Arbeit wurde daher
die Ausschiittung von BDNF in Abhéngigkeit von verschiedenen Stimulationsmustern und des

sekundéren Messengers cAMP bestimmt.

4.1. Lokalisation von BDNF in hippokampalen Neuronen

BDNF wird in allen glutamatergen Neuronen endogen hergestellt. Aufgrund des geringen Ex-
pressionsniveaus wird jedoch das subzelluldre Verteilungsmuster kontrovers diskutiert (s. Ab-
schnitt 1.1.2). Daher sollte zunéchst ermittelt werden, in welchen Neuriten sich BDNF unter
den hier verwendeten Kultivierungsbedingungen nachweisen lasst. Hierzu wurden dissoziierte
hippokampale Neurone nach acht Tagen in vitro mit Hilfe der Kalzium-Phosphat Prézipitation
mit einem Plasmidkonstrukt transfiziert, das fiir BDNF-EGFP kodiert. Die Kulturen wurden
anschlieftend mit PFA fixiert und mit einem Antikorper gegen den dendritischen Marker MAP2
angefirbt. Anschliefend folgte die Analyse der Kolokalisation von MAP2 und BDNF an Neu-
ronen, in deren Umgebung sich keine weiteren Neurone befanden, die BDNF-EGFP vesikulédr
exprimierten. In diesen hippokampalen Neuronen konnte BDNF-EGFP insbesondere in grofie-
ren Clustern in Soma und Neuriten detektiert werden. Die Kolokalisationsanalyse mit MAP2
ergab, dass sich diese Punkte vor allem im somatodendritischen Bereich der Neurone befan-
den. Insgesamt war das vorhandene, vesikulire BDNF zu in 91,5+ 1,6 % (n=13) mit MAP2
kolokalisiert. Negativkontrollen, die lediglich mit dem Zweitantikdrper gefarbt wurden, zeigten
dagegen keine rote MAP2-Fluoreszenz und daher auch keine Kolokalisation (0,10 £0,03 % in-
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A BDNF-EGFP Alexa555 Kolokalisation

MAP2 +
BDNF-EGFP
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kontrolle

o

M2+BE
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Abbildung 6 — MAP2 Antikérper-Farbung an dissoziierten, hippokampalen Neuronen
mit BDNF-EGFP-Expression Dissoziierte hippokampale Neurone wurden mit einer BDNF-EGFP-
Plasmid-DNA transfiziert. Zwei Tage nach der Transfektion erfolgte eine Antikdrperfarbung gegen den
dendritischen Marker MAP2. A Hippokampales Neuron nach MAP2-Antikérper-Farbung im Vergleich
zur Negativkontrolle (Farbung mit dem Zweitantikorper, Messbalken: 10 pm). Weifle Pfeilspitzen mar-
kieren das Axon. B Vergroferte Ausschnitte der dendritischen Bereiche der hippokampalen Neurone
aus A (M2=Map2; BE=BDNF-EGFP; NK=Negativkontrolle; Messbalken: 6 ym). Die Bilder wurden
mit Hilfe eines Laser-Scanning Mikroskops bei einer Pixelgrofte von 0,07 pm aufgenommen.

klusive Soma, n=11; s. Abbildung 6). Zusammenfassend konnte durch die Antikérperfarbung

eine Verteilung BDNF-beinhaltender, vesikuldrer Strukturen vor allem in dendritischen Berei-

chen der Neurone beobachtet werden.
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4.2. Sekretion von BDNF aus hippokampalen Neuronen

Wie bereits von einigen Studien gezeigt, eignen sich dissoziierte, hippokampale Neurone be-
sonders fiir die zeitlich aufgeloste Analyse der BDNF-Ausschiittung an lebenden Zellen (s.
Abschnitt 1.1.3). Da sich Neurone in Zellkulturen fast vollstindig auf einer Ebene ausbreiten,
lassen sich viele Bereiche, die durch BDNF-EGFP markiert wurden, unter dem Epifluores-
zenzmikroskop gleichzeitig erfassen und deren Fluoreszenzverdnderungen durch Time Lapse
Videomikroskopie messen. Die Sekretion lisst sich dabei als Abnahme der intravesikuldren

Fluoreszenzintensitat bestimmen.

4.2.1. Sekretion von fluoreszenzmarkiertern BDNF durch verschiedene

Stimulationsmuster

Hippokampale Neurone zeigen im Verlauf ihrer postnatalen Entwicklung diverse Muster elek-
trischer Aktivitdt. Sowohl spontane, repetitive Depolarisationen von bis zu 50 mV (sogenannte
GDPs, ,Giant Depolarizing Potentials*), welchen eine bedeutende Rolle bei der Entwicklung
des Hippokampus zugewiesen wird, als auch repetitive Aktionspotenziale, die im maturen Hip-
pokampus insbesondere bei der Entwicklung der synaptischen Plastizitdt von Bedeutung sind,
konnten mit einer regulierten Sekretion von BDNF verbunden werden (Mohajerani und Che-
rubini 2006; Kuczewski et al. 2008; fiir eine Ubersicht s. Ben-Ari 2001). Die Mechanismen
der aktivitdtsabhingigen Ausschiittung von BDNF wurden in der Vergangenheit jedoch hiu-
fig nach einer kaliuminduzierten Depolarisation untersucht. Inwiefern sich die Mechanismen
der durch Kalium induzierten Ausschiittung von BDNF von den Mechanismen einer elektrisch
induzierten Ausschiittung unterscheiden, ist bislang jedoch ungeklart. In der vorliegenden Ar-
beit wurden daher Stimulationsprotokolle entwickelt, die durch Nachahmung physiologischer

Aktivitdtsmuster eine Ausschiittung von BDNF induzieren.

4.2.1.1. Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF durch den Anstieg der ex-
trazelluldren Kaliumkonzentration

Dissoziierte hippokampale Neurone wurden im Alter von 7-8 DIV mit Hilfe der Kalzium-Phos-
phat-Prézipitation mit BDNF-EGFP transfiziert. Nach 2-3 Tagen post transfection (2-3PTF)
wurden die Kulturen unter dem Fluoreszenzmikroskop hinsichtlich einer BDNF-Sekretion vi-
deomikroskopisch untersucht. Wihrend der Versuche wurden die Neurone iiber eine lokale Per-
fusion zunéchst mit dem extrazelluldren Puffer HBS2/1 {iberspiilt. Nach 5 min wurde der
extrazelluldre Puffer fiir weitere 5 min durch eine Losung ersetzt, die zusétzlich 50 mM Kalium
(im Austausch fiir eine dquimolare Menge Natrium) enthielt (HBSK502/1), um die Neuro-

ne zu depolarisieren. Die Depolarisation fiihrte in vielen Strukturen zum kurzzeitigen Anstieg
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Abbildung 7 — Ausschiittung von BDNF-EGPF nach kaliuminduzierter Depolarisation aus
dissoziierten hippokampalen Neuronen Dissoziierte hippokampale Neurone wurden mit BDNF-
EGFP transfiziert. Zwei bis drei Tage nach der Transfektion erfolgte die videomikroskopische Analyse
der BDNF-Ausschiittung wihrend der kaliuminduzierten Depolarisation zum Zeitpunkt 0 s. A Exem-
plarisch ausgewahltes, mit BDNF-EGFP transfiziertes Neuron (Ratte). Das mit EGFP markierte Neuro-
trophin BDNF ist vesikuldr {iber das Neuron verteilt (Messbalken: 10 pm). B Ausschnittsvergroferung
von A zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der videomikroskopischen Untersuchungen (Messbalken:
1 pm). C Verlauf der EGFP-Fluoreszenzintensitit der drei verschiedenen Regionen aus B wihrend der
Versuchsdurchfiihrung. D Gemittelter Verlauf der Fluoreszenzintensitit. Die Depolarisation fiihrte zu-
nichst zu einem Fluoreszenzanstieg. Anschlielend wurde die Sekretion als Abnahme der Fluoreszenz
iiber die Zeit gemessen (Details, s. Text). E Quantitative Analyse der Fluoreszenzverdnderungen wie
in A, jedoch mit Neuronen, deren elekrische Aktivitat wiahrend der Versuchsdurchfiihrung iiber das
Patch-Clamp Verfahren beobachtet wurde. (Fehlerbalken = S.E.M, * = p < 0.05)
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der Fluoreszenzintensitit. Diese Verdnderung in der Fluoreszenzintensitat wird durch die pH-
Abhéngigkeit des Fluoreszenzproteins verursacht. Die Fluoreszenzintensitdt von GFP nimmt
bei einer Alkalisierung des umgebenden Milieus deutlich zu. Eine solche pH-Verdnderung findet
bei der Fusion der Vesikel- mit der Plasmamembran statt. Das Vesikelinnere, das typischerweise
einen sauren pH-Wert von 5,5 - 6,5 aufweist, wird beim Kontakt mit dem neutralen, extrazel-
luldren Medium neutralisiert, was die Fluoreszenzintensitit des Fluoreszenzproteins verstarkt.
Die anschlietende Sekretion konnte in den hier durchgefiihrten Untersuchungen als Abnahme
der Fluoreszenzintensitdt der vesikuldren Strukturen gemessen werden. Es wurde festgestellt,
dass der Fluoreszenzverlust durch die kaliuminduzierte Depolarisation nach 10 min 20,2+1,4 %
(n=19) betrug. Im Vergleich dazu zeigten Kontrollzellen, die nicht depolarisiert wurden, einen

vernachlédssigbaren Fluoreszenzverlust von 1,24+2,5 % (n=>5; s. Abbildung 7 A).

Um die kaliuminduzierte Depolarisation mit Stimulationsprotokollen vergleichen zu kénnen,
die auf intrazelluldre Strominjektion in der Spannungsklemme basieren, wurden die zu untersu-
chenden Neurone gleichzeitig iiber das Patch-Clamp Verfahren intrazelluldr abgeleitet. Hierbei
wurden die Zellen wahrend des Experiments im Whole-Cell Modus auf ein Membranpotenzial
von —60 mV geklemmt. 10 min nach der Depolarisation durch erhéhtes extrazelluldres Kalium
konnte ein Fluoreszenzverlust von 22,14+2,8 % (n=4) festgestellt werden. Bei nicht depolari-
sierten Kontrollzellen wurde lediglich ein Fluoreszenzverlust von 4,4+3,6 % detektiert (n=4;
s. Abbildung 7B). Der Patch-Vorgang und der Kontakt mit der intrazellularen Losung in der
Pipette veranderten demnach nicht die Sekretion des Neurotrophins. Dies zeigt, dass eine intak-
te Sekretion und deren Beobachtung durch Lebendzellaufnahmen in Echtzeit bei gleichzeitiger

intrazelluldrer Ableitung moglich ist.

4.2.1.2. Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF durch repetitive Depolari-
sation

Im néchsten Schritt wurden Stimulationsprotokolle entwickelt, die durch die Nachahmung phy-
siologischer Aktivitdtsmuster eine Ausschiittung von BDNF-EGFP induzierten. Zun&chst wur-
de ein Protokoll verwendet, das auf starken Depolarisationen (GDPs) basiert, wie sie iiber
den Neurotransmitter GABA im postnatalen Hippokampus wihrend der Entwicklung des jun-
gen Nagergehirns entstehen konnen (fiir eine Ubersicht, s. Mohajerani und Cherubini, 2006).
Um solch starke Depolarisationen zu simulieren, wurden transfizierte, dissoziierte hippokam-
pale Neurone (10-11 DIV, 1-3PTF) mit Hilfe der Patch Clamp Technik im Whole-Cell Modus
bei —60 mV gehalten. Nach der Aufnahme des Bleichverhaltens (5 min) wurden die Neurone
mit 20 Hz 300 mal auf —10 mV depolarisiert. Jede dieser Depolarisationen 16ste einen starken

Einwértsstrom in die Zelle aus. Die Dynamik des Fluoreszenzverlusts wurde in verschiedenen
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Abbildung 8 — Ausschiittung von BDNF-EGPF nach wiederholter Depolarisation aus dis-
soziierten hippokampalen Neuronen Dissoziierte hippokampale Neurone wurden mit BDNF-EGFP
transfiziert. Die videomikroskopische Analyse der BDNF-Ausschiittung nach hochfrequenter Depolari-
sation erfolgte nach 2-3 PTF nach der Transfektion (300 Pulse, 20 Hz, auf —10 mV). A Exempla-
risch ausgewihltes, mit BDNF-EGFP transfiziertes Neuron (Ratte, 2PTF). Die Position der Patch-
Pipette ist eingezeichnet (Messbalken: 10 pm). B Ausschnittsvergroferung von A zu verschiedenen
Zeitpunkten wahrend der videomikroskopischen Untersuchungen (Messbalken: 1 ym). C Verlauf der
EGFP-Fluoreszenzintensitit der verschiedenen Regionen aus B wéahrend der Versuchsdurchfiihrung.
Die Fluoreszenzintensitat zum Zeitpunkt 0 s wurde auf 100 % gesetzt. D Quantitative Analyse der
Fluoreszenzintensitétsverdnderungen (vgl. B). Die Depolarisation fiihrte infolge der intravesikuldren
Alkalisierung zu einem Fluoreszenzanstieg. Anschlieflend wurde die Sekretion als Abnahme der Fluores-
zenz liber die Zeit gemessen (Details, s. Text). Die extrazelluldre Zugabe von 1 pM TTX hatte keinen
Einfluss auf die Sekretion. E Reprisentative Stromspuren wiahrend der repetitiven Depolarisation, ohne
(oben) und mit (unten) TTX. (Fehlerbalken = S.E.M., * p < 0,05) 49
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Regionen beobachtet. Uber einen Zeitbereich von 10 Minuten nach der Stimulation wurde die
Ausschiittung des BDNF-EGFP als prozentualer Abfall der vesikuldren Fluoreszenzintensitit
bestimmt. Insgesamt konnte nach 10 min eine Fluoreszenzabnahme von 14,54+3,2 % (n=3) ge-
messen werden. Im Vergleich dazu zeigten unstimulierte Kontrollen nur einen Fluoreszenzverlust
von 1,5+4,3 % (n=3) (s. Abbildung 8). Die extrazellulidre Zugabe des Natriumkanalblockers Te-
trodotoxin (TTX, 1 pM) hatte keine Auswirkung auf die durch Depolarisation induzierte Aus-
schiittung von BDNF-EGFP aus hippokampalen Neuronen (Fluoreszenzverlust: 18,44+4,3 %;
n—3).

4.2.1.3. Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF durch die repetitive Ausl6-
sung von Aktionspotenzialen

Aufgrund der Bedeutung von BDNF fiir die Induktion und Aufrechterhaltung der LTP wurde
ein Stimulationsprotokoll entwickelt, das auf den Paramtern plastizitdtsvermittelnder Stimu-
li beruht. In der vorliegenden Arbeit wurde eine hochfrequente Stimulation gewihlt, bei der
wiederholt Aktionspotenziale ausgelost werden. Dazu wurden mit BDNF-EGFP tranfizierte
Neurone 300 mal mit 20 Hz iiberschwellig durch Strominjektionen stimuliert. Die Stérke der
Strominjektion, die notwendig war, um Aktionspotenziale auszulésen, wurde dabei fiir jedes
Neuron vor Beginn der videomikroskopischen Untersuchung neu bestimmt. Die Verédnderun-
gen in der Fluoreszenzintensitét einzelner Regionen nach der Stimulation wurde gemessen.
Es konnte festgestellt werden, dass die verwendete Stimulation zu einem Fluoreszenzverlust
von 14,843.4 % (n=4) fiihrte, wihrend unstimulierte Kontrollen keine Fluoreszenzveridnde-
rung zeigten (—1,1£0,9 %; n=3). Die extrazellulire Zugabe des Natriumkanalblockers TTX
verhinderte die Ausbildung von Aktionspotenzialen und fiihrte zu einer Inhibition der Sekre-
tion (Fluoreszenzverlust: 2,6+2,4 %; n=4). Ferner konnte festgestellt werden, dass die Zugabe
von synaptischen Inhibitoren (50 nMPTX, 50 pM D,L-APV, 5 uyM DNQX) keinen Einfluss auf
die Sekretion hatte (Fluoreszenzverlust: ohne Inhibitoren 13,84+1,5 %, n=6; mit Inhibitoren
15,343, 5 %, n=6; Negativkontrolle 0,94+2,8 %, n=6). Die hochfrequente Auslésung von Akti-
onspotenzialen, die auch bei der Induktion synaptischer, BDNF-abhangiger Plastizitit Verwen-
dung findet (s. beispielweise Deisseroth et al., 1996; Géartner und Staiger, 2002), ist demnach
geeignet, um die Sekretion von BDNF videomikroskopisch in Echtzeit zu beobachten. Eine
zusétzliche Wirkung der basalen synaptischen Aktivitdt auf die Sekretion von BDNF konnte

durch Zugabe der synaptischen Inhibitoren ausgeschlossen werden.
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Abbildung 9 — Ausschiittung von BDNF-EGFP nach repetitiver Auslésung von Aktionspo-
tenzialen aus dissoziierten hippokampalen Neuronen Dissoziierte hippokampale Neurone wurden
mit BDNF-EGFP transfiziert. Die videomikroskopische Analyse der BDNF-Ausschiittung nach repetiti-
ver Auslésung von Aktionspotenzialen erfogte 2-3 PTF nach der Transfektion (20 Hz). A Exemplarisch
ausgewahltes, mit BDNF-EGFP transfiziertes Neuron (Ratte). Die Position der Patch-Pipette ist ein-
gezeichnet (Messbalken: 10 num). B Ausschnittsvergroferung von A zu verschiedenen Zeitpunkten wéh-
rend der videomikroskopischen Untersuchungen (Messbalken: 2 pm). C Reprisentative Stromspuren
wiahrend der Stimulation durch Aktionspotenziale, ohne (oben) und mit TTX (unten). D Verlauf der
EGFP-Fluoreszenzintensitit der verschiedenen Regionen aus B wihrend der Versuchsdurchfiihrung. Die
Fluoreszenzintensitit zum Zeitpunkt 0 s wurde auf 100 % gesetzt. E Quantitative Analyse der Fluores-
zenzintensitdtsveranderungen (vgl. B). Die Stimulation fiihrte infolge der intravesikuliren Alkalisierung
zu einem Fluoreszenzanstieg. Anschlieffend wurde die Sekretion als Abnahme der Fluoreszenz iiber die
Zeit gemessen (Details, s. Text). E Die extrazellulire Zugabe von synaptischen Inhibitoren (PTX, D,L-
APV, DNQX) hatte keine Auswirkung auf die Sekretion. F Bei einer extrazelluldre Zugabe von 1 pM
TTX wurden die Auslésung der Aktionspotenziale (vgl. C, unten) und der Fluoreszenzverlust inhibiert.
(Fehlerbalken = S.E.M, * = p < 0,05)
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4.2.1.4. Vergleich der Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF durch ver-
schiedene Stimulationsprotokolle
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Abbildung 10 — Vergleich der BDNF-Sekretion aus dissoziierten hippokampalen Neuronen
durch verschiedene Stimulationsprotokolle Die in Abschnitt 4.2 verwendeten Stimulationsproto-
kolle wurden beziiglich der Effizienz und der Dynamik der BDNF-Sekretion verglichen. A Quantitative
Analyse der Fluoreszenzintensititsveranderungen. Beziiglich Sekretionsamplitude konnte kein signifi-
kanter Unterschied festgestellt werden. B Vergleich der Dynamik des Fluoreszenzverlaufs. Der Maxi-
malwert der Fluoreszenz wurde dabei auf 100 % gesetzt, wihrend der Wert zum Ende der Messung
auf 0 % festgelegt wurde. Der Verlauf der Fluoreszenzintensitit von der Maximalfluoreszenz zur finalen
Fluoreszenz verlief bei allen verwendeten Protokollen gleich, ohne dass signifikante Unterschiede festge-
stellt werden konnten. Auch beim Erreichen der halbmaximalen Fluoreszenz wurden keine signifikanten
Unterschiede festgestellt (Kasten oben rechts).

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Stimulationsprotokolle verwendet, um eine
BDNF-Sekretion aus dissoziierten, hippokampalen Neuronen auszuldsen. Die hier verwende-
ten Protokolle wurden dabei hinsichtlich der durch sie ausgeldsten Dynamik und Menge der
BDNF-Sekretion verglichen. Zundchst konnte festgestellt werden, dass sich die Sekretionsmen-
ge 10 Minuten nach der Stimulation zwischen den verschiedenen Protokollen nicht signifikant
unterschied (s. Abbildung 10 A). Da sich die Fluoreszenzintensitét des fluoreszierenden Markers
nach Offnen der Vesikel veriindert, wurde die Fluoreszenzintensitit zum Zeitpunkt der intensivs-
ten Fluoreszenz (30 s) auf 100 % gesetzt, um den gesamten Fluoreszenzverlust ohne die o.g.
Intensititsveranderung zu vergleichen. Die untersuchten Zellen zeigten zu diesem Zeitpunkt
durchschnittlich die héchste Fluoreszenzintensitdt nach der Stimulation. Der Endzeitpunkt der

Messung (600 s) wurde als finaler Sekretionswert auf 0 % festgelegt. Anschliekend wurde die
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Dynamik der Fluoreszenzabnahme zwischen den verschiedenen Protokollen verglichen (s. Ab-
bildung 10 B). Es konnten keine deutlichen Unterschiede im Verlauf der Fluoreszenzabnahme
festgestellt werden. Der Zeitpunkt bis zum Erreichen des Halbmaximalwerts der Fluoreszenzin-
tensitit unterschied sich nicht signifikant zwischen den einzelnen Protokollen. Demnach sind
alle drei Protokolle &hnlich effizient in der Auslosung der BDNF-Sekretion. Dariiber hinaus
wird die Kinetik der Ausschiittung durch die Wahl des Protokolls nicht beeinflusst.

4.3. Die Abhangigkeit der BDNF-Sekretion von der
intrazellularen cAMP-Konzentration

Zyklisches AMP ist ein ubiquitdrer Botenstoff, der bei der Vermittlung verschiedener zelluldrer
Prozesse, wie der Entwicklung von synaptischen Netzwerken und der Enstehung von synapti-
scher Plastizitiit, von groker Relevanz ist (fiir eine Ubersicht, s. Waltereit und Weller, 2003;
Antoni, 2012). Bisher konnte nur an neuroendokrinen Zellen direkt gezeigt werden, dass die
Applikation von cAMP eine Ausschiittung von BDNF induziert (Heymach et al., 1996). Bisher
wurden zwei verschiedene cAMP-vermittelte Signaltransduktionskaskaden, die die Exozyto-
se aus LDCV beeinflussen, identifiziert: Zum einen der Signalweg iiber die Proteinkinase A
(PKA), zum anderen iiber das Ezchange protein directly activated by cAMP (Epac) (fiir eine
Ubersicht s. Seino und Shibasaki, 2005). In den nachfolgenden Versuchen wurde deshalb iiber-
priift, welchen Einfluss cAMP bzw. cAMP-vermittelte Signalwege auf eine aktivitdtsabhingige
Ausschiittung von BDNF aus hippokampalen Neuronen besitzt.

4.3.1. Modulation der BDNF-Sekretion durch exogene Zugabe von cAMP

Um den Einfluss von cAMP auf die aktivitdtsabhingige Ausschiittung von BDNF-EGFP zu
untersuchen, wurden dissoziierte, hippokampale Neurone mit den oben beschriebenen Reiz-
mustern stimuliert. Zur gleichen Zeit wurde das membranpermeable cAMP-Analogon 8Br-
cAMP (100 M) iiber das lokale Perfusionssystem extrazelluldr appliziert. Die Uberspiilung
mit 8Br-cAMP wurde dabei entweder 100 s vor bzw. gleichzeitig mit der Stimulation einge-
leitet. Obwohl die mit 8Br-cAMP {iberspiilten Neurone eine leichte Fluoreszenzabnahme von
BDNF-EGFP zeigten (8,3+2,3 %; n=7), war diese signifikant geringer als bei kaliumindu-
zierter Depolarisation (19,6+4,7 %; n=3) oder Stimulation durch intrazelluldre Strominjekti-
on (8. Abschnitt 4.2.1.2, s. Abbildung 11 A). Experimente zur gleichzeitigen Applikation von
8Br-cAMP und 50 mM Kalium zeigten allerdings keine verstirkte Fluoreszenzintensitétsab-
nahme gegeniiber den Experimenten mit einer alleinigen kaliuminduzierten Depolarisation der
Neurone (18,7+3,7 %, n=2; bzw. 19,6+4, 7 %, n=3). Eine Erhohung der intrazellularen cAMP-
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Abbildung 11 - Modulation der Sekretion von BDNF-EGFP aus dissoziierten hippokam-
palen Neuronen durch die exogene Zugabe eines membranpermeablen cAMP-Analogons
Dissoziierte hippokampale Neurone wurden mit BDNF-EGFP transfiziert. Zwei bis drei Tage nach der
Transfektion erfolgte die videomikroskopische Analyse der BDNF-Ausschiittung unter verschiedenen
Bedingungen. A Der Anstieg der extrazelluliren Kaliumkonzentration auf 50 mM fiihrte zu einer Se-
kretion von BDNF, die jedoch durch die Zugabe des cAMP-Analogons 8Br-cAMP nicht beeinflusst
wurde. B Die Effizienz der Sekretion von BDNF, die durch repetitive Depolarisationen auf —10 mV
(300 mal bei 20 Hz) ausgelost wurde, wurde durch den Anstieg der intrazelluliren cAMP-Konzentration
ebenfalls nicht beeinflusst. C Die Sekretion von BDNF nach der Auslosung repetitiver Aktionspoten-
ziale (300 iiberschwellige Stimulationen bei 20 Hz) wurde hingegen durch cAMP beeinflusst. Wurde die
cAMP-Konzentration 100 s vor der Stimulation erhoht, fiihrte dies zu einer Blockade der Sekretion.
Bei gleichzeitiger Applikation von 8Br-cAMP wurde die Sekretion verstirkt. D Weitere Protokolle, mit
denen die Sekretion von BDNF ausgelost wurde, zeigten entweder eine wesentlich geringere Sekreti-
onsamplitude oder fithrten nur in einigen Versuchen zu einer Sekretion. Die Anzahl der Messungen ist
innerhalb der Balken angegeben. Eine Modulation durch die Zugabe von 8Br-cAMP konnte bei diesen
Protokollen nicht gezeigt werden.
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Konzentration vor der kaliuminduzierten Depolarisation verdnderte die Sekretionsdynamik und
-menge ebenfalls nicht (19,241,9 %, n=7; s. Abbildung 11 A).

Dariiber hinaus wurde der Einfluss von 8Br-cAMP auf die Ausschiittung von BDNF nach der
repetitiven Depolarisation von Neuronen durch intrazelluldare Strominjektion untersucht. Das
Uberspiilen hippokampaler Neurone mit 8Br-cAMP-haltigem Puffer fiihrte bei Ausbleiben der
Depolarisation zu keiner Sekretion von BDNF-EGFP (2,246,0 %, n—=4). Die Uberspiilung der
Neurone mit 8Br-cAMP 100 s vor der repetitven Depolarisation durch Strominjektion fiihrte
zu einem Fluoreszenzverlust von 19,9+1,6 % (n=3). Diese Verdnderung in der Fluoreszenzin-
tensitdt unterschied sich nicht von den Fluoreszenzverinderungen in den Kontrollzellen, die
ohne 8Br-cAMP-Zugabe repetitiv depolarisiert wurden (17,3+5,4 %,n=3). Bei Neuronen, bei
denen Depolarisation und 8Br-cAMP-Applikation gleichzeitig erfolgten, konnte ebenfalls keine
Verdnderung in der Sekretionsamplitude festgestellt werden (20,3+2,9 %, n=4; s. Abbildung
11 B). Die durch repetitive Depolarisationen auf —10 mV (300 Depolarisationen, 20 Hz; vgl.
Abschnitt 4.2.1.2) induzierte Ausschiittung von BDNF aus dissoziierten hippokampalen Neu-

ronen wurde somit nicht durch einen intrazelluliren Anstieg von 8Br-cAMP beeinflusst.

Neurone, bei denen die Stimulation durch das Auslésen repetitiver Aktionspotenziale (vgl. Ab-
schnitt 4.2.1.3) zeitgleich mit der 8Br-cAMP-Uberspiilung erfolgte, zeigten jedoch einen deut-
lich erhohten Fluoreszenzverlust von 25,14+1,3 % (n=10) im Vergleich zu Kontrollzellen, denen
kein 8Br-cAMP zugefithrt wurde (16,241,6 %, n=24). Eine reine Uberspiilung mit 8Br-cAMP
ohne Stimulation konnte in den dissoziierten, hippokampalen Neuronen keine deutliche Sekreti-
on auslosen (2,1£1,5 %, n—11). Interessanterweise reduzierte die Uberspiilung mit 8Br-cAMP
100 s vor der Stimulation die Sekretion von BDNF (6,1+2,3 %, n=13; s. Abbildung 11 D). So-
mit konnte je nach zeitlicher Beziehung zwischen der intrazelluldaren cAMP-Erh6hung und dem
einsetzenden Feuern von Aktionspotenzialen ein verstirkender bzw. blockierender modulatori-
scher Einfluss von 8Br-cAMP auf die Sekretion von BDNF-EGFP beobachtet werden, sofern

repetitive Aktionspotenziale als auslésender Stimulus verwendet wurden.

In einem letzten Schritt wurden Stimulationsprotokolle zur Induktion der BDNF-Sekretion un-
tersucht, die dem postsynaptischen Anteil einer STDP-Stimulation (Spike-timing dependent
plasticity) entsprechen (vgl. Edelmann und Lessmann, 2013). Bei den beiden verwendeten Pro-
tokollen wurde jeweils ein Burst von vier Aktionspotenzialen ausgeldst, der insgesamt 35 mal
im Abstand von 2 s wiederholt wurde. Bei einem der beiden Protokolle wurde die Stimulati-
onsstirke fiir jedes Neuron neu bestimmt, sodass je vier Aktionspotenziale mit einer Frequenz
von 20 Hz ausgelost wurden (s. Abbildung 11 D, griin). In einem weiteren Protokoll wurden die
vier Aktionspotenziale mit einer Stimulationsstirke von 900 pA und einer Frequenz von 200 Hz

ausgelost (s. Abbildung 11D, blau; vgl. Edelmann und Lessmann 2013). Beide Stimulations-

29



4. Ergebnisse

8'cPT-2-0-
Me-cAMPs

115

3 & 410
o ‘T 105
2 2 i
15 § 100+
€ c ]
N N %]
o & 90 *
0 0 ]
o o 85 5
3 3 807
T8 w754
g ] | g o
5 707 IbpAPs + Rp-cAMPs (n=4) -Li s 704
< 654 —@—bpAPs (n=4) < 65 +‘prPs (n=5)
S ﬁ%'prPs + 8CPT-2.0-Me-cAMPs (n=3) S oF. 8 1bpAPs + Sp-8-OH-CAVPIPIP] (n=5)
I
300 200 100 0 100 200 300 400 500 600 700 300 200 100 0 100 200 300 400 500 600 700
Zeit (s) Zeit (s) ® = Stimulation

Abbildung 12 - Modulation der Sekretion von BDNF-EGFP aus dissoziierten hippokampa-
len Neuronen durch PKA und Epac A Eine Priainkubation mit dem cAMP-Analogon Rp-cAMPs,
das die PKA-abhéangige Signalkaskaden blockiert, fithrte zu einer Blockade der Sekretion wahrend der
Auslosung von bis zu 300 Aktionspotenzialen (20 Hz). Die Applikation des spezifischen Epac-Aktivators
8cPT-2-O-Me-cAMPs gleichzeitig mit der Stimulation fiihrte zu keiner Verénderung in der BDNF-
Sekretionsamplitude und -dynamik. B Die Applikation des membranimpermeablen cAMP Analogons
SP-8-OH-cAMPS, welches ein Aktivator der PKA ist, blockierte ebenfalls die Sekretion.

protokolle 16sten eine Sekretion von BDNF-EGFP aus (35xAPs: 8,44+2,7 %, n=>5; 35x900 pA:
17,3+5,8 %, n=3), die jedoch durch die Zugabe von 8Br-cAMP zum Zeitpunkt der Stimulation
nicht signifikant beeinflusst wurde (35xAP: 14,3+5,6 %, n=4; 35x900 pA: 12,6+5,4 %, n=>5).

Insgesamt zeigte sich, dass die BDNF-Sekretion infolge der Stimulation der Neurone durch
die Zunahme der extrazelluldren Kaliumkonzentration sowie durch wiederholte Depolarisatio-
nen auf —10 mV von eine Erhohung der intrazelluldren cAMP-Konzentration nicht beeinflusst
werden konnte. Die Stimulationen, die auf wiederholten Stominjektionen im Abstand von 2 s
basierten (35x 4 Stimuli), konnten ebenfalls durch 8Br-cAMP nicht beeinflusst werden. Ei-
ne Applikation von 8Br-cAMP konnte die Sekretion bei gleichzeitiger Applikation mit dem
Stimulus jedoch dann verstérken, wenn mehrere Aktionspotenziale mit 20 Hz iiber einen Zeit-
raum von mehreren Sekunden ausgelost wurden. Bei einer Erhéhung der intrazelluldren cAMP-

Konzentration vor der Stimulation wurde die Sekretion in diesem Fall dagegen blockiert.

4.3.2. Abhangikeit der BDNF-Ausschiittung von der PKA und Epac

Sowohl Epac als auch die Proteinkinase A (PKA) wurden als mdogliche Signalwege beschrie-

ben, die eine Modulation der Proteinsekretion in neuroendokrinen Zellen verursachen kon-
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nen (fiir eine Ubersicht, s. Seino und Shibasaki, 2005). Um zuniichst einen méglichen Einfluss
von Epac auf die Sekretion zu untersuchen, wurden die Neurone mit dem cAMP-Analogon
8cPT-2-O-Me-cAMPs (100 pM) iiberspiilt, einem membranpermeablen Aktivator fiir Epac.
Die Aktivierung des Faktors durch das Analogon zeigte keine Verdnderungen der Sekretion von
BDNF-EGFP, die durch 300 Stimulationen iiber der Aktionspotenzialschwelle (20 Hz) induziert
wurde (bpAPs: 24,14+6,5 %, n=4; Epac-Aktivator: 21,5+0,5 %, n=3; s. Abbildung 12 A). Um
den Einfluss der PKA auf die Sekretion von BDNF-EGFP zu untersuchen, wurden die dissozi-
ierten hippokampalen Neurone fiir 30 min in 100 pM Rp-cAMPs, einem Inhibitor der PKA | im
Kulturmedium inkubiert. Anschlieffend wurden die Neurone in eine Badkammer iiberfiihrt, wo
sie tiber die lokale Perfusion konstant mit Rp-cAMPs (in Puffer) iiberspiilt wurden. Das Auslo-
sen von Aktionspotenzialen fiihrte unter diesen Bedingungen zu einer Inhibition der Sekretion
von BDNF-EGFP (2,440,8 %, n=4; s. Abbildung 12 A). Interessanterweise fiihrte die Zugabe
des membranimpermeablen PKA-Aktivators SP8-OH-cAMPs (4 mM, Priinkubation: 20 min)
iiber die Patch-Pipette ebenfalls zu einer Blockade der Sekretion (3,34+3,5 %, n=>5) gegeniiber
gleich behandelten Kontrollzellen (15,3+1,7 %, n=>5; s. Abbildung 12B).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die Aktivierung der PKA durch endogenes cAMP es-
senziell fiir die aktivitdtsabhingige Sekretion von BDNF ist, wihrend eine vor der elektrischen
Stimulation erfogte Erhohung der basalen intrazelluldren cAMP-Konzentration durch exogene
Zugabe eines cAMP-Analogons die Sekretion vollstédndig inhibiert. Des Weiteren zeigen die hier
vorliegenden Ergebnisse, dass eine Aktivierung von Epac die Sekretion von BDNF-EGFP nicht

veriandert.

4.4. Sekretion aus organotypischen hippokampalen
Schnittkulturen

Die Sekretion von BDNF aus lebenden Zellen in Fchtzeit wurde bisher ausschlieflich an dis-
soziierten Zellen unter Verwendung der Lebendzell-Mikroskopie untersucht. Um sowohl die
Sichtbarkeit des Proteins, als auch dessen biologische Funktion zu gewéhrleisten, werden in
solchen Experimenten beispielsweise Plasmide, die fiir fluoreszenzmarkierte Varianten des Pro-
teins kodieren, {iber diverse Transfektionsmethoden in Zellen eingebracht. Die Expression dieser
Plasmide beansprucht jedoch eine langere Inkubationszeit, sodass die Verwendung von akuten
Schnitten nicht moglich ist. Um dennoch vergleichbare Untersuchungen an Gehirnschnitten zu
ermdglichen, wurden in dieser Arbeit organotypische Schnittkulturen der Maus verwendet. Ein-
zelne CAl-Pyramidenzellen organotypischer hippokampaler Schnittkulturen wurden durch jux-
tazellulidre Elektroporation mit einem BDNF-EGFP Plasmid transfiziert. Zunéchst wurde das

Expressionmuster des Proteins in den elektroporierten Zellen untersucht. Zum Vergleich wurde
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das fluoreszenzmarkierte Neurotrophin NT4 (NT4-EGFP) sowie das reine EGFP-Konstrukt
ebenfalls in einzelne CAl-Zellen organotypischer, hippokampaler Schnittkulturen elektropo-
riert. Es konnte gezeigt werden, dass BDNF-EGFP bei 47,4 % der Zellen (n=94) in einem
vesikuldren Verteilungsmuster vorliegt, das sich auch deutlich iiber die Neuriten, einschliefslich
der Apikal- und Basaldendriten, erstreckte (s. Abbildung 13 A und B). Im Vergleich dazu zeigte
NT4-EGFP mit 20 % (n=10) nur selten eine vesikuldre Verteilung, was sich mit Ergebnissen an
Zellkulturen deckt (vgl. Brigadski et al., 2005). Das Kontrollkonstrukt EGFP lag im Vergleich

dazu ausschlieflich in homogener Verteilung {iber die gesamte Zelle vor (n=31; s. Abbildung 13).

A\ EGFP BDNF-EGFP | BDNF-EGFP

100 7 Il vesikular
~= 904 [T nicht vesikular

%

~N o
o o
1 1

60

A O
o o
1 1

Elektroporierte CA1-Neurone
w
o
1

20+
10 H

BDNF-EGFP NT4-EGFP EGFP
(n=97) (n=10) (n=31)

Abbildung 13 — Expressionstypen einzelner CAl-Pyramidenzellen nach Elektroporation
mit fluoreszenzmarkierten Neurotrophinen A Reprisentative CA1 Neurone aus organotypischen
hippokampalen Schnitten, die nach juxtazelluldrer Einzelzellelektroporation die Expressionsmuster zei-
gen, die in B vergleichend analysiert wurden. Links: CA1-Pyramidenzelle, die mit EGFP transfiziert wur-
de und eine homogene Verteilung des fluoreszenten Proteins zeigt. Mitte: CA1-Pyramidenzelle, die mit
BDNF-EGFP transfiziert wurde und keine deutliche vesikulére Verteilung des Proteins zeigte. Rechts:
CA1-Pyramidenzelle, die mit BDNF-EGFP transfiziert wurde und ein deutliches, vesikuldres Vertei-
lungsmuster des Proteins iiber die Neuriten der Zelle zeigt. B Vergleichende Analyse der Verteilung der
verschiedenen Expressionsmuster von CAl-Pyramidenzellen nach juxtazellulirer Elektroporation mit
verschiedenen DNA-Konstrukten.

An solchen CAl-Pyramidenzellen, die eine vesikuldre Verteilung von BDNF-EGFP zeigten,
wurde die aktivitdtsabhingige Ausschiittung des Proteins zwei Tage nach der Transfektion
analysiert. Dafiir wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet: Um eine Sekretion durch
das Heraufsetzen der basalen elektrischen Aktivitit zu induzieren, wurde die extrazelluldre Ka-
liumkonzentration in der Badkammer durch eine Badperfusion um 5 mM (Endkonzentration
7,5 mM) erhoht. Die Sekretion wurde an einzelnen fluoreszenzmarkierten Regionen innerhalb

einer Fokusebene untersucht und als Abnahme der Fluoreszenzintensitéit nach Beginn der Kali-
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umzugabe zur Badlésung gemessen. Die Ebene wurde dabei so ausgewihlt, dass moglichst viele
Vesikel des Apikaldendriten der jeweiligen CAl-Pyramidenzelle zu erkennen waren. Nach der
kaliuminduzierten Depolarisation konnte eine deutliche Abnahme der Fluoreszenz festgestellt
werden (21,348, 6 %, n=>5; unstimulierte Kontrollen: 6,6+2,5 %, n=2; s. Abbildung 14).

Die intakte strukturelle Organisation der Neurone in intakten Gehirnschnitten bietet zudem die
Moéglichkeit, axonale Faserbahnen, die auf bestimmte Zellen projizieren, direkt zu stimulieren.
Deshalb wurde in einem weiteren Versuchsansatz eine ektopische, elektrische Stimulation der
Schaffer-Kollaterale (10x —5 V, 100 Hz fiir je 1 s) als Stimulationsmuster gewéhlt. Diese Art
der Stimulation konnte jedoch keine Sekretion auslosen (0,64+2,4 %, n=4).

Zusammenfassend konnte eine Ausschiittung von BDNF aus dendritischen Strukturen von CA1l-
Pyramidenzellen in organotypischen Schnittkulturen gezeigt werden. Die Anzahl der messba-
ren Vesikel innerhalb einer Fokusebene war jedoch gering, sodass ein Grofsteil der moglichen
Sekretionsereignisse wihrend der Messung nicht erfasst werden konnte. Im Mittel zeigte die
Fluoreszenzabnahme einen langsameren und weniger exponentiellen Verlauf als in den voran-

gegangenen Experimenten an dissoziierten Neuronenkulturen (s. Abbildung 14 E und C).
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Abbildung 14 — Sekretion von BDNF-EGFP aus CAl-Pyramidenzellen organotypischer
hippokampaler Schnittkulturen A Maximumprojektion eines einzelnen pyramidalen Neurons der
CA1-Region eines organotypischen Schnitts (12 DIV). Das Neuron wurde mit Hilfe der Einzelzellelek-
troporation mit BDNF-EGFP transfiziert. Die charakteristische punktuelle Verteilung des Proteins
einer CAl-Pyramidenztelle entlang der gesamten dendritischen Verzweigung ist zu beobachten (Mess-
balken: 10 nm). B Vergroferte Region aus A zu verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Zunahme des
Kaliumgehalts in die Badkammer. C Verlauf der Fluoreszenzintensitit der Regionen aus A. D Fluo-
reszenzabnahme 525 s nach Beginn der Stimulation (Zunahme der Kaliumkonzentration im Vergleich
zu einer ektopischen Stimulation in der CA3 Region [10x —5 V, 100 Hz fiir je 1 s, Interpuls-Intervall:
10 s]). Die Anzahl an Regionen und die Anzahl der Schnitte, die fiir die Messungen verwendet wur-
den, sind fiir die beiden unterschiedlichen Messbedingungen angegeben. E Quantitative Analyse der
Sekretion aus den CA1-Pyramidenzellen organotypischer hippokampaler Schnittkulturen unter Verwen-
dung verschiedener Protokolle. Ein leichter Anstieg der extrazelluldren Kaliumkonzentration fiihrte zu
einer erhohten Sekretion von BDNF, wiahrend eine ektopische, elektrische Stimulation keine Sekretion
verursachte. (Fehlerbalken = S.E.M., * = p < 0,05; modifiziert nach Edelmann et al. 2015)
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5. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden Ganzzellableitungen in Kombination mit zeitaufgeldster Vi-
deomikroskopie verwendet, um eine Sekretion von BDNF infolge elektrischer Stimulationen zu
untersuchen. Dies erlaubte einerseits den Vergleich verschiedener Stimulationen hinsichtlich der
durch sie ausgeldsten BDNF-Sekretion; andererseits lieken sich die Eigenschaften der Sekretion

iiber die extrazelluldre Applikation von Pharmaka genauer charakterisieren.

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnte zunichst gezeigt werden, dass eine BDNF-Sekretion
durch die Zunahme der extrazellularen Kaliumkonzentration sowohl in dissoziierten Neuronen
als auch in organotypischen hippokampalen Schnitten ausgelést werden konnte. In dissoziier-
ten Neuronen konnte aufserdem festgestellt werden, dass eine BDNF-Sekretion auch durch die
Applikation repetitiver Depolarisationen oder durch repetitive, zuriickpropagierende Aktions-
potenziale ausgelost werden kann. Dabei wurde festgestellt, dass sich die Sekretionsamplitude
und die Sekretionskinetik zwischen den verschiedenen Stimulationen nicht unterschied. Auch
die Zugabe synaptischer Inhibitoren hatte keinen Einfluss auf die hier gezeigte Ausschiittung
von BDNF. Interessanterweise konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die Abhéngigkeit der
BDNF-Sekretion von spannungsabhingigen Natriumkandlen und dem sekunddren Botenstoff
cAMP zwischen den verschiedenen Protokollen unterschied. So konnte die BDNF-Sekretion
durch die Zunahme der extrazelluldren Kaliumkonzentration oder durch die Applikation von
repetitiven Depolarisationspulsen nicht durch die Blockade spannungsabhéngiger Natriumkana-
le oder durch die Zunahme der cAMP-Konzentration verindert werden. Wurde die Sekreti-
on jedoch durch die Auslésung zuriickpropagierender Aktionspotenziale induziert, zeigte sie
eine kritische Abhéngigkeit von der Funktion spannungsabhéngiger Natriumkanéle und der
cAMP-abhéngigen Proteinkinase A. Zudem liefs sich die Sekretion durch die Zunahme der in-
trazellularen cAMP-Konzentration auf unterschiedliche Weise modulieren: Eine Applikation
von membranpermeablem 8Br-cAMP iiber die lokale Perfusion fiihrte nur dann zu einer er-

hohten Sekretion, wenn diese Applikation gleichzeitig mit der Stimulation stattfand. Wurden
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die cAMP-Level iiber dieses System jedoch deutlich vor der Stimulation erhéht, konnte ei-
ne Sekretion sogar unterbunden werden. Dabei ist es moglich, dass der genaue Zeitpunkt der
cAMP-Verdnderung fiir die beiden gegensatzlichen Effekte auf die Sekretion verantwortlich ist.
Zudem konnte der langerer Applikationszeitraum von membanpermeablem 8Br-cAMP bei einer
friihzeitigen Uberspiilung zu einer hoheren intrazelluliren Konzentration des Analogons fiih-
ren, sodass die cAMP-Konzentration zum Stimulationszeitpunkt fiir dessen Wirkung auf die
BDNF-Sekretion von Bedeutung ist.

Bisher wurde der Einfluss von cAMP auf BDNF-vermittelte Funktionen jedoch nur wenig un-
tersucht. So sind einige dieser Funktionen kritisch von der cAMP-Konzentration oder den von
cAMP-aktivierten Signalwegen abhéngig bzw. werden durch cAMP moduliert (s. Abschnitt
1.3). Insbesondere in Bezug auf die Entwicklung der synaptischen Plastizitét in Neuronen kann
cAMP die Wirkung von BDNF potenzieren (s. Abschnitt 1.3.1). Dabei konnte es moglicherweise
auch auf die Sekretion von BDNF einwirken. Dass cAMP modulatorisch auf die Sekretion von
Proteinen Einfluss nimmt, wurde bereits an neuroendokrinen Zellen untersucht. Einige dieser
Studien stellten fest, dass cAMP FEinfluss auf die Sekretionsmaschinerie, die Fusionsporendff-
nung und die Sekretionsmenge aus diesen Zellen nehmen kann. Wenige Studien zeigten auch,
dass cAMP bei der Sekretion von Transmittern aus Neuronen von Bedeutung sein kann (s.
Abschnitt 1.2.2).

Obwohl cAMP mitunter verstirkend auf die diversen BDNF-Effekte wirkt (Meyer-Franke et al.,
1995; Boulanger und Poo, 1999; Ji et al., 2005), wurden bisher nur wenige Untersuchungen
zum Einfluss von cAMP auf die Sekretion von BDNF vorgenommen. Lediglich in AtT-20 Zel-
len konnte gezeigt werden, dass cAMP eine Neurotrophin-Sekretion auslosen kann (Goodman
et al., 1996; Heymach et al.; 1996). An Neuronen konnten Kolarow et al. (2007) unter Verwen-
dung erhohter extrazelluldrer Kaliumkonzentrationen als Stimulus jedoch keinen Einfluss von
exogen applizierten cAMP-Analoga auf die BDNF-Sekretion feststellen. Dieses Ergebnis wurde
hier zunéchst bestétigt. Es konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch ein Einfluss von cAMP
bei der neuronale BDNF-Sekretion gezeigt werden, wenn die Applikation repetitiver Aktions-
potenziale als Ausléser fiir eine BDNF-Sekretion verwendet wurde. Dabei war der Zeitpunkt
der cAMP-Applikation, wie oben beschrieben, entscheidend fiir dessen Wirkung. Diese modu-
latorische Rolle von cAMP bei der BDNF-Sekretion ist bisher noch nicht gezeigt worden.

5.1. Lokalisation von BDNF in verschiedenen Neuronenkulturen

Viele Studien haben gezeigt, dass BDNF in unterschiedlichen Subregionen neuronaler Zellen

lokalisiert sein kann (s. Abschnitt 1.1.2). Moglicherweise sind Unterschiede in der Art und Sen-
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sitivitdt der Detektion, der experimentellen Bedingungen und des verwendeten Gewebes Fak-
toren, die die Detektion der genauen Verteilung des Proteins beeinflussen. Aus diesem Grund
ist es wichtig, fiir eine spezifische Priparation einer Gewebekultur festzustellen, in welchen
Regionen BDNF lokalisiert ist und potenziell ausgeschiittet werden kann. In der vorliegenden
Arbeit wurden dissoziierte, hippokampale Neurone auf Astrozyteninseln nach einer Methode
hergestellt, die beispielsweise von Hartmann et al. (2001) verwendet wurde. Die Autoren zeig-
ten, dass BDNF vorwiegend dendritisch lokalisiert ist. Fiir &hnliche Kulturen wurde endogenes
und fluoreszenzmarkiertes BDNF ebenfalls in den somatodendritischen Bereichen der Neuro-
ne gefunden (s. beispielsweise Goodman et al., 1996; Haubensak et al., 1998; An et al., 2008;
Matsuda et al., 2009). Einige Studien zeigten in dissoziierten Neuronen jedoch auch eine axo-
nale Lokalisation (Haubensak et al., 1998; Kohara et al., 2001; Matsuda et al., 2009; Andreska
et al., 2014). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten dissoziierten hippokampalen Neurone
zeigten in immunozytochemischen Versuchen, dass BDNF-EGFP zu iiber 90 % in somatoden-
dritischen Bereichen lokalisiert ist. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit eine vorwiegend

somatodendritische Lokalisation von BDNF bestétigt werden.

Der Ursprung des sekretierten BDNFs in den hier verwendeten Kulturen wurde anhand von
Antikérperfarbungen ermittelt. Dabei wurde die Expression des fluoreszenzmarkierten Proteins
mit der Verteilung des dendritischen Markers MAP2 verglichen (s. Abbildung 6). Die Analy-
se dieser Farbungen zeigte, dass das BDNF-Protein in den hier verwendeten Kulturen vor
allem dendritisch lokalisiert ist. Eine juxtazelluldre Elektroporationen einzelner Zellen mit fluo-
reszenzmarkiertem BDNF innerhalb eines organotypisch strukturierten Gehirnschnitts zeigte,
dass BDNF aus den Apikaldendriten der CAl-Neurone sekretiert wird. Diese Beobachtungen
weisen darauf hin, dass BDNF in dendritischen Bereichen lokalisiert sein kann und auch von

dort ausgeschiittet wird.

5.2. Sekretion von BDNF durch verschiedene

Stimulationsprotokolle
5.2.1. Sekretion von BDNF aufgrund von Depolarisationen

Eine Sekretion von BDNF aus dissoziierten, hippokampalen Neuronen wurde durch verschiedene
Stimulationsprotokolle induziert. Zunachst wurden die Neurone mit einer erhéhten Kaliumkon-
zentration von 54 mM iiberspiilt. Diese Form der Stimulation wurde bereits zuvor in einigen
Studien erfolgreich verwendet, um die Sekretion von Neurotrophinen zu induzieren (fiir eine
Ubersicht, s. Lessmann et al., 2003; Edelmann et al., 2014). Erhohte Kaliumlevel finden auch
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bei der Induktion epileptoformer Aktivitdt Anwendung (s. beispielsweise Jensen und Yaari,
1997; McBain, 1995), bei der eine erhhte BDNF-Sekretion ebenfalls gezeigt werden konnte
(fiir eine Ubersicht, s. Reibel et al., 2001). In den hier vorliegenden Experimenten konnte zu-
néchst gezeigt werden, dass sich sowohl die Dynamik als auch die Menge des ausgeschiitteten
BDNF nach kaliuminduzierter Depolarisation von einer Patch-Clamp Ableitung des Neurons
nicht beeinflussen lassen (s. Abbildung 7). Dies bestitigt unter anderem, dass die elektrophy-
siologische Ableitung im Ganzzellmodus in den hier vorgestellten Experimenten keinen Einfluss
auf die BDNF-Sekretion nimmt.

Verschiedene Stimuli kdnnen eine BDNF-Sekretion einleiten. Starke Depolarisationen von Neu-
ronen konnen spannungsabhangige Ionenkanile aktivieren (Leinekugel et al., 1995; Mohajerani
und Cherubini, 2006). Beispielsweise sind spannungsabhingige Kalziumkanéle an der Sekretion
von BDNF beteiligt (Balkowiec und Katz, 2002; Kolarow et al., 2007). Diese Form der Stimu-
lation von Neuronen ist eine hiufig verwendete Methode (fiir eine Ubersicht, s. beispielweise
Kuczewski et al., 2010). Lediglich Balkowiec und Katz (2002) konnten eine solche Sekretion in
ihren in situ ELISA Studien bei einer KCl-Applikation von unter 10 s fiir endogenes BDNF

nicht bestitigen.

In den postnatalen Zellen der Sduger spielen langanhaltende, starke Depolarisationen von bis
zu 0 mV vor allem wihrend der Entwicklung des Hippokampus eine bedeutende Rolle (fiir eine
Ubersicht, s. Mohajerani und Cherubini, 2006). Sie fiihren zu Netzwerk-Ereignissen, die auch
als ,Giant Depolarizing Potentials“ (GDPs) bezeichnet werden. Die Frequenz dieser vom Neuro-
transmitter GABA abhéngigen Potenziale kann nicht nur durch die extrazelluldre Applikation
von GABA verstéirkt werden, sondern auch durch die Zunahme der extrazelluldren Kaliumkon-
zentration (Sipila et al., 2005). Sowohl BDNF als auch GDPs sind bedeutende Faktoren fiir die
postnatale Zellentwicklung (fiir eine Ubersicht, s. Lessmann et al., 2003; Mohajerani und Che-
rubini, 2006). Tatséchlich kénnen die durch GDPs ausgelosten Depolarisationen zu einer Sekre-
tion von BDNF fiihren (Fiorentino et al., 2009). Allerdings ist die Entstehung spontaner GDPs
kritisch von spannungsgesteuerten Kalzium- und Natriumkanélen abhéngig (Cherubini et al.,
2011). Es wurde jedoch schon in fritheren Studien gezeigt, dass die Sekretion von BDNF durch
die Zunahme der extrazelluldren Kaliumkonzentration von spannungsgesteuerten Natriumkan-
len unabhéngig ist, da eine Blockade mit TTX keine Auswirkung auf die BDNF-Sekretion zeigte
(Kolarow et al., 2007). Spanungsabhéngige Kalziumkanéle (VGCCs) und intrazellulire Kalzi-
umspeicher sind bei diesem Vorgang dagegen von essentieller Bedeutung (Balkowiec und Katz,
2002; Kolarow et al., 2007). Da spannungsgesteuerte Kalziumkanile allein durch erhohte ex-
trazelluldre Kaliumkonzentrationen gedffnet werden kénnen (vgl. Di Virgilio et al., 1987), ist

es moglich, dass die notwendige Aktivierung spannungsgesteuerter Natriumkanéle, die fiir die
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Entstehung der VGCC-assoziierten GDPs notwendig ist, bei einer Depolarisation durch eine
erhohte extrazelluldres Kaliumkonzentration nicht notwendig ist und eine erwartete Abhén-
gigkeit der BDNF-Sekretion von T'TX daher nicht beobachtet werden konnte. Obwohl sowohl
GDPs als auch die Zunahme der extrazelluliren Kaliumkonzentration zu einer Depolarisati-
on fithren, gibt es zwischen den beiden Protokollen bereits dokumentierte Unterschiede (Sipila
et al., 2005). Die Autoren vergleichen die rhythmische Aktivitat, die durch eine Zunahme des
extrazelluldren Kaliums ausgelost wird mit der Generierung rhythmischer Pulse durch CA3-
Zellen im Hippokampus, wie sie beispielsweise bei epileptiformer Aktivitdt vorkommen. Dies
fithrt auch zu einer Zunahme des extrazelluldren Kaliums (Fertziger und Ranck, 1970; Fisher
et al., 1976) und fordert die BDNF-Expression (fiir eine Ubersicht, s. Binder und Scharfman,
2004).

Die Sekretion von BDNF durch 300 evozierte, repetitive Depolarisationen mit einer Frequenz
von 20 Hz, wie sie in der vorliegenden Arbeit {iber die Patch-Pipette erreicht wurde, war eben-
falls unabhéngig von TTX (s. Abbildung 8). Aufgrund der starken Depolarisationen, die in der
Spannungsklemme ausgelést wurden, kénnen VGCCs unabhéngig von der vorherigen Aktivie-
rung spannungsaktivierter Na-Kanéle gedffnet werden und somit eine BDNF-Sekretion auch
wahrend einer TTX-Applikation verursachen. Dies kénnte ein Hinweis darauf sein, dass die
BDNF-Sekretion generell vom Natriumeinstrom iiber 1T X-sensible Kanéle unabhéngig ist, je-
doch kritisch von VGCCs abhéngt (vgl. Balkowiec und Katz, 2002; Kolarow et al., 2007). In
weiteren Untersuchungen kénnte dieser Mechanismus iiber die Blockade der VGCCs, beispiels-
weise durch w-Conotoxin oder Nifedipin, genauer charakterisiert werden (vgl. Kolarow et al.,
2007).

5.2.2. Sekretion von BDNF durch die Ausl6sung von Aktionspotenzialen

Neben den repetitiven Depolarisationen wurden auch 300 Aktionspotenziale mit einer Fre-
quenz von 20 Hz als Stimulus verwendet. Eine Blockade dieser Aktionspotenziale durch die
Zugabe von TTX fiihrte zu einer Inhibition der BDNF-Sekretion (siehe Abbildung 9). Es ist
zu vermuten, dass in diesem Fall die VGCCs nicht oder nicht ausreichend aktiviert wurden, da
der Kationen-Influx iiber die Natriumkanéle essentiell fiir eine ausreichende Depolarisation zur
Aktivierung der VGCCs ist. Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen zur BDNF-
Sekretion durch ELISA-Messungen von Balkowiec und Katz (2002), nach denen die Entste-
hung von Aktionspotenzialen fiir die BDNF-Sekretion von entscheidender Bedeutung ist. Da-
bei wurden von Balkowiec und Katz (2002) zudem unterschiedliche Stimulationsprotokolle von

25 - 100 Hz verwendet, um eine erfolgreiche Sekretion von BDNF auszulésen. Auch Gértner und
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Staiger 2002 konnten eine BDNF-Sekretion mit Stimulationsfrequenzen von 100 Hz auslosen.
Eine solche Ausschiittung blieb in ihren Untersuchungen bei einer Stimulation mit nur 10 Hz
jedoch aus. Beide Gruppen verwendeten dichte Massenkulturen fiir ihre Experimente, wihrend
in der hier prisentierten Arbeit kleinere Netzwerke auf Astrozyteninseln verwendet wurden,
die sich in Zellmorphologie und elektrophysiologischen Eigenschaften von dichteren Massen-
kulturen unterscheiden. So bilden weniger dichte Kulturen mehr dendritische Verzweigungen
und synaptische Verbindungen aus (Cullen et al., 2010). Die morphologischen Unterschiede
wirken sich insbesondere auf die spontane Netzwerkaktivitit aus. So konnten einige Studien
zeigen, dass Neurone in dissoziierten hippokampalen Kulturen bei geringerer Zelldichte weniger
spontane Aktivitit zeigen (Cohen et al., 2008; Ivenshitz und Segal, 2010; Biffi et al., 2012).
Eine neuere Studie von Shimba et al. (2015) zeigte auferdem, dass die spontane Feuerfrequenz
in ihren hippokamapalen Kulturen mit zunehmendem Alter abnahm (25 - 10 Hz wéhrend 20
DIV). Die Frequenz betrug zu einem Zeitpunkt, in dem das Alter der Neurone mit dem der
in der vorliegenden Studie verwendeten Neurone vergleichbar war, durchschnittlich 15 Hz. In
Experimenten an dissoziierten kortikalen Neuronenkulturen zeigten Wang et al. (2014) aufer-
dem, dass ein gleichmifkiges Feuern von Aktionspotenzialen nur bei Stimulationen bis 20 Hz
moglich war. Bei hoheren Frequenzen fiihrte die Stimulation zu einer deutlichen Verringerung
der Amplitude nachfolgender Aktionpotenziale. In der vorliegenden Studie wurde die Stimu-
lationsfrequenz daher empirisch so gewdhlt, dass dissoziierte hippokampale Neurone repetitive

Aktionspotenziale ausbilden konnten.

Aufgrund der Erkenntnisse aus der MAP2-Farbung, nach der das hier verwendete BDNF-EGFP
Protein iiber die Dendriten verteilt ist, und der Beobachtung, dass auch die Sekretion nicht auf
wenige Neurite beschrinkt ist (die beispielsweise alle zum Axon gehoren kénnten), lasst sich
vermuten, dass die hier beschriebene BDNF-Sekretion dendritisch lokalisiert war. Die Beobach-
tung, dass Inhibitoren fiir synaptische Transmission, die sowohl GABAerge Signale (PTX) als
auch glutamaterge Signale (AP-3, DNQX) blockieren, keinen Einfluss auf die Sekretion haben
(vgl. auch Kolarow et al., 2007), ldsst vermuten, dass die Aktionspotenziale in die Dendriten
zuriickpropagierten und dadurch eine Sekretion ausldsten. Zumindest zeigt die intakte BDNF-
Sekretion in Gegenwart der synaptischen Inhibitoren, dass synaptische Aktivitdt unter diesen
Bedingungen nicht an der Ausschiittung von BDNF beteiligt war. Dies ist mit den Beobach-
tungen von Kuczewski et al. (2008), die durch dendritische Ableitung und Sekretionsversuche
eine Ausschiittung von BDNF durch zuriickpropagierende Aktionspotenziale zeigen konnten,

vergleichbar.
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5.2.3. Sekretion von BDNF infolge von Stimulationen, die bei der Initiation von

synaptischer Plastizitit angewendet werden

Da BDNF und cAMP an Vorgingen der synaptischen Plastizitidt beteiligt sein kénnen, wurde
versucht, eine BDNF-Sekretion auch unter Verwendung von Protokollen auszultsen, die bei der
Initiation synaptischer Plastizitit angewendet werden. Eines der BDNF-abhingigen Protokolle
ist dabei ein STDP-Protokoll, das von Edelmann und Lessmann (2013) erfolgreich verwendet
wurde. Dieses Protokoll wurde zundchst unverdndert eingesetzt, indem 35 mal je vier Akti-
onspotenziale durch Strominjektionen von 900 pA mit einer Frequenz von 200 Hz im Abstand
von 2 s ausgeldst wurden. Dies fiihrte zwar zu wiederholten, starken Depolarisationen der Neu-
rone, nicht jedoch zur Ausbildung von Aktionspotenzialen. Aufgrund der oben beschriebenen
Verdnderungen in den Feuerfrequenzen dissoziierter hippokampaler Neurone wurde dieses ur-
spriingliche Stimulationsprotokoll anschlieflend adaptiert, sodass die Aktionspotenziale mit ei-
ner gering iiberschwelligen Stimulationsstérke, die fiir jedes Neuron angepasst wurde, und einer
Frequenz von 20 Hz ausgelost wurden. Die Neurone konnten lediglich dem zweiten verwendeten
Protokoll durch die zuverlissige Auslosung von Aktionspotenzialen folgen. Diese Stimulation
(35 wiederholte Auslésungen von 4 Aktionspotenziale mit 20 Hz im Abstand von zwei Se-
kunden) fiihrte insgesamt zu einer geringeren Sekretion von BDNF im Vergleich zu dem aus
Edelmann und Lessmann (2013) {ibernommenen Protokoll (35 wiederholte Stimulationen mit
900 pA im Abstand von zwei Sekunden). Die beiden Protokolle unterscheiden sich insbesondere
in Hinsicht auf ihre Stimulationsstirke. Die starkere Stimulation fiihrt in diesem Fall zu einer
Offnung von spannungsabhingigen VGCC-Kanilen, ohne dass eine zusitzliche Depolarisation
iiber Na-Kanéle, wie sie bei der Generierung von Aktionspotenzialen erfolgt, notwendig ist. Die
BDNF-Sekretion infolge der weniger starken Stimulation fiihrt dagegen zur Ausbildung von
Aktionspotenzialen, die eine schwichere und kiirzere Depolarisation zur Folge haben. Durch
die schwichere und kiirzere Depolarisation verringert sich auch die Aktivierung der VGGCs.

Die von VGCCs abhingige BDNF-Sekretion ist entsprechend geringer.

5.2.4. Vergleich der verwendeten Stimulationsprotokolle zur Auslésung einer
BDNF-Sekretion aus dissoziierten hippokampalen Neuronen

Insgesamt zeigen die Versuche zur Sekretion von BDNF-EGFP, dass es mehrere Stimulati-
onsprotokolle gibt, die eine BDNF-Sekretion auslésen konnen. Allerdings gibt es Unterschiede
zwischen den hier vorgestellten Stimulationen. So ist die BDNF-Sekretion bei einigen der hier
verwendeten Protokolle nicht von spannungsabhéngigen Natriumkanélen abhéngig, was auf die

direkte Aktivierung spannungsabhingiger Kalziumkanile zuriickzufiithren ist. Die durch Ak-

67



5. Diskussion

tionspotenziale ausgeloste Sekretion des dendritisch lokalisierten BDNFs kann dagegen durch
die Blockade der spannungsabhingigen Natriumkanile unterbunden werden, ist jedoch nicht
von Glutamatrezeptoren oder GABA-Rezeptoren abhéngig, was auf eine Sekretion aus dendri-
tischen Strukturen infolge zuriickpropagierender Aktionspotenziale hinweist (vgl. Kuczewski
et al., 2008).

5.2.5. Sekretion von BDNF aus organotypischen, hippokampalen

Schnittkulturen durch verschiedene Stimulationen

In der vorliegenden Arbeit wurde auch eine Sekretion von BDNF aus organotypischen, hip-
pokampalen Schnittkulturen untersucht. In den hier verwendeten organotypischen hippokam-
palen Schnitten wurde zunéchst die Lokalisation von BDNF-EGFP {iberpriift. Durch gezielte
Einzelzellelektroporation in den organotypischen, hippokampalen Schnitten wurde das fluores-
zenzmarkierte BDNF in einzelnen CAl1-Neuronen translatiert. In den anschlieffenden Sekre-
tionsversuchen war das vesikuldr verteilte BDNF-EGFP deutlich im Apikaldendrit lokalisiert
und wurde auch von dort ausgeschiittet. Demnach besitzen CAl-Pyramidenzellen Mechanis-
men, die von ihnen produziertes BDNF in die Dendriten verteilen, wo es aktivitdtsabhingig

ausgeschiittet werden kann (vgl. jedoch Dieni et al., 2012).

Interessanterweise fanden sich unter den elektroporierten Neuronen auch solche Neurone, die
keine vesikuldre Expression, sondern eine eher homogene Expression von BDNF-EGFP iiber
die gesamte Zelle zeigten. Solche Zellen mit homogener BDNF-Expression wurden auch in den
dissoziierten hippokampalen Neuronen, die hier verwendet wurden, beobachtet (Daten nicht ge-
zeigt; vgl. auch Brigadski et al. 2005). In der vorliegenden Studie wurde ein Plasmid verwendet,
bei welchen das EGFP-Startkodon gegen ein Kodon fiir Arginin ausgetauscht wurde, sodass
isoliertes EGFP durch Initiation der Translation am Startkodon von EGFP nicht entstehen
konnte. Bei der beobachteten homogenen Expression handelt es sich daher vermutlich um eine
zytosolisch exprimierte Form von BDNF-EGFP. Diese duale Expression von fluoreszenzmar-
kiertem BDNF wurde von Brigadski et al. (2005) an dissoziierten, hippokampalen Kulturen
niher charakterisiert. Diese Studie zeigte, dass andere fluoreszenzmarkierte Neurotrophine wie
NT4 weniger hdufig in einem vesikuléren, heterogenen Verteilungsmuster vorlagen als beispiels-
weise BDNF. Es wird vermutet, dass eine vesikuldre Verteilung mit der Neurotrophine mit ihrer
Einordnung in den aktivititsabhingigen Sekretionsweg zusammenhiingt (fiir eine Ubersicht, s.
Lessmann et al., 2003). In der vorliegenden Studie wurden die Expressionsmuster von BDNF-
EGFP mit den Expressionsmustern von NT4-EGFP in den hippokampalen CA1-Neuronen orga-
notypischer Schnitte verglichen. Dabei wurde festgestellt, dass BDNF-EGFP-transfizierte Neu-
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rone haufiger ein heterogenes Verteilungsmuster des Proteins zeigten als NT4-EGFP-tranfizierte
Zellen (s. Abbildung 13). Dies bestétigt die Ergebnisse zur Expression von NT4 und BDNF
in dissoziierten hippokampalen Neuronen von Brigadski et al. (2005). Interessanterweise zeigte
BDNF-EGFP in den hier verwendeten organotypischen Schnittkulturen jedoch insgesamt einen
hoheren Anteil an homogen BDNF-EGFP-exprimierenden Zellen als bei der o.g. Studie. Dies
kénnte im Zusammenhang mit der Selektion eines bestimmten Zelltyps (CAl-Neurone) durch
gezielte Elektroporation zusammenhéngen. Moglicherweise gibt es Unterschiede zwischen den
verschiedenen hippokampalen Neuronentypen beziiglich ihrer BDNF-Expression, die in einer
dissoziierten Kultur, die aus verschiedenen Zelltypen besteht, nicht deutlich werden. Zudem
kénnten die Signale benachbarter oder synaptisch verschalteter Zellen in einem Gewebeschnitt

Einfluss auf die BDNF-Expression nehmen.

In den organotypischen, hippokampalen Strukturen war es nicht méglich, eine extrazelluldre Lo-
sung zu applizieren, die eine Kaliumkonzentration von 50 mM aufweist (Daten nicht gezeigt).
Gliazellen verdndern durch hohe, extrazelluldre Kaliummengen ihre Form durch Schwellung (fiir
eine neuere Ubersicht, s. MacAulay und Zeuthen, 2012). Durch das gemeinsame Anschwellen
der Gliazellen im gesamten Schnitt verdnderte sich die Fokusebene, sodass eine Messung in einer
einzelnen Ebene des organotypischen hippokampalen Schnitts nicht moglich war. Extrazellulére
Kaliumkonzentrationen von 54 mM koénnen in organotypischen hippokampalen Schnittkulturen
aufserdem eine reversible Fragmentierung des endoplasmatischen Ritikulums verursachen, die
moglicherweise die Verteilung des BDNF-Proteins beeintriachtigt (Kucharz et al., 2011). In der
vorliegenden Studie wurde daher eine BDNF-Sekretion durch eine leichte Kaliumzunahme der
extrazelluldren Losung auf 7,5 mM etabliert. Solche geringen Verdnderungen der extrazelluld-
ren Kaliumkonzentrationen (6 - 9 mM) wurden in mehreren Studien bereits als Ausloser einer
erhthten Netzwerkaktivitit beschrieben (Benninger et al., 1980; Krnjevic et al., 1982; LeBeau
et al., 2002) und werden auch zur Aktivierung des Netzwerks und zur Initiation von Burst-
Aktivitat verwendet (s. beispielsweise Korn et al., 1987; Jensen et al., 1994; Jensen und Yaari,
1997). Die hier verwendeten Kaliumkonzentrationen konnten eine Sekretion von BDNF-EGFP
aus organotypischen, hippokampalen Gewebeschnitten erfolgreich auslosen. Die Sekretion aus
den Stoppini-Kulturen verlief jedoch mit einer anderen Dynamik im Vergleich zur Sekretion
aus den dissoziierten Kulturen (vgl. Abbildung 4 und Abbildung 10), obwohl einzelne Bereiche
wihrend der BDNF-Sekretion durchaus einen typischen Sekretionsverlauf zeigten (vgl. Abbil-
dung 4 C). Die langsamere Entwicklung des Fluoreszenzverlusts konnte darauf zuriickzufiithren
sein, dass die Netzwerkaktivitdt im Vergleich zu einer direkten Stimulation durch intrazellulére
Strominjektion zu einer zeitverzogerten Offnung der VGCCs fiihrt, da die Depolarisation eines
Neurons durch die graduell ansteigende Netzwerkaktivitat ebenfalls langsamer verlduft. Die De-

polarisation iiber die Aktionspotenzialschwelle hinaus erreicht unter diesen Bedingungen auch
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nicht die gleichen Stéarke wie bei einer direkten Depolarisation oder bei einer ziigigen, starken
Zunahme der extrazelluliren Kaliumkonzentration um 50 mM durch eine Einzelzellperfusion,
wie sie bei dissoziierten Neuronen verwendet wurde. Entsprechend ist zu erwarten, dass auch
die einzelnen Vesikel zeitverzogert mit der Zellmembran fusionieren. Dies konnte jedoch nur
bei wenigen Vesikeln beobachtet werden. Ein weiterer Mechanismus, der die BDNF-Sekretion
verlangsamen kann, ist die Ausbildung einer kleineren Fusionspore, die das BDNF-Protein
langsamer entlésst als wahrend einer vollstandigen Fusion des Vesikels mit der Zellmembran.
An dissoziierten Kulturen wurden diese unterschiedlichen Modi der Sekretion innerhalb eines
einzelnen Neurons beschrieben (Matsuda et al., 2009). In dieser Studie konnte eine transiente
Fusion in axonalen Vesikeln gezeigt werden, die jedoch in dendritischen Vesikeln ausblieb. In
der vorliegenden Arbeit wurden jedoch ausschlieklich dendritische Regionen analysiert (vgl.
auch Kolarow et al., 2007). Zusitzlich ist zu bedenken, dass die funktionelle Morphologie einer
Zelle innerhalb eines organotypischen, hippokampalen Schnitts durch die vorhandene Struktur
und Organisation des Schnittes besonders beeinflusst wird. Beispielsweise besitzen bestimm-
te dendritische Bereiche einer CAl-Pyramidenzelle vorwiegend Verbindungen von bestimmten
Regionen des Schnittes oder bestimmten Zelltypen. In der vorliegenden Studie wurde vor allem
der proximale Apikaldendrit analysiert. Dieser Bereich erhélt typischerweise Input aus loka-
len Quellen, wie beispielsweise den CA3-Neuronen, wihrend distalere Bereich von aufierhalb
des Hippokampus innerviert werden (fiir eine Ubersicht, s. Spruston, 2008). Méoglicherweise
existieren je nach Innervierung und nach umgebenden Gewebe lokale Unterschiede in den Se-
kretionseigenschaften von Vesikeln, die in diesen Versuchen deutlich werden. Zusétzlich befinden
sich die gemessenen Zellen nicht in der obersten Zellschicht des organotypischen Schnitts (vgl.
Daniel et al., 2013). Es ist daher moglich, dass zwischen der Sekretion des polaren Proteins und
dessen Auswaschen aus dem intrazelluldren Raum durch die langsame Badperfusion mehr Zeit
vergeht, als bei der lokalen Perfusion, die bei dissoziierten hippokampalen Kulturen Verwen-
dung findet.

Interessant ist jedoch, dass eine extrazelluldre, elektrische Stimulation der Schafferkollaterale
keine BDNF-Sekretion im Apikaldendriten der CAl-Neurone auslésen konnte, obwohl dieser,
wie bereits erwéhnt, iiber diese Fasern von CA3-Pyramidenzellen innerviert wird. In LTP-
Experimenten wird diese Art der extrazelluldren Stimulation hiufig verwendet. Allerdings wird
das gemessene CAl-Neuron zur Ausbildung einer LTP in einigen Experimenten gleichzeitig
depolarisiert (Lin et al., 2005; Daniel, 2014). Obwohl fiir die LTP-Induktionen durch Feld-
stimulationen grundsétzlich keine zusétzliche Depolarisation postsynaptischer Zellen benétigt
wird (s. beispielsweise Leutgeb et al., 2003), konnte eine BDNF-abhingige LTP von einer post-
synaptischen Depolarisation und einer damit verbundenen BDNF-Ausschiittung abhéngig sein.

In einem weiteren Schritt kénnte zundchst {iberpriift werden, wie sich die verwendete Stimu-
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lation auf das transfizierte Neuron auswirkt, um die Effizienz der Stimulationsmethode unter
den hier verwendeten Bedingungen zu iiberpriifen. Eine gleichzeitige Ganzzellableitung ermog-
licht nicht nur das Uberpriifen der Reizantwort des mit BDNF-EGFP transfizierten Neurons,
sondern ebenfalls die Applikation des o.g. depolarisierenden Reizes. In parallelen Versuchen
zur LTP-Induktion an den hier verwendeten Schnittkulturen war eine solche postsynaptische

Depolarisation tatséchlich notwendig, um eine LTP zu generieren (Daniel, 2014).

Zusammenfassend zeigt die hier dargestellte Sekretion aus organotypischen hippokampalen
Schnittkulturen, dass eine dendritische Sekretion von BDNF auch in intaktem Gewebe be-
obachtet werden kann. Bisher konnte eine solche BDNF-Ausschiittung in Echtzeit an intakten
Gewebeschnitten noch nicht gezeigt werden. Interessant ist besonders, dass eine extrazelluldre,
elektrische Stimulation keine BDNF-Sekretion verursachen konnte. Dies kdnnte im Zusammen-
hang mit den spezifischen Anforderungen fiir die Ausbildung einer BDNF-abhéngigen LTP
in organotypischen hippokampalen Schnittkulturen stehen. Eine Sekretion von BDNF durch
die Zunahme der extrazelluliren Kaliumkonzentration konnte hier jedoch gezeigt werden. Die
Dynamik dieser Sekretion unterscheidet sich im Vergleich zu dissoziierten Kulturen, was mog-

licherweise auf diverse Figenschaften des Gewebes zuriickzufiihren ist.

5.3. cAMP-Abhangigkeit der BDNF-Sekretion

Insgesamt zeigen die Beobachtung zur Sekretion von BDNF durch verschiedene Stimulations-
protokolle, dass sowohl Verdnderungen der extrazelluliren Kaliumkonzentration, als auch Sti-
mulationen durch Strominjektionen zu einer Sekretion von fluoreszenzmarkiertem BDNF fiithren
kénnen, die in Echtzeit beobachtet werden kann. Beziiglich ihrer Abhéngigkeit von synaptischen
Inhibitoren sowie dem spannungabhingigen Natriumkanalblocker TTX bestehen jedoch deut-
liche Unterschiede. Dies weist auf unterschiedliche Sekretionsmechanismen hin, die bei den
verschiedenen Protokollen von Bedeutung sind. Diese Mechanismen wurden daher auch beziig-

lich ihrer Abhéngigkeit vom sekundéren Messenger cAMP miteinander verglichen.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass cAMP die Sekretion von BDNF modulieren
kann. Der Einfluss von cAMP auf diese Sekretion hing jedoch vom Protokoll ab, das fiir die
Induktion der BDNF-Ausschiittung verwendet wurde. Die Sekretion von BDNF nach den o.g.
Protokollen, die auf eine Zunahme der extrazelluldren Kaliumkonzentration oder gezielte Depo-
larisationen auf —10 mV basieren, konnten durch eine Verdnderung der intrazelluldren cAMP-
Konzentrationen iiber ein membranpermeables cAMP-Analogon nicht moduliert werden (vgl.
auch Kolarow et al., 2007). Bei einer ebenfalls auf einer starken und langanhaltenden Depola-

risation beruhenden Stimulation durch wiederholte Strominjektionen von 900 pA (35 mal vier
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Injektionen von 200 Hz im Abstand von 2 s) blieb eine Wirkung von cAMP auf die BDNF-
Sekretion ebenfalls aus. Das gleiche Protokoll wurde jedoch auch dann nicht signifikant von
cAMP beeinflusst, wenn eine schwichere Stimulation (wenige pA iiber der Stimulationsschwel-
le) mit nur 20 Hz verwendet wurde. Da die Menge des sekretierten BDNFs gegeniiber anderen
verwendeten Protokollen bei dieser Stimulation geringer ausfiel, handelt es sich bei diesem Pro-
tokoll um ein unzureichendes Stimulationsprotokoll zur Untersuchung der Ausschiittung von
BDNF aus dissoziierten, hippokampalen Neuronen. Wurde die BDNF-Sekretion dagegen durch
die repetitive Auslésung von Aktionspotenzialen initiiert, wirkte cAMP je nach Zeitpunkt der
Applikation des membranpermeablen Analogons entweder verstirkend (Applikation gleichzeitig
mit der Stimulation) oder blockierend (Applikation 100 s vor der Stimulation, s. Abbildung 11).

5.3.1. Mechanismen, iiber die cAMP Einfluss auf die Sekretion von BDNF

nehmen kann

Die verwendeten Protokolle wirken, wie oben beschrieben, unterschiedlich auf diverse span-
nungsabhéingige Kanéle. Daher konnte eine cAMP-vermittelte Modulation dieser Kanéle Ein-
fluss auf die BDNF-Sekretion nehmen. An Chromaffinzellen und olfaktorischen Rezeptorneu-
ronen wurde bereits gezeigt, dass cAMP spannungsabhiingige Kalziumkanéle durch Phospho-
rylierung modulieren kann (Carabelli et al., 2001; Marcantoni et al., 2009; Mahapatra et al.,
2012; Vandael et al., 2013). Diese Studien zeigten eine verstirkende Wirkung von cAMP auf
VGCCs. Zudem wurde bereits gezeigt, dass die BDNF-Sekretion von VGCCs abhingig ist
(Balkowiec und Katz, 2002; Kolarow et al., 2007). Kolarow et al. (2007) zeigten aukerdem ei-
ne Abhéngigkeit der BDNF-Sekretion vom Kalziumeinstrom iiber NMDA-Kanéle, welche nach
den Untersuchungen von Llansola et al. (2004) ebenfalls durch ¢cAMP-regulierte Phosphory-
lierung verdndert werden kdnnen. Allerdings wurden die Versuche zur Bedeutung von VGCCs
und NMDA-Kanélen auf die BDNF-Sekretion von Kolarow et al. (2007) unter Verwendung
einer erhdhten extrazelluldren Kaliumkonzentration durchgefiihrt. Gerade bei dieser Form der
Initiation der BDNF-Sekretion nimmt cAMP in der vorliegenden Studie jedoch keinen Einfluss.
Angesichts dieser Diskrepanz ist es daher unwahrscheinlich, dass cAMP die BDNF-Sekretion
iiber diese Kanéle steuert. Es ist vielmehr wahrscheinlicher, dass cAMP {iiber andere Mechanis-
men auf die Sekretion von BDNF-EGFP einwirkt. Beispielsweise konnte cAMP die Exozytose
faszilitieren oder inhibieren. Fiir hippokampale Neurone wurde eine Zunahme der exozytose-
fahigen, prasynaptischen Vesikel durch die cAMP /PKA Signalkaskade gezeigt, die unabhéngig
von Verdnderungen des Kalziumeinstroms in die Neurone war und iiber die Modulation der

Sekretionsmaschinerie wirkte (Trudeau et al., 1996). Ein ahnlicher Einfluss von cAMP konnte
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auch in der vorgelegten Arbeit postsynaptisch eine Rolle spielen. Hieraus lieke sich ableiten,
dass die Anzahl der exozytierten Vesikel durch cAMP je nach Zeitpunkt der Applikation zu-
bzw. abnimmt. Ein solcher Mechanismus lieke sich mit einem &dhnlichen Ansatz, wie er in die-
ser Arbeit verwendet wurde, quantifizieren, indem man mit dem extrazelluldren Medium einen
Fluoreszenzquencher wie Bromphenolblau appliziert, der die Fluoreszenz der von EGFP un-
mittelbar nach Offnen der Vesikel quencht (vgl. Kolarow et al., 2007; Cheng et al., 2011). Die
Anzahl der Vesikel, deren Fluoreszenz durch diesen Prozess nach einer Stimulation ausgeldscht

wird, liefse sich somit fiir die unterschiedlichen Versuchsbedingungen ermitteln.

Die unterschiedliche Wirkung, die cAMP bei verschiedenen Protokollen in Bezug auf die BDNF-
Sekretion besitzt, gibt jedoch selbst bereits einigen Aufschluss iber mégliche Wirkmechanis-
men. Wihrend der hochfrequenten Auslésung von zuriickpropagierenden Aktionspotenzialen
war der Applikationszeitpunkt des membranpermeablen cAMP-Analogons von entscheidender
Bedeutung fiir dessen modulatorische Wirkung bei der BDNF-Ausschiittung. Diese Beobach-
tung weist auf eine zeitabhingige Komponente beziiglich der cAMP-Wirkung im Vergleich
zur Stimulation hin, oder auf eine Sensibilitdt der Neurone beziiglich der genauen cAMP-
Konzentration zum Zeitpunkt der Stimulation. Diese Konzentration kénnte durch einige der
verwendeten Stimulationsprotokolle bereits ohne eine zusétzliche Applikation von cAMP be-
einflusst werden. Beispielsweise wurde fiir dienzephale Neurone gezeigt, dass hohe extrazellulére
Kaliumkonzentrationen die intrazellulire cAMP-Konzentration um mehr als das fiinffache er-
hohen konnen (Tolon et al., 2000), wihrend eine LTP-Induktion iiber eine hochfrequente Auslo-
sung von Aktionspotenzialen in den Experimenten von Chetkovich et al. (1991) nur die 1,5-fache
Zunahme der basalen cAMP-Konzentration in CAl-Zellen des Hippokampus verursachte. Falls
durch eine Depolarisation iiber die extrazelluldre Kaliumkonzentration oder iiber die Patch-
pipette eine Séttigung des noch unbekannten, durch cAMP regulierten Mechanismus eintritt,
wiirde eine zusitzliche Applikation von cAMP keinen weiteren Effekt mehr zeigen. Zusétzlich
konnten Mechanismen, die auf geringe Verdnderungen in der cAMP-Konzentration basieren, in
diesem Fall ebenfalls nicht untersucht werden, da die Stimulation bereits stérkere Verdnderun-
gen der cAMP-Konzentration verursachen kénnte. Die Quantifizierung der cAMP-Level durch
den Einsatz von fluoreszierenden Indikatoren fiir cAMP oder von fluoreszenzmarkierten cAMP-
Varianten wie Flamindo2 kénnte Aufschluss iber die Bedeutung der cAMP-Konzentration bei
der Modulation der BDNF-Sekretion geben (Nikolaev et al., 2004; Odaka et al., 2014). Des-
weiteren konnten cAMP-Indikatoren auch kldren, ob erhdhte Kaliumkonzentrationen, repetitive
Depolarisationen oder Strominjektionen von 900 pA einen Einfluss auf die cAMP-Konzentration
besitzen und daher eine weitere Modulation durch zusétzlich appliziertes cAMP verhindern. Je-
doch auch mit der lokalen Perfusionseinrichtung bieten sich Versuche an, um weitere Details

beziiglich der Zeit- oder Konzentrationsabhingigkeit der cAMP-Applikation zu kléren. Die Va-
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riation des Zeitpunkts der cAMP-Applikation kénnte Aufschluss dariiber geben, in welchen
Zeitspannen der verstirkende bzw. verringernde Effekt von cAMP auf die BDNF-Sekretion
vermittelt wird. cAMP-Analoga, die eine starkere Membranpermeabilitit aufweisen (beispiels-
weise 8Br-cAMP-AM)8 kénnten durch den genauen Zeitpunkt ihrer Wirkung im Vergleich zum
hier verwendeten Analogon 8Br-cAMP ebenfalls Aufschluss iiber die Bedeutung der cAMP-
Konzentration geben. Wirken die unterschiedlichen Analoga in solchen Versuchen gleich, muss
innerhalb der Neurone, dhnlich wie bei der STDP, eine zeitliche Integration stattfinden. Wird
jedoch die Blockade der Sekretion mit den membranpermeableren Analoga durch kiirzere Ap-
plikationszeiten ausgeldst als durch 8Br-cAMP, weist dies auf eine Konzentrationsabhingigkeit
der Modulation der BDNF-Sekretion durch cAMP hin. Im Falle einer zeitlichen Abhingigkeit
konnten membranpermeable cAMP-Varianten, die durch Lichtpulse aktiviert werden (cAMP
uncaging), die Bedeutung des genauen Zeitpunkts der cAMP-Zunahme sogar noch genauer ein-

grenzen als dies {iber eine lokale Perfusion moglich ist (Hagen et al., 1998; Furuta et al., 2004).

5.4. Abhdngigkeit der BDNF-Sekretion von den
cAMP-Signalkaskaden

Da sowohl die Wirkungen von cAMP als auch die Regulation der BDNF-Sekretion vielseitig
ist, gibt die Signalkaskade, {iber die cAMP auf die Sekretion wirkt, moglicherweise ndheren
Aufschluss iiber die potenziellen Wirkmechanismen. Laut Seino und Shibasaki (2005) gibt es
sowohl PKA-abhéngige als auch PKA-unabhingige Mechanismen, iiber die cAMP Einfluss auf
Sekretionsprozesse nehmen kann. Daher wurde die Bedeutung der cAMP-Signalkaskaden in der

vorliegenden Studie ebenfalls genauer charakterisiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde die BDNF-Sekretion, die durch die repetitive Auslésung
von Aktionspotenzialen induziert werden konnte, durch die Applikation eines Inhibitors fiir
die cAMP-Abhéingige PKA unterbunden. Dies bedeutet, dass die endogene Aktivierung dieser
Kinase fiir die BDNF-Sekretion durch dieses Protokoll essentiell ist. Diese Untersuchungen sind
besonders im Vergleich zur Bedeutung der PKA-Aktivierung bei einer BDNF-Sekretion, die
durch die Zunahme des extrazelluliren Kaliumgehaltes ausgelost wurde, interessant. In die-
sem Fall fithrte die Blockade der PKA némlich zu einer Verspédtung der Sekretion (Kolarow
et al., 2007) um ungefdhr 200 - 300 s. Nach einer Studie von Chetkovich et al. (1991) verur-

sacht eine hohe extrazelluldre Kaliumkonzentrationen {iber die Aktivierung der Adenylatzyklase

6Bei dieser Variante des Botenstoffs ist das polare zyklische Phosphat durch eine Acetoxymethylgruppe
maskiert.
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einen Anstieg von cAMP in CAl-Pyramidenzellen (Chetkovich et al., 1991). Bei einer Zugabe
von membranpermeablen 8Br-cAMP in Verbindung mit einer Stimulation, die auf eine Zunah-
me der extrazelluldren Kaliumkonzentration basiert, ist also zu beachten, dass die endogenen
cAMP-Level bereits durch die Zugabe von Kalium erhtht werden. Epac besitzt eine geringere
Affinitat fiir cAMP als die PKA (Christensen et al., 2003), sodass cAMP zunéchst eher an
die Kinase bindet. Die durch Kalium verursachte Zunahme der cAMP-Konzentration kénnte
jedoch eine vermehrte Bindung von ¢cAMP an Epac erleichtern. Falls sowohl PKA als auch
Epac in Neuronen eine Sekretion iiber cAMP faszilitieren (vgl. Seino und Shibasaki 2005, neu-
roendokrine Zellen), konnte eine verzogerte Aktivierung von Epac, nachdem eine ausreichende
cAMP-Konzentration erreicht wurde, letztendlich zu der von Kolarow et al. (2007) beobach-
teten, verzogerten Sekretion von BDNF wihrend der Blockade der PKA fiihren. 8Br-cAMP
aktiviert beide downstream-Faktoren dagegen gleichermafen, weshalb eine Unterscheidung der
Wirkmechanismen von Epac und cAMP iiber die Applikation von spezfischen Inhibitoren und
Aktivatoren fiir die beiden Signalkaskaden erfolgen muss. In der vorliegenden Studie hatte die
Aktivierung von Epac iiber den spezifischen Aktivator 8-pCPT-2-O-Me-cAMP gleichzeitig mit
der Stimulation keinen Einfluss auf die Sekretion von BDNF nach der wiederholten Auslésung
von Aktionspotenzialen. Obwohl dies auf eine fehlende Bedeutung von Epac bei dieser Form der
BDNF-Sekretion hinweist, wire es in Bezug auf die o.g. Ergebnisse von Kolarow et al. (2007)
interessant zu {iberpriifen, ob eine direkte Aktivierung von Epac die Inhibition der Sekretion
durch die Blockade der PKA aufheben kann. Eine Applikation des Epac-Aktivators vor der
Stimulation der Neurone durch repetitive Aktionspotenziale ist ebenfalls von Interesse. Sollte
die Epac-Aktivierung unter diesen Versuchsbedingungen zu einer Blockade der Sekretion fiih-
ren, wiirde dies auf eine Bedeutung von Epac bei diesem Mechanismus hinweisen. Andererseits
wiirde eine Verstdrkung der Sekretion zeigen, dass eine langere oder stérkere Aktivierung von

Epac notwendig ist, um die Sekretion zu verstirken.

In der vorliegenden Arbeit sollte aber zunéchst der Einfluss der PKA auf die Ausschiittung von
BDNF getestet werden. Deshalb wurde versucht, die PKA direkt zu aktivieren. Hatakeyama
et al. (2007) vermuteten, dass in neuroendokrinen Zellen vor allem die PKA fiir die Verstarkung
der Sekretion von LCDVs verantwortlich ist, wihrend Epac insbesondere synaptische Vesikel
beeinflusst. Da BDNF in Neuronen ebenfalls in LDCVs vorliegt (Salio et al., 2007), war es
besonders iiberraschend, dass eine Applikation von Sp8-OH-cAMPs iiber die Patchpipette eine
fast vollstdndige Blockade der Sekretion von BDNF verursachte. Aufgrund der Applikationsme-
thode dieses membranimpermeablen Aktivators iiber die Patchpipette handelt es sich hierbei
um eine Applikation vor der Stimulation, da die Zelle direkt nach dem Offnen und somit schon
vor Beginn der Messung mit dem Agonisten gefiillt wird. Eine lingere Wartezeit, wie sie auch in

diesen Experimenten verwendet wurde, ist jedoch notwendig, um eine Diffusion des Agonisten
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in distale Neuriten zu gewihrleisten. Dass eine solche Aktivierung der PKA einen #hnlichen
Effekt zeigt wie deren Blockade, wurde zuvor nur von Otmakhov und Lisman (2002) gezeigt, bei
denen sowohl der Inhibitor Rp-cAMPs als auch SP8-OH-cAMPs eine synaptische Potenzierung
an hippokampalen CA1-Neuronen verhindern konnten. Bisher wurde jedoch noch nicht unter-
sucht, ob zwischen der dualen Wirkung der PKA wéhrend der LTP bei Otmakhov und Lisman
(2002) und dem Neurotrophin BDNF eine Verbindung besteht. Die hier gezeigten Ergebnisse

konnten jedoch einen Hinweis auf einen derartigen Zusammenhang liefern.

Zusammenfassend wird deutlich, dass die PKA sowohl die Modulation der synaptischen Plasti-
zitét als auch die Sekretion des Neurotrophins BDNF, das fiir seine Bedeutung bei synaptischen
Plastizitatsprozessen bekannt ist, beeinflusst. Sowohl durch die Aktivierung der PKA als auch
deren Blockade kann eine Sekretion von BDNF verhindert werden. Welche Signalkaskaden fiir
die Zunahme einer BDNF-Sekretion durch ¢cAMP verantwortlich sind, wenn dessen Konzen-
tration gleichzeitig mit der Stimulation erhéht wird, ist jedoch noch nicht bekannt. Da Epac-
Antagonisten bisher noch nicht etabliert wurden, konnte eine mdogliche permissive Rolle von
Epac bei der Sekretion hier nicht untersucht werden. Fiir die Sekretion aus nicht-synaptischen
Vesikeln wurde bereits von Hatakeyama et al. (2007) vermutet, dass die PKA von besonderer
Bedeutung ist, wihrend Epac eher auf synaptische Vesikel wirkt (fiir eine Ubersicht, s. Seino
und Shibasaki, 2005). Vor diesem Hintergrund ist es besonders interessant, dass die Aktivierung
von Epac durch einen Agonisten bei gleichzeitiger Applikation mit der Stimulation auch in der

vorliegenden Studie keinen verstiarkenden Effekt besitzt.

5.5. Bedeutung der Wirkmechanismen von cAMP fiir die
BDNF-Sekretion

Es ist allgemein bekannt, dass BDNF einen bedeutenden Einfluss auf synaptische Plastizitéts-
prozesse besitzt. Dieser Einfluss wurde insbesondere in hippokampalem Gewebe untersucht und
mehrfach bestétigt, indem beispielsweise die Ausbildung oder Aufrechterhaltung der synapti-
schen Plastizitét durch eine Blockade der BDNF-Signalkaskade verhindert wurde (s. Abschnitt
1.1.4). Mechanismen, welche die Sekretion von BDNF modulieren kénnen, sind daher in Bezug
auf synaptische Plastizitit besonders interessant. Da auch fiir cAMP gezeigt wurde, dass es an
der Entstehung von synaptischer Plastizitét beteiligt ist (s. Abschnitt 1.2.1), ist eine Beteiligung
der cAMP-abhéngigen BDNF-Sekretion auf die Modulation der LTP moglich. Wie in Abschnitt
1.3.1 beschrieben, kann cAMP beispielsweise auf die TrkB-Rezeptoren der BDNF-Signalkaskade
oder die Translokation der MAPK Einfluss nehmen. Mit dem erst kiirzlich entdeckten cAMP-
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A Sekretion bei basaler B Sekretion mit gleichzeitiger C Sekretion nach Zunahme
cAMP-Konzentration Zunahme der cAMP-Konzentration der cAMP-Konzentration

' AC = Adenylatzyklase ~ —— Auswirkungauf @ Ca®
O Lbev P Phosphat
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Abbildung 15 — Schemazeichnung zur moéglichen Zusammenwirkung von BDNF und cAMP
unter Einbezug der hier gewonnen Daten Beziiglich der Wirkung von cAMP auf die BDNF-
Sekretion miissen drei verschiedene Situationen unterschieden werden. A Die Sekretion von BDNF bei
basalen cAMP-Leveln ist kritisch von der PKA abhéngig. Der Einfluss von Epac ist noch nicht bekannt.
B Wird cAMP gleichzeitig mit der Stimulation erhoht oder erreicht eine kritische Konzentration, fiihrt
dies zur stirkeren Sekretion von BDNF, entweder durch die Offnung zusitzlicher Vesikel, oder durch
die Erweiterung der Fusionspore bei transienten Fusionsereignissen. Epac scheint in diesem Fall nicht
beteiligt zu sein. C Wird die cAMP-Konzentration vor der Stimulation erhoht, blockiert cAMP iiber
eine besonders starke oder langanhaltende Aktivierung der PKA die Sekretion von BDNF. Der Einfluss
von Epac ist in diesem Fall noch nicht bekannt.

abhédngigen Faktor Epac bieten sich zudem neue Moglichkeiten zwischen verschiedenen Funk-
tionen, die durch cAMP vermittelt werden, genauer zu differenzieren. Vorherige Arbeiten zur
gemeinsamen Wirkung von BDNF und cAMP gingen davon aus, dass cAMP eine regulieren-
de Rolle auf die BDNF-Wirkung besitzt (s. beispielsweise Boulanger und Poo, 1999; Tartaglia
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et al., 2001; Woo et al., 2002; Ji et al., 2005). Die hier vorliegende Arbeit zeigt nun, dass eine
solche Regulation tiber den Einfluss von cAMP auf die Sekretion von BDNF vermittelt werden
konnte und entweder eine zeitliche Komponente oder die genaue cAMP-Konzentration in Bezug
auf die neuronale Aktivitét ein wichtiger Faktor bei dieser Funktion sein kénnte (s. Abbildung
15).

Der hier ermittelte duale Mechanismus zum Einfluss von cAMP auf die Sekretion von BDNF
aus sekretorischen Granula ist zuvor noch nicht gezeigt worden und bietet viele Moglichkei-
ten fiir weitere Untersuchungen, sowohl beziiglich der Sekretionsmechanismen selbst als auch
hinsichtlich der beteiligten Signalkaskaden. Beispielsweise bieten sich Untersuchungen zum Ein-
fluss von cAMP auf die Groke von Fusionsporen an, wie von Calejo et al. (2013) bereits an
neuroendokrinen Zellen gezeigt werden konnte. Wegen der starken Verzweigung von Neuronen
sind die Kapazitdtsmessungen aus diesen Untersuchungen jedoch kein addquates Mittel fiir die
Ermittlung von Fusionsereignissen in Neuronen oder zur Unterscheidung von transienter und
vollstédndiger Fusion. Experimente mit fluoreszenzmarkietem BDNF in Verbindung mit einem
extrazellulir applizierten Fluoreszenzquencher, wie beispielsweise von Kolarow et al. (2007)

verwendet, erlauben jedoch die Beobachtung von Fusionsporenéffnungen in Echtzeit.

In weiterfithrenden Untersuchungen wéire natiirlich die physiologische Bedeutung der dualen
Modulation der Sekretion durch cAMP besonders interessant. So kdnnte durch elektrophysiolo-
gische Ansétze untersucht werden, ob die cAMP-Applikation, wie sie in dieser Arbeit durchge-
fithrt wurde, Verinderungen bei der synaptischen Transmission verursacht, indem beispielsweise
postsynaptische Rezeptoren eingebaut werden, was eine Verdnderung von spontanen Miniatur-
stromen zur Folge hétte (vgl. auch Trudeau et al., 1996; Lessmann und Heumann, 1997). Auch
Verénderungen in Bezug auf den Ready Releasable Pool (RRP) kénnten iiber cAMP-vermittelte
Verénderungen der Miniaturstrome beobachtet werden (vgl. Hisatomi et al., 1996; Rorsman und
Renstrom, 2003).

Von besonderer Bedeutung wiren zudem Experimente, welche die Induktion von synaptischer
Plastizitdt in Verbindung mit der cAMP-Applikation bzw. der Sekretion von BDNF-EGFP
gleichzeitig untersuchen. Diese Untersuchungen konnten sowohl in dissoziierten Kulturen als
auch organotypischen, hippokampalen Schnitten mit Methoden untersucht werden, die in dieser
Arbeit teils erstmalig vorgestellt wurden. Da es bisher noch an Moglichkeiten fehlt, endogenes
BDNF direkt zu beobachten, sind d&hnliche Experimente an akuten Schnitten und Neuronen mit
endogener BDNF-Expression derzeit nicht moglich. Virusinfektionen und genetische Manipula-
tion konnten allerdings eine Beobachtung von BDNF-EGFP in akuten Hippokampusschnitten

ermoglichen.

Insgesamt bieten die hier vorgestellten Ergebnisse neue Erkenntnisse in das bisher noch unzurei-
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chend untersuchte Thema der cAMP-Wirkung auf die Sekretion aus den sekretorischen Granula
neuronaler Zellen. Besonders interessant ist, dass unterschiedliche Methoden, die zu einer Sekre-
tion von BDNF fiithren, unterschiedlichen Mechanismen unterliegen kénnen und experimentelle
Details bei Studien zu diesem Thema von besonderer Bedeutung sind. Die Unterschiede weisen
auch darauf hin, dass verschiedene physiologische Mechanismen beziiglich der BDNF-Sekretion
existieren und die Details bei der Interpretation der Ergebnisse je nach Verhalten der Neurone
oder Entwicklung des Gewebes unterschieden werden miissen. In der vorliegenden Studie wur-
de insbesondere die PKA als bedeutender Faktor bei der cAMP-vermittelten Modulation der
BDNF-Sekretion ermittelt. Uberraschenderweise scheint sie nicht nur eine permissive Rolle bei
der BDNF-Sekretion zu besitzen, sondern kann durch friithzeitige Aktivierung auch blockierend
auf die BDNF-Sekretion wirken. Generell ist die Tatsache, dass cAMP sowohl verstirkenden als
auch verringernden Einfluss auf die Sekretion von BDNF nehmen kann, eine neue Erkenntnis,
die neue Interpretationsansitze beziiglich der Wirkung von cAMP bei synaptischen Plastizi-

tatsprozessen, an denen BDNF beteiligt ist, eréffnet.
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6. Zusammenfassung

Das Neurotrophin BDNF ist ein wichtiger Modulator im zentralen Nervensystem. Dieses Protein
wird aktivitdtsabhangig sekretiert und ist an der neuronalen Entwicklung und an synaptischen
Plastizitatsprozessen beteiligt. Der sekundére Botenstoff cAMP ist ein weiterer wichtiger Mo-
dulator des zentralen Nervensystems. Wahrend der Einfluss von cAMP auf die Sekretion von
Peptiden aus neuroendokrinen Zellen und Neuronen bereits untersucht wurde, ist iiber dessen

Einfluss bei der aktivitdtsabhingigen Ausschiittung von BDNF noch wenig bekannt.
In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Wirkung von cAMP auf die Ausschiittung von fluo-

reszenzmarkierten BDNF aus dissoziierten hippokampalen Neuronen in Echtzeit untersucht.
Mit Hilfe der Kombination aus Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie und elektrophysiologischen
Patch-Clamp-Versuchen wurden verschiedene Muster elektrischer Aktivitéit identifiziert, die ei-
ne BDNF-Ausschiittung auslésen konnten. Erhohte extrazelluldre Kaliumkonzentrationen, re-
petitive depolarisierende Reize sowie die Generierung repetitiver Aktionspotenziale fiihrten zu
einer robusten Sekretion von BDNF aus neuronalen Ausldufern. Die Auslosung der Sekretion
durch diese zuriickpropagierenden, repetitiven Aktionspotenziale zeigte aulserdem eine Abhén-
gigkeit von spannungsabhingigen Natriumkanilen, wie sie fiir andere Protokolle nicht beobach-
tet wurde. Zudem konnte die Sekretion von BDNF durch eine Blockade des cAMP-Signalwegs
iiber die Proteinkinagse A inhibiert werden. Des Weiteren fiihrte eine externe Applikation von
membranpermeablen cAMP zu einer erhShten Sekretion von BDNF, sofern diese gleichzeitig
mit der Initiation der BDNF-Sekretion stattfand. Wurden cAMP oder ein PKA-aktivierendes
cAMP-Analogon jedoch vor der Stimulation appliziert, konnte die BDNF-Ausschiittung blo-
ckiert werden. Fine Antikorperfarbung mit dem dendritischen Marker MAP2 zeigte, dass
BDNF-EGFP vor allem in somatischen und dendritischen Strukturen lokalisiert war. Eine zu-
sitzliche Analyse der Sekretion an den apikalen Dendritien organotypischer hippokampaler
Schnittkulturen, bei denen einzelne CAl-Neurone mittels juxtazellularer Einzelzellelektropo-
ration mit BDNF-EGFP transfiziert worden waren, bestétigte eine mogliche Lokalisation des

Proteins in dendritischen Strukturen.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass cAMP, dhnlich wie bei neuroendokrinen
Zellen, modulierend auf die Sekretion von Proteinen wie BDNF aus sekretorischen Granu-
la spielt. Abhéingig vom Applikationszeitpunkt kann der sekundéire Botenstoff die BDNF-
Sekretion entweder verstdrken oder unterbinden. Da die BDNF-Sekretion bei der Entwicklung
von synaptischer Plastizitdt beteiligt ist, konnte der modulatorische Effekt von cAMP auf diesen

Mechanismus einen Einfluss auf BDNF-vermittelte synaptische Plastizitit nehmen.
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7. Abstract

The neurotrophin BDNF is an important modulator in the central nervous system. This pro-
tein is secreted in an activity-dependent fashion and plays an important role during neuronal
development and synaptic plasticity. The secondary messenger cAMP is another important mo-
dulator of the central nervous system. While the influence of cAMP on the secretion of peptides
from neuroendocrine cells and from neurons has been studied, not much is known concerning

its influence on the activity-dependent secretion of BDNF.

In this study, the effect of cAMP on the secretion of fluorescence-tagged BDNF from dissociated
hippocampal neurons was analyzed in real time. By combining fluorescence-imaging and elec-
trophysiological patch-clamp recordings several patterns of electric activity which could trigger
the release of BDNF were identified. High extracellular potassium concentrations, repetetive
depolarizing stimulations or the generation of repetitive backpropagating action potentials lead
to a robust secretion of BDNF from neuronal processes. The initiation of the secretion from
these backpropagating, repetitive action potentials was also dependent on voltage-gated sodi-
um channels, which has not been observed for the other protocols. In addition, blocking the
cAMP-signaling cascade via protein kinase A inhibited the secretion of BDNF. Further, the
external application of membrane permeable cAMP lead to an increased secretion of BDNF, if
it was initiated at the same time as the stimulation. The addition of cAMP or a PKA-activating
cAMP-analogon before the stimulation blocked the secretion of BDNF. An antibody-staining
with the dendritic marker MAP2 showed that BDNF-EGFP was primarily loacalized in so-
matic and dendritic structures. An additional analysis of the secretion of BDNF-EGFP from
organotypic hippocampal slice cultures, in which single CAl-neurons had been transfected with
BDNF-EGFP by juxtacellular single cell electroporation, confirmed a possible localization of

the protein in dendritic structures.

Altogether, this study shows that cAMP, similar to its effects in neuroendocrine cells, plays an
important, modulatory role during the secretion of proteins like BDNF from LDCVs. Depending
on the time point of application, the secondary messenger can either strengthen or abolish the
secretion of BDNF. Because the secretion of BDNF takes part in the development of synaptic
plasticity, a modulatory role of cAMP on this process could influence BDNF-mediated synaptic
plasticity.
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