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Meinen Eltern



Half my life's in books' written pages

live and learn from fools and from sages

Aerosmith - Dream on
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Einleitung

Mitochondrien sind verantwortlich fur die Generierung eines Grolteils
intrazellularer Sauerstoffradikale. Superoxid (-O2) entweicht
aktivitatsabhangig aus der Atmungskette und reagiert im Cytosol weiter zu
reaktiven O,-Spezies (ROS). Veranderungen der Atmungskettenaktivitat
aufgrund des wechselnden metabolischen Bedarfs oder verminderter
O,-Versorgung (Anoxie/Hypoxie) beeinflussen somit unmittelbar den
cytosolischen ROS-Spiegel und damit den zellularen Redox-Status. Da ROS
intrazellulare Signalfunktionen auszuliben scheinen (Prabhakar et al., 2007;
Zhang und Gutterman, 2007), ist damit zu rechnen, dass Anderungen der
Mitochondrienaktivitdt so die neuronale Erregbarkeit beeinflussen. Beteiligt
daran sind offenbar die reaktiven Sulfhydryl (SH-) Gruppen des Cysteins. Je
nach intrazellularem Redox-Status werden die reaktiven SH-Gruppen
verschiedenster zellularer Proteine oxidiert oder reduziert, was die
Proteinkonformation und damit auch ihre Aktivitat beeinflusst.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, wie hippokampale Netzwerke
durch gezielte Redoxmodulation oder durch Redox-Anderungen aufgrund von
Inhibition mitochondrialer Funktion beeinflusst werden. Dabei wurden
verschiedene Techniken zur optischen und elektrophysiologischen Detektion
cytosolischer Redox-Anderungen genutzt bzw. etabliert und mit deren Hilfe
redoxsensitive Targets in CA1 Neuronen identifiziert. Die Untersuchungen
wurden in akuten hippokampalen Hirnschnitten auf der Ebene des intakten
Netzwerks, auf Zellebene in kultivierten Neuronen und auf molekularer Ebene
(z.B. ATP-Gehalt in Zellen) durchgefuhrt.

Die Atmungskette

Fast alle zellularen Prozesse bendtigen Energie, zumeist in der Form von
ATP. Neuronales Gewebe weist einen besonders hohen Energiebedarf auf.
Um die Funktion zu gewahrleisten, muss die lonenverteilung (Na*/K") und das
Membranpotential durch die kontinuierliche Arbeit der ATP-abhangigen
Natrium-Kalium-Pumpe stabil gehalten werden. Selbst in Ruhephasen weisen
Neurone eine Spontanaktivitat auf, welche kompensiert werden muss.

In der Atmungskette wird die durch die Glykolyse und den Citratzyklus

bereitgestellte Energie genutzt, um ATP zu bilden. Dabei werden Elektronen
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und Protonen der Elektronentransporter NADH und FADH, auf Sauerstoff
Ubertragen, wobei Wasser entsteht (Knallgasreaktion). Wirde diese sehr
exotherme Reaktion in einem Schritt durchgefuhrt, ware sie wenig effizient
und es kdme zu Zellschaden. Indem der Wasserstoff- und Elektronentransfer
in vier Teilschritten erfolgt, wird die freiwerdende Energie optimal und

gefahrlos ausgenutzt.

Die vier Enzymkomplexe, die den Energietransfer leisten, sind in der inneren
Mitochondrienmembran lokalisiert (Abb. 1). Dabei handelt es sich um:

e Komplex I. NADH-Q-Reduktase

e Komplex II: Succinat-Q-Reduktase

e Komplex III: Cytochrom-Reduktase

e Komplex IV: Cytochrom-Oxidase
Die vier Komplexe sind fest in der inneren Mitochondrienmembran verankert.
Der Transfer der Elektronen zwischen den einzelnen Komplexen wird durch
die frei beweglichen Transportmolekilen Ubichinon (Coenzym Q, Q) und
Cytochrom C gesteuert.
Im Gegensatz zur aulleren Membran der Mitochondrien ist die innere, stark
gefaltete Membran fur praktisch alle geladenen Molekile undurchlassig. Die
Komplexe I, III und IV dienen als Protonenpumpen und transportieren
wahrend des Elektronentransfers H*-lonen durch die Membran aus der Matrix
hinaus wodurch Uber die innere Membran ein Protonengradient gebildet und
aufrechterhalten wird, welcher die Grundlage fur das mitochondriale
Membranpotential (Aym) darstellt. In Komplex IV werden die Elektronen auf
Sauerstoff Ubertragen, wodurch Wasser entsteht. Dabei bleibt der Sauerstoff
fest an den Enzymkomplex gebunden, bis er durch die Aufnahme von
4 Elektronen vollstandig zu H,O reduziert ist (Berg et al., 2003).
Die oxidative Phosphorylierung, also die Bildung von ATP aus ADP und
anorganischem Phosphat (P;), findet mit Hilfe der ATP Synthase
(FoF1-ATPase) statt. Dieser Komplex besteht aus zwei Untereinheiten. Fq ist
ein in der inneren Mitochondrienmembran fest verankerter Protonenkanal auf
dem die frei rotierbare F; Untereinheit aufsitzt. Die Treibkraft fur die ATP
Synthese ist der durch die Atmungskette aufgebaute Protonengradient. Dabei

stromen H*-lonen entlang ihres Gradienten durch den Protonenkanal, der
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Fo-Untereinheit und treiben so die FoF1-ATPase an. Durch die enge Kopplung
von Atmungskette und oxidativer Phosphorylierung wird die ATP Synthase oft

auch als Komplex V der Atmungskette bezeichnet.

A

Aussere Membran

Innere Membran

Intermembranraum

Matrix

Cristae

B

Intermembranraum

Innere Membran

Matrix

Abb. 1: Skizze Mitochondrium und Atmungskette
Die Coenzyme NADH und FADH; Ubertragen Elektronen in mehreren
Teilschritten auf Sauerstoff, wobei Wasser entsteht. Dieser
Mechanismus ist in der inneren Mitochondrienmembran verankert (A).
Die Komplexe I, III und IV pumpen dabei Elektronen in den
Intermembranraum der Mitochondrien. Der so entstehende
Protonengradient halt das mitochondriale Membranpotential (Aym)

aufrecht und wird von der ATPase zur Synthese von ATP genutzt (B).



Die Bildung von Sauerstoffradikalen in der Atmungskette

Nicht alle Elektronen, die die Atmungskette durchlaufen, werden in Komplex
IV auf Sauerstoff Ubertragen. Bis zu 5% der Elektronen entweichen in
Komplex I und III aus dem System und reduzieren Sauerstoff zu Superoxid
(*O2") (Turrens, 2003; Karihtala und Soini, 2007). Superoxid wird durch das
Enzym Superoxid Dismutase (SOD) in Wasserstoffperoxid, H20;
umgewandelt. Dieses kann entweder durch Katalase oder Glutathion
Peroxidase in Wasser und molekularen Sauerstoff umgewandelt werden oder
in der Fenton-Reaktion in Anwesenheit von reduzierten Metallionen (Fe?"
Cu?* oder Ni**) zu Hydroxyl Radikalen, (+OH) reagieren (Lloyd und Phillips,
1999). Daher wird Wasserstoffperoxid, obwohl es keine ungepaarten
Elektronen besitzt, zu den Sauerstoffradikalen gezahlt. Im Gegensatz zu den
anderen ROS ist H;O, Membrangangig und kann so entfernt vom
Entstehungsort oder sogar in anderen Zellen wirken (Gerich und Madller,
2006). Neuste Studien zeigen die Moglichkeit auf, dass auch Superoxid durch
Anionenkanale Zellmembranen passieren kann (Hawkins et al., 2007).

Hydroxyl Radikale haben aufgrund ihrer hohen Reaktivitat eine sehr kurze
Halbwertszeit im Bereich von Nanosekunden (Karihtala und Soini, 2007) und
reagieren daher nur mit Moleklilen in der direkten Umgebung ihrer
Entstehung, kénnen aber zu DNA Schaden und Zerstoérung von Membranen
durch Lipidperoxidation fihren (Kontos, 2001). Die Konzentration von ROS
wird durch ein komplexes System von Antioxidantien und Enzymen so niedrig

wie moglich gehalten (Valko et al., 2007).

Tabelle 1: Die Bildung der verschiedenen ROS

Reaktion Bezeichnung

O, +e —» Oy Bildung von Superoxid in der
Atmungskette

20y +2H" —» H,0,+ Oy SOD katalysierte H,O, Bildung

H,0, + Fe”* —— +OH + OH + Fe®* Fenton Reaktion (Eisen katalysiert)




Blocker der Atmungskette

Auf die einzelnen Komplexe der Atmungskette kann mit verschiedenen
Pharmaka Einfluss genommen (Abb. 2) und so der Elektronenfluss an den
gewulnschten Stellen gezielt unterbrochen werden. Alle Komponenten vor
dem Block werden daher durch die auflaufenden Elektronen vollstandig
reduziert, wahrend die Komponenten hinter dem Block vollstandig oxidiert
vorliegen. In den Komplexen I und III kann es dadurch verstarkt zum
Entweichen von Elektronen aus der Atmungskette kommen. Viele Insektizide
und Pestizide wirken z.B. auf Komplex I, wahrend einige Antibiotika auf
Komplex III wirken. Wirkstoffe, welche die Verwendbarkeit von Sauerstoff
beeinflussen, blockieren Komplex IV (Foster et al., 2006). Die am haufigsten
verwendeten Blocker sind Rotenon fur Komplex I, Antimycin fur Komplex III
und Cyanid fur Komplex IV. Zur Inhibition von Komplex II und der ATPase
werden oft 3-NPA beziehungsweise Oligomycin genutzt. Eine weitere
Maoglichkeit, die Atmungskette zu beeinflussen, sind Protonophoren, wie z.B.
FCCP, die ungesteuerte Wasserstoffkanale in die innere
Mitochondrienmembran einbauen, wodurch der Protonengradient Uber die

Membran zusammenbricht und so die Atmungskette von der ATP-Produktion

entkoppelt wird.
Cyanid H"'
Rotenon Antimycin A Azide
DPI 3-NPA *a
Intermembranraum Oligomycin
Innere Membran | l

Matrix

Abb. 2: Skizze Blocker der Atmungskette
Die verschiedenen Komplexe der Atmungskette kdnnen durch diverse

Blocker gezielt reversibel oder irreversibel inhibiert werden.



Der Hippokampus und seine synaptische Verschaltung

Die starke Anfalligkeit hippokampalen Gewebes gegenuber Sauerstoffmangel
und die Variation dieser Anfalligkeit in den verschiedenen Regionen machen
den Hippokampus zum idealen Forschungsobjekt bezuglich Hypoxie und
Anoxie.

Die hippokampale Formation (kurz: Hippokampus, Abb. 3 und 5) besteht aus
dem Ammonshorn (cornu ammonis) mit den Regionen CA1-3, dem hilus
(auch CA4), dem gyrus dentatus und dem subiculum. Der hilus wird aufgrund
seiner Lage meist als Teil des gyrus dentatus angesehen (Abb. 4). Der
Hippokampus ist phylogenetisch eine der altesten Strukturen im
Saugergehirn. Bereits bei Amphibien, Reptilien, Voégeln (El-Falougy und
Benuska, 2006) und Fischen (Braford, 1995) gibt es dem Hippokampus
homologe Strukturen, die sich in ihrem zellularen Aufbau aber stark vom

Sauger Hippokampus unterscheiden.

Abb. 3: Lage des Hippokampus im Rattenhirn
fx: fornix; fi: fimbria; HC: Hippokampus; MS: mediales septum
Quelle: lkonen, 2001

Der Hippokampus spielt eine zentrale Rolle in der Speicherung von

Informationen in das explizite (auch: deklarative) Langzeitgedachtnis, nicht

jedoch beim Abrufen der gespeicherten Informationen (Kandel et al., 1996).
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Er hat keinen Einfluss auf das Kurzzeitgedachtnis sowie das implizite
(auch: nichtdeklarative) Gedachtnis, welches weder bei der Speicherung noch
beim Abruf bewusste kognitive Vorgange beinhaltet und eher reflexartige,
motorisch sowie sensorisch gesteuerte Verhaltensweisen steuert.

Neben dieser Funktion bei der Gedachtnissteuerung ist der Hippokampus als
Teil des limbischen Systems auch in der Verarbeitung von Emotionen (Kandel
et al., 1996; Richardson et al., 2004) und Motivation (Tracy et al., 2001)
beteiligt.

Die synaptische Verschaltung im Hippokampus nennt man auch die
trisynaptische hippokampale Schleife (trisynaptic circuit) (Witter et al., 2000).
Der Hippokampus erhalt einen Groldteil seiner synaptischen Eingange vom
entorhinalen Cortex Uber den tractus perforans auf die Kérnerzellen des gyrus
dentatus. Die Axone der Kornerzellen bilden die Moosfasern, welche zu den
Pyramidenzellen der CA3 Region ziehen. Deren Axone verlaufen als
Schaffer-Kollaterale zu den Pyramidenzellen der CA1 Region, welche uber
das Subiculum zurtck zum entorhinalen Cortex und anderen cortikalen und
subcorticalen Bereichen wie z.B. den Mammilarkérpern des Hypothalamus
(Kandel et al., 1996) projizieren. Diese klare Struktur der Verschaltung

pradestiniert den Hippokampus zur Untersuchung der Wirkungen von

synaptischen Modulatoren.

Abb. 4: Die synaptische Verschaltung im Hippokampus
AK: assoziative und kommissurale Kollaterale, Die Verbindung zum

kontralateralen Hippokampus; CA1-3: cornu ammonis Regionen;
DG: gyrus dentatus; EC: Entorhinaler Cortex; Hil: hilus;
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MF: Moosfasern; Sb: subiculum; SC: Schaffer-Kollaterale; TP: tractus
perforans

Quelle:
http://www.bris.ac.uk/Depts/Synaptic/info/pathway/figs/hippocampus.gif

(verandert)

Der Mechanismus der spreading depression

Bei einer spreading depression (SD) handelt es sich um eine synchronisierte
Depolarisation von Neuronen und Glia, die sich von einem Fokus aus
wellenartig durch neuronales Gewebe fortpflanzt. Dabei kommt es zu einer
massiven Verschiebung des lonengleichgewichts zwischen den betroffenen
Zellen und des sie umgebenden Extrazellularraumes. Sie wurde bereits 1944
von Aristides Ledo als wiederauftretendes und reversibles physiologisches
Phanomen auf der Cortex Oberflache von Kaninchengehirnen beschrieben
(Ledo, 1944).

Eine SD kann z.B. durch tetanische elektrische Stimulierung (Ledo, 1944),
mechanische Belastung oder Beschadigung des Gewebes (Roitbak und
Bobrov, 1975; Somjen et al., 1992) sowie eine Vielzahl von chemischen
Einflussen (Gerich et al., 2006) oder auch Hypoxie (siehe unten) ausgeldst
werden. Als Beispiele sein hier nur Kalium (Reid et al., 1988) und Glutamat
(Hossmann, 2003) erwahnt.

Diese Auflistung deckt naturlich nur einen kleinen Teil der erforschten
Bedingungen ab. Einen ausfihrlichen Uberblick findet man in der Review von

George Somijen (2001).

Eine SD kann in praktisch allen Regionen des Zentralnervensystems
ausgelost werden wobei einige Areale besonders anfallig sind. Am
empfindlichsten ist die CA1-Region des Hippokampus und in etwas
geringerem Ausmal’ der Neocortex. Im Cerebellum und im Rickenmark lasst
sich eine SD schwer und nur unter bestimmten nicht physiologischen
Bedingungen auslésen (Frosch Riuckenmark: Streit et al., 1995). In fotalem

und neonatalem Gewebe lasst sich eine SD in der Regel nicht oder nur sehr



schwer auslésen, was durch den grol3en Extrazellularraum in diesen frihen
Stadien der Entwicklung erklart werden kann (Lehmenkunhler et al., 1993).
Wahrend einer SD kommt es zu einem massiven Anstieg der extrazellularen
Kalium-Konzentration ([K'].). Gleichzeitig verringern sich [Na']a, [Ca*']. und
[CI'.. Dies lasst die Vermutung zu, das K* gegen Na* und Ca®* ausgetauscht
wird, wobei CI” passiv dem Natrium-lonenfluss folgt (Muller, 2005). Durch die
gestorte lonenverteilung kommt es zu einer Schwellung der Neuronen und
Glia, was den Intrazellularraum weiter verkleinert und somit das
Ungleichgewicht der lonenverteilung noch verstarkt (Hansen und Olsen,
1980).

An der Oberflache von Hirnschnitten, die eine SD durchlaufen, kann man eine
charakteristische Veranderung der Lichtstreuung im betroffenen Gebiet
erkennen. Der genaue Mechanismus, der hinter diesen von extrazellularem
Chlorid abhangigen (Martins-Ferreira et al., 1971; Muller und Somjen, 1999)
intrinsischen optischen Signalen steckt, ist noch nicht vollig erforscht.
Zellschwellung kann aber als Hauptgrund ausgeschlossen werden (Muller und
Somjen, 1999). Mdgliche Ursachen sind eine Veranderung der
Oberflachenwolbung der Hirnschnitte (Kreisman et al., 1995), Veranderungen
in der Cytoarchitektur, wie z.B. Schwellung der Mitochondrien (Aitken et al.,
1999) oder auch eine Schadigung der Dendriten (Beading), was aber dem
reversiblen Charakter der SD widerspricht. Ein Film, der die intrinsischen
optischen Signale einer SD in einem Hirnschnitt zeigt, kann unter folgender
Internet Adresse eingesehen werden:
http://wwwuser.gwdg.de/~mmuelle7/SD.html

FUr den Fall, das die SD durch schwere Hypoxie bzw. Anoxie ausgelost wird
gibt es unterschiedliche, zum Teil irrefiihrende Bezeichnungen (Uberblick in:
Somjen, 2001). In dieser Arbeit wird die Bezeichnung ,(durch) Hypoxie
induzierte spreading depression® (Englisch: hypoxia induced spreading
depression; HSD) genutzt.

Zwischen SD und HSD gibt es einige wenige aber bedeutende Unterschiede.
Zur Regeneration und zum Wiederherstellen des lonengleichgewichts ist
Energie erforderlich, die durch zellulare Respiration bereitgestellt werden
muss. Die Dauer einer HSD ist daher direkt von der Wiederherstellung der

Sauerstoffversorgung abhangig. SD und HSD unterscheiden sich auch im



Zeitverlauf der Storung der synaptischen Funktion. Bei einer SD funktionieren
die Synapsen bis zu dem Moment, in dem die massive Depolarisation der
Zellmembran eintritt. Dieser Verlust der synaptischen Funktion tritt bei einer
HSD schon einige Minuten vor der Depolarisation ein (Somjen et al., 1993).
Im Gegensatz zu einer SD lasst sich eine HSD durch NMDA-Antagonisten
nicht blockieren (Somjen, 2001).

Soweit die Sauerstoffversorgung rechtzeitig wiederhergestellt ist, zeigen HSD
und SD deutliche Ubereinstimmungen in Bezug auf den Verlauf der Anderung
des Membranpotentials, der intrinsischen optischen Signale und deren
Ausbreitungsgeschwindigkeit sowie der Verkleinerung des

Extrazellularraumes.
Das Auftreten von SD und HSD ist mit Krankheitsbildern der Migrane,

Epilepsie Hirn-Odemen und -verletzungen sowie der apoplexia cerebri

(Schlaganfall) gekoppelt (Somjen 2001).
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Material und Methoden

Versuchstiere und Gewebe

Alle Versuche wurden an akuten Hirnschnitten bzw. primaren Zellkulturen
durchgefuhrt. Das dazu notwendige Hirngewebe wurde Ratten (rattus
norvegicus) der Zuchtlinie Sprague-Dawley entnommen. Die Tiere wurden in
der zentralen tierexperimentellen Einrichtung der Universitat gehalten und
geziichtet. Da Ostrogene in vielen neurodegenerativen Krankheiten und
Verletzungen eine neuroprotektive Rolle erfillen (Suzuki et al., 2006) und
besonders cortikale und hippokampale Neurone vor Schaden durch Ischamie
schutzen (Merchenthaler et. al, 2003), wurden fur die Anoxie-Versuche
groltenteils mannliche Tiere ausgewahlt. Kontrollversuche zeigten jedoch
bezlglich der hier gezeigten Ergebnisse keine signifikanten Unterschiede
zwischen Mannchen und Weibchen.

Neuronales Gewebe weist einen sehr hohen Energie- und damit auch einen
hohen Sauerstoffbedarf auf. Es ist daher gegenuber Stérungen in der
Sauerstoffversorgung extrem anfallig. Da hippokampale Neurone besonders
sensibel auf hypoxische Verhaltnisse reagieren (Pulsinelli et al. 1982;
Schmidt-Kastner und Freund, 1991), ist der Hippokampus in der Hypoxie- und
Ischamie-Forschung schon von jeher eines der haufigsten verwendeten

Gewebe.

Praparation der Hirnschnitte

Mannliche Sprague-Dawley Ratten im Alter von 6-8 Wochen und einem
Gewicht von 200-280 g wurden mit Ether betaubt und dekapitiert. Der Schadel
wurde geodffnet und das Gehirn mit eiskalter ACSF gespult, zUgig enthommen
und fur 1-2 min in eiskalter, begaster ACSF abgekuhlt, um Ischamie-Schaden
Zu minimieren.

Die Hemispharen wurden getrennt und das Cerebellum auf Hohe der Pons
abgetrennt. Ebenso wurden der Olfaktorische Bulbus sowie das vordere
Drittel des frontalen Cortex entfernt. Der verbliebene Rest der Hemisphare

wurde mit dem Frontalende nach oben auf einen Vorgekihlten Schneideblock
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geklebt und mit einem tissue slicer (752M Vibroslice, Campden Instruments,
Loughborough, UK) in 400 pym dicke transversale Schnitte des Hippokampus
und des umliegenden Gewebes geschnitten.

501m

Abb. 5: Hippokampale Formation in einem Hirnschnitt
VergroRerung: Links 2,5x, Rechts (VergroRerter Ausschnitt) 63x
CA1-3: CA (cornu ammonis) Regionen des Hippokampus; DG: gyrus
dentatus; S.0.: stratum oriens; S.P.: stratum pyramidale; S.R.: stratum

radiatum

Die Hirnschnitte (Abb. 5) wurden in eine Interfacekammer vom Oslo-Typ
(Croning & Haddad, 1998) uberfihrt und flr 90 Minuten ungestort gelassen,
um eine Erholung vom Praparationstrauma zu gewabhrleisten. In dieser Art
Versuchskammer liegen die Hirnschnitte auf einem Netz an der Grenzflache
zwischen artifizieller cerebrospinaler Flissigkeit (ACSF) und der Luft (Abb. 6).
Da die Hirnschnitte praktisch ihre gesamte Sauerstoffversorgung aus der Luft
und nicht aus der begasten Losung beziehen, kann man so ohne
nennenswerte Zeitverzdgerung zwischen normoxischen und hypoxischen
Verhaltnissen wechseln. Die Wirkung von Pharmaka hingegen tritt im
Gegensatz zu einer Submersionskammer aufgrund des verlangerten

Diffusionsweges deutlich verzogert ein.
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Gasaustausch

95%0, / 5%CO,
bzw.
95%N, / 5%CO, i

Abb. 6: Aufbau und Prinzip der Interfacekammer

Die Hirnschnitte liegen auf einem Netz auf der Grenzflache zwischen
Flissigkeit und Luft. Die Sauerstoffversorgung geschieht fast
vollstdndig durch die Gasphase, wobei die Gasgemische Carbogen
bzw. N2/CO, durch ein erwdrmtes Wasserbad geleitet (hier nicht

gezeigt) und so befeuchtet werden.

Die Kammer wurde kontinuierlich mit Carbogen (95% Oz / 5% CO3) mit einer
Flussrate von ca. ~400 ml/min begast und die Hirnschnitte mit begaster ACSF
perfundiert (3-4 ml/min). Die Temperatur in der Kammer betrug 35-36°C. Die
verwendete Interfacekammer verfugte Uber zwei vollstandig voneinander
getrennte Kammern mit eigener Gasversorgung und ACSF-Zufluss. So
konnten die Hirnschnitte in einer Versuchskammer untersucht bzw. mit den
jeweils bendtigten Pharmaka behandelt werden, wahrend die Hirnschnitte in
der zweiten Kammer in Carbogen begaster Kontrolllésung aufbewahrt
wurden.

Fir einige optische Messungen sowie fur die Messungen des ATP-Gehaltes
wurde die hippokampale Formation isoliert. In diesen Fallen fanden die

Messungen in einer Submersionskammer statt.
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Anlegen einer gemischten Primarkultur aus Gliazellen und Neuronen

Um Untersuchungen auf Einzelzellebene sowie die Transfektion von Zellen
mit dem neuartigen redoxsensitiven roGFP zu ermdéglichen wurde eine
Methode zum Anlegen von Primarkulturen hippokampaler Neurone neu
etabliert.

Zur Herstellung dieser Primarkulturen (verandert nach Malgaroli & Tsien,
1992) wurden 2-5 Tage alte Ratten beiderlei Geschlechts verwendet. Die
Tiere wurden dekapitiert, das Gehirn entnommen und in eiskalten Puffer
(Hank’s balanced salts solution, HBSS) + 20% fotales Rinderserum Uberfuhrt.
Sofern nicht anders erwahnt, wurden in allen weiteren Schritten eisgekuhlte
Ldsungen eingesetzt. Die Hemispharen wurden getrennt, die Hippokampi
isoliert und transversal in kleinere Sticke geschnitten. Nach Waschen mit
HBSS (+20% FBS) (3x) und HBSS (3x) wurden die Sticke 10 min bei 37°C
trypsiniert. Trypsin spaltet die extrazellularen Proteine, die zur Zelladhasion
beitragen. Dadurch wird eine Dissoziierung des Gewebes ermoglicht. Die
Trypsinierung wurde durch Zugabe von HBSS (+20% FBS) gestoppt und die
Stucke erneut gewaschen (s.0.). Die Hippokampus Scheibchen wurden in
Dissoziationspuffer UberfiUhrt und mit einer feuerpolierten Pasteurpipette
durch vorsichtiges Trituieren dissoziiert, bis keine Gewebereste mehr zu
erkennen waren. Die Zell-Suspension wurde zentrifugiert (10 min, 1500 rpm,
4°C) und das Pellet in Platierungsmedium oder Kulturmedium I resuspendiert.
Die ersten Versuche wurden mit Platierungs- und Wachstumsmedium
durchgefuhrt. Da diese Medien fur eine Transfektion ungeeignet sind, wurden
spater alle weiteren Zellkulturen mit Kulturmedium I und II angesetzt.

Die Zellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt, in einer
Dichte von 20.000-30.000 Zellen auf mit Matrigel benetzten Deckglaschen
(D 1,3 cm?) ausplatiert und in 4-Kammern-Kulturplatten (4-well culture plates)
(Nunc, Wiesbaden, Deutschland) bei 37°C in befeuchteter 95% O,/ 5% CO>
Atmosphare inkubiert. Nach einer Stunde, in der Neurone und Gliazellen am
Glas Festhaften konnten, wurden die Kammern der Kulturplatten mit 800 pl
Platierungsmedium bzw. Kulturmedium I aufgefullt. Am zweiten Tag wurde
das Medium gegen Wachstumsmedium bzw. Kulturmedium II ausgetauscht.

Danach wurde das Medium alle 2 Tage zur Halfte ausgewechselt.
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Abb. 7: Entwicklung der Zellkultur

Neurone und Gliazellen beginnen direkt nach dem Ausplatieren mit der

Bildung von Auslaufern. Dabei wachsen die Neurone fast immer auf
Gliazellen, was dazu fuhren kann, dass sich die Zellen bei Farbungen
nur unklar voneinander abgrenzen lassen.

A: Zellkultur, Alter 1 Tag (days in vitro, DIV); B: DIV 3; C: DIV 11
VergroéRerung: links 60x, rechts 10x

Die Neurone begannen direkt nach dem Ausplatieren mit der Bildung von

Auslaufern (Abb. 7) und nach 2 Tagen waren die Zellen voll ausdifferenziert.

Die meisten Versuche fanden mit Zellen im Alter von 3-7 Tagen (DIV) statt.
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Elektrophysiologie

Elektrophysiologische Messungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Elektrophysiologische Messungen
durchgefuhrt:

1. Evozierte Feldpotentiale

2. DC Potentiale wahrend Hypoxie

3. Intrazellulare Ableitungen aus Gliazellen
Die Messelektroden zur Messung extrazellularer DC Potentiale wurden aus
dinnwandigem  Borosilikat-Glas  (GC150TF-10, Harvard Apparatus,
Edenbridge, UK) mit einem Horizontal-Puller (P-97, Flaming/Brown
Micropipette Puller, Sutter Instrument Co., Novato, USA) hergestellt. Sie
wurden mit ACSF befulllt und wiesen einen Widerstand von ca. 5 MQ auf.
Zur Stimulation wurden mit einem Stimulator (Grass S88 Stimulator, West
Warwick, USA) rechteckformige unipolare Stimuli mit einer Lange von 0,1 ms
uber eine aus Stahldraht (@ 50 ym, AM-Systems, Hildesheim, Deutschland)
gefertigte Mikroelektrode gegeben. Orthodrom evozierte Antworten wurden
durch Stimulation der Schaffer-Kollaterale ausgelost, die mit einer
Ableitelektrode im stratum radiatum, dem Bereich der Dendriten, in der CA1
Region aufgezeichnet wurden (Abb. 8). In diesem Bereich tritt die HSD in der
Regel zuerst auf.
Die Messungen wurden mit einem DC-Potential Verstarker (Eigenbau,
Elektronikwerkstatt, Zentrum Physiologie, Universitat Gottingen) durchgefuhrt.
Zur visuellen Kontrolle wurden die Signale auf einem Oszilloskop (TDS2014,
Tektronix, Beaverton, USA) wiedergegeben und mit dem Software Paket
pCLAMP 9 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) aufgezeichnet und

ausgewertet.
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Ableitelektrode

Reizelektrode

Abb. 8: Platzierung der Reiz- und Ableitelektroden
Uber die Reizelektrode wurden die Schaffer-Kollaterale, d.h. die Axone
der CA3 Pyramidenzellen, die von CA3 nach CA1 ziehen und dort auf
die apikalen Dendriten der Pyramidenzellen projizieren, stimuliert. Die
Ableitelektrode wurde in der CA1 Region im stratum radiatum (S.R.)

platziert.

Gliazellen (Astrozyten) aus der Grenzregion zwischen S.R. und S.P. wurden
anhand ihres negativen Membranpotentials von -80 bis -90 mV, ihres
geringen  Eingangswiderstandes und der fehlenden  Fahigkeit,
Aktionspotentiale zu generieren, identifiziert (D'Ambrosio et al., 1998). Es
wurden nur Zellen akzeptiert, deren Membranpotential mindestens -80 mV

betrug.

Hypoxie induzierte spreading depression

Die Hirnschnitte wurden wie oben beschrieben prapariert und in der Interface-
Kammer aufbewahrt. Die Ableit- und Reizelektroden wurden wie oben
beschrieben platziert. Um eine schwere Hypoxie auszuldsen, wurde die
Begasung der Versuchskammer von Carbogen auf 95% N, - 5% CO;
umgestellt. Die Versuchsldsungen wurden weiterhin mit Carbogen begast.
Daher wird hier durchgehend der Begriff Hypoxie verwendet, obwohl im
Gewebe tatsachlich anoxische Bedingungen vorherrschen. Durch den

Sauerstoffmangel wurde in der Regel nach 2 - 4 Minuten eine HSD ausgeldst.
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Das Auftreten einer HSD wurde durch eine plétzliche massive Negativierung
des extrazellularen DC-Potentials angezeigt. Um eine Vergleichbarkeit der
Untersuchungen zu gewahrleisten, wurden nur die Hirnschnitte verwendet, bei
denen die HSD im Zeitrahmen von 90 s bis 480 s nach O, Entzug auftrat und
dabei mindestens eine Amplitude von -10 mV aufwies. 15 - 20 s nach dem
Beginn der HSD hatte die Potentialanderung ihre maximale Amplitude
erreicht, und die Begasung wurde wieder auf Carbogen umgestellt, um eine
Schadensfreie Erholung zu gewahrleisten. Unter diesen
Versuchsbedingungen koénnen mehrere HSD-Episoden nacheinander in
einem Schnitt ausgelést werden. Dabei kommt es bei den ersten drei HSD zu
keinen signifikanten Abweichungen in den gemessenen Parametern, wenn
zwischen den HSD-Episoden eine ausreichende Erholzeit von ca. 30 min.
eingehalten wird (Muller und Somjen, 1998).

Zur Modulation der HSD wurden die zu untersuchenden Pharmaka Uber die
Perfusionslosung zugegeben. Um eine ausreichende Diffusion in das Gewebe
zu gewahrleisten, wurde die Hirnschnitte 20 - 25 Minuten behandelt, bevor
eine HSD ausgeldst wurde. Die gemessenen Parameter einer HSD unter
Inhibitor Einfluss wurden jeweils mit den Werten einer zuvor induzierten

Kontroll-HSD am selben Schnitt verglichen.
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Optische Messungen

Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie beruht auf der Anregung von geeigneten
Fluorophoren durch energiereiches Licht bestimmter Wellenlangen. Dabei
absorbiert ein Elektron des Fluorophors ein Photon und wird dadurch in einen
angeregten Zustand versetzt. Beim Zurlckfallen auf sein normales
Energieniveau emittiert das Elektron einen Teil der Photonenenergie als Licht
einer langeren, d.h. energiedrmeren Wellenlange.

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle in dieser Arbeit vorgestellten
optischen Messungen an einem aufrechten Fluoreszenzmikroskop (Axiotech
vario, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefuhrt (Abb. 9). Als Lichtquelle
diente eine polychromatische Lichtquelle mit Xenon Hochdrucklampe
(Polychrom I, Till Photonics, Grafelfing, Deutschland) der mithilfe eines
galvanometrisch gesteuerten optischen Gitters Licht in der eingestellten
Wellenlange durch einen dunnen Schlitz projiziert. Das emittierte Licht wies
aufgrund dieses Prinzips eine gaul3sche Wellenlangenverteilung von = 15 nm
um die eingestellte Wellenlange herum auf. Im Weiteren wird immer nur der
Mittelpunkt des emittierten Wellenlangenspektrums angegeben (Abb. 9).

Das durch die Anregung der Farbstoffe emittierte Licht konnte noch durch
einen Bandpass-Filter sauber vom kurzwelligeren Licht der Lichtquelle
getrennt werden und wurde von einer CCD Kamera (Imago QE, PCO
Imaging, Kelheim, Deutschland) aufgenommen und die Bilder mit der
Software TILLvisION (Till Photonics) bearbeitet. Einige Auswertungen wurden

mit der Software Metamorph Offline (Molecular Devices) durchgefuhrt.
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Abb. 9: Skizze des Versuchsaufbaus

Das Licht der Lichtquelle wird durch ein optisches Gitter gebeugt und
auf einen schmalen Spalt projiziert, so dass nur der gewilnschte
Wellenlangenbereich passieren kann. Der Dichroitische Spiegel lenkt
den Lichtstrahl um, der nun durch das Mikroskop auf das Praparat
fokussiert wird. Die angeregten Farbstoffe emittieren daraufhin ein
Licht langerer Wellenlange, welches nun den Dichroiten passiert und
von der Kamera aufgefangen werden kann. Gleichzeitig zu den
optischen Messungen konnen elektrophysiologische Versuche
durchgefiuhrt werden.

Zwei-Photonen-Mikroskopie

Bereits 1931 stellte Maria Goppert-Mayer (Goppert-Mayer, 1931) die Theorie
auf, dass ein Elektron, wenn es von zwei energiearmen Photonen, deren
summierte Energie ausreicht, um es in einen angeregten Zustand zu
versetzen, gleichzeitig getroffen wird, tatsachlich diesen angeregten Zustand
erreicht. Da die zwei Photonen das Elektron innerhalb eines Zeitfensters im
Femtosekundenbereich treffen muissen, bendtigt man eine Photonenquelle

sehr hoher Intensitat.
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Abb. 10: Vereinfachtes Jablonski Diagramm
Die freien Elektronen des Fluorophors werden durch die Absorption
eines Photons (hva) kurzwelliger Wellenlange in einen angeregten
Zustand (S4) versetzt. Kurze Zeit spater fallen sie dann udber
Zwischenstufen auf ihren Grundzustand (Sp) zurlick. Dabei emittieren
sie einen Teil der absorbierten Energie in Form von langerwelligen
Photonen (hvg). Nah-infrarotes Licht (>700 nm) hat nicht gentigend
Energie, um Elektronen in den angeregten Zustand zu heben. Treffen
aber 2 dieser Photonen (hvai+ hva2) gleichzeitig, d.h. in einem
Zeitfenster im Femtosekundenbereich (107° s) auf das Elektron,

addieren sie ihre Energie und erregen das Elektron.

Einige optische Messungen mit dem Farbstoff Rhodamin 123 sowie die
Calcium Messungen mit Fluo-3 in DTNB wurden an einem selbstgebautem
Zwei-Photonen Mikroskop (Muller et al. 2003) durchgefuhrt. Dieses System
bestand aus einem modifiziertem aufrechten Mikroskop (Axioskop II, Zeiss)
mit einem Ti:Saphir Laser (Tsunami, Modell 3941-M3BB, Spectra-Physics,
Irvine, USA) der von einem 5 W Festkdrperlaser (Millenia Vs, Spectra-
Physics) gepumpt wird. Die laterale und axiale Auflésung lag bei
0,5 ym x 1,4 ym. Durch den Einsatz von Neutralgraufiltern konnte die

Laserintensitat am Praparat auf 1-2 m\W eingestellt werden.

Die Zwei-Photonen-Mikroskopie hat gegenuber der normalen

Fluoreszenzmikroskopie unter anderem den Vorteil, dass die Energie nur im
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Fokus des Lasers ausreicht, um die Elektronen der Fluorophoren anzuregen.
So ergibt sich eine hervorragende axiale Auflésung. Es kdnnen viel tiefere
Schichten im Gewebe untersucht werden, ohne das es zu einer Stérung durch
Streulicht aus hoher oder tiefer liegenden Schichten des Gewebes kommen
kann. Dadurch kommt es auch nur 2zu minimalem stérenden
Hintergrundsrauschen.

Das langwellige Laserlicht ist bei kurzer Exposition schonender fur Gewebe
und Farbstoffe als das UV-Licht der regularen Fluoreszenzmikroskopie (Dunn
und Young, 2006). So werden Gewebeschaden vermieden und es tritt eine
Bleichung der Farbstoffe, wenn Uberhaupt, dann nur im Fokus der

Beleuchtung auf.

Der Einsatz des Zwei-Photonen Mikroskops ermdglichte Messungen von
intrazellularem Calcium mit dem Farbstoff Fluo-3 in Anwesenheit von DTNB.
DTNB absorbiert Licht im Wellenlangenbereich von 300-450 nm. Das fuhrt
dazu, dass die Anregung und die Emission durch eine DTNB Zugabe
scheinbar auf ein Minimum fallt. Eine 1-Photon Anregung war unter diesen

Umstanden praktisch nicht moglich.

Autofluoreszenz von NADH und FAD

Die Wasserstoff-Carrier  NAD/NADH und FAD/FADH, dienen in ihrer
reduzierten Form der oxidativen Phosphorylierung der mitochondrialen
Atmungskette als Elektronendonor, wobei sie oxidiert werden. Da sowohl
NADH als auch FAD autofluoreszierende Eigenschaften aufweisen, eignen
sie sich sehr gut, um metabolische Vorgange in Mitochondrien und die
neuronale Aktivitdt optisch zu untersuchen. Durch eine Optimierung des
Versuchsaufbaus und den Einsatz von geeigneten Filtern gelang es, NADH
und FAD gleichzeitig zu messen (Foster et al., 2006). Die Messungen wurden
an Hirnschnitten durchgefuhrt. Dabei wurden NADH mit 360 nm und FAD mit
460 nm abwechselnd angeregt. Eine Messung an einzelnen Neuronen in
Zellkultur war nicht mdglich, da die Intensitat der Autofluoreszenz von NADH
sehr schwach ist und selbst durch die hochempfindliche Kamera QE mit einer

Quanteneffizienz von 70% nicht detektierbar war.
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Farbstoffe

Die Farbungen der Zellkulturen fanden in Kulturmedium im Inkubator bei 37°C
und 5%iger CO, Atmosphare statt. Die akuten hippokampalen Hirnschnitte
wurden in einer selbstgebauten Farbekammer in Carbogen-begaster ACSF
bei Raumtemperatur oder im Wasserbad bei 37°C gefarbt. Zellen und
Hirnschnitte wurden je nach Farbstoff fur 25 bis 45 Minuten gefarbt. Fluo-3
wurde in der AM-Ester-Form verwendet. Bei diesen membrangangigen
ungeladenen Farbstoffen werden im Cytosol die Estergruppen von Esterasen
abgespalten wodurch der Farbstoff erst seine fluoreszenten Eigenschaften
erhalt und die dann geladene Molekule nicht so leicht aus den Zellen
transportiert werden kénnen. Nach dem gleichen Prinzip funktionieren auch
die Fluorescein Di-Acetat Varianten 5(und 6) Chloromethyl-2',7'-
Dichlorodihydrofluorescein Di-Acetat (CM-H,DCFDA) und 2'7'-
Dichlorodihydrofluorescein Di-Acetat (H,DCFDA).

Da diese Farbstoffe wasserunldslich sind und sich das Anfarben von
Neuronen daher als schwierig erwies, wurden die Farbstoffe in 10%iger
Pluronic F-127 in DMSO Losung angesetzt. Die Eigenschaften der benutzten
Farbstoffe sind in folgender Tabelle zusammengefasst. Die bei den
Bandpass-Filtern (BP) angegebenen Wellenlangen geben die mittlere
Wellenlange, die den Filter passieren kann, und den Wellenlangenbereich um
diesen Mittelpunkt herum an. Die Wellenlangenangabe der Dichroitischen
Filter (DC) gibt die Wellenlange an, ab der langerwelliges Licht den Filter

passieren kann.
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Intrinsische optische Signale

Wird in hippokampalen Hirnschnitten, die in einer Interfacekammer liegen,
eine SD oder eine HSD ausgelost, geht diese mit einem Anstieg der
Lichtbrechung im betroffenen Gewebe einher. Diese charakteristischen
intrinsischen  optischen  Signale (I0S) folgen dem Absinken des
extrazellularen DC-Potentials. Das Aufzeichnen der 10S hat den Vorteil, dass
es sich um eine nichtinvasive Methode handelt, die ohne den Einsatz von
Farbstoffen genutzt werden kann. Dadurch, dass der gesamte Hippokampus
betrachtet werden kann, koénnen der Startpunkt der SD, ihre
Ausbreitungsgeschwindigkeit und das betroffene Areal visualisiert werden.

Die Ausbreitungsgeschwindigkeit und das betroffene Areal der I0S wurden
durch eine Quantifizierung der Anderung der Lichtreflexion in der CA1 Region
von hippokampalen Hirnschnitten in der Interfacekammer gemessen. Dazu
wurden die Hirnschnitte in einem Winkel von 40-45° mit weillem Licht
bestrahlt. Bilder wurden in 2-Sekunden-Intervallen mit einem 5-Fach 0.13-NA
Objektiv (Epiplan, Zeiss) aufgenommen. Hypoxie- und Pharmaka-induzierte
Effekte wurden durch Offline Bildsubtraktion sichtbar gemacht. Als Referenz
diente ein Bild, das kurz vor dem Wechsel der Begasung von Carbogen auf
Stickstoff aufgenommen wurde (Muller und Somjen, 1999).

Der Helligkeitswechsel wurde in einer quadratischen Region im stratum
radiatum in der CA1 Region in der Nahe der Ableitelektrode gemessen. Die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der HSD wurde an der Wellenfront im stratum
radiatum der CA1 Region gemessen. Das betroffene Areal wurde als der
Bereich definiert, in dem die Helligkeitszunahme = 5% betrug. Die Bilder
wurden mit der Software TILLvisION (Till Photonics) aufgenommen und mit
der Software MetaMorph Off-Line 6.1 (Universial Imaging) bearbeitet und

analysiert.

Transfektion von Zellkulturen

Die Transfektion ist eine Methode zur Einschleusung von Fremd-DNA in
eukaryotische Zellen. Man unterscheidet zwischen transienter Transfektion,

bei der die Fremd-DNA von DNAsen nach einiger Zeit abgebaut wird, und
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stabiler Transfektion, bei der die DNA fest in das Genom der Zelle eingebaut
wird. Das gewilnschte DNA-Stlck wird in einen Plasmid-Vektor eingebaut und
uber unterschiedliche physikalische oder chemische Wege in die Zielzelle
transferiert.

Als Vektor fur die in dieser Arbeit verwendeten redoxsensitiven roGFP wurde
pEGFP-N1 (Clontech, Mountain view, USA) genutzt (Abb. 11, A).
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Abb. 11: Restriktionskarte des pEGFP-N1 Vektors und strukturelle

Besonderheiten des redoxsensitiven roGFP
pEGFP-N1 ist ursprunglich eine Rot verschobene Variante des Wildtyp
GFPs mit Anregungs- und Emissionsmaxima bei 488 nm und 507 nm.
Es enthalt ein Resistenzgen gegen Neomycin und Kanamycin (A). Die
hier verwendete Variante enthalt die Mutationen
C48S/T65S/S147C/Q204C. Durch diese Modifikation liegen die beiden
Cystein-Reste 147 und 204 an der Oberflache des Proteins (B).
Quellen: http://www.clontech.com/images/pt/dis_vectors/PT3027-5.pdf
und Hanson et al. (2004) (Verandert)

Dieses GFP hat bei 395 nm und 470nm zwei Anregungsmaxima. Im
oxidierten Zustand bildet sich zwischen den beiden exponierten Cysteinresten
(Abb 11, B) an der Oberflache des Proteins eine Disulfid-Brucke, welche eine

Konformationsanderung induziert, durch die die Protonierung des
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Chromophors unterstitzt wird. Dadurch verstarkt sich das Maximum bei
395 nm, wahrend das Maximum bei 470 nm abgeschwacht wird. Diese
Eigenschaft ermoglicht dynamische ratiometrische Messungen des Redox-
Zustandes der transfizierten Zellen. Das Verhaltnis der Fluoreszenz bei
400 nm zu 470 nm zeigt das Ausmal} der Oxidation an, ohne dass magliche
Fehlerquellen wie ein Ausbleichen oder die Konzentration des Farbstoffs, eine

Instabilitdt der Beleuchtung sowie die ungleichmalige Verteilung des

Indikators in den Zellen einen Einfluss auf die Messungen haben (Hanson et
al., 2004; Dooley et al., 2004).

Abb. 12: Cytosolische und mitochondriale Exprimierung von roGFP
Das roGFP wurde in kultivierten hippokampalen Neuronen und

Gliazellen im Cytosol (A) oder in den Mitochondrien (B) exprimiert.

Das redoxsensitive GFP wurde uns freundlicherweise von Professor S. James

Remington, Institute of Molecular Biology, University of Oregon, Uberlassen.

Durchfiihrung der Transfektion

Um die Plasmid-Vektoren in die Zielzellen einzubringen, wurden zwei
Methoden, die Transfektion mit Lipofectamine 2000 (Invitrogen) oder durch
Elektroporation, etabliert.

Bei der Transfektion mit Lipofectamine 2000 wird die Fremd-DNA in
Liposomen eingeschlossen, die mit der Zellmembran verschmelzen konnen.
Die Praparation von Zellkulturen zur Transfektion glich bis auf die letzten
Schritte dem regularen Ansatz. Zur Transfektion wurden, um den

cytotoxischen Nebenwirkungen des Lipofectamine 2000 entgegenzuwirken
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und um eine akzeptable Ausbeute trotz der geringen Transfektionseffizienz zu
erhalten, 80.000-150.000 Zellen pro Deckglaschen aufgetragen. Die
Kammern der Kulturschalen wurden an Tag 0 mit 500 pl Kulturmedium I
aufgefullt. Die Transfektionen wurden jeweils an Tag 1 (DIV1) durchgefuhrt.
Pro Kammer wurden 2 ul Lipofectamine 2000 in 48 pl Optimem und 1-2 ug
DNA in 48-49 pl Optimem verdinnt. Nach 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die beiden Ansatze vermischt und weitere 20 min
(RT) inkubiert, um die Bildung von Lipofectamine 2000-DNA Komplexen zu
gewahrleisten. In jede Kammer wurden 100 yl der Komplex-Lésung gegeben
und bei 37°C fur 1-3 Stunden inkubiert. Dann wurde das Medium komplett
gegen Kulturmedium II ausgetauscht. Alle 2 Tage wurde das Medium zur
Halfte gewechselt. In spateren Versuchen hat sich gezeigt, dass es ausreicht,
pro Kammer 0,5 ul Lipofectamine 2000 zu verwenden. So ergab sich eine

geringere toxische Wirkung bei ausreichender Transfektionseffizienz.

Als alternative Methode wurden die Zellen mittels Elektroporation mit dem Rat
Neuron Nucleofector® Kit (Amaxa, KéIn, Deutschland) transfiziert. Dabei wird
die Zellmembran durch einen kurzen elektrischen Impuls kurzfristig fur die
einzubringende DNA permeabel gemacht. Die bendtigte Spannung, um eine
zufrieden stellende Transfektionseffizienz zu erreichen, ist so hoch, dass ein
grol3er Teil der Zellen dabei zerstort wird. Daher muss bei dieser Variante die
Zelldichte viel hdher sein als bei der Transfektion durch Lipofectamine.

Nach der Dissoziation der Gewebeschnitte wurden die Zellen gezahlt und
mindestens 1.000.000 Zellen zentrifugiert (1000 U/min, 5 min), in 100 pl
Nucleofector-Losung resuspendiert und in einer speziellen
Transfektionskivette mit 1-2 ug DNA vermischt. Die Kivette wurde im
Nucleofector (Amaxa, Koln, Deutschland) einem elektrischen Feld ausgesetzt,
um die Zellmembranen kurzzeitig durch Porenbildung fur die zugegebene
DNA permeabel zu machen. Dafur gibt es zwei mdgliche Einstellungen, die
entweder auf Transfektionseffizienz (G-13) oder schonende Behandlung der
Zellen (0-03) ausgelegt sind (fur Details siehe Nucleofector Anleitung).

Die transfizierten Zellen wurden auf die mit Matrigel beschichteten
Deckglaschen zu je ca. 100.000 Zellen pro Glas ausplatiert. Dazu wurden die

Zellen in jede Kammer der Kulturschalen zu je 300 pl vorgewarmtem
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Kulturmedium 1 pipettiert und 4 Stunden bei 37°C inkubiert. In dieser Zeit
sanken die Zellen ab und konnten sich am Deckglas festheften. Danach
wurde das Medium komplett gegen frisches vorgewarmtes Kulturmedium I
ausgetauscht. Nach 24 Stunden wurde das Medium komplett gegen

Kulturmedium II ausgetauscht und alle 2 Tage zur Halfte gewechselt.

In der Regel weist die Elektroporation eine héhere Transfektionseffizienz bei
den uberlebenden Zellen auf. Beide Methoden erlangten jedoch im
Zusammenhang mit den hier verwendeten DNA-Konstrukten nur eine geringe

Effizienz von bis zu 10%.

Bestimmung des ATP-Gehaltes hippokampaler Hirnschnitte
Der ATP-Gehalt in hippokampalen Hirnschnitten, die mit den verschiedenen
Atmungskettenblockern behandelt wurden, wurde photometrisch nach der
Methode von Lamprecht und Trautschold (1985) bestimmt.

Die gekoppelten Reaktionen laufen nach folgendem Prinzip ab:

Hexokinase

(1) ATP + D-Glucose ——— > G-6-P + ADP

___________________________________

In Anwesenheit von Mg®* entsteht pro Mol ATP ein Mol NADPH wodurch es
zu einer Extinktionszunahme bei 366 nm kommt (Lamprecht und Trautschold,
1985). Da Glucose und NADP® in der Testlésung praktisch unbegrenzt

vorhanden sind, wird die Reaktion durch den ATP-Gehalt der Probe begrenzt.

Hippokampale Hirnschnitte wurden wie oben beschrieben angefertigt. Die
hippokampale Formation wurde isoliert und in einer Interfacekammer fir 90
min bei 35,5 — 36°C gelagert. Je 2 isolierte Hippokampus Schnitte wurden
dann Uber die Perfusion fur 25 min mit den verschiedenen Blockern oder
H,O, behandelt. An jedem Versuchstag wurden als Kontrolle auch

2-4 Hirnschnitte fur weitere 25 min in normaler ACSF belassen. Die
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Hirnschnitte wurden dann als Doppelprobe getrennt voneinander
weiterbehandelt.

Die einzelnen Hirnschnitte wurden schnell in je ein Reaktionsgefald mit 300 pl
eisgekuhlter 8%iger Perchlorsaure Uberfuhrt und sofort mit einer
Ultraschallsonde (Cell Disruptor W-220F, Heat Systems - Ultrasonics [jetzt:
Misonix], Farmingdale, USA) fiur 5-10 s homogenisiert, um alle zellularen
Prozesse zu stoppen. Aufgrund der starken Hitzeentwicklung durch die
Beschallung wurde die Homogenisierung auf Eis durchgefuhrt. Es war
essentiell, dass dieser Schritt so schnell wie moglich durchgeflhrt wurde, da
die Metabolitkonzentration bereits innerhalb von Sekundenbruchteilen
absinken kann (Lamprecht und Trautschold, 1985). Das Homogenat wurde fur
10 min bei 4°C mit 14.000 U/min zentrifugiert (Zentrifuge 5804R, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) und das Pellet flr eine spatere Proteinbestimmung
(Bradford, 1976) eingefroren. Der Uberstand wurde mit KHCO3 neutralisiert
(pH 7-8), zentrifugiert und Uber Nacht eingefroren. Die aufgetauten Proben
wurden dann erneut zentrifugiert, da weiteres unldsliches KCIO, Uber Nacht
ausgefallen war. Jeweils 200 ul einer Probe wurde mit 200 pl Testlésung in
einer 0,5 ml Quarzkivette vermischt. Die Messungen wurden mit einem
Spektrometer (1101M, Eppendorf Geratebau, Hamburg, Deutschland) bei
366 nm durchgefuhrt. In einem ersten Schritt wurde 1 pl der verdinnten
G-6-P-Dehydrogenase hinzugegeben, um in der Probe vorhandene Spuren
von G-6-P zu metabolisieren. Sobald sich eine stabile Baseline eingestellt
hatte, wurde die eigentliche Messung durch Zugabe von 1 pl Hexokinase
gestartet.

Die Konzentration von NADPH wurde mit Hilfe des Lambert-Beer'schen
Gesetzes bestimmt:

E
=>C=—o
e*d 34

(3) E=¢cd = c=

E= Extinktionsanderung
¢ = Extinktionskoeffizient von NADPH+H" (€365 = 3,4 cm?/uMol)
¢ = Konzentration der Lésung in mol/L

d = Schichtdicke der Kivette in cm (= 1 cm)
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Die ATP Konzentration der Proben wurde dann auf ihren jeweiligen
Proteingehalt (nmol ATP/ug Protein), der durch eine Proteinbestimmung nach
Bradford (1976) bestimmt wurde, normalisiert.

Dieses Analyseverfahren basiert auf der Farbanderung und damit
einhergehenden Absorbtionsanderung von Coomassie-Blau durch die
Reaktion mit bestimmten Aminosaureresten von Proteinen.

Dazu wurde das Pellet zur Proteinbestimmung in 100 pl 1N NaOH aufgelost.
Um im linearen Bereich der Coomassie-Reaktion zu bleiben, wurden
Verdlinnungen im Faktor 1:10 angesetzt. In Reaktionsgefallen wurden 10 pl
der Probe mit 190 yl Wasser und 200 pl Coomassie-Losung vermischt und
nach 10 min Reaktionszeit in eine 1 cm PlastikkUvette Uberfuhrt. Die
Extinktion der Losung wurde bei 578 nm abgelesen und der Proteingehalt der
Probe mittels einer zuvor erstellten Eichgeraden bestimmt. Zur Erhéhung der
Messgenauigkeit wurden Doppelproben gemessen und der Mittelwert
bestimmt. Um Messfehler durch unterschiedliche Kuvetten auszuschliel3en,
wurden alle Proben sowie die Proteinstandard-Losungen zur Bestimmung der

Eichgerade in einer Klvette gemessen.

Verwendete Pharmaka und Chemikalien

Die einzelnen verwendeten Substanzen sind der Ubersichtlichkeit halber

nachfolgend tabellarisch aufgefuhrt.
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Tabelle 5: Reagenzien der Zellkultur Medien und ATP Messungen

Substanz Lieferant
Ascorbinsaure Sigma-Aldrich
Azid Sigma-Aldrich
B-27 Supplement Invitrogen
Cytosine Arabinoide Sigma-Aldrich
Di-Ethyldithiocarbamat (DEDTC) | Sigma-Aldrich
DMEM Invitrogen
DNase Sigma-Aldrich
Fotales bovines Serum (FBS) Biochrom
Glucose Sigma-Aldrich
G-6-P-Dehydrogenase Roche

Hanks Sigma-Aldrich
HEPES Sigma-Aldrich
Hexokinase (1000 U/1,4 ml) Sigma-Aldrich
Insulin Sigma-Aldrich
L-glutamine Invitrogen
Lipofectamine 2000 Invitrogen

Matrigel BD Biosciences
MEM Invitrogen
Mercaptobernsteinsaure (MCS) Sigma-Aldrich

NADP

Boehringer-Mannheim

Optimem Invitrogen
Penicillin/Streptomycin Biochrom
Pluronic F-127 Sigma-Aldrich
Succhrose Roth

Transferrin

Calbiochem und Invitrogen

Triethanolamin-hydrochlorid Applichem
Trolox Sigma-Aldrich
Trypsin Sigma-Aldrich

-34 -




ACSF:

Die, in der chemischen Beschaffenheit der Hirnflissigkeit nachempfundene,
artifizielle cerebrospinale Flussigkeit (ACSF) hatte folgende
Zusammensetzung:

NaCl 130 mM; KCI 3,5 mM; NaH,PO4 1,25 mM; NaHCO3; 24 mM; CaCl, 1,2
mM; MgSO,4 1,2 mM; Dextrose 10 mM Zur Einstellung des pH-Wertes auf 7,4
und zur Versorgung der Hirnschnitte und Zellen mit Sauerstoff wurde die
ACSF kontinuierlich mit Carbogen (95% O, - 5% CO,) begast. Bei Versuchen
mit Zellkultur wurde vor Versuchsbeginn die Osmolaritat des Kulturmediums
bestimmt, welche je nach Alter der Kultur zwischen 340-360 mosmol/l betrug,

und die Osmolaritat der ACSF mit Succhrose angeglichen.

Kulturmedien:

Hanks balanced salts solution (HBSS):
Hanks (ohne Ca** oder Mg®*) 9.5 g in 1 | H,O dest.
NaHCO3; 4 mM; HEPES 1 mM
pH 7.3 — 7.4 mit NaOH einstellen

HBSS (+20% FBS):
HBSS; FBS 20%

DNase Lésung:
H,0; DNase (150 kU) 25 mg/ml

Digestions-Losung (Trypsinierung):
NaCl 137 mM; KCI 5 mM; Na;HPO4 7 mM; HEPES 25 mM
pH 7.2 mit NaOH einstellen
Direkt vor Trypsinierung Zugabe von: Trypsin 5 mg/ml; DNase Lsg. 2%

Dissoziations-Losung:
HBSS; MgSO4 x 7 H,O 12 mM
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Direkt vor Benutzung Zugabe von: DNase Lsg. 2%
Medium:
Minimum essential medium (MEM); Glucose 5 mg/ml; NaHCO; 0,2

mg/ml; Transferrin 0,1 mg/ml

Platierungs-Medium:
Medium; FBS 10 %; L-Glutamin 2 mM; Insulin 25 pg/ml

Wachstums-Medium:
Medium; FBS 5 %; L-glutamine 0,5 mM; B-27 supp. (50X, w/o AO)
20 pl/ml; Ara-C 2 pM; Penicillin/Streptomycin (10 kU/20 kU) 100 pg/ml

Insulin Losung:
HCI (10 mM); Insulin 12,5 mg/ml|

Cytosine Arabinoide Losung:
H,0O; Ara-C 4 mM

Kulturmedium | (EPI 1):
DMEM; FBS 5%

Kulturmedium 11 (EPI 11):
DMEM; FBS 10%; B-27 supp. (50X, w/o AO) 20 pl/ml;
Transferrin 0,1 mg/ml; Insulin 100ug/ml; Ara-C 5 uM;
Penicillin/Streptomycin (10 kU/20 kU) 100 pg/ml

ATP-Messung
Testlosung

NADP 1 mM; Glucose 100 mM; MgCl, 20 mM; TEA 91,5 mM

G-6-P-Dehydrogenase

Stammldsung 1:20 verdinnen
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Statistik

Die hier vorgestellten Ergebnisse sind jeweils als
Mittelwerte * Standardabweichung angegeben. Die Signifikanz der durch
Pharmaka induzierten Veranderungen gegenuber unbehandelten Kontrollen
wurde je nach Versuchsanordnung mit dem gepaarten oder ungepaarten,
2-seitigen t-Test nach Student bestimmt. Signifikante Anderungen sind in den

Diagrammen mit * (P < 0.05) und ** (P < 0.01) angegeben.
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Ergebnisse

Redoxmodulation der Hypoxie-Antwort

Modulation der Hypoxie-Antwort durch H,0,

Bei vorhergehenden Versuchen (Hepp et al., 2005) wurde gezeigt, dass die
Hypoxie-Antwort, d.h. eine HSD, in akuten hippokampalen Schnitten durch
eine Oxidation der Sulfhydrylgruppen durch z.B. DTNB verzogert auftritt,
wahrend eine Reduktion durch z.B. DTT das Auftreten der HSD beschleunigte
und bei langerer Applikation auch teilweise zu spontan auftretenden SD
Episoden fuhrte. Der den DTNB Effekten zugrunde liegende Mechanismus
wurde als eine Aktivierung von Ca®*-abhangigen BK-Kanilen identifiziert
(Hepp et al., 2005).

Um diese neuroprotektive Wirkung genauer zu untersuchen, wurde die
Wirkung von H2O, in verschiedenen Konzentrationen auf die Hypoxie
induzierte SD untersucht.

In akuten hippokampalen Hirnschnitten wurden in einer Interfacekammer HSD
durch den Wechsel der Begasung von Carbogen auf N2 (95% N3 - 5% CO,)
ausgelost. Die Veranderungen in den Parametern der Messungen an
Schnitten unter dem Einfluss von H;O, wurden jeweils auf die zuvor am
selben Schnitt gemachten Kontrollmessungen bezogen. Es wurden die Dauer
bis zum Auftreten der HSD (At), die Amplitude der Veranderung des
extrazellularen DC-Potentials (AV) und die Dauer der HSD (t1), gemessen auf
der Hohe der halbmaximalen Amplitude (siehe Abb. 13, A). Unter den
Kontrollbedingungen traten die HSD 137,5 + 55,5 s nach dem Wechsel auf
N2>-Begasung auf. Die Amplitude betrug -17,9 £ 3,7 mV und sie hatten eine
mittlere Dauer von 49,7 £ 10,5 s (n = 120).

Es hat sich gezeigt, dass zur Verzdgerung der HSD eine H,O, Konzentration
von mindestens 1 mM noétig war (Abb. 13). Dabei trat die HSD nach
143,1 £ 24,1 s auf. Amplitude und die Dauer der HSD blieben mit
-17,1 £ 4,3 mV bzw. 47,6 £ 13,0 s unverandert (n = 9).

Eine Erhdhung der H,O, Konzentration auf 5 mM (n = 7) erhdhte die Latenz
weiter auf 154,11 * 43,8 s, ohne einen Einfluss auf Amplitude
(-15,1 £ 3,6 mV) und Dauer (46,7 + 24,5 s) zu haben. Ein kombinierter Einsatz
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von 5 mM H,O, mit dem Eisenchelator Deferoxamin (500 uM) hatte keinen
weiteren Effekt auf die Latenz (175,4 £ 17,9 s), verkurzte jedoch die Dauer
der HSD geringfugig auf 43,0 £ 6,6 s. Die Amplitude blieb unter diesen
Bedingungen bei -14,1 + 41 mV (n = 6). Der kombinierte Einsatz der
Radikalfanger Ascorbinsaure (1 mM) und Trolox (750 pM)(n = 9) sowie die
Inhibition der Superoxid Dismutase (SOD) durch 1 mM Di-Ethyldithiocarbamat
(DEDTC)(n = 9) hatten keinen Einfluss auf Amplitude (-16,1 + 4,6 mV
bzw. -16,0 = 3,7 mV), Latenz (148,0 £ 27,7 s bzw. 137,1 £ 27,2 s) oder die
Dauer der HSD (50,9 £ 12,7 s und 53,2 + 18,7 s)(Abb. 13, C). Im Gegensatz
zu der externen H;O, Anwendung beschleunigte eine Anregung der
intrinsischen Superoxid Produktion durch 50 yM Xanthin (X) mit 25 mU
Xanthinoxidase (XO) (n = 8) das Auftreten einer HSD auf 89,5 + 19,4 s, ohne
die Amplitude (-15,5 £ 4,3 mV) oder Dauer (56,0 + 4,6 s) signifikant zu
verandern (Abb. 13, B und C). Wurde der Abbau von H;O, durch eine
Inhibition der Glutathion Peroxidase mit 2 mM Mercaptobernsteinsaure
verhindert, flhrte das zu einem beschleunigten Auftreten der HSD
(188,3 = 61,0 s), einer Amplitude von 156 + 3,1 mV und einer auf
56,2 + 19,3 s verlangerten Dauer der HSD Episoden (n = 7).

Wahrend eine Zugabe von H;O, eine gewisse neuroprotektive Wirkung
aufwies und das Auftreten einer HSD verzdgerte, war die intrinsische ROS-
Produktion offenbar nicht ausreichend, um einen signifikanten Einfluss auf die

Hypoxie-Antworten zu haben.
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Abb. 13: Redoxmodulation der Hypoxie-Antworten

Bei mit 1 mM H,O, vorbehandelten akuten hippokampalen Schnitten
trat eine HSD verzogert auf, was auf eine verringerte Anfalligkeit der
Hirnschnitte gegenuber Hypoxie vermuten lasst. Dauer und Amplitude
der HSD blieben unverandert (A). Die Wirkung von H,O, auf die Latenz
der HSD war dosisabhangig (B). Eine Erhdhung der endogenen ROS-
Produktion beschleunigte das Auftreten der HSD. Der Einsatz von
Radikalfangern sowie eine Inhibition der SOD hatte keinen Effekt auf
die gemessenen HSD  Parameter. Eine Inhibition der
Glutathionperoxidase hingegen beschleunigte das Auftreten einer HSD
und hatte einen positiven Effekt auf die Dauer und Amplitude (C).

Einfluss der mitochondrialen Funktion auf die Hypoxie-Antwort

Um die Rolle der Mitochondrien als mdgliche Hypoxiesensoren sowie ihren
Beitrag zu einer Hypoxie-Antwort genauer zu untersuchen, wurden die
Mitochondrienfunktion und die Atmungskette durch den gezielten Einsatz der

verschiedenen Blocker gestort.
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In Kontrolimessungen trat eine HSD in 154,1 + 59,7 s nach dem Umschalten
der Begasung von Carbogen auf N, auf. Die Amplitude des DC-Shifts betrug
-16,4 + 5,4 mV und sie hatte eine mittlere Dauer von 47,2 + 11,3 s (n = 158).
Die Veranderungen in den HSD Parametern der Messungen an Hirnschnitten
unter dem Einfluss von mitochondrialen Blockern wurden jeweils auf die zuvor
am selben Schnitt gemachten Kontrolilmessungen bezogen. Des Weiteren
wurden die gemittelten Ergebnisse mit Messungen an Schnitten, die mit den
Ldsungsmitteln DMSO bzw. Ethanol der jeweiligen Pharmaka behandelt
wurden, verglichen, um Effekte der Losungsmittel selbst auszuschliel3en.
Durch eine Entkopplung durch 1 uM FCCP konnte keine spontane SD
ausgelost werden. Das Auftreten einer HSD wurde durch 1 uM FCCP jedoch
um 31,0 £ 11,6% beschleunigt und ihre Dauer um 28,0 + 25,0% verkurzt.
Unter diesen Bedingungen verringerte sich die Amplitude der HSD um
28,3+ 15,5% (n=7).

Eine Inhibition der FoF1 ATPase mit Oligomycin (OMC; 10ug/ml) hatte keinen
Effekt auf die gemessenen HSD Parameter (Abb. 14). In der Anwesenheit von
mitochondrialen Entkopplern kann die ATP-Synthase ihre Funktion umkehren
und unter ATP Verbrauch Protonen in die Matrix pumpen um das
Membranpotential aufrechtzuhalten (Duchen, 1999; Nicholls und Budd, 2000).
Um diesen Effekt zu kompensieren, wurde FCCP zusammen mit OMC
gegeben. Unter diesen Umstanden wurde die Auslosung einer HSD immer
noch um 28,0 £ 15,4% beschleunigt (n = 7). In einem weiteren Versuch
wurden die Hirnschnitte erst 15 min nur mit OMC und dann 20 - 25 min
gleichzeitig mit FCCP und OMC inkubiert, um die unterschiedlichen
Diffusionsgeschwindigkeiten von FCCP und OMC, die sich aus den
unterschiedlichen Molekulargewichten (254 bzw. 791 g/mol) ergaben, zu
berticksichtigen. Die Reaktion auf diese Behandlung unterschied sich kaum
von FCCP ohne OMC (Abb. 14).

-4 -



ACSF FCCP (1 pM)
WN—M
5 mVl
Hypoxie Hypoxie 1 min
ACSF Oligomycin (10 pg/ml)
ACSF FCCP +Qligomycin
—— —

21 t-tests

B Amplitude
© | Zeit bis zum Auftreten
O Dauer

Normalisierte Parameter
—

FCCP OMC FCCP+  OMC, 2. Hypoxie EtOH DMSO
OMC FCCP+
omC

Abb. 14: Modulation von HSD durch mitochondriale Entkopplung und
Blockade der ATP-Synthase
Mitochondriale Entkopplung beschleunigt das Auftreten einer HSD,
wahrend OMC keinen Effekt hat. FCCP fuhrt wahrend der
Reoxygenierung zu einem transienten positiven DC-Potentialanstieg
(A). OMC und die Losungsmittel DMSO und Ethanol ohne gelGste
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Wirkstoffe hatten keinen Effekt auf die gemessenen HSD Parameter

(B).

Das Auftreten der HSD beschleunigte sich um 20,9 + 12,8% und die Dauer
wurde um 24,9 + 14,3% leicht verkirzt, wahrend die HSD Amplitude nicht
verandert wurde (n = 5).

Ein Verbrauch von zellularem ATP durch die Inhibition der FoF1 ATPase hatte
keinen Effekt auf eine Hypoxie-Antwort, ein Zusammenbruch des
Protonengradienten durch FCCP und die dadurch erfolgte Stérung der
mitochondrialen Funktion flhrte zu starken Veranderungen der gemessenen
Parameter. Daher wurden die Effekte einer gestorten mitochondrialen Atmung
genauer untersucht.

Eine Blockade von Komplex I durch 20 uM Rotenon (n = 10) oder 25 yM DPI
(n= 8), welches aber noch weitere Effekte, z.B. auf den Krebs-Zyklus oder die
NADPH Oxidase hat, beschleunigte das Auftreten der HSD um 26,4 £ 19,3%
bzw. 16,7 + 20,0%. Beide Wirkstoffe verkurzten die Dauer der HSD um
21,4 + 18.9% bzw. 16,5 = 18,7%, hatten jedoch keinen ausgepragten Effekt
auf die Amplitude der HSD (Abb. 15). Es kam bei Rotenon und DPI wahrend
der Reoxygenierung zu einem ausgepragten transienten positiven Ausschlag
des DC-Potentials (siehe Abb. 15, !). Inhibition von Komplex II durch
1 mM 3-NPA hatte keinen Effekt auf die Amplitude oder die Latenz,
verlangerte aber die Dauer der HSD um 72,1 £ 66,4% (n = 11). Durch
Antimycin A (AMC; 20 uM), einem Blocker von Komplex III, beschleunigte
sich das Auftreten der HSD um 17,7 + 19,3% (n = 8), wahrend sich die Dauer
der HSD um 24,3 + 25,8% verkurzte. Wie auch Rotenon hatte Antimycin A
keinen Effekt auf die Amplitude, erzeugte aber wahrend der Reoxygenierung
einen ausgepragten transienten positiven Ausschlag des DC-Potentials
(Abb. 15).
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Abb. 15: Modulation von HSD durch gezielte Atmungskettenblockade
In akuten hippokampalen Hirnschnitten wurden HSD durch Zugabe von
Rotenon, 3-NPA, Antimycin A, Cyanid und DPI moduliert. Bei Blockade

der protonenpumpenden Komplexe I, III sowie, schwach ausgepragt
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IV kam es wahrend der Reoxygenierung zu einem transienten
positiven Anstieg des DC-Potentials (A,{).

B: Zusammenfassung der Einflisse der mitochondrialen Blocker auf
eine HSD.

Eine Inhibition von Komplex IV durch 100 uM Cyanid (n = 6) beschleunigte
das Auftreten der HSD um 27,8 + 10,0% und verlangerte die Dauer um
26,7 + 33,3%, ohne einen Effekt auf die Amplitude bewirken. Es kam hierbei
ebenfalls zu einem transienten positiven DC-Potential Anstieg wahrend der
Reoxygenierung, dieser war aber nur schwach ausgepragt.

Eine Kombination von Rotenon (20 pM) mit AMC (20 pM) konnte spontane
SD Episoden auslésen (n = 3 von 6). Falls das nicht der Fall war, wurde bei
einer HSD die Latenz um 23,3 * 9,6% verkurzt und die Dauer um 24,8 + 6,8%
verkurzt. Des Weiteren wurde die Amplitude um 21,6 + 9,6% verkleinert.

Um die Mdoglichkeit von spontanen SD Episoden durch Modulation der
Mitochondrien zu Uberprifen, wurden einige Wirkstoffe in hoheren
Konzentrationen eingesetzt. So I6ste 1 mM Cyanid trotz O, Verfugbarkeit
nach 251,3 + 34,4 s eine SD mit einer Amplitude von -11,2 + 1,1 mV und einer
Dauer von 147 £ 57 s aus (n = 7). Die Hirnschnitte zeigten in diesen
Versuchen aber nur eine langsame und unvollstandige Erholung.
Hochdosiertes FCCP (10 uM) fuhrte ebenfalls zu normoxischen SD Episoden
(n =12 von 14), die aber erst nach 1189 t 342 s auftraten und eine auffallig
kurze Dauer von 20,9 + 9,2 s aufwiesen. Die mittlere Amplitude ahnelte

mit -16,9 £ 4,9 mV der einer normalen HSD.

Intrinsische optische Signale

Zur genaueren Charakterisierung und Unterscheidung der durch den Einfluss
von Pharmaka ausgelosten HSD wurden die mit einer SD einhergehenden
intrinsischen  optischen  Signale an  hippokampalen  Hirnschnitten
aufgezeichnet. Dabei wurde die Intensivierung der Lichtreflexion quantifiziert
und das betroffene hippokampale Areal gemessen (siehe Material &
Methoden, Seite 25).
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Bereits einige Minuten vor dem Auftreten der Depolarisation der Neurone und
Gliazellen kommt es zu einer moderaten Abnahme der Lichtreflexion.
Zeitgleich mit der negativen extrazellularen DC-Potentialverschiebung steigt
die Lichtreflexion des Gewebes sprunghaft an (Aitken et al., 1999; Muller und
Somjen, 1999). Es hat sich gezeigt, dass sich die I0S von kaliuminduzierten
normoxischen SD und HSD gleichen (Aitken et al., 1999). Durch Cyanid, Azid
oder FCCP ausgeloste SD wiesen in ihren 10S und elektrischen Signalen
aber deutliche Unterschiede zu Hypoxie-induzierten SD auf (Abb. 16).

Unter Kontrollbedingungen erhdhte sich die Lichtreflexion wahrend einer HSD
um 11,6 £ 3,3%. lhr Maximum erreichte sie 44 s nach dem Beginn der HSD
und sie breitete sich mit einer Geschwindigkeit von 6,5 + 3,2 mm/min aus
(n = 14). Bei den Cyanid-, Azid- und FCCP-induzierten SD trat die
Intensivierung der Reflexion ebenfalls gleichzeitig mit der Verschiebung des
DC-Potentials auf, sie erreichten ihr Maximum von 14,5 + 4,9%, 12,9 £ 3,0%
bzw. 21,8 + 7,4% aber erst nach 122, 70 und 70 s (n = 7, 8 und 9). Die mit
Pharmaka behandelten Hirnschnitte erholten sich von der SD nicht vollstandig
und langsamer als von der Kontroll-HSD, offenbar weil die Hirnschnitte noch
einen Teil der Pharmaka enthielten, die falls Uberhaupt reversibel, nur
langsam auswaschbar waren. Wenn die Hirnschnitte nach dem Einsetzen der
HSD noch fur weitere 5 Minuten unter anoxischen Bedingungen gehalten
wurden, kam es auch zu einer langsamen und unvollstandigen Erholung nach
der Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung. Unter Cyanid und Azid
Einfluss wurde ein groReres Gewebeareal betroffen als es bei einer N3
induzierten HSD der Fall war. Eine FCCP induzierte SD breitete sich nicht
weiter als die dazugehoérigen Kontrollen aus, zeigte jedoch die grofRte
Intensitat der 10S. Die Ausbreitungsgeschwindigkeiten aller hier gezeigten SD

bzw. HSD unterschieden sich nicht voneinander.
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Abb. 16: Vergleich der elektrophysiologischen und optischen
Charakteristika von Hypoxie- und Pharmaka-induzierten SD
A: Vergleich der charakteristischen elektrophysiologischen SD-
Parameter, der Ausbreitungsgeschwindigkeit und der GrdélRe des

betroffenen Areals. Signifikante Unterschiede der Parameter zu einer
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jeweils zuvor durchgeflhrten Kontrollmessung sind mit einem %
versehen. Die Zahlen unter den Balken geben die Anzahl der
durchgefuhrten Versuche an.

B: maximale Ausbreitung der 10S unter Cyanid- (1 mM), Azid- (2 mM)
und FCCP-Einfluss (10 uM) (untere Reihe) im Vergleich zur Kontrolle
(mittlere Reihe). Die obere Reihe zeigt ein Transmissionsbild der
jeweiligen Hirnschnitte. Die Anderung der Gewebe Reflexion wurde auf
das erste Bild der Aufnahme bezogen und eine Anderung in
Graustufen von -20% bis +20% Reflexionsanderung angezeigt.

C: Zeitverlauf und Ausmaly der |0S. Angezeigt ist der gemittelte
Verlauf der Reflexionsanderung unter den verschiedenen

Versuchsbedingungen.

Optische Quantifizierung mitochondrialer Parameter und des
Redox-Status

Die Untersuchungen der Wirkung der mitochondrialen Blocker auf die
Hypoxie-Antworten lieferten erstaunliche Ergebnisse. Einige Wirkstoffe, wie
z.B. Rotenon oder AMC beschleunigten das Auftreten der HSD, verkirzten
aber auch ihre Dauer, was zu einer schnelleren Erholung der Hirnschnitte
fuhrte. Dieser Vorgang beinhaltet ATP verbrauchende Mechanismen, wie z.B.
die Na*/K" ATPase zur Wiederherstellung des lonengleichgewichts und des
Membranpotentials (Rosenthal und Sick, 1992). Um die Effekte der einzelnen
mitochondrialen Blocker genauer zu verstehen, wurden ihre Wirkungen auf
das mitochondriale Membranpotential (Aym), den mitochondrialen

Metabolismus, den Redox-Zustand und den ATP-Gehalt untersucht.

Messung des mitochondrialen Membranpotentials (Aym) mit
Rh123

Die Energiegewinnung durch die oxidative Phosphorylierung ist abhangig von
einem Protonengradienten Uber die innere Mitochondrienmembran. Dieser
Gradient wird durch die Atmungskette aufgebaut und erhalten. Dadurch ergibt

sich ein Membranpotential von -150 bis -180 mV gegenuber dem Cytosol
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(Foster et al., 2006). Der positiv geladene Farbstoff Rhodamin 123 (Rh123)
akkumuliert in den Mitochondrien, wo seine eigene Fluoreszenz durch die
hohe Konzentration gedampft (quenching) wird (Abb. 18). Bei einer
Depolarisation der inneren Membran wird er teilweise an das Cytosol
abgegeben, wodurch es durch den Wegfall des Eigen-Quenchings zu einem
Anstieg der Fluoreszenzintensitat kommt.

Die Messungen des mitochondrialen Membranpotentials wurden auf
Einzelzellebene in Zellkulturen oder in Verbindung mit NADH-Messungen an
akuten hippokampalen Hirnschnitten durchgefiihrt. Die folgenden Ergebnisse
wurden in Hirnschnitten gemessen.

Eine Inhibition der Atmungskette fuhrte in der Regel zu einem Anstieg der
Rh123 Fluoreszenz (Abb. 17). Die Blockade von Komplex I durch 20 yM
Rotenon steigerte die Rh123 Fluoreszenz um 22,8 + 8,2% (n = 5).
DPI (25 uM) fuhrte zu einem starken Anstieg um 35,7 £ 7,9% (n = 5), wahrend
1 mM 3-NPA (n = 6) nur eine schwache Depolarisation zur Folge hatte
(4,8 £ 2,0%). Antimycin A (20 pyM), ein Blocker fur Komplex III, steigerte die
Fluoreszenz um 15,4 £ 5,4% (n = 5). Cyanid wurde in niedrigen (100 uM) und
hohen (1 mM) Konzentrationen getestet und fuhrte dosisabhangig zu einem
Anstieg von 12,2 + 9,0% (n = 6) bzw. 34,2 + 11,3% (n = 5). Der Einsatz von
Oligomycin (10 ug/ml) zur Blockade der FoF4-ATPase verringerte als einziger
Wirkstoff die Rh123 Fluoreszenz um -2,6 £1,9% (n = 7). Einen sehr starken
Anstieg der Fluoreszenz erhielt man mit 35,3 £ 14,7% (n = 6) durch die
Protonophore FCCP (1 uM). Diese beiden Wirkstoffe haben damit auch den
dynamischen Bereich des Rh123 dargestellt, da FCCP zu einer maximalen
Depolarisation der Mitochondrien fuhrt und durch Oligomycin eine maximale

Hyperpolarisation eintritt.
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Abb. 17: Wirkung der Mitochondrien-Inhibitoren auf das mitochondriale
Membranpotential
Akute hippokampale Hirnschnitte wurden mit Rh123 angefarbt und die
Anderungen im mitochondrialen Membranpotential in einer Region im
stratum radiatum in der CA1 Region gemessen. Ein Anstieg der
Intensitat der Rh123 Fluoreszenz zeigt eine Depolarisation der inneren
Mitochondrienmembran an. Die gemessenen Veranderungen wurden
auf einen Grundzustand vor der Pharmakazugabe normalisiert.
A: Ubersicht Uber die Auswirkung der genutzten Inhibitoren auf das
mitochondriale Membranpotential. Aufgezeigt sind die Mittelwerte der
Messungen von 5 - 7 Hirnschnitten.
B: Wirkung von Cyanid und AMC auf das mitochondriale
Membranpotential. Cyanid liel3 sich gut auswaschen, wahrend AMC zu

einer irreversiblen Depolarisation flihrte.
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Abb. 18: Detektion von Aym in Zellkultur
Die Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials als Reaktion
auf Inhibitoren der Atmungskette wurde in mit Rh123 beladenen
kultivierten Neuronen gemessen. Die Auswirkungen der Blocker
unterschieden sich nur geringfligig von denen, die in hippokampalen

Hirnschnitten gemessen wurden (Abb.17).

Bei optischen Messungen in Hirnschnitten ist es nicht mdglich, zwischen
Neuronen und Gliazellen zu trennen. Mit Rh123 beladene kultivierte Neurone
zeigten in ihren Reaktionen auf die Mitochondrienblocker jedoch nur eine
geringfligige Abweichung von den in Hirnschnitten gemessenen Werte
(Abb. 18).
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Autofluoreszenz von NADH und FAD

Veranderungen in der Autofluoreszenz der Coenzyme NADH und FAD sind
ein direkter Indikator fur den mitochondrialen Metabolismus und den Redox-
Zustand (Mills und Jobsis, 1972; Shuttleworth et al., 2003). Da die reduzierte
Form von NADH und das oxidierte FAD autofluoreszente Eigenschaften
haben, zeigen die beiden Stoffe auf Veranderungen der
Atmungskettenaktivitdit gegensatzliche Reaktionen. Eine Steigerung der
NADH Fluoreszenz zeigt eine Reduktion an, wahrend eine Steigerung der
FAD Fluoreszenz eine Oxidation anzeigt (Abb. 19). Eine Inhibition des
mitochondrialen Metabolismus fuhrt also zu entgegengesetzten Reaktionen
dieser beiden Parameter. Cyanid flUhrte zu einem Anstieg der Fluoreszenz
von NADH und einer Abschwachung der Fluoreszenz von FAD, was auf eine
Inhibition der mitochondrialen Respiration deutet. Antimycin A steigerte den
NADH Gehalt in den Hirnschnitten, hatte aber kaum einen Einfluss auf FAD.
FCCP flhrte erwartungsgemal zu einem gesteigerten Verbrauch von NADH
und einem Anstieg von FAD, da eine Entkopplung der Atmungskette durch
Protonophoren die mitochondriale Respiration steigert (Nicholls et al., 2007).
Die Mechanismen die bei DPI und Oligomycin zu dem Absinken von NADH

und der Steigerung von FAD flhren sind noch nicht vollig aufgeklart.
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Abb. 19: Auswirkung der Atmungsketten-Modulatoren auf den
mitochondrialen Metabolismus
Die Veranderung des mitochondrialen Metabolismus durch die Zugabe
der verschiedenen Atmungsketten-Modulatoren wurde anhand der
Autofluoreszenz von NADH und FAD gemessen. Die Anderungen in

der Autofluoreszenz der beiden Coenzyme wurden gleichzeitig bei
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366 nm bzw. 460 nm in einer Region in der CA1 Region im stratum
radiatum von hippokampalen Hirnschnitten gemessen. Die
gemessenen Veranderungen wurden auf einen Grundzustand vor der
Pharmakazugabe normalisiert.

A: Ubersicht Uber die Auswirkung der verschiedenen Inhibitoren auf
den mitochondrialen Metabolismus. Aufgezeigt sind die Mittelwerte von
4 - 6 Hirnschnitten. B: Die Inhibition der mitochondrialen Atmungskette
fuhrt zu einem Anstieg der Fluoreszenz von NADH und einer

Schwachung der Fluoreszenz von FAD.

Zur besseren Ubersicht und Vergleichbarkeit der Werte von NADH und FAD

sind die Ergebnisse dieser Messungen hier in Tabellenform wiedergegeben.

Tabelle 6: Wertetabelle Autofluoreszenz von NADH und FAD

NADH
Rot DPI  3-NPA AMCA  NaCN _ NaCN __ OMC __ FCCP

(20uM)  (25pM) (1mM) (20 M) (100 pM) (1 mM) (10ug/ml) (1 uM)

AF 85%  -72%  19%  14.8% 201%  21.1% 27% -11.6%
SD 70%  38% 24%  52% 59%  7.2% 17%  3.1%
n 6 5 4 5 4 6 5 6

FAD

Rot DPI  3-NPA AMCA  NaCN _ NaCN __ OMC __ FCCP

(20uM)  (25pM) (1mM) (20 M) (100 pM) (1 mM) (10ug/ml) (1 uM)

AF 20%  55% 04%  0.3% 73%  -7.0% 17%  2.8%
SD 24%  46%  09%  2.3% 3.6%  3.3% 0.6%  3.9%
n 5 5 4 5 4 6 5 6

Messungen des Redox-Potentials mit redoxsensitiven Farbstoffen

Zum Nachweis der Membranpermeabilitat von H,O, und der Darstellung einer
intrinsischen ROS-Produktion wurden urspringlich ROS sensitive Farbstoffe
wie Dihydroethidium (HEt) (Abb. 20, A) oder Fluorescein-Varianten benutzt.
Dies erwies sich aber als aullerst unpraktikabel, da diese Farbstoffe
cytotoxisch sind und leicht irreversibel durch Luftsauerstoff oder
UV-Beleuchtung oxidieren. HEt wurde leicht aus den Zellen ausgewaschen
wodurch sich keine stabile baseline einstellen lie. Des Weiteren war eine

Oxidation von HEt irreversibel, was eine Messung von dynamischen
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Vorgangen unmoglich machte. Aussagekraftige Messungen waren somit

praktisch nicht durchfihrbar.
A

500 pM 2 min
H.,O,

Abb. 20: H,0, oxidiert ROS sensitive Farbstoffe irreversibel

Kultivierte hippokampale Neurone wurden mit HEt (10 uM, 30 min)
angefarbt (A). Der Pfeil markiert die Zelle, in deren Soma die in (B)
dargestellte Spur aufgezeichnet wurde. H,O, (500 uM) flhrte zu einer
Oxidation und damit zu einer Intensivierung der Fluoreszenz. Diese
Oxidation war irreversibel. Die Intensitdt des Farbstoffs nahm
kontinuierlich ab, was darauf schlielen Ilasst, dass er leicht
ausgewaschen wird und/oder eine starke Tendenz zum
Photobleaching hat (B).

Eine bei weitem Uberlegene Methode stellte die Transfektion von neuronalen

Zellkulturen mit dem redoxsensitiven roGFP dar.

Dynamische Messungen der ROS Bildung mit roGFP transfizierten

Zellen

Bis zu 5% der Elektronen, die die Atmungskette durchlaufen, entweichen
normalerweise dem System und tragen so zur Bildung von ROS bei. Ziel
dieses Versuchsblockes war es, zu bestimmen, inwiefern eine mitochondriale
Blockade oder Modulation diese ROS-Produktion beeinflusst. Mit dem
neuartigen redoxsensitiven roGFP konnten dynamische Messungen des
Redox-Zustandes transfizierter Zellen durchgefihrt werden (Abb. 21).

Da diese Methode in unserem Labor neu etabliert wurde, werden hier auch

einige Versuche zum Beweis der Funktion des GFPs aufgezeigt.
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Abb. 21: Ratiometrische Messungen von ROS mit roGFP

Kultivierte hippokampale Neurone wurden mit roGFP transfiziert und
wiederholt mit 200 yM H,O, behandelt. Durch eine Oxidation verringert
sich das Maximum bei 470 nm, wahrend sich das Maximum bei
395 nm intensiviert, wodurch ratiometrische Messungen maoglich
werden. Die Oxidation des GFPs ist reversibel, so dass dynamische

Messungen maoglich sind.

Das. roGFP zeigte eine generelle Redox-Anderung des Cytosols an, ohne
eine ausgepragte Affinitat zu Superoxid, Wasserstoffperoxid oder Hydroxyl-
Radikalen zu zeigen (Abb. 22). Die durch Oxidation induzierte Bildung der
Disulfidbricken zwischen den Cystein-Resten an der Oberflache des Proteins

(Abb. 11) fUhrt zu einer Protonierung des Chromophors.
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Abb. 22: roGFP reagiert auf unterschiedliche ROS
In lebenden Zellen liegt roGFP grofdtenteils reduziert vor, wodurch die
Reaktion auf oxidierende Einflusse starker als auf reduzierende
Reagenzien wie z.B. DTT ausfiel (A). Kultivierte Neurone wurden mit
Hydroxyl-Radikalen aus der Reaktion von H;O, mit FeSO,4 (500 uM)
(B) und Superoxid aus der Reaktion von Xanthin (50uM) mit
Xanthinoxidase (25 mU/ml) (C) behandelt. 1 mM H,O, fuhrte zu einer
vollstandigen Oxidierung des roGFPs. Hohere Konzentrationen hatten

keinen weiteren Effekt (D).

Aufgrund der reduzierenden Verhaltnisse im Cytosol lag das GFP im
Grundzustand grdftenteils reduziert vor (Abb. 22, A). Eine Zugabe von 1 mM
H,O, fuhrte zu einer maximalen Oxidation des GFPs, wahrend 10 mM DTT
eine maximale Reduktion erreichten (Hanson et al., 2004). Eine genaue
Bestimmung des Redoxpotentials der Zellen hatte nur unter gleichzeitiger
Messung des pH-Wertes der Zellen sowie einer Kalibrierung mit Losungen mit
bekanntem Redoxpotential unter Zuhilfenahme von redoxsensitiven
Elektroden durchgeflihrt werden kénnen. Da dies im Rahmen dieser Arbeit
nicht moglich war, wird der Redox-Zustand der Zellen mit dem Grad der

Oxidation des roGFPs beschrieben. Dabei geben die gemittelten Werte von
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1 mM H,0, (100 + 30,6%) und 10 mM DTT (0 + 9,2%) den Wirkungsbereich
des GFPs vor. Nach dieser Definition lag das roGFP in ungestérten Zellen zu
28,2% oxidiert vor (Abb. 23).

Messungen an mit roGFP transfizierten Neuronen zeigten, das eine Blockade
der Mitochondrienfunktion nicht zwangslaufig eine erhéhte ROS-Produktion
nach sich zog. So fuhrte die Inhibition von Komplex I durch 20 yM Rotenon
zwar zu einer leicht verstarkten Oxidation von roGFP auf 29,8 + 0,8%, eine
Blockade durch 25 yM DPI jedoch zu einer Reduktion auf 26,3 + 1,6%.
Inhibition von Komplex II durch 1 mM 3-NPA flhrte zu einer erhdhten ROS-
Produktion (36,9 + 4,5%). Antimycin (20 pM) oxidierte roGFP leicht auf
32,3 + 54%. Eine starkere Reaktion wurde durch eine Blockierung von
Komplex IV durch 1 mM NaCN (33,3 + 5,0%) erzielt.

Obwonhl die mitochondriale Respiration durch den Einsatz des Protonophors
FCCP (1 uM) stimuliert wird (Cotton et al., 1981), sank der Grad der Oxidation
auf 29,8 £ 2,5%. Der Blocker der FoF{-ATPase Oligomycin (10 pg/ml) fuhrte
zu einer verstarkten ROS-Produktion und oxidierte GFP auf 38,5 + 8,5%.
Glutamat in den Konzentrationen 50 yM bzw. 1 mM steigerte den
Oxidationsgrad auf 35,5 + 5,4% bzw. 37,5 + 15,4%.

- 58 -



110

.05

.00

RIR, (roGFP1)

RIR, (roGFP1)

o4
w0
@

FCCP
(1 puM)

3-NPA
0.95 (1 mM)

RIR, (roGFP1)

0.90
D40

1.20 1
1.00
0801
0.60

& 0.40 -
0.20

0.00

-0.20 1

0401

-0.60 -

5 min

W

5 min

1.10

=]
&

0.95 DPI
(25 um)
0.90
| Max
|II a
| L
| @
II E
II e
o
| 9
II [ =]
| £
| £
| =
| &
|IQ
7152 |
Min |

mH,0, (200 pM)

= H,0, (1 mM)

0 H,0, (5 mM)
oDTT (2 mM)
oDTT (10 mM)

= NaCN (100 uM)

@ NaCN (100 pM)(5")
m NaCN (1 mM)

O Rot (20 pM)
mFCCP (1 uM)

= DPI (25 uM)
£3-NPA (1 mM)
©OMC (10 pg/ml)
=AMC (20 pM)

® Hypoxie durch N,
B Reoxygenierung nach N,
E Glu (50 pM)
= Glu (1 mM)
OXXo

o H,0, in Fe-Sulfat

Abb. 23: Wirkung der mitochondrialen Blocker auf roGFP

Entkopplung der Atmungskette durch 1 yM FCCP (A) sowie die
Inhibition von Komplex I mit 25 yM DPI (B) fluhrte zu einer Reduktion
des roGFPs, wahrend 1 mM 3-NPA (C), ein Blocker von Komplex II zu
einer ROS-Produktion flhrte. (D) gibt einen Uberblick tber die

Reaktionen von roGFP auf die verschiedenen Blocker und ROS.

-59 -




>
w

NaCN
(1 mM)

ot
©w
@

R/RO (roGFP1)
g 3
R/RO (roGFP1)
s 3

o
@w
o
(L]
3'
3
=]
©w
=]

5 min

= NaCN (1 mM)
& .00 =N,

= Reoxygenierung
0.05

-0.10

-0.15-

Abb. 24: Ratiometrische Messungen von roGFP auf Sauerstoffentzug

und chemische Anoxie.
Um einen hypoxischen Zustand zu erreichen, wurde 95%N; - 5§%CO.-
begaste ACSF (1 mM NaySOs;) eingesetzt. Dadurch wurde das
cytosolische roGFP reduziert. Bei der Reoxygenierung durch einen
Wechsel auf regulare ACSF kam es zu einer Uberproportionalen
Oxidation des roGFPs (A). Eine Inhibition von Komplex IV der
Atmungskette in Anwesenheit von O, durch 1 mM NaCN fluhrte zu
einer Oxidation (B). Hypoxische Zustande reduzieren roGFP, wahrend
chemische Anoxie und Reoxygenierung nach einer Hypoxie zu einer
ROS-Produktion flhren (C).

Bei einer durch Umschalten der Sauerstoffversorgung von Carbogen auf N,
ausgelosten Anoxie kam es zu einer biphasischen Reaktion. Durch das
Fehlen von Sauerstoff ging die ROS-Produktion auf 21,7 + 4,3% zurtck. Bei
der Reoxygenierung kam es zu einer kurzfristig erhdhten ROS-Produktion auf
31,5 £ 4,5%, die nach einigen Minuten wieder auf das Grundniveau zurick
sank. Somit zeigten Nj, der Ausldser einer anoxischen Hypoxie, und 1 mM
Cyanid, was in Anwesenheit von O, eine chemische Anoxie ausgelost hat, bei

der ROS-Produktion entgegengesetzte Reaktionen.
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ATP Messungen

Die Wirkung der mitochondrialen Inhibition auf den zellularen ATP-Gehalt
hippokampaler Schnitte durch die verschiedenen Blocker wurde nach der
Methode von Lamprecht und Trautschold (1974) gemessen und mit
unbehandelten Kontrollschnitten verglichen. Diese Messmethode beruht auf
der photometrischen Bestimmung der NADPH, Bildung (siehe Material und
Methoden, Seite 29).

ACSF

-

o :
Q:
g Oligomycin g
Wi
. ¢
____/T NaCN | 0.01
T1 5 min

Abb. 25: Aufzeichnung der Bestimmung des ATP-Gehaltes
Gezeigt sind die Extinktionsanderungen von NADPH, (A: 366 nm) bei
den Proben eines unbehandelten Kontrollschnittes und von Schnitten,
die je 25 min mit Oligomycin (10 pg/ml) und NaCN (1 mM) behandelt
wurden. T zeigen die Zeitpunkte an, bei denen Glucose-6-P-Phosphat-

Dehydrogenase (1) und Hexokinase (2) zugegeben wurden.

Die Kontrollschnitte hatten einen mittleren ATP-Gehalt von 11,4 + 3,8 nmol
ATP / mg Protein. Uberraschenderweise hatte eine Blockade der
Atmungskette nur einen schwachen Einfluss auf den zellularen ATP-Gehalt.
Eine signifikante Reduktion wurde durch die Blockade von Komplex I durch
20 uM Rotenon und Komplex IV durch 1 mM NaCN erreicht, wobei der ATP-
Gehalt durch Rotenon auf 55,2% (6,3 + 1,9 nmol ATP / mg Protein) abgesenkt
wurde, wahrend NaCN, vermutlich durch wiederholt aufgetretene
SD-Episoden wahrend der Inkubationszeit, den ATP-Gehalt der Hirnschnitte
fast vollstandig auf 1,5% (0,2 £ 0,3 nmol ATP / mg Protein) der Kontrolle
reduzierte. Eine Kombination von Oligomycin und FCCP reduzierte den ATP-
Gehalt signifikant auf 70,7% (8,1 = 1,6 nmol ATP / mg Protein) und damit
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starker als die einzelnen Wirkstoffe, die eine Reduktion auf 72,1% bzw. 80,8%
(8,2 £ 2,7 bzw. 9,2 + 3,3 nmol ATP / mg Protein) bewirkten.
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o
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Rotenon |e
DPI
3-NPA |~
Antimycin A | o
1 mM NaCN |
Oligomycin
FCCP |
FCCP

100 uM NaCN | =
Oligomycin +

Abb. 26: Zusammenfassung der Auswirkungen der verschiedenen
Mitochondrienblocker auf den ATP-Gehalt
Die Hirnschnitte wurden jeweils fur 25 min mit den angegeben
Pharmaka vorbehandelt und bezlglich des veranderten ATP-Gehaltes
mit unbehandelten Kontrollschnitten verglichen. Die Anzahl der

untersuchten Hirnschnitte ist an den jeweiligen Balken angegeben.

Eine Behandlung mit Antimycin A zeigte eine Tendenz zur Reduktion, was
aber nicht fUr eine statistische Signifikanz ausreichte. 25 yM DPI reduzierte
den ATP-Gehalt auf 90% (10,3 + 3,5 nmol ATP / mg Protein) und hatte so nur
einen minimalen Effekt auf den ATP-Gehalt der untersuchten Hirnschnitte.
Eine Behandlung mit 1 mM 3-NPA fuhrte sogar zu einem geringen Anstieg
des ATP-Gehaltes auf 102% (11,7 £ 3,8 nmol ATP / mg Protein).
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Identifizierung redoxsensitiver molekularer Angriffspunkte

Die Membrangangigkeit von H,O, und die Modulation der Hypoxie-Antwort
weist auf eine mdgliche Signalfunktion niedriger ROS Konzentrationen hin.
Um die Ziele dieser Signalfunktion sowie die Angriffspunkte oxidativen
Stresses durch erhohte ROS Konzentrationen genauer zu charakterisieren,
wurde die Wirkung von HyO; in verschiedenen Konzentrationen auf einige

Parameter der mitochondrialen und zellularen Funktion untersucht.

Modulation der synaptischen Plastizitat und Funktion durch H,0,

Entgegen den Ergebnissen von Untersuchungen an Schaffer Kollateralen und
CA1 Pyramidenzellsynapsen in Ratten und Meerschweinchen (Pellmar, 1986;
Pellmar, 1995; Fowler, 1997) wurden bei den hier durchgeflihrten
Untersuchungen an akuten hippokampalen Schnitten keine Beeintrachtigung
der grundlegenden synaptischen Funktionen oder der paired pulse
Faszilitierung, einem funktionellen Test der kurzzeitigen Plastizitat (Zucker,
1989), festgestellt. Dabei ist zu beachten, dass in den Untersuchungen von
Pellmar (1995) population spikes im stratum pyramidale ausgewertet wurden

und nicht wie hier EPSPs im stratum radiatum.
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Abb. 27: Die synaptische Funktion und Plastizitat werden durch H,0,

nicht beeinflusst
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Orthodrom evozierte Feldpotentiale zeigen, dass bei Ableitungen im
Bereich der Dendriten im S.R. selbst hohe H,O, Konzentrationen
(5 mM) keinen nennenswerten Einfluss auf grundlegende synaptische
Funktionen oder die kurzzeitige Plastizitat (paired pulse Faszilitierung)

haben.

Mitochondriale Ziele von extrazellular appliziertem H,0,

Eine externe Applikation von H,O, flhrte in mit Rh123 (6,25 pg/ml; 30 min)
inkubierten akuten hippokampalen Schnitten zu einer schwachen
Depolarisation der mitochondrialen Membran. Diese Wirkung auf Aym war
dosisabhangig und reversibel, wobei die Erholung mit zunehmender

Konzentration offenbar langsamer geschah (Abb. 28).

1.8 —
1.6 —
o
S 1.4
=
x
w 1.2
g
[
1.0 <
0.8 - 5 min
| ] | —
H.O, H.O, H.O, NaCN
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Abb. 28: Wirkung von H;0; auf das mitochondriale Membranpotential
H,O, fuhrte in akuten hippokampalen Hirnschnitten zu einer
schwachen  dosisabhangigen reversiblen  Depolarisation  der

Mitochondrien.

Der mitochondriale Metabolismus, angezeigt durch die Veranderung der
Autofluoreszenz von NADH und FAD, wurde durch steigende H;0,-
Konzentrationen offenbar nur unwesentlich beeinflusst. Es kam zu einer
dosisabhangigen Verringerung der NADH Fluoreszenz, wahrend sich die FAD

Fluoreszenz gegensatzlich verhielt.
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Abb. 29: Auswirkung von H;0, auf den mitochondrialen Metabolismus
H,O, flhrte zu einer dosisabhangigen reversiblen Verringerung der

Fluoreszenz von NADH. FAD zeigte eine gegensatzliche Reaktion.

Da Mitochondrien auf H,O, mit einer Depolarisation reagieren, sollte der
NADH-Spiegel steigen und FAD absinken. Da das Gegenteil eintrat, scheinen
NADH und FAD offenbar direkt durch H,O, oxidiert zu werden.
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£ 14] l
2
2 124
o
g 104 _L Abb. 30: Wirkung von H;0, auf den ATP-Gehalt
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Eine Behandlung von akuten hippokampalen Hirnschnitten mit einer hohen
H,02-Konzentration (5 mM, 25 min) fUhrte nur zu einem Absinken des ATP-
Gehaltes auf 71,9% der Kontrolle (8,2 + 2,0 nmol ATP / mg Protein) (n = 6).

Messung des intrazellularen Calciums mit Fluo-3

Um auch die Effekte von H,O, auf intrazellulare Signalwege zu testen, wurden
optische Messungen der intrazelluldren Ca?* Konzentration ([Ca®'])
durchgefuhrt.

Kultivierte hippokampale Neurone wurden mit dem Calcium Indikator Fluo-3
(5 M) beladen und mit ansteigenden H,O, Konzentrationen behandelt. Das
fihrte in zu einem Anstieg von [Ca®']i (Abb. 31). Der Anstieg und die Erholung
auf das Ausgangsniveau verliefen langsam, waren von der gegebenen Dosis
abhangig und konnten bei niedrigen H;0,-Dosen ohne signifikante
Anderungen mehrfach wiederholt werden. Bei der Zugabe von 200 uM, 1 mM
und 5 mM HyO, erhdhte sich die Fluoreszenz um 20,4 + 6,6% (n = 15);
28,2+9,1% (n=17) bzw. 26,6 £ 15,7% (n = 17).

Dieser Anstieg von [Ca*]; blieb in Ca**-freiem ACSF erhalten (Abb. 31). Die
Zugabe von 200 pM, 1 mM und 5 mM H,0O; fuhrten unter diesen Bedingungen
zu Steigerungen der Fluo-3 Fluoreszenz von 14,8 + 7,8%; 35,3 £ 13,3% bzw.
30,9 £ 15,9% (n = 41).
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intrazellularen Calcium-Konzentration (A). Dieser Anstieg konnte auch
in Ca?*-freiem Medium beobachtet werden (B), was auf intrazellulére
Quellen schlieRen lasst. Die Reaktionen der Zellen auf die jeweiligen
H,O,-Konzentrationen in  normalem und Ca®'-freiem ACSF
unterschieden sich nicht signifikant voneinander (C). Die Zahlenwerte

an den Balken geben die Anzahl der durchgefiihrten Versuche an.

Die gemessenen Veranderungen des Calcium-Spiegels in normalen und
Ca?*-freiem ACSF unterschieden sich nicht signifikant voneinander
(Abb. 31, C). Das fiuhrte zu dem Schluss, dass die Quelle des

H,O-induzierten Anstiegs des [Ca?"];

intrazellulare Speicher sein mussen.

Zur genaueren ldentifizierung der intrazelluldren Ca?* Speicher wurden die
Zellen vor der Zugabe H,O, mit verschiedenen Modulatoren vorbehandelt.
Eine Behandlung der Zellen mit 1 pM FCCP flhrte durch den
Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials zu einer
Freisetzung von Ca** aus den Mitochondrien (Balakrishnan, 2006) und somit
zu einem Anstieg von [Ca®'];, was aber keinen Einfluss auf das AusmaR des
Anstiegs von [Ca*']i bei einer gleichzeitig erfolgten Zugabe von H,O, hatte

(95,9 + 30,6% der Kontrolle; n= 6).
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Abb. 32: H,0; aktiviert Ryanodin Rezeptoren
Die durch H,0, hervorgerufenen Anderungen im intrazellularen
Calcium-Spiegel konnten durch die verschiedenen Modulatoren der
intrazelluldren  Ca**-Speicher modifiziert werden. Mit dem

Calciumindikator Fluo-3 beladene kultivierte hippokampale Neurone
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wurden in Anwesenheit der verschiedenen Modulatoren der
intrazellularen Ca®*-Speicher mit 200uM H,O, behandelt. Das
pharmakologische Profil der durch H,O, induzierten Ca?*-Transienten
lasst auf eine Aktivierung der Ryanodin-Rezeptoren und eine Abgabe

von Ca?* aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) schlieRen.

Durch die Behandlung der Zellen mit dem Eisenchelator Deferoxamin
(500 pM) intensivierte sich die Fluo-3 Fluoreszenz auf 135,2 £ 44,8% (n = 15),
was darauf hindeutet, dass ein Teil des Peroxids in der eisenkatalysierten
Fenton-Reaktion zu Hydroxyl Radikalen reagiert und sich so die effektive
H>0, Konzentration vermindert.

In niedrigen Konzentrationen (<20 upM) wirkt Ryanodin als Agonist der
Ryanodin-gesteuerten Ca®*-Kanile im ER, wodurch die Kandle im offenen
Zustand gehalten werden. Bei hoheren Konzentrationen werden diese Kanale
durch Ryanodin blockiert (Bidasee et al., 1995). Der durch H;0O, induzierte
Anstieg der Fluo-3 Fluoreszenz erhdhte sich in  Anwesenheit von
1 uM Ryanodin auf 107,8 + 11,7% (n = 40) und verminderte sich bei 25 yM
Ryanodin auf 52,8 + 25,1% (n = 8).

Unter der Einwirkung von Thapsigargin, einem Inhibitor der ATP-abhangigen
Ca?*-Pumpe des sarkoplasmatischen bzw. endoplasmatischen Retikulums
(SERCA) gab es bei einer ersten Zugabe von H>O; keine signifikante
Anderung von [Ca?*]; (113,9 + 30,3%; n = 31). Bei einer zweiten Zugabe von
H,O, wurde die Intensitat des Ca?*-Transienten signifikant auf 58,9 + 22,3%
vermindert (n = 40), was durch die Blockade der Wiederaufnahme von Ca?* in
das ER durch Thapsigargin und die somit entleerten Speicher erklart werden
kann (Kostyuk und Verkhratsky, 1994). Ruthenium Rot, ein Blocker der
Ryanodin-sensitiven Ca?*-Kanale sowie der mitochondrialen Ca**-Aufnahme
und Abgabe, reduzierte die Calcium-Signale auf 62,9 + 37,2% (n = 8). Die
starkste Reduktion der Ca?*-induzierten Transienten wurde durch Dantrolen
hervorgerufen (16,6 £ 37,2%; n = 8).
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Intrazellulare Ableitungen aus Gliazellen

Wahrend den Messungen an Zellkulturen zeigte sich, das DTT (2 mM) bei
Gliazellen ein Zurlckziehen der Auslaufer bewirkt (Abb. 33). Bei neuronalen
Zellen lies sich nichts Vergleichbares feststellen. Der Effekt trat 7-10 min nach
DTT Zugabe ein, und innerhalb von 35-40 min hatten die Zellen alle Auslaufer
eingezogen und waren fast vollstandig abgekugelt. Um eine Beeintrachtigung
der Funktion der Gliazellen durch DTT zu verifizieren, wurden auf3erdem
intrazellulare Ableitungen mit scharfen Elektroden an Gliazellen der CA1
Region in akuten hippokampalen Schnitten in einer Submersionskammer
durchgefuhrt. Das mittlere Membranpotential der Zellen betrug -89,7 £ 5,6 mV
(n = 6). Der Eingangswiderstand der Zellen war zu niedrig, um verlasslich
gemessen zu werden. Als Antwort auf die DTT (2 mM) Zugabe zeigten die
Gliazellen eine langsame aber gleichmafige Depolarisation, welche im Mittel
nach 15-20 min bei 19,2 + 7,5 mV lag.
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Abb. 33: Gliazellen depolarisieren unter DTT Einfluss und ziehen ihre

Auslaufer zuriick
Gliazellen in einer Mischkultur aus hippokampalen Neuronen und
Gliazellen wurden mit Fluo-3 (5 pM, 30 min) angefarbt und 2 mM DTT
ausgesetzt. Als Reaktion begannen sie kurz nach der DTT Zugabe ihre
Auslaufer zurtckzuziehen (A) und hatten sich nach 30-40 min fast
vollstandig abgekugelt. Intrazellulare Ableitungen mit scharfen
Elektroden aus Gliazellen in akuten hippokampalen Hirnschnitten

zeigten einem langsamen Verlust des Membranpotentials der
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Gliazellen. Zusatzlich kam es nach 35 min zu einer Depolarisation auf
-20 mV, was vermutlich auf eine spontane SD durch DTT

zurtckzufuhren war (B).

Die durch die DTT Zugabe hervorgerufenen spontanen synchronisierten
Spike-Entladungen von Neuronen fuhrten durch den Anstieg des
extrazelluldren K* in Gliazellen zu einer langsamen transienten Depolarisation
von < 20 mV. In der Regel fuhrte eine andauernde DTT Gabe nach 30-40 min
zur Ausldsung einer spontanen SD, wobei es in den betroffenen Zellen zu der

charakteristischen massiven Depolarisation kam.
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Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Effekte von oxidativem Stress auf
Hypoxie-Antworten, mitochondriale Funktion, Redox-Status und Calcium-
Spiegel an akuten hippokampalen Schnitten sowie primaren gemischten

Neuron-Glia Zellkulturen untersucht.

Kontrolle der neuronalen

Erregbarkeit
K 227 ABK
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—— .\Wlu \J
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FADH,, NADH
H,0, --.._
H,0, s RaNO) 2 Immobilisierung von
0., H,0, © Mitochondrien
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Modulation von Ca™
Speichern

Verdnderte Organellen-
Interaktion
Abb. 34: Intrazellulare Redox-Targets
Es konnte gezeigt werden, das H,O, intrazellulare Ca®* Speicher
moduliert, die neuronale Erregbarkeit Uber eine Steigerung der K'-
Leitfahigkeit kontrolliert, den Transport von Mitochondrien stoppt
(Gerich und Muiller, unverdéffentlichte Daten), den cytosolischen Redox-
Status durch eine Oxidation von NADH und FADH; moduliert und den

zellularen ATP-Gehalt reduziert.
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Es ist zu bedenken, dass sich der Redox-Status aus verschiedenen
Komponenten zusammensetzt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Verhaltnisse der Wasserstoff Carrier NADH/NAD und FADH,/FAD und der
ROS Gehalt untersucht. Auf weitere Faktoren wie z.B. Reaktive Stickstoff-
Spezies (NOS) oder das Verhaltnis von reduziertem zu oxidiertem Glutathion
konnte aber im Rahmen dieser Arbeit nicht naher eingegangen werden. Des
Weiteren konnen voraussichtlich auch noch weitere redoxsensitive Targets
identifiziert werden, was zu einer genaueren Aufklarung der beteiligten

Mechanismen filhren wird.

Modulation der Hypoxie-Antwort durch H,0,

Wie schon zuvor gezeigt werden konnte (Hepp et al., 2005), kann eine
Hypoxie-Antwort durch eine Modulation der Sulfhydrylgruppen beeinflusst
werden. Eine Oxidation durch DTNB verzdgert das Auftreten einer HSD,
wahrend eine Reduktion mittels DTT die HSD beschleunigt und ggf. sogar
eine spontane SD auslost. Die Mechanismen, die in einer durch DTT
hervorgerufenen Beschleunigung einer HSD wirken, sind noch nicht
ausreichend untersucht worden, um sie vollstandig zu charakterisieren, es
konnte aber gezeigt werden, dass die Verzogerung der HSD durch DTNB
uber die Aktivierung von calciumabhangigen Kaliumkanalen mit groRer
Leitfahigkeit (BK-Kanale) bewirkt wird (Hepp et al., 2005).

Eine durch Oxidation gesteuerte neuroprotektive Wirkung ist eher
ungewohnlich und unerwartet, da die Neurone des Zentralnervensystems
durch die hohe metabolische Aktivitat, einen hohen Anteil an mehrfach
ungesattigten Fettsduren (Coyle und Puttfarcken, 1993), nur schwach
ausgepragten Schutzmechanismen und in einigen Hirnregionen durch einen
hohen Eisengehalt gegentber oxidativen Stress besonders empfindlich sind
(Halliwell, 1992). Oxidativer Stress gilt als Ausloser oder Begleiterscheinung
einiger neurodegenerativen Erkrankungen wie unter anderem Alzheimer (Zhu
et al., 2007), Chorea Huntington (Trushina und McMurray, 2007) und
Parkinson (Nakabeppu et al., 2007).

Der Effekt von DTNB lie3 sich auch durch die extrazellulare Applikation von

H,O, erzielen, wobei selbst bei hohen Konzentrationen die Amplitude der
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HSD unverandert blieb und keine funktionelle Beeintrachtigung der
Hirnschnitte zu erkennen war (Abb. 13). Umso bedeutender erscheint die
Verzdgerung der HSD durch Sulfhydryloxidanten, da hier eine Schadigung
des Hippokampus als Ursache ausgeschlossen werden kann. Allerdings
wirken oxidierende Bedingungen nicht grundsatzlich verzdégernd auf das
Auftreten einer HSD. Eine Stimulation der endogenen Superoxid-Produktion
durch Xanthin/Xanthinoxidase hatte jedoch den gegenteiligen Effekt und
beschleunigte vielmehr das Auftreten einer HSD (Abb. 13).

Eine Inhibition der mitochondrialen Funktion erhdhte die Anfalligkeit
hippokampaler Schnitte gegentber Hypoxie, was sich durch eine Verklrzung
der Latenz einer HSD zeigte. Der Einfluss der Blockade der Atmungskette
bzw. der Mitochondrien variierte stark zwischen den einzelnen Ansatzpunkten
der Blocker. Durch hochkonzentriertes FCCP (10 yM), NaCN (1 mM) und
Azid (2 mM) liel} sich selbst bei fortgeflihrter Sauerstoffversorgung eine
normoxische SD auslésen (Abb. 16). Durch die Messung des mitochondrialen
Metabolismus Uber die Autofluoreszenz von NADH und FAD, die Messung
des mitochondrialen Membranpotentials (Rh123 Fluoreszenz) und des ATP-
Gehaltes in akuten hippokampalen Schnitten konnte eine erfolgreiche
Modulation der Mitochondrienfunktion durch die mitochondrialen Blocker
eindeutig nachgewiesen werden. Keiner der Blocker verringerte die Amplitude
der HSD maldgeblich. Das lasst darauf schlie3en, dass die benutzten Blocker
Uber den Untersuchungszeitraum (25 min Einwirkzeit und 3-8 Minuten
Hypoxie) keinen negativen Einfluss auf die Vitalitdt der Hirnschnitte und die

Synchronisation der massiven Depolarisation hatten.

Einfluss der mitochondrialen Inhibition auf den zellularen
ATP-Gehalt

Eine Inhibition der mitochondrialen Atmungskette in einem beliebigen
Komplex hat Auswirkungen auf die Funktion der gesamten Kaskade und
somit auch auf den mitochondrialen Metabolismus, ROS-Produktion sowie
ATP-Produktion und Gehalt der betroffenen Zellen (Nicholls und Budd, 2000;
Adam-Vizi, 2005). Dabei kann eine Inhibition von Komplex I oder II

weitgehend durch den jeweils anderen kompensiert werden, was bei einer
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Inhibition von Komplex III und IV nicht moéglich ist. Selbst wenn bei einer
Inhibition von Komplex I durch z.B. Rotenon die Verwendung von NADH als
Elektronenquelle verhindert wird, kdnnen noch in Komplex II Elektronen von
FADH, in die Atmungskette eingebracht werden. Umgekehrt bleibt die
Funktion von Komplex I durch eine Blockade von Komplex II durch z.B.
3-NPA unbeeinflusst. Dabei ist zu beachten, dass eine Blockade von
Komplex I groflere Auswirkungen hat. Bei der vollstdndigen Oxidation eines
Molekuls Glucose werden 10 NADH gebildet, aber nur 2 FADH, (Berg et al.,
2003). Es steht also weitaus mehr NADH zur Verfigung als FADH,. Da
Komplex I als Protonenpumpe dient, wird bei der Verwendung von NADH als
Elektronendonor potentiell auch mehr ATP gebildet. Dies konnte erklaren,
warum Rotenon das Auftreten einer HSD beschleunigt, zu einer starkeren
Depolarisation der Mitochondrien fuhrt und die zellularen NADH und FAD
Konzentrationen starker beeinflusst als 3-NPA. Die Verlangerte Dauer einer
HSD in der Anwesenheit von 3-NPA deutet darauf hin, dass die Erholung
wahrend der Reoxygenierung durch 3-NPA gestort wird. Der genaue
Mechanismus, der diesem Effekt zugrunde liegt, ist noch nicht vollig geklart.
Eine mogliche Erklarung ist, dass die Effekte von Rotenon zumindest
teilweise reversibel sind (Lauger et al., 1944), 3-NPA jedoch irreversibel wirkt
(Coles et al.,, 1979). Des Weiteren konnten auch sekundare Effekte von
3-NPA beteiligt sein.

Das Auftreten einer HSD wurde durch den Entkoppler FCCP sowie jene
Blocker beschleunigt, die auf die Komplexe I, III und IV der Atmungskette
wirken, welche als Protonenpumpen fungieren. Die Wirkstoffe FCCP,
Rotenon, AMC und Cyanid greifen so in die Aufrechterhaltung des
Protonengradienten und damit potentiell auch in die ATP-Produktion ein. Ein
gesteigerter ATP-Verbrauch bzw. ein niedriger ATP-Gehalt im betroffenen
Gewebe (Hansen, 1985) kann jedoch als alleiniger Ausléser einer HSD
ausgeschlossen werden. Ein verringerter ATP-Gehalt beglnstigt zwar das
Auftreten einer HSD (Allen et al., 2005) und im Verlauf einer HSD sinkt der
ATP-Spiegel im Gewebe deutlich (Lipton, 1999), da durch den
Sauerstoffmangel kein neues ATP gebildet werden kann und das vorhandene

schnell verbraucht wird.
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Bei den hier gezeigten Versuchen hatten die benutzten Blocker bis auf 1 mM
Cyanid nur einen geringen Effekt auf den ATP-Gehalt (Abb. 26). Der ATP-
Spiegel wurde in diesen Versuchen zu dem Zeitpunkt gemessen, in dem eine
HSD ausgeldst worden ware, und die starkste Verminderung, durch 20 uyM
Rotenon, senkte den ATP-Gehalt auf 55%. Einen klaren Zusammenhang
zwischen Wirkung auf den ATP-Gehalt und verfrihter Hypoxie-Reaktion
konnte dennoch nicht beobachtet werden. So beschleunigte 100 yM Cyanid
das Auftreten einer HSD am deutlichsten, hatte aber praktisch keinen Effekt
auf den ATP-Gehalt der Hirnschnitte (Abb. 15 und 26). Oligomycin (10 ug/ml)
zeigte eine deutliche Tendenz, den ATP-Spiegel zu verringern, hatte jedoch
keinen Einfluss auf die Latenz einer HSD (Abb. 14). Die Ausnahme bildete
1 mM Cyanid, das zu einem fast vollstandigen Verbrauch von ATP fuhrte
(Abb. 26). Diese vollige ATP-Verarmung ist aber offensichtlich durch spontan
auftretende SD-Episoden wahrend der Einwirkzeit hervorgerufen worden, die
im Mittel bereits nach 4 Minuten Cyanid auftraten (Gerich et al., 2006). Die
These, dass vermehrter ATP-Verbrauch der Ausldser einer HSD ist, wird auch
dadurch entkraftet, dass FCCP, Rotenon, DPI und AMC auch die Erholung
des Gewebes nach einer Reoxygenierung beschleunigen. Dieser Vorgang
bendtigt ATP zur Wiederherstellung des lonengleichgewichts der Zellen durch
aktiven Transport, vor allem durch die Na'/K*-ATPase (Rosenthal und Sick,
1992). Ein vollstandiger Verbrauch von ATP wirde daher zu einer stark
verlangsamten oder einer ausbleibenden Erholung der Hirnschnitte flhren.
Dies konnte bei spontan auftretenden SDs in der Anwesenheit von hohen
FCCP- und Cyanid-Konzentrationen sowie einer HSD, bei der die
Sauerstoffzufuhr nach der regularen Zeit noch weitere 5 Minuten

unterbrochen blieb, beobachtet werden.

Der Zusammenbruch des Protonengradienten uber die
Mitochondrienmembran durch den Einsatz von FCCP fuhrt dazu, die
FoF1-ATPase in dem Versuch, das Membranpotential stabil zu halten, ihre
Arbeitsrichtung umkehrt und ATP verbraucht. Die kombinierte Zugabe von
Oligomycin und FCCP stoppt diesen Effekt (Sipos et al., 2003). Da die
Verkurzung der Latenz einer HSD mit FCCP Einwirkung auch bei

gleichzeitiger Oligomycin Zugabe bestehen blieb, kann eine Auswirkung durch
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einen erhdhten mitochondrialen ATP Verbrauch durch die umgekehrt laufende
FoF+-ATPase ausgeschlossen werden (Abb. 14).

In den hier durchgefuhrten Versuchen zum ATP-Gehalt akuter hippokampaler
Hirnschnitte wurde die gesamte hippokampale Region untersucht. Eine
Unterscheidung zwischen den unterschiedlichen hippokampalen Arealen fand
nicht statt. AuRerdem konnte mit unserem Versuchsansatz nicht zwischen
mitochondrial und glykolytisch entstandenem ATP unterschieden werden
(Kasischke et al., 2004). Es besteht also die Moglichkeit, dass eine Reduktion
der mitochondrialen ATP-Produktion durch eine Intensivierung der Glykolyse
teilweise kompensiert wurde (Nicholls und Budd, 2000), was insbesondere bei
hippokampalen Neuronen gegeben zu sein scheint (Allen et al., 2005).
Zusammengefasst deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Hypoxie-
Anfalligkeit akuter hippokampaler Schnitte durch diverse Faktoren wie z.B.
mitochondriale Depolarisation oder anderen Fehlfunktionen, nicht jedoch

einem erhohtem ATP Verbrauch beférdert wird.

Modulation des cytosolischen Redox-Status

Auswirkung mitochondrialer Inhibition

Eine Inhibition der mitochondrialen Funktion verandert den zellularen Redox-
Zustand durch eine erhohte Produktion von ROS (Cadenas, 2004; Foster et
al., 2006) und durch eine verandertes Verhaltnis von NADH zu NAD" sowie
FADH;, zu FAD (Chance et al., 1979; Foster et al., 2006). Die Auswirkungen
einer solchen Inhibition sind je nach Position des Blocks sehr unterschiedlich
und variieren je nach untersuchtem Gewebe stark untereinander. Generell
liegen durch eine Blockade des Elektronentransports die beteiligten Proteine
hinter dem Block oxidiert vor, wahrend die vor dem Block durch die
aufgestauten Elektronen reduziert werden, was ein Entweichen von
Elektronen aus der Atmungskette erleichtert und zur Erhohten ROS-
Produktion fuhrt (Adam-Vizi, 2005). Das Insektizid Rotenon setzt direkt am
Anfang der Atmungskette an und blockiert in Komplex I den
Elektronentransfer vom Eisen-Schwefel Cluster auf das Ubichinon (Adam-
Vizi, 2005; Foster et al., 2006) wodurch die Nutzung von NADH verhindert
wird. Dies fuhrte in den hier gezeigten Experimenten zu einem Anstieg der
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NADH Autofluoreszenz (Abb. 19) und einer mitochondrialen Depolarisation
(Abb. 17) sowie zu einer schwach erhdhten ROS-Produktion (Abb. 23).
Antimycin A, ein Blocker von Komplex III der Atmungskette (Chen et al.,
2003) zeigte eine vergleichbare Reaktion, die jedoch in allen der hier
aufgefuhrten Parametern deutlicher ausfiel als bei Rotenon (Abb. 19, 17 und
23). Ebenso verhielt es sich mit Cyanid, welches Komplex IV blockiert und
durch Elektronen-Ruckfluss Superoxid an Komplex III freisetzt (Chen et al.,
2003). Die Wirkung von Cyanid auf Mitochondrienmembranpotential, NADH-
Gehalt und ROS-Produktion fiel noch starker aus, als es bei Rotenon und
Antimycin der Fall war (Abb. 19, 17 und 23). Zum Teil kdnnte dies auf
mangelnde Kompensation einer Blockade von Komplex IV oder auch dem
geringeren Molekulargewicht und der damit einhergehenden erleichterten
Diffusion von Cyanid in das Gewebe beruhen.

DPI blockiert ebenfalls Komplex I, hat jedoch die Flavinmononucleotid-Gruppe
als Ansatzpunkt (Adam-Vizi, 2005). Die Wirkung von DPI zeigt eine starke
Depolarisation der Mitochondrien (Abb. 17), einen reduzierten NADH-Spiegel
(Abb. 19) sowie eine verringerte ROS-Produktion (Abb. 23) und ahnelt mit
diesen Effekten der Wirkung von FCCP (Abb. 19, 17 und 23). Dies deutet auf
eine erhohte mitochondriale Respiration hin, was ja eine bekannte Folge einer
mitochondrialen Entkopplung ist (Duchen, 1999; Schuh et al., 2005), wodurch
sich auch die ROS-Produktion erhdhen sollte. Diese Reaktion wurde auch von
uns (Gerich et al.,, 2006) vorhergesagt und in anderen Arbeiten gezeigt
(Boveris und Chance, 1973; Bindokas et al., 1996), es hat sich aber gezeigt,
dass ein moderat depolarisiertes mitochondriales Membranpotential eine
gewisse neuroprotektive Wirkung hat, indem es einem Calcium Einstrom
entgegenwirkt und eine ROS-Produktion abschwacht (Margos und Korde,
2004). Durch eine Applikation von FCCP sank die ROS-Produktion leicht ab,
was durch das depolarisierte mitochondriale Membranpotential erklart werden
kann. Der genaue Mechanismus ist aber noch nicht vollstandig geklart.

DPI ist ein unspezifischer Inhibitor von Komplex I und wirkt wahrscheinlich
auch uber nicht-mitochondriale Mechanismen. Neben Komplex I hemmt DPI
auch andere Enzymsysteme, die Flavoproteine beinhalten, wie die NADPH-
Oxidase (Cross und Jones, 1986; Li und Trush, 1998), die Xanthinoxidase
sowie die Stickstoffmonoxid-Synthetase (Pou et al., 1999; Chakraborty und
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Massey, 2002) und greift auch in den Pentose-Phosphat-Weg ein (Riganti et
al., 2004). So deutet das DPI-induzierte Absinken der ROS-Produktion unter
normoxischen Bedingungen z.B. auf eine Blockade der XO hin.

Der irreversible Blocker 3-NPA inhibiert Komplex II, wobei die eigentliche
Inhibition erst nach langer Einwirkung (2 Stunden) einsetzt und dann,
untersucht in kultivierten SK-N-SH Neuroblastoma-Zellen, zu einer
Degeneration und Zelltod fihrt (Wang et al., 2001). Zuerst stimuliert 3-NPA
die Succinat-abhangige zellulare Respiration, was keinen Einfluss auf den
NADH Gehalt der Zellen haben sollte, aber eine verstarkte Oxidation von
FADH; zu FAD (Abb. 19) bewirkt und zu einer erhéhten Produktion von ROS,
offenbar durch einen RUlckfluss von Elektronen von Komplex II nach
Komplex I (Abb. 23), sowie ATP (Abb. 26) fuhrt (Wang et al., 2001). Die
anfangliche Stimulation des mitochondrialen Metabolismus durch 3-NPA
zeichnete sich in den hier gezeigten Versuchen ab, die Versuche wurden aber
nicht so lange durchgefuhrt, um eine Umkehr dieser Reaktionen im weiteren
Verlauf zu erreichen.

Durch den Einsatz von Oligomycin, einem Blocker der FoF-ATPase, wurden
die Mitochondrien maximal hyperpolarisiert (Abb. 17), was eine Intensivierung
der zellularen Respiration zur Folge hatte. Dies zeigte sich in einer
Verringerung der NADH Autofluoreszenz (Abb. 19) und einem starken Anstieg
der durch roGFP angezeigten ROS-Produktion (Abb. 23).

Wechselseitige Auswirkung von schwerer Hypoxie und Redox-
Status

Es konnte kein direkter Zusammenhang zwischen einer beschleunigten HSD
und reduzierenden Bedingungen gezeigt werden. DPIl und FCCP reduzieren
die ROS-Produktion und flhren zu einer Verkurzung der Latenz, sie flhren
aber auch zu einer verstarkten Oxidation von NADH. Rotenon, Antimycin und
Cyanid, die Blocker der protonenpumpenden Komplexe, beschleunigten
ebenfalls das Auftreten einer HSD, jedoch war ihr Einfluss auf NADH-Spiegel
und ROS-Produktion genau umgekehrt. Eine Gemeinsamkeit dieser funf
Wirkstoffe war die ausgepragte Depolarisation der Mitochondrien (Abb. 17).

Die Blocker 3-NPA und Oligomycin hatten keinen bzw. einen
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hyperpolarisierenden Effekt auf die Mitochondrienmembran und zeigten beide
keinen Effekt auf die Latenz einer HSD (Abb. 17, 14 und 15).

Wie erwartet reduzierte sich wahrend hypoxischen Episoden die ROS-
Produktion in betroffenen Schnitten (Abb. 23). Foster et al. (2005) konnten
zeigen, das in von Hypoxie betroffenen Gewebe der Sauerstoffpartialdruck
wenige Sekunden nach dem Einsetzen der Hypoxie schnell absinkt und nach
ungefahr einer Minute bereits ein Minimum erreicht. Ohne Sauerstoff als
Elektronenakzeptor konnen keine weiteren Sauerstoffradikale gebildet
werden. Der NADH-Spiegel steigt im Verlauf einer Hypoxie laut Foster et al.
bereits vor dem Einsetzen einer HSD an und steigt gleichzeitig mit dem
Einsetzen der HSD sprunghaft an, was eine starke Reduktion und die
Inhibition der zellularen Respiration anzeigt (Mills et al., 1977). Wird die
Sauerstoffversorgung rechtzeitig wiederhergestellt, sinkt der NADH-Spiegel
schlagartig wieder auf das Grundniveau zurtck. Je langer der hypoxische
Zustand anhalt, desto wahrscheinlicher und ausgepragter kommt es wahrend
der Reoxygenierung zu einer Hyperoxidation und der NADH-Spiegel fallt unter
das Grundniveau (Rosenthal et al., 1995; Pérez-Pinzén et al., 1997). Zu
diesem Zeitpunkt sind die Auswirkungen der Hypoxie nicht mehr reversibel
und flhren zu Zellschaden oder Zelltod (Foster et al., 2005). Der
Mechanismus der hinter der Hyperoxidation steht ist noch nicht vollig geklart.
Der Sauerstoffpartialdruck im Gewebe steigt bei einer Hyperoxidation
uber das Grundniveau hinaus, was auf einen eingeschrankten
mitochondrialen Metabolismus und den damit einhergehenden verringerten
Sauerstoffverbrauch, z. B. durch bereits erfolgte zellulare Schadigungen
(Rosenthal et al. 1995) schlieBen lasst. Ebenso scheinen oxidative
Schadigungen durch ROS beteiligt zu sein (Pérez-Pinzén et al., 1997). Diese
Theorie deckt sich mit der hier gemachten Beobachtung, dass im Verlauf der

Reoxygenierung verstarkt ROS gebildet werden (Abb. 24).

Zusammengefasst deuten auch diese Ergebnisse auf die Mdoglichkeit hin,
dass Faktoren, die mit einer mitochondrialen  Depolarisation
zusammenhangen, die Hypoxie-Anfalligkeit akuter hippokampaler Schnitte

erhdhen. Welche Signalwege beteiligt sind, ist aber noch unklar.
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Als einer der moglichen Ansatzpunkte eines Redox-vermittelten Signalweges
wurden die Uber Ryanodin-Rezeptoren gesteuerten Ca®**-Kanile des

Endoplasmatischen Retikulums identifiziert.

Die Modulation intrazelluldrer Ca* Speicher durch H,0,

Eine extrazelluldre Applikation von H,O; fiihrt zu einem Anstieg von [Ca*].
Die Hauptquelle des Calciums scheinen aber nicht die Mitochondrien zu sein,
sondern das Endoplasmatische Retikulum. Eine Zugabe von FCCP flhrte
zwar zu einem Anstieg von [Ca?'];, da durch das vollstandig depolarisierte
mitochondriale Membranpotential die Ca**-Aufnahme durch die Mitochondrien
verhindert wird und Ca?* an das Cytosol abgegeben wird (Duchen, 1999;
Brocard et al.,, 2001; Maragos und Korde, 2004), dies hatte aber keinen
Einfluss auf den Anstieg von [Ca®]; durch die Zugabe von H.O; (Abb. 31). Die
Calcium-Antwort auf H,O, war von extrazellularem Calcium unabhangig und
lieR sich deutlich durch Modulatoren der intrazellularen Ca**-Speicher
beeinflussen (Abb. 32). Ruthenium Rot und Dantrolen reduzierten massiv den
Anstieg von [Ca?'].. Thapsigargin, ein Inhibitor der SERCA, welche Calcium in
die intrazellularen Speicher pumpen, fuhrte zu einer leichten Reduzierung und
bei einer nachfolgenden Zugabe zu einer weiteren Halbierung der Calcium
Antwort. Niedrige Konzentrationen von Ryanodin steigerten die Ca®*-Antwort,
wahrend hohere Konzentrationen zu einer Abnahme fuhrten. Diese Wirkung
entspricht genau der Wirkung von Ryanodin auf Ryanodin-Rezeptor (RyR)
gesteuerte Ca®*-Freisetzung (Hernandez-Fonseca und Massieu, 2005). Diese
Beobachtungen flihren zu dem Schluss, dass H>O, in hippokampalen
Neuronen uber eine RyR-Aktivierung Calcium aus dem Endoplasmatischen
Retikulum freisetzt (Suzuki et al., 1997; Xia et al., 2003), und sie identifizieren
RyR in hippokampalen Neuronen als ein Ansatzpunkt der Redoxmodulation,
wobei die Sensitivitat in einem Bereich liegt, in dem die neuronale

Erregbarkeit noch nicht moduliert wird.

Ahnliche Beobachtungen konnten unter anderem auch in Kardiomyozyten
(Gen et al., 2001) oder kultivierten hippokampalen Astrozyten der Ratte
(Gonzalez et al., 2006) gemacht werden. In diesen Fallen wurden aber noch

andere Mechanismen zur Ca®*-Freisetzung und Calciumquellen, wie z.B.

-82-



Mitochondrien identifiziert, was aber bei den hier genutzten Kkultivierten
Neuronen nicht zuzutreffen scheint.

Die HSD-verzogernde Wirkung von DTNB beruht auf der calciumabhangigen
Aktivierung von BK-Kanélen. Die Ryanodinrezeptoren des ER enthalten
hochreaktive Cysteinreste, deren Sulfhydrylgruppen gegenuber
Redoxmodulation sehr anfallig sind (Hidalgo et al., 2004). Eine moderate
Oxidation der Sulfhydrylgruppen aktivierte RyR maximal, wahrend eine starke
Oxidation sowie eine Reduktion der freien Thiole das Schliefen der RyR-
gesteuerten Kanale begunstigte (Sun et al., 2001). Dabei ist zu bedenken,
dass die Inaktivierung durch eine starke Oxidation irreversibel ist und daher
eher pathologische als physiologische Auswirkungen hat. In RyR aus dem
Skelettmuskel des Kaninchens konnte eine Gruppe von Hyper-Reaktiven
Sulfhydrylgruppen (Bezeichnung nach: Liu et al., 1994) als Redoxsensor

identifiziert werden (Aracena-Parks et al., 2006).

Der durch extrazellular gegebenes H,0O, hervorgerufene oxidative Stress und

das dadurch gestiegene [Ca?'];

hatten keinen Effekt auf die synaptische
Funktion und Plastizitat (Abb. 27). Eine Auswirkung konnte erst bei der sehr
hohen pathologischen Konzentration von 5 mM gezeigt werden. Andere
Arbeiten zeigten eine Inhibition der synaptischen Ubertragung bei
Konzentrationen Uber 1,5 mM (Pellmar, 1995; Fowler, 1997), wobei hier
jedoch vornehmlich die somatische Komponenten (Populations-Spikes) und
nicht wie in dieser Arbeit die dendritischen Anteile der EPSPs untersucht
wurden. Diese Inhibition scheint ihre Ursache in einer gestiegenen
extrazellularen Adenosin-Konzentration als Reaktion auf den oxidativen
Stress zu haben (Masino et al., 1999). Sehr hohe H;O»,-Konzentrationen
(20 mM) flhrten zu einer verringerten LTP, wahrend 1 uM H,O, sogar zu einer

Steigerung fuhrte (Kamsler und Segal, 2003).
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Fazit

Es konnte gezeigt werden, dass der Redox-Status durchaus eine Modulation
neuronaler und glialer Eigenschaften und Funktion bewirken kann. Dies
konnte wahrend metabolischer Stérungen wie z.B. Anoxie beobachtet
werden, die Sensitivitat einiger beteiligten Komponenten lasst aber auch den
Schluss zu, dass eine Redoxmodulation auch in der normalen Zellfunktion
eine Rolle spielen kann. Die Fahigkeit einiger auftretender Faktoren, wie z.B.
H,0,, Zellmembranen passieren zu kdnnen, deutet auf die Moglichkeit von
Redox-gesteuerter Zell-Zell-Interaktion hin. Die beteiligten Signalwege
mussen weiter aufgeklart und weitere Redox-Targets identifiziert werden.
Insbesondere sollte die Rolle von Glutathion in diesem Zusammenhang
genauer untersucht werden.

Es ist erstaunlich, dass durch eine Oxidation eine neuroprotektive Wirkung
erzielt werden kann, da die schadlichen Wirkungen einer starkeren Oxidation
hinreichend bekannt sind und gerade in neurodegenerativen Erkrankungen
eine wichtige Rolle spielen.

Die Moglichkeit der Untersuchungen zellularer Vorgange mit optischen
Methoden ist durch die Entwicklung neuartiger Hilfsmittel in jungster Zeit
extrem verbessert worden. So konnten z.B. durch das redoxsensitive roGFP
dynamische Prozesse verfolgt werden, was mit den herkdmmlichen

Farbstoffen nicht mdglich ist.
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Zusammenfassung
Mitochondrien generieren kontinuierlich geringe Mengen Superoxid, welches

im Normalfall in H,O, umgewandelt wird. Bei Stérung der mitochondrialen
Respiration kann so die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
ansteigen und der daraus resultierende oxidative Stress zu Zellschadigung
oder Zelltod flhren. Es wird aber auch eine Signalfunktion von ROS vermutet.
Sie bestimmen in Abhangigkeit vom mitochondrialen Metabolismus den
zellularen Redox-Status, der wiederum durch Sulfhydryl-Modulation die
Aktivitat cysteinhaltiger Proteine modulieren kann. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde die Signalfunktion cytosolischer Redox-Anderungen und die
funktionellen Konsequenzen, die sich daraus fur das intakte hippokampale
Netzwerk ergeben, untersucht. Die Versuche wurden auf der Netzwerkebene
(in akuten hippokampalen Hirnschnitten), auf Einzelzellebene (in kultivierten
Neuronen) und auf molekularer Ebene durchgefuhrt. Extrazellular appliziertes
H,O, (200 uM) filhrte zu einem Anstieg von [Ca®'];, offensichtlich durch
Freisetzung aus RyR-sensitiven intrazellularen Speichern. Das mitochondriale
Membranpotential, die synaptische Funktion sowie der ATP-Gehalt wurden
durch H20, kaum beeinflusst. Mit einem innovativen redoxsensitiven roGFP
konnten dynamische Messungen des Redox-Zustandes auf Zellebene
durchgefuhrt und so die mitochondrialen Aktivitatsparameter systematisch mit
dem Redox-Status korreliert werden. Cytosolische Redox-Anderungen
konnten auch durch Modulation der mitochondrialen Respiration beeinflusst
werden, was sich auf die Hypoxie-Empfindlichkeit der untersuchten
Hirnschnitte auswirkte. Insbesondere eine ausgepragte Depolarisation der
Mitochondrien durch z.B. 1 yM FCCP oder 1 mM NaCN erhohte die
Hypoxieempfindlichkeit deutlich und konnte trotz Anwesenheit von O, zur
Auslosung einer spreading depression (SD) fuhren. Ein Anstieg der
endogenen Superoxid- oder Hydroxylradikal-Produktion beschleunigte das
Auftreten einer durch Hypoxie induzierten spreading depression (HSD).
Uberraschenderweise verzogerte H,O, (1 - 5 mM) das Auftreten einer HSD,
ohne die Vitalitat der Hirnschnitte zu beeintrachtigen, und wirkte somit
potentiell neuroprotektiv. Dieser Effekt wurde offenbar durch eine
Sulfhydryloxidation  bewirkt.  Die Identifikation  weiterer  beteiligter
redoxsensitiver Targets steht noch aus, durfte aber mit Hinblick auf potentielle
Neuroprotektion einer Sulfhydryloxidation bei metabolischen Stérungen auch
klinisch durchaus bedeutsam sein.
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Benutzte Abkurzungen:
3-NPA: 3-Nitropropionic acid,

ACSF: artificial cerebrospinal fluid (artifizielle cerebrospinale Flussigkeit);

AM: Acetoxymethyl;

Ara-C: Arabinosid-Cytosin;

ATP: Adenosintriphosphat;

DFOM: Deferoxamin mesylat;

DIV: Days in vitro;

DH: Dehydrogenase;

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium;

DPI: Diphenyleneiodonium Chlorid;

DTNB: 5,5"-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid);

DTT: DL-Dithiothreitol;

ER: Endoplasmatisches Retikulum;

FBS: Fetal bovine serum (fétales Rinderserum);

FCCP: Carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone;
G-6-P: Glucose-6-Phosphat;

HBSS: Hank’s balanced salts solution,;

HK: Hexokinase;

HSD: hypoxic spreading depression (Hypoxie induzierte
depression);

I0S: intrinsische optische Signale;

LTP: long term potentiation;

MEM: Minimal essential medium;

ROS: reaktive oxygen spezies (reaktive Sauerstoff Spezies);
RT: Raumtemperatur;

RyR: Ryanodin-Rezeptor;

SD: spreading depression;

SERCA: Sarko-Endoplasmatisches Retikulum Ca?*-ATPase;
TEA: Triethanolamin-Hydrochlorid;

X: Xanthin;

XO: Xanthinoxidase
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