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1 Zusammenfassung

Die Autophagie ist ein evolutiondr konservierter zellularer Wiederaufbereitungs-
mechanismus, der zelleigene Makromolekille und Organellen in seine Grundbausteine
zerlegt und dem Zellmetabolismus zur Wahrung der Zellhomdostase wieder zur Verfligung
stellt. Dies geschieht durch Einschluss der Zielstrukturen in eine Doppelmembranstruktur,
das Autophagosom, und mittels konsekutiver Fusion des Autophagosoms mit einem
degradativen Lysosom.

Nervenzellen gehdéren aufgrund ihres postmitotischen Zustandes sowie hoher
metabolischer Aktivitat zu jenen Zelltypen, die besonders auf die Autophagie angewiesen
sind. Deshalb lasst sich eine Neurodegeneration durch eine Ausschaltung der basalen
neuronalen Autophagie ausldsen.

Aus diesem Grund gerat die Autophagie im Kontext akuter und chronischer Stressreize
zunehmend in den wissenschaftlichen Fokus. Gleichwohl sind die quantitativen
Variationen der Autophagiekapazitdt verschiedener Nervenzelltypen bisher ein
unbearbeitetes Gebiet in der Autophagieforschung. Diese Variationen sind von
besonderem Interesse, weil viele Erkrankungen des Nervensystems zumindest initial
einen selektiven Befall bestimmter Nervenzelltypen zeigen und Variationen in der
Autophagiekapazitat eine Grundlage fir eine differenzielle Vulnerabilitat verschiedener
Neuronentypen darstellen kénnen. Die hirnorganotypische Schnittkultur ist zur
Untersuchung dieser Frage vorteilhaft, weil sie das organotypische Mikromilieu mit einer
leichten Zugéanglichkeit und einer Manipulierbarkeit der d&uBeren Umstande kombiniert.

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurde die cerebellare organotypische
Schnittkultur als experimentelles System fir den zelltypspezifischen quantitativen
Vergleich  neuronaler Autophagie etabliert und anhand eines Teils des
Autophagieapparates getestet, der Autophagosomenformation. Hierzu wurden [1] ein
Vergleich zwischen cerebellaren Schnittkulturen und nativem Kleinhirngewebe aus
altersentsprechenden Mausen, [2] eine Untersuchung der Entwicklung des
Autophagiestatus Uber die Kulturdauer hinweg sowie [3] eine Verifizierung der allgemeinen
Responsivitat der Schnittkulturen auf in der Autophagieforschung gangige Methoden der
Manipulation des Autophagiestatus in orientierenden Western Blot-Untersuchungen
durchgeflhrt.

AnschlieBend erfolgte ein zellspezifischer immunhistochemischer Vergleich zwischen

Purkinje-Zellen und Parvalbumin-positiven Interneuronen jeweils nach Behandlungen mit
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dem etablierten Pharmakon Bafilomycin, das die Degradation von Autophagosomen
inhibiert. Die so entstandene Akkumulation von LC3B-positiven Autophagosomen wurde
als Ausdruck der Autophagosomenformation gewertet und zwischen den Zelltypen
verglichen. Die Ergebnisse zeigen dabei einen deutlichen absolut Unterschied in der
basalen Autophagosomenbildung zwischen den Zelltypen, der mafgeblich mit der
SomagréBe korreliert, sowie eine zelltyplbergreifende relative Kinetik  der
Autophagosomenbildung der untersuchten Neuronen im gleichen organotypischen
Mikromilieu.

2 Abstract

Autophagy is an evolutionarily highly conserved cellular recycling mechanism which
degrades macromolecules and organelles in order to supply cell metabolism with nutrients
and maintain cellular homeostasis. This is achieved by enclosing target structures in
autophagosomes and their consecutive fusion with degradative lysosomes.

Postmitotic neurons are particularly dependent on autophagy due to their high metabolic
activity. Additionally, neurons are not able to dilute damaged organelles or aggregated
macromolecules by mitosis. Consequently, experimentally induced impairment of
autophagy leads to neurodegeneration.

The basal role of autophagy in cellular homeostasis focuses scientific attention on
autophagy as either risk factor or compensating mechanism for both acute and chronic
cellular stress. However, knowledge about quantitative variations in autophagic capacities
among cell types largely remain a “blind spot”. Such variations may lead to a selective
vulnerability of specific cell types and provide an explanation for the fact that a wide range
of diseases of the central nervous system initially manifest in a distinct pattern of cell
affliction. The brain organotypic slice culture assay provides a convenient model for
investigation of cell type specific differences because it combines an organotypic micro-
milieu with an easy accessability and manipulability of external circumstances.

This study establishes a cerebellar organotypic slice assay as experimental model for
quantitative cell type specific analysis of neuronal autophagy and applies this assay to the
quantitative investigation of autophagosome formation. The following basic parameters
were established using Western Blot assays: firstly, a comparison of cerebellar slices with

samples directly obtained from mice was carried out; secondly, the influence of duration of
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cultivation was investigated; thirdly, the responsivity of cerebellar slices to commonly used
methods for manipulation of autophagy was confirmed. Afterwards, an
immunohistochemical comparison of purkinje cells and parvalbumin-positive interneurons
after treatment with bafilomycin, which inhibits autophagosome degradation, was
conducted. The consecutive accumulation of LC3B-positive Autophagosomes was
analyzed as measure for autophagosome formation and compared between cell types.
Results showed a marked absolute difference in autophagosome formation between cell

types as well as analogous kinetics in the same organotypic micro-milieu.

3 Einleitung

.Das Studium der Hirnanatomie ist per se eine lebensfiillende, hochinteressante Aufgabe“
(1). Dies gilt in noch starkerem MaBe flur die seit Jahrhunderten voranschreitende
Erforschung von Struktur und Funktion des Zentralnervensystems der Vertebraten auf
makroskopischer, mikroskopischer und in den letzten Jahrzehnten auch auf zell- und
molekularbiologischer Ebene.

Das in den Hirnwissenschaften lange und insbesondere von GrdéBen wie Emil Du Bois-
Reymond gepredigte Diktum ,/gnoramus et ignorabimus® (lat. ,Wir wissen nicht und wir
werden nicht wissen®) scheint zunehmend an Bedeutung zu verlieren. Ein zentraler
Wandel trat gegen Ende des 19. Jahrhunderts ein, als Santiago Ramon y Cajal und
Wilhelm von Waldeyer, der dem Neuron seinen Namen gab, der Neuronenhypothese zum
Durchbruch verhalfen und das Neuron als kleinste eigenstandige Funktions- und
Struktureinheit des Nervensystems etablierten (2).

Seitdem ist das Verstandnis der Hirnfunktionen wesentlich an die Erforschung zellularer
Eigenschaften gekoppelt - ,one cell at a time“ (3). Die groBe Komplexitdt des
Zentralnervensystems von Vertebraten verlangt dabei allerdings oft eine reduktionistische
Herangehensweise und ist von der Entwicklung verschiedenster Methodiken und
Techniken abhangig (4). Dabei nehmen hirnorganotypische Schnittkulturen seit ihrer
erstmaligen Verbreitung in den 1960er und 1970er Jahren eine wichtige Rolle ein (5).
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3.1 Hirnorganotypische Schnittkulturen

Zur Erforschung neuronaler Eigenschaften sind unterschiedlichste Techniken im Einsatz,
von Magnetresonanz-basierter Bildgebung bis hin zur Elektronenmikroskopie. Einen
wichtigen Beitrag zur Untersuchung zellularer Prozesse isolierter Systeme leisten in der
neurobiologischen Forschung in vitro Zellkulturen verschiedenster Art. Primare
Zellkulturen erlauben es, gréBere Mengen eines Zelltyps in einer homogenen
Zellpopulation isoliert und in einer bestimmbaren Umgebung zu untersuchen. Die
organotypische Schnittkultur hingegen ist eine Kulturform aus verschiedensten Zelltypen,
die Uber eine grundlegend dreidimensionale Gewebearchitektur verfligt. Diese
Schnittkulturen ermdglichen die in vitro Untersuchung zellularer Prozesse in komplexeren,
dem Ursprungsorgan ahnlicheren Zell- und Gewebeverbanden (5). Dabei gehérten
Kulturen aus dem Cerebellum zu den ersten hirnorganotypischen Schnittkulturen, die
beschrieben wurden (siehe Abb. 1) (6). MaBgeblich entwickelt wurde die Nutzung dieser
Kulturen von Gahwiler und Stoppini. Gahwiler hat der hirnorganotypischen Kultur mit der
Entwicklung der ,Roller tube technique® fir neuronales Gewebe zum Durchbruch
verholfen. Bei dieser Technik wird das Gewebe auf einem Objekttrager innerhalb eines mit
Kulturmedium beflllten Reagenzréhrchens in Plasma kultiviert (7). Stoppini entwickelte die
Technik in den darauffolgenden Jahren zu der membranbasierten Vorgehensweise weiter.

Diese wird im Folgenden beschrieben (8).
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Abbildung 1. Hirnorganotypischer Schnitt aus dem Cerebellum der Maus. Das obere Bild zeigt einen Sagittalschnitt
nach 28 Tagen in vitro und Anfarbung der Purkinje-Zellen mit einem anti-Calbindin D-28k-Antikdrper. Da der Schnitt aus
dem Cerebellum einer Maus am zehnten postnatalen Tag entnommen wurde, handelt es sich um den postnatalen Tag
38 (P38). Das untere Bild stellt einen entsprechenden Schnitt nach 42 Tagen in vitro (P52) dar. Die Somata der gro3en
Purkinje-Zellen sind auch in einem solchem Ubersichtsbild deutlich zu erkennen. Da der Schnitt im Laufe der Kulturdauer
einen Anpassungsprozess durch Abflachung durchlauft, findet sich anders als in vivo eine mehrreihige Purkinje-Zell-
Schicht. Das oberflachlichere Stratum moleculare ist aufgrund der hohen Dichte an Purkinje-Zell-Dendriten etwas heller
als das sich unterhalb des Stratum purkinjense befindliche Stratum granulosum. Im oberen Bild wurden die
verschiedenen Abschnitte des Vermis beschriftet: LING (Lingula), CENT (Lobulus centralis), CUL (Culmen), DEC
(Declive), FOTU (Folium & Tuber), Pyr (Pyramis), UVU (Uvula), NOD (Nodulus). Abbildung entnommen aus: Marschalek
N, Albert F, Meske V, Ohm TG. The natural history of cerebellar degeneration of Niemann-Pick C mice monitored in
vitro. Neuropathol Appl Neurobiol. 2014;40(7):933-45 (9).

Bei dieser Vorgehensweise werden je nach Untersuchungsgegenstand sagittale oder
koronare Schnitte des Zielorgans nach dessen Praparation hergestellt. Die Schnittdicke
liegt im Bereich mehrerer hundert Mikrometer. AnschlieBend werden die Schnitte auf eine
semipermeable Membran gelegt, unter der sich wiederum das Kulturmedium befindet und
durch deren - in der Regel 0,4um weite - Poren eine diffusionsbasierte Erndhrung der
Schnittkulturen stattfinden kann.
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Im Gegensatz z.B. zu primaren Neuronenkulturen, deren Zellen Ublicherweise aus
Spender-Embryonen gewonnen werden, empfiehlt sich bei hirnorganotypischen
Schnittkulturen des Cerebellums die Zellentnahme am postnatalen Tag zehn bis zwolf
(P10 - P12), weil in diesem Alter eine ausgereiftere Morphologie mit héherer Stabilitat und
einem optimalen Uberleben der Schnittkultur zu erwarten ist. Eine ausfiihrliche Darstellung
zu dieser Kulturform findet sich bei Humpel (5).

Um zu verhindern, dass die Untersuchung kultivierter Schnitte durch im Rahmen der
Praparation auto- oder parakrin freigesetzte Substanzen beeinflusst wird, und damit
andererseits sicherzustellen, dass eine ausreichende Reorganisation und Vernarbung
innerhalb der Schnittkultur stattgefunden hat, empfiehlt es sich, Schnitte mindestens 10 bis
14 Tage in Kultur zu halten, bevor mit ihnen gearbeitet wird. Die bei der Schnittpraparation
stattfindende Axotomie und Deafferenzierung zumindest einiger Teile des Praparats sind
dabei ein erheblicher Stressfaktor und induzieren einen Zelluntergang besonders bei sich
noch entwickelnden Neuronen, die auf target-derived neurotrophic factors angewiesen
sind. Allerdings zeigten Untersuchungen, dass Purkinje-Zellen im Rahmen von Axotomien
eine auBergewlhnliche Stressresistenz aufweisen (10). Ausgenommen von diesem
Stérfaktor der verzerrenden Anpassung nach einer Deafferenzierung sind akute Schnitte,
die, wenn sie direkt im Anschluss an die Préaparation zur Entfernung endogen freigesetzter
Substanzen gespult und danach untersucht werden, noch Charakteristika einer in vivo

Situation aufweisen kénnen.

Im Rahmen der Reorganisation und Vernarbung wird bei hirnorganotypischen
Schnittkulturen auBerdem eine deutliche Hodhenreduktion und Transparenzzunahme
beobachtet, vermutlich als Uberlebenssichernde Anpassung an die diffusionsbasierte
Erndhrung von der Seite unterhalb der semipermeablen Membran aus (5, 8, 11). Neben
der sichtbaren dreidimensionalen Gewebearchitektur ermdglicht es die hirnorganotypische
Schnittkultur, unterschiedliche ausgereifte Neuronentypen im gleichen Mikromilieu, in der
gleichen Phase des Zellzyklus und unter kontrollierbaren AuBenbedingungen zu
untersuchen, da sich Neurone als enddifferenzierte Zellen in der terminalen Go-Phase
auBerhalb des replikativen Zellzyklus befinden (12). Somit kénnten solche Schnittkulturen
im Gegensatz zu primaren Neuronenkulturen vergleichende Untersuchungen
verschiedener Zelltypen ermdglichen, bei denen lediglich der zu untersuchende Zelltyp -
und nicht die Umgebungsbedingungen - variiert. Insbesondere hirnorganotypische
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Schnittkulturen des Kleinhirns bdten sich flr vergleichende Untersuchungen aufgrund
seiner evolutionaren Konservierung sowie seiner regelmaBigen und reproduzierbaren

Struktur an.

3.2 Kleinhirn

Abbildung 2. Ansicht von superior auf Kleinhirn und davorliegenden Hirnstamm. Gut zu erkennen sind die beiden
seitlichen Hemisphéaren und der dazwischen liegende Vermis. Der Hirnstamm gliedert sich von kranial nach kaudal in
Mesencephalon (Mittelhirn), Pons (Briicke) und Medulla oblongata (Verlangertes Mark). Abbildung entnommen aus: Reil
JC. Fragmente Uber die Bildung des kleinen Gehirns im Menschen. Arch Physiol. 1807-1808;8:1-58 (13).

Die Forschungsarbeiten an Struktur und Funktion des Kleinhirns haben die
Neurowissenschaften in vielerlei Hinsicht vorangebracht. Die histologische Beschreibung
des cerebellaren Cortex durch Jan Evangelista Purkyné in den 1830er Jahren gehérte zu
den einflussreichen Argumentationen fir die Neuronenhypothese. Darauf aufbauend
verdffentlichte Santiago Ramon y Cajal nach Arbeiten mit der Golgi-Farbung am Kleinhirn
von Vdégeln seine ersten drei Publikationen, in denen er im Jahr 1888 erstmalig exakte
Darstellungen des Verlaufs von Dendritenbdumen, Axonen und Kollateralen zeigte. Die
Liste solcher wegweisenden Arbeiten lieB3e sich fortsetzen bis zur jingeren Geschichte, in
der der spatere Nobelpreistrager Sir John Eccles in den 1960er Jahren das Kleinhirn
nutzte, um Nervenzellen genauer auf ihre elektrophysiologischen Eigenschaften hin zu
untersuchen (vgl.(14)). Dartber hinaus zéhlen die GABAergen cerebellaren Interneuronen
zusammen mit der subventrikuldren Zone des Frontalhorns der Seitenventrikel zu den am

21



meisten verbreiteten Beispielen dafir, dass im Rahmen der ontogenetischen Entwicklung
des ZNS auch noch proliferierende Progenitor-Zellen von Neuronen in

Migrationsbewegungen eintreten kénnen (15).

Ein Aspekt unter anderen, der das Kleinhirn fir Untersuchungen pradestiniert, ist seine
sehr regelmaBig ausgepragte, Ubersichtliche und evolutiondr hoch konservierte
Mikrostruktur (16). Eine weitere Eigenschaft, die das Cerebellum zu einem wichtigen
Untersuchungsobjekt macht, ist die ungeheuer groBe Zahl an Neuronen, die sich dort
befindet. Wahrend der Cortex cerebri mit zunehmender Evolution des ZNS einen immer
hdheren relativen Anteil an der Gehirnmasse ausmacht - beim Menschen schlielich bis
zu 80% - verfugt das Kleinhirn bei verschiedensten Wirbeltierarten relativ konstant nur
Uber ca. 10% von deren Hirnmasse (17). Daflr sollen sich dort jedoch - je nach Art - bis zu
60% (Maus) oder 80% (Mensch) der Neuronen befinden (18, 19).

3.2.1 Allgemeiner Aufbau des Kleinhirns

Die Auseinandersetzung mit der cerebellaren Anatomie flhrt unausweichlich in ein
terminologisches Dickicht, das auf eine lange Geschichte von Namensgebungen durch
verschiedene Anatomen zuriickgeht und nur unter erheblichem Aufwand gelichtet werden
kann. Aus diesem Grund reduziert sich das vorliegende Kapitel auf wesentliche Aspekte

dieser Thematik.

Das Kleinhirn befindet sich in der hinteren Schadelgrube, wird durch den vierten Ventrikel
und drei Fissurae vom Hirnstamm getrennt (Fissurae cerebellomesencephalicus,
cerebellopontis, cerebellomedullaris), in denen sich die drei Kleinhirnarterien befinden. Es
tritt mit diesem Uber drei paarig angelegte Kleinhirnstiele in Verbindung, Pedunculi
cerebellares. Dabei beinhaltet der Pedunculus cerebellaris superior die Fasertrakte, die
mit Cerebrum, Diencephalon und Mesencephalon kommunizieren, der Pedunculus
cerebellaris medius diejenigen zur Pons und der Pedunculus cerebellaris inferior

diejenigen zur Medulla oblongata (20).

Makroskopisch lasst sich das Kleinhirn einerseits in den Flocculus, der zusammen mit
dem vermalen Nodulus den Lobus flocculonodularis bildet, den Vermis und zwei
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Hemispharen gliedern, deren Oberflache vom histologisch dreischichtigen Cortex cerebelli
bedeckt ist. Andererseits kann man einen phylogenetisch alteren Lobus anterior (vermaler
Lobulus | - V und korrespondierende Hemisphéaren) vor der Fissura prima und einen in
Teilen (Lobulus VI und VII und korrespondierende Hemispharen) vermutlich neueren
Lobus posterior dahinter sowie den phylogenetisch altesten Lobus flocculonodularis an der
anteroinferioren Kleinhirnoberflache unterscheiden. Der cerebellare Cortex wiederum
vertieft sich zur OberflachenvergréBerung an zahlreichen Stellen zu den feinen Fissurae
cerebellares, wahrend sich die weiBe Substanz im Inneren charakteristisch gewachsartig
verzweigt und so den Arbor vitae bildet. Hierdurch ergibt sich der Eindruck, die gewellte
cerebellare Oberflache hinge wie Blatter an Baumasten, weshalb der Begriff der Foliae
cerebelli fur diese Oberflachenstruktur gepragt wurde. Unterbrochen wird die weil3e
Substanz in ihrem Marklager alleine von den Nuclei (Ncll.) cerebellares, von dorsolateral
nach ventromedial namentlich dem Nucleus (Ncl.) dentatus, dem Ncl. interpositus
(entspricht den Ncll. globosus et emboliformis) und dem Ncl. fastigii, die jeweils bilateral
symmetrisch angelegt sind.

Hemisphema o Vermis Hemisphera

Vincingulum lingulaga
Ala lob. centralis
Aniarior quadrangular lob

|

Anterior lobe Postenior quadrangular lob

Lobulus simplex

Superior semilunar lob
Crus | \
Ansiform kob-

rus I |
Crus Inferior semilunar lob

Paramedian lob

-

Dorsal paraflocculus —— Gracile lob

Ventral paraflecculus

Abbildung 3. Schematische Darstellung der aufgefalteten und ausgebreiteten Kleinhirnrinde mit der
Nomenklatur nach Bolk (1906) fiir die Hemisphéaren und nach Larsell (1952) fiir den Vermis (siehe Text). Die linke
Halfte entspricht der Kleinhirnrinde der Ratte, die rechte Halfte der des Menschen. Die Sterne markieren Bereiche der
Kleinhirnoberflache ohne Rindenlberzug (PMV = paramedianer Vermis). Bereiche mit mutmaBlicher Homologie sind in
den gleichen Farben dargestellt (Vgl. (14, 21)). Abbildung entnommen aus: Jan Voogd TJHR. Cerebellum and
Precerebellar Nuclei. In: Mai P, editor. The Human Nervous System. London: Elsevier Inc.; 2012; 473 (21).

23



Makroskopisch lasst sich eine Lappchengliederung erkennen, bei der jedem Teil des
Vermis ein Bereich der Hemispharen zugeordnet wird; dieser kann nach der anatomischen
Nomenklatur nach Bolk benannt oder nach Larsell nummeriert werden (siehe Abb. 3) (22,
23). So korrespondieren auf der superioren Oberflache die vermale Lingula (I) mit dem
hemispharischem Vincingulum lingulae (HI), der vermale Lobulus centralis (Il und Ill) mit
der Ala lobulus centralis (HII und HIlI), Culmen (IV und V) mit dem Lobulus quadrangularis
anterior (HIV und HV), Declive (VI) mit dem Lobulus quadrangularis posterior (HVI) und
Folium (VII) mit dem Lobulus semilunaris superior (HVII). Auf der inferioren Oberflache
des Kleinhirns korrelieren Tuber (ebenfalls VII) mit den Lobuli semilunaris inferior et
gracilis (HVII), Pyramis (VIIl) mit dem Lobulus biventer (HVIII), Uvula (IX) mit der Tonsille
(HIX) und Nodulus (X) mit dem Flocculus (HX). Flocculus und Nodulus bilden den
phylogenetisch vermutlich altesten Lobus flocculonodularis. Diese grundlegende Struktur
ist zumindest Uber alle Saugetiere hochkonserviert, auch wenn die hemisphéarischen
Anteile haufig geringer ausgepragt und anders benannt sind, so zum Beispiel bei
Nagetieren (siehe auch (14, 16, 21)).
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Abbildung 4. Ubersicht iiber Topographie und makroskopische Anatomie des Kleinhirns. A:Blick von posterior. b:
Sagittalschnitt mit dem charakteristischen Arbor vitae. Die Grube zwischen den Kleinhirnstielen und dem Lobulus
flocculonodularis entspricht dem IV. Ventrikel. Abbildung entnommen aus: Felten DL, Kerry O’Banion M, Summo Maida
M, Netter's Atlas of Neuroscience. Philadelphia: Elsevier; 2016; 286 (24).
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Auf mikroskopischer Ebene sticht vor allem der dreischichtige Cortex cerebelli ins Auge
(siehe Abb. 5). Er besteht von innen nach auBen aus dem enorm zellhaltigen Stratum
granulosum, dem mittleren Stratum purkinjense und dem &uBeren zellarmen Stratum
moleculare. Die als wichtigstes funktionelles Korrelat angesehenen groBen Purkinje-Zellen
liegen dabei zumeist einreihig im Stratum purkinjense, wahrend sich die mit Abstand
zellreichste Gruppe, die der Koérnerzellen, im Stratum granulosum befindet. Die
Kdrnerzellaxone strahlen als Parallelfasern in das Stratum moleculare aus, um dort auf die
groBen, facherférmigen und zweidimensionalen Dendritenbdaume der Purkinje-Zellen zu
konvergieren. Diese grundlegende Beschreibung der histologischen Architektur des
Cerebellums wurde im Rahmen der Diskussion um die Neuronenhypothese in der zweiten
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Halfte des 19. Jahrhunderts maBgeblich von dem ltaliener Camillo Golgi und dem Spanier
Santiago Ramon y Cajal gepréagt (vgl. (25, 26)).

Abbildung 5. Die Elemente des cerebelldren Cortex aus Santiago Ramon y Cajals Croonian Lecture. A: Purkinje-
Zelle im Stratum purkinjense, B: Korbzelle im Stratum moleculare. Die Zelle oberhalb von B ist eine Sternzelle. Korb- und
Sternzellen zusammen bilden die Interneurone der Molecularschicht (MLI: Molecular Layer Interneurons). C: Kletterfaser
aus der kontralateralen Oliva inferior. D: Purkinje-Zell-Axon mit rekurrenten Kollateralen. E: Kdrnerzelle im Stratum
granulosum. F: Parallelfaser (Axon der Kdrnerzelle). G: Rosette einer Moosfaser kurz bevor sie auf die Kérnerzelle trifft.
H: Axonaler Korb einer Korbzelle, der sich um den Zellleib einer Purkinje-Zelle und ihr proximales Axon legt. Vergleiche
auBerdem: (27). Abbildung entnommen aus: Ramon Y Cajal S. The Croonian Lecture: La Fine Structure des Centres
Nerveux. Proceedings of the Royal Society of London. 1894;55:444-68 (28).

3.2.2 Purkinje-Zellen

Die Purkinje-Zellen wurden erstmals 1837 durch Jan Evangelista Purkyné ausfihrlich
beschrieben, zwei Jahre vor Formulierung der Zellhypothese durch Theodor Schwann
(27, 29). Sie wurden in Pionierarbeit durch Ito und Yoshida als GABAerge inhibitorische
Neuronen charakterisiert (30) und von Sir John Eccles und Masao Ito elektrophysiologisch
untersucht (31).

Die cerebelldren Purkinje-Zellen haben wie alle GABAergen Neuronen des Kleinhirns,
ihren Ursprung in der ventrikularen Zone der Fllgelplatte des ersten Rhombomers (bspw.
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(32-35), fur weitere Referenzen vgl. (36)). Bei diesen groBen Nervenzellen handelt es sich
um die im Rahmen der ontogenetischen Entwicklung als erste entstehenden cerebellaren
Neuronen, um die herum sich die weitere Entwicklung organisiert. AuBerdem sind sie der
einzige Ausgang vom Kileinhirncortex durch Projektionen zu den Kleinhirnkernen und ein
Beispiel der wenigen GABAergen Projektionsneuronen im ZNS (37, 38). Darliber hinaus
sind sie die wichtigsten integrierenden funktionellen Einheiten des Kleinhirns, auf die alle
Hauptgruppen cerebellarer Afferenzen konvergieren. Diese Hauptgruppen sind einerseits
die Kletterfasern aus der kontralateralen Oliva inferior, die jeweils eine direkte Verbindung
zum proximalen Dendritenbaum, insbesondere dem Soma der Purkinje-Zellen, aufnehmen
und mit einer sehr geringen Zahl an Purkinje-Zellen eine enorm hohe Zahl an
synaptischen Verbindungen eingehen. Auf diese Weise bildet eine Purkinje-Zelle nur
Verbindungen mit einer Kletterfaser aus, eine Kletterfaser jedoch mit mehreren
nebeneinanderliegenden Purkinje-Zellen. Dies ist eine Grundlage fir die Definition der
cerebellaren Mikrozone.

Andererseits konvergieren beinahe die gesamten extraolivaren Afferenzen, abgesehen
von diffus terminierenden neuromodulatorischen Bahnen, in Form von Moosfasern
zundchst an den zahllosen Koérnerzellen des Stratum granulosum und Uber deren
parallelfaserige Axone indirekt auf dem groBen zweidimensionalen und facherartigen
Dendritenbaum der Purkinje-Zellen (siehe Abb. 5). Hierbei kénnen sich die Parallelfasern
bis zu 6 mm entlang der Langsachse der cerebellaren Folia rechtwinklig zum
Dendritenbaum der Purkinje-Zellen ausbreiten und bilden so eine jeweils geringere Menge
an synaptischen Kontakten mit einer umso héheren Anzahl von Nervenzellen. Dies fuhrt
dazu, dass eine Purkinje-Zelle synaptische Kontakte zu ungeféahr 80.000 Parallelfasern
unterhalt (21, 39).

Anders als friher vermutet, scheint das Cerebellum innerhalb dieser redundanten
Architektur Gber den ganzen Cortex cerebelli und um das einschichte Stratum purkinjense
herum ein MaB3 an regelméaBiger Variabilitdt zu haben, das sich erst durch intensive
Forschungsarbeit in den letzten Jahrzehnten zunehmend aufdecken lie3. So zeigen die
Purkinje-Zellen ein regional unterschiedliches Genexpressionsmuster verschiedener
Marker. An prominenter Stelle sei hier Zebrin-ll (Aldolase C) genannt (weitere: HSP25,
HNK1 uvm.), durch das der cerebellare Cortex in Purkinje-Zell basierte Zebrin-1l-positive

und -negative alternierende ca. 100-300 um breite longitudinale Mikrozonen eingeteilt
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werden kann, die gleichzeitig mit distinkten rezeptiven Feldern der Kletterfasern und einer
ahnlichen Reprasentation in der kontralateralen Oliva inferior korrespondieren (40-42). Die
funktionelle Bedeutung dieser streifenartigen Architektur konnte noch nicht abschlieBend
geklart werden; sie bildet einen mdéglichen Anhaltspunkt fir die Unterteilung der Purkinje-
Zellen in Subgruppen.

Gleichzeitig weisen Purkinje-Zellen in Abhé&ngigkeit von ihrer Lage innerhalb des
Kleinhirns auch numerische und morphologische Unterschiede auf: vermale Purkinje-
Zellen sind gréBer als hemispharische; ihre Zelldichte ist im Lobus anterior gréBer als im
Lobus posterior und im Apex foliae gréBer als an der Basis. Morphologische Unterschiede
zeigen sich unter anderem darin, dass der proximale Dendritenbaum in den basalen
Foliae regelhaft Gber zwei groBe Dendritenstamme verflgt, wahrend man im apikalen
Bereich der Foliae meistens nur einen vorfindet. Anhand dieser und weiterer regionaler
anatomischer, physiologischer und molekulargenetischer Unterschiede innerhalb der
Purkinje-Zellen lasst sich auch die Kleinhirnrinde in eine ganze Reihe von longitudinalen
und transversalen Zonen, Modulen, Mikrozonen und Streifen einteilen, die an anderer
Stelle genauer dargestellt werden (43, 44). Es bleibt aber festzuhalten, dass es sich selbst
bei den anscheinend uniformen Purkinje-Zellen nach neueren Erkenntnissen nicht um eine
einzige groBe gleichférmige Zellgruppe handelt, sondern dass diese noch in weitere

Subgruppen unterteilt werden kann.

Elektrophysiologisch weisen die Purkinje-Zellen zwei unterschiedliche
Aktionspotenzialmuster auf, die ebenfalls mit den beiden Hauptafferenzen
korrespondieren, den Kletter- und den Moosfasern. Dabei zéhlen die meisten Entladungen
zum ,simple spike type“, weisen also in der elektrophysiologischen Untersuchung eine
einfache Zacke durch schnelle gezielte Entladung bei einer relativ hohen Frequenz von
30-100 Hz auf, und werden Uber die Innervation durch die Parallelfasern der Kérnerzellen
induziert. Bei der zweiten Aktionspotenzialform handelt es sich um einen ,complex spike®,
der aus einer Kette von 2-5 kurzen Zacken innerhalb von 5-10 ms besteht, eine Frequenz
von 1-10 Hz aufweist und durch die Aktivierung einer Purkinje-Zelle infolge der enormen
Dichte der synaptischen Verbindungen einer Kletterfaser ausgelést werden (31). Dabei
sprechen Untersuchungen daflir, dass der bestimmende Faktor fur die Purkinje-Zell-
Aktivitat im Wesentlichen die Koordination zwischen Kletterfaser- und Parallelfaserinput
ist. Eine gleichzeitige starke Aktivierung durch Kletter- und Parallelfasern resultiert in einer
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Langzeitdepression (LTD) im Sinne einer verminderten Sensitivitdt der Zelle fir
Parallelfaserstimulation (45-47). Umgekehrt flhrt eine repetitive Stimulation alleine durch
Parallelfasern zum umgekehrten Fall einer Langzeitpotenzierung (LTP) (48-50).

Bei der Purkinje-Zelle handelt es sich also um ein groB3es, die innere Organisation des
Cortex cerebelli bestimmendes Projektionsneuron, dessen Aktivitdt von den zwei
wesentlichen Gruppen cerebellarer Afferenzen reguliert wird und deren Stimulation
integriert. Sie dient in der kontemporaren Wissenschaft als Mittel zur funktionellen
Untergliederung des Kleinhirns im Sinne von redundant aufgebauten spinoolivar-cortico-
nukledren Mikroschaltkreisen, die jedoch sowohl in morphologischer als auch in
molekulargenetischer Hinsicht ein gewisses Mal3 an regelméaBiger regionaler Variabilitat
aufweisen. Purkinje-Zellen lassen sich immunhistochemisch mit dem calciumbindenden

Protein Parvalbumin anfarben (s. Kapitel 3.2.3)

3.2.3 Interneuronen

Bereits Santiago Ramon y Cajal fiel im menschlichen Nervensystem die hohe Dichte an
kleinen Nervenzellen mit kurzen Axonen auf, ein Faktor, auf den er die funktionelle
Uberlegenheit des menschlichen Gehirns gegeniiber anderen Wirbeltieren zuriickfiihrte
(51). Diese kleinen Nervenzellen mit kurzen, in der Regel in ihrem Ursprungsgebiet
verbleibenden Axonen werden heutzutage als Interneuronen bezeichnet. Neocorticale
Interneuronen machen dabei vermutlich etwa 10-20% aller Nervenzellen aus. Sie stehen
zunehmend im Fokus der neurowissenschaftlichen Forschung aufgrund ihrer Fahigkeit,
lange Projektionsneuronen und funktionelle Schaltkreise zu regulieren und untereinander
zu verbinden. Diese Interneuronen lassen sich anhand der verwendeten Neurotransmitter,
unter anderem Glutamat, Glyzin oder GABA, und der damit verbundenen exzitatorischen
oder inhibitorischen Wirkung auf die Zielzelle unterscheiden. Hier ist anzumerken, dass
prinzipiell auch ein inhibitorisches GABAerges Interneuron durch Hemmung anderer
inhibitorischer Zielneuronen insgesamt exzitatorisch wirken kann. Daneben werden
neocorticale Interneuronen zum Beispiel anhand [1] morphologischer, [2]
elektrophysiologischer und schlieBlich [3] molekularbiologischer Eigenschaften in
Subgruppen unterteilt. Ein Beispiel flir diese Subgruppen ist die Unterteilung anhand

anfarbbarer Markermolekile wie dem evolutionar hoch konservierten calciumbindenen
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Protein Parvalbumin, das als langsamer Puffer des cytosolischen Signalmolekiils Calcium
dient und dartber vermutlich maBgeblich intrazellulare Signalkaskaden beeinflusst, sowie
dem Hormon Somatostatin und dem Serotonin-Rezeptor 5HT3a (52). Anhand dieser
Markermolekiile lassen sich die neocorticalen Interneuronen in grundlegende, sich in
Funktion und Morphologie unterscheidende Gruppen gliedern. So handelt es sich bei
Parvalbumin-positiven neocorticalen Interneuronen beispielsweise um schnellentladende
GABAerge Interneuronen, die v.a. Soma und proximales Axon der Zielzelle innervieren
und eine inhibitorische Wirkung an diesen entfalten. Diese Interneurongruppe wird mit
einer Reihe neuropsychiatrischer Erkrankungen in Verbindung gebracht (53-56) und gilt
unter anderem als entscheidend fir die Erzeugung der 40-80Hz Gammaband-
Oszillationen im EEG, die mit h6heren kognitiven Leistungen assoziiert sind (52).

Inwiefern allerdings die neocorticalen Interneuronen zu den cerebellaren Interneuronen in
Beziehung stehen, ist noch nicht abschlieBend geklart. Zu diesen werden die Golgi-,
Lugaro-, Kérner- und unipolaren Burstenzellen (UBC) im Stratum granulosum sowie die
Stern- und Korbzellen im Stratum moleculare gezéhlt (21). Abgesehen von den
glutamatergen Kérner- und UBCs, die aus einer eigenen embryologischen Ursprungszone
hervorgehen (rhombic lip), handelt es sich dabei um GABAerge Neuronen, die wie die
Purkinje-Zellen ebenfalls aus der ventrikularen Zone der Flligelplatte des ersten
Rhombomers stammen. Im Gegensatz zu diesen entstehen jedoch die Stern-, Korb- und
Golgi-Zellen erst postnatal aus bereits migrierten, noch teilungsféahigen Progenitorzellen.
Diese Erkenntnis ist einer der prominentesten Hinweise darauf, dass auch noch
mitosefdhige  Vorlauferzellen die Germinalzonen des ZNS verlassen und

Migrationsbewegungen eingehen kdnnen (15, 38).

Bei den glutamatergen Kérnerzellen handelt es sich um die zellreichste Neuronengruppe
des ganzen Gehirns. Sie dienen als Ziel der cerebellaren Afferenzen, die auch als
Moosfasern bezeichnet werden, und als Ursprung von parallelfaserigen Axonen.
Ausgehend von der innersten Schicht des cerebelldren Cortex, dem Stratum granulosum,
steigen diese in die duBerste Schicht auf, dem Stratum moleculare, um sich dort bis zu 6
mm lang - parallel zur transversalen Oberflache und senkrecht zu den Dendritenbdumen
der Purkinje-Zellen - auszubreiten. Auf diese Weise bilden sie jeweils relativ wenige
synaptische Kontakte mit einer Vielzahl von Purkinje-Zellen aus, wirken an diesen

erregend und vermitteln den Zusammenfluss der Informationen der cerebellaren
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Afferenzen auf die Purkinje-Zellen, die zentralen Integrationseinheiten. Bei den unipolaren
Birstenzellen handelt es sich ebenfalls um glutamaterge Interneuronen des Stratum
granulosum, die nur in den ventralen cerebellaren Lobuli vorkommen und deren Funktion

an anderer Stelle ausflhrlicher behandelt wurde (57).

Zu der Gruppe GABAerger Interneuronen des Cerebellums zahlen die Golgi-Zellen, die
sich lokal im Stratum purkinjense ausbreiten, die Lugaro-Zellen und die Interneuronen des
Stratum moleculare (Sternzellen und Korbzellen = MLI = Molecular layer interneurons).
Dabei erzeugt das Zusammenspiel aus den Lugaro-Zellen des Stratum granulosum, die
direkt von den Purkinje-Zellen innerviert werden, und den MLls, die ihrerseits wiederum
die Purkinje-Zellen innervieren, einen Rickkopplungsmechanismus, tber den die Purkinje-
Zellen sich selbst regulieren. Gleichzeitig sind die Lugaro-Zellen das Hauptziel der
modulierenden diffusen serotonergen Afferenzen des Kleinhirns.

Bei den MLIs handelt es sich im Wesentlichen um zwei morphologisch unterschiedene
schnellentladende Zelltypen, die auch untereinander durch elektrische Synapsen
verbunden zu sein scheinen und Axonkollateralen sowohl von Purkinje-Zellen als auch
von Parallelfasern erhalten. Zum einen gehéren hierzu die oberflachlich liegenden axono-
dendritischen Sternzellen, deren Zielgebiet insbesondere die Dendritenbdume der
Purkinje-Zellen sind, an welchen auch die Parallelfasern ansetzen. Zum anderen zahlen
dazu die etwas tiefer gelegenen, axono-somatischen Korbzellen, deren Axone sich
namensgebend wie ein Korb um das Soma der Purkinje-Zellen schlingen, an dem auch
die Kletterfasern aus der kontralateralen Oliva inferior ansetzen. Da diese beiden Zelltypen
eine deutliche Uberlappung zeigen, gibt es eine anhaltende Kontroverse dariiber, ob eine
Unterteilung der MLIs in Subgruppen berechtigt ist (ausfihrlich von Sotelo behandelt in
(15)). Genau wie Purkinje-Zellen lassen sich die MLIs Gber indirekte Immunfluoreszenz
des calciumbindenden Proteins Parvalbumin darstellen. Wie bereits erwahnt, handelt es
sich bei Parvalbumin um ein evolutionar hochkonserviertes Protein mit zwei
Bindungsstellen fir Calcium, das als langsamer Puffer des Second messengers Calcium
fungiert. Es wird im Rahmen der cerebellaren Entwicklung erst nach anderen
calciumbindenen Proteinen - wie zum Beispiel dem Calbindin-D28K der Purkinje-Zellen -
parallel zur ansteigenden elektrophysiologischen Aktivitat exprimiert. Obwohl die genaue
Funktion von Parvalbumin noch nicht vollstandig geklart ist, deuten Parvalbumin-

Knockoutversuche mit Mausen auf eine grundlegende Relevanz fir die physiologische
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Aktivitat von Nervenzellen hin. So verwandeln sich urspriinglich inhibitorische Neurone
durch den Knockout in fazilitierende Nervenzellen und kehren ihren Einfluss damit um (58-
60). Es lassen sich im Kleinhirn also verschiedene Neuronentypen (Purkinje-Zellen und
Parvalbumin-positive MLIs) mit dem gleichen Haupttransmitter, embryologischen Ursprung
und in topographischer Nahe zueinander durch einen einzigen molekularen Marker
darstellen. Gleichzeitig handelt es sich bei diesen Neuronentypen umd Stellvertreter der
Kategorien ,Projektionsneuron” (PZ) und ,Interneuron“ (PVI).

3.2.4 Funktionen und Pathologien des Kleinhirns

Lange Zeit stammten die einzigen Erkenntnisse Uber die Funktion des Kleinhirns aus
Einzelfallen, in denen die Betroffenen ein Trauma der hinteren Schadelgrube und
dementsprechende Ausfélle erlitten hatten. Bereits Galenus von Pergamon verband das
Kleinhirn mit motorischen Funktionen. Allerdings waren infolge der unspezifischen Natur
des Schéadel-Hirn-Traumas auch andere Traumafolgen zu beobachten - vom Ausfall der
Gedéachtnisfunktionen (Nikolaas Tulp, 1641) bis zum Ausfall der Vagusfunktionen (Thomas
Willis, 1664), teilweise wegen der topographischen N&dhe dem Hirnstamm zuzuordnen.
Erst die Einflhrung von gezielten L&sionsstudien an Tieren durch Luigi Rolando und
Pierre Flourens, deren Erfolg maBgeblich von Prinzipien der Asepsis und Blutstillung und
damit der Uberlebensdauer der Tiere abhing, filhrte im friihen 19. Jahrhundert zu einer
genaueren Differenzierung. So wurde die motorische Koordination als Funktion des
Kleinhirns der Saugetiere erkannt. Der franzésische Mediziner Joseph Babinski und der
irische Arzt Gordon Holmes schlieBlich waren es, denen mit post-mortem Lasionsstudien
am Menschen eine weitere Differenzierung in klassische Ausfallzeichen des Kleinhirns wie
Dysdiadochokinese, Hypermetrie, Hypotonie und einen mangelnden Rebound gelang.
Gordon Holmes konnte in den Nachwehen des ersten Weltkrieges viele britische
Kriegsveteranen untersuchen, die aufgrund des charakteristischen britischen Tellerhelmes
anféllig fir Lasionen der hinteren Schadelgrube waren. Er fihrte den Finger-Finger-, den
Finger-Nase- und den Knie-Hacke-Versuch sowie die Untersuchung alternierender
Bewegungen und des Rebounds zur Diagnostik von Kleinhirnschaden ein (14).

Der lItaliener Luigi Luciani bemerkte bereits gegen Ende des 19. Jahrhunderts, dass
Kleinhirngeschadigte auch psychische Phanomene zeigen kénnen. Heute ist in der
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Neurochirurgie bekannt, dass ungefédhr ein Viertel der Kinder mit cerebellarem
Mittellinientumor nach Resektion temporar einen cerebellaren Mutismus zeigen (61). Der
aktuelle Trend, dem Kleinhirn zunehmend auch nichtmotorische Funktionen
zuzusprechen, hat somit alte Wurzeln. Diese Entwicklung gipfelte zunachst in der
Beschreibung des cerebellaren kognitiv-affektiven Syndroms durch Jeremy D.
Schmahmann, das zur Beeintrachtigung von Sprache, visuell-raumlichen und exekutiven
Funktionen sowie affektiver Dysregulation fahrt (62). Wie genau die cerebellaren
Schaltkreise verschiedenste Funktionen auf physiologischer Ebene beeinflussen sollen, ist

in extenso an anderer Stelle beschrieben (63).

Das ausgepragte wissenschaftliche Interesse an Physiologie und Pathologie des
Kleinhirns sind dadurch begriindet, dass sowohl die Kerne als auch der Cortex des
Cerebellums bei einer Vielzahl von Erkrankungen betroffen sind. Ein solcher
Krankheitsbefall auBert sich haufig in ausgepragten und die Lebensqualitdt deutlich
einschrankenden Symptomen wie Dauerschwindel, Abasie, Astasie oder gestorter
Zielmotorik. Neben inflammatorischen Systemerkrankungen des Nervensystems wie der
Multiplen Sklerose befallen eine Reihe von neurodegenerativen Erkrankungen das
Kleinhirn (64). Hierzu zahlen die meistens sporadisch auftretende und durch
Akkumulationen von a-Synuclein charakterisierte Multi-System-Atrophie (MSA) genauso
wie die angeborenen und in der Regel autosomal-dominant Uber CAG-Repeat-
Expansionen vererbten spinocerebellaren Ataxien (SCA), die mittlerweile Uber 40
Subtypen zahlen (65). Wahrend diese beiden Krankheitsentitdten vorwiegend zu einer
Degeneration der Purkinje-Zellen mit variabler Beteiligung des Nucleus dentatus fuhren,
verhalt es sich bei der am haufigsten vererbten Ataxie genau umgekehrt. Die Friedreich-
Ataxie, regelhaft auftretend mit einer Affektion des Cerebellums, der spinalen
Hinterstrdnge sowie einer peripheren axonalen Neuropathie, wird ebenfalls auf eine
Trinukleotid-Repeat-Expansion innerhalb des FXN Gens mit einer gestérten Transkription
des Proteins Frataxin zurtickgefthrt. Dabei fallt neuropathologisch zunachst ein Untergang
der groBBen Neuronen des Nucleus dentatus auf, wahrend die Purkinje-Zellen erst spéat im
Verlauf degenerieren (66).

Bemerkenswert ist zudem, dass der cerebellare Cortex zwar eine ausgesprochene
Resistenz selbst gegenitber schweren Hypoglykdmien zeigt. Gleichzeitig wird jedoch
ebenfalls eine ausgesprochene selektive (auch innerhalb des Nervensystems auffallend
starke) Vulnerabilitdt der Kleinhirnrinde gegenldber Hypoxie und Ethanoltoxizitat
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beobachtet, was u.a. die frlhen cerebellaren Symptome im Rahmen von
Alkoholintoxikationen sowie eine ausgepragte Affektion des Kleinhirns bei chronischem
Alkoholabusus erklaren kénnte (65).

Obwohl Purkinje-Zellen als auBerordentlich stressresistente Zellen angesehen werden, die
beispielsweise eine Axotomie stabil Uberleben kénnen, gibt es also eine ganze Reihe von
Pathologien, die die Kleinhirnrinde im Allgemeinen und die Purkinje-Zellen im Besonderen
affizieren und deren pathologische Mechanismen (Hypoxie/lschamie, Neurodegeneration,
Nahrstoffmangel, Substanztoxizitat) zumindest in Verbindung stehen zu dem zentralen
homdostatischen zellbiologischen Prozess, den die Autophagie darstellt und der im
Weiteren ausgefihrt werden wird (10, 66). Zur Beteiligung der cerebellaren MLIs bei
vorgenannten Pathologien oder einem Vergleich der Vulnerabilitét zwischen MLIs und
Purkinje-Zellen ist die zeitgendssische Literatur nach Recherchen des Autors allerdings

wenig aufschlussreich.

3.3 Autophagie

s[lch bin] ein Teil von jener Krafft,

Die stets das Bése will und stets das Gute schafft.

Ich bin der Geist der stets verneint!

Und das mit Recht; denn alles, was entsteht,

Ist wert, dass es zugrunde geht;

Drum besser wér’s, dass nichts entstlinde.

So ist denn alles, was ihr Siinde,

Zerstérung, kurz das Bése nennt,

Mein eigentliches Element.”

Mephistopheles in Johann Wolfgang von Goethe: Faust - Der Tragddie erster Tell

Wie Dichter und Philosophen schon seit Jahrhunderten betonte auch Johann Wolfgang
von Goethe (1749 - 1832) Zerstérung und Verneinung als einen universalen Bestandteil
des Kreislaufs des Lebens, der Wachstum und Schépfung erst ermdglicht. Es war nur eine
Frage der Zeit, bis dieses Prinzip auch bei héheren Eukaryoten als wesentlicher Aspekt

zellularen Uberlebens in den Fokus geriet. Obwohl Erwahnungen der autophagia (griech.:
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selbst essen) im biologischen Kontext mindestens bis in die zweite Halfte des 19.
Jahrhunderts zurlickverfolgt werden kénnen, gilt die Pragung der Begriffe der autophagic
vacuole genauso wie der heterophagic und autophagic function von Lysosomen im Jahr
1963 durch den Belgier Christian de Duve als Beginn der modernen
naturwissenschaftlichen Forschung zum Thema der Autophagie (67, 68).

Dabei handelt es sich um einen von Pflanzen tber Hefen bis zu Wirbeltieren feststellbaren
Teil eines grundlegenden zellularen Wiederaufbereitungsmechanismus, der beschadigte
Organellen und intrazellulare Proteinaggregate in Doppelmembranvesikel einschlie3t und
den Lysosomen zum Abbau zufihrt (69). Diese wiederum zerlegen die Strukturen in ihre
Grundbausteine, vor allem in Aminosauren, stellen sie der Zelle erneut zur Verfligung und
sichern so die zellulare metabolische Homdostase sowie eine Qualitatskontrolle der
Zellorganellen und —proteine (siehe Abb. 6). Hierbei Uberschneidet sich die Autophagie mit
dem Ubiquitin-Proteasom-System, das besonders auf den Abbau kleinerer Proteine
spezialisiert ist. Dabei scheinen diese beiden Systeme sich in gewissem Rahmen
gegenseitig kompensieren zu kénnen (70). Gleichzeitig mehren sich die Hinweise, dass
die Autophagie kein Mechanismus ist, der nur vor Zelluntergang schitzt, sondern auch die
Apoptose vermitteln kann, den programmierten Zelltod (71).

Cell Death
Apoptosis
N\ _
LBl i —# hytrient limitation =

,. Pathogens
Developmental stage

Autophagy

[N utrient genermion] Quality control

Abbildung 6. Ubersicht liber die homdostatische Rolle der Autophagie im Zellmetabolismus. Nach dem aktuellen
Autophagiemodell befindet sich die Autophagie an der Schnittstelle zwischen Zelliberleben und -untergang.
Klassischerweise wird sie als ein Mechanismus aufgefasst, der das Zelliberleben sichert. Allerdings mehren sich die
Hinweise, dass die Autophagiemaschinerie die Apoptose unter bestimmten Umstanden selbst einleiten kann (siehe
Text). Abbildung entnommen aus: Burman C, Ktistakis NT. Autophagosome formation in mammalian cells. Semin
Immunopathol. 2010;32(4):397-413 (72).
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Aus der kontempordren wissenschaftlichen Perspektive wird die Autophagie je nach
Zielstruktur allgemein in eine Makroautophagie (im Weiteren nur noch als Autophagie
bezeichnet), eine Mikroautophagie und eine Chaperon-vermittelte Autophagie zum Abbau
fehlgefalteter Proteine unterteilt. Gleichzeitig unterscheidet man eine basale, d.h.
konstitutiv ,im Hintergrund® laufende Autophagie von einer durch besondere Umstande
wie Nahrstoffmangel oder den Zellmetabolismus beanspruchende Vorgange wie
Zellteilung und -differenzierung induzierten Autophagie. Das Grundprinzip aller
Autophagieformen ist der Einschluss von Zielstrukturen in ein intrazellulares Vesikel mit
doppelter Phospholipidmembran, das Autophagosom, anschlieBender Fusion des
Autophagosoms mit einem Lysosom zu einem Autophagolysosom und konsekutiver
Spaltung des Inhalts durch saure Hydrolasen in seine Grundbestandteile im durch die v-
ATPase, eine Protonenpumpe, angesauerten Milieu des ehemaligen Lysosoms (73).

3.3.1 Molekulare Mechanismen der Autophagie

Obwohl die molekularen Mechanismen der Autophagie gerade erst im Begriff sind,
detailliert erforscht zu werden, erweisen sie sich bereits aufgrund ihrer Interaktionen mit
beinahe allen anderen Zellsystemen als auBBerordentlich komplex. Deshalb wird in der
vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf die fir die nachfolgenden Untersuchungen
relevanten Prozesse der Autophagosomenbildung und -maturation gelegt. Viele der an bei
Saugetieren ablaufenden Vorgangen beteiligten Proteine (Ursprungsgene: ATG =
Autophagy-related genes) wurden zunachst in Hefen entdeckt und spater als analoge
Mechanismen in Saugetierzellen identifiziert (69); fir eine ausflihrliche Beschreibung der
molekularen Mechanismen der Autophagie siehe (68).

3.3.1.1 Bildung von Autophagosomen

Die Strukturen, die an der Bildung von Autophagosomen beteiligt sind, lassen sich
zunachst in drei Komplexe gliedern: den Induktionskomplex, den Nukleationskomplex und
den Elongationskomplex (siehe Abb. 7) (74).
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Der Induktionskomplex bildet sich um die Serin/Threonin-Kinase ULK1 (75). Unter
normalen Bedingungen bindet sich mTORC1, vermutlich der SchlUsselregulator der
Autophagie, an den ULK1-Induktionskomplex, phosphoryliert und inaktiviert diesen. Unter
der Bedingung des Aminosauremangels allerdings wird mTORC1 selbst inaktiviert und
ermoglicht so die Translokation des ULK1-Komplexes zur Membran des
endoplasmatischen Retikulums (ER), bindet sich dort mit seinem C-terminalen Ende und
kann nun den nachgelagerten Nukleationskomplex phosphorylieren und damit aktivieren.
Gleichzeitig phosphoryliert der ULK1-Komplex selbst eine Untereinheit von mTORCH1,
RAPTOR, wodurch die Bindungswahrscheinlichkeit von mTORC1 an den ULK1-Komplex
weiter gesenkt und damit eine positive Verstarkung dieses Prozesses erreicht wird.

Der Nukleationskomplex wiederum sammelt sich um die Lipidkinase Vps34 und das
Protein Beclin-1 (BECN1) (76). Nach seiner Aktivierung synthetisiert dieser Vps34-
Komplex Phosphatidylinositol-3-Phosphat (PI3P) (77). PI3P wiederum wird wesentlicher
Bestandteil einer PI3P-reichen Membranplattform, die mit der Membran des ER in
Verbindung steht, dem Omegasom. PI3P dient dabei mittelbar lber weitere Proteine
(DFCP1 und WIPI-Familie) der Rekrutierung des Elongationskomplexes an das

Omegasom.
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Abbildung 7. Ubersicht iiber die molekularen Mechanismen der Autophagosomenbildung. Im Zentrum steht der
Induktionskomplex um die Serin/Threonin-Kinase ULK1, der Nukleationskomplex um die Lipidkinase Vps34 und der
Elongationskomplex aus den ATG12- und LC3-Systemen. Ein zentraler und konstitutiv inhibitorischer Regulator ist der
Komlex um mTORC1, der wiederum durch Wachstumsfaktoren und Nahrstoffmangel (insbesondere Aminosduremangel)
supprimiert werden kann (siehe Text). Abbildung entnommen aus: Mizushima N, Komatsu M. Autophagy: renovation of
cells and tissues. Cell. 2011;147(4):728-41 (74).

Der Elongationskomplex schlieBlich besteht aus zwei Ubiquitin-ahnlichen
Konjugationssystemen (ATG12-Konjugationssystem und LC3-Konjugationssystem), deren
Funktion es ist, Mitglieder der LC3-Proteinfamilie an das Phospholipid
Phosphatidylethanolamin (PE) in der Membran des Omegasoms zu binden (74).
Mittlerweile wurden sieben Mitglieder dieser Proteinfamilie identifiziert, wobei das MAP1-
Leichtketten-3-assoziierte LC3B am haufigsten vorkommt (neben LC3A und C sowie den
vier Gammaaminobutyrat-Rezeptor-assoziierten Proteinen). Dabei wird LC3B (16 kDa)
eine Mediatorenrolle in der Expansion und dem Membranschluss des entstehenden
Autophagosoms zugeschrieben. Es verbleibt nach Konjugation mit
Phosphatidylethanolamin als LC3B2 (14 kDA) an der Autophagosomenoberflache (im
Gegensatz zum vorwiegend cytosolischen LC3B1, 16 kDa), wahrend der ATG12-Komplex
kurz vor Fertigstellung des Autophagosoms von diesem dissoziiert (78, 79). Aus diesem
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Grund kann die immunzytochemische Markierung mittels indirekter Immunfluoreszenz von
LC3B zur mikroskopischen Darstellung von Autophagosomen genutzt werden. AuBBerdem
dient das Autophagosom-gebundene LC3B2 als Rezeptorstruktur flr substratbindende
Proteine wie p62/SQSTM1, wodurch die spezifische Substratzufuhr in das Autophagosom
reguliert wird (80). Als Membranquelle fir die Synthese von Autophagosomen dienen eine
Vielzahl unterschiedlichster Zellorganellen vom ER bis zu den Mitochondrien, woflr es in
den letzten Jahren zahlreiche Hinweise gab (81, 82).

3.3.1.2 Maturation von Autophagosomen

In multizellularen Organismen folgt der Autophagosomenbildung die Maturation, die auf
unterschiedliche Art und Weise stattfinden kann (in Hefen wiederum findet nach der
Formation direkt eine Verschmelzung mit der Vakuole statt (vgl. (83)).

Zum ersten bezeichnet die Maturation die Progression zu einem Autolysosom durch
Fusion mit einem praformierten Lysosom und konsekutiver Degradation des Inhalts.
Waéhrend Autophagosomen sich vor allem in der Zellperipherie bilden, findet die
Verschmelzung mit Lysosomen insbesondere perinukledr nach retrograder (Dynein-
vermittelter) Wanderung der Autophagosomen statt; es gibt aber auch eine anterograde
(Kinesin-vermittelte) Bewegung der Lysosomen (84, 85). Beim Transport durch
Motorproteine sowie bei der Membranerkennung zur Fusion mit Lysosomen spielen
spezifische, an die Autophagosomenmembran gebundene GTP-abhangige Rab-Proteine
(Ras related protein in the brain) wie Rab 7 eine wichtige Rolle durch Bindung an
Effektorproteine (86). Fir die Fusion dieser beiden Membranvesikel macht man u.a. die
SNARE-Proteine Qa, Qb, Qc und R verantwortlich, die auf gegenlberliegenden
Membranen verankert sind und diese mittels Verdrillung ihrer Helixstrukturen zueinander
ziechen (87). Diese Fusion des doppelmembranhaltigen Autophagosoms mit einem
Lysosom aus einer einfachen Membran geht mit einem Kollaps der inneren
Autophagosomenmembran einher. Allerdings wurde ebenfalls gezeigt, dass die Maturation
von Autophagosomen in degradative Vesikel durch eine schrittweise Rekrutierung von
lysosomalen Membranproteinen, Hydrolasen und Ansauerung des Vesikellumens erreicht
werden kann (88).
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Zum zweiten kann ein Autophagosom auch mit einem Endosom verschmelzen und zur
Entstehung eines sogenannten Amphisom flhren, bevor dieses wiederum zur Degradation
ebenfalls mit einem Lysosom verschmilzt (83). Hier zeigt sich eine Verbindung zwischen
der Autophagiemaschinerie und der zellularen Endozytose, also der vesikular vermittelten
Aufnahme von extrazellularen Strukturen in die Zelle, und somit eine mdgliche

gemeinsame Endstrecke dieser Zellprozesse (siehe Abb. 8).
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Abbildung 8. Lebensweg der Autophagosomen bis zur Verschmelzung mit Endosomen und/oder Lysosomen.
Wahrend Autophagosomen intrazellulare Strukturen einschlieBen, bilden sich Endosomen durch die Aufnahme
extrazellularer Strukturen. Lysosomen dienen beiden Transportwegen als Endziel zum Abbau des jeweiligen Inhalts.
EVE: earliest vesicular endocytic vesicles. EE: Early Endosomes. MVB: Multivesicular Bodies. LE: Late Endosomes.
Abbildung entnommen aus: Zhao YG, Zhang H. Autophagosome maturation: An epic journey from the ER to lysosomes.
J Cell Biol. 2019;218(3):757-70 (83).

Zum dritten schlieBlich wurde eine ,kiss-and-run fusion“ beschrieben, bei der
Autophagosomen kurzfristig mit Lysosomen verschmelzen, ihren Inhalt in diese
transferieren und sich anschlieBend wieder vollstdndig l6sen (84). Die molekularen
Hintergriinde dieses Verfahrens konnten bisher allerdings noch nicht vollstandig ermittelt

werden.
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3.3.1.3 Regulation der Autophagie

Obwohl die Autophagie Uber eine Vielzahl von Wegen mit beinahe allen zellularen
Prozessen interagiert, gibt es einen zentralen Regulator, der insbesondere von der
Versorgungssituation der Zelle mit Nahrstoffen bestimmt wird: mTORC1, ein
Proteinkinasekomplex aus mehreren beteiligten Strukturen (vgl. (89, 90)) :

1. mTOR (mammalian target of rapamycin)

RAPTOR (regulatory associated protein of mTOR)

AKT1S1 (AKTI1 substrate 1)

DEPTOR (DEP-domain-containing mTOR-interacting protein)

MLST8 (mTOR-associated protein LST8 homologue)
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Abbildung 9. Zusammenfassung der zentralen regulatorischen Rolle von mTORC1 (siehe Text). Abbildung
entnommen aus: Kim YC, Guan KL. mTOR: a pharmacologic target for autophagy regulation. J Clin Invest.
2015;125(1):25-32 (90).

In seiner aktiven Form férdert mTORC1 grundlegende Prozesse des Zellstoffwechsels wie
Protein-, Lipid- und Nukleotidsynthese und auch die Glykolyse, wahrend es die Induktion
der Autophagie hemmt, indem es den Initiationskomplex inaktiviert (siehe Abb. 9). Kommt
es innerhalb der von mTORC1 stimulierten Stoffwechselwege zu einer geringeren
Produktion von Lipiden, Nukleotiden und ATP, dissoziiert mTORC1 vom
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Initiationskomplex, ermdglicht die Steigerung der zellularen Wiederverwertung durch
Autophagie und erhéht das Substrataufkommen flir besagte Stoffwechselwege. Dabei
scheint ein Aminosduremangel grundsatzlich der starkste Reiz flr eine Induktion der

Autophagie zu sein (91).

Nach dem vorherrschenden Modell ist die Regulation des an vielen Zellprozessen
beteiligten mTORC1 sehr komplex. Vereinfacht dargestellt binden verschiedene
Stoffwechselsubstrate an Proteine, die mit mTORCH1 interferieren. Fir die Aminoséure
Leucin zum Beispiel konnte gezeigt werden, dass sie an das Protein Sestrin2 bindet, das
in dieser Form nicht die weiterfihrenden Proteine GATOR 2 und 1 inaktivieren kann. In
aktiver Form erhéht GATOR2 Uber GATOR1 die mTORC1-Aktivitat. Ist also genug Leucin
vorhanden, wird die Autophagie gehemmt. Kommt es zu einem Leucinmangel, so ist
Sestrin2 frei, GATOR2 von der mTORC1-Aktivierung abzuhalten, und die Autophagie wird
stimuliert (92). Ahnliche Mechanismen konnten fiir den stimulierenden Einfluss von
zellularen Wachstumsfaktoren auf die Autophagie Uber die PI3-Kinase (PI3K) und die
MAP-Kinase (MAPK) nachgewiesen werden (93).

Ein wichtiger Gegenspieler von mTORC1, das die Autophagie in aktivem Zustand
vermindert, scheint die AMPK (AMP-dependent protein kinase) zu sein. Deren Aktivitat ist
abhangig von dem Verhdlthis von AMP zu ATP in der Zelle. Eine
Nahrstoffunterversorgung, einhergehend mit einem hohen AMP-Spiegel, fihrt zur
Autophagiesteigerung Uber mTORC1-Phosphorylierung und -inaktivierung einerseits und
zur direkten Aktivierung des Initiationskomplexes Uber ULK1-Phosphorylierung

andererseits (94).

3.3.2 Neuronale Autophagie

Da es sich bei Neuronen in der Regel um hochdifferenzierte, langlebige und
postmitotische Zellen handelt, die auf eine effektive zellulare Homdostase und Protektion
gegen Stressoren wie z.B. Mangelzustdnde angewiesen sind, erfahrt die neuronale
Autophagie besondere wissenschaftliche Aufmerksamkeit (vgl. (95)). Dass ein Ausfall der

basalen Autophagiemaschinerie unter anderem zur Neurodegeneration fihrt, macht die
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Beschaftigung mit den Mechanismen der Autophagie in den Neurowissenschaften hoch
relevant (96, 97).

Neuronen weisen eine klare Kompartimentierung beziglich der Autophagosomenbildung
und -maturation auf (siehe Abb. 10). Bisher wurden zwei unterschiedliche Populationen
von Autophagosomen im Soma von Neuronen beschrieben, die aus unterschiedlichen
Bereichen des Neurons stammen: eine axonale und eine somatodendritische Gruppe. Der
GrofBteil der Autophagosomenbildung, die der bulk autophagy, der unselektiven
Massenautophagie, zugeschrieben wird, findet im distalen Axon statt. Diese
Autophagosomen werden retrograd in Richtung Soma transportiert, maturieren dabei,
fusionieren schlieBlich mit dem lysosomalen Kompartiment im Zellleib und reichern sich im
basalen Soma an. Daneben gibt es eine zweite Gruppe von grdéBeren und lokal
entstehenden Autophagosomen, die sich insbesondere im apikalen Soma anreichern und
vermutlich der selektiven Autophagie (Mitophagie, ERphagie, Aggrephagie) der
Organellen des Zellkérpers dienen (95, 98).
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Abbildung 10. Lokalisation der neuronalen Autophagosomenbildung. Das Neuron ist mit seinem Zellkérper und
langen Axon in gelb dargestellt. Wahrend die unselektive Massenautophagie [1] vor allem im distalen Axon stattfindet,
scheint selektivere Autophagie eher im Zellleib stattzufinden [2, 3, 4]. Beide Autophagosomentypen sammeln sich
letztendlich jedoch im Soma (siehe Text). Abbildung entnommen aus: Stavoe AKH, Holzbaur ELF. Autophagy in
Neurons. Annu Rev Cell Dev Biol. 2019;35:477-500 (95).

Nach bisherigen Erkenntnissen findet die axonale Autophagosomenbildung vor allem im
distalen Axon mit einem starken Gefalle in Richtung des Soma statt. Dabei Ubersteigt die
Menge an distal generierten Autophagosomen die Menge derjenigen, die im mittleren
Axon generiert werden, um bis zu 2.000%. 70 bis 90% der untersuchten Neurone zeigen
im mittleren und proximalen Axon gar keine Bildung Atg-5- oder Atg-13-positiver
Autophagosomen (99).

Da diese Erkenntnisse vor allem an Neuronen des Spinalganglions gewonnen wurden, die

in Kultur nicht zur Synapsenbildung neigen, und primére hippocampale Neurone nach

Synapsenbildung eine etwas geringere distale und stirkere  proximale

Autophagosomenbildung zeigen, bleibt jedoch abzuwarten, ob das Gefélle von distal nach
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proximal grundsatzlich derart ausgepragt ist. Nach initialer bidirektionaler Beweglichkeit
begannen mit zunehmender Fracht fast 90% der axonalen Autophagosomen einen
retrograden Transport in Richtung des Soma (99, 100). Gleichzeitig findet wahrend der
retrograden Reise der Autophagosomen eine zunehmende Fusion mit Lysosomen und
Ansauerung des vesikularen Lumens statt, wie anhand der von distal nach proximal
zunehmenden Kolokalisation von LC3 (Autophagosomen) und LAMP1 (lysosomal-
associated membrane protein 1, Lysosomen) verfolgt werden kann. Die distal gebildeten

Autophagosomen sammeln sich schlieBlich im basalen Soma.

Im Gegensatz dazu zeigt die zweite Gruppe der im Soma generierten und sich apikal
ansammelnden Autophagosomen eine wesentlich geringere Kolokalisation dieser beiden
Marker. Dartber hinaus verfligen diese gréBeren Autophagosomen Uber eine wesentlich
geringere Beweglichkeit und bleiben vor allem stationar im Soma.

Einige Untersuchungen werfen mittlerweile ein Licht auf potentielle Funktionen neuronaler
Autophagie wahrend der Entwicklung und auch bei ausgereiften Nervenzellen. So fuhrt
eine Ausschaltung von mTORC1 und damit einhergehender Autophagiesteigerung in
Vorlauferzellen corticaler GABAerger Interneurone zu einer Proliferationssuppression
(101). AuBerdem lasst sich das Neuritenwachstum in primdren embryonalen corticalen
Neuronen Uber die autophagische Aktivitat beeinflussen: eine pharmakologische Induktion
der Autophagie mittels Rapamycin verringert das Neuritenwachstum und vice versa (102).
Allerdings ist bisher noch nicht klar, wie diese Ergebnisse zu bewerten sind, weil sowohl
mTORC1 als auch der Autophagieapparat in ein komplexes Netzwerk aus vielen
miteinander interagierenden zellularen Stoffwechselschritten und Organellen eingebettet
sind. Diese Tatsache erschwert eine einfache Beurteilung.

Da Neurone als Zellen mit einer auBerordentlich schnellen und dadurch schwer zu
untersuchenden Autophagosomenabbaurate bekannt sind, begrenzt sich die vorliegende
Arbeit auf die Untersuchung des aufbauenden Schenkels, also der
Autophagosomenformation (103). Zwar wird der Prozess des biologischen Alterns haufig
auf einen defizitdren lysosomalen Abbau der Autophagosomen zurtickgeflihrt; jedoch
konnten Muela et al. an retinalen organotypischen Schnittkulturen ebenfalls eine Abnahme
der Autophagosomenformation als mafBgebliche Ursache fir den Rickgang der
Autophagie im Alter zeigen (104). Daher bietet sich aus methodischen Grinden die
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Durchfihrung eines quantitativen Vergleichs der Autophagosomenbildung in
verschiedenen cerebelldren Neuronentypen im gleichen organotypischen Mikromilieu als
erster Schritt in der zelltypspezifischen vergleichenden quantitativen Autophagieforschung

an.

3.3.3 Pharmakologische Manipulation

Die Mechanismen der Autophagie lassen sich an verschiedenen Stellen pharmakologisch
beeinflussen. Hierzu z&hlen unter anderem die Inhibition des Abbaus von
Autophagosomen durch Bafilomycin und auch durch Chloroquin, welche zu einem
verringerten Abbau von Autophagosomen fihren. Aber auch die Hemmung der
Autophagosomenbildung durch den PI3K-Inhibitor 3-Methyladenin oder die Induktion der
Autophagosomenbildung durch den mTOR-Inhibitor Rapamycin gehéren zu den gangig
verwendeten Pharmaka zur Manipulation der Autophagie. Dabei hat Bafilomycin far die

vorliegende Untersuchung die groBte Relevanz.

Bei Bafilomycin A1, B1 und Concanamycin A handelt es sich um Makrolidantibiotika,
die aus grampositiven aeroben Streptomyces spp. gewonnen werden. Klassischerweise
wird die Wirkung dieser Substanzen mit einer Inhibition der vakuolaren v-ATPase erklart,
wodurch die Ansauerung von Lysosomen gestért und die Fusion von Lysosomen mit
Autophagosomen und deren konsekutive Degradation verhindert werden (105, 106). So
lassen sich in verschiedenen Zellreihen bei Verwendung von 100 bis 400 nM Bafilomycin
Uber eine Zeitdauer von bis zu 24 Stunden sowohl eine gestérte Ansduerung von
Lysosomen wie auch eine verminderte Kolokalisation des Autophagosomenmarkers LC3
und des lysosomalen Markers LAMP1 beobachten. Nach diesem Erklarungsmodell ist ein
saurer lysosomaler pH eine notwendige Voraussetzung fur die Vereinigung mit
Autophagosomen.

Dieser haufig postulierte kausale Zusammenhang zwischen lysosomaler Ansauerung und
gestorter Fusion infolge der Exposition mit Bafilomycin wird allerdings seit einigen Jahren
angezweifelt (107). Weitere Nahrung erhielt die Kontroverse dadurch, dass ein Verlust von
v-ATPase-Untereinheiten in der Fruchtfliege Drosophila zwar nachweislich die lysosomale
Ansauerung verhindert, aber trotzdem eine Fusion von Lysosomen mit Autophagosomen
und Endosomen nachgewiesen werden kann, auch wenn die Autophagosomen durch die
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gestorte lysosomale Funktion nicht abgebaut werden kénnen (108). Es deutet sich an,
dass ein Verlust der Calcium-ATPase des sarkoplasmatischen und endoplasmatischen
Retikulums (SERCA), einem weiteren Angriffsort von Bafilomycin, zu dem gleichen
zellularen Erscheinungsbbild fihrt und einen weiteren Erklarungsansatz fir dessen
Wirkung darstellen kénnte.

Gleichzeitig ist zu berlcksichtigen, dass auch unspezifische Off-Target-Effekte besonders
bei einer pharmakologischen Behandlung tber 18 Stunden hinaus beschrieben wurden.
Mit solchen Effekten ist prinzipiell bei allen hier aufgefiihrten Pharmaka in Abhangigkeit
von Konzentration und Behandlungsdauer zu rechnen, da sie nicht hochselektiv nur den
Autophagieapparat beeinflussen, sondern an diesem nur mittelbar Gber assoziierte
Signalwege und Prozesse ansetzen (109). Angesichts solcher unspezifischen Off-target
Effekte nicht nur durch Bafilomycin, sondern auch durch 3-MA und Rapamycin bietet sich
der Einsatz von Mausmodellen mit verschiedenen genetischen Knockouts an, die die
Autophagiemaschinerie spezifischer beeintrachtigen sollen. Diese wurden auch von
Komatsu et al. und Hara et al. (ATG5 und ATG7-Knockout) bei ihren grundlegenden
Arbeiten zur Neurodegeneration durch den Ausfall der basalen neuronalen Autophagie
verwendet (96, 97). Ein solches Vorgehen wirde zumindest bei einem kongenitalen
genetischen Knockout in M&useembryonen allerdings zu einem konstitutiven Wandel der
Autophagiemaschinerie von der Embryonalentwicklung an flhren, Anpassungsvorgange
induzieren und eine Untersuchung der mdglichst physiologischen Autophagie verzerren
(110). Dariiber hinaus ist anzunehmen, dass eine auf konstitutive Art und Weise gestorte
Autophagie die Regeneration der Schnittkultur nach dem Trauma der Praparation
beeintrachtigen wirde. Eine mdéglichst unbeeintrachtigt verlaufende Regenerationszeit
verhindert die Untersuchung der Autophagie bei Knockout-Mausen, weil ein
entsprechender Knockout von Autophagie-assoziierten Genen die Schnitte Uber ihre
gesamte Kultivierungsdauer und Regenerationszeit beeintrachtigt. Der Knockout von
ATG5 und ATG7 beispielsweise diente dem Nachweis der grundlegenden Bedeutung der
basalen Autophagie, da ein ausgepragter neuronaler Zelluntergang (insbesondere
Pyramiden- und Purkinje-Zellen), neurologische Defizite und ein friher Tod der
Versuchstiere nach wenigen Wochen beobachtet wurden (96, 97). Dartber hinaus ist auch
bei einem genetischen Knockout zu berlcksichtigen, dass die Produkte des
ausgeschalteten Gens auf vielfaltige Weise in den Zellmetabolismus eingreifen und
ebenfalls unspezifische Off-Target-Effekte auslésen kénnen (110).
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Dies spricht fur einen Ruckgriff auf die Behandlung mit Pharmaka oder anspruchsvolleren
target-siRNA nach Abschluss der Regeneration. Dabei ist unter diesen Umstédnden zu
berlcksichtigen, dass 3-MA als unselektiver PI3K-Inhibitor auch Lipidkinasen beeinflusst,
die zur Regulation der PKA und DNA-Reparatur zum Beispiel nach Strahlenschaden
bendtigt werden. Somit muss der Einsatz solcher Pharmaka an den Kontext der
Untersuchung angepasst werden (111, 112).

Die zweite verbreitete Substanzgruppe, die den Abbau von Autophagosomen inhibiert und
auch im Rahmen Kklinischer Studien zur Behandlung von verschiedenen Tumoren
Anwendung findet, besteht aus den urspringlich als Malariamitteln entdeckten
Substanzen Chloroquin und Hydroxychloroquin. Bei der gangig verwendeten
Konzentration von 100 uM Chloroquin kommt es nach 5 bis 24 Stunden ebenfalls zu einer
geringeren Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen, einer Akkumulation von LC3B2
und einer verminderten Kolokalisation des autophagosomalen Substrats SQSTM1/p62
sowie des lysosomalen Markers LAMP2 (lysosomal-associated membrane protein 2).
Diese Wirkung ist jedoch (wie der direkte Vergleich zeigt) geringer ausgepragt als bei
Bafilomycin und funktioniert Uber einen anderen Wirkmechanismus; bei gleichzeitiger
Anwendung von Bafilomycin und Chloroquin kommt es zu einem additiven Effekt. Eine
mogliche Erklarung fur die Wirkung von Chloroquin kdénnte die Inhibition des
autophagosomalen SNARE-Proteins STX-17 sein (113).

Waéhrend Bafilomycin und Chloroquin den Abbau von Autophagosomen hemmen und zu
einer Akkumulation fihren, wird bereits seit den 1980er Jahren 3-Methyladenin in
héheren Konzentrationen von 3-5 mM zur Inhibition der Autophagosomenbildung
verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass dies nicht nur zu einer signifikant
verminderten  Proteindegradation  fuhrt, sondern die elektronenmikroskopisch
nachvollziehbare Autophagosomenbildung um ca. 80% verringert (114). Bei dem letzten
Pharmakon, das hier beispielhaft aufgeflihrt werden soll, handelt es sich um den mTOR-
Inhibitor Rapamycin, ein lipophiles Antibiotikum, das aus Streptomyces hygroscopius
gewonnen wird. Uber eine Hemmung des Autophagiesuppressors mTOR filhrt Rapamycin
zu einer deutlichen Autophagieinduktion (115).

48



3.3.4 Neuropathologische und klinische Relevanz

Auf eine grundlegende biologische Bedeutung der Autophagie deutet bereits hin, dass ein
Knockout des Gens ATG5, dessen Produkt Teil des Elongationskomplexes ist, zu einem
Entwicklungsarrest im Vier- bis Acht-Zell-Stadium und einem Verlust des Embryos nach
der Fertilisation fuhrt. In Bezug auf die Bedeutung der neuronalen Autophagie fir die
zellulare Homoostase gibt es mittlerweile zahlreiche Hinweise auf Zusammenhange mit
verschiedensten pathologischen Vorgdngen von traumatischen Hirnschaden bis hin zu
Alterungsprozessen. Dazu zahlt insbesondere die zunehmende Assoziation mit

neurodegenerativen Erkrankungen.

Zum einen konnte gezeigt werden, dass eine defizitare basale Autophagiemaschinerie
direkt zum Untergang von Neuronen - insbesondere von cerebralen Pyramidenzellen und
cerebellaren Purkinje-Zellen - fohrt (96, 97). Zum anderen finden sich immer mehr
Verbindungen zwischen wahrscheinlich pathogenetisch relevanten Genen und Proteinen
sowie Teilschritten der Autophagie. Viele der haufigsten neurodegenerativen
Erkrankungen wie die Demenz vom Alzheimer-Typ (DAT), der Morbus Parkinson und die
Chorea Huntington zeigen eine cytosolische Akkumulation von Proteinen, die Aggregate
bilden, und einen konsekutiven Synapsen- und Neuronenuntergang. Da es die zellulare
Aufgabe der Autophagie ist, gerade solche Proteinaggregate zu degradieren, findet man
beispielsweise bei der DAT und der Chorea Huntington ebenfalls eine Akkumulation von
Autophagosomen und anderen Formen autophagischer Vakuolen (AV), die am ehesten
als Ausdruck der Gegenregulation angesehen werden kann (116, 117). Umgekehrt zeigt
die Induktion der Autophagie einen neuroprotektiven Effekt gegen [1] toxische Stressoren
sowie [2] Akkumulation des Tau-Proteins im Rahmen des A152-Tau-Allels, das mit einem
besonders hohen Risiko fir frontotemporale Demenzen und die Demenz vom Alzheimer-

Typ assoziiert ist (118, 119).

Einer der Kernbereiche der Autophagieforschung befasst sich mit den zellbiologischen
Mechanismen, die hinter dem Phadnomen des Alterns biologischer Organismen stehen,
welches von einem allmahlichen Abfall der Aktivitat proteolytischer Systeme wie dem
Ubiquitin-Proteasom-System und der Autophagie begleitet wird (120). Zudem wurde
beobachtet, dass eine gesteigerte Expression von Autophagie-assoziierten Genen mit
einer um ungefahr 50% verlangerten Lebensspanne in Drosophila einhergeht und die

Resistenz gegeniber ROS (Reactive oxygen species) erhdht (121).
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Darlber hinaus interagieren Proteine, die in den pathogenetischen Modellen dieser
Erkrankungen eine Schlisselrolle spielen, ebenfalls mit der Autophagie. So hemmt etwa
ein bei der familidren Alzheimer-Krankheit hdufig mutiertes Presenilin-1 die lysosomale v-
ATPase, was eine Fusion mit und konsekutive Degradation von Autophagosomen
verhindert (122). Passend hierzu l&sst sich in gut erhaltenen neocorticalen Biopsien
betroffener Patienten eine Anhaufung von Autophagosomen und anderen autophagischen
Strukturen  finden  (123).  Darlber hinaus fihren die  Hemmung der
Autophagosomendegradation  mittels ~ Chloroquin  sowie  die Inhibition  der
Autophagosomenbildung mittels 3-MA in einem Mausmodell mit transfiziertem humanem
TAU zu einer deutlichen Aggregation und Neurotoxizitdt, wéhrend eine Induktion der
Autophagie zu einer Verringerung der Tau- und AB-Aggregation sowie der Neurotoxizitat
fihrt (124-126).

Ahnliche Befunde finden sich nicht nur bei der weltweit haufigsten neurodegenerativen
Erkrankung, der Demenz vom Alzheimer-Typ, sondern auch beim Morbus Parkinson, der
zweithdufigsten neurodegenerativen Erkrankung. Eine mit dem Morbus Parkinson
assoziierte Mutation der PINK1- und Parkin-Gene flihrt zu einer Inhibition der Mitophagie,
der zelleigenen und Autophagosomen-vermittelten Qualitatskontrolle von Mitochondrien,
einem Abfall der Autophagie-assoziierten Proteine BECN1 und LC3 sowie einer
Verringerung des lysosomalen Markers LAMP-2 in Mausen (127, 128). Gleichzeitig flhrt
eine Stimulation der Autophagie mittels Rapamycin im Tiermodell auch hier zu einer
Verringerung der a-Synuclein-Ablagerungen und einem héheren Uberleben dopaminerger
Neuronen (125).

Das fur Chorea Huntington verantwortlich gemachte Huntingtin-Protein scheint die
Autophagie in mutiertem Zustand ebenfalls Uber eine Interaktion mit dem
Induktionskomplex zu supprimieren - eine Wirkung, die sich Uber eine Deletion der
pathologischen Polyglutaminexpansion in diesem Protein rickgangig machen I&sst,
wahrend eine Induktion der Autophagie mittels Rapamycin auch hier den Neuronenverlust

in vitro verringert (129, 130).

Auch fir das Cerebellum relevante Pathologien wurden bereits in Verbindung mit der
Autophagie gebracht. Das nicht nur beim M. Parkinson sondern auch in der MSA
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akkumulierende a-Synuclein wird in dopaminergen Neuronen des Mittelhirns in
Abhéangigkeit der autophaghischen Aktivitat, gesteuert durch die Regulatoren TFEB
(induzierte Autophagie) und mTOR (supprimierte Autophagie), mehr bzw. weniger stark
abgebaut (131). Zusatzlich finden sich in cerebellaren Oligodendrozyten LC3-reiche
cytoplasmatische Einschlusskérperchen, die eine gestdrte autophagosomale Degradation
andeuten (132). Obwohl die MSA betont die cerebellaren Purkinje-Zellen befallt und sich
in anderen Zellen und Bereichen des Nervensystems bereits ein Zusammenhang mit der
Autophagie andeutet, bleibt ein solcher Zusammenhang bei cerebellaren Neuronen noch
spekulativ.

Im Gegensatz hierzu gibt es bezlglich der Stressfaktoren Hypoxie und Ischdmie sowie
des Zellgiftes Ethanol, auf die gerade die Purkinje-Zellen besonders vulnerabel reagieren,
eindeutige Hinweise auf eine Bedeutung der Autophagie. Von Pla et al. wurde die
Autophagie als neuroprotektiver Mechanismus gegen Ethanoltoxizitat vorgeschlagen und
beobachtet, dass Ethanol die Autophagosomenbildung in Neuronen supprimiert (mit
umgekehrter Wirkung in Astrozyten) und die Zelltodrate erhéht — was sich Uber eine
Induktion der Autophagie mittels Rapamycin umkehren lasst (133). Im Rahmen der
Erforschung von zellularen Vorgdngen wahrend einer Ischamie bzw. Hypoxie gibt es
allerdings eine noch andauernde Kontroverse hinsichtlich der Rolle der Autophagie als
Schutzmechanismus  oder  ,Brandbeschleuniger®, die von  widersprichlichen
Forschungsergebnissen gepragt und von Hou et al. ausfihrlicher wiedergegeben wird
(134). Zusammenfassend ist folgendes zu sagen: auf der einen Seite zeigen
Untersuchungen, dass eine Hemmung der Autophagie mittels 3-MA oder Wortmannin das
Infarktareal und —volumen vergréBern und das Neurodefizit in neonatalen Ratten
verschlimmern sollen, wahrend eine Induktion der Autophagie durch Rapamycin
Neuronentod und Hirnschaden verringern soll. Daneben zeigt sich in der Infarktpenumbra
eine gesteigerte autophagische Aktivitat mit gleichzeitiger erhéhter Apoptoserate, was zu
dem Vorschlag gefihrt hat, die Penumbra mittels einer Induktion der Autophagie und
Hemmung der Apoptose zu retten. Auf der anderen Seite jedoch soll eine exzessiv
gesteigerte  Autophagieaktivitdt  ebenfalls  Infarktvolumen  und  pathologische
Veranderungen steigern, wobei ein Knockout von ATG7 das Ausmal3 neurologischer

Defizite nach einem Ischamie-Reperfusions-Geschehen verringern soll (134).
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Auch in der Hirntumorforschung hat die Autophagie als relevanter Mechanismus der
Tumorhomdostase verstarkt Aufmerksamkeit erfahren. Hierzu trugen vor allem die
Beobachtungen bei, dass BECN1 in Tumorstammzellen verstarkt exprimiert wird, die
meisten Anti-Gliom-Therapien die Autophagie induzieren und sowohl Bestrahlung als auch
das beim Glioblastoma multiforme regelhaft verwendete alkylierende Zytostatikum
Temozolomid eine Autosis (ein durch die Autophagie-vermittelter Zelltod) induzieren (135).

Alle genannten neuropathologischen Beispiele fir eine klinische Relevanz der neuronalen
Autophagie demonstrieren aus hiesiger Sicht die grundlegende homdostatische
Bedeutung der Autophagie, die naturgemdB zu einer zentralen oder zumindest
tangentialen Beteiligung bei einer Vielzahl von Zellpathologien fihren muss. Dabei fallt es
momentan noch schwer, zu beurteilen, wann die Pathologie auf ein primares Versagen
der Autophagiemechanismen zurlckzufihren ist und wann diese im Rahmen des
allgemeinen Zellversagens lediglich mitbeteiligt sind. Es ist augenfallig, dass die
Autophagie, die in vielen Situationen zugunsten des Zelliberlebens arbeitet, bei einer
Vielzahl von Erkrankungen zumindest zeitweise kompensatorisch in Erscheinung tritt,
auch wenn sie nicht direkt die Ursache des Zellschadens beheben kann. Angesichts der
mutmaBlich ubiquitdren Relevanz der Autophagie treten methodische Aspekte bei der
Auswahl des zu untersuchenden ZNS-Kompartiments stérker in den Vordergrund.

Zudem fallen sowohl das normale Altern als auch viele neurologische und psychiatrische
Erkrankungen teilweise bereits initial durch eine jeweils spezifische Alteration
verschiedener Zelltypen oder Hirnareale auf, die auf eine selektive Vulnerabilitat
verschiedener Zelltypen und Hirnareale hindeuten kénnte. Die Demenz vom Alzheimer-
Typ und der Morbus Parkinson beispielsweise folgen einem einheitlichen sequenziellen
Degenerationsmuster, das nach Braak entsprechend der befallenen Hirnareale in
verschiedene Stadien eingeteilt werden kann (136, 137). Beim Altern verschiebt sich
ebenso wie bei der Demenz vom Alzheimer-Typ die Relation zwischen gro3en corticalen
Pyramidenzellen und kleinen nicht-pyramidalen Neuronen zugunsten der kleinen
Neuronen (138). Auch im Bereich der psychiatrischen Forschung zur Schizophrenie und
zunehmend auch zur Depression, zur bipolaren Stérung und zum Autismus sammeln sich

Hinweise auf eine selektive Dysfunktion kleiner Interneuronen (54-56).
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3.4 Fragestellung

Aufgrund der fiir die zellulare Homdostase und Uberlebensfahigkeit bei Neuronen
relevanten Rolle der Autophagie stellt sich die Frage, ob zelltypspezifische Unterschiede in
den Kapazitdten der Autophagiemaschinerie eine selektive Vulnerabilitdt begriinden

kdnnten.

Eine Suche mit den Suchbegriffen ((interneuron) AND (projection neuron) AND
(autophagy)) (PubMed [www.pubmed.gov], gesucht am 11.08.2021) ergab nur eine
einzige Arbeit Uber Unterschiede zwischen Projektions- und Interneuronen mit Bezug zur
Autophagie (139). Darin stellten Ruiz et al. Unterschiede in der autophagischen Aktivitat
zwischen Projektionsneuronen (u.a. Purkinje-Zellen) und Interneuronen nach Stérung des
ebenfalls proteolytisch aktiven Ubiquitin-Proteasom-Systems mittels einer Mutation des
HERC1-Proteins im Mausmodell fest. Sie konnten jedoch nicht unterscheiden, ob dies auf
eine unterschiedliche autophagische Kapazitat der Zellen zurlckzuflhren ist oder durch
einen unterschiedlichen Wirkungsgrad der Mutation bzw. des Ubiquitin-Proteasom-
Systems in den verschiedenen Zellgruppen erklarbar ist.

Eine weitere Suche zur Autophagie cerebellarer Interneurone ((interneuron) AND
(cerebellum) AND (autophagy), Pubmed [www.pubmed.gov], gesucht am 11.08.2021)
ergab neben der oben aufgeflhrten Arbeit von Ruiz et al. lediglich drei weitere
Veroffentlichungen: Sato et al. stellten fest, dass ein genetischer Knockout von LAMP2A,
einem selektiven lysosomalen Rezeptor flr Substrate der Chaperon-vermittelten
Autophagie, mittels injizierter miRNA primar zu einer Degeneration von MLIs und
Kdérnerzellen und erst sekundar von Purkinje-Zellen fihrten (140). Die unter diesen
Schlagworten ebenfalls identifizierte Arbeit von He et al. beschrieb einen selektiven
Verlust von retinalen Bipolar-Zellen und Purkinje-Zellen nach selektivem Vps-34-Knockout
im Mausmodell, wahrend Zanjani et al. keine Autophagie untersuchten (141, 142).

Unter 18 Verdffentlichungen, die mit den Suchbegriffen ((cell type-specific) AND
(autophagy) AND (brain)) (PubMed [www.pubmed.gov], gesucht am 11.08.2021)
identifiziert wurden, verglich keine einzige die autophagischen Kapazitaten verschiedener
Nervenzelltypen auf Einzellzellniveau oder untersuchte den autophagischen Fluss. In der
Regel handelte es sich um Untersuchungen einzelner Zelllinien im Hinblick auf die
Pathogenese spezifischer Erkrankungen oder pathologischer Zustdande (z.B.
hippocampale Neuronenkultur (143), Motoneuronen des Hinterhorns (144), Gliomzellen

(145) oder spinalen GABAergen Interneuronen (146)), gewebespezifische Vergleiche
53



(Enterozyten vs. Neuronen (147), Hepatozyten vs. Neuronen (148)) oder den Vergleich
zwischen Astrozyten und Neuronen (149) (143-160).

Eine spezifischere Literaturrecherche Uber den autophagischen Fluss von
Projektionsneuronen und Interneuronen ((Projection neuron) AND (interneuron) AND
(autophagic flux)), Purkinje-Zellen und Interneuronen ((Purkinje cell) AND (interneuron)
AND (autophagic flux)) oder cerebellaren Interneuronen ((Interneuron) AND (cerebellum)
AND (autophagic flux)) ergab keinen Treffer (alle: PubMed [www.pubmed.gov], gesucht
am 11.08.2021).

Ebenso zeigt eine breitere Suche zum autophagischen Fluss cerebellarer Neuronen
((neuron) AND (cerebellum) AND (autophagic flux), PubMed [www.pubmed.gov], gesucht
am 11.08.2021), dass es sich bei den auf ihren autophagischen Fluss hin untersuchten
Proben vor allem um Western Blots von cerebellaren Homogenisaten handelte.
Immunhistologischen Untersuchungen dieser Arbeiten untersuchten insbesondere
Purkinje-Zellen (9, 161-165), kultivierte Fibroblasten (166), Neuroblastomzelllinien (167-
169), Glioblastomzelllinien (170) und neurale Stammzelllinien (171) zur Testung ihrer
Hypothesen wund flhrten keine vergleichenden Untersuchungen innerhalb eines
organotypischen Mikromilieus durch. Bei einer Verdffentlichung handelte es sich um einen
diskursiven Beitrag (172).

Alleine Oliva Trejo et al. verfolgen mittels eines Mausmodells, dessen LC3B mit einem
Fluoreszenzmarker markiert wurde, einen vergleichenden Ansatz zwischen
unterschiedlichen Gewebe- und Zelltypen (173). Dabei untersuchen Oliva Trejo et al. die
Darstellung von Autophagosomen und Autophagolysosomen mittels eines neuen
transgenen Mausmodells mit fluoreszierenden Markerproteinen in unterschiedlichen
Gewebetypen. Es wurde die Visualisierung von Autophago- und Autophagolysosomen in
cerebralem Cortex, Gyrus dentatus, Purkinje-Zellen, spinalen Motoneuronen,
Hepatozyten, renalen Tubulusepithelien sowie Azinuszellen des Pankreas histologisch
bestatigt. Darlber hinaus erfolgte eine Auszahlung dargestellter Autophagosomen pro
Purkinje-Zelle sowie ihrer GréBe vor und nach Nahrstoffentzug. Diese Auszéhlung
beschrankte sich jedoch lediglich auf eine Zellzahl von jeweils drei bis vier Zellen. Zudem
leistet diese Arbeit weder einen quantitativen Vergleich verschiedener Zelltypen Uber
verschiedene Hirn- und Gewebetypen hinweg — es erfolgte eine Quantifizierung lediglich
bei besagten Purkinje-Zellen — noch ein Vergleich mehrerer Zelltypen in einem
gemeinsamen organotypischen Mikromilieu. Gerade letztere Bedingung ist eine
wesentliche Voraussetzung dafir, dass die einzige Variable des Vergleichs der Zelltyp ist
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und mdoglichen Stérfaktoren durch unterschiedliche Umgebungen und Mikromilieus
vorgebeugt wird.

Vor diesem Hintergrund ergab eine Literaturrecherche (PubMed [www.pubmed.gov],
Suchbegriffe ((cerebellum) AND (organotypic slice) AND (autophagy)), gesucht am
06.08.2021) nur eine einzige Arbeit, in der Untersuchungen der Autophagie an
hirnorganotypischen cerebelldren Schnittkulturen vorgenommen wurden, jedoch ohne
systematische Validierung der Schnittkultur als experimentelles System zur Untersuchung
der Autophagie (174). Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine Untersuchung des
Zusammehangs zwischen ISG15 (interferon-stimulated gene 15) sowie Proteinen des
Ubiquitin-Proteasom-Systems und der Autophagie (LC3) in ATM-Wildtyp und —Knockout-
Mausen (Ataxia teleangiectasia mutated).

Eine kurze Schlagwortsuche zu Purkinje-Zellen ((Purkinje cell) AND (autophagy), PubMed
[www.pubmed.gov], gesucht am 11.08.2021)) mit 114 Ergebnissen zeigt jedoch, dass die
Autophagie von Purkinje-Zellen als isolierter Untersuchungsgegenstand im Kontext
verschiedenster Modelle und Fragestellungen bereits eingehend beforscht wird. Die
Untersuchung selektiver Vulnerabilitdten aufgrund unterschiedlicher autophagischer
Kapazitdten bedarf jedoch einen Vergleich verschiedener Zelltypen unter mdglichst
ahnlichen Bedingungen — wie bereits erortert.

Als Ergebnis dieser Literaturrecherche ist festzuhalten, dass es bisher nachweislich keine
vergleichende quantitative Untersuchungen der neuronalen Autophagie zwischen
unterschiedlichen Zelltypen, geschweige denn Projektions- und Interneuronen, in einem
gleichen organotypischen Mikromilieu gibt. Dartber hinaus konnte nur eine einzige Arbeit
zur Autophagie an hirnorganotypischen cerebellaren Schnittkulturen identifiziert werden.

Eine Voraussetzung flir die vergleichende Untersuchung neuronaler Autophagie
verschiedener Zelltypen in gleichem Mikromilieu ist die hirnorganotypische Schnittkultur.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist dementsprechend die Etablierung von in der
Autophagieforschung  gangigen  Untersuchungstechniken in  der cerebellaren
hirnorganotypischen  Schnittkultur.  Dies  dient der Erweiterung des  zur

Autophagieuntersuchung anwendbaren Methodenspektrums.
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Funf aus der Einleitung hervorgehende Pramissen liegen dieser Arbeit zugrunde:

1. Die neuronale Autophagie spielt eine grundlegende Rolle in der zellularen
Homdostase.

2. Zwar befallen viele Erkrankungen nicht isoliert einen Zelltyp, aber es werden
unterschiedliche Zell- und Gewebstypen in  Abhangigkeit von der
zugrundeliegenden  Pathologie in  unterschiedlichem  AusmafB und in
unterschiedlicher Abfolge befallen.

3. Die hirnorganotypische Schnittkultur ermdglicht die vergleichende Untersuchung
verschiedener Neuronentypen im gleichen Mikromilieu und organotypischer
Umgebung unter kontrollierbaren Bedingungen.

4. Das Kleinhirn eignet sich fir eine vergleichende Untersuchung besonders gut
aufgrund seiner evolutiondren Konservierung und, cum grano salis, seiner
regelmaBigen und reproduzierbaren Struktur.

5. Die Bildungsrate neuer Autophagosomen und der Autophagosomenstatus pro Zelle
lassen sich mittels der Behandlung durch Bafilomycin B1 (Inhibition des Abbaus)
und indirekter Immunfluoreszenz von Autophagosomen-gebundenem LC3B Zelltyp-

spezifisch bestimmen.

Es soll folgende Frage untersucht werden:

Finden sich neuronentypspezifische quantitative Unterschiede im Autophagosomenstatus
oder der Autophagosomenbildung bei gleichem organotypischen Mikromilieu in

cerebelldaren organotypischen Schnittkulturen?

Es gilt, folgende Nullhypothese zu widerlegen:

Es lassen sich zwischen verschiedenen Nervenzelltypen in demselben organotypischen
Mikromilieu keine quantitativen Unterschiede in  Autophagosomenstatus oder

Autophagosomenbildung nachweisen.

Zum Screening auf solche zelltypspezifischen Unterschiede wurde die Methode der
konfokalen Fluoreszenzmikroskopie herangezogen. Zwar bote eine
transmissionselektronenmikroskopische Untersuchung (TEM) der Autophagosomen nach
Immunogoldfarbung des LC3 bei ansonsten gleichem experimentellem Ansatz
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grundsatzlich eine hdhere Auflésung und direkte Darstellung mit héherer Beweiskraft.
Jedoch bedilrfte eine solche Untersuchung der Anfertigung aquidistanter
Ultradlnnschnittserien (Durchmesser 50 nm), was einen enormen Anstieg der
notwendigen Schnitte pro Zelle und des damit verbundenen Aufwandes bedeutete, um
eine Purkinje-Zelle annaherungsweise reprasentativ abzubilden. Dieser Mehraufwand
ware erst dann sinnvoll, wenn es gute Hinweise auf zelltypspezifische Unterschiede der
Autophagosomenbildung gabe, d.h. wenn eine lichtmikroskopische Untersuchung solche
statistisch signifikanten Unterschiede demonstrieren kénnte und es zudem erlaubte, die
notwendige Power flr eine entsprechende TEM-Stichprobe zu kalkulieren. Dies ist das
Ziel der vorliegenden Arbeit. Um die Validitat der Arbeit zu erhéhen, wurde eine flr die
mikroskopische Einzelzellanalyse ausgesprochen gro3e StichprobengréBe von insgesamt
1344 Zellen gewahlt.

Da quantitative Analysen der Autophagie an hirnorganotypischen Schnittkulturen des
Kleinhirns nach hiesiger Sicht bisher kaum durchgefiihrt wurden, missen zunachst die

Rahmenbedingungen der cerebellaren Schnittkultur charakterisiert werden.

Zur Bestimmung der Rahmenbedingungen und Validierung der experimentellen Versuche
wurden folgende Fragen untersucht:

a) Wie verhalt sich die Menge der Autophagosomen im cerebellaren
hirnorganotypischen Schnitt im Vergleich zu jener Dichte in einer Kleinhirnprobe
einer Maus gleichen Alters? Als Surrogat fir die Menge der Autophagosomen wird
im nachfolgenden der Quotient aus mittels Western Blot bestimmten LC3B2- und
Actin-Gehalten herangezogen.

b) Wie beeinflusst das Alter des Schnittes die Menge an Autophagosomen? Spielt in
der vorliegenden Untersuchung die exakte Kulturdauer eine maB3gebliche Rolle?

c) Ist die Autophagosomenbildung im cerebellaren hirnorganotypischen Schnitt noch
induzierbar und supprimierbar?

d) Lasst sich die Autophagie in der hirnorganotypischen Schnittkultur mit &hnlichen

Effekten pharmakologisch manipulieren wie in primaren Neuronenkulturen?
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4 Materialien und Methoden

4.1 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (40%)
Ammoniumpersulfat (10%)
Aqua steril

Basal Medium Eagle

Bromphenolblau

Dinatriumhydrogenphosphat-Heptahydrat

D-(+)-Glucose

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
ECL-Lésung Reagenz A

ECL-Lésung Reagenz B

Entwicklungslésung (X-Omat Ex11)
Ethanol AHD 2000

Fixierlésung (PP X-Omat Lo)
Glutamax

Glycerin

Glycin

Histoacrylkleber

Horse serum

Immu-Mount

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kalziumchlorid-Dihydrat

Low melting agarose
Magermilchpulver
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Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

aus Millipore Bidest
Anlage (Darmstadt)
Gibco (Kalifornien, USA)
Sigma Life Sciences
(Missouri, USA)

Roth (Karlsruhe)

Sigma Life Sciences
(Missouri, USA)

Perkin Elmer
(Massachussetts, USA)
Perkin Elmer
(Massachussetts, USA)
Kodak (New York, USA)
Lysoform (Berlin)

Kodak (New York, USA)
Gibco (Kalifornien, USA)
Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
Aesculap AG (Tuttlingen)
Gibco (Kalifornien, USA)
Thermo Scientific
(Massachussetts, USA)
Merck (Darmstadt)

Riedel-de Haen (Seelze)

Merck (Darmstadt)
PEGLAB (Erlangen)
AppliChem (Darmstadt)



Magnesiumchlorid-hexahydrat
Mercaptoethanol

Methanol

Minimum Essential Medium

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxid

Normal Goat Serum (NGS)

Paraformaldehyd

Phosphate buffered saline (PBS)
Salzsaure

SDS (sodium dodecyl sulfate)
Temed

Tris-Base

10% Triton X-100

Tween 20

4.2 Puffer und Losungen

4.2.1 Zellkultur

PBS

140 mM NaCl

10 mM KCI

6,4 mM Na;HPO4
2 mM KH2PO4
pH 7,4
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Roth (Karlsruhe)

Gibco (Kalifornien, USA)
Serva (Heidelberg)
Gibco (Kalifornien, USA)
Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Riedel-de Haen (Seelze)
Roth (Karlsruhe)

Vector Laboratories
(Kalifornien, USA)
Merck (Darmstadt)
Gibco (Kalifornien, USA)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma Life Sciences
(Missouri, USA)



10x Krebslésung: 1 Liter, autoklavieren, 4°C

73,69 NaCl

1,87 ¢ KCI

1,66 g NaH2PO4
2,44 g MgCl. * 6 H20
3,68 ¢ CaCl, * 6 H,O

1x Krebslésung: 1 Liter, 4°C

100 ml 10x Krebsldsung
29 Glucose
2,1g NaHCO;

Auffullen auf 11 mit ddH-O

Kulturmedium: 50ml, 4°C

12,5 ml Horse serum

12,5 ml 2x MEM

12,5 ml BME

10,4 ml Aqua steril

1,6 ml 20% Glucoseldésung
0,5 ml Glutamin

222 ul 1N NaOH

pH 7,2

4% Low melting Agarose: 50ml, 4°C
29 low melting agarose
50 ml 1x Krebslésung

4x Probenpuffer: 8ml, 4°C

4 ml ddHO

1 ml 0,5M Tris pH 6,8
0,8 ml Glycerin

1,6 ml 10% SDS

0,2 ml Bromphenolblau
400 pl Mercaptoethanol
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2x Probenpuffer: 1ml, 4°C

475 ul 4x Probenpuffer
500 pl ddHO
25 ul Mercaptoethanol

4% Paraformaldehyd in PBS: 200ml, 4°C
180 ml PBS

8¢ Paraformaldehyd

pH 7,4

Auf 200ml auffullen mit PBS

Lagerungslosung: 20m|
100 pl 10% NaNj
19,9 ml PBS

4.2.2 Elektrophorese und Imnmunoblot

10x Elektrophorese Puffer ohne SDS: 1|
30,3 ¢ Tris Base

144 ¢ Glycin

Auf 1 Liter auffillen mit ddH.0O

1x Elektrophorese Puffer mit SDS: 1|
100 ml 10x Elektrophoresepuffer
10 ml 10% SDS-Lésung

Auf 1 Liter auffillen mit ddH.0O

Blotting Puffer: 1|

58¢ Tris Base

299 Glycin

3,7 ml 10% SDS-Lésung
200 ml Methanol

Auf 1 Liter auffallen mit ddH-O
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10x TBST (Tris-buffered saline with Tween20): 1l

2409 Tris Base
87,09 NaCl
10 ml Tween 20

Auf 1 Liter auffallen mit ddH-O

1x TBST (Tris-buffered saline with Tween 20): 1|
100 mi 10x TBST

Auf 1 Liter auffillen mit ddH.O

pH 7,4

Gelpuffer 1 (Trenngel): 250 ml
4541 g Tris Base

19 SDS
Auf 250 ml auffillen mit dH-O
pH 8,8

Gelpuffer 2 (Sammelgel): 250 m|
15,14 g Tris Base

19 SDS

Auffillen auf 250 ml mit dH>.O
pH 6,8

Trenngel

Tabelle 1. Zusammensetzung der Trenngele mit unterschiedlichen Anteilen Acrylamid.

% Anteil 6% 7,5% 10% 12%
Acrylamid/Bisacryl-

amid

14%

18%

Gelpuffer 1 2,7 ml 2,7 ml 2,7 ml 2,7 ml

2,7 ml

2,7 ml

40 % 1,62ml [2,03ml |2,7 ml 3,24 ml
Acrylamid/Bisacrylami
d

3,8 ml

4,05 ml
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10% 100 — 100 — 100 — 100 — 100 — 100 -
Ammoniumpersulfat 200 pl 1200 pl 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl
Temed 5,4 ul 5,4 pl 5,4 ul 5,4 ul 5,4 pl 5,4 pl
ddH>O 6,48 ml 6,07 ml |54 ml 486 ml |4,3ml 4,05 ml

Sammelgel 4%
3,14 ml ddH>0O

1,25 ml Gelpuffer 2

0,56 ml 40% Acrylamid

100 pl 10% Ammoniumpersulfat
5ul Temed

Blockierldsung mit 10% Milchpulver: 100m|

100 ml 1x TBST
10 ¢ Magermilchpulver
pH 7,4

Antikorperlosung fir den primaren Antikorper: 10ml

0,39 Magermilchpulver
10 ml 1x TBST
pH 7,4

4.2.3 Immunfluoreszenz

0,2M Phosphatpuffer: 1|
43,42 g NagHPO4

5,24 g NaH2PO4
Auf 1 Liter auffallen mit ddH-O
pH 7,4

0,1M Phosphatpuffer: 1|
500 ml 0,2M Phosphatpuffer
Auf 1 Liter auffillen mit ddH.O
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pH 7,4

Blocklésung: pro ml Gesamtlésung
0,1M Phosphatpuffer

850 pl
100 pl
50 ul

Normal Goat Serum (NGS)

10% Triton X-100

Antikérperlésung: pro ml Gesamtlésung

980 ul
10 pl
10 pl

0,1M Phosphatpuffer

Normal Goat Serum (NGS)

10% Triton X-100

4.3 Antikorper

4.3.1 Priméare Antikérper

Tabelle 2. Liste und Verdiinnungen der verwendeten Primdrantikdrper.

Antikdrper Verdinnung Hersteller Artikelnummer | Verwendung
Anti-LC3B- | 1:200 Cell signaling |2775S Immunoblot und
Antikorper, (Immunoblot) (Massachusett Immunfluoreszen
Kaninchen 1:300 s, USA) z

(Immunfluoreszen

2)
Anti- 1:500 Swant (Marly, |235 Immunfluoreszen
Parvalbumin- Schweiz) z
Antikorper,
Maus
Anti-Actin- 1:2000 Sigma Life A-4700 Immunoblot
Antikorper, Sciences
Kaninchen (Missouri,

USA)
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4.3.2 Sekundare Antikérper

Tabelle 3. Liste und Verdiinnungen der verwendeten Sekundarantikdrper.

Antikdrper Verdinnung Hersteller Artikelnummer | Verwendung
Anti- Rabbit- 1:3000 Vector P1-1000 Immunoblot
Antikoérper, Laboratories
Ziege, (Kalifornien,
Peroxidase- USA)
labelled
Anti-Rabbit- 1:500 Invitrogen by A11008 Immunfluoreszen
Antikorper, Thermofisher z
Ziege, Alexa Scientific
488 (Massachusett
s, USA)
Anti-Mouse- 1:500 Molecular A11005 Immunfluoreszen
Antikorper, Probes z
Ziege, Alexa (Oregon, USA)
594
4.4 Pharmaka
Tabelle 4. Liste und Lésungsmittel der verwendeten Inhibitoren und Aktivatoren.
Pharmakon Lésung Artikelnummer Hersteller
Bafilomycin B1 Gel6st in DMSO B-1185 AG Scientific (San
Diego, USA)
3-Methyladenin Geldst in M9281-100mg Sigma Life
Kulturmedium Sciences (Missouri,
USA)
Rapamycin Geldst in MFCDO00867594 Sigma Life

Kulturmedium

Sciences (Missouri,
USA)
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4.5 Gerate und Apparaturen

Zellkultur

Brutschrank

Lichtmikroskop Olympus SZX9
Kaltlichtlampe KL1500

Lupe

Millicell Cell Culture Inserts PICMORG50

Sechs-Well-Platten
Sterilwerkbank HP72
Vibratom Integraslice 7550 MM

Klingen aus rostfreiem Stahl

Praparationsinstrumente (steril)

Elektrophorese und Western Blot
Mini Protean Il Elektrophorese-Kammer
Power Pac 300 Spannungsgerat

Power Pac 200 Spannungsgerat
Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell

Immobilon-P Transfermembran PVDF

Filterpapier 1F
Overhead Folien

Belichtungskassette

Zentrifugen, Schittler, Magnetriihrer etc.

Blockthermostat TCR 100
Magnetrihrer KS 501 digital
Schuttler Swip

Rollschittler RM5 (220V 50Hz)

Binder (Tuttlingen)
Olympus (Tokio, Japan)
Leica Biosystems (Wetzlar)
Carl Zeiss Jena (Jena)
Merck Millipore
(Massachussetts, USA)
Falcon (New York, USA)
Heraeus (Hanau)
Campden Instruments Ltd.
(Loughborough, UK)
Campden Instruments Ltd.
(Loughborough, UK)
Aesculap (Tuttlingen)

Bio-Rad (California, USA)
Bio-Rad (California, USA)
Bio-Rad (California, USA)
Bio-Rad (California, USA)

Merck Millipore (Massachussetts,
USA)

Munktell (Schweden)

Folex Imaging (Erlangen)

Du Pont (Wilmington, USA)

Roth (Karlsruhe)

IKA (Staufen)

Edmund Buihler (Bodelshausen)
Assistent (Sondheim vor der Rhon)



Thermomixer compact
Ultraschallprozessor UP100H
Autoklav 24
Sterilisationsbeutel

Vortex Genie

Mikrozentrifuge
Zentrifuge 5417 C

Mikroskope

Leica Microsystems konfokales Mikroskop SP8

Immunfluoreszenz
Objekttrager SuperFrost Plus (25x 75x 1.0mm)

24-Well-Platten

Sonstige

Filme

Imaged - Bildanalyse

Microsoft Excel 2007 - Datenanalyse

SPSS - Datenanalyse

Serologische Pipette (1ml/2ml/5ml/10ml/25ml)
Falcon tubes (15ml und 50ml)
Pasteurpipetten

Pipetus

Pipettenspitzen
Gefrierschrank -20°C
Gefrierschrank -80°C
Reaktionsgefale (0,5/1/2ml)
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Eppendorf (Berlin)

Hielscher (Teltow)

MELAG (Berlin)

Roeser (Essen)

Scientific Industries (New York,
USA)

Roth (Karlsruhe)

Eppendorf (Berlin)

Leica Microsystems (Wetzlar)

VWR International (Leuven,
Niederlande)

Falcon (New York, USA)

Fujifilm (Tokio, Japan)

Open Source, Wayne Rasband
Microsoft Corporation
(Washington, USA)

IBM (New York, USA)

Falcon (USA)

BD Bioscience (Kalifornien, USA)
Plastibrand Fisher Scientific
(Schwerte)

Hirschmann Laborgerate
(Eberstadt)

Eppendorf (Berlin)

Liebherr (Kirchdorf)

Sanyo (Osaka, Japan)
Sarstedt (Sarstedt)



Waage
Feinwaage Explorer
Vortex Genie 2

Mikrowelle
Wasserbad (GFL 1083)

Gasprofi 2
pH211 Mikroprozessor pH Meter

Epson 1680 Scanner
Laborabzug
Trockenofen

Parafilm

4.6 Methoden

4.6.1 Zellkulturarbeiten

4.6.1.1 Praparation

Sartorius (Gottingen)

Ohaus (New Jersey, USA)
Scientific Industries (New York,
USA)

Bosch (Gerlingen)
Gesellschaft far Labortechnik
(Burgwedel)

WLD-TEC (Arenshausen)
HANNA Instruments

(Rhode Island, USA)

Epson (Nagano, Japan)
Kéttermann (Uetze)
Memmert (Schwabach)
American National Can
(Connecticut, USA)

Die organotypischen Schnittkulturen wurden nach dem Protokoll von Falsig et al. (2008)
angelegt (11). Das Praparationsinstrumentarium von Falsig et al., an dem sich orientiert
wurde, ist in Abbildung 11 dargestellt. Hierfir wurden neun bzw. zehn Tage alte Mause
(C57 Black 6/N) dekapitiert. Nach Ethanoldesinfektion des Kopfes wurde der Schadel auf
der Sterilwerkbank in Lupenpraparation vom Fell befreit und in eine sterilen Petrischale auf
einer Kihlplatte mit auf 4 °C gekihltem 1x Krebsmedium Uberflhrt (Abb. 12 a bis b). Die
gesamte weitere Praparation fand unter diesen Kihlbedingungen statt.

AnschlieBend wurde die Calvaria entlang der Suturae coronalis (d; ¢ wurde anders als bei
Falsig et al. durchgeflihrt), sagittalis (e) und lambdoidea (f) in Mikropraparation mit einer
Federschere eréffnet, die Okzipitalschuppen tber dem Kleinhirn entfernt und das Gehirn
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unter Durchtrennung der Medulla spinalis aus der Schadelbasis gehoben. Es folgten die
Trennung des Prosencephalons von Mes- und Rhombencephalon oberhalb der
Vierhtigelplatte (g). AbschlieBend wurde das Kleinhirn vom Hirnstamm getrennt, indem
durch die Fissura cerebellomedullaris in den vierten Ventrikel eingegangen und sowohl die
Pedunculi cerebellares als auch die Marksegel mit einer spitzen Pinzette abprépariert

wurden.

v,

2! ¢

"'.'. Fine instruments  Dissection kit

Apgarose container Manipulator tool
Pasteur pipette

Abbildung 11. Praparationsinstrumentarium bei Falsig et al. Abbildung enthommen aus: Falsig J, Aguzzi A. The
prion organotypic slice culture assay--POSCA. Nat Protoc. 2008;3(4):555-62. (11).
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Abbildung 12. Einzelne Schritte der Schnittpraparation nach Falsig et al. a: Erdffnung des Kopffells in der
Medianlinie; b: Abstreifen des Fells; c: Entfernung von Gewebsresten und des Riickenmarks. d: Eréffnung der Sutura
coronalis von Orbita zu Orbita; e: mediane Eréffnung der Squama occipitalis von posterior; f: Eréffnung der Sutura
lambdoidea von aurikulér her; g: Abtrennung des Prosencephalon von Mes- und Rhombencephalon mittels einer spitzen
Pinzette; h bis j: Einlegen des herauspréparierten Kleinhirns in aufgewarmte und somit verflissigte 4% low-melting
Agarose; k: Ausschneiden des Kleinhirns in Form eines Agaroseblockes; |: Befestigung des Agaroseblockes mittels
Histoacrylkleber auf der Vorschubplattform des verwendeten Vibratoms in der Weise, dass die Vibratomklinge in der
geplanten Schnittebene das Kleinhirn durchlduft. Anmerkung: bei der Praparation erfolgte in Schritt g die Abtrennung
des Prosencephalons vom Mes- und Rhombencephalon, sodass anschlieBend noch das Kleinhirn (in der gleichen
Technik wie sie in g dargestellt ist) herausprapariert wurde. Die gesamte Pr&paration fand ab c in einer sterilen und
gekuhlten Petrischale statt, die mit 1x Krebsmedium gefiillt war (siehe Text). Abbildung entnommen aus: Falsig J, Aguzzi
A. The prion organotypic slice culture assay--POSCA. Nat Protoc. 2008;3(4):555-62. (11).

Das so gewonnene Kleinhirn wurde zur besseren Handhabbarkeit in geschmolzener 4%
low-melting Agarose (PEQLAB, Erlangen) aufgenommen (h bis j); diese wurde nach
Aushartung in gekihltem Krebsmedium in kleine Blécke zugeschnitten (k). Hierbei wurde
auf parallele bzw. rechtwinklige Ausrichtung der Blockkanten zur angestrebten sagittalen
Schnittebene geachtet. Drei bis vier dieser Blécke wurden mit Histoacrylkleber (Aesculap
AG, Tuttlingen) nebeneinander auf die Vorschubplattform des Vibratoms (Integraslice
7550MM, Campden Instruments Ltd., UK), geklebt () und, umspllt von geklhltem
Krebsmedium, unter einer Vorschubgeschwindigkeit von 0,2 mm/s in cerebellarem
Gewebe in 350 um dicke sagittale Schnitte zerlegt, von denen nur diejenigen auf der
Ebene des Vermis verwendet wurden. Diese konnten anschlieBend in einer Petrischale,
gefullt mit 5 ml Praparationsmedium (Kulturmedium & 1x MEM, 2:3), auf einem auf 4°C
geklhlten Aluminiumblock von Agaroseresten befreit und auf eine semipermeable

Membran (Millicell Cell Culture Inserts PICMORG50 Merck Millipore, Massachussetts,
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USA) gelegt werden, wie von Stoppini et al. 1991 beschrieben. Diese wiederum wurde in
einen mit 1,1 ml Kulturmedium beflllten Well einer Sechs-Well-Platte (Falcon) beférdert
und stand dort in dem Kulturmedium. Das Kulturmedium befand sich ausschlieBlich
unterhalb der semipermeablen Membran, wodurch die Erndhrung durch Diffusion von
unten gewahrleistet war. Durch Kapillarkrafte bildete sich ein dinner Flissigkeitsfilm auf
den Schnitten. Hierbei wurde darauf geachtet, dass sich nur Schnitte verschiedener
Mause eine Membran bzw. einen Well teilten und sich nicht mehr als drei bzw. vier

Schnitte in einem Well befanden.

Zur Gewinnung von Proben aus alteren Mausen flr die in 5.1 dargestellten Versuche
wurden die gleichen Prinzipien verfolgt. Allerdings wurden die alteren Mause zunéachst in
eine CO>-Narkose versetzt. Das daraufthin gewonnene Cerebellum wurden mit
Probenpuffer versetzt und sonifiziert (siehe Kapitel 4.6.1.4).

Tabelle 5. Ubersicht tiber die verwendeten Schnittkulturen.

Anzahl an Schnitten Alter der Maus Alter bei | Verwendungszweck
Behandlung/Verwendung

18 P10 P23 Austesten der
primaren und
sekundéaren Antikérper
(LC3B, Pv,  Anti-
Kaninchen, Anti-Maus,
LC3B+/Pv+, Sekundar-
AK kombiniert

24 P10 P22 AK-Testung nach
Bafilomycinbehandlung
fir0,1,2und 6 h

18 (+ 18 | P10 (P22 / P29 /| P22/ P29 /P36 Schnitt vs. Maus

Mausproben) P36)

18 P10 P22/ P29/ P36 Relevanz des
Schnittalters

9 P10 P24 Induzierbarkeit mit
Rapamycin/ PBS

18 P10 P25 Bafilomycin
Konzentration

24 P9/10 P21/22 Bafilomycin
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Behandlungsdauer
18 P10 P22 3-Methyladenin
Behandlungsdauer
6 P10 P22 — P28 Histologie 0 h
6 P10 P22 — P28 Histologie 3 h
6 P10 P22 — P28 Histologie 6 h
6 P10 P22 — P28 Histologie 12 h
Gesamt: 171

Da das Herstellen der hirnorganotypischen Schnittkulturen viele Versuchstiere erfordert
und die Voruntersuchungen mittels Western Blots lediglich der Bestatigung bisher
bekannter Tendenzen dienten, wurde zunéachst eine niedrige StichprobengréBe gewahilt,
um Tierleben zu schonen (n = 3 bis 6). Da bereits diese kleinvolumigen
Voruntersuchungen die erwarteten und aus anderen experimentellen Systemen bekannten
Effekte bestatigten, war es nicht notwendig, die Fallzahl zu erhéhen oder bei so kleiner
Fallzahl die Signifikanz der in den Western Blot-Untersuchungen ermittelten
Mittelwertunterschiede zu testen.

4.6.1.2 Kulturbedingungen

Die Schnittkulturen wurden zur ausreichenden Regeneration und Vernarbung far 10 Tage
bei 37°C und 5% CO; kultiviert. Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage unter sterilen
Bedingungen gewechselt.

4.6.1.3 Pharmakologische Behandlung

Nach Abschluss der Regenerationszeit wurden die Schnittkulturen an DIV21 (soll hei3en:
day in vivo 21; entspricht day in vitro 11) bis 25 mit verschiedenen Pharmaka inkubiert,
indem diese dem Kulturmedium beigefligt wurden. Alle Pharmaka wurden beim Wechsel
des Kulturmediums immer zusammen mit diesem eingegeben, um den Einfluss eines
modglicherweise verminderten Nahrstoffangebots auf die Autophagiemaschinerie zu

minimieren. Als Pharmaka kamen zum Einsatz:
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a) Bafilomycin B1: zur Inhibition der Autophagosomendegradation (s. Kapitel 3.3.3);
initial zur Determinierung der Konzentration in 100 nM, 200 nM und 400 nM geldst
in DMSO Uber acht Stunden; anschlieBend 100 nM gelést in DMSO Uber 3, 6, 12,
und 24 Stunden. Bei der Western Blot-Untersuchung wurde jede Probe mit einer
entsprechenden Kontrolle (nur DMSO) gepaart. Der Einsatz von Bafilomycin diente
der besseren Nachweisbarkeit von autophagosomengebundenem LC3B2 durch
Akkumulation der ansonsten in Neuronen rapide degradierten Autophagosomen.
Da das Wirkmaximum von Bafilomycin in den Western Blot Untersuchungen bereits
bei 12 Stunden lag und ab einer Behandlung Uber 18 Stunden von unspezifischen
Off-Target-Effekten berichtet wurde (siehe Einleitung/Kapitel 3.3.3), wurde die
Behandlung der Schnittkulturen mit Bafilomycin zur histologischen Untersuchung

auf 12 Stunden begrenzt.

b) Rapamycin: zur Induktion der Autophagosomenbildung (s. Kapitel 3.3.3); 500 nM
Rapamycin (geldést in Kulturmedium) Uber 2 Stunden unter Zusatz von 100 nM
Bafilomycin B1; dieser Ansatz wurde jeweils Uber die Dauer von zwei Stunden mit
einer reinen 100 nM Bafilomycin B1-Behandlung sowie einem Mangelmedium aus
PBS und 100 nM Bafilomycin B1 gepaart. Der Einsatz von Rapamycin und
Mangelmedium diente dem Nachweis, dass die Autophagosomenbildung in den
Schnittkulturen noch induzierbar und somit nicht auf héchstméglichem Niveau ist.

c) 3-Methyladenin: zur Inhibition der Autophagosomenbildung (s. Kapitel 3.3.3): 3
mM 3-MA gelést in Kulturmedium dber 1, 2 und 6 Stunden jeweils gepaart mit
Kontrollen. Der Einsatz von 3-Methyladenin diente dem Nachweis, dass die
Autophagosomenbildung in den Schnittkulturen noch supprimierbar und somit nicht
auf dem niedrigstmdglichen Niveau ist.

4.6.1.4 Probengewinnung und Fixierung

Nach Abschluss der Inkubation wurden die Schnitte je nach dem weiteren
Verwendungszweck unterschiedlich behandelt:
a) Immunoblot: die Schnittkulturen wurden einzeln mit einem Skalpell aus der
Membran herausgeschnitten. Es folgten: Auflésung in 200 ul auf 90°C erhitztem
(Blockthermostat TCR 100, Roth, Karlsruhe) 2x Probenpuffer und Sonifizierung
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(Ultraschallprozessor UP100H, Hielscher, Teltow) flr 20 s; anschlieBend erneut
drei minttige Inkubation bei 90°C und Lagerung bei -20°C bis zur Durchfihrung des
Western Blots.

b) Immunfluoreszenz: Fixierung der pharmakologisch behandelten oder nativen
Schnittkulturen fiir 30 min bei Raumtemperatur in 4% Paraformaldehyd (1 ml unter
und 1,5 ml auf der Membran), anschlieBend Lagerung in PBS/0,05% NaN3 (aus
10% Stocklésung, 1 ml unter und 1,5 ml auf der Membran) Uber Nacht bei 4°C in

der Kiihlkammer.

4.6.2 Protein-Techniken

4.6.2.1 Bestimmung der Proteinkonzentration

Statt der Bestimmung der Proteinkonzentration mithilfe der BCA-Methode wurde fiir jede
verwendete Probe zunachst die Actinkonzentration mittels SDS-PAGE (10%
Polyacrylamidgel, Actin: 42 kDa) und Western-Blot (s. Kapitel 4.6.2.3) ermittelt. Hierflrr
wurden die entwickelten Filme eingescannt und sowohl Bandenflache als auch mittlere
Intensitat der Grauwerte pro Flache abziglich des Hintergrundes der im Western Blot
dargestellten Proteinbanden mittels Imaged Version 1.52i ermittelt. Der Epson Scanner
wurde dabei mit 8-bit Graustufen-Durchlichtscan und einer Auflésung von 600 dpi
verwendet. Das Bild wurde im Bitmap-Format gespeichert. Die Aufnahme war weder im
Grau- noch im WeiBbereich im Sattigungsbereich. Dieses Verfahren wurde bei jeder
Auswertung von Western Blots angewandt. AnschlieBend wurde fir zu vergleichende
Proben diejenige mit der héchsten Actinkonzentration in der Proteingelelektrophorese
(18% Polyacrylamidgel, LC3B1: 16 kDa, LC3B2: 14 kDa) mit 3 pl (falls ein Probenvolumen
der zu vergleichenden Proben 10 pul Gberschritt) bzw. 5 ul standardisiert und anhand der
gemessenen optischen Dichten der Actinbanden die Auftragungsvolumina der
behandelten Proben an die Kontrollextirakte angepasst. Mit diesen Korrigierten
Auftragungsvolumina wurden die LC3B1- und LC3B2-Gehalte in den Proben im Western
Blot gemessen. Nach jeder LC3B-Bestimmung wurden die Western Blots gestrippt und
gegen Actin getestet, denn zur Auswertung und vergleichbaren Quantifizierung der
errechneten LC3B2-Gehalte ist es notwendig, die entsprechenden Banden der Proben
einheitlich zu normalisieren. Dies erfolgte durch eine Proben-interne Normalisierung,
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indem in jeder Probe ein Quotient aus der ermittelten optischen Dichte von LC3B2 und der
gemessenen optischen Dichte von Actin (mdglich waren auch andere HKPs =
housekeeping proteins wie Tubulin oder GADPH) gebildet wurde. Die Verwendung des
ubiquitar exprimierten Actins ist hierbei eine gangige Methode und folgt den gultigen
Leitlinien zur Autophagieforschung (109). Ein zweiter Quotient kann aus dem Uberwiegend
Autophagosomen-gebundenen LC3B2 und dem vor allem cytosolisch vorliegenden LC3B1
gebildet werden. Dieser Quotient stellt einen Konversionsindex von cytosolischem zu
autophagosomalem LC3B dar und kdnnte damit prinzipiell als Marker fir die
Autophagosomenbildung verwendet werden. Allerdings ist eine zuverlassige Bestimmung
von LC3B1 angesichts der groBen Unterschiede bei verschiedenen Zell- und
Gewebstypen (insbesondere im Gehirn) methodisch schwierig, weil der LC3B2/LC3B-
Quotient sehr zell- und gewebetyp-abhéngig ist. Die vorliegende Arbeit richtet sich
diesbezlglich nach den Leitlinien zur Messung der Autophagie von Klionsky et al. (109).
Der LC3B2/LC3B1-Quotient wurde zu Beginn der Autophagiemessung im Western Blot als
Mal3 verwendet. Es stellte sich jedoch heraus, dass LC3B1 eine starke Variabilitat
aufweist, die vermutlich teilweise auf eine Instabilitdt wahrend der Probenlagerung beruht.
Dartber hinaus verfligen die meisten LC3B-Antikdrper Uber eine deutlich hdhere
Sensitivitat gegentiber LC3B2 als LC3B1, was in der Regel zu einem starkeren LC3B2- als
LC3B1-Signal fuhrt (109, 175). Daraus ergab sich in der vorliegenden Arbeit das Problem
eines sehr geringen LC3B1-Signals bei starkem LC3B2-Signal, sodass die Expositionszeit
des Filmes ein Problem darstellte und jeweils eines der beiden Proteine Uber- bzw.
unterbelichtet wurde. Da die Signalstarke von Actin in einem &hnlichen Bereich wie die
von LC3B2 liegt und zudem ein Haushaltsprotein ist, wurde der Quotient LC3B2/Actin als
mafgeblicher Parameter zur Beurteilung des Autophagiestatus gewahlt. Es erfolgten
Belichtungsserien mit einer Dauer von zwei Sekunden bis zu drei Minuten, um sowohl
Actin als auch LC3B2 zu ermitteln, wahrend eine anndhernd lineare Beziehung zwischen
Belichtungszeit und Dichtenzunahme der Schwéarzung auf dem Fotofilm bestand. Auf
diese Weise wurde eine Uber- bzw. Unterbelichtung vermieden. Die Auswertung und
Interpretation der Western Blots erfolgte anhand der LC3B2/Actin-Quotienten. Die
LC3B2/LC3B1-Quotienten wurden der Vollstandigkeit halber ebenfalls errechnet; die
Ergebnisse sind in der Appendix dargestellt.

Da es sich bei dem verwendeten LC3B-Antikérper um einen kommerziell erhatlichen
Antikérper handelt, der seit Jahren bei entsprechenden Fragestellungen etabliert ist,
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wurde auf eine eingehende Ermittlung der Spezifitdt und Sensitivitat des Antikdrpers
verzichtet. In internationalen, dem peer-review unterzogenen Publikationen wurde dieser
Antikérper zudem flr die Verwendung in Western Blots und immunhistochemischen
Darstellungen an primaren Neuronenkulturen und cerebellaren hirnorganotypischen
Schnittkulturen u.a. durch die hiesige Arbeitsgruppe validiert (9, 176-180). Dies wird durch
die hohe Spezifitat der Antikrper in den vorliegenden Western Blot Untersuchungen ohne
Fremdbanden (s. Abb. 13) sowie das Vorliegen eines punktierten histologischen Signals

(s. Abb. 27 und 28) — im Gegensatz zu einem diffusen — zusatzlich unterstrichen.

4.6.2.2 Proteingelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Proben wurden nach Versetzung mit 2x Probenpuffer, Sonifizierung und Inkubation bei
90°C (s.0.) auf Polyacrylamidgele aufgetragen (Actinbestimmung: 10%, LC3B2-
Bestimmung: 18%). Als Referenzmarker wurde 5 pl Page Ruler (Prestained Protein
Ladder, Thermo Scientific, Massachussets, USA) jeweils an einem Gelende aufgetragen.
Bei 40-50 V (Sammelgel) bzw. 80-120 V (Trenngel) erfolgte die Gelelektrophorese in
einer  Elektrophoresekammer  (Bio-Rad, California, USA), geflllt mit 1x
Elektrophoresepuffer. Der Probenpuffer dient dabei der Verbesserung der LC3B-
Detektionsrate auf PVDF-Membranen (109).

4.6.2.3 Western-Blot und Immunfarbung

Die PVDF-Membran (Immobilon-P  Transfermembran PVDF, Merck Millipore,
Massachussetts, USA) wurden in Methanol aktiviert, anschlieBend in ddH>O gespult und
in Blotting Puffer eingelegt. Gleichzeitig wurden Filterpapiere mit Blotting Puffer
angefeuchtet. Die beladenen Gele wurden nun in einer Transferkammer (Bio-Rad,
California, USA) auf die Membranen gelegt, mit Filterpapier umschlossen (Boden der
Transferkammer — 2x Filterpapier — Membran — Gel — 2x Filterpapier) und luftfrei
zusammengedrickt. Mit 15 V wurde flr 50 min ein elektrisches Feld zum Transfer der
Proteine auf die Nitrozellulosemembran erzeugt.

Es folgten eine einstiindige Inkubation der Membranen mit 10% Blockierlésung und eine
Beladung mit dem jeweiligen primaren Antikérper Uber Nacht in entsprechender

Verdinnung in Antikérperlésung bei 4°C in der Kiihlkammer. Am nachsten Morgen wurden
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die Membranen 3x 20 min in 1x TBST gewaschen, bevor sie fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit dem jeweils vorgesehenen sekundaren POD-labelled (Peroxidase-
labelled) Antikdrper in geeigneter Verdiinnung in 1x TBST inkubiert wurden. Nach erneuter
Waschung fiir 3x 20 min in 1x TBST wurden die Membranen zwischen zwei durchsichtige
Folien aufgenommen und im Chemilumineszenzverfahren (-enhanced
chemiluminescence” — ECL-Methode — Xu HJ et al., (181)) bearbeitet; damit wurden die
durch Antikérper markierten Proteine als Banden auf Fotofilmen visualisiert. Hierzu
wurden die Membranen flr ca. 30 s mit ECL-A- und ECL-B-L6sung (3 ml : 3 ml) inkubiert,
zwischen zwei Overhead-Folien gelegt, Luftblasen ausgewalzt und die Zielstrukturen Gber
die Horse-raddish-Peroxidase-Reaktion durch Chemilumineszenz zum Leuchten gebracht.
Die so aktivierten Membranen wurden zusammen mit einem Fotofilm in eine
Belichtungskassette gelegt und in Abhangigkeit von Bildqualitat, Hintergrundrauschen und
Signalstarke unterschiedlich lange belichtet (Actin: 2 bis 10 s; LC3B: 30 s bis 3 min), bevor
die Fotofilme in der Dunkelkammer unter Rotlicht manuell entwickelt wurden. Die hierfar
verwendete EntwicklungsstraBe gestaltete sich wie folgt: Entwickler — H,O — Fixierer —
H.O. Auf eine gleichmaBige Benetzung der Filme mit allen verwendeten Reagenzien ist
besonders geachtet worden. Aufgrund der unterschiedlichen Belichtungszeiten erfolgte die
Visualisierung von LC3B und Actin auf unterschiedlichen Fotofilmen wie in Abbildung 13
gezeigt. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit und Platzersparnis erfolgt im Ergebnisteil eine
zusammenfassende Darstellung zusammengesetzter Western Blots, bei denen die
Schnittkanten eindeutig als solche markiert sind.
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Abbildung 13. Repréasentatives Beispiel zweier Western Blot Filme. Oben: Visualisierung des Actingehalts (42 kDa)
von Proben aus Maus und Schnittkultur, die zur Anpassung der Probenvolumina herangezogen. Unten: Visualisierung
von LC3B1 (16 kDa) und LC3B2 (14 kDa) nach einer Belichtungszeit von 1 min wie in Kap. 4.6.2.3 beschrieben. Es sind
keine signifikanten unspezifischen Banden bzw. Abbaubanden sichtbar. In den Ergebnissen werden LC3B- und
Actinbanden (nach Anpassung der Probenvolumina, hier nicht aufgefihrt) der Ubersichtlichkeit wegen in einer
zusammengessetzten Abbildung dargestellt.
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4.6.3 Immunfluoreszenzfarbung und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die theoretischen Grundlagen der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
wurden Gbersichtlich von Bayguinov et al. beschrieben und werden im nachfolgenden kurz
zusammengefasst (182). Der Begriff der Konfokalitéat bezieht sich dabei auf die Objekt-,
Pinhole- und Bildebenen, die sich gleichzeitig im Fokus befinden und somit konfokal sind.
Die CLSM ist eine Technik innerhalb des Feldes der Lichtmikroskopie und dient der
Reduktion des Streulichts, das bei der Beleuchtung einer Gewebeprobe entsteht und die
mikroskopische Auflésung des zu untersuchenden Objektes limitiert. Dieses Streulicht ist
bei der Mikroskopie von Gewebeproben mittels der Epifluoreszenz ein limitierender Faktor,
der bis zur Etablierung der CLSM nur mit einer erheblichen Abflachung der zu
untersuchenden Gewebeproben auf einige wenige Mikrometer angegangen werden
konnte. Bei der CLSM wird das Untersuchungsobjekt mit einem konzentrierten Lichtkegel
systematisch abgefahren, der in der Regel einem wellenlangenspezifischen Laser
(angepasst an das Erregungsspektrum des Fluoreszenzantikdrpers) entspricht. Zusatzlich
wird dem Lichtdetektor eine kleine Offnung (Pinhole) unterschiedlicher Form
vorgeschaltet, deren Durchmesser auf die zu detektierenden Wellenlangen abgestimmt
wird und somit den Anteil ,irrelevanten“ Streulichts reduziert. Als Detektoren werden
Photomultiplier tubes (PMT) verwendet, die emittiete Photonen mittels einer
lichtsensitiven Kathode in Photoelektronen umwandeln, welche anschlieBend in ein
digitales Signal umgewandelt werden kénnen. Mit dieser Technik gelingt die Darstellung
konfokaler Ebenen mit hoher optischer Auflésung. Die serielle Aufnahme der sich in den x-
und y-Achsen ausdehnenden konfokalen Ebenen in der z-Achse bezeichnet man als z-
Stack; diese ermoglicht die Sammlung dreidimensionaler Informationen (ber das
Untersuchungsobjekt.

Vor Beginn der Immunfluoreszenzfarbung wurden die bereits fixierten Schnitte (s. Kap.
4.6.1.4) mit einem Skalpell aus der Membran herausgeschnitten, in 24-Loch-Titerplatten
Ubertragen und fir 90min mit 500 ul einer Blocklésung (0,1M PB Puffer, 10% NGS, 5%
Triton X-100) pro Loch bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden sie mit Anti-
Parvalbumin- (Maus, 1:500) und Anti-LC3B-Antikérpern (Kaninchen, 1:300) in
Antikdrperlésung versetzt und bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte
eine Spulung mit 500 pl 0,1M PB-Puffer pro Loch far 3x 20 min bei Raumtemperatur,

bevor die Inkubation mit sekundaren Antikérpern erfolgen konnte. Hierfir wurden Anti-
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Kaninchen- (Alexa 488) und Anti-Maus-Antikdrper (Alexa 594) mit einer Inkubationszeit
von einer Stunde bei Raumtemperatur unter Lichtschutz verwendet. Nach erneuter
Spllung mit 500 ul 0,1M PB-Puffer pro Loch fir 3x 20 min folgte schlieBlich die
Eindeckelung auf Objekttragern mithilfe von Immu-Mount (Thermo Scientific,
Massachussetts, USA) sowie die Lagerung bei 4°C in Dunkelheit.

Zeitnah wurden die Praparate mikroskopiert (Leica Microsystems konfokales Mikroskop
SP8, Wetzlar). Hierbei wurde zunachst der vermale Lobulus VIII (auch: IIX, siehe Abb.
14) in Epifluoreszenz und 20x VergréBerung lokalisiert. Dieser wurde im Anschluss in 63x
VergréBerung konfokal als z-Stack je nach Zelldichte in durchschnittlich vier Blickfeldern
(3-5) des cerebellaren Cortex fotografiert.

Zur Anregung der Alexa-488-markierten Antikdrper wurde Wellenlangen von 500 - 525
nm, zur Anregung der Alexa-594-markierten Antikdrper Wellenlangen von 560 - 640 nm
angewandt. Dabei wurde stets ein Line Averaging von 5 (jedes Bild wird durch eine
Mittelung von finf Aufnahmen ermittelt), eine Geschwindigkeit von 400 Hz bei einer
Auflésung von 1024x1024 verwendet. Im Z-Stack wurde der kleinstmégliche
Schichtabstand von 0,33 um genutzt, was eine Spanne von 13 bis 63 Schichten in der Z-
Achse (Spannweite der Gesamtdicke der z-Stacks Z: 3,99 — 20,64 uM) ergab, die sich
ausschlieBlich an den AusmafBen des Stratum purkinjense orientierte und nicht an der
Dicke des ganzen Schnittes. Der Gain (Verstarkung durch den Lichtdetektor) wurde vor
allem far das LC3B-Signal so adjustiert, dass der prinzipiell LC3B-freie Zellkern signalfrei

war, um das Hintergrundrauschen zu minimieren.
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Abbildung 14. Cerebellarer hirnorganotypischer Schnitt aus der Maus mit Beschriftung des Vermis. Das Bild
zeigt einen Sagittalschnitt nach 28 Tagen in vitro und Anfarbung der Purkinje-Zellen mit einem anti-Calbindin D-28k-
Antikérper. Da der Schnitt einer Maus am zehnten postnatalen Tag entnommen wurde, handelt es sich um den
postnatalen Tag 38 Tage (P38). Gut zu erkennen sind die angefarbten groBen Purkinje-Zellen im Stratum purkinjense
und die helle Darstellung des oberflachlichen Stratum moleculare durch die Anfarbung der dichten Dendritenb&dume der
Purkinje-Zellen. Aufgrund des Anpassungsprozesses mit deutlicher Abflachung sieht man eine mehrreihige Anordnung
der Purkinje-Zellen anstelle der klassischen einreihigen Topographie. Nach zentral folgen dem Stratum purkinjense das
Stratum granulosum und das Marklager. Bei dem hier untersuchten Abschnitt handelt es sich um Lobulus VIII (hier [1X),
die Pyramis. Beschriftung: LING (Lingula), CENT (Lobulus centralis), CUL (Culmen), DEC (Declive), FOTU (Folium &
Tuber), Pyr (Pyramis), UVU (Uvula), NOD (Nodulus). Abbildung entnommen aus: Marschalek N, Albert F, Meske V, Ohm
TG. The natural history of cerebellar degeneration of Niemann-Pick C mice monitored in vitro. Neuropathol Appl
Neurobiol. 2014;40(7):933-45 (9).

4.6.4 Aufbereitung und Auswertung des Bildmaterials

Das gesamte Bildmaterial wurde als TIFF gespeichert und mit Imaged aufbereitet (siehe
Abb. 15). Da es sich um mehrere tausend aufgenommene Zellen mit vielen Einzelbildern
pro Zelle handelte, wurde ein System zur besseren Durchfiihrbarkeit der Untersuchung
eingefuhrt. Hierzu wurde zunachst jede einzelne Zelle mit einer Nummer ,verblindet* (bei
jedem neuen Blickfeld wurde erneut von 1 an gezahlt). AnschlieBend wurden flr jede
numerierte Zelle drei sich nebeneinander befindliche Schnittbilder auf Ebene der gréBten
Zellkernausdehnung ausgesucht und diese zu einem Summationsbild fir jede Zelle
zusammengefasst.

Um die Validitdt der Arbeit zu erhéhen, wurde eine flr die mikroskopische
Einzelzellanalyse ausgesprochen groBe StichprobengréBe von 1344 Zellen gewahlt. Bei
durchschnittlich vier Blickfeldern (3-5) pro Objekttrager wurden, sofern mdglich, sieben
Zellen (3-13) jedes zu untersuchenden Zelltyps pro Blickfeld verblindet ausschlieBlich

nach Nummern ausgewahlt. Diese StichprobengréB3e ergab sich aus dem Schnitt mit der
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geringsten Zelldichte, der Uber alle gemessenen Blickfelder tGber 28 PZs verflgte, was bei
durchschnittlich vier Blickfeldern sieben Zellen pro Blickfeld ergab.

Die vorliegenden Untersuchungen wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz von LC3B
durchgefihrt. Ein alleiniger Nachweis von Autophagosomen-gebundenem LC3B2 ist
immunhistochemisch nicht méglich, auch wenn die gangigen Antikdrper eine hdhere
Sensitivitat fiar LC3B2 als fir LC3B1 haben (175). Deshalb musste empirisch eine
Messschwelle ermittelt werden, um das ,Hintergrundrauschen® der Farbung sowie LC3B1
herauszurechnen. Diese Messschwelle wurde bei 40 von 255 Graustufen (in einem
SchwarzweiBbild der Zelle) festgelegt. Ein signalpositiver Pixel musste eine
Signalintensitat haben, die diese Messschwelle Uberschritt (>40/255), damit er in die
Messung einbezogen wurde. Die Messschwelle kann als konservativ angesehen werden,
da die Signalintensitditen in den meisten Untersuchungsobjekten 60/255 nicht
Uberschritten. Diese Tatsache ist vor dem Hintergrund relevant, dass Hirngewebe zu den
Gewebetypen gehért, die vermehrt LC3B1 exprimieren (109). Allerdings zeigte sich
zumindest in den Western Blots der hirnorganotypischen Schnittkulturen in der
vorliegenden Untersuchung nur eine schwache Anfarbung des LC3B1. Darlber hinaus
zeigt die indirekte Immunfluoreszenz trotz spezifischer Antikdrper und des regelhaften
Gebrauchs in der Autophagieforschung grundsatzlich ein ,Hintergrundrauschen®, das mit
GFP-Tagging oder transgenen Mausen mdglicherweise geringer ausgefallen ware und am
konfokalen Mikroskop korrigiert werden musste (173, 183, 184). Dies gelang, indem der
Gain so eingestellt wurde, dass der Bereich des Zellnucleus frei von LC3B-Signal war.
Dort befindet sich kein LC3B und ein dort gemessenes Signal war entweder auf die
Sensibilitdt der Lichtsensoren des Mikroskops oder das ,Hintergrundrauschen® der
Farbung zurlckzufihren. Im Soma und, soweit sichtbar, in den proximalen Dendriten (bei
Purkinje-Zellen) wurde nun die Zellflache und sowohl die Gesamtflache des LC3B-Signals
als auch die Anzahl und Flache der LC3B-Signalpartikel gemessen, sodass die Messung
vor allem Partikel einbezog, die anhand einer Voranalyse als LC3B2-gebundene

Autophagosomen identifiziert wurden.
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4.6.5 Datenanalyse

Zur Datenanalyse und Diagrammerstellung wurden SPSS (Version 25, IBM, New York,
USA) und Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation, Washington, USA) in
Zusammenarbeit mit dem Institut fir Biometrie der Charité Universitdtsmedizin Berlin
verwendet. Die Berechnung der Signifikanz der Mittelwertunterschiede der Western Blot-
Ergebnisse wurde unterlassen, da es [1] lediglich um die Bestétigung einer aus anderen
Untersuchungsmodalitdten bekannten Tendenz ging, [2] die Wahrscheinlichkeit eines a-
Fehlers damit steigen und eine a-Fehlerkorrektur nach sich ziehen wirde, die wiederum
das Risiko eines B-Fehlers bezilglich der Testung der Nullhypothese in der histologischen
Untersuchung erhéhen wirde, und auBerdem [3] eine Signifikanztestung bei einer
niedrigen Fallzahl ohnehin diskutabel ware (weitere Erdrtung in Kapitel 7.1). Als
mafgeblicher Parameter wurde wie in der Literatur Ublich die Anzahl LC3B-
immunopositiver Partikel pro Zelle gewahlt. Jedoch wurde zur Egalisierung von
Unterschieden bezlglich der Zellflache das gemessene LC3B-Signal auf die Zellflache
bezogen und somit ein LC3B-Zellflachen-Quotient [LC3B-Partikel pro Zelle/Zellflache] und
[LC3B-Flache pro Zelle/Zellflache] gebildet. Dieser LC3B-Flachenquotient sowie weitere
Auswertungen beziglich der durchschnittlichen PartikelgréBe pro Zelle und pro Zellflache
finden sich in der Appendix.

Da die statistische Signifikanz nicht mit der GréBe eines Effektes, seiner Kongruenz mit
anderen bekannten Ergebnissen oder seiner Relevanz gleichzusetzen ist, sondern
lediglich die Wahrscheinlichkeit darstellt, dass ein so extremer oder noch extremerer Wert
unter Annahme der Nullhypothese auftritt, wird die Verwendung von Signifikanztestungen
in der vorliegenden Arbeit auf das Testen der untersuchten Nullhypothese mit einer
konfirmatorischen TWO-WAY-Anova beschrankt (zu weiteren Erlauterungen siehe
Appendix ,Die Bedeutung der statistischen Signifikanz). Darlber hinaus wurden in
eingeschréanktem MaBe exploratorische ONE-WAY-Anovas durchgefiihrt, die eindeutig als
solche gekennzeichnet und deren Ergebnisse als suggestiv aufzufassen sind.

Zum Vergleich der untersuchten Purkinje-Zellen mit den Parvalbumin-positiven
Interneuronen (PVI) wurde ein Quotient aus den LC3B-Partikel-Quotienten der einzelnen
Zelltypen gebildet [LC3B-Partikel/Purkinje-Zelle / LC3B-Partikel/PVI]. Zur statistischen
Analyse der Einflussnahme der Variablen ,Zelltyp“ und ,Behandlungsdauer wurde eine
TWO-WAY-Analysis-of-Variances (ANOVA) zwecks Bestimmung des Einflusses von zwei
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kategorialen unabhangigen Variablen (Zelltyp, Behandlungsdauer) auf eine kontinuierliche
abhangige Variable verwendet und somit eine konfirmatorische Testung der Nullhypothese
vorgenommen. Das Signifkanzniveau wurde auf a = 0,05 festgelegt und die sich signifikant
unterscheidenden Paare mittels des Tukey HSD Post Hoc Tests identifiziert (185, 186).
Zusatzlich wurden mit dem Datensatz exploratorische ONE-WAY-Anovas gerechnet, um
einen Eindruck zu bekommen, was der Datensatz jenseits der Testung der Nullhypothese
an Informationen enthédlt (unabhdngige Variable waren stets die Behandlungsdauer,
abhangige Variable jeweils die Anzahl der LC3B-positiven Partikel pro Zelle bzw. pro
Zellflache). Hierbei wurden exploratorische ONE-WAY-Anovas im Gegensatz zu TWO-
WAY-Anovas angewandt, da diese die Mdglichkeit bieten, PZ und PVI separat auf den
Einfluss der Behandlungsdauer zu testen, wahrend sich mittels einer TWO-WAY-Anova
nur der Einfluss der Behandlungsdauer auf die Gesamtheit der untersuchten Zellen testen
lies. Da es sich hierbei jedoch lediglich um eine exploratorische Analyse ohne a-
Fehlerkorrektur und Testung einer Nullhypothese handelt, sollten die Ergebnisse dieser
Tests lediglich als Hinweise auf die dort gemachten Beobachtungen gewertet werden. Als
letztes wurde eine einfache lineare Regressionsanalyse mit ,Anzahl LC3B-
immunopositiver Partikel pro Zelle® als abhangige Variable und
,Bafilomycinbehandlungsdauer” als Einflussvariable separat fir PZ und PVI berechnet.
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Z=11+12 +13

Abbildung 15. Ablauf der Auswertung des Bildmaterials mit Imaged. Zunachst wurden alle Purkinje-Zellen bzw.
Parvalbumin-positiven Interneuronen seriell numeriert (oben). AnschlieBend wurden flr alle numerierten Zellen drei
nebeneinanderliegende Bildebenen ausgewahlt, auf denen der Zellkern zu sehen und zu einem Summationsbild
zusammengefasst (Mitte) war. Als né&chstes wurden 28 Purkinje Zellen und 28 Parvalbumin-positive Interneuronen aus
jedem Schnitt blind (nur nach Nummer) ausgewahlt und ausgewertet. Hierfir wurde die zu analysierende Zelle
ausgeschnitten, die Zellfliche gemessen, eine Messschwelle fir das LC3B-Signal (488nm Kanal) zum Ausschluss von
Rauschsignal und diffus cytosolischem LC3B1 angelegt. AbschlieBend wurden Anzahl und Flache der Signalpartikel
gemessen (unten). Die hier abgebildeten Zellen wurden aufgrund des Uberdurchschnittlichen Signals und somit guter
Visualisierung zu Vorfihrungszwecken ausgewahlt und entsprechen nicht dem statistisch berechneten Mittel.
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5 Ergebnisse

Wie bereits im Rahmen der Fragestellung erlautert, zielt die vorliegende Arbeit auf den
ersten direkten quantitativen Vergleich der Autophagosomenbildung zweier
unterschiedlicher Nervenzelltypen im gleichen organotypischen Mikromilieu ab. Da die
Anzahl vergleichbarer Arbeiten zur Autophagie in cerebelldren hirnorganotypischen
Schnittkulturen gering ist, gilt es zunachst, die Validitat des Versuchsansatzes bzw. des
experimentellen Systems zu testen, indem zur Feststellung von Abweichungen der
experimentellen Variablen von bisher bekannten Verhéltnissen getestet wird.

Hierzu erfolgt erstens eine quantitative Gegentberstellung der gewahlten Kulturform mit
direkt aus einer dem Kulturalter entsprechenden Maus gewonnenen Proben zur
Einschatzung der quantitativen GréBenordnung der Autophagosomenzahl, in denen sich
die Schnittkultur im Vergleich zur normal entwickelten Maus bewegt. Hierbei handelt es
sich vereinfacht um die Frage, inwieweit eine aus Schnittkulturen erarbeitete quantitative
Aussage Uber den Autophagosomenstatus und die Autophagosomenbildung auf Mause
Uberhaupt Ubertragbar ist (5.1).

Darlber hinaus wird zweitens die Frage zu beantworten sein, inwieweit kleine Variationen
der Kulturdauer von wenigen Tagen die Vergleichbarkeit der Schnittkulturen beeinflussen
und wie stabil die Autophagie in cerebellaren organotypischen Schnittkulturen Uber eine

Dauer von zwei Wochen ist (5.2).

Angesichts der in der Einleitung vorgetragenen Unterscheidung zwischen basaler und
induzierter Autophagie qilt es drittens, zu testen, ob die Kulturbedingungen in vitro schon
Stressreiz genug sind, um die Autophagie so stark zu induzieren, dass man nicht mehr
von einer Untersuchung der basalen Autophagosomenbildung ausgehen kann (5.3).

Viertens stellt sich die Frage, ob und ggf. in welchen Konzentrationen bzw. Uber welche
Behandlungszeiten die Substanz Bafilomycin B1 verwendet werden muss, um einen
ausreichenden Wirkungsgrad (im maximalen Bereich) fir die Untersuchung zu erreichen
und auch eine Aussage Uber das richtige Wirkungszeitfenster zu machen. Das Pharmakon
Bafilomycin B1 soll in der vorliegenden Arbeit die Messung der Rate der
Autophagosomenbildung bzw. des Autophagosomenstatus durch eine Blockade von deren
Abbau ermdglichen (5.4).
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Als finfte Fragestellung soll die qualitative Wirkung eines zweiten Pharmakons, des PI3K-
Hemmers 3-Methyladenin, untersucht werden. Hierdurch lasst sich zum einen weiter
untersuchen, ob auch der Autophagosomenabbau im cerebellaren organotypischen
Schnitt den bisher bekannten Regeln folgt und ob in der Autophagieforschung verbreitete
Pharmaka auch in dieser Modalitat vergleichbare Wirkungen zeigen. Zum anderen lasst
sich prifen, ob die Kulturbedingungen die Autophagiemaschinerie im Schnitt so stark
supprimieren, dass sie ,auf niedrigster Flamme l|auft* und eine Untersuchung dadurch

entweder unverhaltnismaiig schwer oder aber wenig reprasentativ ware (5.5).

AbschlieBend soll die eigentliche Fragestellung, namlich neuronentypspezifische
quantitative Unterschiede in der Autophagosomenbildung, experimentell geprift werden
(5.6).

Zwar werden die ebenfalls bestimmten LC3B2/LC3B1-Quotienten der Kapitel 5.1 bis 5.5 in
den jeweiligen Kapiteln zusammenfassend erwahnt. Die ausfihrlichere Darstellung dieser
Quotienten findet, wie im Methodenteil bereits beschrieben, zur Wahrung der
Ubersichtlichkeit und Verstandlichkeit der Ergebnisdarstellung gesondert in einer Appendix
statt (Kapitel 7).

5.1 Vergleich der Autophagosomendichte zwischen hirnorganotypischen
Kleinhirnschnitten und Kleinhirnproben von altersentsprechenden
Mausen

Begonnen wurde mit einem Vergleich der Autophagosomenanzahl zwischen Proben aus
hirnorganotypischen Schnittkulturen und Proben, die direkt aus Mausen gewonnen wurden
und die somit keine Exposition in vitro erfahren haben. Berlcksichtigt man, dass
cerebellare Schnitte, aus Mausen am zehnten postnatalen Tag enthommen (P10), die
beste Entwicklung in der hirnorganotypischen Kultur zeigen, und dass nach Abschluss der
Praparation zehn bis zwélf Tage in Kultur folgen sollten, um Zeit far ausreichend
Regeneration und Reorganisation zu lassen, begannen die experimentellen
Untersuchungen also 20 bis 22 Tage nach der Geburt der Maus (P20 — P22). In der
vorliegenden Untersuchung wurden (mit Ausnahme der Untersuchungen, in denen

anderes angegeben ist) Schnittkulturen mit einem Alter von P22 bis P25 verwendet.
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Diesen wurden Kleinhirnhomogenisate gegentbergestellt, die direkt aus Mausen mit dem
entsprechenden postnatalen Alter gewonnen wurden und neben dem Vermis noch Teile
der Hemispharen enthielten.

Zum Vergleich der Autophagosomengehalte der Proteinextrakte wurden Western Blots
von jeweils sechs Schnitten und sechs Mausproben durchgeftihrt (n = 6, Abb. 16, M =
Maus, S = Schnitt). Zusatzlich wurden neben dem Zeitpunkt P22 auch noch P29 und P36
untersucht, um einen besseren Eindruck zu bekommen, ob es eine konstante und
reproduzierbare quantitative Beziehung zwischen der Schnittkultur und der direkt aus der
Maus gewonnenen Probe gibt. Insgesamt wurden also 18 Schnitte und 18 Mausproben im
Western Blot untersucht. Dabei wurden die jeweils zu vergleichenden Proben (S1-M1, S2-
M2, S3-M3 etc.) zunachst in Bezug auf ihre Actinkonzentration untersucht. Das
Auftragungsvolumen fir den Probenvergleich sollte anhand der Actinkonzentration
adjustiert werden, damit gemessene Proteindichten nicht aufgrund unterschiedlicher
allgemeiner Proteinkonzentrationen der Proben stark auseinandergehen (genauer siehe
Kapitel 4.6.2.1). Nachdem der Western Blot in den adjustierten Probenvolumina mit
Bestimmung des LC3B sowie des Actin durchgefihrt wurde, konnte nach dem Scannen
entwickelter Filme ein Quotient aus der optischen Dichte der Banden des
Autophagosomen-gebundenen LC3B2 (14 kDa im Unterschied zum cytosolischen LC3B1
mit 16 kDa) und der optischen Dichte der Actinbanden (42 kDa) gebildet werden. Durch
diese Normalisierung konnten gemessene Werte nochmals im Hinblick auf Unterschiede
in Zell- und Gesamtproteingehalt korrigiert und so die Vergleichbarkeit erhéht werden.

Dieser Versuch flhrte zu zweierlei Ergebnissen, die in den Abbildungen 16 und 17 sowie
der Tabelle 6 dargestellt sind. Die Abbildungen zeigen einen deutlichen Unterschied
zwischen den Proben aus den Schnittkulturen und denen aus gleichaltrigen Mausen.
Dabei ergab sich eine quantitative Beziehung, bei denen der LC3B2/Actin-Mittelwert der
Mausproben jeweils den der Kulturproben um den Faktor 3,1 (P22), 1,7 (P29) und 2,4
(P36) Ubersteigt. Die genauere Darstellung der Ergebnisse der LC3B2/LC3B1-Quotienten
findet sich in Kapitel 7.1 (Appendix).

88



Tabelle 6. Vergleich der Mittelwerte der LC3B2/Actin-Quotienten (mit Standardabweichungen) zwischen cerebellarem

hirnorganotypischem Schnitt und cerebellarem Homogenisat aus gleichaltrigen Mausen.

N =6 | Schnitt Maus Unterschiedsfaktor
P22 | 0,67 (0,28 —1,06) 2,06 (1,1 —3,02) 3,1
P29 | 0,80 (0,65 —0,95) 1,35 (1,03 - 1,67) 1,7
P36 | 0,57 (0,42 -0,72) 1,39 (1,28 — 1,5) 2,4

Die Untersuchung der LC3B2/LC3B1-Quotienten zeigte ein spiegelbildliches Ergebnis zu

dem LC3B2/Actin-Quotienten, bei dem die Werte der Schnitte diejenigen der Mause um

ein Vielfaches Uberstiegen. Dies ist bei einem starken Abfall des LC3B2-Gehalts (optische

Dichte x Flache der Banden) gegentiber den Mausproben insbesondere auf einen noch

starkeren Abfall des LC3B1-Gehalts zurlickzufihren, wie er in den Abbildungen der

Western Blots (16 A — C) zu entnehmen ist. In Abbildung 17 ist im direkten Vergleich

zwischen Schnitt und Maus der Schnitt stets gleich 100% gesetzt und der Wert der

Mausprobe hierzu ins Verhaltnis gesetzt worden. Die hohe Standardabweichung bei den

Ergebnissen der Schnitte P22 ist auf eine groBe Streuung bei niedriger Fallzahl

zurUckzufuhren.
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Abbildung 16. Vergleich des LC3B2/Actin-Wertes nach Western Blots von hirnorganotypischen Schnittkulturen
(S) und Proben aus Mausen (M) gleichen Alters (siche Text). N = 6. Gegenibergestellt wurden Kleinhirnproben mit
einem Alter von P22, P29 und P36. Die Schnittkanten der zusammengesetzten Western Blots sind mit schwarzen Linien
markiert. Die Anpassung der Probenvolumina erfolgte M1 — S1, M2 — S2 usw. Unten: Deskriptive Darstellung der
Mittelwerte mit Standardabweichung. Zu erkennen ist ein deutlicher quantitativer Unterschied zwischen Schnittkulturen
und Maushomogenisaten jenseits der Standardabweichungen. Mittelwerte fiir Schnitte: P22 0,67 (0,28 — 1,06), P29 0,80
(0,65 — 0,95) und P36 0,57 (0,42 — 0,72); Werte fur Mause: P22 2,06 (1,1 — 3,02), P29 1,35 (1,03 — 1,67) und P36 1,39
(1,28 — 1,5). Anhand der MolekilgréBe kann man im Western Blot zuverlassig das cytosolische LC3B1 (16 kDa) von
dem Autophagosomen-gebundenen LC3B2 (14 kDa) unterscheiden. Bei den Kratzern liber den LC3B-Banden in P29
S4/5 handelt es sich um Artefakte, die aufgrund des Messfeldes, das eng um die schwarzen Banden gezogen wurde
keinen wesentlichen Einfluss auf die Auswertung nehmen.
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Es bleibt festzuhalten, dass der untersuchte LC3B2/Actin-Quotient in den Schnittkulturen
unterhalb des Niveaus von direkt aus Tieren entnommenen Proben lag. Dieses Resultat
ist  unabhangig von der Kulturdauer im Rahmen der ersten 26 Tage nach

Schnittpréparation.
£ £ £ 250 -
£ 250 c 1501 £ 200 -
g 2% < 100 < 150 -
o 150 a >
m o m 100
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Schnitt vs Maus P22 Schnitt vs Maus P29 Schnitt vs Maus P36

Abbildung 17. Gegeniiberstellung der relativen Unterschiede der Mittelwerte der LC3B2/Actin-Quotienten
zwischen cerebelldrem hirnorganotypischem Schnitt und cerebellarem Homogenisat gleichaltriger Mause. Die
Werte der Schnitte wurden jeweils gleich 100% gesetzt und dann das Verhéltnis der Mausprobenhomogenisate hierzu

berechnet. Wie in Abbildung 16 ist ein deutlich hdherer LC3B2/Actin-Quotient der Mausproben gegeniiber den
Schnittkulturproben zu erkennen.

5.2 Einfluss der Kulturdauer auf die Autophagosomenanzahl

Als nachstes wurde untersucht, ob die Kultivierungsdauer einen Einfluss auf die
quantitative Untersuchung von Autophagosomen in der hirnorganotypischen Schnittkultur
hat und somit einen Stdrfaktor in der beabsichtigten Untersuchung darstellt. Hierfr
wurden jeweils sechs Schnittkulturen fir 12 (P22), 19 (P29) und 26 (P36) Tage kultiviert
und anschlieBend im Western Blot auf den LC3B2/Actin- und LC3B2/LC3B1-Quotienten
untersucht (Abb. 18, Tabelle 7). Die genauere Darstellung der Ergebnisse der
LC3B2/LC3B1-Quotienten findet sich in Kapitel 7.2 (Appendix).
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Abbildung 18. Einfluss der Kultivierungsdauer von cerebelldren hirnorganotypischen Schnittkulturen aus der
Maus auf den gemessenen LC3B2/Actin-Quotienten im Rahmen von maximal 26 Kultivierungstagen. N = 6. A:
Ergebnisse des Western Blots. Die Schnittkanten der zusammengesetzten Western Blots sind mit schwarzen Linien
markiert. Die Auftragungsvolumina wurden wie im Methodenteil bescchrieben angepasst. Hier mit aufgefiihrt sind die
jeweiligen Actinbanden nach Korrektur der Auftragungsvolumina, die zur Ermittlung des LC3B2/Actin-Quotienten
herangezogen wurden. B: Darstellung der Mittelwerte des LC3B2/Actin-Quotienten mit Standardabweichung als absolute
Werte und in relativem Verhéltnis, wobei P22 gleich 100% gesetzt wurde. LC3B2/Actin: P22: 1,15 (0,75 — 1,55), P29:
1,04 (0,74 — 1,34), P36: 0,89 (0,72 — 1,06). Es ist kein Unterschied jenseits der Standardabweichungen (ber die
Kulturdauer hinweg zu erkennen.

Tabelle 7. Vergleich der Mittelwerte des LC3B2/Actin-Quotienten (mit Standardabweichungen) in cerebelldren
hirnorganotypischen Schnittkulturen nach unterschiedlicher Kultivierungsdauer.

N=6 P22 P29 P36
Absolut | 1,15 (0,75 - 1,55) 1,04 (0,74 —1,34) 0,89 (0,72 - 1,06)
Relativ 100% 90% 77%

Wie in Abbildung 18 zu sehen, ist bei dem LC3B2/Actin-Verhéltnis eine leichte Tendenz
zur Abnahme vor allem jenseits von P29 zu beobachten, jedoch mit geringer Effektstarke
und sich Uberlappenden Standardabweichungen. Bei dem LC3B2/LC3B1-
Konversionsindex  zeigte sich kein relevanter Unterschied zwischen den
Kultivierungszeiten — jedoch erneut mit groBer Streuung. In der Zusammenschau beider
Quotienten, bei der sich trotz groBer Streuung bei den ohnehin nur eingeschrankt
interpretierbaren LC3B2/LC3B1-Werten ein gemeinsamer Trend zeigte, lie3 sich eine tber
einige Tage variable Kultivierungsdauer als gravierender Stdrfaktor einer Untersuchung

des Autophagosomenstatus an cerebellaren Schnittkulturen ausschlieBen.
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5.3 Induzierbarkeit der Autophagosomenbildung im hirnorganotypischen
Schnitt

Zunachst war zu Uberprifen, ob sich die Methode der hirnorganotypischen Schnittkultur
zur Untersuchung der Autophagosomenanzahl Gberhaupt eignet. Kontemporare Modelle
der  Autophagiemaschinerie  stellen ihre Rolle als  Stressantwort und
Uberlebensmechanismus besonders heraus (vgl. (73)). In diesen Modellen spielen die
Praparationsnarbe, die traumatische Reorganisation mit Abflachung, Zellverlust und
Gliaproliferation sowie die Ernahrung der Schnitte Uber Diffusion eine nicht unwesentliche
Rolle (6, 8, 11, 12). Somit galt es zu prifen, ob die cerebelldren Schnittkulturen sich in
einem Zustand der starken Aktivierung der Autophagie oder aber umgekehrt der
Suppression (s. 5.5) befinden und die Messung der Autophagosomen damit lediglich einen
reaktiven Zustand darstellen wirde. Die genauere Darstellung der Ergebnisse der
LC3B2/LC3B1-Quotienten findet sich in Kapitel 7.3 (Appendix).

Zur Uberprifung dieser Frage wurde =zundchst getestet, ob sich der
Autophagosomenstatus, gemessen (Uber die LC3B2/Actin-Quotienten, durch [1]
metabolischen Mangel, wobei das Nahrmedium durch nahrstofffreies PBS ersetzt wurde,
bzw. [2] pharmakologische Manipulation mittels einer Einmalgabe von 500 nM Rapamycin
Uberhaupt noch induzieren lasst. Um zu verhindern, dass eine eventuelle Induktion der
Autophagiemaschinerie durch eine gesteigerte Degradation sofort abgefangen wirde und
somit nicht messbar ware, wurde zusatzlich das Makrolidantibiotikum Bafilomycin B1 (s.
3.3.3 und 4.4), das die Fusion von Autophagosomen mit Lysosomen und damit deren
konsekutiven Abbau verhindert, in der Ublichen Konzentration von 100 nM verwendet.
Entsprechend wurden jeweils drei Schnitte mit 100 nM Bafilomycin in normalem
Kulturmedium (Kontrolle), 100 nM Bafilomycin in né&hrstofffreiem PBS (metabolische
Induktion) und 100 nM Bafilomycin mit 500 nM Rapamycin in normalem Kulturmedium
(pharmakologische Induktion) fir zwei Stunden inkubiert und anschlieBend tber Western
Blots analysiert (Abb. 19 und Tabelle 8; n = 3).
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Abbildung 19. Induzierbarkeit der Autophagosomenbildung in cerebelldren hirnorganotypischen Schnittkulturen
aus der Maus (siehe Text). N = 3. Jeweils drei Schnitte wurden im Alter von 24 bzw. 25 Tagen entweder mit 100 nM
Bafilomycin in Nahrmedium (Kontrolle) oder mit 100 nM Bafilomycin in n&hrstofffreiem PBS bzw. 500 nM Rapamycin
plus 100 nM Bafilomycin in Ndhrmedium flr zwei Stunden behandelt. A: Western Blots: die Schnittkanten der
zusammengesetzten Western Blots sind durch eine schwarze Linie markiert; neben den LC3B-Banden wird die
Actinbande nach Korrektur der Auftragungsvolumina angegeben. B: Ergebnisse der Auswertung der Blots mit ImageJ.
Es ergaben sich Mittelwerte des LC3B2/Actin-Quotienten (mit Standardabweichung) von 0,87 (0,81 — 0,93), 1,5 (1,27 —
1,73) und 1,48 (1,39 — 1,57) fir die Kontrollen (Ko), die PBS-Behandlung und die Rapamycin-Behandlung. Zu erkennen
ist eine deutliche Zunahme des LC3B2/Actin-Quotienten jenseits der Standardabweichungen nach Behandlung mit
Rapamycin bzw. Kultivierung in ndhrstofffreiem PBS gegentber der Kontrolle.

Tabelle 8. Mittelwerte und Standardabweichung des LC3B2/Actin-Quotienten nach Behandlung mit PBS und
Bafilomycin (metabolische Induktion), Rapamycin und Bafilomycin (pharmakologische Induktion) sowie Kontrollen (nur

Bafilomycin).
N=3 Medium + Baf PBS + Baf Medium + Rap + Baf
Absolut 0,87 (0,81 —0,93) 1,5(1,27 - 1,73) 1,48 (1,39 - 1,57)
Relativ 100% 172% 170%

Daraus ergibt sich eine Induzierbarkeit der Autophagie in den Schnittkulturen um 70-72%
im Bezug auf den LC3B2/Actin-Quotienten, die in Abbildung 19 klar ersichtlich und auch
mit den ermittelten LC3B2/LC3B1-Quotienten vereinbar ist.
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5.4 Pharmakologische Manipulation mit Bafilomycin B1

Nachdem die Induzierbarkeit der cerebellaren hirnorganotypischen Schnittkulturen
experimentell untersucht worden war, wurden als néachstes die zu applizierende
Konzentration und die Behandlungsdauer des Makrolidantibiotikums Bafilomycin B1
ermittelt. Dieses Pharmakon hemmt die Fusion von Lysosomen mit Autophagosomen und
deren konsekutiven Abbau und ermdglicht es so, deren Akkumulation Uber die Zeit als
MaB flr die Autophagosomenbildung darzustellen. Eine wesentliche Voraussetzung
hierflr ist, die Anzahl der aufgrund ihrer Degradation nicht darstelloaren Autophagosomen
zu minimieren, indem das Wirkmaximum von Bafilomycin angewendet wird.
Orientierungspunkt bei der Austestung dieses Wirkmaximums und der Behandlungsdauer
waren die gangig verwendeten Konzentrationen im submikromolaren Bereich und ein
Behandlungszeitraum von wenigen Stunden bis zu einem Tag. Aufgrund der héheren
Gewebedichte und den in den organotypischen Kulturen vorhandenen Gliazellen im
Vergleich zu primaren Neuronenkulturen wurde vermutet, dass eine etwas hdhere
Konzentration bendtigt wirde, weshalb mit 100 nM Bafilomycin begonnen wurde. Darlber
hinaus wurde unser Versuchsansatz auf maximal 24 Stunden begrenzt, da ab einer
Behandlungszeit von 18 Stunden Uber signifikante Disruptionen des Zellmetabolismus
berichtet wurde (109).

Die genauere Darstellung der Ergebnisse der LC3B2/LC3B1-Quotienten findet sich in
Kapitel 7.4 (Appendix).

95



100nh 200nM 400nM

A Baf1 Ko1 Baf2 Ko2 Baf3 Kod Bafl Ko1 Baf? Ko2 Bafd Ko3 Bafl Kol Baf? Ko2 Baf3 Ko3
ey, - ’ - - LC3B1(16kDa)
-a—-—--—--—-_-_---_-_qm:tazmatkna]

---—----___-‘ — . e g Actin (42kDa)

B 1.4 350
1.2 300
s 1 £ 250
E 0.8 E
3 ° £ 200
5 0.6 <150
m
- o4 g 100
0,2 = 50
0 0
Baf Ko Baf Ko Baf Ko Baf Ko Baf Ko Baf Ko
100 ni 200 nM 400 nM 100 n 200 nM 400 ni

Abbildung 20. Bestimmung der zu verwendenden Bafilomycinkonzentration. N = 3. A: Zusammengesetzter
Western Blot nach Behandlung von Schnittkulturen mit 100, 200 oder 400 nM Bafilomycin fiir acht Stunden vs.
Kontrollen (Ko). Die Schnittkanten der zusammengesetzten Western Blots sind mit schwarzen Linien markiert. Zusétzlich
abgebildet sind die Actinbanden nach Korrektur der Probenvolumina wie im Methodenteil beschrieben. B: Darstellung
der LC3B2/Actin-Werte mit Standardabweichung. Jeweils Kontrolle vs. Behandlung: 100nM: 0,35 (0,32 — 0,38) => 0,95
(0,77 — 1,13); 200nM: 0,48 (0,35 — 0,61) => 1,23 (1,14 — 1,32); 400nM 0,39 (0,26 — 0,52) => 0,98 (0,86 — 1,1). Zu
erkennen ist eine Zunahme des LC3B2/Actin-Quotienten jenseits der Standardabweichungen nach Behandlung mit
Bafilomycin jeder Konzentration. Dabei bleibt die relative Zunahme gegeniiber den Kontrollen &hnlich bei jeder der drei
verwendeten Konzentrationen.

Es wurden jeweils drei Schnitte (P23 bis P25; n = 3) mit 100, 200 und 400 nM Bafilomycin
B1 (in DMSO) fur acht Stunden behandelt und mit entsprechenden Kontrollen (DMSOQO)
verglichen (Abb. 20). Hieraus ergaben sich die in Abbildung 20 sowie Tabelle 9

dargestellten Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen.

Tabelle 9. Mittelwerte und Standardabweichung des LC3B2/Actin-Quotienten nach Behandlung mit 100, 200 oder 400

nM Bafilomycin sowie Kontrollen.

N=3 Kontrolle Bafilomycin Unterschiedsfaktor
100 nM 0,35 (0,32 - 0,38) 0,95 (0,77 — 1,13) 2,7
200 nM 0,48 (0,35 -0,61) 1,23 (1,14 -1,32) 2,6
400 nM 0,39 (0,26 — 0,52) 0,98 (0,86 — 1,1) 2,5

Es zeigten sich nur geringe Differenzen in der relativen Wirkstarke zwischen den
verschiedenen Konzentrationen: nach Beurteilung anhand des LC3B2/Actin-Verhaltnisses

war die starkste Differenz bei 100 nM (Faktor 2,7) zu sehen. Hierbei ist zu beachten, dass
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die Auftragungsvolumina der Proben nur fir die jeweils zugeordnete Kontrolle anhand
ihrer Actinkonzentration adjustiert wurden (100 nM - Ko 100 nM, 200 nM - Ko 200 nM etc.)
und nicht Uber alle Konzentrationen hinweg (100 nM - 200 nM - 400 nM). Mit diesem
Ansatz kann aus den absoluten Werten bezlglich der Wirkstarke der
Bafilomycinkonzentration keine valide vergleichende Schlussfolgerung gezogen werden.
Deshalb wurde stattdessen der jeweilige Faktor ermittelt, um den der LC3B2/Actin-
Quotient nach Bafilomycineinsatz anstieg, um damit eine Aussage Uber die relative

Wirkungsstéarke der Bafilomycinkonzentrationen zu generieren.

Anhand dieser Ergebnisse entschieden wir uns, fir weiterfiihrende Versuche Bafilomycin
B1 in einer Konzentration von 100 nM zu verwenden. Eine mdglichst geringe

Konzentration sollte zudem unspezifische Off-Target-Effekte minimieren.

Als zweites wurde die Behandlungsdauer mit Bafilomycin ermittelt, indem jeweils drei
Schnitte (P21) mit 100 nM Bafilomycin B1 fur 3, 6, 12 und 24 Stunden behandelt und mit
unbehandelten Kontrollen (DMSO) verglichen wurden (Abb. 21, Tabelle 10). Es ist
allerdings zu beachten, dass erneut nur die Auftragungsvolumina zwischen Probe und
Kontrolle angepasst wurden (3h: Baf - Ko, 6h: Baf - Ko etc.) und nicht UGber die
gesamenten Behandlungszeiten hinweg (3 h - 6 h - 12 h - 24 h). Damit lassen sich aus der
Western Blot-Analyse sowie den Proteinquotienten erneut keine direkten Aussagen Uber
eine zeitliche Entwicklung treffen. In allen Diagrammen, in denen eine solche Anpassung
der Probenvolumina nur zwischen Probe und Kontrolle eines Behandlungszeitpunktes,
nicht aber Uber die gesamte Behandlungsdauer hinweg erfolgte — ein Vergleich in der
Zeitachse also schwieriger ist - wurden gestrichelte Linien verwendet. Allerdings lassen
Zu- und Abnahme der relativen Wirkung im Vergleich zu den Kontrollen, Zeitpunkt des

Wirkmaximums und Beginn des Wirkungsverlusts erkennen.

Tabelle 10. Wirkung von Bafilomycin Uber die Zeit auf die LC3B2/Actin-Quotienten. Errechnete Mittelwerte mit
Standardabweichungen und relativen Veranderungen.

Behandlungsdauer | Kontrolle 100 nM Bafilomycin Anstieg durch
(100 nM Baf) Bafilomycin (%)

3h 0,49 (0,45 -0,53) 0,66 (0,58 — 0,74) 35%

6 h 0,60 (0,46 — 0,74) 1,18 (0,95 - 1,41) 96%

12h 0,26 (0,24 — 0,28) 1,01 (0,98 — 1,04) 288 %
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24 h 0,68 (0,51 — 0,85) 2,02 (1,64 —2,4) 197%

Abbildung 21 zeigt, dass das Wirkmaximum (die starkste Zunahme von Autophagosomen
bzw. dem LC3B2/Actin-Quotienten im Vergleich zur Kontrolle) in der vorliegenden
Untersuchung nach zwdlf Stunden erreicht wurde. Aufgrund dieses Ergebnisses und der
zunehmenden Gefahr der Vitalitdtsstérung durch langerfristige Beeinflussung der
Autophagiemaschinerie sowie zunehmender unspezifischer Effekte bei einer Behandlung
mit Bafilomycin Gber 18 Stunden hinweg wurden die nachfolgenden Untersuchungen mit
Bafilomycin auf einen Behandlungszeitraum von maximal zwdlf Stunden bei einer

Konzentration von 100 nM beschrankt (109).
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Abbildung 21. Einfluss der Behandlungsdauer mit 100 nM Bafilomycin B1 auf den LC3B2/Actin-Mittelwert mit
Standardabweichung in hirnorganotypischen Schnittkulturen aus der Maus. N = 3. Jeweils drei Schnitte (P21)
wurden mit 100 nM fur 3, 6, 12 und 24 h behandelt und mit Kontrollen (Ko) verglichen, deren Probenvolumina wie im
Methodenteil beschrieben angepasst wurden. A: Darstellung der zusammengeschnittenen Western Blots inkl. der
Actinbanden nach Anpassung der Probenvolumina. Die Schnittkanten sind mit schwarzen Linien markiert. B: Darstellung
der absoluten und relativen ermittelten LC3B2/Actin-Mittelwerte mit Standardabweichung im Vergleich zu den Kontrollen.
Man beachte die gestrichelte Linie als Zeichen dafirr, dass die Auftragungsvolumina nicht tGber die Behandlungszeiten
hinweg angepasst wurden und somit nicht direkt vergleichbar sind. Zu erkennen ist eine Zunahme des LC3B2/Actin-
Quotienten jenseits der Standardabweichung gegenlber den Kontrollen zu jeder Behandlungszeit mit einem Maximum
bei zw6lf Stunden.
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5.5 Pharmakologische Manipulation mit 3-Methyladenin

Es folgte eine weitere, die letzte Voruntersuchung mit einem weiteren Pharmakon. Der
Test mit dem PI3K-Inhibitor 3-Methyladenin (3-MA), der die Bildung neuer

Autophagosomen hemmen soll (s. Kapitel 3.3.3), diente zweierlei Zielen.

Erstens ging es darum zu ermitteln, inwiefern der Autophagiestatus der
hirnorganotypischen Schnittkulturen als basaler Autophagiestatus im Gegensatz zu
induzierter oder supprimierter Autophagie anzusehen ist. Bisher wurde lediglich mit Hilfe
von Rapamycin untersucht, ob sich die Autophagosomenbildung in den Schnittkulturen
induzieren lasst und sich deshalb noch nicht auf maximal induziertem Niveau bewegt.
Zweitens sollte die Behandlung der Schnitte mit einem zweiten gangigen Pharmakon, das
nicht wie Bafilomycin den Abbau von Autophagosomen, sondern im Gegensatz dazu ihre
Bildung beeinflusst, dem Nachweis dienen, dass die Autophagie sich auch in dieser
Untersuchung den verbreiteten Methoden in der Autophagieforschung entsprechend

manipulieren lasst. Dies wirde die Validitat der vorliegenden Untersuchung starken.

HierfGr wurden jeweils drei Schnitte (P22) fir 1, 2 und 6 h mit 3 mM 3-MA behandelt und
mit drei Kontrollen gleichen Alters verglichen. Die Auswahl der Konzentration und
Behandlungsdauer orientierten sich an eigenen Erfahrungen und variierten ausschlie3lich
in der Behandlungsdauer (9, 178). Es ist auch hier zu berlcksichtigen, dass die absoluten
Werte der 3-MA-Untersuchung nicht Uber die Behandlungszeiten hinweg vergleichbar
sind, weil die Auftragungsvolumina lediglich zwischen behandelter Probe und Kontrolle
innerhalb eines Behandlungszeitpunktes (3-MA - Ko) und nicht Uber die
Behandlungszeitpunkte hinweg (0 h - 2 h - 6 h) angepasst wurden. Dies wurde in
Abbildung 22 erneut mit gestrichelten Linien dargestellt. Der Versuch ergab die in Tabelle
11 dargestellten Werte. Eine Darstellung der Ergebnisse der LC3B2/LC3B1-Quotienten
findet sich in Kapitel 7.5 (Appendix).

Es zeigte sich ein durch 3-MA im Vergleich zu den Kontrollen supprimierbarer

LC3B2/Actin-Quotient jenseits der Standardabweichungen. Das Wirkmaximum lag bei 6 h
mit einem Abfall um 60% nach Inkubation mit 3-MA im Vergleich zur Kontrolle.
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Tabelle 11. Wirkung von 3-MA Uber die Zeit auf die LC3B2/Actin-Quotienten. Dargestellt sind die errechneten Mittelwerte

mit Standardabweichungen und relativen Veranderungen (Behandlung vs. Kontrolle).

Behandlungsdauer | Kontrolle 3 mM 3-MA Suppression (in %
des Kontrollwertes)
nach 3-MA um

1h 1,26 (0,99 — 1,53) 0,69 (0,47 — 0,91) 55%

2h 1,56 (0,95 - 2,17) 0,53 (0,24 - 0,82) 34%

6 h 2,93 (2,06 - 3,8) 1,18 (1,01 —1,35) 40%
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Abbildung 22. LC3B2/Actin-Mittelwerte mit Standardabweichung in cerebelldaren hirnorganotypischen
Schnittkulturen nach Behandlung mit 3 mM 3-Methyladenin (3-MA) fiir 1 , 2 und 6 Stunden sowie Kontrollen (Ko).
N = 3. A: Zusammengesetzte Western Blots inklusive der Actinbanden nach Korrektur der Auftragungsvolumina wie im
Methodenteil beschrieben. Die Schnittkanten sind mit schwarzen Linien markiert. B: LC3B2/Actin-Quotient aus
Mittelwerten mit Standardabweichung (siehe Tabelle und Text). Man beachte, dass die Auftragungsvolumina nicht Uber
die Behandlungszeiten hinweg angepasst wurden und die absoluten Werte damit nicht direkt vergleichar sind. Deshalb
wurden gestrichelte Linien zur Verbindung gewahlt. Verglichen werden sollten lediglich die relative Wirkung der 3-MA-
Behandlung im Vergleich zu den Kontrollwerten (ber die Zeit. Zu erkennen ist eine Abnahme des LC3B2/Actin-
Quotienten jenseits der Standardabweichung nach Behandlung mit 3-MA im Vergleich zu den Kontrollen zu jeder
Behandlungszeit.
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5.6 Neuronentyp spezifische quantitative Unterschiede in der
Autophagosomenbildung

Die Zahl der Schnitte und

analysierten Zellen des cerebelldren vermalen Lobulus VIII wird in Tabelle 12 fur jede

Insgesamt wurden 1344 cerebellare Neurone analysiert.

Behandlungsdauer mit 100 nM Bafilomycin B1 aufgelistet. Dabei wurden alle in den
mikroskopierten Blickfeldern erkennbaren Zellen numeriert und dann wurde aus den
numerierten Zellen eine Stichprobe gebildet. Die GréBe der Stichprobe wurde anhand des
Schnittes mit der niedrigsten Nervenzellzahl festgelegt, weil dieser die StichprobengréBe
nach oben begrenzte (Schnittnr. 43 - 58 Zellen, davon 28 PZs/Purkinje-Zellen und 30
PVls/Parvalbumin-positive Interneuronen). Aus diesem Grund wurde pro Schnitt aus
insgesamt drei bis finf mikroskopischen Blickfeldern in einer 63fachen VergréBerung eine
Stichprobe von 28 Zellen jedes Typs ausgewahlt. Daraus ergibt sich, dass insgesamt 2520
Zellen primar in den Blickfeldern vorhanden waren und davon 1344 Nervenzellen zufallig
anhand ihrer designierten Nummer im Rahmen einer Einzelzellanalyse in die Stichprobe

einbezogen wurden:

Tabelle 12. Liste der verwendeten Versuchstiere, Schnitte, Gesamtzahl der mikroskopierten Zellen und Anzahl der

analysierten Zellen.

Behandlungsdauer | Schnittnr. Mausnr. Anzahl an

mit 100nM nummerierten | Stichprobe

Bafilomycin B1 Zellen (PZ + | (PZ + PVI)

PVI)

Oh 43 12.3 58 (28 + 30) | 56 (28 + 28)
54 15.2 64 (30 + 34) | 56 (28 + 28)
55 16.3 66 (33 + 33) | 56 (28 + 28)
58 19.1 83 (42 + 41) | 56 (28 + 28)
59 20.1 142 (80 + 62) | 56 (28 + 28)
60 19.2 100 (49 + 51) | 56 (28 + 28)

3h 19 6.1 81 (31 + 50) | 56 (28 + 28)
25 8.1 124 (78 + 46) | 56 (28 + 28)
26 9.1 140 (84 + 56) | 56 (28 + 28)
40 13.2 86 (36 + 50) | 56 (28 + 28)
52 17.2 8 (51 +47) | 56 (28 + 28)
62 21.1 113 (46 + 67) | 56 (28 + 28)

6 h 29 9.2 116 (48 + 68) | 56 (28 + 28)
34 11.1 106 (49 + 57) | 56 (28 + 28)
35 12.1 100 (51 + 49) | 56 (28 + 28)
46 15.1 113 (55 + 58) | 56 (28 + 28)
65 21.2 122 (52 + 70) | 56 (28 + 28)
66 22.2 133 (59 + 74) | 56 (28 + 28)

12h 70 23.3 102 (28 + 74) | 56 (28 + 28)
79 24.3 123 (56 +67) | 56 (28 + 28)
80 25.3 118 (62 + 56) | 56 (28 + 28)
82 27.3 124 (68 + 56) | 56 (28 + 28)
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90 29.3 124 (60 + 64) | 56 (28 + 28)

91 30.3 143 (57 + 86) | 56 (28 + 28)
Gesamt 24 19 2520 (1173 + | 1344 (672 +

(Schnitte) (Mause) 1347) 672)

Abbildung 23 dient der
Cytoarchitektur des cerebellaren Cortex.

Ubersicht Uber die verwendete Parvalbuminfarbung der

Abbildung 23. Parvalbuminfarbung des cerebelliren Cortex in einem hirnorganotypischen Schnitt. Der
dreischichtige Aufbau ist angedeutet (gestrichelte Linien). Der cerebelldare Cortex organisiert sich um das Stratum
purkinjense (SP) herum, das aus einer bis zwei Reihen von groBen Purkinje-Zellen (30-40 pm) besteht (dicke Pfeile).
Oberflachlich zum SP liegt das Stratum moleculare (SM), in dem sich die meisten Parvalbumin-positiven Interneurone
(10-20 pum) befinden. Diese liegen entweder nahe an der Grenze zum SP oder weiter verstreut im SM und entsprechen
den tiefer gelegenen Korb- und oberflachlicher gelegenen Sternzellen. Zusammenfassend werden die Interneurone des
SM auch als MLI (Molecular layer interneurons, dinne Pfeile) bezeichnet und sind zuverldssig mit der
Parvalbuminfarbung darstellbar. Das tiefer gelegene Stratum granulosum (SG) bleibt bei dieser Farbung jedoch
ausgespart.
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Abbildung 24 zeigt eine Auswertung der mittleren Somagr6Be aller untersuchten
Nervenzellen zur Dokumentation der reproduzierbaren Kulturbedingungen. Da mit ImageJ
Flachen in Pixeleinheiten gemessen werden (0,180 um x 0,180 um), korrespondiert eine
ImageJ Flacheneinheit mit 32500 nm? oder 0,0325 pm®.

16

NIRRT

Mittlere Flache pro Zelle [pixel x 1000]
]

61

4

)l [

, . 0h 3h [6h Oh 3h 6h
PZ PV

Abbildung 24. Durchschnittliche Flache pro Zelltyp mit einfacher Standardabweichung und Behandlungsdauer
in der hirnorganotypischen Schnittkultur in Pixeln. Ein Pixel misst 0,180 um x 0,180 um. PZ: Purkinje-Zelle; PVI:
Parvalbumin-positives Interneuron. Zusatzlich angegeben ist die Dauer der Behandlung mit 100nM Bafilomycin B1 in
Stunden.

Die Ergebnisse der Hauptuntersuchung wurden unter zwei Aspekten ausgewertet.

Erstens wurde anhand der Anzahl LC3B-immunopositiver Partikel pro Zelle (der in der
Literatur Ubliche Parameter) die Gesamtmenge gebildeter Autophagosomen in
Abhéangigkeit vom Zelltyp ermittelt. Darlber hinaus wurde besonders auf die ZellgrdBe
eingegangen unter der Annahme, dass die autophagische Aktivitdt mafBgeblich abhangig
sei von der metabolischen Aktivitat und dass diese wiederum besonders mit der ZellgréBe
korreliere (187, 188). Aus diesem Grund wurde die Partikelanzahl pro Zelle auf die
Zellflache bezogen, um die Ergebnisse fir diesen Faktor zu korrigieren. Bei der
Untersuchung ergab sich ein signifikanter absoluter Unterschied zwischen PZs und PVIs.
Als zweites wurde die Kinetik der Autophagosomenbildung unter basalen
Autophagiebedingungen innerhalb der Zelltypen Uber die gesamte Behandlungsdauer

hinweg verglichen. Dabei wurden unabhangig vom untersuchten Zelltyp analoge relative
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quantitative Entwicklungen in der Autophagosomenbildung innerhalb der zwdlfstiindigen

Behandlung festgestellt.

Zur Ermittlung dieser Ergebnisse wurden die untersuchten Schnitte (P22 - 25) mit 100 nM
Bafilomycin B1 fir 0, 3, 6 und 12 Stunden behandelt, bevor sie unmittelbar nach Ende der
Behandlung fixiert und angefarbt wurden. Genaueres zur mikroskopischen und digitalen
Analyse der Schnitte ist an anderer Stelle beschrieben (Kapitel 4.6.3 & 4.6.4).

5.6.1 Absolute Unterschiede in der Autophagosomenbildung zwischen
verschiedenen Neuronentypen im gleichen organotypischen Mikromilieu

Um die basale Kapazitat der verschiedenen Nervenzelltypen zur Autophagosomenbildung
zu erfassen, wurden folgende Parameter untersucht:

1. Anzahl der LC3B-immunopositiven Partikel pro Zelle und pro Zellflache

2. Gesamtflache der partikularen LC3B-immunopositiven Signale pro Zelle und pro

Zellflache
3. Durchschnittliche Flache von LC3B-immunopositiven Signalpartikeln pro Zelle und
pro Zellflache

Die unter 2. und 3. aufgeflhrten Parameter wurden der Vollstdndigkeit halber mitbestimmt
und werden zur Wahrung der Ubersichtlichkeit und Verstandlichkeit des folgenden
Kapitels in der Appendix dargestellt. Der RuUckgriff auf die Zellflache diente zum
Ausschluss der ZellgroBe als méglichem wesentlichem Stérfaktor bei dem Vergleich des
Autophagosomenstatus zweier unterschiedlicher Zelltypen. Der Quotient [Anzahl LC3B-
positiver Partikel pro Zelle/ Zellflache] ist somit ,konservativer* als der reine Vergleich des
LC3B-immunopositiven Signals pro Zelle und spiegelt den ,Grad der Punktierung® der
Einzelzelle wieder, wie er auch von Sharkey et al. angewandt wurde (189). Hierbei wurden
nur Somaflache und proximaler Dendrit als Zellflache gemessen, da das Axon
verschwindend klein war. Zum einen hatten Flachenmessungen des Axons nicht mit
ausreichender Genauigkeit durchgeflihrt werden kdnnen, sodass bei ohnehin kleiner
Axonflache ein substanzieller methodischer Fehler entstanden ware. Zum anderen haben
Maday und Holzbaur nachgewiesen, dass die Bafilomycinbehandlung vor allem eine

Autophagosomenakkumulation im Soma bewirkt (98).
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Anhand des in der Literatur Oblichen Parameters ,Partikel pro Zelle®* wurde die
konfirmatorische Testung der Nullhypothese vorgenommen, wahrend die anderen
Parameter ausschlieBlich deskriptiv in die Arbeit aufgenommen wurden. Als Signalpartikel
misst Imaged zusammenhangende signalpositive Pixel, die aus diesem Grund als eine
zusammenhéangende Struktur erfasst werden. Ein Signalpartikel verfliigt also haufig Gber
eine Flache, die aus mehr als einem Pixel besteht. Zuséatzlich erfolgten unter basalen
Autophagiebedingungen exploratorische Testungen der zelltypspezifischen Kinetik der
Autophagosomenbildung. Das LC3B-Signal war nach zwdlfstiindiger Behandlung mit
Bafilomycin im Gegensatz zu den anderen Messzeitpunkien kaum darstellbar. Zwar
werden die in diesem Ansatz gemessenen Ergebnisse tabellarisch noch mit aufgeflihrt,
allerdings sollen das Ergebnis nach 12-stiindiger Behandlung und die Ursachen fir die
mangelnde Anfarbbarkeit des LC3B gesondert diskutiert und aus den graphischen
Darstellungen ausgeschlossen werden. Trotz nur sehr schwacher Darstellbarkeit des
LC3B in dem 12h-Versuchsansatz spiegelt auch das Ergebnis dieses Versuchsansatzes
das in den anderen Ansatzen ermittelte relative Verhaltnis zwischen PZ und PVI wider.

Die Anzahl der LC3B-immunopositiven Signalpartikel pro Zelle ist in der Abbildung 25
sowie der Tabelle 13 dargestellt. Daraus gehen deutliche zelltypabhangige Unterschiede
der LC3B-Partikelanzahl um den Faktor 7,3 bis 7,6 zugunsten der Purkinje-Zellen hervor,
die in den Abbildungen sowohl in absoluten Zahlen als auch in prozentualem Verhaltnis
dargestellt werden. Der Einfluss des unabhangigen Faktors ,Zelltyp® auf die bestimmte
Anzahl von LC3B-Partikeln pro Zelle wurde mittels konfirmatorischer TWO-WAY-Anova
als signifikant bestétigt (p < 0,001).

Tabelle 13. Anzahl der LC3B-immunopositiven Signalpartikel pro Zelle bei PZ und PVI nach Behandlung mit 100 nM
Bafilomycin angegeben in gerundeten Mittelwerten (mit 95%-Konfidenzintervall).

N =168 | 0 h Bafilomycin | 3 h Bafilomycin 6 h Bafilomycin 12 h Bafilomycin
PVI 5,8 8,9 11,6 1,1
(4,0-7,6) (6,2-11,6) (8,0-15,2) (0,9-1,3)
PZ 43,2 67,6 84,9 13,3
(31,9-544) (55,6 — 79,5) (71,9 -98,0) (11,5-15,0)
Unter- |7,4 7,6 7,3 12,1
schieds
-faktor
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Abbildung 25. Zelltypabhéangiger zeitlicher Verlauf der Anzahl LC3B-immunopositiver Partikel pro Zelle in
absoluten (links) und relativen (rechts) Werten nach Behandlung mit 100 nM Bafilomycin. Bei den relativen
Werten wurden die PVI-Werte jeweils gleich 100% und die PZ hierzu in Beziehung gesetzt. Die Werte sind dargestellt
mit einem Konfidenzintervall von 95%. Die Signifikanz wurde mittels einer TWO-WAY-ANOVA anhand des Quotienten
[Anzahl LC3B-immunopositiver Partikel pro Zelle] berechnet (p < 0,001). Die LC3B-immunopositiven Flachen bzw.
Partikel sind nicht mit Autophagosomen gleichzusetzen, werden aber als MaB fiir diese verwendet. Zu erkennen ist ein
signifikanter Unterschied zwischen PZ und PVI Uber alle Behandlungszeitpunkte um den Faktor 7 bis 12.

Die gleiche Tendenz bestétigte sich, wenn auch mit geringer Effekistarke, auch nach
Justierung der Werte fir die deutlichen Unterschiede in der Zellflache von PZ und PVI.
Dieser ,konservativere“ — weil starker korrigiertere — Wert wird in Tabelle 14 und Abbildung
26 dargestellt und zeigt immer noch einen Unterschied zugunsten der PZ um den Faktor
1,88 bis 2,23.

Tabelle 14. Anzahl der LC3B-immunopositiven Signalpartikel pro Zelle und pro Zellfliche bei PZ und PVI nach
Behandlung mit 100 nM Bafilomycin angegeben in gerundeten Mittelwerten X 10° (mit 95%-Konfidenzintervall).

N =168 | 0 h Bafilomycin | 3 h Bafilomycin 6 h Bafilomycin 12 h Bafilomycin
PVI 2,21 3,07 3,56 0,34
(1,59 - 2,85) (2,24 - 3,90) (2,60 — 4,52) (0,28 - 0,40)
Pz 4,16 6,37 7,93 1,08
(3,13-5,18) (5,24 — 7,49) (6,73 -9,13) (0,94 - 1,22)
Unter- | 1,88 2,07 2,23 3,18
schieds
-faktor
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Abbildung 26. Zelltypabhangiger zeitlicher Verlauf der Anzahl der LC3B-immunopositiven Partikel pro Zelle und
pro Zellflache in absoluten (links) und relativen (rechts) Werten nach Behandlung mit 100 nM Bafilomycin. Bei
den relativen Werten wurden die PVI-Werte jeweils gleich 100% und die PZ hierzu in Beziehung gesetzt. Die Werte sind
dargestellt mit einem Konfidenzintervall von 95%. Die LC3B-immunopositiven Flachen bzw. Partikel sind nicht mit
Autophagosomen gleichzusetzen, werden aber als MaB flr diese verwendet. Zu erkennen ist ein Unterschied zwischen
PZ und PVI jenseits der Konfidenzintervalle auch nach Korrektur fir die unterschiedlichen Zellflachen um den Faktor
1,88 bis 3,18.

Es zeigte sich also eine deutliche Differenz zwischen PZ und PVI in Bezug auf die
anfarbbaren LC3B-immunopositiven Signalpartikel pro Zelle (um den Faktor 7,3 bis 7,6).
Dieser Unterschied blieb auch nach Korrektur fir die jeweilige ZellgréBe bestehen, war
aber deutlich geringer ausgepragt (um den Faktor 1,88 — 2,23). Die Signifikanztestung des
Einflusses der unabhangigen variablen ,Zelltyp“ (PZ vs. PVI) sowie ,Behandlung® (0 h vs.
3 h vs. 6 h 100 nM Bafilomycin) auf die abhangige variable ,Anzahl LC3B-positiver
Signalpartikel pro Zelle“ ergab einen signifikanten Einfluss sowohl des Zelltyps als auch
der Behandlung (p < 0,001). Der Post-Hoc-Test der festgestellten Mittelwerte ergab
signifikante Unterschiede zwischen allen drei Behandlungszeitpunkten wie in Tabelle 15
aufgefthrt. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass die Zelltypen anhand ihrer
Behandlungszeiten zu Gruppen zusammengefasst wurden, weshalb die so ermittelten
Signifikanzwerte bezlglich des Einflusses der Behandlungsdauer zelltyplbergreifend zu

verstehen sind.

Tabelle 15. Ergebnisse der Signifikanzwerte nach multiplen Vergleichen der berechneten Mittelwerte des Parameters
sSignalpartikel pro Zelle® mittels des Tukey-HSD Post-Hoc-Tests flir die Beziehungen zwischen den jeweiligen

Behandlungszeitpunkten lber beide Zelltypen hinweg.

100 nM Bafilomycin 100 nM Bafilomycin Signifikanz
Oh 3h 0,006

6 h < 0,001
3h Oh 0,006

6 h 0,063

107




6 h Oh < 0,001
3h 0,063

5.6.2 Relative Ahnlichkeit der Kinetik der Autophagosomenbildung unabhéngig
vom Neuronentyp im gleichen organotypischen Mikromilieu

Als zweites lasst sich die Kinetik der Autophagosomenbildung innerhalb der jeweiligen
Zelltypen unter basalen Autophagiebedingungen Uber die Behandlungsdauer hinweg
beschreiben (ebenfalls Abb. 25 und 26). Bei Betrachtung der Anzahl LC3B-
immunopositiver Signalpartikel (Abb. 25) zeigt sich eine beinahe lineare Akkumulation
innerhalb von sechs Stunden. Die entsprechende Dynamik ldsst sich auch in den
konfokalen immunhistochemischen Bildern beobachten, wie sie in den Abbildungen 27
(PZ) und 28 (PVI) nachvollzogen werden kann. Diese immunhistochemischen Bilder
zeigen das Ausmal3 der Partikelakkumulation in Abhangigkeit vom Behandlungszeitpunkt
und Zelltyp in hirnorganotypischen Schnittkulturen aus Wildtypmausen, die im Gegensatz
zu Mausen mit Speicherkrankheiten wie Niemann-Pick Typ C keine besonders groBen
Autophagosomen aufweisen (177). Die partikulare Gesamtflache LC3B-immunopositiver
Signale pro Zelle und im Verhéltnis zur Zellflache (Appendix Kapitel 7.7) zeigten zwischen
einer drei- und sechsstindigen Behandlung ein Plateau, was auf eine zunehmende
Partikelakkumulation bei kleiner werdenden Partikeln hindeutet. Dieser Effekt zeigte sich
auch in der durchschnittlichen PartikelgréBe (Appendix Kapitel 7.7), die zwischen 3 h und
6 h leicht abnahm. Angesichts der aufgefihrten 95%-Konfidenzintervalle kann es sich
hierbei allerdings auch um Zufallsschwankungen handeln.

Im Gegensatz zu den klaren absoluten Differenzen in der Autophagosomenbildung
zwischen den Zelltypen lieBen sich in der relativen Entwicklung innerhalb der Behandlung
sehr ahnliche Bewegungen feststellen. Obwohl beide Zelltypen auf vollkommen
unterschiedlichen quantitativen Niveaus begannen, fand innerhalb der ersten drei Stunden
eine ahnliche relative Akkumulation statt, bei der bezogen auf die Anzahl LC3B-
immunopositiver Signalpartikel pro Zelle die PZ eine Zunahme von im Mittel ungefahr 56%
(43,2 => 67,6) und die PVIs von ungefdhr 53% (5,8 => 8,9) zeigten. Im zweiten
Zeitabschnitt (zwischen 3 h und 6 h) bestatigte sich diese analoge Entwicklung zwischen
PZ und PVI mit einem weiteren Anstieg um ungefédhr 26% (PZ) bzw. 30% (PVI). Trotz
dieser ahnlichen Steigung zeigte sich aufgrund des sehr unterschiedlichen absoluten
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Niveaus, auf dem sich PZ und PVI bewegen, in einem linearen Regressionsmodell beider

Zelltypen auch ein deutlicher Unterschied in der GréBe des Regressionskoeffizienten, der
fir PZ 20,89 und fur PVI 2,9 betragt.

Pv+/LC3B+

Pv+/LC3B+

Pv+/LC3B+

Pv+/LC3B+

Abbildung 27. Summationsbilder aus der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie von PZs. Von links nach rechts:
Pv+: Parvalbuminkanal (594 nm); LC3B+: LC3B-Kanal (488 nm); Pv+/LC3B+: beide Kanale kombiniert; Aupha:
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gemessenes Autophagosomen-gebundenes LC3B2 nach Anwendung der Messschwelle. Von oben nach unten:
Behandlungsdauer mit Bafilomycin B1 von 0, 3, 6 und 12 h. Der dargestellte MaBstab entspricht 10 um.

Pv+/LC3B+ Aupha " Pyv+ILC3B+ Aupha

Pv+/LC3B+ Pv+/LC3E+

Pv+/LC3B+ Pv+/LC3B+

Pv+/LC3B+ Pv+/LC3B+

Abbildung 28. Summationsbilder aus der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie von PVis. Von links nach rechts:
Pv+/LC3B+: Parvalbuminkanal (594 nm) und LC3B-Kanal (488 nm) kombiniert; Aupha: gemessenes Autophagosomen-
gebundenes LC3B2 nach Anwendung der Messschwelle. Da die PVIs verstreut innerhalb des Stratum moleculare liegen,
ist es kaum madglich, mehrere in einem Bildausschnitt darzustellen, in dem man gleichzeitig noch die LC3B-
immunopositiven Partikel erkennen kann. Aus diesem Grund sind hier fir jeden Messzeitpunkt zwei getrennte PVIs
dargestellt. Von oben nach unten: Behandlungsdauer mit Bafilomycin B1 von 0, 3, 6 und 12 h. Der dargestellte MaBstab
entspricht 5 pm.

Die exploratorischen ONE-WAY-Anovas, die den Einfluss der unabhdngigen Variable
,Behandlungsdauer” auf die abhangigen Variablen ,Anzahl der LC3B-immunopositiven
Partikel / Zelle* bzw. ,Anzahl der LC3B-immunopositiven Partikel / Zelle / Zellflache®
testeten, fanden ebenfalls signifikante Effekte der Behandlungsdauer und werden hier
aufgrund ihres exploratorischen Charakters bewusst getrennt in Tabelle 16 aufgeflhrt.

Daruber hinaus gibt es eine nicht zu vernachlassigende Varianz zwischen den Kulturen
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innerhalb eines Zeitpunktes (also innerhalb eines ,Clusters” von Kulturen und nicht
innerhalb einer Kultur). Dies mindert die Signifikanz des Einflusses der Behandlungsdauer
zwar nicht sehr ausgepragt, limitiert jedoch einen direkten Vergleich der Kulturen Uber die
Zeitpunkte hinweg. Diese Varianz ist in den errechneten Konfidenzintervallen enthalten.
Der direkte Vergleich von PZ und PVI innerhalb der einzelnen Kulturen hingegen
erbrachte mit groBer Konstanz ein Gefélle, wie es in Kapitel 5.6.1 dargestellt wurde

teilweise in noch gréBerer Auspragung.

Tabelle 16. Ergebnis der exploratorischen ONE-WAY-Anovas zur Bestimmung des Einflusses der unabhangigen
Variablen ,Behandlungsdauer” auf die abhangige Variable fiir PZ und PVI, angegeben als P-Wert.

Abhangige Variable Zelltyp Einfluss der unabhé&ngigen
Variablen
.Behandlungsdauer*

LC3B-Partikel / Zelle PZ p < 0,001

PVI P=0,015
LC3B-Partikel / Zelle /|PZ P < 0,001
Zellflache PVI P = 0,068

6 Diskussion

Die vorliegende Studie [1] evaluierte erstmals die cerebellare organotypische Schnittkultur
fir eine Untersuchung des Autophagosomenflusses und [2] ermittelte erstmals durch
experimentelle Ansatze quantitativ die Unterschiede in der Autophagosomenbildung

zwischen zwei cerebellaren Neuronenklassen.

6.1 Die cerebellare hirnorganotypische Schnittkultur als experimentelles
System fiir die vergleichende quantitative Autophagieforschung

Zur Etablierung der hirnorganotypischen Schnittkultur als experimentellem System fiir eine
vergleichende  quantitative  Autophagieforschung missen eine Reihe von
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Rahmenbedingungen bestimmt werden, die bereits in der Einleitung aufgezahlt wurden
und im Folgenden nacheinander diskutiert werden:

1. Wie verhalt sich die Menge der Autophagosomen im cerebellaren
hirnorganotypischen Schnitt im Vergleich zu jener Dichte in einer Kleinhirnprobe

einer Maus gleichen Alters?

Die in 5.1 dargestellten Ergebnisse (LC3B2/Actin Uberwiegt im Maushomogenisat vs.
Schnittkulturhomogenisat um den Faktor 1,7 — 3,1) zeigen, dass sich die
Autophagosomendichte in  Schnittkulturen, gemessen an dem Gehalt des
Autophagosomen-assoziierten Proteins LC3B2 im Verhaltnis zu Actin, deutlich von
derjenigen in Mausproben unterscheidet. Dieser Effekt ist unabhangig von den sich
deutlich unterscheidenden Gesamtproteingehalten (Mausprobe > Schnitt) des
verwendeten Probenmaterials, da die Auftragungsvolumina fir die Proteinauftrennung und
anschlieBende Western Blot Analytik durch einen initialen Vergleich der Actingehalte der
zu testenden Proben zwischen Maus- und Schnittprobe angepasst wurden. Dabei folgten
wir den Richtlinien, die zur Autophagiemessung vorgeschlagen werden (109).

Diese deutlichen Unterschiede der Protein- bzw. Actingehalte sind mdglicherweise eine
Begleiterscheinung der morphologischen Anderungen im Rahmen der Schnittkultivierung.
Zur Sicherung des Uberlebens lassen sich zum einen eine erhebliche Abflachung des
Schnittes und auch eine axonale Reorganisation der Purkinje-Zellen nach Axotomie hin zu
einer gegenseitigen Autoinnervation mit verminderter Axonlange und —dichte feststellen.
Zum anderen findet im Rahmen der Abflachung ein Zelluntergang nicht mehr
regenerierbarer Neuronen statt, wahrend sich an den Schnittflachen eine Narbe durch
Gliaproliferation bildet (5, 6, 8, 12). Somit sind eine Veranderung der relativen
Zellzusammensetzung und auch eine Abnahme der Autophagosomenmenge
wahrscheinlich. Der Einfluss dieser veranderten Gewebeorganisation lasst sich in
Ermangelung quantitativer Vergleichsuntersuchungen allerdings nur vermuten. Die
Tatsache, dass die Untersuchung der Vergleichsparameter (Purkinje-Zellen und
Parvalbumin-positive Interneuronen) innerhalb des gleichen Systems vorgenommen wird,
minimiert  eine  mdgliche  Verzerrung, die  durch  die  unterschiedliche
Autophagosomendichte in Schnitt und Mausprobe entsteht. Dies ist allerdings nur dann
zutreffend, wenn keine zelltypabh&ngigen stressbedingten langfristigen Modifikationen der
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Autophagiemaschine durch die Schnittpraparation oder die Kulturbedingungen induziert
werden, die Uber die Reorganisations- und Regenerationsphase hinaus anhalten. Solch
eine zelltypspezifische und nachhaltige, von auBen induzierte Veranderung des
Autophagiestatus als Stressantwort beinahe zwei Wochen Uber den Stressreiz hinaus ist
jedoch nach hiesiger Kenntnis noch nie beschrieben worden. Allerdings berichteten
sowohl Rodriguez-Muela et al. als auch Romeo-Guitart et al. davon, dass eine Axotomie
zu einer kompensatorischen Autophagieinduktion in retinalen Ganglienzellen und spinalen
Motoneuronen flhrt, die zum Zelliberleben beitragt (190, 191). AuBerdem gelten Purkinje-
Zellen als besonders stressresistent gegeniber Axonschaden und —degenerationen, was
Uber die PVI nicht bekannt ist (10). Daher ist es von besonderer Wichtigkeit, den
Autophagiestatus der untersuchten Schnittkulturen zu bestimmen, um festzustellen, ob
cerebellare hirnorganotypische Schnittkulturen sich Uberhaupt zur Untersuchung der
basalen Autophagie eignen oder sich durch die Folgen der Schnittpréparation in einem
induzierten Zustand befinden.

2. Wie beeinflusst das Alter des Schnittes die Menge an Autophagosomen? Spielt
dabei die exakte Kulturdauer eine mafBgebliche Rolle?

Es stellte sich aufgrund der sehr aufwendigen Praparation der Schnittkulturen der
Praktikabilitat halber die Frage, ob alle hierfir notwendigen personellen und materiellen
Ressourcen inklusive der bendtigten Mause in passendem Alter und in ausreichender Zahl
zeitlich so koordiniert werden mussten, dass die Folgeversuche exakt 22 Tage nach
Praparation weitergefiihrt werden kénnten. Die in 5.2 beschriebenen Untersuchungen
zeigen keine wesentliche Schwankung des LC3B2/Actin-Quotienten Uber die
Kultivierungsdauer hinweg. Damit ist der genutzte Zeitraum (P22 — P29) unbedenklich im
Hinblick auf die Vergleichbarkeit der Schnittkulturen. Darlber hinaus zeigen die
Ergebnisse ebenfalls, dass wahrend einer Kultivierungsdauer Uber 14 Tagen nach
Abschluss der Reorganisationsphase hinweg keine relevante Veranderung des
LC3B2/Actin-Quotienten oder des LC3B2/LC3B1-Konversionsindex auftreten. Somit kann
innerhalb der ersten Wochen von einer weitestgehend konstanten Autophagiesituation
ausgegangen werden, was fir die Stabilitat des experimentellen Systems spricht.
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3. Ist die Autophagosomenbildung im cerebellaren hirnorganotypischen Schnitt noch

induzierbar und supprimierbar?

Die in 5.3 (Induktion durch Rapamycin bzw. Nahrstoffdeprivation s.u.) und 5.5
(Suppression durch 3-MA s.u.) dargestellten Ergebnisse demonstrieren, dass sich der
LC3B2/Actin-Wert sowohl durch den Einsatz des induzierenden Pharmakons Rapamycin
als auch durch vollstandigen N&hrstoffmangel steigern und durch 3-Methyladenin
vermindern lasst. Dies bestatigt nicht nur die aus anderen experimentellen Systemen
bekannten Wirkungen dieser Pharmaka auf die Autophagosomenzahl, sondern zeigt auch,
dass sich die Schnitte in einem regulierbaren Autophagiezustand befinden. Der
Autophagiestatus in den cerebellaren hirnorganotypischen Schnittkulturen lie3 sich um
ungefahr 70% (Rapamycin) bzw 72% (Nahrstoffdeprivation) induzieren (5.3) und um 66%
supprimieren (5.5). Es kann geschlossen werden, dass sich der Autophagiestatus in
Schnittkulturen, entnommen von Mausen im Alter von P10 und kultiviert fir ungefahr zwei
Wochen (11 - 15 Tage), in gleichem MaBe supprimieren und induzieren Iasst, sich also in
einem basalen Zustand befindet, d.h. unter normalen Kulturbedingungen. Dabei entspricht
die hier bestimmte relative Suppression von 66% durch 3-MA den Werten, die von Meske

et al. fir die primére Neuronenkultur beschrieben wurden (178).

Eine prinzipielle Stimulierbarkeit der Autophagie wurde bereits in kurz kultivierten
Retinapraparaten der Maus von Esteban-Martinez und Boya gezeigt (192). Allerdings
wurde dies weder quantifiziert noch unter Bedingungen erhoben, in denen der Kultur eine
ausreichende Reorganisations- und Anpassungszeit gegeben wurde. Die Inhibierbarkeit
wurde nicht untersucht, sodass unklar bleibt, ob dabei — so wie bei der vorliegenden
Studie — eine ausgewogene Mittellage im Sinne eines etwa gleich groBen Ausmafes von
Stimulierbarkeit und Inhibierbarkeit vorlag.

4. Lasst sich die Autophagie in der hirnorganotypischen Schnittkultur mit &hnlichen
Effekten pharmakologisch manipulieren wie in primaren Neuronenkulturen?

Es stellt sich die Frage, ob sich die in der Autophagieforschung typischerweise
verwendeten Pharmaka ebenso und unter gleichen Konzentrationen nutzen lassen wie in
primaren Neuronenkulturen, denn die Schnittkultur bildet eine Glianarbe aus, die sowohl
ein Pharmakon-absorbierendes Gewebe als auch eine Diffusionsbarriere darstellen kann.

114



Die vorgestellten Ergebnisse von Untersuchungen mit dem Autophagie-induzierenden
Rapamycin (5.3, Anstieg LC3B2/Actin 70% vs. Kontrolle), dem die
Autophagosomendegradation inhibierenden Bafilomycin B1 (5.4, Anstieg LC3B2/Actin um
bis zu 288% vs. Kontrolle) sowie dem Autophagiesuppressor 3-MA (5.5, Abnahme
LC3B2/Actin um bis zu 66% vs. Kontrolle) demonstrieren die prinzipielle Wirksamkeit
dieser Pharmaka auch im organotypischen Versuchsansatz anhand der verwendeten
LC3B2/Actin-Verhéltnisse (und LC3B2/LC3B1-Verhéltnisse, siehe Appendix). Dartber
hinaus zeigen diese Ergebnisse die Beeinflussbarkeit beider Schenkel der Autophagie, der
Autophagosomenbildung (Rapamycin, 3-MA) und des Autophagosomenabbaus durch
Fusion mit degradativen Lysosomen (Bafilomycin B1). Es konnte gezeigt werden, dass
eine mdgliche Glianarbenbildung als Konsequenz des Praparationstraumas und auch
andere Folgen der Kultivierung zu keinem Problem der Penetration der verwendeten

Pharmaka in cerebellaren Schnittkulturen fihren.

Die Wirkung des 3-MA ist, wie bereits erwahnt, mit derjenigen Wirkung zu vergleichen, die
Meske et al. in primaren Neuronenkulturen und in histologischer Untersuchung bei einer
wesentlich lAngeren Expositionsdauer von 18 Stunden ermittelten, und die bei ungefahr
55% lag (178).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass cerebelldare hirnorganotypische
Schnittkulturen als experimentelles System zur vergleichenden quantitativen
Untersuchung verschiedener Aspekte der basalen Autophagie herangezogen werden
kénnen. Sie befinden sich in einem ausgewogenen Autophagiestatus (in ahnlichem MaBe
induzierbar wie supprimierbar) und lassen sich pharmakologisch auf die bisher bekannte
Weise beeinflussen (Bafilomycin B1, Rapamycin, 3-Methyladenin). Dabei zeigen
Rahmenbedingungen wie etwa die Kultivierungsdauer eine konstante Beziehung zur
Autophagosomenzahl. Das organotypische Mikromilieu mit typischer dreidimensionaler
Gewebearchitektur lasst sich zuverlassig reproduzieren. Es ist dabei aber zu
berlicksichtigen, dass die Schnittkulturen vermutlich aufgrund der Anpassungsprozesse im
Rahmen ihrer Reorganisation und Regeneration einen insgesamt geringeren Gehalt an
Autophagosomen-assoziiertem LC3B2 zeigen als vergleichbare Proben, die direkt aus
Mausen entnommen wurden. Deshalb sind quantitative Daten aus Schnittkulturen und
Ganztieruntersuchungen nicht unmittelbar vergleichbar, selbst wenn sie aus gleicher
Spezies, gleichem Alter und gleicher Hirnregion stammen.
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6.2 Zelltypspezifische quantitative Unterschiede der
Autophagosomenbildung in Neuronen

Wie in der Einleitung beschrieben (Kapitel 3.4), ergab eine umfangreiche und detaillierte
Datenbank-Recherche, dass bislang keine vergleichenden Untersuchung zur Autophagie
in verschiedenen Nervenzellklassen im gleichen organotypischen Mikromilieu unter
basalen oder gar pharmakologisch provozierten Bedingungen publiziert wurden. Somit
zeigen die hier beschriebenen experimentellen Befunde erstmals, dass sich cerebellare
Projektionsneurone und cerebelldre Interneurone signifikant in ihrem basalen
Autophagiestatus unterscheiden, hinsichtlich der Reaktionskinetik nach Bafilomycingabe

jedoch gleich verhalten.

Die Daten wurden dabei an einem organotypischen Langzeit-Kulturmodell vom
Cerebellum erhoben, sodass die untersuchten 1344 Nervenzellen denen jung-adulter
Tiere entsprechen. Solche Kulturen haben fir die experimentellen Untersuchungen viele
Vorteile: die Organotypizitat, ein gleiches Mikromilieu und eine gut Kkontrollierte
Pharmakonanflutung (bspw. ohne potenzielles Problem bei der Penetration der Blut-Hirn-
Schranke). Ein weiterer Vorteil ist die Mdoglichkeit des quantitativen Vergleichs
verschiedener Zelltypen innerhalb des Gewebeschnittes. Damit sind die jeweis aktuellen
experimentellen Mikromilieuparameter vergleichbar — eine direkte Vergleichbarkeit ist
gegeben, d.h. es werden keine Referenzkontrollen bendtigt, die notwendig wéaren, wenn
Zellen unterschiedlicher Regionen entsprechend verglichen wirden.

Die zu dem 12-Stunden-Behandlungszeitpunkt ermittelten Ergebnisse fallen vollstéandig
aus der Reihe, weil das nachweisbare LC3B nicht nur abfallt, sondern sogar unter den
Ausgangswert (0 h = Nullwert) fallt und nur noch in geringem Mafe anfarbbar war. Hierflr
sind prinzipiell mehrere Erklarungen mdglich, die bezogen auf die vorliegende Arbeit
jedoch spekulativ bleiben und deshalb hier nicht weiter erértert werden sollen. Wegen der
mangelnden Interpretierbarkeit des 12-h-Versuchsansatzes, und weil dieser mit den
bisherigen Erfahrungen im Umgang mit der Autophagieforschung in der Zellkultur schwer
vereinbar ist, werden die Ergebnisse zwar der Vollstdndigkeit halber mit angeflhrt,
ansonsten jedoch als Fehlversuch gewertet. Nichtsdestotrotz werden selbst in diesem
Versuchsansatz — auch wenn er for die Beurteilung der Kinetik nicht herangezogen
werden kann — die gleichen neuronentypspezifischen Unterschiede gefunden (lUberwiegen
der LC3B-Partikel pro Zelle zugunsten der PZ um den Faktor 12,1).
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Die in 5.6 vorgestellten Ergebnisse einer zelltypspezifischen histologischen Untersuchung
von insgesamt 1344 Nervenzellen nach Bafilomycin B1-Behandlung in Form der
Einzelzellanalyse Uber vier verschiedene Behandlungszeitpunkte kdnnen wie folgt beurteilt

werden:

Betrachtet man die Akkumulation des LC3B im Vergleich zum Ausgangsbefund ohne
Bafilomycinbehandlung (0 h), Iasst sich indirekt schlieBen, dass die Uber die Zeitachse
akkumulierten  Autophagosomen unter  basalen Bedingungen  ohne  die
Bafilomycinbehandlung nicht ,sichtbar® gewesen waren und somit der abgebauten Anzahl
entsprechen. Die Behandlung mit Bafilomycin hemmt die Fusion der Autophagosomen mit
Lysosomen und ihre konsekutive Degradation. Die dadurch herbeigefliihrte Akkumulation
von Autophagosomen kommt also durch diejenigen Autophagosomen zustande, die
standig neu gebildet werden und der Autophagosomenbildungsrate entsprechen.

Somit konnten unter gleichen organotypischen, nicht Autophagie-induzierten Bedingungen
deutliche quantitative Unterschiede in der Autophagosomenbildung nachgewiesen
werden.

Dieser Unterschied erstreckt sich sowohl Uber den in der Literatur Gblichen Parameter
,LC3B-positive Partikel pro Zelle" als auch den konservativeren fir die ZellgréBe
korrigierenden Parameter ,LC3B-positive Partikel pro Zelle pro Zellflache®. Allerdings
deutet der weitaus kleinere Unterschied nach Korrektur fir die Zellflache (Faktor 1,88 bis
2,23 nach, Faktor 7,3 bis 7,6 vor Justierung fur die Zellflache) darauf hin, dass die
ZellgréBe eine wesentliche Rolle fur die Autophagosomenanzahl, die sich flr eine Zelle
bestimmen l&sst, spielt.

Dartber hinaus lasst sich feststellen, dass sich die durchschnittliche GréBe der als
Autophagosomen gewerteten Signalpartikel unterscheidet (wobei PZ im Mittel gréBere
Partikel aufweisen). Sowohl bei den PZ als auch den PVI deutet sich im Verlauf der
Akkumulation eine leichte Anderung an, die jedoch aufgrund der sich Giberschneidenden
Konfidenzintervalle zufallig beobachtet worden sein kann. Es kommt zwar zwischen 3 h
und 6 h zu einer Stagnation der LC3B-Akkumulation der Bafilomycinbehandlung im
Hinblick auf die partikulare Gesamtflache des LC3B-positiven Signals pro Zelle s. Abb. 35
in Kapitel 7.7). Aber es findet sich eine weitere Zunahme von LC3B-Signalpartikeln, die mit
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einer geringeren durchschnittlichen GréBe der einzelnen Partikel einhergeht (Abb. 37 in
Appendix).  Anderungen der  AutophagosomengréBe in  Abhangigkeit  der
einzuschlieBenden Zielstrukturen und des Autophagiestatus sind kein neues Phanomen.
Bekannt ist bei pharmakologischer Induktion der Autophagosomenbildung mittels
Rapamycin oder eines Mangelzustandes beispielsweise eine Zunahme der
AutophagosomengréBe (173, 193). In diesem Sinne lasst sich in der vorliegenden
Untersuchung eine umgekehrte Reaktion beobachten: nach einer anfanglichen Zunahme
eine kontinuierliche Abnahme der AutophagosomengréBe bei zunehmender Akkumulation
und wahrend des folgenden kompensatorischen Abfalls an messbaren LC3B-positiven
Strukturen unter Bedingungen der basalen Autophagie.

Damit kann die in der Einleitung formulierte Nullhypothese widerlegt werden.

Anzumerken ist jedoch, dass die generierten Ergebnisse ausschlieBlich eine Aussage
Uber den Grad der LC3B-Punktierung als MaB3 fur die Zahl der Autophagosomen bzw.
ihren relativen Anteil an der Somaflache aussagen. Maday und Holzbaur zeigten hierzu,
dass sich der Einsatz von Bafilomycin fast ausschlieBlich in einer
Autophagosomenakkumulation im Soma niederschlagt und dieses somit als
Untersuchungsobjekt genlgt (98).

Ob der ermittelte Unterschied von der Art der Zelltypen, ihrem elektrophysiologischen oder
molekularen Profil, ihnrer metabolischen Belastung oder morphologischen Faktoren wie der
Axonlange und Anzahl an distalen Axonterminalen bestimmt wird kann an dieser Stelle nur
gemutmanft werden (98). Nichtsdestotrotz kann ein solcher Unterschied eine Grundlage fur
eine differenzielle Vulnerabilitdt verschiedener Zelltypen sein und erfordert weitere
Untersuchungen.

Das zweite Ergebnis der vorliegenden Untersuchung ist die Ahnlichkeit der relativen
Anderungen der LC3B-immunopositiven Flachen und Partikel innerhalb der Zelltypen. Bei
beiden Zelltypen finden sich einander entsprechende signifikante Anstiege unter der
Bafilomycinbehandlung. Ebenso finden sich in beiden Zelltypen die gleichen relativen
Kapazitaten zur Anderung der LC3B-Gehalte - unabh&ngig von ihren Unterschieden
bezlglich der absoluten LC3B-Gehalte. Eine naheliegende Erklarung ware, dass in beiden

Zellklassen ein evolutionar konservierter Mechanismus existiert, der entsprechend gleich
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reagiert, zumal beide Zelltypen in gleichem MaBe auf den lysosomalen v-ATPase-Inhibitor

Bafilomycin B1 reagieren.

6.3 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit liefert mit der Etablierung eines fir die Untersuchung
zelltypspezifischer Autophagieunterschiede praktikablen experimentellen Systems — der
cerebellaren hirnorganotypischen Schnittkultur — den ersten Schritt im Bereich der
Autophagieforschung mit diesem Ansatz. Sie zeigt darlber hinaus in einem
experimentellen Untersuchungsansatz erstmals quantitative neuronentypspezifische
Unterschiede im Hinblick auf Autophagosomenzahl und —bildung auf, die von der
Untersuchung einer groBen Menge von Nervenzellen gestitzt werden. Dabei ergab sich
ein relevanter Unterschied zwischen den beiden zu vergleichenden cerebellaren
Neuronengruppen — den groBen Purkinje-Zellen (Projektionsneuronen) und den kleinen
Parvalbumin-positiven Interneuronen (Interneuronen) — im quantitativen Ausmal3 der
basalen Autophagosomenbildung, der eine Grundlage flr eine unterschiedliche
Vulnerabilitdt bzw. eine unterschiedliche Kapazitat zur Kompensation von akuten und
chronischen Stresssituationen abbilden kénnte. Die Effektstarke der mittels der konfokalen
Fluoreszenzmikoskopie ermittelten zelltypspezifischen Unterschiede ermdglicht es nun
zudem, die notwendige  statistische @ Power fir eine  hochauflésendere
transmissionselektronenmikroskopische ~ Untersuchung zu  kalkulieren und  so
zelltypspezifische Unterschiede zwischen cerebellaren Neuronen mit héherer Beweiskraft

zu bestatigen.

Uber hinter diesen zelltypspezifischen Differenzen liegende Griinde und Mechanismen
kann zum jetztigen Zeitpunkt jedoch keine Aussage getroffen werden. Ebenso wurde in
der vorliegenden Arbeit nicht die Funktionalitat der Autophagosomen untersucht. Beides
erfordert weitere Studien zelltypabhangiger autophagischer Unterschiede im Kontext einer

selektiven Vulnerabilitat.

Diesen Untersuchungsansatz weiterzuverfolgen, empfiehlt sich zum einen im Hinblick auf
die Frage, wie sich die Autophagie bei verschiedenen Zelltypen unterscheiden kann.

Dabei ist nicht nur der vom Neuronentyp abhangige Unterschied bei Pathologien des
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Nervensystems von Interesse. Auch aus Unterschieden zwischen Nervenzellen und den
bisher im Kontext der quantitativen Autophagie eher weniger betrachteten Gliazellen
lieBen sich woméglich auf lange Sicht therapeutische Implikationen fir die Behandlung
von Gliomen, cerebralen Ischamien und anderen Pathologien des Nervensystems
gewinnen, bei denen Neurone und Astrozyten unterschiedliche Reaktionen im Hinblick auf
ihre Autophagie zeigen. Ein Anfang ist hier bereits gemacht mit den Untersuchungen von
Pamenter et al. und Kulkarni et al., die ergaben, dass Astrozyten auf metabolischen und
ischamischen Stress mit einer wesentlich starker ausgepragten Induktion der Autophagie
reagieren als hippocampale Neurone (194, 195). Dass solche autophagiebezogenen
Erkenntnisse klinisch praktische Folgen haben kénnen, demonstrieren mittlerweile eine
Reihe von Arbeiten zur autophagiebasierten Neuroprotektion zu Substanzen wie
Carbamazepin, Curcurmin, Rapamycin aber auch kalorischer Restriktion oder Injektionen
von autophagieassoziierten Substanzen wie Beclin -1 (131, 196-200). Nichtzuletzt gerat
die Suche nach mdéglichen Ursachen fiir eine selektive Vulnerabilitdt bestimmter
Neuronengruppen in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus (201).
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7 Appendix

7.1 Die Bedeutung der statistischen Signifikanz

Da die statistische Signifikanz haufig als MaBstab zur Bewertung der Qualitat eines
Versuchsergebnisses herangezogen wird, ihre Aussagekraft jedoch auf bestimmte
Zwecke begrenzt ist, herrscht in wissenschaftlichen Kreisen eine rege Diskussion Uber
Stellenwert und Verwendung der statistischen Signifikanz. Aus den im Folgenden
erlauterten Grinden wurde in Ricksprache mit dem Institut fir Biometrie und klinische
Epidemiologie der Charité Universitdtsmedizin Berlin der Einsatz des P-Wertes im
konfirmatorischen und exploratorischen Sinne auf eng umrissene Fragestellungen
begrenzt und nicht jedes ermittelte Ergebnis auf seine Signifikanz getestet.

Die statistische Signifikanz wurde in den 1920er Jahren durch den britischen Statistiker
Ronald Fisher eingeflihrt als Konzept zur Testung der Vereinbarkeit von Daten mit zuvor
aufgestellten Hypothesen und wird unter anderem in einer Veréffentlichung des Winton
Professors David Spiegelhalter ausfihrlich diskutiert (202). Nach diesem Konzept wird
eine Signifikanzschwelle (seit Fisher haufig 0,05 oder 0,01) definiert, die von einem fir
einen vorliegenden Datensatz errechneten Signifikanzwert (P-Wert) unterschritten werden
muss, damit das Verwerfen der Nullhypothese als gerechtfertigt betrachtet wird. Als
Nullhypothese wird die Annahme verstanden, dass kein Effekt bzw. Unterschied zwischen
zwei untersuchten Populationen oder Interventionen besteht. In diesem Sinne stellt die
statistische Signifikanz ein praktisches MaB dar, um mit hinreichender Sicherheit
auszuschlieBen, dass ein neu entdeckter Effekt zufallig beobachtet wurde. Ein
signifikantes Ergebnis bedeutet weder einen Beweis der Alternativhypothese noch einen
Ausschluss der Nullhypothese — und ein nicht signifikantes Ergebnis bedeutet auch nicht
einen Beweis der Nullhypothese. Ein Signifikanzwert ist eine Schatzung far die
Wabhrscheinlichkeit, dass ein so extremer oder noch extremerer Wert unter Annahme der
Nullhypothese auftritt (203). Dieses statistische Konzept hat sich in den vergangenen
Jahrzehnten in beinahe allen Bereichen der Naturwissenschaften ausgebreitet, ist ein
haufiger MaBstab zur Beurteilung der ,Wichtigkeit® von Erkenntnissen und wird
gelegentlich falschlicherweise als ,,Glitesiegel” einer Aussage begriffen.

Aufgrund einiger evidenter Schwéachen des verbreiteten P-Wertes und einer mutmaBlichen
Reproduktionskrise der kontemporaren Wissenschaften gerat die statistische Signifikanz
als bestimmender MafBstab der Datenbeurteilung jedoch zunehmend in die Kritik. Die
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Untersuchungen zweier groBer Industrielabore ergaben eine Reproduktionsrate
verdffentlichter biomedizinischer Forschungsergebnisse von 12% und 25%, wahrend eine
Untersuchung der Open Science Collaboration von Uber 100 veréffentlichten
psychologischen Studien — von denen urspringlich 97% signifikante Ergebnisse zeigten —
in den Reproduktionsarbeiten nur noch zu 36% signifikante Ergebnisse und nur zu 47%
die originalen Effektstarken ergaben (204-206). Ahnliche Ergebnisse verleiteten John
loannidis bereits im Jahr 2005 zu der o&ffentlichen AuBerung, dass die meisten
verbffentlichten Forschungsergebnisse falsch seien (207). Dies fuhrte er neben
vorurteilsbehafteter Forschung, kleinen Studienpopulationen, kleinen Effektstarken, zu
vielen gleichzeitig getesteten Hypothesen und Beziehungen auch auf den Wettbewerb um
positive und besonders signifikante Ergebnisse zurlick. Dabei beinhaltet eine
Signifikanzschwelle von a = 0,05 noch eine vergleichsweise hohe falsch-positive Testrate,
sodass bei zehn signifikanten P-Werten bereits eine ungefahr 40%ige Wahrscheinlichkeit
besteht, eine der untersuchten Nullhypothesen falschlicherweise zu verwerfen (1 — (0,95)°
= 0,4013). Deshalb sollten Signifikanztestungen nicht in groBen Mengen durchgefiihrt
werden. Eine Korrektur fir diesen Fehler wird Ublicherweise durchgeflihrt, erhéht aber das
Risiko falsch-negativer Ergebnisse. Alternativ setzt sich eine Gruppe von Statistikern fir
die Etablierung eine Signifikanzschwelle a = 0,005 ein mit einem ,sanften* Ubergang
zwischen 0,05 und 0,005, der als ,suggestiv® gewertet werden sollte, da dies die
Reproduzierbarkeit statistisch signifikanter Ergebnisse deutlich erhéhen wirde (203). Dass
auch eine solche Vorgehensweise nicht vor einem kritischen Einsatz von
Signifikanztestungen schutzt, zeigte eine funktionelle MRT-Untersuchung des Gehirns
wahrend einer Mentalisierungsaufgabe, die an einem toten Lachs durchgeflihrt wurde und
zu 16 signifikant aktiven Hirnarealen trotz einer verhaltnismaBig niedrigen
Signifikanzschwelle von a = 0,001 fihrte (208). Desweiteren betonten die Statistiker
Andrew Gelman und Hal Stern bereits 2006, dass der Unterschied zwischen ,signifikant*
und ,nicht signifikant® haufig selbst nicht signifikant sei und statistische Signifikanz nicht
gleichzusetzen sei mit praktischer Bedeutung (209). Sie tragen vor, dass zwei Ergebnisse
zu derselben Thematik, von denen eins signifikant und das andere nicht signifikant ist,
selbst keinen signifikanten Unterschied aufweisen kénnen, wahrend umgekehrt sich zwei
signifikante Ergebnisse zu derselben Thematik untereinander signifikant unterscheiden

kdnnen.
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7.2 LC3B2/LC3B1-Quotient zu Kapitel 5.1

Tabelle 17. Vergleich der Mittelwerte der LC3B2/LC3B1-Quotienten (mit Standardabweichungen) zwischen cerebellarem
hirnorganotypischen Schnitt und cerebellarem Homogenisat aus gleichaltrigen Mausen.

N = 6 | Schnitt Maus Relativer
Unterschied um den
Faktor
P22 17,47 (0 — 36,14) 1,83 (1,41 -2,25) 0,10
P29 13,00 (7,2 - 18,8) 2,22 (1,44 - 3) 0,17
P36 17,79 (11,91 — 23,67) 1,91(1,47 — 2,35) 0,11
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Abbildung 29. Gegeniberstellung der relativen Unterschiede der LC3B2/LC3B1-Quotienten zwischen
cerebelldarem hirnorganotypischem Schnitt und cerebellirem Homogenisat gleichaltriger Mause. Die Werte der
Schnitte wurden jeweils gleich 100% gesetzt und das Verhaltnis der Homogenisate hierzu berechnet. Zu erkennen ist ein
deutlicher Unterschied des LC3B2/LC3B1-Quotienten zugunsten der aus Schnittkulturen gewonnenen Proben.

7.3 LC3B2/LC3B1-Quotient zu Kapitel 5.2

Tabelle 18. Vergleich der Mittelwerte des LC3B2/LC3B1-Konversionsindex (mit Standardabweichung) in cerebelldren
hirnorganotypischen Schnittkulturen nach unterschiedlicher Kultivierungsdauer.

N=6 P22 P29 P36
Absolut | 15,76 (5,56 — 25,96) 16,65 (2,12 - 31,18) 11,30 (5,07 - 17,53)
Relativ 100% 106% 72%
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Abbildung 30. Einfluss der Kultivierungsdauer von cerebelldren hirnorganotypischen Schnittkulturen aus der
Maus auf den gemessenen LC3B2/LC3B1-Quotienten im Rahmen von maximal 26 Kultivierungstagen (n = 6).
Links: absolute Mittelwerte mit Standardabweichungen: P22 15,76 (5,56 — 25,96), P29: 16,65 (2,21 — 31,18), P36: 11,30
(5,07 — 17,53). Rechts: relative Darstellung, in der P22 gleich 100% gesetzt und P29 und 36 ins Verhaltnis dazu gesetzt
wurden. Es ist kein Unterschied jenseits der Standardabweichungen zwischen den unterschiedlichen
Kultivierungsdauern zu erkennen.

7.4 LC3B2/LC3B1-Quotient zu Kapitel 5.3

Tabelle 19. Mittelwerte und Standardabweichung des LC3B2/LC3B1-Quotienten nach Behandlung mit PBS und
Bafilomycin (metabolische Induktion), Rapamycin und Bafilomycin (pharmakologische Induktion) sowie Kontrollen (nur

Bafilomycin).
N=3 Medium + Baf PBS + Baf Medium + Rap + Baf
Absolut 3,37 (1,9—-4,84) 5,06 (4,01 —6,11) 3,31 (3-3,62)
Relativ 100% 150% 98%
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Abbildung 31. Induzierbarkeit der Autophagosomenbildung in cerebelldaren hirnorganotypischen Schnittkulturen
aus der Maus (siehe Text). Jeweils drei Schnitte wurden im Alter von 24 bzw. 25 Tagen entweder mit 100 nM
Bafilomycin in Nahrmedium (Kontrolle) oder mit 100 nM Bafilomycin in n&hrstofffreiem PBS bzw. 500 nM Rapamycin
plus 100 nM Bafilomycin in N&dhrmedium fir zwei Stunden behandelt (n = 3). Links: Darstellung des LC3B2/LC3B1-
Quotienten in absoluten Werten als Mittelwert mit Standardabweichungen von links nach rechts: 3,37 (1,9 — 4,84), 5,06
(4,01 —6,11), 3,31 (3 — 3,62). Rechts: relative Darstellung bei der die Kontrolle Medium + Baf gleich 100% gesetzt und
die anderen ins Verhdlinis dazu gestellt wurden. Es ist kein Unterschied jenseits der Standardabweichungen im
Vergleich zur Kontrolle zu erkennen.
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7.5 LC3B2/LC3B1-Quotient zu Kapitel 5.4

Tabelle 20. Mittelwerte und Standardabweichung des LC3B2/LC3B1-Quotienten nach Behandlung mit 100, 200 oder 400
nM Bafilomycin sowie Kontrollen.

N=3 Kontrolle Bafilomycin Relativer
Unterschied um
den Faktor

100 nM 2,11 (1,65 - 2,57) 4,35 (3,37 — 5,33) 2,1

200 nM 4,16 (2,99 — 5,33) 11,17 (5,27 — 17,07) 2,7

400 nM 3,17 (2,33 — 4,01) 7,65 (6,8 —8,5) 2.4
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Abbildung 32. Bestimmung der zu verwendenden Bafilomycinkonzentration. N = 3. Links: absolute Werte des
LC3B2/LC3B1-Konversionsindex als Mittelwerte mit Standardabweichungen (siehe Tabelle 20). Rechts: Relative
Darstellung in Prozent mit Standardabweichung, jeweils die Kontrollen wurden gleich 100% gesetzt und die behandelten
Proben dazu ins Verhéltnis gesetzt.

Tabelle 21. Wirkung von Bafilomycin Uber die Zeit auf die LC3B2/LC3B1-Quotienten. Errechnete Mittelwerte mit

Standardabweichungen und relativen Verédnderungen.

Behandlungsdauer | Kontrolle 100 nM Bafilomycin Prozentualer

(100 nM Baf) Anstieg durch
Bafilomycin

3h 2,2 (2,05 -2,35) 2,69 (2,43 — 2,95) 22 %

6 h 3,52 (2,86 — 4,18) 8,38 (3,35 - 13,41) 138 %

12 h 15,52 (8,95 -22,09) | 18,86 (14,63 — 23,09) 22 %

24 h 12,57(5,97 — 19,17) 10,73 (7,06 — 14,4) 15 % Abfall
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Abbildung 33. Einfluss der Behandlungsdauer mit 100 nM Bafilomycin B1 auf den LC3B2/LC3B1-Mittelwert mit
Standardabweichung in hirnorganotypischen Schnittkulturen aus der Maus. Jeweils drei Schnitte (P21) wurden mit
100 nM flr 3, 6, 12 und 24 h behandelt und mit Kontrollen, deren Probenvolumina anhand ihres Actingehalts angepasst
wurden, verglichen (n = 3). A: Darstellung der absoluten und relativen ermittelten LC3B2/LC3B1-Mittelwerte mit
Standardabweichung. Man beachte die gestrichelte Linie als Zeichen dafiir, dass die Auftragungsvolumina nicht lber die
Behandlungszeiten hinweg angepasst wurden und somit nicht direkt vergleichbar sind. B: Genaue Darstellung der
LC3B2- und LC3B1-Konzentrationen (fiir die exakten Werte s. Tabelle 21-23). Auf die Standardabweichungen wurde
zugunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet. Zu erkennen ist eine deutliche absolute Zunahme der LC3B1- und LC3B2-
Konzentrationen nach Bafilomycinbehandlung bei gleichbleibendem LC3B2/LC3B1-Quotienten.

Tabelle 22. Wirkung von Bafilomycin Uber die Zeit auf die LC3B2-Gehalte der behandelten Schnitte, angegeben in
Mittelwerten und Standardabweichungen (StAbw) der Proteingehaltewerte, die durch die Multiplikation der optischen
Dichte der Western Blot Banden mit ihrer Fldche entstehen.

Behandlungsdauer | Dargestellter LC3B2 Anderung um

Wert Kontrolle Bafilomycin den Faktor
(gerundet)

3h Mittelwert 229236 328842 1,4
StAbw 14772 20123

6 h Mittelwert 214033 441128 2,1
StAbw 24428 69957

12h Mittelwert 96137 363668 3,8
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StAbw 13656 40582
24h Mittelwert 222374 670926 3,0
StAbw 71217 71217

Tabelle 23. Wirkung von Bafilomycin Uber die Zeit auf die LC3B1-Gehalte der behandelten Schnitte, angegeben in

Mittelwerten und Standardabweichungen (StAbw) der Proteingehaltwerte, die durch die Multiplikation der optischen

Dichte der Western Blot Banden mit ihrer Flache entstehen.

Behandlungsdauer | Dargestellter LC3B1 Anderung um
Wert Kontrolle Bafilomycin den Faktor
(gerundet)
3h Mittelwert 104794 122505 1,2
StAbw 13139 4899
6 h Mittelwert 62683 62320 0,99
StAbw 16693 24422
12h Mittelwert 6852 19928 2,9
StAbw 2356 4641
24h Mittelwert 21566 67523 3,1
StAbw 11474 23728

Tabelle 24. Wirkung von Bafilomycin Uber die Zeit auf die Actin-Gehalte der behandelten Schnitte, angegeben in

Mittelwerten und Standardabweichungen (StAbw) der Proteingehaltwerte, die durch die Multiplikation der optischen

Dichte der Western Blot Banden mit ihrer Flache entstehen.

Behandlungsdauer | Dargestellter Actin Anderung um
Wert Kontrolle Bafilomycin den Faktor
(gerundet)
3h Mittelwert 470201 502662 1,1
StAbw 53157 33083
6 h Mittelwert 363491 375987 1,03
StAbw 49966 28766
12h Mittelwert 362472 358074 0,99
StAbw 33547 28123
24h Mittelwert 332900 339182 1.02
StAbw 26518 59266
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7.6 LC3B2/LC3B1-Quotient zu Kapitel 5.5

Tabelle 25. Wirkung von 3-MA Uber die Zeit auf die LC3B2/LC3B1-Quotienten. Dargestellt sind aufgrund einzelner
AusreiBBer bei niedriger Fallzahl die Medianwerte und relativen Verdnderungen (Behandlung vs. Kontrolle).

Behandlungsdauer | Kontrolle 3 mM 3-MA Prozentualer Anteil
des Kontrollwertes
nach 3-MA

1h 9,06 7,98 88%

2h 5,63 4,61 82%

6h 15,93 6,46 41%
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Abbildung 34. Darstellung der optischen Dichten der aus den Western Blot Banden ermittelten LC3B2- und
LC3B1-Gehalte in cerebelldren hirnorganotypischen Schnittkulturen nach Behandlung mit 3 mM 3-Methyladenin
fir 1, 2 und 6 h sowie Kontrollen. N = 3. Man beachte, dass die Auftragungsvolumina nicht lber die
Behandlungszeiten hinweg angepasst wurden, die absoluten Werte somit nicht direkt vergleichar sind. Deshalb wurden
gestrichelte Linien zur Verbindung gewahlt. Verglichen werden sollten lediglich die relative Wirkung der 3-MA-
Behandlung im Vergleich zu den Kontrollwerten Uber die Zeit. Zugunsten der Ubersichtlichkeit wurde auf die Darstellung
der Standardabweichungen verzichtet. Es findet sich das gleiche Phdnomen wie in Abb. 33 bzw. den Tabellen 22 bis 24:
eine deutliche Abnahme der Konzentrationen von LC3B2 und LC3B1 bei gleichbleibendem Quotienten.
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7.7 Erganzend zu Kapitel 5.6.1 bestimmte Parameter

Tabelle 26. Partikulare Gesamtflache des LC3B-immunopositiven Signals pro Zelle bei PZ und PVI in Image J Pixeln

nach Behandlung mit 100 nM Bafilomycin, angegeben in gerundeten Mittelwerten (mit 95%-Konfidenzintervall).

N =168 | 0 h Bafilomycin | 3 h Bafilomycin 6 h Bafilomycin 12 h Bafilomycin
PVI 16,9 30,2 34,8 2,2
(10,3 -23,5) (15,8 —44)5) (19,9 -49,7) (1,6 —2,8)
PZ 293,6 502 516,1 25,6
(173,4 —413,7) | (359,2 — 644,8) (397,4 — 634,8) (22,1 — 29)
Unter- 17,4 16,6 14,8 11,6
schied
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Faktor
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Abbildung 35. Zelltypabhéngiger zeitlicher Verlauf der LC3B-immunopositiven Flache pro Zelle in absoluten
(links) und relativen (rechts) Werten bei PZ vs. PVl nach Behandlung mit 100 nM Bafilomycin. Bei den relativen
Werten wurden die PVI-Werte jeweils gleich 100% und die PZ hierzu in Beziehung gesetzt. Die Werte sind dargestellt
als Mittelwerte mit einem Konfidenzintervall von 95%. Die LC3B-immunopositiven Flachen sind nicht mit
Autophagosomen gleichzusetzen, werden aber als MaB flr diese verwendet. Zu erkennen ist ein deutlicher Unterschied
jenseits der Konfidenzintervalle zugunsten der PZ.

Tabelle 27. Partikulare Gesamtflache des LC3B-immunopositiven Signals pro Zelle pro Zellflache bei PZ und PVI nach
Behandlung mit 100 nM Bafilomycin, angegeben in gerundeten Mittelwerten X 102 (mit 95%-Konfidenzintervall).

N =168

0 h Bafilomycin

3 h Bafilomycin

6 h Bafilomycin

12 h Bafilomycin

PVI

0,64

1,00

1,02

0,07

(0,41 -0,88) (0,58 —1,41) (0,66 —1,38) (0,05-0,10)
Pz 2,67 4,82 4,84 0,21

(1,65 —3,70) (3,50 -6,17) (3,74 —5,95) (0,18 - 0,23)
Unter- | 4,17 4,82 4,75 3
schied

129




um den
Faktor

7 700

600 |

500

mm—_——
-

400

300

200

LC3B-Flache pro Zellflaiche (%)
(%3]
LY
\
LC3B-Flache pro Zellfliche (%)

S
o
4
0
<
HiH

o
o+
-

0 1 2 3 4 5 6 7
Behandlungsdauer in Stunden

2 3 4 5 6 7
Behandlungsdauer in Stunden

Abbildung 36. Zelltypabhéngiger zeitlicher Verlauf der LC3B-immunopositiven Flache pro Zelle im Verhéltnis zur
Zellflache in absoluten (links) und relativen Werten (rechts) bei PZ vs. PVI nach Behandlung mit 100 nM
Bafilomycin. Bei den relativen Werten wurden die PVI-Werte jeweils gleich 100% und die PZ hierzu in Beziehung
gesetzt. Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte mit einem Konfidenzintervall von 95%. Die LC3B-immunopositiven
Flachen bzw. Partikel sind nicht mit Autophagosomen gleichzusetzen, werden aber als MaR fiir diese verwendet. Zu
erkennen ist ein deutlicher Unterschied jenseits der Konfidenzintervalle zugunsten der PZ zu jedem
Behandlungszeitpunkt.

Tabelle 28. Durchschnittliche Partikelflache pro Zelle (in Pixel) bei PZ und PVI nach Behandlung mit 100 nM Bafilomycin,
angegeben in gerundeten Mittelwerten (mit 95%-Konfidenzintervall).

N =168 | 0 h Bafilomycin | 3 h Bafilomycin 6 h Bafilomycin 12 h Bafilomycin
PVI 1,16 1,43 1,31 1,13

(0,93 -1,39) (1,20 - 1,66) (1,12 -1,49) (0,01 -1,395)
Pz 2,95 415 3,83 1,94

(2,36 — 3,54) (3,25 - 5,06) (3,27 — 4,39) (1,86 — 2,03)
Unter- | 2,54 2,90 2,92 1,72
schied
um den
Faktor

Tabelle 29. Durchschnittliche Partikelflache pro Zelle im Verhéltnis zur Zellflache bei PZ und PVI nach Behandlung mit

100 nM Bafilomycin, angegeben in gerundeten Mittelwerten X 10" (mit 95%-Konfidenzintervall).

N =168 | 0 h Bafilomycin | 3 h Bafilomycin 6 h Bafilomycin 12 h Bafilomycin
PVI 4,54 5,27 4,32 3,96

(3,57 - 5,50) (4,37 - 6,16) (3,7 —-4,94) (2,96 — 4,97)
PZ 2,78 3,94 3,59 1,58
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Abbildung 37. Zelltypabhéangiger zeitlicher Verlauf der durchschnittlichen Flache der LC3B-immunopositiven
Partikel pro Zelle (oben) sowie zusétzlich im Verhéltnis zur Zellflaiche (unten) in absoluten (links) und relativen
(rechts) Werten nach Behandlung mit 100 nM Bafilomycin bei PZ vs. PVI. Bei den relativen Werten wurden die PVI-
Werte jeweils gleich 100% und die PZ hierzu in Beziehung gesetzt. Die Werte sind dargestellt als Mittelwerte mit einem
Konfidenzintervall von 95%. Die LC3B-immunopositiven Flachen bzw. Partikel sind nicht mit Autophagosomen
gleichzusetzen, werden aber als MaB fir diese verwendet. Wahrend die durchschnittliche Partikelflache/Zelle einen
Unterschied jenseits der Konfidenzintervalle zugunsten der PZ zu erkennen ist, dreht sich dieses Verhaltnis nach
Korrektur fur die Zellfliche um und variiert bei bei drei- und sechsstiindiger Behandlung nur noch innerhalb der

Behandlungsdauer in Stunden

Konfidenzintervalle.
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