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1. Einleitung

1.1. RETT-Syndrom

Das RETT-Syndrom wurde erstmals 1966 von dem oOsterreichischen Kinderarzt
Andreas Rett beschrieben. Er wurde auf die Krankheit aufmerksam, als er 2
kleine Madchen mit bis dato unbekanntem Krankheitsbild bei ihren Miuttern in
seinem Wartezimmer sitzen sah und diese gleichzeitig anfingen, Handstereotypien

durchzufihren, die wie Handewaschen aussahen (Rett 1966).

Das RETT-Syndrom ist heute nach der ICD-10 klassifiziert als eine tiefgreifende
Entwicklungsstérung, zu denen unter anderem auch KANNER- und ASPERGER-
Autismus gehoren (Graubner 2012). Im Unterschied dazu sind beim RETT-
Syndrom ausschlief3lich Madchen betroffen. Nach einem im Regelfall normalen
Schwangerschaftsverlauf und normaler Geburt entwickeln sich die Patientinnen
bis zum 6. Lebensmonat bis maximal zum 2. Lebensjahr regelrecht. Von diesem
Zeitpunkt an kommt es zu einer progressiven motorischen und geistigen
Entwicklungsverzogerung, sogar bereits erlernte Fahigkeiten gehen wieder
verloren (Graubner 2012). Weiterhin erfolgt in diesem Zeitraum auch eine soziale
Isolation, es wird vielfach Gber unmotivierte Schrei- und Weinkrdmpfe berichtet.
Auch der bei Geburt normale Kopfumfang ist perzentilenflichtig, eine sekundare

Mikrozephalie tritt auf (Hagberg et al. 1983).

Nach dieser Phase der Regression gibt es eine lange, stabile Plateauphase, in der
die Fahigkeiten der Patientinnen nicht weiter verloren gehen, sondern konstant

bleiben. In dieser Zeit treten oft auch schon die ersten Epilepsien auf, an denen



bis zu 80% der RETT-Patientinnen leiden. Die Anfalle konnen dabei sowohl
einfach-fokal oder komplex-fokal als auch generalisiert sein, oft ist die Epilepsie
therapieresistent, sodass mehrere Medikamente getestet werden mussen, bis es

zur Abnahme der Epilepsiehaufigkeit kommt (Glaze 2005).

Die weiteren Symptome des RETT-Syndroms sind sehr vielfaltig. Die motorische
Dysfunktion erstreckt sich auf viele Bereiche, die meisten Patientinnen kénnen
nicht mehr als ein paar Schritte gestitzt laufen, auch eine sinnvolle Feinmotorik
der Hande fehlt (Lotan und Ben-Zeev 2006). Stattdessen kommt es zu den schon
beschriebenen, sehr typischen, stereotypen Handbewegungen, die an Kneten
oder "Handewaschen" erinnern. Die RETT-Patientinnen sind sehr oft kleinwiichsig
und entwickeln haufig im Jugend- oder Erwachsenenalter eine Skoliose, die mit
Progression der Erkrankung fortschreitet und teilweise sogar operationsbeduirftig
werden kann (Percy et al. 2010). Sprechen und andere Arten der Kommunikation
sind auch sehr eingeschrénkt, zusatzlich kommen noch eine schwere geistige
Retardierung und autismusdhnliche Charakterziige hinzu. Weitere haufige
Symptome, die RETT-Patientinnen zeigen, sind Luftschlucken, Hyperventilation
und Apnoe teilweise bis zu mehreren Minuten. Diese Apnoe- und
Hyperventilationsphasen wechseln sich mit Phasen normaler Atmung ab, der

Haufigkeitsgipfel liegt zwischen 5 und 10 Jahren (Julu et al. 2001).

Grundsatzlich sind die meisten Symptome sehr variabel, die korperliche und
geistige Beeintrachtigung kann sehr unterschiedlich ausgepragt sein und es gibt

durchaus Patientinnen, die relativ eigenstandig laufen kénnen oder einfache Worte



sprechen. Die Diagnose erfolgte bis zum Jahr 1999 nur mit Hilfe eines
Scoresystems der Symptome, was auf Grund der hochvariablen Expressivitat zu
einigen Verwechslungen mit den anderen Krankheiten aus dem autistischen

Formenkreis fuhrte.

1.2. Genetische Ursachen des RETT-Syndroms

Im Jahr 1999 wurde das Gen, welches beim RETT-Syndrom am haufigsten mutiert
ist, entdeckt und fortan war ein Gentest zur Diagnose mdglich (Amir et al. 1999).
Das betroffene MECP2-Gen liegt auf dem X-Chromosom und codiert das Methyl-
CpG-Bindende Protein 2 (MeCP2). Die Mutation erfolgt spontan, vor allem in der
Keimbahn des Vaters (Zhu et al. 2010). Da dieser sein X-Chromosom an alle
Tochter und sein Y-Chromosom an alle S6hne weitergibt, ist das klassische RETT-
Syndrom bei Jungen sehr selten, nur bei gelegentlicher maternaler Mutation sind

diese betroffen.

Die Lage auf dem X-Chromosom erklart auch die varible Expressivitat, denn nach
der Lyon-Hypothese wird bei Frauen eines der X-Chromosomen in jeder Zelle
zuféllig inaktiviert (Lyon 1961). Dadurch ist es mdglich, dass einige Patientinnen
nahezu keine Symptome aufweisen oder nur Konduktorinnen dieser Krankheit
sind. Andere zeigen eine ahnlich schwere Verlaufsform wie vom RETT-Syndrom
betroffene Jungen und versterben kurz nach der Geburt, je nachdem, in wie vielen
Zellen das mutierte X-Chromosom bei diesen Patientinnen aktiv bleibt. Da Jungen
nur ein X-Chromosom besitzen, liegt bei ihnen immer eine maximale Expressivitat

vor. Durch den nun mdglichen Gentest konnten nun auch einige Jungen gefunden



werden, bei denen eine MECP2-Mutation vorlag. Diese waren aber entweder sehr
stark behindert und verstarben kurz nach der Geburt (Schile et al. 2008) oder sie
hatten auch ein 2. X-Chromosom und somit zusétzlich ein KLINEFELTER-

Syndrom (Deidrick et al. 2005).

Eine Variante des RETT-Syndroms, bei der das CDLK5-Gen (Cyclin-dependent
Kinase-Like 5 Gen) mutiert ist, fallt durch massive frihe Epilepsien schon vor dem
6. Lebensmonat auf, die teilweise sogar mehrmals taglich auftreten. Diese
Madchen haben oft auch eine tUberdurchschnittlich starke Auspragung der anderen

Symptome (Matri et al. 2005).

MeCP2 ist ein Transkriptionsfaktor, welcher an der langfristigen Ein- und
Ausschaltung von Genen beteiligt ist. Unter den Zielgenen befinden sich unter
anderem BDNF (brain derived neutrophic factor) (Chen WG et al. 2003), der
Transkriptionsfaktor DLX5 (Bienvenu und Chelly 2006), ein Modulator der Na*/K"-
ATPase Phospholemman (Deng V et al. 2007) und eine Untereinheit des
mitochondrialen Komplexes Ill der Atmungskette (Kriaucionis et al. 2006). Die
maximale Expression von MeCP2 erfolgt dabei wahrend der Entwicklung des
Gehirns immer in Regionen der Ausreifung und Differenzierung (Shahbazian et al.
2002). So ist MeCP2 um die Geburt herum vor allem im Hirnstamm ausgepragt,
wahrend cerebellare und kortikale Schichten erst deutlich spater MeCP2
exprimieren (Mullaney et al. 2004). Erst danach wird es auch im Thalamus und in
den Basalganglien vermehrt gebildet, was ja auch der natirlichen Reifung des

Gehirns entspricht (Kaufmann et al. 2005).



Basierend auf diesen typischen MECP2-Mutationen wurden verschiedenste
RETT-Mausmodelle entwickelt, die Deletionen oder Punktmutationen in diesem
Gen tragen (Chen RZ et al. 2001; Guy et al. 2001). Einige frihe, experimentelle
Therapieversuche wurden im Mausmodell bereits erfolgreich durchgefihrt.
Beispielsweise fuhrt die Behandlung mit IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1 =
Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 1) zu einer um 50% hdheren Lebenserwartung,
einer weniger starken Bewegungseinschrankung und einer stabileren Atmung mit
geringerer Variabilitdt der Atemfrequenz (Tropea et al. 2009). AulRerdem war mit
dieser Behandlung das Gewicht des Gehirns weniger deutlich vermindert und die
Dendritendichte war hoher als bei Mecp2™”-Méausen ohne IGF-1-Behandlung (Guy

et al. 2007).

1.3. Neuronale Dysfunktion im RETT-Syndrom

Wie eingangs schon beschrieben, leiden RETT-Patientinnen durch ihre
Atemstoérungen an ausgedehnten Phasen systemischer Hypoxie. Dasselbe gilt
auch fir Maus-Modelle, die dieses Krankheitsbild imitieren. Diese augepragten
Atemstoérungen werden wahrscheinlich durch die erhdhte Aktivitat von 5-HT- und
NMDA-Rezeptoren im Atemzentrum der Medulla oblongata (Blue et al. 1999), in
Kombination mit der schon beschriebenen BDNF-Dysregulation ausgelost
(Kaufmann et al. 2005). Alle diese Faktoren werden direkt oder indirekt durch
MeCP2 geférdert oder unterdrickt, wodurch ein Funktionsverlust dieses Proteins

weit reichende Folgen hat.



Ziel meiner Arbeit war nun zu untersuchen, ob das Gehirn dieser Tiere
nachweisbar durch die intermittierende systemische Hypoxie in seiner Funktion
beeintrachtigt wird. So ware zum Beispiel denkbar, dass die standige systemische
Hypoxie zu einem preconditioning fuhrt, das heif3t, dass die Neurone eine
verminderte Anfalligkeit gegentber Hypoxie haben und dass sie in definierten
hypoxischen Versuchsbedingungen erst zu einem spateren Zeitpunkt ihre Arbeit
einstellen. Eine Hirnregion, die eine sehr ausgepragte Ischamieempfindlichkeit
aufweist, ist ja bekanntlich der Hippokampus. Nun ist dieser beim RETT-Syndrom
durch die MECP2-Mutation schon beeintrachtigt, die synaptische Plastizitat und
wiederum die NMDA-Rezeptoren sind verringert (Asaka et al. 2006). Bei einer
schweren Hypoxie kommt es zunachst innerhalb von 2 Minuten zu einem
Funktionsausfall des betroffenen Areals und zwar bei kranken und gesunden
Tieren gleichermalRen (Fischer et al. 2009), die synaptische Aktivitat sinkt rapide
und die Zellen beginnen, auf anaeroben Stoffwechsel umzuschalten. Im weiteren
Verlauf kommt es im Hippokampus zu einer so genannten hypoxie-induzierten

Spreading Depression.

1.4. Hypoxie-induzierte Spreading Depression als Test fur Hypoxietoleranz

Eine sogenannte Spreading Depression (SD) ist eine nahezu komplette
Depolarisation von Neuronen und Gliazellen, die lokal entsteht und sich dann auf
benachbarte Zellen ausbreitet. Dabei kommt es zu einem pldtzlichen Abfall der
extrazellularen Spannung und einer gestérten lonenverteilung (Hansen 1985;
Muller und Somjen 2000; Somjen 2001). Die erste Beschreibung einer Spreading

Depression geht auf Leao im Jahr 1944 zurick, als er bei anasthesierten



Kaninchen versuchte, Epilepsien kinstlich auszulésen und mit Hilfe eines
kortikalen Elektrogramms darzustellen (Leao 1944). Stattdessen bemerkte er
jedoch ein Absinken und schlie3lich ein Ausbleiben der Signale in der von der
Epilepsie betroffenen Region, das sich langsam von einer Elektrode zur nachsten
Uber den gesamten Kortex ausbreitete. Diese sich ausbreitende Unterdriickung
der neuronalen Aktivitat im Kortex bezeichnete er mit dem Terminus “spreading

depression of cortical activity” (Leao 1944).

Zu Beginn der Spreading Depression tritt langsam Kalium aus den Neuronen vom
Intra- in den Extrazellularraum aus. Auch Glutamat spielt eine bedeutende Rolle
bei der Entstehung der Spreading Depression, da es die Depolarisation von
Neuronen und Gliazellen fordert und bei Blockade der NMDA-Kanale keine
normoxische SD mehr auslosbar ist. Wenn dann ein gewisser Schwellenwert
erreicht ist, 6ffnen sich spannungsabhéngige Na*-Kanale und es kommt zu einem
plétzlichen Potentialabfall extrazellular, analog dazu zu einer Depolarisation
intrazellular. Dabei handelt es sich ahnlich wie bei Aktionspotentialen um ein
“Alles-oder-nichts”-Ph&dnomen, erst bei Erreichen des Schwellenwertes tritt der
starke Potentialabfall ein. Das extrazellulare Kalium steigt massiv an, wahrend
[Na'], und [Ca®*], absinken und diese Kationen im Tausch gegen K* in die Zellen
stromen (Somjen 2001). Bei den Anionen verhélt es sich ahnlich, denn [CI], fallt
ab, wohingegen Glutamat freigesetzt wird und die extrazellulare
Glutamatkonzentration ansteigt (Mdller und Somjen 2000b). Die Spreading
Depression ist im Normalfall reversibel, nach Erreichen des Spitzenwertes sinken

[K*]o und V, wieder auf normale Werte und das Hirngewebe erholt sich vollstandig.



Als Ausloser einer Spreading Depression kommen viele Stimuli in Frage: Durch
tetanische Stimulation mit hochfrequenten elektrischen Pulsen oder mechanische
Stimulation mittels Druck oder Punktion des Gewebes kann sie ebenso ausgelost
werden wie durch alkalische pH-Werte, niedrige Osmolaritat oder eine ganze
Reihe chemischer Substanzen. Die wichtigsten chemischen Stimuli sind
Kaliumionen, Glutamat und in manchen Bereichen Acetylcholin, da diese auch im
naturlichen Zellverband in ausreichenden Mengen vorkommen und freigesetzt

werden kdnnen (Somjen 2001).

Eine Sonderform der Spreading Depression ist die hypoxieinduzierte oder
hypoxische Spreading Depression (HSD). Im Unterschied zur den anderen
Formen der Spreading Depression sind der Funktionsverlust und die neuronale
Depolarisation hierbei nur dann reversibel, wenn rechtzeitig wieder Sauerstoff
hinzugegeben wird. Auch die beteiligten lonenstrome sind etwas verandert: So ist
die initiale Depolarisation der Neurone wahrscheinlich durch einen veranderten
Mechanismus zu erklaren, da NMDA-Antagonisten die normoxische SD deutlich
starker blockieren, aber eine HSD nur verzdégern. TTX hingegen, ein Antagonist
der spannungsabhiangigen Na*-Kanale, kann auf der anderen Seite die Amplitude
der HSD stark verkleinern und ihr Auftreten sogar ganz verhindern, wahrend es
quasi keinen Effekt auf eine normoxische SD hat (Somjen 2001). Auch zeigen bei
Wiedereinsetzen der Sauerstoffversorgung die Kaliumstréme bei der HSD deutlich
andere Eigenschaften als bei der SD, es kommt nach der HSD zu einem
transienten Absinken der extrazellularen Kaliumkonzentration wunter den

normoxischen Ausgangswert.



Zusatzlich zu den elektrischen Veranderungen gibt es bei einer Spreading
Depression auch deutliche optische Aufféalligkeiten des Gewebes, die man
zuverlassig und mit relativ einfachen Mitteln als sogenanntes Intrinsisches
Optisches Signal (I0S) beobachten kann (Aitken et al. 1999; Muller und Somjen
1999). Bei einer Spreading Depression nimmt die Lichtreflexion des Gewebes zu.
Dabei wird die Aufhellung des Gewebes nicht durch die Zellschwellung wéahrend
der SD ausgeltst, denn diese wirde das Gewebe normalerweise dunkler
erscheinen lassen (Fayuk et al. 2002). Vielmehr spielen Cl-lonen eine
Schlusselfunktion, da durch Substitution der Cl*-lonen im Nahrmedium die starke
I0S-Zunahme wegféllt und nur die durch Zellschwellung verursachte 10S-
Abnahme zu beobachten ist (Bahar et al. 2000). Vermutet wird ein
Zusammenhang von Cl-lonen und der mitochondrialen Schwellung wahrend der
SD, die urséachlich die Zunahme der Lichtreflexion wéahrend der SD auslosen kann

(Muller und Somjen 1999).

Die Funktion der Synapsen und die axonale Impulsfortleitung sind wahrend der
Spreading Depression vollstandig blockiert. Auftreten kann die Spreading
Depression prinzipiell im gesamten Bereich der grauen Substanz im Gehirn;
besonders im Kortex, im Hippokampus, und unter bestimmten Umstédnden auch im
Hirnstamm (Funke et al. 2009; Kron et al. 2011; Somjen et al. 1992). Als
experimentelles Modell fir einen ischdmischen Schlaganfall eignet sich die
hypoxische Spreading Depression sehr gut, da man bei dieser in Verbindung mit
lonen-selektiven Mikroelektroden zeitlich sehr gut aufgeldste

elektrophysiologische und ionale Veranderungen protokollieren kann. Auch kann



sie quasi als extrazellulares Ereignis abgeleitet werden und stellt so eine
integrierte Summenantwort des betroffenen neuronalen Netzwerkes (z.B. des

Hippokampus) dar.

1.5 Fragestellung dieser Arbeit

Das primare Ziel dieser Arbeit war es, die Hypoxieempfindlichkeit des
Hippokampus in MeCP2-defizienten Mausen im Detail zu analysieren und mit dem
Wildtyp zu vergleichen. Dazu wurden verschiedene direkte und indirekte
Methoden durchgefuhrt, unter anderem die direkte DC-Potentialmessung, lonen-
selektive Mikroelektroden, Messungen der Zellschwellung und optische Verfahren.
Im Rahmen dieser Versuche konnte erstmals eine erh6hte Hypoxieempfindlichkeit
des hippokampalen Systems bei MeCP2-defizienten Mausen nachgewiesen
werden. Die gewonnenen Ergebnisse flossen bereits in eine ausfihrliche
Publikation ein, die im Journal of Neurophysiology im Jahr 2009 verdffentlicht
wurde (Fischer et al. 2009). Auf Basis dieser Daten konnte in weiterfiihrenden
Arbeiten aus der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass bei diesen Tieren unter
Hypoxie kalziumabhangige Kaliumkanale mit geringer und mittlerer Leitfahigkeit in
CAl-Pyramidenzellen des Hippokampus weniger stark aktiviert werden und
zudem der zellulare Kalziumhaushalt deutlich beeintrachtigt ist (Kron und Mdller

2010).
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2. Material und Methoden

2.1. Mausmodell fur das RETT-Syndrom

Dem Mausmodell, welches ich fur die Analysen im Rahmen der vorliegenden
Arbeit benutzte, fehlten die Exons 3 und 4 des MECP2-Gens, wodurch die
Symptome des RETT-Syndroms sehr gut imitiert wurden [B6.129P2(C)-Mecp®™*
18rd (Guy et al. 2001)]. Heterozygote Weibchen (Mecp2™) wurden von den
Jackson Laboratories, Bar Harbour, ME geliefert. Durch Kreuzung mit Mannchen
vom Wildtyp (WT) entstanden heterozygote Weibchen (Mecp2*), die auch
teilweise zur weiteren Zucht verwendet wurden, hemizygote Mannchen (Mecp2™)
und sowohl mannliche als auch weibliche Wildtypen in der Zucht. Da die
hemizygoten Mannchen (Mecp2™”) schon am circa 60. Tag verstorben sind,
untersuchte ich sowohl die Mecp2™- als auch die Wildtypmannchen zwischen Tag
38 und Tag 60. In diesem Zeitraum waren die Mecp2”-Mause bereits

symptomatisch und zeigten einen kleineren Wuchs, eindeutig gestoérte Motorik und

weitere soziale Verhaltensauffalligkeiten.

2.2. Herstellung akuter Hippokampusgewebeschnitte

Bei der Organentnahme ging ich folgendermal3en vor: Die Mause wurden mit
Ether tief betdubt; als die Reflexe auf schmerzhafte Reize erloschen waren,
wurden sie durch Dekapitation getttet. Der Schadel wurde er6ffnet und das Gehirn
wurde schnell aus dem Schéadel entfernt und in gekihlte Artifizielle Cerebrospinale
Flassigkeit (ACSF) eingelegt. Gleichzeitig wurde eine Blutprobe asserviert und der
Hamatokrit mit Hilfe einer Hamatokritkapillare und einer Zentrifuge ermittelt. Dem

gekuhlten Gehirn wurde sodann der Hirnstamm und der Frontallappen entfernt,

11



das verbleibende Gewebe wurde mit Hilfe von handelstiblichem Sekundenkleber
auf einem Teflonblock fixiert. Nun wurde mit einem Vibroslicer (752M Vibroslice,
Campden Instruments, Loughborough, GrofR3britannien) durch vorsichtiges
Entfernen der anterioren Hirnanteile der Hippokampus freigelegt und 400 um dicke
koronare Gehirnschnitte in der gesamten Breite des Hippokampus geschnitten.
Nach dem Teilen der Gewebeschnitte in der Medianebene wurden diese in eine
Interface-Messkammer des Oslo-Typs Uberfiihrt. Dort ruhten die Hirnschnitte fur
90 Minuten, um vor Beginn der Messung eine bestmdgliche Erholung vom

Praparationstrauma zu gewahrleisten.
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Abbildung 1: A) CCD-Kameraaufnahme der Hippokampusformation im akuten
Hirnschnitt einer Maus, B) schematische Zeichnung von Ramon y Cajal (1911,
modifiziert). Zu erkennen ist der Gyrus dentatus (GD) und in der sich
entwindenden Schnecke die Regionen des Cornu ammonis (CA4 — CA1) mit der
Elektrodenspitze (doppellumig) in der CA1-Region, sowie das Subikulum (sub).
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2.3. Messtechnik und allgemeiner Versuchsaufbau

Ein wichtiger Bestandteil der Interface-Messkammer war ein Nylonnetz, auf
welchem die Gewebeschnitte lagen. Wie in Abbildung 2 genauer zu erkennen ist,
wurde in die innere Messkammer oxygenierte ACSF geleitet, welche von unten die
Gewebeschnitte mit einer Flussrate von 3-4 ml/min umspulte und leicht mit
Carbogen (95% O, — 5% CO;) begast wurde, um einen pH-Wert von 7,4
einzustellen. Weit starker wurde die aul3ere Messkammer mit Carbogen (95% O, -
5% CO,; 400 ml/min) versorgt, welches Uber Luftungseinlasse zum Gewebeschnitt
aufstieg. Somit befanden sich die Hirnschnitte genau an der Grenzflache
(Interface) zwischen Flussigkeit und Gasphase. Unter diesen Bedingungen wird
der Sauerstoff hauptsachlich aus der Gasphase aufgenommen. Die ACSF bestand
aus (in mM): 130 NaCl, 3.5 KCI, 1.25 NaH;PO4, 24 NaHCOg3, 1.2 CaCl,, 1.2
MgSO, und 10 Dextrose. Dabei wurde die gesamte Interface-Messkammer auf
35-36 °C erwarmt und die Gewebeschnitte nach der Praparation zunachst fur 90
Minuten in Ruhe gelassen. Durch das Betéatigen eines Ventils konnte nun der
Gasfluss in die Messkammer von 95% O, — 5% CO; auf 95% NO; — 5% CO,
umgestellt und somit in kurzester Zeit effektiv eine schwere Hypoxie in den
Gewebeschnitten ausgelést werden. Streng genommen wurde eine vollstdndige
Anoxie zwar nicht erreicht, da die ACSF nach wie vor mit Carbogen begast wurde,
jedoch konnte gezeigt werden, dass der Sauerstoffpartialdruck (pO,) im Gewebe
unter einer derartigen schweren Hypoxie genauso vollstandig absinkt wie bei

Anoxie (Foster et al. 2005).
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A) CCD Kamera

Mikroskop

Lichtquelle

Elektrodenhalter

Aufnahmekammer

Kammer fur
weitere Hirnschnitte

B) Hirnschnitt

Nylonnetz

|_—Messkammer

«—+—Aufsteigendes Carbogen
-~ ACSF-Zulauf

Beheiztes Kompartiment

Heizelement

Abbildung 2: A) Axiotech-Mikroskop mit aufgesetzter CCD-Kamera und Interface-
Messkammer mit Mikroelektrode. In der Schemazeichnung B) ist der Aufbau der
Aufnahmekammer genauer erlautert.
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Um die Adaptation des Gewebes an wiederholte Hypoxie zu beobachten und
diese zwischen Wildtyp- und Mecp2®™-Mausen zu vergleichen, wurden alle
Versuche mit Ausnahme der intrazellularen Ableitungen dreimal pro
Gewebeschnitt mit einer Pause von jeweils 20 Minuten durchgeflihrt. Bei Eintritt
der hypoxieinduzierten Spreading Depression wurde die Begasung nach 20
Sekunden wieder auf Carbogen umgestellt, um eine vollstdndige Erholung zu

gewabhrleisten.

Da séamtliche Versuche sich somit auf etwas mehr als eine Stunde beschrankten,
wurden bis zu 4 Hirnschnitte von einem Tier benutzt. Um valide Aussagen der
Beobachtungen zu erhalten, wurden alle Versuche mit mindestens 4
verschiedenen Tieren jedes Genotyps durchgefuhrt, die Anzahl der Experimente
(n) bezieht sich immer auf die Anzahl der untersuchten Gewebeschnitte. Die
Signifikanz der Experimente wurde mit einem zweiseitigen ungepaarten t-Test und
einem Signifikanzlevel von p= 0,05 errechnet. Bei zutreffender Signifikanz wurden
die entsprechenden Abbildungen und Werte mit einem Stern fur p<0,05 und mit

zwei Sternen fur p<0,01 markiert.

2.4. lonen-selektive Glasmikroelektroden

lonen-selektive Elektroden wurden zuerst von Caldwell im Jahr 1954 entwickelt,
wobei er pH-selektive Glaselektroden benutzte, welche nur in sehr grol3en Zellen,
zum Beispiel in Riesenzellen von Tintenfischen, Verwendung fanden (Caldwell
1954). Die Entwicklung von Na'- und K*-selektivem Glas (Eisenman et al. 1957)

fuhrte zu intrazellularen Na*- und K'-Messungen mit glasisolierten Elektroden
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(Hinke 1959). Da die Spitzen dieser Elektroden jedoch immer noch einen
Durchmesser von 100 um hatten, konnten auch diese lediglich in Riesenzellen
benutzt werden. Die ersten Mikroelektroden, die diesen Namen auch tatséachlich
verdienten, entwickelte Lev 1964. Bei diesen Elektroden musste die Spitze nur
wenige Mikrometer in die Zelle eindringen (Lev 1964). Zwei gravierende Nachteile
der ersten Mikroelektroden waren jedoch, dass zum einen das lonen-selektive
Glas komplett in der Zelle versenkt werden musste und somit weiterhin nur relativ
gro3e Zellen in Frage kamen und dass zum anderen das lonen-selektive Glas

eine relativ schlechte Spezifitat fir Na*- oder K*-lonen hatte.

Diese Probleme wurden erst zuverlassig und nachhaltig durch die Einfuhrung von
fluissigem lonenaustauscher statt lonen-selektivem Glas gelést (Cornwall et al.
1970), wodurch bei intrazellularen Messungen nur noch die Spitze der Elektrode,
welche ungeféhr 0,5 pum misst, die Zellmembran durchdringen muss. Durch die
Entwicklung neuer lonenaustauscher konnte zumindest fur Natrium-, Kalium- und
pH-Elektroden eine annehmbare Spezifitdt erreicht werden. Das Prinzip dieser
Elektroden beruht auf einem lonenaustausch an der Grenzflache zwischen
lonensensor und Extra- oder Intrazellularraum des zu untersuchenden
Gewebeschnittes. Je hoher dabei die Konzentration des zu messenden lons,
desto grol3er auch der stattfindende Austausch an lonen. Die aufgenommenen
lonen werden dann im Inneren der Elektrode im gleichen Mal3e vom lonensensor
an die Backfill-Losung abgegeben. Im Vergleich mit der Referenzelektrode kann
dann die Konzentration des gesuchten lons berechnet werden, nachdem die

Spannungsunterschiede in verschiedenen definierten Eichldsungen kalibriert
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wurden (Gunzel et al. 1997).

lonen-selektive Mikroelektroden haben verschiedene Vorteile gegentber anderen
Methoden wie zum Beispiel Farbstoffmessungen und Isotopenmarkierungen. Zum
einen messen sie direkt die Aktivitat der lonen, nicht nur die Konzentration. Die
Aktivitat der lonen ist viel genauer bei zellularen Vorgangen, da gebundene oder
auf andere Weise inaktivierte lonen in die Aktivitat nicht mit einflieRen, in die
Konzentration jedoch schon. Die Aktivitatt a von K" zum Beispiel ist mit der
Konzentration (ber folgende Formel verknipft: aK®™ = y[K'] wobei y der
Aktivitatskoeffizient ist. Der Aktivitdtskoeffizient ist meist nicht einfach zu
berechnen, daher ist die direkte Aktivitatsmessung von Vorteil. Weiterhin ist beim
Eindringen der Elektrode in die Zelle durch die GrolRe der Spitze fast
ausgeschlossen, dass Organellen angestochen werden kénnen, sodass nur das
Zytoplasma gemessen wird. Dadurch, dass nur eine Zelle angestochen werden
muss, bei extrazellularer Messung gar keine, sind auch in-vivo-Messungen
moglich. Ein weiterer Vorzug ist die zeitgenaue Messung und die schnellen
Antworten innerhalb weniger Sekunden, die eine lonen-selektive Mikroelektrode
generiert. Auch sind Messungen Uber mehrere Stunden moglich, theoretisch auch
von mehreren lonen zur gleichen Zeit. Zudem wird gleichzeitig auch die

extrazellulare Spannung V, mit bestimmit.

lonen-selektive Mikroelektroden haben jedoch auch einige Nachteile: Fur

intrazellulare Messungen muss die Zellwand penetriert werden und dieses

Ereignis fuhrt unweigerlich zum Untergang vieler angestochener Zellen. Bei
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extrazellularen Messungen féllt dieser Nachteil jedoch weg. Auch ist bei der
Herstellung lonen-selektiver  Mikroelektroden ein  gewisses Mall an
handwerklichen Fahigkeiten Voraussetzung. Gerade die zeitaufwandige
Konstruktion der Elektroden, aber auch das Einbringen in die praparierten
Gewebeschnitte, kdnnen einige Schwierigkeiten bereiten. Aufgrund des hohen
elektrischen Widerstands der Elektroden (10°-10* Q) sind elektrische und
elektrostatische Storsignale ohne adaquate Abschirmung der Messkammer oft
noch von weit entfernten Stérquellen nachweisbar. Der Schutz des gesamten
Messaufbaus mit antielektrostatischer Folie schrankt den Zugang zur
Messkammer wahrend der Messung ein. Ein weiteres Problem tritt bei lonen mit
hoher intrazelluldrer Bindung oder Pufferung, zum Beispiel Ca®* oder H* auf, denn
die lonenflisse kénnen dann nicht so ohne weiteres aus der Aktivitat berechnet
werden. Da Kalium jedoch intrazellular reichlich in ungebundener Form vorhanden
ist und TMA im naturlichen Zellverband nicht vorkommt (Thomas 1978), trifft das

auf die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Messungen nicht zu.

Durch die zeitgenaue Messung und die lange Erfahrung der Arbeitsgruppe im
Umgang mit Mikroelektroden war dies die Methode der Wahl, um die genauen
Vorgénge bei hypoxieinduzierter Spreading Depression im Gehirnschnitt von

RETT-Mausen darzustellen.
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2.5. Messung der extrazelluliren K'-Konzentration mit lonen-selektiven

Mikroelektroden

Bei der Messung der extrazellularen Kaliumionenkonzentration [K*], mussten
zunachst doppellaufige Glasmikroelektroden vom gedrehten Typ erstellt werden
(siehe Abbildung 3): Eine Borosilikat-Glaskapillare mit Filament (GC100F-15,
Harvard Apparatus, Holliston, USA) und eine Kapillare ohne Filament (GC150-15,
Harvard Apparatus, Holliston, USA) wurden mit 2-Komponenten-Epoxidharzkleber
(Uhu® plus endfest 300, langsam hartend) verklebt. Zur weiteren Aushartung
wurden die verklebten Kapillaren bei 80°C fir eine Stunde bis zu einer theoretisch
moglichen Endfestigkeit von ~2000N/cm? im Ofen erhitzt. Zum Ziehen der
Elektroden benutzte ich ein Vertikal-Elektrodenziehgerat (Narishige Type PE-2,
Narishige Group, Tokyo, Japan). Dabei wurden die Kapillaren eingespannt und in
der Mitte erhitzt, leicht vorgezogen, gleichzeitig um 180° gedreht und in einem 2.

Schritt dann von einem Gewicht vollstandig auseinander gezogen.

Da der Kaliumsensor hydrophob ist und Glasoberflachen bekanntermal3en
hydrophil sind, musste die Kapillare ohne Filament, die fur die Kaliummessung
bestimmt war, silanisiert werden, wahrend der Referenzkanal in dieser Zeit zum
Schutz mit H,O gefillt wurde, um seine Silanisierung zu vermeiden. Zum
Silanisieren verwendete ich HMDS (Hexamethyldisilazan, 98%, Fluka)-Dampfe,
welche bei ungefahr 45°C 30 bis 45 Minuten auf den lonen-selektiven Kanal
einwirkten und anschlieend bei 180°C fir 2 Stunden eingebrannt wurden.
Danach konnte die Spitze dieses Kanals mit dem Kalium-lonophore-I-lonensensor

(Cocktail A, Fluka 60031, Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Deutschland) gefullt
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werden, aufgeflillt wurde der Kanal mit 150 mM KCI + 10 mM HEPES bei einem
pH-Wert von 7,4 als K*-Austauschlésung. Der Referenzkanal enthielt durchgéngig
150 mM NaCl + 10 mM HEPES, ebenfalls bei pH 7,4. Die fertig beflllte Elektrode
wurde mittels chlorierter Silberdréhte an einen Differenzial-Elektrometer-Verstarker
(FD 223, World Precision Instruments, Sarasota, USA) angeschlossen und Uber
einen AD-Wandler an ein Aufnahmeprogramm (Axoscope, PClamp 9,2 Software

(Molecular Devices, Sunnyvale, USA)) gesendet.
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Abbildung 3: A) Schemazeichnung und B) Foto einer lonen-selektiven
Glasmikroelektrode am Beispiel der Kalium-selektiven Elektrode. Das Signal des
Referenzkanals wird im Verstarker vom Kaliumkanal subtrahiert, um das reine
Signal der K*-Veranderung zu erhalten. Der Referenzkanal misst das reine DC-

Potential.
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Zum Kalibrieren der K*-Elektrode vor bzw. nach jeder Messung wurden spezielle

Eichlésungen mit folgender Zusammensetzung verwendet (in mM):

LOosung KCI NaCl MgSO, | CaCl, | NaH;PO. | HEPES
0 0 157,5 1,2 1,2 1,25 10
1 1 156,5 1,2 1,2 1,25 10
2 2 155,5 1,2 1,2 1,25 10
5 5 1525 1,2 1,2 1,25 10
10 10 1475 1,2 1,2 1,25 10
20 20 137,5 1,2 1,2 1,25 10
50 50 107,5 1,2 1,2 1,25 10
100 100 57,5 1,2 1,2 1,25 10

(Tabelle 1: Kalibrierldsungen fiir K*-Selektive Mikroelektroden)

Die unterschiedlichen Konzentrationen an NaCl beruhten auf dem Ausgleich von
KCI zwecks Angleichen der lonenstarke und Osmolaritat im Vergleich zu ACSF.
Bei allen Zugaben von 10 mM HEPES wurde mit 1M NaOH bis zu einem pH-Wert

von 7,4 titriert.
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Abbildung 4: Kalibrationskurve vor/nach jeder Kaliumionenmessung. Die Zahlen
uber dem lonen-selektiven Kanal geben die Konzentration von Kalium (in mM) in
der jeweiligen Eichlésung an. Zu beachten ist die konstante Spannung des
Referenzkanals bei verschiedenen Kaliumkonzentrationen und der grof3e lineare

Antwortbereich des Kaliumkanals.

Diese Kalibrierung wurde jeweils vor bzw. nach jedem untersuchten Hirnschnitt
durchgefuhrt. Der Anstieg des Elektrodenpotentials betrug im Mittelwert 52,7 + 4,3
mV pro Dekade Unterschied in der K*-Konzentration. Diese Werte nahern sich der
Nernst-Gleichung an, in der ein theoretischer Potentialanstieg von 59,16 mV pro

Dekade Konzentrationsanstieg errechnet wird:
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EMF=Ep+slogck mit

EMF: elektromotorische Kraft (force); Zellpotential [mV]
Eo: Referenzpotential [mV]
ck: Konzentration von K*

s: Nernst-Steigung
s=2,303R T/ (zk F) =59,16 ([mV]; 25°C)

bei einem einfach positiven lon wie Kalium (K*)
R: Gaskonstante (8,314 J K™ mol™)

T. absolute Temperatur [K]

F: Faraday-Konstante (96.487 C mol™)

zx: Ladungszahl des Kaliumions

(Ammann 1986)

Da das Referenzpotential Eo bei meiner Versuchsanordnung in der
Referenzelektrode gemessen und automatisch von der elektromotorischen Kraft
EMF subtrahiert wird, ergibt sich folgende Vereinfachung:
EMF — Eo = 59,16 log ck

Fur die kaliumselektiven Mikroelektroden ergibt sich eine Detektionsgrenze von
durchschnittlich 0,87 mM K* mit einer Standardabweichung von +0,62 mM K*
(n=26). Die extrazellulare Kaliumionenkonzentration [K*], wurde direkt aus dem
Potentialanstieg der Elektroden durch Benutzen der vorherigen Kalibrierung
errechnet. Bei der Messung selbst wurde die Elektrode mit der Spitze schrag von

oben im Stratum radiatum der hippokampalen CA1 Region platziert.
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2.6. Messung interstitieller Volumenanderungen mittels Indikator-

Verdinnungsmethode

Die Zellschwellung, die wahrend einer hypoxiebedingten Spreading Depression
auftritt, wurde mit Hilfe von Tetramethylammonium (TMA")-selektiven
Mikroelektroden quantifiziert. Die Zellmembran ist nicht durchlassig fir TMA®,
somit verteilt sich das den Lésungen zugefiigte TMA™ gleichmaRig im Interstitium.
Bei einer Anderung des interstitiellen Volumens (ISV) verandert sich dann
entsprechend die Konzentration von TMA*. So kommt es bei Schrumpfung des
ISV zu einem [TMA']-Anstieg, bei VergroRerung des ISV zu einem [TMA*]-Abfall.
Da TMA" im natirlichen Zellverband nicht vorkommt, konnten durch die Zugabe
von 1,5 mM TMA® in die ACSF somit die relativen Anderungen des
Extrazellularraums und damit antiproportional auch die Zellschwellung gemessen
werden; diese Methode wird als Indikator-Verdinnungsmethode bezeichnet
(Nicholson und Phillips 1981). Auch die Elektroden zur TMA'-Messung waren
doppellaufig, die Herstellung der Elektrodenrohlinge erfolgte auf die gleiche Art wie
bei den K*-selektiven Elektroden. Der TMA™-selektive Kanal wurde jedoch in der
Spitze mit Corning 477317 K" ion exchanger (IE190, World Precision Instruments,
Sarasota, USA) gefiillt. Dieser besitzt zwar eigentlich eine ausgepragte K*-
Selektivitat, jedoch auch eine groRe TMA-Sensitivitdt. So konnte in vorigen
Arbeiten gezeigt werden, dass die Spannung bei einem [K*]o-Anstieg von 3,5 mM
auf 50 mM sich lediglich um 0,3 mV erhohte, wenn die Backfill-Losung kein Kalium
enthielt (Muller und Somjen 1999). Die Potentialanderungen des lonen-selektiven
Kanals durch den K*-Ausstrom wéhrend einer Spreading Depression sind somit zu

vernachlassigen.
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Aufgeflllt wurde dieser Elektrodenkanal mit 150 mM TMA-Cl + 10 mM HEPES bei
einem pH-Wert von 7,4. Der Referenzkanal enthielt auch bei diesem

Elektrodentyp 150 mM NaCl + 10 mM HEPES bei einem pH-Wert von 7,4.

Auch fiir die TMA*-Messung wurden entsprechende Kalibrierlosungen erstellt mit

folgender Zusammensetzung (in mM):

Losung | TMACI | NaCl | KCI | MgSO4 | CaCl, | NaH,PO4 | HEPES
0 0 1575 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10
0,1 0,1 157,4 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10
0,5 0,5 157 3,5 1,2 1,2 1,25 10
1 1 156,5 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10
5 5 1525 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10
10 10 1475 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10
50 50 1075 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10
100 100 57,5 | 3,5 1,2 1,2 1,25 10

(Tabelle 2: Kalibrierldsungen fiir TMA-Selektive Mikroelektroden)

Der Potentialanstieg pro Dekade TMA*-Anstieg betrug durchschnittlich 59,5 +5,1
mV pro Dekade, die Detektionsgrenze 0,35 +0,41 mM TMA" (n=31) (siehe
Abbildung 5). Die relative Veranderung der Grol3e des Extrazellularraumes (ISV)
wurde nach folgender Formel berechnet: AISV(%) = 100 x
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Abbildung 5: Kalibrationskurve vor/nach jeder TMA'-Messung. Die Zahlen
oberhalb des lonen-selektiven Kanals geben die Konzentration (in mM) von TMA-
Chlorid in der jeweiligen Kalibrierlosung an. Der Pfeil markiert eine manuelle
Veranderung des lonen-selektiven Kanals am  Verstarker  ohne
Konzentrationsanderungum ein Uberschreiten des Messbereichs bei hoher [TMA]"
zu vermeiden. Auch in dieser Kalibrierung ist keine Anderung im Referenzkanal

durch Konzentrationsanderung des TMA" zu beobachten.

2.7. Intrazellulare Ableitungen

Fur die intrazellularen Ableitungen aus CA1l-Pyramidenzellen wurden scharfe
Mikroelektroden aus dickwandigem Glas (GC 150F-10, Harvard Apparatus,
Holliston, USA) gezogen. Diese wurden mit 2 M Kaliumacetat, 5 mM Kaliumchlorid
und 10 mM HEPES bei einem pH von 7,4 gefillt. Diese Elektroden wurden mit

Hilfe eines schrittmotorgetriebenen Mikromanipulators (Mini 25, Luigs + Neumann,
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Rathingen, Deutschland) langsam an den Hirnschnitt herangefthrt und
schrittweise in die CAl-Region vorgetrieben, bis ein einzelnes Neuron
angestochen wurde. Falls sich das Membranpotential dieses Neurons nach der
Punktion bei mindestens -55 mV stabilisierte, wurde die Messung fortgefihrt, falls
es weiter depolarisierte, wurde die Zelle verworfen und von vorne begonnen. Zur
Messung des Eingangswiderstandes wurde alle 10 Sekunden ein
hyperpolarisierender Strompuls mit einer Amplitude von 400-600 pA und einer
Dauer von 200 ms angelegt. Zur Berechnung wurden immer funf aufeinander
folgende Strompulse gemittelt, sobald eine kontinuierliche Spannung erreicht war.
Danach wurde Hypoxie ausgeldst und die Messung des Membranpotentials und
des Membranwiderstandes in den verschiedenen Phasen der Spreading

Depression fortgefihrt.

2.8. Reqistrierung des intrinsischen optischen Signals (I0S)

Fur die optische Messung des Ausbreitungsmusters der Spreading Depression
benutzte ich eine CCD-Kamera (Imago QE, PCO Imaging, Kelheim, Deutschland)
und ein computergesteuertes Polychrom-II-Beleuchtungssystem (Till Photonics,
Gréfelfing, Deutschland). Die zu untersuchenden hippokampalen Gewebeschnitte
wurden mit weil3em Licht im Winkel von ca. 45° bestrahlt und mittels eines 5x
Objektivs (Epiplan, Zeiss, Jena, Deutschland) betrachtet. Alle 2 Sekunden wurde
bei 15 ms Belichtungszeit ein Bild mit der CCD-Kamera aufgezeichnet. Zur
Verdeutlichung der Lichtreflexion, die wahrend der Spreading Depression
zunimmt, wurde von allen Bildern jeweils die Reflexion in Ruhe subtrahiert, das

heil3t, das erste Bild wurde von der gesamten Serie abgezogen und das Resultat

29



dann fir einen Messbereich von £20% Helligkeitsdnderung in 256 Graustufen
angezeigt. Die Quantifizierung der Lichtstarkenanderung erfolgte direkt neben der
Elektrode in der CAl1-Region der Hirnschnitte im Stratum radiatum. Die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Spreading Depression wurde ebenfalls durch die
Zunahme der Lichtreflexion, beziehungsweise deren voranschreitende Wellenfront
(siehe Abbildung 6), ermittelt. Zur Bestimmung der Gesamtgrofl3e des von der HSD
betroffenen Gewebegebiets wurden alle Pixel gezahlt, deren Helligkeit um =25%
zugenommen hatte. Diese Bildanalysen wurden mit Hilfe der Programme Tillvision
4.0 (Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland) und MetaMorph Offline 6.1 (Universal

Imaging Corporation, Marlow, GroRRbritannien) durchgefihrt.
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Abbildung 6: Das Intrinsische Optische Signal (I0S) einer Spreading depression
Zunachst nimmt die Lichtstreuung im Hippokampus zu, das Signal wird heller.
Nach der Maximalausdehnung verblasst das Signal und die Helligkeit nimmt
wieder das Ausgangsniveau an (CA1/3: Cornu ammonis 1/3, GD: Gyrus dentatus).
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3. Ergebnisse

3.1. Vergleich der Hypoxieempfindlichkeit von WT- und Mecp2”’-Mausen

Rekurrierende Atemstdorungen mit passageren Apnoephasen fuhren zu
intermittierender  systemischer Hypoxie der Mecp2”-Mause. Eine etwaige
systemische Adaptation an chronisch niedrige Sauerstofflevel im Korper der
Mecp2™”Y-Mause wurde mit Hilfe des Hamatokrit untersucht. In der Tat fand sich
hier ein signifikanter Unterschied: Bei den Mecp2™-Mannchen war dieser mit 49,8
* 2,3 (n=8) deutlich héher als bei WT-Méannchen (44,1 + 1,4; n=7; P=0.0001), was
bestatigt, dass diese Tiere wiederholte systemische Hypoxien erleiden und

versuchen, sich daran zu adaptieren (siehe Abbildung 7).
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0,5 1
0,4 -
0,3 1
0,2 -
0,1

0

OWT (+/y)
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7

Abbildung 7: Der Hamatokrit ist bei Mecp2”-Mannchen hoher als bei Wildtyp-
Mannchen. Dies weist auf eine systemische Adaptation der Mecp2™-Mause auf
hypoxische Episoden hin.



Um die Hypoxieempfindlichkeit der Mecp2"y-Mause weiter mit der der Wildtyptiere
zu vergleichen wurden sowohl elektrische als auch optische Verdnderungen
gleichzeitig in akuten hippokampalen Gewebeschnitten gemessen. Als ein
Parameter fur die Hypoxieempfindlichkeit wurde vor allem die hypoxieinduzierte
Spreading Depression untersucht. Bei den Wildtypen trat die hypoxieinduzierte

Spreading Depression durchschnittlich nach 170 + 53,9 s O, Entzug auf.

Der Indikator fur das Auftreten der HSD, der pl6tzliche Abfall des extrazellularen
DC-Potentials, zeigte eine Amplitude von -15,6 £ 2,5 mV, die HSD dauerte bei
Messung Uber den Zeitraum des halben Amplitudenlevels durchschnittlich 50,9 +
13,9 s (n=14). Bei den Mecp2™-Tieren kam es schon nach 128,9 + 28,3 s zu einer
hypoxieinduzierten Spreading Depression (n=14). Das Auftreten der HSD erfolgte
somit signifikant friher, um 24% verglichen mit WT-Tieren (p=0.0179). Die
Amplitude der DC-Potentialnegativierung war mit 15,3 = 2,4 mV nicht zu
unterscheiden von dem der Wildtypen. Auch die Dauer der HSD unterschied sich

mit 43,0 + 7,1 s nicht signifikant von der Kontrollgruppe (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: A) DC-Potentialableitungen von WT*”- und Mecp2™-Hirnschnitten

unter schwerer Hypoxie. Die gemessenen Parameter der HSD - Amplitude (Av),

Latenz (At) und Dauer (t12) - sind in Diagramm B) zusammenfassend dargestellt.

Die Latenz vom Einleiten der Hypoxie bis zum Auftreten der HSD ist bei Mecp2™-

Tieren deutlich geringer als bei WT-Mannchen. Amplitude und Dauer der HSD sind

hingegen nicht verschieden.
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Um auch mdgliche Adaptationseffekte bei mehrfacher Hypoxie zu testen, wurde
dreimal nach je 20 Minuten am selben Hirnschnitt wiederholt die
Sauerstoffversorgung unterbrochen. Sowohl im WT, als auch bei Mecp2™-Tieren
war die HSD mehrfach nacheinander am selben Hirnschnitt auslosbar. Als Test auf
Effekte wiederholter Hypoxie konnte zwar das verfrihte Auftreten der HSD bei
Mecp2™-Tieren genauso beobachtet werden. Im Vergleich der 2. und 3. HSD mit
der 1. HSD konnten zu den Hirnschnitten der jeweiligen Genotypen jedoch keine
weiteren Veranderungen der charakteristischen HSD-Parameter mehr festgestellt
werden. Weder Amplitude und Latenz, noch die Dauer waren signifikant

verschieden zwischen 1. und 2./3. HSD (n=13, siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: A) DC-Potentialableitungen von WT*- und Mecp2™-Hirnschnitten.
Bei wiederholter Hypoxie gab es keine Unterschiede in Amplitude, Latenz und
Dauer. Das Diagramm B) zeigt das Verhaltnis von zweiter und dritter HSD jeweils
bezogen auf die erste HSD bei WT- und Mecp2™-Mausen.
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3.2. Veranderungen der interstitiellen [K']

Da als Grund fur das verfrihte Auftreten der hypoxiebedingten Spreading
Depression unter anderem auch eine Stérung des Kaliumhaushalts in Frage kam
und Kalium eine Schlusselrolle bei der Entstehung und der Ausbreitung der
Spreading Depression spielt (Kager et al. 2002; Van Harreveld 1978), untersuchte
ich die Anderungen der Kaliumkonzentration im Extrazellularraum [K*], mit Hilfe
lonen-selektiver  Mikroelektroden. Diese Messungen wurden mit DC-
Potentialableitungen kombiniert (siehe Material und Methoden). Wahrend der
Hypoxie zeigte [K'], ein typisches Verlaufsmuster (siehe Abbildung 10): Zu Beginn
der Hypoxie noch vor dem Auftreten der Spreading Depression kam es zu einem
langsamen Anstieg von [K'], auf einen sogenannten Schwellenwert. Gleichzeitig
mit Einsetzen des extrazellularen DC-Potentialabfalls und der Spreading
Depression stieg [K'], massiv an und erreichte einen Gipfel. In der
Erholungsphase der Gewebeschnitte nach erneuter Reoxygenierung fiel der [K*]o-
Wert fur kurze Zeit unter das normoxische Ausgangsniveau ab und erreichte hier
sein Minimum. Innerhalb der nachfolgenden 20 Minuten Erholung wurde dann
jedoch der [K'], Ausgangswert wieder erreicht.

Ausgewertet wurden die 3 markanten Punkte Schwellenwert, Gipfel und Minimum,
welche zwischen Wildtyp und Mecp2™”-Tieren verglichen wurden. AuRerdem
wurde die Geschwindigkeit des linearen [K'],-Anstiegs vor der HSD bestimmt

(siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: VergréRerte Darstellung der [K'], zur Erlauterung der markanten
Punkte wahrend der HSD: Noch vor Auftreten der HSD erfolgt ein langsamer
Anstieg bis auf einen Schwellenwert, die Steigung bis zum Schwellenwert wird
separat berechnet. Auf dem Gipfel der HSD ist auch der [K*]o,-Wert am hochsten.
Nach der HSD féllt der [K*]o-Wert unter das normoxische Ausgangsniveau auf ein

Minimum, welches sich langsam wieder erholt.

Bei den Hirnschnitten der Wildtyp-Mannchen stieg der [K']o-Wert zu Beginn der
Hypoxie langsam um 5,8 + 1,6 mM pro Minute auf einen Schwellenwert von
durchschnittlich 9,3 + 49 mM an (n=13). Mit dem Auftreten der Spreading
Depression kletterte [K'], auf Werte von 73,7 + 17,5 mM. Nach Wiedereinsetzen
der Oxygenierung sank [K'], langsam vom Gipfel auf ein Minimum von 2,1 + 0,5
mM bevor es wieder das Niveau vor der Hypoxie erreichte. Auch bei wiederholter
Hypoxie nach 20 Minuten Erholung &nderten sich die Werte nicht signifikant,
weder die Zeit bis zum Auftreten der HSD, noch die Dauer oder die Amplitude des
extrazellularen Spannungsabfalls zeigten statistisch signifikante Unterschiede zur
ersten HSD (siehe Abbildung 11). Im Vergleich von Mecp2"y-Tieren mit
Kontrolltieren waren der initiale Schwellenwert mit 8,2 + 3,6 mM K" und die

Steigungsgeschwindigkeit mit 5,6 + 1,2 mM K™ pro Minute nicht zu unterscheiden.
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Der Maximalwert von [K*], war jedoch auf dem Gipfel der HSD mit 52,3 + 29,5 mM
signifikant geringer als bei Wildtypen (p=0,0358), das Minimum wahrend der
Erholungsphase war bei 2,1 £ 0,5 mM wiederum nicht signifikant verschieden
(n=12). Auch bei einer 2. hypoxieinduzierten Spreading Depression war der [K*]o-
Wert im Maximum deutlich geringer (P=0.0431). Erst bei der 3. HSD war kein

Unterschied mehr festzustellen (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Anderungen der interstitiellen [K*] im Vergleich WT zu Mecp2™:
Die extrazellularen K*-Werte auf dem Gipfel der Spreading Depression sind bei

Mecp2™”-Tieren in der 1. und 2. HSD deutlich geringer als im Wildtyp.
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3.3. Zellvolumenverdnderungen wahrend HSD

Um den reduzierten [K*]Jo-Werten im Maximum der HSD auf den Grund zu gehen,
gab es nun verschiedene Ansatze. Zum einen héatte ein vergro3erter interstitieller
Raum mit geringerer Neuronendichte und/oder kleineren Neuronen auch
Auswirkungen auf die lonenstrome im Zellverbund und vor allem auf die
Veranderungen des extrazellularen lonenmilieus. Denkbar waren auch
Veranderungen die sich nur auf die Zellschwellung wéahrend der HSD
beschrankten. Bei RETT-Mausen ist schon seit Ladngerem bekannt, dass sie
kleinere Gehirne besitzen, in dem Mausmodell, welches ich benutzte betragt die
Hirnvolumenreduktion bis zu 13% (Belichenko NP et al. 2008). Auch der
Hippokampus ist bei diesen Tieren um 17,7% kleiner. Die Zellgrof3e der Neurone
ist um 15-25% bis zu 43% kleiner, je nach untersuchter Region und Studie (Chen
RZ et al. 2001; Fischer et al. 2009). Die Packungsdichte der Neurone ist jedoch
deutlich hoher als bei Wildtypen, bis zu 71,6%. Insgesamt ergeben sich somit
keine offensichtlichen Unterschiede in der Grof3e des Extrazellularraumes unter
Normalbedingungen. Um jedoch herauszufinden, ob der Extrazellularraum der
Hippokampusformation der Mecp2™-Tiere sich unter Hypoxie anders verhalt als im
Wildtyptier, wurden TMA-selektive Mikroelektroden genutzt, wofir 1,5 mM
Tetramethylammoniumchlorid  zur ACSF  zugesetzt wurde  (Indikator

Verdinnungsmethode).
Zu Beginn der Hypoxie kam es zu einem langsamen Anstieg der [TMA], auf einen

Schwellenwert von durchschnittlich 1,75 mM, was einer Verkleinerung des

Extrazellularraumes um 12,6 £ 10,7% entspricht (siehe Abbildung 12). Das

40



Maximum der Zellschwellung trat in beiden Genotypen kurz nach Beginn der HSD
auf. Die TMA*-Konzentrationen erreichten auf dem Gipfel bei Wildtyptieren 3,40 +
1,7 mM und bei Mecp2"y-Tieren 3,19 + 0,8 mM. Im Mittel betrug somit die
GroRenreduktion des ISV bei Wildtypen und Mecp2™-Tieren 50,3 + 13,7 % (n=19)
und 50,2 + 12,3% (n=12). In der Reoxygenierungsphase kam es offenbar durch
ein UberschieRen der Zellvolumenregulation oder einem Verlust des TMA-Chlorids
in die Nahrldsung zu einer kurzzeitigen Unterschreitung des normoxischen
Ausgangswertes. Bei TMA*-Konzentrationen von 1,27 + 0,2 mM und 1,29 + 0,2
mM (WT und Mecp2™) nahm das interstitielle Volumen voriibergehend um 20,8 +
18,2% und 18,8 + 19,6% (WT und Mecp2™) ab. Offensichtlich sind jedoch trotz der
geringeren Neuronengrof3e und der vermehrten Dichte bei MecpZ"V-Tieren keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der relativen Zellschwellung unter Hypoxie
zu erkennen. Aussagen Uber das absolute interstitielle Volumen sind auf Grund
der erhobenen Mel3daten nicht mdglich. Hierzu waren weitere umfangreiche und
methodisch aul3erst anspruchsvolle Versuchsreihen basierend auf Messungen der
TMA-Diffusionsprofile im Gewebe notwendig gewesen, die den Umfang dieser

Arbeit bei weitem Uberschritten hatten.
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Abbildung 12: Interstitielle relative Volumenanderungen wéahrend der HSD: (A)
Beispielregistrierungen der TMA-Messung von WT- und Mecp2™-Tieren (B)
statistischer Vergleich der drei markanten Punkte der TMA-Konzentration und der
entsprechenden Interstitiellen Volumenanderung (ISV) wahrend der HSD-

Messung.
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3.4. Neuronale Membranpotentiale wahrend HSD

Um mogliche Ursachen fur die veranderten [K'],-Level zu finden wurden
intrazellulare Ableitungen der Pyramidenzellen in der CA1-Region mit Hilfe
scharfer Elektroden durchgefiihrt. Eine mdgliche Erklarung fur erniedrigte [K']o-
Level wahrend der HSD ware namlich eine unvollstandige Depolarisation der

Neuronen, welche dann weniger K* ausschutten wiirden.

Das durchschnittiche Ruhemembranpotential und der Eingangswiderstand
betrugen in Wildtyptieren -68,3 + 10,3 mV; 25,3 £ 8,3 MQ; n=14 und waren zu
Mecp2"y-Tieren (-66,2 £ 11,6 mV; 27,7 £ 9,4 MQ; n=18) nicht verschieden (siehe
Abbildung 13). Unter schwerer Hypoxie zeigten die CAl-Pyramidenzellen einen
charakteristischen Verlauf des Potentials und des Erregungswiderstandes: Zu
Beginn der Hypoxie kam es bei WT-Tieren zu einer transienten initialen
Hyperpolarisation von -3,2 + 4,3 mV der Eingangswiderstand sank um 43,0 +
16,2%. Die Hyperpolarisation hielt jedoch nicht lange an, allm&hlich ging sie in
eine langsame Depolarisation bis zu einem Schwellenwert von -44,8 + 12,8 mV
Uber. Mit Beginn der Spreading Depression trat eine plotzliche Depolarisation bis
auf -18,4 + 4,8 mV auf, gefolgt von einer weiteren langsamen Depolarisation auf
einen finalen Gipfel von -10,7 £ 6,7 mV. In der Reoxygenierungsphase wurde die
intrazellulare Elektrode meist durch die Zellschwellung verschoben oder rutschte
aus der Zelle heraus, die Ableitungen wurden meistens in dieser Zeit instabil und
brachen schlieRlich ganz ab (siehe Abbildung 12A Mecp2™). Somit waren tber die

vollstdndige Erholungsphase keine ausreichende Datenmenge vorhanden.
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In Mecp2™-Tieren war die initiale Hyperpolarisation vergleichbar mit der der
Wildtyptiere, der Eingangswiderstand sank jedoch weniger deutlich ab, nur um
27,9 £ 15,4% (p=0,029). Das Schwellenpotential, der Spitzenwert und der Verlust
des Widerstandes wahrend der HSD unterschieden sich bei Mecp2™ nicht von
WT-Tieren. Die massive neuronale Depolarisation am Gipfel der HSD war jedoch

auch in Mecp2™-Tieren komplett.
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Abbildung 13: Neuronale Depolarisationen wahrend der HSD: A) Extrazellulare
DC-Potentialableitung (AV,) und intrazellulare Messung des Membranpotentials
(Vm); B) Diagramm der verschiedenen Phasen der HSD; Vergleich von
Membranpotential und Widerstand: Wahrend der initialen hypoxischen
Hyperpolarisation fallt der Eingangswiderstand im Mecp2™-Tier weniger ab.

a: Ruhemembranpotential, b: initiale hypoxische Hyperpolarisation, c:

Schwellenwert, d: friher Gipfel, e: absoluter Gipfel
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3.5. Ausbreitungsmuster der HSD im Hippokampus

Die zusatzlich zu den elektrischen durchgefihrten optischen Messungen beruhen
auf der Zunahme der Lichtstreuung innerhalb des Hirngewebes wahrend einer
Spreading Depression. Diese intrinsischen optischen Signale (I0OS) treten
gleichzeitig mit dem plétzlichen Spannungsabfall des extrazellularen DC-Potentials
auf (Aitken et al. 1998). In den dendritischen Schichten (Stratum radiatum, Stratum
oriens) war die Zunahme des I0OS am gro3ten, wahrend das Stratum pyramidale
deutlich weniger Signalanstieg zeigte (siehe Abbildung 6). Die Ausbreitung des
Signals erfolgte vor allem in die CAl1-Region und den Gyrus dentatus, wobei die

CA3-Region jedoch grundsatzlich ausgespart wurde.

Die im Gesamtbild auch von der HSD betroffenen Bereiche im Neokortex, in den
Basalganglien und dem Dienzephalon sollten fir die weiteren detailierten
Betrachtungen des Hippokampus keine Rolle spielen. Quantifiziert wurden die
Anderungen der Lichtstreuung in einem kleinen Bereich in der CA1-Region im
Stratum radiatum direkt neben der Messelektrode. Hierbei zeigten sich jedoch im
Vergleich von Wildtypen mit einer Zunahme von 19% + 9% (n=14) und Mecp2™-
Tieren mit 22,9% + 10,9% (n=14) Intensitatssteigerung kein signifikanter
Unterschied (siehe Abbildung 14). Der Bereich der durch die Spreading
Depression betroffenen Anteile des gesamten Hippokampus betrug bei beiden
Genotypen im Mittelwert 53,8 + 9,6% bzw. 55,3 + 14,9% und unterschied sich
ebenfalls nicht signifikant. Auch die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Hypoxischen
Spreading Depression bei Wildtypen war mit 6,2 £ 2,5 mm/min nicht verschieden

zu der bei Mecp2™-Tieren (6,2 + 1,8 mm/min, siehe Abbildung 14).
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Auch bei wiederholter Hypoxie @anderten sich die Zunahme der Lichtintensitat und

der zeitliche Verlauf nicht. Es gab weder

einen Unterschied in der

Ausbreitungsgeschwindigkeit noch im betroffenen Areal beim Vergleich der beiden

Genotypen (n=12).
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Abbildung 14: Das von der HSD betroffene Areal, die Intensitat der Lichtstreuung

und die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Wellenfront unterscheiden sich nicht

signifikant bei Wildtyp und Knockout-Hirnschnitten (jeweils n=14).
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4. Diskussion

Das RETT-Syndrom beeinflusst als neuronale Entwicklungsstdérung cortikale
Funktionen und fihrt zu Atemstdrungen und —aussetzern mit dadurch auftretenden
Phasen von systemischer Hypoxie. In dieser Arbeit untersuchte ich ob die
neuronale Funktion der hochgradig hypoxieempfindlichen Region des
Hippokampus durch wiederholte systemische Hypoxie beeintrachtigt wird oder ob
hier Anpassungen im Sinne eines “pre-conditioning” zu finden sind. Der erhdhte
Hamatokrit bei Mecp2™-Tieren bestatigt bereits zweifelsfrei, dass eine
systemische Adaptation an diese Hypoxien stattfindet. Die elektrophysiologische
Analyse zeigt eindeutig, dass der Hippokampus bei RETT-Mausen deutlich
empfindlicher fir Sauerstoffmangel ist als im Wildtyp. Zusétzliche
Untersuchungen, die parallel zu den Experimenten dieser Dissertation stattfanden,
zeigten auch eine erhodhte HIF1a-Expression (Hypoxieinduzierter Faktor 1a) in
allen Teilen des Mecp2™”-Gehirns, dies ist ein Hinweis darauf, dass sich die
Hypoxieempfindlichkeit nicht nur auf den Hippokampus beschrankt, sondern sich

auch auf weitere Bereiche des Mecp2™”-Gehirns erstreckt (Fischer et al. 2009).

Als eine der mdoglichen Ursachen fur diese erhohte Hypoxieempfindlichkeit deuten
die Messungen der [K']o-Veranderungen und die Vp-Ableitungen (intrazellulare

Ableitungen) auf eine gestérte Funktion von Kaliumkanélen im RETT-Syndrom hin.
Die hypoxieinduzierte Spreading Depression trat in Mecp2™-Tieren signifikant

friher auf, wie anhand des eher einsetzenden DC-Potentialabfalls bewiesen

werden konnte. Dies macht eine erhdhte Hypoxieempfindlichkeit der Mecp2™-
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Tiere deutlich, da sie das Membranpotential der Neurone und Gliazellen bei Oo-
Mangel nicht so lange aufrecht halten kénnen wie die Wildtyptiere. Als Folge
kommt es bei schwerer Hypoxie somit insgesamt friiher zu einem neuronalen
Funktionsverlust. Der Ablauf und die Charakteristika der Spreading Depression
selbst waren aulRer dem verfriihten Auftreten bei beiden Genotypen &ahnlich, es
kam zu einer kompletten Depolarisation der CA1l-Pyramidenzellen und auch die
posthypoxische Erholungsphase lief gleich ab. Auch das wiederholte Auslésen
einer HSD zeigte keine weiteren Auffalligkeiten bei Hirnschnitten von Mecp2™-
Tieren. Die optischen Messungen der Lichtstreuung wiesen nicht auf statistisch
signifikante Unterschiede in der raumlichen Ausdehnung des betroffenen Areals
des Hippokampus, der Ausbreitungsgeschwindigkeit oder der Intensitat der

Anderung der Lichtstreuung und damit der Starke der HSD hin.

Trotz des verfrihten Auftretens der Spreading Depression zeigten weiterfiihrende
Arbeiten, die auch die Synapsenfunktion untersuchten, dass der Zeitverlauf des
Funktionsverlusts der Synapsen wahrend Hypoxie und die Erholung nach
Reoxygenierung in Wildtyp und Mecp2™ nicht unterschiedlich waren (Fischer et al.
2009). Somit kann wohl ein vermehrter neuronaler Schaden bei Mecp2™-
Hirnschnitten durch kurze Hypoxieperioden, wie ich sie ausloste, nicht
angenommen werden, zumindest in der aktuellen Versuchskonfiguration und der
relativ kurzen Nachbeobachtungszeit. Weitergehende, Uber Tage andauernde
Nachbeobachtungen  waren auf Grund der Verwendung  akuter
Hippokampusschnitte im Rahmen dieser Arbeit nicht moglich, dazu wirde es in-

vivo-Modelle von Isch&dmie und Hypoxie bendtigen.
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Bis heute gibt es nur wenige Arbeiten, die sich mit einer verstarkten
Hypoxieantwort beim RETT-Syndrom befasst haben. Die vegetative
Atemregulation unter Hypoxie (5 min, 8% O,) war deutlich starker ausgepragt bei
Mecp2™”- und Mecp2*"-Tieren als bei Wildtypen, vor allem wiesen Mecp2™-Tiere
eine erhdhte Atemfrequenz und eine verstarkte Atemdepression posthypoxisch auf
(Bissonnette und Knopp 2006). Auch in akuten Hirnstammschnitten von Mecp2™-
Tieren trat die HSD verfriht auf, wenn die schwere Hypoxie mit weiteren
Stressoren zusammentrifft (Kron et al. 2011). In Kulturen von cerebellaren
Kdrnerzellen trat der Zelltod durch Hypoxie (95% N,/ 5% CO.,) deutlich friher ein,
da kurze Hypoxieepisoden, welche Wildtypkulturen nicht beeintrachtigten, bereits
zum Absterben der Mecp2™-Kulturen fiihrten. AuRerdem zeigte die gleiche Arbeit,
dass die Aktivitat von Caspase-3 und die Ausschittung des mitochondrialen
apoptoseinduzerenden Faktors AIF erhoht waren, was auf eine vergréf3erte

Vulnerabilitdt der Mitochondrien im Rett-Syndrom hindeutet (Russell et al. 2007).

Andere Mechanismen, die die Hypoxietoleranz durch eine MECP2-Mutation
verringern konnen, sind eine verringerte Aktivitat der Na*-K*-ATPase, wie sie in
Neuronen des Neocortex bei Mecp2-Mausen und RETT-Patienten gefunden
wurde (Deng G et al. 1999). Kontrovers diskutiert wird der Gehalt der Zellen an
ATP. Wahrend einige Arbeiten einen reduzierten ATP-Gehalt im Hirn von Mecp2-
Knockoutmausen fanden (Saywell et al. 2006), wurden in dieser Arbeitsgruppe
normale ATP-Mengen in Hirnschnitten des MeCP2-defizienten Hippokampus
gemessen (Fischer et al. 2009). Da sich jedoch auch in meiner Messung das

Ruhemembranpotential der CA1-Neurone im Mecp2™-Gewebeschnitt nicht vom
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WT-Gewebeschnitt unterschied, sind derartige ATP-Veranderungen
wahrscheinlich nicht der primére Ausloser der verfriihten hypoxischen Spreading
Depression. Dennoch besteht weiterhin die Mdglichkeit, dass die Mitochondrien

der Mecp2"y-Tiere bei Hypoxie weniger leistungsfahig sind.

Ein wesentliche Ursache fir die schneller auftretende HSD sind anscheinend die
veranderten Kaliumstrome wahrend und vor allem zu Beginn der Hypoxie. Die
intrazellularen Membranpotentialmessungen in Pyramidenzellen der CAl-Region
zeigten einen verringerten Abfall des Eingangswiderstandes in der frihen
Hypoxiephase. Nun werden aber gerade in dieser Phase Kaliumkanale aktiviert
(Hansen et al. 1982) und sowohl ATP-abhangige als auch Ca**-abhangige K'-
Kanale haben eine Schlusselrolle bei der initialen Hyperpolarisation inne (Erdemli
et al. 1998; Fujimura et al. 1997; Zawar und Neumcke 2000). Weiterfilhrende
Untersuchungen der einzelnen K*-Kanale zeigten, dass im Mecp2™-Hippokampus
in den CAl1-Neuronen von Mecp2”-Mausen tatsachlich Ca®"-abhangige
Kaliumkanéle mit geringer und mittlerer Leitfahigkeit in ihrer Aktivitat eingeschrénkt
sind (Kron und Mduller 2010). Ursachen dafur scheinen Veradnderungen in der
zellularen Ca**-Homdostase und verminderte Ca**-Freisetzung aus intrazellularen
Speichern in Mecp2” CA1-Neuronen zu sein. Dazu passt auch, dass der
Spitzenwert der extrazellularen Kaliumkonzentration bei Mecp2™-Mausen

wahrend der HSD deutlich erniedrigt ist.

Andere Parameter, welche das Auftreten und die Ausbreitung der Spreading

Depression beeinflussen kénnen, sind die Gewebemorphologie und die GroRe des
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Extrazellularraumes. Kortikale und subkortikale Neurone sind bei RETT-Patienten
kleiner und dichter gepackt (Bauman et al. 1995). AuRerdem wurde ein geringer
Verlust kortikaler Neurone und eine verringerte Dichte an dendritischen Fortsatzen
entdeckt (Belichenko PV et al. 1994), wahrend die Anzahl der Prasynapsen nicht
verandert zu sein scheint (Nelson et al. 2006). Die reduzierte kortikale Dicke ist
wohl ein Ergebnis der verzdgerten Reifung und Differenzierung bei MeCP2-
Defizienz (Fukuda et al. 2005). Diese morphologischen Veranderungen
zusammen genommen verursachen anscheinend die reduzierte Grof3e des
Hippokampus. Wenn man also annimmt, dass das interstitielle Volumen genauso
verringert ist, konnte dies auch das verfrihte Auftreten der HSD erklaren
(Chebabo et al. 1995), da extrazellulare Kaliumionen und Glutamat bereits nach
einer kirzeren Hypoxiedauer kritische Werte erreichen kdnnen. Weiterhin koénnte
durch eine dichtere Zellpopulation von Hippokampusneuronen die interneuronale
Kommunikation mittels ephaptischer Wechselwirkungen geférdert werden (Francis
et al. 2003), was auch zu verstarkter Aktivitat in der Frihphase der Hypoxie fuhren
kann. Durch meine Versuche mit TMA-Chlorid konnte ich nun zeigen, dass die
relative Zellschwellung bei Mecp2™-Tieren und Wildtyptieren nicht verschieden ist.
Dadurch sind eine geringere Zellschwellung und daraus folgende mildere
Extrazellularraumbeschrankungen als Ursache fiir die reduzierten [K*],-Werte am
Gipfel der HSD auszuschlieBen. Ob der Extrazellularraum in seiner absoluten
Grol3e eingeschrankt ist, kann auf der Basis meiner Daten jedoch nicht ermittelt
werden. Dazu waren gepulste, iontophoretische Gaben von TMA und eine
detailierte Analyse der TMA-Diffusionsprofile im Gewebe ndétig (Nicholson 1991;

Nicholson und Phillips 1981).
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5. Zusammenfassung

Trotz der systemisch hypoxischen Episoden, denen die RETT-Mause aufgrund
des verminderten Atemantriebs verstarkt ausgesetzt sind, findet bei diesen Tieren
keine neuronale Prakonditionierung an niedrige Sauerstofflevel statt. Stattdessen
ist die Hypoxietoleranz der Mecp2™-Mannchen sogar geringer als die der Tiere mit
Wildtyp-Allel. Wie das verfrihte Auftreten der HSD zeigte, konnte das
hippokampale Netzwerk der Mecp2™”-Tiere Phasen schwerer Hypoxie nicht so
lange tolerieren wie bei gesunden Tieren. Daraus folgt, dass die neuronalen
Funktionen bei Mecp2”-Tieren bei Sauerstoffmangelversorgung friiher verloren
gehen und unter MeCP2-Defizienz neurologische Komplikationen, bei denen es zu
Hypoxie und metabolischem Stress im Hirn kommt, wie z.B. Schlaganfall,
reduzierte Perfusion oder Schadel-Hirn-Traumata mit begleitendem Hirnddem,

eine deutlich schlechtere Prognose haben kénnten.

Auf der Suche nach der Ursache der erhdhten Hypoxieempfindlichkeit scheinen
die Kaliumstrome wahrend der frihen Phase der Hypoxie und der HSD eine
bedeutende Rolle zu spielen. Die Kaliumionenkonzentration wahrend der HSD ist
in den Mecp2™-Tieren deutlich niedriger und der Eingangswiderstand der CA1-
Neurone zu Beginn der Hypoxie noch vor der eigentlichen HSD ist weniger stark
vermindert. Dies lasst auf eine Fehlfunktion neuronaler Kaliumkanale im RETT-
Syndrom schlieBen, welche in weiteren Untersuchungen auf Zell- und
Einzelkanalebene auch bestétigt wurde. Eine veranderte relative Zellschwellung
wahrend der HSD als Ursache fur die abgeschwéchten extrazellularen

Konzentrationsveranderungen des Kaliums ist mittels Indikator-
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Verdinnungsmethode nicht zu beobachten. Zwar sind die Neurone dichter

gepackt, aber sie sind auch kleiner und mit weniger Dendritenfortsatzen besttickt.

Wenn man annimmt, dass diese erhohte Hypoxieempfindlichkeit sich auf das
gesamte Gehirn erstreckt, wie weiterfihrende Untersuchungen der HIF-1a-
Expression vermuten lassen, kénnten auch die kognitive Dysfunktion und mentale
Behinderung der RETT-Patienten  zumindest teilweise  durch  die
Atemdysregulation und damit assoziierte intermittierende systemische Hypoxie
erklart werden. Ein Aussetzen des Atem- und Kreislaufzentrums im Hirnstamm
unter Hypoxie ware besonders fatal, zumal die RETT-Patienten immer wieder
unter Atemstérungen und dadurch reduziertem O,-Angebot leiden. In der Tat
versterben ungefahr 25% der RETT-Patientinnen an akutem und unerwartetem

kardiorespiratorischen Versagen (Julu et al. 1997).
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