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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Geschichte und klinische Darstellung des Rett - Syndroms

Das Rett-Syndrom ist eine X -chromosomal dominant vererbte neurologische Entwick-
lungsstorung, die zu Hirnatrophie und einer verringerten Dendritendichte der kortikalen
Neuronen fiithrt (Hagberg et al. 1985; Armstrong et al. 1995). Die Erkrankung wird nach
ICD-10 den tiefgreifenden Entwicklungsstérungen zugeordnet, zu denen auch andere Er-
krankungen des autistischen Formenkreises, wie das Asperger - Syndrom und der friithkind-
liche Autismus, zéhlen (Graubner 2014). Mit einer Prévalenz von 1:10.000 bis 1:22.000
ist das Rett-Syndrom fiir knapp ein Drittel der geistigen Behinderungen bei Méadchen
verantwortlich (Percy 2002).

Obwohl das Rett- Syndrom relativ hiufig vorkommt, wurde es erst 1965 von dem Wie-
ner Neuropddiater Andreas Rett beschrieben, der bei zwei seiner Epilepsie - Patientinnen
unabhéngig voneinander stereotype Handwaschbewegungen und eine apathische Mimik
beobachtete. Er verdffentlichte diese Befunde in der Wiener Medizinischen Wochenschau
unter dem Titel ,Uber ein eigenartiges hirnatrophisches Syndrom bei Hyperammonimie
im Kindesalter und stellte bereits wesentliche Symptome des Syndroms zusammen (Rett
1966).

Da die Publikation in deutscher Sprache verfasst war, fand sie international allerdings kaum
Beachtung. Erst die englischsprachige Veroffentlichung ,, A progressive syndrome of autism,
dementia, ataxia, and loss of purposeful hand use in girls: Rett’s syndrome: report of 35
cases* (Hagberg et al. 1983) brachte das Rett-Syndrom in das Bewusstsein einer brei-
teren fachlichen Offentlichkeit. Neben den wesentlichen morphologischen Charakteristika
der Patientinnen beschreibt der Autor auch die dynamische Progression des Syndroms als
ein charakteristisches Merkmal der Erkrankung. Es werden vier Abschnitte unterschieden
(Hagberg et al. 1983; Hagberg und Witt - Engerstrom 1986):

I. Stagnation und Entwicklungsstillstand: Nach einer normal verlaufenen Schwan-
gerschaft, einer unauffilligen Geburt und einer regelrechten friihkindlichen Entwicklung
innerhalb der ersten sechs Monate weisen die Patientinnen préaklinisch noch keine Erkran-
kungsindizien auf. Die vorerst normale geistige Entwicklung, die mit dem Erreichen der
frithkindlichen Meilensteine quantifizierbar ist, miindet zwischen dem 8. und 18. Lebensmo-
nat in einer Stagnation der psychomotorischen Weiterentwicklung. Den Krankheitsbeginn
markiert oftmals eine Dezeleration des Kopfwachstums, die zu einer sekundiaren Mikroze-
phalie fithrt (Hagberg et al. 1983).

IT. Regressionsphase: Innerhalb der ersten vier Lebensjahre ist die Progredienz des
Rett- Syndroms durch die Regression bereits erworbener Fahigkeiten gekennzeichnet. Es
treten vielfiltige neurologische Symptome, wie autistisch - ataktische Demenz, stammbe-
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tonte muskuldre Hypotonie und der Verlust sinnvoller manueller Fertigkeiten sowie der
sozialen Interaktionsfiahigkeit, auf (Kunze 2009). Dariiber hinaus prigen mit zunehmen-
der Schwere des Syndroms weitere Symptome, wie epileptische Krampfanfille und moto-
rische Stereotypien, das Bild der Erkrankung (Percy 2002). Die Betroffenen leiden unter
respiratorischen Anomalien, wie Hyperventilation, Aerophagie und ldnger anhaltenden Ap-
noephasen, die zu systemischen Hypoxien fiithren. Circa 25% der Patientinnen versterben
eines plotzlichen Todes aufgrund einer schwerwiegenden Storung der kardiorespiratorischen
Kontrolle (Kerr et al. 1997; Julu et al. 2001).

ITI. Plateauphase: Die Stagnations- und Regressionsphase innerhalb der ersten vier Le-
bensjahre geht fiir gewohnlich in eine Plateauphase (auch pseudostationiire Phase genannt)
iiber, in der sich der Zustand der Patientinnen stabilisiert. In diesem Stadium manifestiert
sich hdufig eine kyphoskoliotische Verformung der Wirbelsdule und 80 % der Patientinnen
entwickeln Epilepsien (Steffenburg et al. 2001; Glaze 2005; Percy et al. 2010). Diese Pha-
se kann Jahre bis Jahrzehnte andauern und ist nur bei einigen wenigen Patientinnen von
kleinen Entwicklungsfortschritten begleitet.

IV. Phase der motorischen Verschlechterung: Der iibliche Krankheitsverlauf geht
ab dem 10. Lebensjahr mit einem zunehmenden motorischen Verfall einher, der zu Mobili-
tatsverlust bis hin zur Rollstuhlpflichtigkeit fiihrt. Wenn die Patientinnen nicht zuvor ihren

Atemstorungen erliegen, konnen sie im Plateaustadium unter schwersten Behinderungen
die siebte Lebensdekade erreichen (Chahrour und Zoghbi 2007).

Vermutungen, dass es sich beim Rett-Syndrom um eine X-chromosomal dominante Er-
krankung handelt, wurden bereits in der 1983 erschienenen Publikation von Hagberg et al.
aufgrund der gynidkotropen Ausprigung und des heterogenen Phénotyps formuliert. Der
genaue Genlokus war allerdings bis 1998 unbekannt, weshalb die Diagnose urspriinglich
anhand eines prizise definierten Kriterienkatalogs gestellt wurde (Hagberg et al. 1985).

1.2 Genetik des Rett - Syndroms

Mit der Entdeckung des MECP2 - Gens (methyl CpG binding protein 2) auf dem Lokus
Xq28 bestitigte sich die Annahme einer X - chromosomal dominanten Erkrankung und die
genetische Testung neugeborener Kinder wurde moglich. Es zeigte sich, dass in 95 % der
Fille eine Mutation des MECPZ2-Gens zu dessen Dysfunktionalitdt fithrt (Amir et al.
1999).

Inzwischen wurden 218 verschiedene MECP2 - Mutationen identifiziert, von denen 80 % mit
einer typischen Krankheitsentwicklung einhergehen (Hagberg 2002; Miltenberger - Miltenyi
und Laccone 2003). In der Literatur sind noch weitere atypische Formen des Rett - Syndroms
beschrieben, denen Mutationen in den Genen CDKL5 (cyclin - dependend Kinase - like 5)
und FOXG1 (forkhead box protein G1) zugrunde liegen (Neul und Zoghbi 2004). Mutatio-
nen in CDKLJS fiihren zu einer sog. early - onset seizure variant, deren Verlauf durch einen

2



Einleitung

besonders frithen Beginn der Epilepsien gepréagt ist (Bahi- Buisson et al. 2008). FOXG1 -
Mutationen verursachen eine kongenitale Variante der Krankheit (Ariani et al. 2008). Die
vorliegende Arbeit bezieht sich ausschlieflich auf das durch MECP2 - Mutation verursachte
Rett- Syndrom, da fiir die Experimente das entsprechende Mausmodell genutzt wurde.

Genetische Screeningverfahren identifizieren auch Rett - Patientinnen, deren Phanotyp we-
sentlich schwicher ausgeprigt ist und nicht die klassischen Krankheitskriterien erfiillt. Die-
se Variabilitat lasst sich teilweise mit der Lyon- Hypothese erkldren, die besagt, dass in
jeder Zelle des weiblichen Organismus eines der beiden X - Chromosome zufillig inaktiviert
wird (Lyon 1961). Somit hingt die Schwere der Symptomatik von der Hiufigkeit der Akti-
vierung des pathologischen X - Chromosoms ab. Die Bandbreite der Krankheitsauspragung
reicht von asymptomatischen Konduktorinnen bis hin zu schweren letalen Verldufen im
frithen Kindesalter (Weaving et al. 2003).

Jiingere Studien zeigen inzwischen allerdings, dass die Krankheitsauspragung hauptséch-
lich vom genauen Mutationsort auf MECP2 abhangt und nur zu 20 % der X - Inaktivierung
geschuldet ist (Monros et al. 2001; Archer et al. 2007; Neul et al. 2008). Durch das breitere
Screening konnten auch Jungen mit einer MECP2 - Mutation identifiziert werden (Schiile
et al. 2008). Das Beschwerdebild des Rett-Syndroms prigt sich bei ménnlichen Mutati-
onstrigern maximal aus, da sie nur {iber ein X-Chromosom verfiigen und der Gendefekt
nicht kompensiert werden kann. Im Regelfall werden betroffene ménnliche Feten bereits in-
trauterin abortiert oder es kommt bereits im Sduglingsalter zu schwersten Behinderungen,
die zu einem frithen Tod fiihren. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Junge die Mutation erbt,
ist jedoch sehr gering, da es sich meist um Keimbahnmutationen des Vaters handelt (Zhu
et al. 2010). In seltenen Fillen kann die Mutation allerdings auch von gesunden Miittern
vererbt werden, wenn diese ein Gonadenmosaik aufweisen (Amir et al. 1999).

MECP?2 kodiert das Methyl- CpG - bindende Protein 2 (MeCP2), einen Transkriptionsfak-
tor der an methylierte CpG - Promotorregionen der DNA bindet und dort weitere Zielgene
ein - bzw. ausschaltet (Bienvenu und Chelly 2006). Wie bereits angedeutet, konnte gezeigt
werden, dass MeCP2 wesentlich an der Neuronenreifung beteiligt ist. Die Expression des
Transkriptionsfaktors ist in reifenden Hirnarealen deutlich stérker ausgeprigt als in kom-
plett unentwickelten oder bereits ausgereiften Arealen. Die Expressionsmaxima wandern
entsprechend der ontogenetischen Entwicklung der jeweiligen Strukturen. Postnatal wird
MeCP2 forciert in den medulliren und spinalen Neuronen exprimiert, deren archaische
Funktion vor allem im Erhalt der vitalen Grundfunktionen, wie der Kreislaufsteuerung und
Atmungsregulation, liegt. Im Zuge der weiteren Hirnreifung verschiebt sich das Expressi-

onsmaximum in spéiter differenzierende Areale, wie den Hippokampus und den Neokortex
(Shahbazian et al. 2002; Zoghbi 2003).

Aus der Expressionsdynamik folgerte man, dass MeCP2 eine Schliisselrolle in der postna-
talen Reifung des neuronalen Netzwerks hat. MECP2 - Mutationen schrianken folglich die
physiologische Neuronenentwicklung ein.
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Als epigenetischer Regulator koordiniert MeCP2 die Expression weiterer Proteine, die un-
ter anderem fiir den neuronalen Strukturerhalt und den zerebralen Fettstoffwechsel ver-
antwortlich sind (Chahrour et al. 2008). Weitere molekulare Ziele sind die Gene fiir das
cAMP - responsive binding element (CREB) und die Prolin - Dehydrogenase (Prodh) (Pu-
gazhenthi et al. 2006; Urdinguio et al. 2008).

Die Expressionssteuerung des brain - derived neurotrophic factor (BDNF') durch MeCP2
scheint von zentraler Bedeutung fiir die Pathogenese des Rett- Syndroms zu sein (Binder
und Scharfman 2004; Kline et al. 2010). BDNF gehort zur Familie der Wachstumsfak-
toren und sorgt fiir die Differenzierung und den Erhalt von Neuronen des zentralen und
peripheren Nervensystems (Acheson et al. 1995; Huang und Reichardt 2001). Vor allem im
Hippokampus und im Neokortex weist BDNF hohe Konzentrationen auf und ist deshalb be-
deutsam fiir das Langzeitgedédchtnis und hohere Denkleistungen (Bekinschtein et al. 2008).
Die schwerwiegenden intellektuellen Defizite von Rett- Patientinnen werden unter ande-
rem auf eine insuffiziente Synapsenbildung und eine eingeschrinkte synaptische Plastizitit
zuriickgefiihrt. Diese Phdnomene konnen partiell mit dem Verlust der MeCP2 - gesteuerten
Expressionskontrolle von BDNF erkliart werden (Yamada und Nabeshima 2003; Asaka et
al. 2006).

Auch der hepatische und der neuronale Fettstoffwechsel unterstehen dem Einfluss von
MeCP2. Durch die Regulation des Sqle- Gens (Squalenepoxidase - Gen) limitiert MeCP2
die Expression der Squalenepoxidase, die in der Cholesterinbiosynthese eine geschwindig-
keitsbestimmende Funktion einnimmt (Buchovecky et al. 2013). Fehlt diese Regulation,
wie es beim Rett - Syndrom der Fall ist, kommt es zu einer erhohten Cholesterolprodukti-
on, die fiir die Ausprigung des Krankheitsbildes mitverantwortlich gemacht wird. Durch
Lipidsenker, namentlich Statine, konnte die Cholesterolproduktion im Mausmodell redu-
ziert werden, was die Symptomatik bei Mecp2~/Y- Tieren (Mecp2~/Y: minnliche Mecp2 -
Knockout - Maus) deutlich verbesserte (Buchovecky et al. 2013). Obwohl sich die Aussage
dieser Studie derzeit noch auf Mause beschrénkt, gibt es bereits Hinweise, dass auch jun-
ge Rett-Patientinnen erhohte Serumcholesterin - Konzentrationen vorweisen (Segatto et
al. 2014). Sollten sich die Daten von Buchovecky et al. (2013) beim Menschen reprodu-
zieren lassen, konnten Statine in Zukunft einen hoffnungsvollen Therapieansatz fiir Rett -
Patientinnen darstellen.

Einen weiteren entscheidenden Einfluss auf den zelluldren Stoffwechsel iibt MeCP2 iiber
die Kontrolle des Ubiquinol - Cytochrom-c-Reduktase Kern Protein 1-Promotors (Ug-
crel - Promotor) aus. Das Genprodukt reguliert eine Komplex IIT- Untereinheit der mi-
tochondrialen Atmungskette. Im Tierversuch fiihrte die fehlende Regulation durch MeCP2
zu einer Uberexpression dieser Untereinheit, wodurch es zu einer insuffizienten Zellatmung
kam (Kriaucionis et al. 2006). Somit ist die physiologische Funktionsfahigkeit der Mit-
ochondrien, speziell der Atmungskette, auf die ungestorte MeCP2 - Expression angewiesen.
Eine erhohte Rate der oxidativen Phosphorylierung geht mit einer vermehrten Bildung
reaktiver Sauerstoffspezies einher, was im Folgenden ausfiihrlicher dargelegt wird.
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1.3 Reaktive Sauerstoffspezies und zellulire Redox - Homoostase

Die moderne Radikalforschung begann 1954, als es Barry Commoner gelang, freie Radikale
in biologischen Organismen nachzuweisen (Commoner et al. 1954). Das damals vorhandene
Wissen um die aggressiven Eigenschaften dieser Molekiilgruppe fiihrte schnell zu der Ver-
mutung, dass freie Radikale in einem engem Zusammenhang mit pathologischen Prozessen
und der Zellalterung stehen miissten (Gerschman et al. 1954; Harman 1956). Die Wahrneh-
mung von freien Radikalen als ausschliefslich schidigende Verbindungen dnderte sich erst
Anfang der 1970er Jahre. Damals beobachtete man erstmals, wie Immunzellen gezielt freie
Radikale produzieren, um korperfremde Pathogene anzugreifen (Babior et al. 1973). Au-
ferdem entdeckte man die Signalfunktion von Stickstoffmonoxid (NO), das unter anderem
vom Gefiafendothel gebildet wird, um die Gefdfmuskulatur zu relaxieren (Furchgott 1993).
Die urspriinglich ausschlieflich negativ besetzte Sicht auf freie Radikale wurde zunehmend
von der Erkenntnis abgelost, dass es sich bei ihrer iberwiegenden Mehrheit um integrale
Bestandteile zelluldrer Stoffwechsel - und Signalwege handelt. Die moderne Wissenschaft
betrachtet freie Radikale als physiologisches Phénomen, solange ihre Konzentration im
Organismus gewisse Grenzen nicht {iberschreitet. Aufferdem wurde der Radikalbegriff vor
allem im biologischen Kontext weiter ausdifferenziert.

Im Allgemeinen werden die Termini ,freie Radikale und ,reaktive Sauerstoffspezies“ (ROS,
reactive ozygen species) synonym verwendet. Dies ist nur bedingt korrekt, da nicht alle ROS
zwangsldufig freie Radikale sind. Umgekehrt umfasst der Begriff  freie Radikale mehrere
Gruppen reaktiver Spezies, die sich auch von anderen Grundstoffen als Sauerstoff (O,)
ableiten (Lushchak 2014). Als freie Radikale werden generell Molekiile bezeichnet, die min-
destens ein ungepaartes Elektron auf der Molekiilaufenschale besitzen und somit duferst
reaktionsfreudig und instabil sind. Diese konnen sich beispielsweise auch von Stickstoff
oder Kohlenstoff ableiten und zihlen dann entsprechend zu den reaktiven Stickstoffspezies
(RNS, reactive nitrogen species) bzw. zu den reaktiven Kohlenstoffspezies (RCS, reactive
carbonyl species). Auch wenn letztgenannte Gruppen biologisch relevant fiir die Zellphysio-
logie sind und ihre Homd&ostase eng mit der ROS - Homoostase verkniipft ist, beschranken
sich die Betrachtungen dieser Arbeit auf die Entstehung, Konversion und Elimination von
reaktiven Sauerstoffspezies. ROS spielen im Kontext der oxidativen Phosphorylierung in
aeroben Organismen eine zentrale Rolle und stellen den relevantesten prooxidativen Ein-
flussfaktor auf die zelluldre Redox - Homdostase dar.

Der Begriff ,reaktive Sauerstoffspezies“ umfasst eine inhomogene Gruppe chemisch reakti-
ver Molekiile, die sich von Sauerstoff ableiten. Zu dieser Gruppe gehdren vor allem Zwi-
schenprodukte, die bei der sequentiellen Reduktion von Sauerstoff zu Wasser entstehen.
Hierzu zihlen neben Singulett - Sauerstoff (1O,) auch Superoxid - Anion (e0; ), Wasser-
stoffperoxid (HyO2) und Hydroxyl- Radikal (éOH)(Abb.1). Weiterhin werden den reakti-
ven Sauerstoffspezies Hypochlorit (HOCI) und NO sowie Peroxyl- (¢éROO) und Alkoxyl-
Radikale (éRO) zugeordnet (Sies 1993).
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Abb. 1 - Mitochondriale Wege der Sauerstoffreduktion

Der griine Pfeil stellt den Weg der direkten Reduktion von molekularem Sauerstoff (O2)
zu Wasser (H20) durch vier Elektronen (e”) und die konsekutive Aufnahme von vier
Protonen (H') dar. Aerobe Organismen reduzieren so mehr als 90% des konsumierten
Sauerstoffs wihrend der Endoxidation durch die Cytochrom - c-Oxidase (Komplex IV
der mitochondrialen Atmungskette). Es entstehen dabei keine reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS). Die roten Pfeile zeigen den Weg der tibrigen 5—10% Sauerstoffmolekiile, die durch
die sequentielle Aufnahme einzelner e~ zu ROS reduziert werden. Die einfache Reduktion
von Og fiihrt zur Entstehung von Superoxid - Anion (05 ), das enzymatisch oder spontan
durch ein weiteres e~ und zwei HT zu Wasserstoffperoxid (H203) reagiert. Die weitere
Reduktion von HoOs teilt das Molekiil in Hydroxyl - Radikal (¢OH) und Hydroxyl - Anion
(OH™). Die rote Schattierung, zeigt die ROS - Zugehorigkeit an. Rote Schrift signalisiert,
dass es sich um ein freies Radikal handelt. [Quelle: modifiziert nach Lushchak 2014, S. 165,
mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]

Circa 85% der entstehenden ROS, vor allem eQ,, werden in der mitochondrialen At-
mungskette durch ein ,versehentliches“ Entweichen von Elektronen gebildet, die moleku-
laren Sauerstoff reduzieren. Die verbleibendenen 15% werden extramitochondrial durch
zytosolische Oxidasen (z.B. Xanthin - Oxidase oder NADPH - Oxidase) und durch Enzyme
der Cytochrom P450 Familie produziert (Boveris und Chance 1973; Droge 2002; Lushchak
2014).

Die Atmungskette erzeugt iiber der inneren Mitochondrienmembran einen Protonengradi-
enten, der die grundlegende Triebkraft fiir die Herstellung von Adenosin-5°-triphosphat
(ATP) durch die Fy/F; - ATPase darstellt (Mitchell et al. 1961; Senior 1988)(Abb. 2). Die
Energie fiir den H' -Tonen - Transport zur Generierung des Protonengradienten entstammt
Redox - Reaktionen, die in den vier Atmungskettenkomplexen stattfinden :

e Komplex I: NADH - Ubichinon - Oxidoreduktase

e Komplex II: Succinat - Dehydrogenase

e Komplex ITI: Ubichinol - Cytochrom - ¢ - Oxidoreduktase
e Komplex IV: Cytochrom - c - Oxidase
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Abb. 2 - Atmungskette

Rot dargestellt ist der Weg der Elektronen durch die einzelnen Atmungskettenkomplexe
der inneren Mitochondrienmembran. Die fraktionierte Energieabgabe der einzelnen Elek-
tronen wird in den Komplexen I, III und IV jeweils genutzt, um Protonen (H™; blau
dargestellt) aus der Matrix in den Intermembranraum zu pumpen. Der so entstehende
Protonengradient tragt mafkgeblich zum mitochondrialen Membranpotential (AW,,) bei.
In Komplex IV, der Cytochrom - c- Oxidase, wird Sauerstoff in der Knallgasreaktion zu
Wasser reduziert. Der Protonenriickstrom durch die Fo/F; - ATPase ermoglicht die Fu-
sion von ADP und anorganischem Phosphat (P;) zu ATP (Abrahams et al. 1994). Die
gestrichelte rote Linie in Komplex III stellt den Q-Zyklus dar, der die Effizienz der At-
mungskette steigert.

Nachdem die Elektronen die Atmungskette bis Komplex ITT durchlaufen haben, reduzieren
sie im Rahmen der Endoxidation in Komplex IV molekularen Sauerstoff (O2) zu Wasser
(HoO)(Saraste 1999)(Abb.2). Unter aeroben Bedingungen werden in der Atmungskette
somit iiber 90% des aufgenommenen O, verbraucht (Abb.2). Die Ubertragung der vier
Elektronen auf O, findet hierbei wihrend der sog. Knallgasreaktion ohne die Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies statt (Ott et al. 2007)(Abb. 1, griiner Weg).

Etwa 5-10% der Elektronen konnen der Atmungskette, wie oben bereits angedeutet, un-
kontrolliert entweichen und entziehen sich somit der Weiterleitung durch die Transportmo-
lekiile der Atmungskette. Vor allem an den Komplexen I und IIT kommt es zu derartigen
Elektronenentweichungen (Boveris und Chance 1973). Der ndhere Mechanismus ist fiir den
Komplex IIT gut aufgeklart und hédngt mit dem Transporter Ubichinon (Coenzym Q) zu-
sammen, der den Elektronentransfer zwischen den Komplexen I und III bzw. II und III
vermittelt. In Abb. 3 ist dies exemplarisch dargestellt. Bei der Transduktion auf Komplex
[T werden zwei Elektronen vereinzelt. Wahrend ein Elektron den Komplex III fiir den Wei-
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tertransport zu Komplex IV durchwandert, verweilt das andere im Komplex III und durch-
lauft den sog. Q- Zyklus. Letztgenannter Prozess dient unter physiologischen Bedingungen
der Effektivierung der Atmungskette, da er den Transport von vier gradientenwirksamen
Protonen in den Intermembranraum ermdoglicht (Mitchell 1975).

Im Zuge der Elektroneniibertragungen entsteht aus Ubichinon (UQ) bzw. Ubichinol (UQH»)
zwischenzeitlich das Radikal Semichinon (UQ™; Abb. 3). Dieses ist aufgrund seines hohen
Reduktionspotentials in der Lage, Elektronen auf molekularen Sauerstoff anstatt auf die
vorgesehene Ubichinol - Bindungsstelle von Komplex IIT (Qp) zu iibertragen, was zur Bil-
dung von O3 fiihrt (Turrens 2003; Karihtala und Soini 2007) (Abb. 1 und 3). Da Sauerstoff
intrazellular ubiquitir vorhanden ist, steht er als konkurrierendes Oxidationsmittel perma-
nent zur Verfiigung (Kowaltowski et al. 2009). Ein dhnlicher Mechanismus wird auch fiir
die Komplex I- assoziierte O - Entstehung vermutet, da die Elektronentransmission zwi-
schen der NADH - Q - Reduktase und Ubichinon dem gleichen Prinzip folgt (Lambert und
Brand 2004).

o0, ist ein zentrales Ausgangssubstrat weiterer reaktiver Sauerstoffspezies und reagiert in
erster Linie durch spontane oder enzymatische Konversion zu HyO9 (Abb. 1). HoO4 besitzt
keine unpaaren Elektronen mehr, weshalb es nicht zu den freien Radikalen gezihlt wird.
Da H505 aber chemisch aktiver als molekularer Sauerstoff ist, wird es den ROS zugeordnet
(Lushchak 2014). Aufgrund seiner Membrangingigkeit und Stabilitét kann HoOy weit von
seinem origindren Entstehungsort wirken (Gerich et al. 2006) und beeinflusst als wichtiges
Signalmolekiil den Zellzyklus sowie den intrazelluliren Energie- und Kalzium- Haushalt
(Droge 2002; Gerich et al. 2009). Auferdem aktiviert HoOo autoregulatorische Signalwege
der Zelle, die die Atmungskette bremsen und somit die ROS - Entstehung limitieren (Fa-
cundo et al. 2007). Konvertiert HoOo durch die Fenton- bzw. Haber - Weis - Reaktion zu
e¢OH, wirkt es stark toxisch (Halliwell und Gutteridge 1984)(Abb. 1). ¢OH gilt als eines der
instabilsten und reaktionsfreudigsten ROS und kann durch die willkiirliche Oxidation der
DNA sowie mehrfach geséttigter Fett- und Aminosauren schwere Zellschdden verursachen
(Dean et al. 1997; Valko et al. 2004).

Die Elektronenentweichung und die damit verbundene ROS - Entstehung hingt stark vom
physiologischen Status des Organismus und der Laufgeschwindigkeit der Atmungskette
ab (Boveris und Chance 1973; Droge 2002). Da viele zelluldre Prozesse auf eine bestimmte
Grundkonzentration reaktiver Sauerstoffspezies angewiesen sind, wird die ROS - Entstehung
durch ein fein justiertes antioxidatives System innerhalb eines bestimmten Konzentrations -
Korridors konstant gehalten. Diese ROS - Basalkonzentration stellt den groften prooxida-
tiven Einflussfaktor auf die intrazellulare Redox - Homoostase dar. Letztere bezeichnet das
konstante Verhaltnis zwischen allen oxidierenden und reduzierenden Verbindungen inner-

halb der Zelle (Sies 2015)(Abb.5 A).

Ein balancierter Redox - Status ist fiir die Zellfunktion essentiell. Vor allem die neurona-
le Erregbarkeit ist eng mit dem Redox-Status verkniipft, da einige spannungsgesteuerte
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Abb. 3 — Superoxid - Anion - Entstehung an Komplex III

Es handelt sich um eine vereinfachte Darstellung der Elektronentransmission (blau dar-
gestellt) zwischen Ubichinon (UQ) und Komplex ITI. Von Komplex I bzw. 1T kommend,
iibertrigt die reduzierte Form von Ubichinon (Ubichinol; UQHs) sequentiell Elektronen
(e”) an die Ubichinol - Bindungsstelle (Qp) des Komplexes. Nach Abgabe des ersten e~
oxidiert UQHy zu Semichinon (UQ™). Zu 90-95% wird das zweite e~ ebenfalls an Qp
abgegeben und UQ™ oxidiert weiter zu UQ. Ein e~ durchwandert den Komplex und
wird auf Cytochrom ¢ (Cyt. ¢) zum Weitertransport iibertragen. Das zweite e~ zirku-
liert innerhalb des Komplexes und wandert zur Ubichinon - Bindungsstelle (Qn), die sich
auf der Innenseite der Innenmembran befindet. An Qn werden zwei e~ wieder auf UQ
iibertragen. Das entstandene UQHs zirkuliert zu Qp und schlieft den Kreis. Dieser als
Q - Zyklus bezeichnete Ablauf ermdglicht eine Effektivititssteigerung der Atmungskette,
da pro iibertragenem e~ ein gradientenwirksames Proton (H") in den Intermembranraum
abgegeben wird. Die Entstehung von Superoxid - Anion (0, ), durch die e - Ubertragung
von UQ™ auf molekularen Sauerstoff (Oz) ist in der Abbildung rot unterlegt. Dies ist in
5-10% der e~ - Transmissionen der Fall.

Na®- und KT -Kanile (Hammarstrom und Gage 2000; Miiller und Bittner 2002) sowie
NMDA - und GABA 4 - Rezeptoren (Aizenman et al. 1989; Sah et al. 2002) redoxsensitiv
sind, sodass sich ihre Offnungswahrscheinlichkeit in Abhingigkeit der oxidativen Verhilt-
nisse dndert. Ahnlich wird die Kalzium - Homdostase durch den zelluliren Redox - Status
moduliert, da auch spannungsabhiingige Ca** - Kanile (Todorovic et al. 2001), Ryanodin -
und IP3-Rezeptoren (Hidalgo et al. 2004; Gerich et al. 2009) sowie die endoplasmati-
sche Ca?* - ATPase SERCA (Kuster et al. 2010) redoxsensitiv sind. Ubersteigt die ROS -
Konzentration ein kompensierbares Ausmafs, 16st dies den Caspase - Signalweg aus, der die
Apoptose initiiert (Cheng et al. 2012).
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Vor dem Hintergrund der ambivalenten Rolle reaktiver Sauerstoffspezies verfiigen aerob
lebende Organismen iiber komplexe Abbaumechanismen, die die enge Regulation der in-
trazellularen ROS - Konzentration ermoglichen und eine Verschiebung des Redox - Status in
Richtung oxidativer Bedingungen verhindern (Sies 1993)(Abb. 4). Dies wird im folgenden
Kapitel ausfiihrlicher dargestellt.

1.4 Antioxidative Mechanismen der Zelle und oxidativer Stress

Die bisher bekannten Mechanismen zum Abbau reaktiver Sauerstoffspezies konnen in nie-
dermolekulare (Molekulargewicht kleiner einem Kilodalton) und hochmolekularen Antioxi-
dantien (Molekulargewicht grofer einem Kilodalton) eingeteilt werden. Zu den hochmole-
kularen Antioxidantien zdhlen in erster Linie intrazellulire Enzymsysteme, die verschiede-
nen Zellkompartimenten angehtren (Lushchak 2014). In der mitochondrialen Matrix wird
die Mn - Superoxid - Dismutase (Mangan - Superoxid - Dismutase; MnSOD; SOD 2) expri-
miert. Das Enzym reagiert innerhalb von zwei Teilschritten mit je zwei eO; und zwei
H* zu Oy und Hy05 (Abb.4). Thre Isoform, die Cu, Zn- Superoxid - Dismutase (Kupfer,
Zink - Superoxid - Dismutase; CuZnSOD; SOD 1) kommt sowohl zytosolisch als auch im
mitochondrialen Intermembranraum vor (Weisiger und Fridovich 1973a; Weisiger und Fri-
dovich 1973b).

Um die bereits beschriebene Konversion von HyO5 zu ¢OH und OH™ zu verhindern, sind
der SOD zwei weitere Enzymsysteme nachgeschaltet, die eine ziigige Entfernung von H5O»
gewahrleisten — die Katalase und das Glutathionsystem. Bisher wurde noch kein Enzymsys-
tem zur eOH - Entgiftung gefunden, weshalb die vorangehende HyOs - Eliminierung wahr-
scheinlich sicherheitshalber durch diese zwei synergistischen Systeme abgedeckt wird (Lus-
hchak 2014). Die Katalase ist ein Enzym, das mithilfe seines Him - Zentrums in der Lage ist,
H,05 in HyO und O, zu disproportionieren (Abb. 4). Sie kann mehrere Millionen Wasser-
stoffperoxidmolekiile pro Sekunde neutralisieren, weshalb sie als eines der umsatzstarksten
Enzyme tiberhaupt gilt (Putnam et al. 2000; Chelikani et al. 2005). Das Glutathionsystem
reduziert HyOy zu H,O (Abb. 4). Die Reaktion wird durch das Enzym Glutathionperoxi-
dase katalysiert, die zwei reduzierte Glutathionmonomere (GSH) unter der Bildung einer
Disulfidbriicke zu Glutathiondisulfid (GS-SG) oxidiert. GS-SG wird durch die Glutathi-
on- Reduktase reduziert, wodurch sich die Disulfidbriicke wieder 16st (Abb.4). Die zur
Reduktion nétigen Elektronen bezieht die Glutathion- Reduktase von NADPH, welches
dem Pentosephosphatweg entstammt.

Neben weiteren enzymatischen Mechanismen, wie dem Thioredoxin- System, existieren
noch niedermolekulare bzw. nichtenzymatische Antioxidantien, die den zelluldren Redox -
Status beeinflussen konnen. Es handelt sich um eine sehr grofe inhomogene Gruppe un-
terschiedlichster Stoffe, sodass im Folgenden vor allem die Vertreter besprochen werden,
die in den Experimenten dieser Arbeit zum Einsatz kamen. Grundlegend kénnen hydro-
phile und hydrophobe nichtenzymatische Antioxidantien unterschieden werden. Wahrend
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Abb. 4 - ROS - Abbauenzyme und Hemmstoffe der Atmungskette

Superoxid - Anionen (e0; ), die auf der Matrixseite entstehen, werden von der mitochon-
drialen MnSOD (SOD2) zu Wasserstoffperoxid (HoO2) reduziert. HoO9 kann durch die
Katalase in HoO und Os oder durch das Glutathionsystem zu HoO reduziert werden.
Die Glutathionperoxidase wird wihrend dieser Reaktion oxidiert. Durch die Glutathion-
reduktase wird sie wieder regeneriert, die dafiir NADPH als Elektronenquelle nutzt. eO5
das in den Intermembranraum gelangt, wird von der zytosolischen CuZnSOD (SOD1) in
H502 umgewandelt. Die gelben und blauen Boxen zeigen Hemmstoffe, die wihrend der
Experimente zum Einsatz kamen. In den gelben Boxen sind Blocker einzelner Atmungs-
kettenkomplexe aufgefiihrt, die blauen Boxen zeigen spezifische Hemmstoffe der enzyma-
tischen Antioxidantien (siche Ergebnisteil). [Quelle: modifiziert nach Kowaltowski et al.
2009, S. 334, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]

hydrophile Antioxidantien ubiquitdr im Cytoplasma und im Blut vorkommen um ROS
zu eliminieren, lagern sich hydrophobe Antioxidantien in Zellmembranen ein und schiit-
zen diese vor der Schiddigungen durch Lipidperoxidation (Sies und Stahl 1995; Lushchak
2014). Einer der wichtigsten Vertreter hydrophiler Antioxidantien ist Ascorbat (Vitamin
C; Ascorbinsdure). Neben seiner Funktion als Koenzym der Prolyl-4-Hydroxylase wéh-
rend der Kollagensynthese kommt ihm eine starke Bedeutung als Reduktionsmittel bei

11
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der Neutralisation von ROS zu (May 1998). Das hydrophile Tripeptid Glutathion gilt als
relevantestes Antioxidans, da es intrazellulir hohe Konzentrationen aufweist und selbst
antioxidativ wirksam ist. Aufgrund seiner Rolle innerhalb des oben beschriebenen Gluta-
thionsystems ist es mafgeblich an der zelluliren Redox - Regulation beteiligt (Meister und
Anderson 1983).

Zu Beginn der 1990er Jahre wurde die stark antioxidative Wirkung des Epiphysenhormons
Melatonin entdeckt (Tan et al. 2002). Seine amphiphile Struktur ermdglicht ihm die Passa-
ge von Zellmembranen und der Blut - Hirn- Schranke. Melatonin erwies sich sowohl direkt
als auch indirekt als potentes Antioxidans. Uber die Stimulation antioxidativer Enzymwe-
ge und eine Verminderung der Elektronenentweichung aus der Atmungskette entfaltet es
einen systemischen Effekt und wirkt dufserst effektiv gegen oxidativen Stress (Reiter et al.
2003). Melatonin gilt als Suizid - Antioxidans, da es — im Gegensatz zu den bisher vorge-
stellten Antioxidantien — nicht dem intrazellularen Redox - Zyklus unterliegt und folglich
nicht regeneriert werden kann (Korkmaz et al. 2009).

Der wichtigste Représentant lipophiler Antioxidantien ist « - Tocopherol, das besser als Vit-
amin E bekannt ist. Aufgrund seiner Fettloslichkeit wird es in Membranen zum Schutz vor
Lipidradikalen eingebaut (Herrera und Barbas 2001). Durch die Lipidperoxidation bildet
sich «- Tocopherol - Radikal, das durch einen Protonendonator wie Ascorbat wieder redu-
ziert werden kann (Wang und Quinn 1999). Auch Ubichinol z&hlt aufgrund seiner Mem-
branstindigkeit und Elektronentransportfunktion zu den lipohilen Antioxidantien. Ahnlich
wie a - Tocopherol beugt es der Bildung von Lipid - Peroxyl - Radikalen und der Lipidoxi-
dation vor. Wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, ist Ubichinol auch mafgeblich an
der Entstehung von ROS beteiligt (Abb. 3). Abhéngig vom jeweiligen Redox - Zustand kann
Ubichinol als Elektronenakzeptor (Antioxidans) oder als Elektronendonator (Prooxidans)
wirken (James et al. 2004).

Geraten ROS - Eliminierung und ROS - Entstehung aus dem Gleichgewicht, kommt es zu ei-
ner Verschiebung der Redox - Homoostase. Ursachen kénnen eine erhohte ROS - Produktion,
verminderte Reserven nichtenzymatischer Antioxidantien oder die Inaktivierung enzyma-
tischer Antioxidantien sein. Diese Zustéinde fiihren dazu, dass mehr ROS anfallen, als fiir
den Erhalt des physiologischen Redox-Status notig wéren. Fiihrt die vermehrte ROS -
Produktion zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zwischen Pro- und Antioxidantien in
Richtung oxidierender Bedingungen, sodass es zu einer Schadigung molekularer Strukturen
und einer gestorten Redox - Signalgebung kommt, spricht man von oxidativem Stress (Sies
2015)(Abb.5B).

Vor allem chronischer oxidativer Stress — also ein stabil erhohter pathologischer Redox -
Status — kann im Zusammenhang mit vielen Erkrankung beobachtet werden (Drel und
Sybirna 2010; Fernandez- Checa et al. 2010; Mei et al. 2014). Insbesondere neurodegenera-
tive Krankheitsbilder, wie die Alzheimerdemenz (Behl und Moosmann 2002; Swomley et al.
2014), die Parkinsonkrankheit (Gotz et al. 1990) und die amyotrophe Lateralsklerose (Kong
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und Xu 1998; Anand et al. 2013), treten koinzident mit oxidativem Stress auf. Weiterhin
wird eine verschobene Redox-Homodostase auch als moglicher molekularer Mechanismus
der Karzinogenese diskutiert (Waris und Ahsan 2006).

Im experimentellen Kontext lésst sich oxidativer Stress kiinstlich erzeugen, indem gezielt
einzelne Atmungskettenkomplexe blockiert werden. Dies unterbricht den Elektronenfluss
innerhalb der Atmungskette und fiithrt zur Akkumulation von Elektronen vor dem Kom-
plex, wodurch simtliche Enzyme stromaufwirts reduziert werden. Alle nachfolgenden Kom-
plexe und Transporter liegen oxidiert vor. Die kumulierten Elektronen entweichen der At-
mungskette somit ungeordnet, was zu einem Anstieg der ROS - Konzentration fiithrt (Wa-
tabe und Nakaki 2008). Fiir die Experimente der vorliegende Arbeit kamen vor allem das
Antibiotikum Antimycin A und Cyanid zum Einsatz. Antimycin A blockiert die Ubichi-
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Abb. 5 — Interaktion zwischen Redox - Status und Zellfunktion

A) Die physiologische Redox - Homoostase stellt im Wesentlichen ein Gleichgewicht zwi-
schen der mitochondrialen ROS - Entstehung und den antioxidativen Kapazitdten der Zel-
le dar. Im Rahmen seiner Signalfunktion nimmt der Redox - Status Einfluss auf zelluldre
Prozesse und Komponenten, wie redoxsensitive Kanéle.

B) Eine gesteigerte ROS - Entstehung bzw. insuffiziente antioxidative Schutzsysteme fiih-
ren zu einer Verschiebung der Redox - Balance, wodurch die Redox - Signalgebung gestort
wird und Zellstrukturen ab einer bestimmten ROS- Konzentration geschadigt werden.
[Quelle: modifiziert nach Miiller und Can 2014, S. 165, mit freundlicher Genehmigung
von the Biochemical Society© und des Autors]
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nol - Bindungsstelle (Qp; siehe Abb.3) an Komplex III (Potter und Reif 1952; Huang et
al. 2005)(Abb. 4). Cyanid bindet, wie Azid und Kohlenstoffmonoxid, an das zentrale Ei-
sen(III) - Ion des Cytochroms a3 von Komplex IV und unterbricht dort den Elektronenfluss
(Stannard und Horecker 1948)(Abb. 4).

Auch die Blockade von hochmolekularen Schutzenzymen kann intrazelluldr zu oxidati-
vem Stress filhren. Im Rahmen der Experimente wurden beide Isoformen der SOD mit
Diethyldithiocarbamat (DEDTC) blockiert (Heikkila et al. 1976). Die Katalase wurde mit-
hilfe von 3- Amino-1,2,4 - triazol (ATZ) inhibiert (Margoliash und Novogrodsky 1958) und
die Glutathionsynthese wurde durch die Inkubation mit Buthioninsulfoximin (BSO) unter-
bunden (Griffith und Meister 1979)(Abb. 4), was stets zu einer Erhohung des Redox - Status
fithrte (siehe Ergebnisteil).

1.5 Das Rett-Syndrom: eine Storung der Redox - Homoostase?

Die pathogenetische Einordnung des Rett - Syndroms war lange nicht eindeutig zu treffen
und wandelte sich im Verlauf ihrer Erforschung. Spezifische Symptome der Erkrankung,
wie der Verlust motorischer Fertigkeiten und die Ausprigung einer autistisch - ataktischen
Demenz, sowie die Krankheitsentwicklung dhneln am ehesten dem Erscheinungsbild neu-
rodegenerativer Erkrankungen. Letztere gehen charakteristischerweise mit morphologisch
fassbaren Verdnderungen, wie Entziindungsreaktionen oder neuronalen Nekrosen, einher,
die sich oft in den klinischen Symptomen spiegeln.

Beim Rett-Syndrom ist dies nicht der Fall. Bisher wurden nur wenige strukturelle Ver-
anderungen in Rett- Gehirnen gefunden. Generell sind die Gehirne verhaltnismafig klein
und zeigen nur vereinzelt Atrophien. Die Neuronen sind ebenfalls klein und dicht gepackt.
Ihre Dendriten sind geringer verzweigt und weisen im Vergleich zu Gesunden eine vermin-
derte Anzahl von Dornfortsitzen auf (Armstrong et al. 1995; Armstrong et al. 1999). Im
Gegensatz zur Erkrankung unterliegen diese Verdnderungen aber keiner Progression, wes-
halb weder die Pathogenese noch die Dynamik des Syndroms mit den kortikalen Befunden
erklarbar ist. Die Identifizierung der MeCP2 - Defizienz als Ursache der Erkrankung (Amir
et al. 1999) riickte die Untersuchung der MeCP2- Zielgene in den Vordergrund der Rett -
Forschung, um die gestorte Expression des Gens in einen kausalen Zusammenhang mit den
Symptomen zu stellen.

Wie bereits oben beschrieben, konnte demonstriert werden, dass MeCP2 eng mit der onto-
genetischen Entwicklung des Gehirns verbunden ist und einen wesentlichen Einfluss auf die
Neuronenreifung hat. Ein Ausfall dieser Regulation bedingt wahrscheinlich, dass gewisse
neuronale Entwicklungsstadien nicht erreicht werden konnen. Weiterhin scheint MeCP2
auch fiir die Ausbildung und Aufrechterhaltung funktioneller Synapsen zustindig zu sein,
was zumindest teilweise die mentale Beeintréichtigung der Patientinnen erklirt (Shahbazian
et al. 2002; Zoghbi 2003). Im Mausmodell konnten simtliche Symptome aufgehoben wer-
den, indem man Rett - Mausen Mecp2 wieder zur Verfiigung stellte (Guy et al. 2007). Dieses
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Ergebnis spricht fiir die Reversibilitdt der zugrunde liegenden Pathomechanismen, sodass
beim Rett - Syndrom folglich eher von einer neuronalen Erhaltungsstérung — im Sinne eines
verdnderten Zellmetabolismus — als von einer degenerativen Erkrankung auszugehen ist.

Tatsdchlich reguliert der Transkriptionsfaktor MeCP2 im gesunden Organismus iiber Zwi-
schenproteine mafsgeblich den zelluldaren Stoffwechsel mit. Sowohl im Mausmodell des Rett -
Syndroms als auch bei Rett- Patientinnen zeigten sich, wie oben bereits beschrieben, ein
beeintrichtigter neuronaler Lipidstoffwechsel (Buchovecky et al. 2013; Segatto et al. 2014)
und vielfiltige Indizien einer gestorten Redox - Homdoostase (Sofic et al. 1987; Formichi et
al. 1998; Sierra et al. 2001; de Felice et al. 2009). Da der Redox - Status bisher nur ein-
geschrankt messbar war, wurden anfangs vor allem indirekte Marker genutzt, um einen
Eindruck der oxidativen intrazelluliren Verhéltnisse zu bekommen. Antioxidative Schut-
zenzyme und -substanzen dienen hierfiir als gut messbare Parameter, da sich ihre intra-
zelluldre Konzentration im Allgemeinen antiproportional zur ROS - Konzentration verhélt.

Bereits 1987 wurden im Rahmen postmortaler Untersuchungen erniedrigte Vitamin C- und
Glutathionkonzentrationen des neuronalen Gewebes festgestellt (Sofic et al. 1987). Spitere
Publikationen zeigten verminderte Vitamin E - Konzentrationen im Serum und erniedrigte
SOD - Konzentrationen der Erythrozyten bei Rett - Patientinnen, was fiir eine systemische
oxidative Belastung des Organismus spricht (Formichi et al. 1998; Sierra et al. 2001). Ex-
pressionsanalysen kortikaler Gewebeproben von verstorbenen Rett - Patientinnen zeigten
eine erhohte Katalase - Expression, die als antioxidative Reaktion der Zellen auf Enzyme-
bene interpretiert werden kann (Colantuoni et al. 2001). Dariiber hinaus wurden noch viele
weitere indirekte Indikatoren erhohten oxidativen Stresses im Rett - Syndrom gefunden. Ak-
tuellere Publikationen zeigten Lipid- und Proteinschdden der neuronalen Zellmembranen
und der weifen Substanz sowie abnormale Morphologien der Erythrozytenmembranen, die
auf oxidative Schadigung zuriickzufiihren sind (de Felice et al. 2009; de Felice et al. 2011;
Signorini et al. 2011). Auferdem wurden erhohte Konzentrationen freien Eisens (non -
protein - bound - iron, NPBI) in Plasma und Erythrozyten von Rett - Patientinnen gemes-
sen. NPBI werden aus erythrozytiren Himoglobinkomplexen gel6st, wenn diese erh6htem
oxidativen Stress ausgesetzt sind. Das dabei frei werdende dreiwertigen Eisen ist wieder-
um selbst ein starkes Oxidans, welches mit Proteinen und Lipiden interagieren kann (de
Felice et al. 2009). Als Fenton-Reagenz kann NPBI freie Elektronen auf HyOy iibertra-
gen, wodurch das bereits beschriebene Hydroxyl- Radikal (¢OH) entsteht (Halliwell und
Gutteridge 1984). Im Jahr 2011 konnten erh6hte HyO, - Serum - Konzentrationen bei Rett -
Patientinnen gezeigt werden, wodurch erstmals ein direkter systemischer Nachweis der bis
dahin nur vermuteten ROS - Belastung erbracht wurde (Carmeli et al. 2011).

Auf der Suche nach einer mechanistischen Erklarung der Redox - Imbalance widmeten sich
viele Untersuchungen den Mitochondrien, da Dysfunktionen dieser Organellen das erhéh-
te ROS-Aufkommen im Rett-Syndrom gut erkliren kénnten (Miiller und Can 2014).
Schon zu Beginn der 1990er Jahre fielen die Mitochondrien in Gewebeproben von Rett -
Patientinnen bei neuropathologischen Untersuchungen durch abnormale Formen, Schwel-
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lungen, Vakuolisierungen, granulire Einschliisse und Membranverinderungen auf (Ruch et
al. 1989; Eeg - Olofsson et al. 1990; Cornford et al. 1994). Diese Befunde konnten spéter auch
in den Mitochondrien von Rett-Mausen erhoben werden (Belichenko et al. 2008). Neben
strukturellen Auffilligkeiten zeigten Enzymuntersuchungen an zerebralen und muskulédren
Geweben, dass die Komplexe II, III und IV sowie die Malatdehydrogenase vermindert aktiv
sind bzw. geringer exprimiert werden (Coker und Melnyk 1991; Heilstedt et al. 2002).

Die These einer insuffizienten Atmungskettenfunktion wird auch durch erhéhte Laktatspie-
gel in Blut und Liquor von Rett - Patientinnen gestiitzt. Als Nebenprodukt der Glykolyse
weist Laktat auf eine ausgeschopfte Kapazitit der oxidativen Phosphorylierung oder eine
unzureichende Sauerstoffversorgung hin. Atmungsanomalien und anoxische Episoden sind
typische Symptome des Rett - Syndroms und kénnten den Befund erkléren. Alternativ wére
noch denkbar, dass strukturelle Schadigungen der Mitochondrien zu einer zelluldren ATP -
Minderversorgung fiithren, die mithilfe der Glykolyse kompensiert werden soll (Armstrong
1992; Matsuishi et al. 1992; Lappalainen und Riikonen 1994; Haas et al. 1995).

Der Zusammenhang zwischen MeCP2 - Defizienz und Mitochondrienfunktion wurde erst-
mals 2006 hergestellt, als im Mausmodell und spéater auch bei der Untersuchung von Fron-
talhirnbiopsien gezeigt werden konnte, dass eine Untereinheit des Komplex III der direkten
Expressionskontrolle von MeCP2 unterliegt. Auf Grundlage dieser Daten wurde ein Leck
der inneren Mitochondrienmembran postuliert, das den Fy/F; - ATPase antreibenden Pro-
tonengradienten vermindert. Um dennoch die gleiche ATP - Menge produzieren zu kénnen,
miisste die Atmungskette schneller laufen, was mit einer gesteigerten ROS - Produktion
verbunden wire (Kriaucionis et al. 2006). Auferdem wird die Untereinheit 1 des Komplex
IV vermindert exprimiert, wie PCR- Analysen von Patientenhirnproben zeigten (Gibson
et al. 2010).

Oxidierende zelluldre ROS - Konzentrationen sind nicht nur die Folge der MeCP2 - Defizienz,
sondern aggravieren vermutlich auch die Dysfunktion des Transkripitonsfaktors. Es zeigte
sich, dass ROS schidigend auf Methyl- CpG - Sequenzen der DNA wirken, wodurch sich
die Bindungsaffinitidt von MeCP2 fiir diese DNA - Regionen vermindert. Somit kann ein
verschobener Redox - Status offenbar auch zu epigenetischen Anderungen der Chromatin-
organisation fithren. Erh6hte Redox- Level konnen also einerseits durch die Abwesenheit
von MeCP2 entstehen und andererseits auch dessen Funktionalitét beeintréchtigen (Valin-
luck et al. 2004). Somit ist es denkbar, dass MeCP2 trotz addquater Expression nicht in der
Lage ist, an der DNA zu binden. Dies hitte dhnliche Konsequenzen wie die Nichtexpression
des Transkriptionsfaktors.
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1.6 Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Trotz der Fiille an Befunden und Hinweisen fehlten bislang noch detaillierte Untersuchun-
gen der mitochondrialen Funktionsweise und des zytosolischen Redox - Status bei MeCP2 -
Defizienz. Dies lasst sich damit begriinden, dass es keine suffiziente Moglichkeit gab, ROS
in neuronalem Gewebe dynamisch darzustellen.

Andere Mitglieder der Arbeitsgruppe Miiller fithrten im Vorfeld dieser Arbeit bereits ra-
tiometrische Autofluoreszenz - Messungen der FAD /NADH - Ratio an hippokampalen Hirn-
schnittkulturen MeCP2 - defizienter Méduse durch und lieferten erste konkrete Hinweise ei-
ner gestorten Redox - Balance und einer verdnderten Mitochondrienaktivitit auf zelluldrer
Ebene (Grofer et al. 2012).

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurden folgende Zielsetzungen fiir die vorliegende
Arbeit formuliert:

1. Ist der bereits mehrfach postulierte erhohte oxidative Stress auch auf zelluldrer Ebene
in neuronalem Gewebe MeCP2 - defizienter M&use nachweisbar?

2. Ist die Ursache des erhohten oxidativen Stresses mitochondrialer Genese?

3. Welchen Einfluss haben die Rett - typischen anoxischen Episoden auf den intrazellu-
liren Redox - Status?

4. Kann durch den gezielten Einsatz von Antioxidantien der verschobene Redox - Haus-
halt korrigiert werden, um somit mogliche Angriffspunkte fiir eine pharmakologische
Beeinflussung zu identifizieren?

Fiir die Experimente wurde ein etabliertes Mausmodell des Rett - Syndroms gewéhlt, das
nicht in der Lage ist, MeCP2 zu exprimieren. Um direkte Messungen der ROS - Konzentra-
tionen und ihre Entwicklung zu beobachten, wurde das redoxsensitive Fluorophor roGFP1
(reduction - ozidation sensitive green fluorescent protein 1) eingesetzt, das dynamische se-
miquantitative Messungen der reaktiven Sauerstoffspezies ermoglicht (Hanson et al. 2004;
Funke et al. 2011). Erste Untersuchungen widmeten sich dem Vergleich der zytosolischen
Redox - Baselines in organotypischen hippokampalen Hirnschnittkulturen von Wildtyp -
und Mecp2~/Y-Mausen. Das in der vorliegenden Arbeit genutzte roGFP1 zur Darstellung
von ROS in neuronalem Gewebe stellt einen innovativen Ansatz dar, um direkte Einblicke
in die zelluldre Redox - Homoostase und ihre Modulierbarkeit durch endogene und exogene
Stressfaktoren zu erlangen.

Die 2010-2011 erhobenen Daten dieser Arbeit sind in eine umfangreiche Publikation (Gro-

fser et al. 2012) eingeflossen und stellen die Grundlage fiir weitere intensive Forschungsak-
tivititen der AG Miiller am Rett - Syndrom dar.
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2 Material und Methoden

Der folgende Abschnitt der Arbeit beschéftigt sich mit den angewandten Methoden und soll
einen detaillierten Uberblick iiber die in den Experimenten verwendeten Techniken geben.
Bei der Gewinnung der Hirnschnitte handelte es sich um Tiertétung mit Organentnahme.
Dieser Sachverhalt wurde dem Tierschutzbeauftragten der Universitit Gottingen mitgeteilt
und durch ihn legitimiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden keine Versuche an lebenden Tieren gemacht. Alle ange-
fertigten Schnittkulturen wurden genutzt und es wurden nicht mehr Tiere getotet, als fiir
die Experimente und die Erfassung einer eindeutigen Datenlage notig war.

2.1 Mausmodell des Rett - Syndroms und Versuchsgewebe

Samtliche Experimente fanden an kultivierten organotypischen hippokampalen Schnitt-
kulturen statt. Die Hippokampi wurden aus den Hirnen von Wildtyp- Méusen (WT) und
MeCP2 - defizienten Miusen des Stammes B6.129P2(C)-Mecp?m-1-18ird (Guy et al. 2001)

prapariert.

In diesem etablierten Mausmodell des Rett - Syndroms fehlen die Exons 3 und 4 des Mecp?2 -
Gens, wodurch die phénotypischen Ausprigungen des Rett-Sydroms bei den Méusen au-
thentisch zu Tage treten. Es konnte gezeigt werden, dass die Defizienz des Transkriptions-
faktors MeCP2 bei der Maus, wie auch beim Menschen, zu motorischen Stérungen, Epi-
lepsien, Atmungs- und Wachstumsanomalien sowie Verhaltensauffilligkeiten fithrt (Guy
et al. 2001; Chen et al. 2001). Hemizygote Méannchen verfiigen im Gegensatz zu den he-
terozygoten Weibchen nur iiber ein X - Chromosom, weshalb die Mecp2 - Mutation nicht
kompensiert werden kann. Anders als bei den Weibchen, die erst nach ca. 60 Tagen deut-
liche Pathologien entwickeln, zeigen betroffene Mannchen bereits wenige Wochen nach der
Geburt erste Symptome. Der krankheitsspezifische Phanotyp pragt sich bei ihnen im We-
sentlichen stirker und homogener aus. Liegt bei Weibchen Heterozygotie vor (Mecp2 /")
kommt es — entsprechend der Lyonhypothese (Lyon 1961) — in jeder Zelle zu einer will-
kiirlichen X -Inaktivierung, was zu sehr variablen und im Allgemeinen auch schwécheren
phanotypischen Ausprigung der Symptomatik fiihrt. Heterozygote Weibchen wurden zur
Aufrechterhaltung der Zucht bendétigt.

Fiir die Experimente wurden ausschlieflich organotypische Schnittkulturen ménnlicher Tie-
re verwendet, um die bekannte neuroprotektive Wirkung von Ostrogenen auszuschliefen
(Suzuki et al. 2006) und um eine konstante Ausprigung des Krankheitsbildes zu gewéhrlei-
sten. Die Tiere waren zwei bis maximal zwolf Tage alt (P2 — P 12), da die Schnittkulturen
dlterer Tiere nur schwierig mit der Zellkulturmembran verwachsen. Diese Beobachtung
wurde bei Mecp2/Y - Hirnschnitten auch unabhingig vom Alter gemacht. Moglicherweise
vermindert die MeCP2 - Defizienz die Regerationsfidhigkeit der Gliazellen.
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Fiir die Darstellung dynamischer Redox - Verhiltnisse in neuronalen Zellen bietet sich der
Hippokampus an, da er eine gut messbare ROS - Grundproduktion aufweist (Bindokas et
al. 1996) und als duberst anfillig gegeniiber Sauerstoffmangel und Anoxie gilt (Pulsinelli
et al. 1982; Schmidt - Kastner und Freund 1991). Weiterhin konnte eine gesteigerte Emp-
findlichkeit der MeCP2 - defizienten hippokampalen Neurone gegeniiber oxidativem Stress
nachgewiesen werden (Fischer et al. 2009; Kron und Miiller 2010).

Diese Vulnerabilitdt macht hippokampale Schnittkulturen zum optimalen Untersuchungs-
gewebe von zelluldren Redox - Dynamiken, da selbst geringfiigige metabolische Anderungen
registrierbare Gewebereaktionen hervorrufen.

2.2 Praparation der organotypischen Schnittkulturen

Vorbereitung der 6 - Well - Zellkulturplatten

Durchschnittlich 30 min vor der eigentlichen Pridparation wurden die Zellkulturplatten
(Corning®) in der keimarmen Atmosphére einer Sterilbank mit je 1 ml Wachstumsme-
dium (siehe Kapitel 2.6) befiillt und Kulturmembranen (wahlweise Millicell®, Millipore®
oder Transwell Permeable Support, Corning®) in die Wells eingesetzt.

Dann wurden drei bis vier autoklavierte hydrophile Membranstiicke (z.B. Confetti; Millipo-
re®) auf die Kulturmembranen gelegt, um darauf die Hippokampusschnitte zu platzieren.
Dies erleichterte spéater das Abheben der Hirnschnitte fiir den Transport zum Fluoreszenz-
mikroskop. Auferdem konnte die mechanische Beanspruchung der Hirnschnitte minimiert
werden, da sie fiir die Messungen nicht aus den Kulturmembranen ausgeschnitten werden
mussten. Die vorbereiteten Kulturplatten wurden fiir 20 min inkubiert (37°; 5% CO,), um
das Medium zu temperieren und um den pH- Wert auf 7,35 einzustellen.

Dekapitation des Versuchstieres und Isolation des Gehirns

Nach gewissenhafter Reinigung der Sterilbank mit Ethanol (70 %) und dem Aufbau des
Gewebeschneiders (Campden - Mcllwain Tissue Chopper®) folgte die Reinigung der spe-
zialgehérteten Rasierklinge (Campden Instruments®) mit Ethanol (96 %) zur Entfettung
und Desinfektion. Anschliefend wurde die Klinge in den Gewebeschneider eingespannt und
justiert.

Nachdem der Nacken der Maus mit Alkohol (70 %) desinfiziert wurde, erfolgte die rasche
Dekapitation mit einer chirurgischen Schere. Der abgetrennte Kopf wurde sofort in kaltem
Priparationsmedium (siehe Kapitel 2.6) gekiihlt, um darin die Isolation des Zerebrums vor-
zunehmen (Abb. 6 A). Die Kiihlung sollte den Zellmetabolismus der Hirnschnitte absenken
und Ischdmie - Schiden minimieren, um die Vitalitdt der Hirnschnitte zu verbessern. Nach
Eroffnung des Schidels mit einer Mikroschere wurde das Gehirn mithilfe eines gebogenen
Spatels entnommen (Abb. 6 B).
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Hippokampuspriparation und Kultivierung

Die weitere Préparation wurde entsprechend der Stoppini- Methode (Stoppini et al. 1991;
Funke et al. 2011) durchgefiihrt. Das Gehirn wurde in einem frischen, ebenfalls mit Pré-
parationsmedium befiilltem, Glasschilchen unter einem Binokular und unter sterilen Be-
dingungen préipariert. Die Hemisphéren wurden nach der Entfernung von Hirnstamm und
Kleinhirn voneinander getrennt (Abb.6 C). Anschliefend erfolgte die Isolierung der Hip-
pokampi (Abb.6D und 6 E).

Als Orientierungshilfe zum Auffinden der Hippokampi diente die A. cerebri anterior, die
auf der Medialseite der Hemisphiren deutlich zu erkennen ist. Nach erfolgter Isolation
wurde das Medium gewechselt. Aus den Hippokampi wurden dann mit dem Gewebeschnei-
der 350 ym - dicke Hirnschnitte angefertigt (Abb. 6 F), die anschliefend auf die permeablen
Membranen iibertragen wurden. Empirisch zeigte sich, dass die Hirnschnitte auf Corning® -
Membranen besser anwuchsen, als auf Millipore™ - Membranen.

Die Schnittkulturen wurden mit Wachstumsmedium (siche Kapitel 2.6) versorgt, das nach
den ersten 24 Stunden komplett ausgewechselt wurde. Im weiteren Verlauf wurde nur
noch die Hilfte des Wachstumsmediums im Zeitraum von 48 — 98 Stunden gewechselt. So-
mit konnten Metabolitintoxikationen verhindert und gleichzeitig eine ausreichende Nahr-
stoffzufuhr garantiert werden. Die anschliefsende Lagerung der Hirnschnitte im Inkubator
(37°C; 5% COq- Atmosphére) ermoglichte ihre Verwendung fiir fiinf bis zehn Tage nach
der Préaparation.
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A) Nach Dekapitation und behutsamer Abpraparation der Kopf-
haut, wurde die Kalotte mithilfe einer Augenschere zirkuldr erdffnet.

B) Die Bulbi olfactorii und das Kleinhirn wurden rostral und okzi-
pital vom Zerebrum geldst. Danach wurden die Hemisphéren mithilfe
eines gebogenen Spatels vorsichtig aus den Schidelgruben geborgen
und in ein frisches Kulturschilchen mit gekiihltem Préparationsme-
dium transferiert.

C) Die Hemisphédren wurden durch Teilung des Corpus callosum
mit einem Schnitt in der Saggitalebene voneinander separiert. Auf
der Medialseite der Hemisphéren war nun der Hippokampus ersicht-
lich.

D) Dann erfolgte eine minimale Inzision am okzipitalen Ende des
Hippokampus mithilfe eines sterilisierten Skalpells, um den Hippo-
kampus zu mobilisieren.

E) Der Hippokampus wurde nun behutsam aus der Hemisphére
gerollt und von den septo - hippokampalen Verbindungen geldst.

F) Anschliekend wurden die Hippokampi mithilfe des Gewebe-
schneiders in 350 pm - dicke Scheiben geschnitten und mittels Pas-
teurpipette auf die Kulturmembranen iibertragen (Darstellung des
geschnittenen Hippokampus, Perspektive durch das Binokular).

Abb. 6 - Priparation des Hippokampus und Herstellung von Hirnschnittkulturen
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2.3 Aufbewahrung der Schnittkulturen und Versuchsaufbau

Grundsétzlich wurden die hippokampalen Schnittkulturen nach Praparation fiir mindestens
24 h im Inkubator bei 37°C unter 5 %iger CO, - Atmosphire aufbewahrt. Dort konnten sich
die Hirnschnitte nach der Praparation regenerieren und mit der Membran verwachsen, was
fiir die folgenden Messungen unabdingbar war.

Zur Durchfithrung der Messungen wurden die Hirnschnittkulturen in eine Submersions-
kammer (Eigenbau Feinmechanik, Zentrum Physiologie, Universitat Gottingen; Abb. 7 B)
iiberfithrt. Wahrend der Messungen wurden die Hirnschnitte durch artifizielle zerebro-
spinale Flissigkeit (artificial cerebrospinal fluid, ACSF) mit Néhrstoffen, Sauerstoff und
Elektrolyten versorgt. Es zeigte sich, dass die Hirnschnitte auf den Transport vom Inkuba-
tor in die Submersionskammer und den damit verbundenen Milieuwechsel mit vermehrtem
oxidativem Stress reagierten. Um diesen externen Einflussfaktor aus den Messungen zu
eliminieren, wurden die Hirnschnitte 20 min in der neuen Umgebung belassen bevor mit
den Versuchen begonnen wurde.

Wihrend der Adaptation im neuen Milieu der Submersionskammer wurden die Hirnschnit-
te ausschliefslich mit ACSF umspiilt, wodurch sich ihr oxidatives Grundniveau einstellte.
Der ACSF - Zufluss in die Kammer wurde iiber eine Rollenpumpe vom Typ 24 205 S (Wat-
son & Marlow GmbH, Rommerskirchen; Abb.7A) geleistet. Das einzuwaschende ACSF
wurde mit einer Flussrate von 4—5ml/min iiber ein Schlauchsystem in die Submersions-
kammer transportiert. Um Pulsationen des Fliissigkeitsspiegels und Luftblasenbildungen zu
verhindern, war der Pumpe ein Windkessel (Eigenbau Feinmechanik, Zentrum Physiologie,
Universitat Gottingen; Abb. 7 A) nachgeschaltet.

Durch die kontinuierliche Absaugung von ACSF aus der Submersionskammer iiber ei-
ne Vakuumpumpe (Abb.7A) wurde ein konstanter Fliissigkeitspegel erzeugt, sodass die
Hirnschnitte komplett von ACSF umgeben waren und permanent mit frischer Losung ver-
sorgt werden konnten. Vor der Einwaschung wurde ACSF in einem Wasserbad auf 37°C
erwiarmt und mit Carbogen (5% COq; 95% Os) begast, um den pH-Wert auf 7,4 ein-
zustellen. Zur Schaffung moglichst physiologischer Bedingungen wurden alle nachfolgend
applizierten Losungen und Pharmaka in ACSF gelost und mit Carbogen vorbehandelt.
Die Membranstiicke mit den Hirnschnitten wurden wéahrend der Messungen durch eine
mit Nylonfaden bespannten Platinharfe (Eigenanfertigung des Labors; Abb. 7 B) unter der
Fliissigkeitsoberfliche gehalten. Dies war notig, um das Aufschwimmen der Membranstiicke
zu verhindern und sie auf dem Grund der Submersionskammer zu fixieren.
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2.4 Transfektion

Die Zell - Transfektion bezeichnet eine Methode zur Einschleusung von Fremd - DNA in eine
eukaryotische Zelle, um ein zellfremdes Protein zu exprimieren. In der vorliegenden Arbeit
wurden Gliazellen und Neuronen durch Lipofectamin mit DNA transfiziert, die fiir das
modifizierte griin fluoreszierende Protein roGFP1 kodiert. Obwohl die Methode zellunspe-
zifisch ist, gelang die Transfektion fast ausschliefslich bei Gliazellen. Im Folgenden werden
sowohl roGFP1 als auch das genaue Vorgehen bei der Transfektion ndher beschrieben.

2.4.1 roGFP1

Zur Darstellung der zelluldren Redox - Verhéltnisse wurde der Vektor pEGFP-N1 (Clon-
tech, Mountain View®7 USA) verwendet, der roGFP1 exprimiert (Hanson et al. 2004).
Dieses wurde von der Arbeitsgruppe um S.J. Remington am Institut fiir Molekularbiolo-
gie der Universitidt Oregon entwickelt und uns freundlicherweise fiir die vorliegende Arbeit
zur Verfiigung gestellt.

Durch Modifikation des Wildtyp- GFPs weist roGFP1 zwei an der Oberfldche des Prote-
ins lokalisierte Cystein- Reste (147 und 204) auf (Abb.8 A). Deshalb besitzt roGFP1 zwei
Absorptionsmaxima bei 395 nm und bei 470 nm, die jeweils von den Redox - Bedingungen
innerhalb der Zelle abhdngen. Durch Oxidation bildet sich eine Disulfidbriicke zwischen
den Cysteinresten, was zu einer Konformationsinderung des Proteins fiihrt. Daraus ergibt
sich eine Verstiarkung des Absorptionsmaximums bei 395nm und eine Schwichung des
Maximums bei 470 nm. Umgekehrt verhilt es sich im reduzierten Zustand. Ist keine Disul-
fidbriicke vorhanden, absorbiert roGFP1 bei 470 nm intensiver als bei 395 nm (Hanson et
al. 2004).

Die Disulfidbriickenbildung ist durch Reduktion reversibel, weshalb roGFP1 dynamische
Messungen zuldsst. Konventionelle redoxsensitive Farbstoffe, die diesen Vorteil nicht be-
sitzen, werden irreversibel oxidiert und akkumulieren in der Zelle, sodass man lediglich
qualitative Aussagen iiber den zelluliren Redox- Status treffen kann. Die Tatsache, dass
roGFP1 iiber zwei Absorptionsmaxima verfiigt, die sich jeweils grundsitzlich gegenlaufig
gegeniiber Oxidation und Reduktion verstirken bzw. abschwéchen, erlaubt ratiometrische
Messungen. Dies schaltet iibliche Fehlerquellen wie differente Fluorophor - Konzentration,
ungleichmifige Fluorophor - Verteilung, Fluorophor - Bleichen oder Beleuchtungsinstabili-
tidten aus. Somit sind mittels roGFP1 aussagekriftige Messungen iiber das intrazelluldre
Redox - Verhalten moglich (Hanson et al. 2004; Dooley et al. 2004).
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A) B)

Cys A147 Cys A204

Oxidiert

(Absorptionsmaximum: 395 nm)

Cys A204

Cys A147 © Hy0, DTT

Reduziert

(Absorptionsmaximum: 470 nm)

S

Cys A147 Cys A204

Abb. 8 — Strukturelle Besonderheiten von roGFP1

A) Das redoxsensitive roGFP1 ist prinzipiell ein Wildtyp - GFP. Die Mutationen C48S, S147C
und Q204C bewirken die Exposition der Cysteinreste A147 und A204 auf der Oberfliche des
Proteins.

B) Durch den Redox - Zustand der Cysteinreste A147 und A204 &dndern sich die relativen Ab-
sorptionsverhéltnisse von roGFP1. Liegen intrazelluldr oxidierende Bedingungen vor, wie nach
der Applikation von HoOs, bilden die zwei Cysteinreste eine Disulfidbriicke, die eine Konfor-
mationsdnderung des Proteins herbeifiihrt. Das relative Absorptionsmaximum von roGFP1
liegt dann bei 395nm. Mit DTT koénnen intrazellular kiinstlich reduzierende Bedingungen
geschaffen werden. Die Reduktion der Disulfidbriicke 16st die Verbindung zwischen Cys A204
und Cys A147, sodass sie als separate Sulfhydrylreste vorliegen. Das relative Absorptions-
maximum von roGFP1 liegt dann bei 470 nm. [Quelle: modifiziert nach Hanson et al. 2004,
S.13049, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]
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2.4.2 Transfektion mit Lipofectamin 2000

Als relativ zuverldssiges Verfahren zum Einbringen der Vektor- DNA in die Zelle hat sich
die Transfektion mit Lipofectamin 2000 (Invitrogen®) erwiesen. Hierfiir wurden die Hirn-
schnitte ein bis vier Tage nach der Priaparation mit einer Transfektionslosung inkubiert,
die auf der Basis von Opti- MEM (Invitrogen®) hergestellt wurde. Dem Herstellerproto-
koll entsprechend, wurden zwei Ansétze mit jeweils 84 ul Opti- MEM in zwei verschiedene
Eppendorf- Reaktionsgefife pipettiert. Dem einen Ansatz wurden 4 pg (1 ug/ml) Plasmid -
DNA zugesetzt, dem anderen 1 ul Lipofectamin 2000 (0,4 %). Nach kurzer Durchmischung
und anschlieflender Ruhigstellung bei Raumtemperatur fiir 10 min, wurden die Lésungen
zusammengefiihrt, kurz manuell durchmischt und fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert.

Jeder organotypische Hirnschnitt wurde mit 30 -50 ul dieser Losung benetzt. Um zu ge-
wahrleisten, dass der gesamte Schnitt ausreichend lange von der Losung umgeben ist,
bewihrte es sich eine Bande um den Schnitt zu legen, die als Becken fungierte. Hierfiir
wurden abgeschnittene Enden von Pipettenspitzen benutzt, die iiber dem Bunsenbrenner
entgratet und entkeimt wurden. Je ein Schnitt wurde von einer Bande umgeben. Die Anzahl
transfizierter Zellen stieg deutlich durch dieses Vorgehen, da die Hirnschnitte linger von
der Losung umgeben waren. Trotz der bekannten zytotoxischen Wirkung von Lipofectamin
wurden die Hirnschnitte iiber Nacht inkubiert.

Nach durchschnittlich 12h erfolgte ein kompletter Medienwechsel. Die Transfektionsrate
war generell relativ niedrig (ca. 1 %). Weiterhin beschriankte sich die roGFP1 - Expression,
wie oben bereits erwihnt, iiberwiegend auf Gliazellen. Es ist wahrscheinlich, dass dies auf
die Transfektionsmethode mit Lipofectamin zuriickzufiihren ist. Die durch Lipofectamin in
das Zytosol eingebrachte DNA muss in den Zellkern gelangen, um transkribiert zu werden.
Wiéhrend der Mitose geschieht dies relativ leicht, da sich die Kernmembran in diesem
Zeitraum auflost. Befindet sich die Zelle hingegen in der Postmitose oder in der GO - Phase —
teilt sie sich also kaum oder gar nicht mehr — gelangt die DNA nur mithilfe bestimmter
zytoplasmatischer Interaktoren in den Zellkern (Dalby et al. 2004).

Da neuronale Mitosen postnatal im Hippokampus nur noch in einigen wenigen Regionen
stattfinden und relativ seltene Ereignisse sind (Lugert et al. 2010), wurden kaum Neuronen
transfiziert. Die transfizierten Gliazellen exprimierten roGFP1 nach 24 — 48 h, sodass bereits
am Tag nach der Transfektion Messungen méglich waren.
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2.5 Applizierte Pharmaka und Chemikalien

Tab. 1 — Ubersicht der verwendeten Pharmaka und Chemikalien

Reagenz Wirkung Gebrauchs- Losung/
konzentration Aufbewahrung
Aminotriazol (ATZ) Inhibition Katalase = 1mM 1M Lsg. in Aqua dest.;
Lagerung: -20°C
Antimycin A Komplex IIT- 20 M 20mM Lsg. in abs.
Inhibitor Ethanol; Lagerung:
-20°C
Ascorbat Antioxidans 2mM dir. Beimischung zur
Lsg.; Lagerung: - 20°C
Buthioninsulfox- Inhibition 1mM 250 mM Lsg. in Aqua
amid (BSO) Glutathionsystem dest.; Lagerung: -20°C
Cyanid (CN7) Komplex IV - 1-5mM 1M Lsg. in Aqua dest.;
Inhibitor Lagerung: -20°C
Diethyldithio- SOD - Inhibitor 50 M -2 mM dir. Beimischung zur
carbamat (DEDTC) Lsg.; Lagerung: - 20°C
H509 Oxidans 200 uM-5mM 30 % Lsg. in Aqua
dest.; Lagerung: - 20°C
Melatonin Antioxidans o0 uM dir. Beimischung zur
Lsg.; Lagerung: - 20°C
Na - Sulfit O4 - Féanger 1 mM dir. Beimischung zur
Lsg.; Lagerung: - 20°C
Stickstoff (Ng) Hypoxie 95 % No; dir. Begasung von
5% Oy ACSF anstelle von
95% O2 / 5% COq
Trolox ! Antioxidans 1 mM dir. Beimischung zur

Lsg.; Lagerung: - 20°C

14 - 6-Hydroxy - 2,5,7,8 - tetramethylchromane - 2 - carbonséure
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2.6 Losungen und Kulturmedien
2.6.1 Artifizielle zerebrospinale Fliissigkeit (ACSF)

Die wihrend der Messung fiir die Umspiilung der Hirnschnitte benutzte ACSF entspricht
chemisch dem Liquor cerebrospinalis und erzeugte somit ein physiologisches Messmilieu.
Wie oben bereits beschrieben, wurde die Temperatur der ACSF bei 37°C gehalten und der
pH von 7,4 durch konstante Begasung mit Carbogen (95 % Oy / 5% CO,) eingestellt. Die
ACSF wurde entsprechend den Angaben in Tab. 2 zusammengesetzt.

2.6.2 Priparationslosung

Fiir die Priaparationslosung wurden 9,5g HBSS (Hank‘s Balanced Salt Solution) in einem
Liter deionisiertem und aufgereinigtem Wasser gelost. Im Anschluss wurden 4 mM NaHCOj;
sowie 1 mM HEPES als pH - Puffer hinzugefiigt (siche Tab. 2).

Diese Losung wurde zur Préparation und zum Schneiden der Hippokampi sowie bei der
Vereinzelung der Hirnschnitte eingesetzt. Um hypoxische Schiden auf ein Minimum zu
reduzieren, erfolgten die oben genannten Schritte unter permanenter Kiihlung zur Ab-
senkung der metabolischen Gewebeaktivitit. Die Gebrauchslosung wurde vor Benutzung
immer durch eine Membran sterilfiltriert (Porengréfe: 0,2 ym).

Tab. 2 — Detailzusammensetzung der Medien

ACSF Wachstumsmedium Praparationsmedium
NaCl 130 mM MEM 47 ml Deionat 11
KCI13,5mM FCS 2,5ml (5%) HBSS 9,5¢
NaHyPO4 1,25 mM Glucose 5mg/ml NaHCO3 4 mM
NaHCO3 24 mM NaHCO3 0,1 mg/ml HEPES 1 mM
CaCly 1,2mM Transferrin 0,1 mg/ml
MgSO4 1,2mM L - Glutamin 30 mg/ml
Dextrose 10 mM B-27 Supplement

20 pl/ml

Penicillin - Streptomycin

100 pg/ml

2.6.3 Wachstumsmedium

Das Wachstumsmedium diente zur Nahrstoffversorgung der Zellkulturen. Im Detail wur-
den 100ml des Mediums entsprechend Tab. 2 zusammengesetzt. Der Zusatz B - 27 Supple-
ment (Invitrogen®) enthélt Wachstumsfaktoren und Antioxidantien, die das Anwachsen
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der Hirnschnitte an die Kulturmembran in den ersten zwei Tagen unterstiitzen sollten. Auf
die Beigabe des sonst iiblichen Cytosin - Arabinosid wurde verzichtet, da dieses Zytostati-
kum vor allem das Gliawachstum und somit das Anwachsen der Schnittkulturen auf der
Membran gehemmt hétte.

Da Antibiotikakonzentrationen iiber 0,08 mM die synaptische Transmission beeintrichtigen
konnen (Ritchie 1987), wurde dieser Grenzwert nicht iiberschritten. Vor allem Aminogly-
koside, wie Streptomycin, scheinen in dieser Hinsicht bedeutsam zu sein (Parsons et. al
1992).

Die Gebrauchslésung wurde, wie das Praparationsmedium, vor Benutzung durch eine Mem-

bran mit 0,2 ym grofen Poren sterilfiltriert. Wachstums - und Priparationsmedium wurden
bei 4°C gelagert.

Tab. 3 — Verwendete Substanzen und deren Hersteller

Substanz Hersteller

B-27 Supplement Invitrogen®
Fotales Bovines Serum (FBS) Biochrom®
Glucose Sigma - Aldrich®
Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) Sigma- Aldrich®
2-(4-(2-Hydroxyethyl) - 1 - piperazinyl) - Sigma - Aldrich®
ethansulfonsédure (HEPES)

Insulin Sigma - Aldrich®
L - Glutamine Invitrogen®
Lipofectamine 2000 Reagent Invitrogen®
Minimal Essential Medium (MEM) Invitrogen®
NaHCOs3 Invitrogen®
Opti- MEM Biochrom®
Penicillin / Streptomycin Calbiochem™
Transferrin Roth®
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2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Das grundlegende Messverfahren dieser Arbeit stellte die Fluoreszenzmikroskopie dar, mit
der die zelluliren Redox- Anderungen erfasst wurden. Proteinbasiertes roGFP1 ist ein
Fluorophor. Diese Stoffe sind dadurch charakterisiert, dass sie durch energiereiches Licht
einer bestimmten Wellenldnge angeregt werden kénnen und darauthin beginnen zu fluo-
reszieren. Das Jablonski- Schema (Abb.9) verdeutlicht dieses Phénomen. Ein im Grund-
zustand Sy befindliches Valenzelektron des Fluorophors absorbiert ein Photon (hv,), das
das Valenzelektron in einen hoheren energetischen Zustand (S;) versetzt. Wihrend der
Riickkehr des Elektrons auf sein Ausgangsniveau gibt es einen Teil seiner aufgenommenen
Photonenenergie in Form von emittiertem Licht wieder ab (hvg). Dieses energiedrmere,
weil langwelligere, Licht ist mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops detektier- und messbar.

Abb. 9 - Vereinfachtes Jablonski-

angeregter Zustand
Schema

1P
S 12 x Durch Absorption eines Photons (hva)
mit kurzer Wellenldnge werden freie Elek-
tronen angeregt und in einen energetisch
ol hoheren Zustand (S;) versetzt. Fallt
e hvp das Elektron kurze Zeit spiter in seinen
Grundzustand  (Sg) zuriick, emittiert
hv 4 es dabei partiell die zuvor absorbierte
Energie in Form langwelligerer Photonen

(hvp).

Grundzustand

Alle optischen Messungen wurden an einem aufrechten Fluoreszensmikroskop (Axiotech
vario, Zeiss, Oberkochen, Deutschland; Abb.10) durchgefiihrt. Das Anregungslicht ent-
stammte einer polychromatischen Lichtquelle mit Xenon Hochdrucklampe (Polychrom V,
Till Photonics, Gréfelfing, Deutschland). Die Anregung von roGFP1 erfolgte mit den Wel-
lenldngen 395 nm und 470 nm, bei einer Wechselfrequenz von 0,1 Hz.

Die Einstellung der Wellenlénge erfolgte durch ein galvanometrisch gesteuertes Gitter, das
das spektral aufgetrennte Licht durch einen diinnen optischen Schlitz projizierte (£ 15 nm
um die eingestellte Wellenlange, entsprechend der Gaufschen Wellenlingeverteilung). Ein
dichroitischer Filter (495nm) reflektierte das kurzwellige Anregungslicht durch das Ob-
jektiv (40x: Zeiss Achroplan, 0.8 NA; 63x: Zeiss Apochromat, 1.0 NA) auf die Schnitt-
kultur. Das langwellige, von den Fluorophoren emittierte Licht konnte den dichroitischen
Filter passieren. Ein Emissions - Bandpassfilter liefs lediglich die Frequenzanteile um 525 +
25nm durch, sodass weitestgehend das von roGFP1 emittierte Licht von der CCD - Kamera
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(Charge - coupled Device - Kamera, Imago QE, PCO Imaging, Kelheim, Deutschland) auf-
genommen wurde.

Dann wurde die Fluoreszens - Ratio bei 395 und 470 nm (F395/F470) bestimmt, um daraus
Riickschliisse auf den zelluldren Redox - Status zu ziehen (Funke et al. 2011). Die weite-
re Bearbeitung wurde mithilfe des Programms TILLvisION (Version 4.0.1; Till Photo-
nics) vorgenommen, das die Bestimmung selektiver Fluoreszenz - Intensitéten in festgeleg-
ten Arealen (area of interest, AOI) ermdglichte.

Xenon- Optisches Schlitz CCD- Chip
Lampe Gitter A
150 W
Kamera
Okulare
Bandpassfilter
Glasfaser ~ (525/50 nm)
~ Dichroitischer
S Filter (495 nm)
Alternierende Objektiv
2 Anregung: 40x /63x
395/470nm DA Hirnschnitt
Polychrome V Submersionskammer

Abb. 10 - Prinzip der Fluoreszenzmikroskopie

Das Licht der Xenon-Lampe wird von dem optischen Gitter gebeugt, in seine spektralen
Anteile aufgespalten und dann durch einen nachgestellten Spalt projiziert. Dadurch kann
lediglich der gewiinschte Wellenlédngenbereich passieren. Der dichroitische Filter hat die Auf-
gabe, den Lichtstrahl durch das Mikroskop auf das Préparat zu lenken. Das kurzwellige Licht
regt das Fluorophor an, welches daraufhin langwelliges Licht emittiert. Dieses Licht kann
den dichroiten Filter passieren und wird nach weiterer engerer Frequenzfilterung durch einen
Bandpassfilter auf den CCD - Chip der Kamera projiziert.
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2.8 Statistik und Datenauswertung

Die Daten dieser Arbeit wurden an den kultivierten organotypischen Hirnschnittkulturen
von insgesamt 46 Mausen erhoben.

Die Préparation der Hirnschnitte, die Kultivierung und die Messungen fanden verblindet
statt.

Samtliche Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind als Mittelwert mit der zugehorigen Stan-
dardabweichung angegeben (MW £ SD). Die Anzahl der Experimente (n) bezieht sich auf
die Anzahl der gemessenen Zellen. Folglich kénnen die Daten sowohl innerhalb einer als
auch mehrerer organotypischer Schnittkulturen erhoben worden sein. Die Signifikanzni-
veaus der Verdnderung des Redox - Status unterschiedlicher Genotypen bzw. die Reaktion
auf die Applikation spezifischer Pharmaka wurden mithilfe des ungepaarten zweiseitigen
t—Tests nach Student in Microsoft Excel® ermittelt. Die Darstellung des Signifikanznive-
aus in den Abbildungen bzw. Diagrammen wurde durch Asterisken vorgenommen:

5%-Niveau (p<0,05) — *
1%-Niveau (p<0,01) — **
0,1 %-Niveau (p<0,001) — * * *
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3 Ergebnisse

3.1 Kalibrierung des roGFP1 - Antwortbereichs in hippokampalen
Hirnschnitten

Die erste Versuchsreihe sollte die Frage beantworten, ob ein Unterschied im basalen Redox -
Status von Wildtyp - und Mecp2~¥ - Hirnschnitten besteht. Von besonderem Interesse war,
ob die in Kapitel 1.5 beschriebenen Hinweise einer verstiarkten ROS - Entstehung im Rett -
Syndrom auch mit dem konzipierten Versuchsaufbau sichtbar sind.

Um die zytosolische Konzentration von ROS in den organotypischen hippokampalen Hirn-
schnitten zu ermitteln, wurde der in Kapitel 2.4.1 beschriebene optische Redox - Indikator
roGFP1 genutzt, dessen verldssliche Antwortdynamik auf Anderungen des Redox - Status
bereits mehrfach gezeigt werden konnte (Hanson et al. 2004; Dooley et al. 2004). Auch
kommerziell erhéltlichen Redox - Sensoren, wie beispielsweise HyPer, ist roGFP1 vor allem
aufgrund seiner pH - Unabhéngigkeit iiberlegen (Weller et al. 2014). Da roGFP1 bereits in
dissoziierten Zellkulturen und organotypischen Hirnschnittkulturen von Ratten eingehend
getestet wurde (Funke et al. 2011), erschien es als geeigneter Indikator fiir die geplanten
Experimente am Maus - Hippokampus.

Das zytosolische Verteilungsmuster von roGFP1 ist dufterst homogen und schlieft auch
periphere Ausldufer der Zellen ein. Dies ermdglicht eine verlissliche Gesamtevaluation des
zelluldren Redox - Status (Abb.11). Im Zytosol liegt roGFP1, den zytosolischen Redox-
Bedingungen entsprechend, eher reduziert vor. Deshalb fallen Antworten auf oxidieren-
de Einfliisse stirker aus als auf reduzierende. Da eine absolute Bestimmung des Redox -
Potentials der Zellen mit roGFP1 nicht moglich war, wurde der Redox - Status stellvertre-
tend mit dem relativen Oxidationsgrad von roGFP1 beschrieben (Funke et al. 2011).

Abb. 11 - Zytosolische roGFP1 -
Expression einer Gliazelle

Die Verteilung von roGFP1 erfolgte
homogen im gesamten Zytosol bis in
die distalen Ausldufer. Das Bild wurde
aus 73 Fokalebenen konstruiert, die mit
einem 2- Photonen - Mikroskop aufge-
nommen wurden (63 x Objektiv, Pixel -
Grofe: 485 nm, z- Distanz: 250 nm). Der
schwarze Balken am rechten Unterand
des Bildes entspricht 10 pm.
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Dementsprechend kann man annehmen, dass der relative Redox - Status von roGFP1 im
Zytoplasma der Zelle bei 0% liegt, wenn alle roGFP1 - Komplexe reduziert vorliegen und
bei 100 % liegt, wenn sdmtliche roGFP1-Komplexe oxidiert sind (Hanson et al. 2004).
Diese zwei Extremzustidnde definieren den maximal moglichen Antwortbereich, in dem
sich die Zellantworten auf Redox - Einfliisse bewegen kénnen. Die Ermittlung der Fluores-
zenz - Intensitédt von roGFP1 unter maximaler Oxidation (5 mM HyO5) und maximaler Re-
duktion (10mM DTT) diente somit der Kalibrierung des ratiometrischen Antwortbereichs
fiir die geltenden Versuchsbedingungen (Abb. 12). Dies ermdglichte im weiteren Verlauf die
semiquantitative Einordnung des basalen Redox - Status und der Fluoreszenz- Antworten
von roGFP1 auf spezifische Drogenapplikationen (Hanson et al. 2004; Funke et al. 2011).
Fiir die Berechnung der relativen Oxidationsstufen wurde ein lineares Antwortverhalten
angenommen (Abb. 12). Da die HyO5 - und DTT - Messungen jeweils an der gleichen Zelle
vorgenommen wurden, erschien es sinnvoll, die Applikationsreihenfolge von Zelle zu Zelle
zu variieren. Dadurch sollte verhindert werden, dass die Vorbehandlung durch die erste
Droge den Effekt der zweiten Droge beeinflusst. Diese Uberlegung bestitigte sich jedoch

2,5 q
————————————————————————————————————————————————————————————————————————— - 100%
2,0 A _
F80% .2
9 =
=15 0% o
e ¢ >~
= P
F 40 % )
=10 b=
@) ! =
2 F20%
o
0 e N L 0%
0 - — — —
DTT H,0, 5 min
10 mM 5mM

Abb. 12 — Beispiel einer Kalibrierungsspur eines Mecp2~/Y - Hirnschnitts

Man erkennt die roGFP1-Ratio nach Einwaschen einer séttigenden DTT - Losung (10 mM;
3min). Diese reduzierte das zytosolische roGFP1, weshalb die Fluoreszenz- Antwort als 0%
Oxidation definiert wurde. Nach Wiedererreichen der Baseline wurde eine sattigende Do-
sis HoOg9 (5 mM; 3min) appliziert. Entsprechend der Annahme, dass dies alle zytosolischen
roGFP1-Komplexe oxidiert, wurde die Fluoreszenz- Antwort als 100 % oxidiert definiert.
[Quelle: modifiziert nach Grofer et al. 2012, S.108, mit freundlicher Genehmigung von
Elsevier©]
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nicht, da der Redox-Status widhrend der Kalibrierungsmessungen in aller Regel wieder
auf sein Ausgangsniveau zuriickkehrte, und zwar unabhéngig davon, ob zuerst DTT oder
H505 gegeben wurde. Beide Losungen bewirkten dhnliche Antwortmuster der Genotypen,
weshalb die Daten gemittelt ausgewertet wurden.

Die Applikation von HyO5 und DTT erfolgte in sdttigenden Dosen, was dazu fiihrte, dass
sich nicht alle untersuchten Zellen vollstindig erholten. In diesen Fillen wurde ggf. nur
die erste Drogengabe ausgewertet, was die unterschiedlichen Anzahlen (n) der HoO5 und
DTT-Messungen erklart. Um roGFP1 definitionsgeméf zu 100 % zu oxidieren, wurden
5mM H,0, (3min) eingewaschen. Hierbei konnten maximale Anderungen der roGFP1 -
Ratio von 1,98 0,36 (n = 22) beobachtet werden (Abb. 13). Um eine maximale Reduktion
von roGFP1 zu erzielen, wurden 10mM DTT (3 min) appliziert. Das definitionsgemé&f 0 %
oxidierte roGFP1 zeigte eine Antwort-Ratio von 0,92+ 0,11. Damit ergibt sich fiir die
gewahlten Versuchsbedingungen ein Antwortbereich der roGFP1 - Ratio von 0,81 bis 2,34
(Abb. 13).

3.2 Bestimmung der zytosolischen Redox - Baselines

Aufgrund seines Reduktionspotentials eignet sich roGFP1 gut zur Untersuchung zytoso-
lischer Redox - Bedingungen. Durch die Bestimmung des ratiometrischen Antwortbereichs
von roGFP1 durch DTT und HsO5 konnte auch der Ruhe - Redox - Status der Zellen, die
Redox - Baseline, ermittelt werden.

Grundsatzlich erfolgte die Baseline - Bestimmung vor Drogengabe, um den Redox - Status
der Zelle unverfilscht feststellen zu konnen. Eine exaktere Bestimmung des absoluten Re-
dox - Potentials wire nur mithilfe ergdnzender Messverfahren mdéglich gewesen, zum Bei-
spiel mit parallelen pH - Messungen. Dies war im Rahmen der Experimente allerdings weder
moglich noch nétig. Da keine quantitativen Messungen des Redox - Potentials durchgefiihrt
werden sollten, beschrinken sich die Aussagen iiber den Redox - Status der Zellen auf den
relativen Oxidationsgrad von roGFP1. Dieser ist ausreichend, um zuverliassige Vergleiche
zwischen Zellen, Geweben, Genotypen oder diversen Drogenapplikationen durchzufiihren.

Die mittlere Baseline - Ratio von WT - Hirnschnitten lag bei 1,26 £0,18 (n=2381) und die
von Mecp2~/¥ - Hirnschnitten bei 1,38 £ 0,33 (n=61, Abb.13B). Es zeigte sich bereits un-
ter Kontrollbedingungen ein signifikanter Unterschied (p=0,005) zwischen den Redox -
Status von WT - und Mecp2~¥- Hirnschnitten. Unter der Annahme, dass die Fluoreszenz -
Antworten linear verlaufen und in Relation zu den vorangegangenen Kalibrierungsmes-
sungen lag roGFP1 im Mittel in WT - Hirnschnitten zu 32,1 % und in Mecp2~? - Hirnschnit-
ten zu 43,3 % oxidiert vor (Abb. 13B). Der Redox - Status der Mecp2~/¥ - Hirnschnitte war
wahrend der Messungen grundsétzlich hoher, was auf eine erhohte oxidative Belastung des
Gewebes hinweist.
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Abb. 13 - roGFP1 - Kalibrierungsmessung und Ermittlung des Baseline - Niveaus
in Mecp2~/¥- und WT - Hirnschnitten

A) Dargestellt sind die jeweiligen roGFP1- Antwort- Ratios von WT- und M ecp2/Y -
Hirnschnitten auf maximale Oxidation mittels HoOo und maximale Reduktion durch DTT,
wodurch das Antwortspektrum von roGFP1 festgelegt wurde. Da die Unterschiede zwischen
Mecp2~/Y- und WT - Hirnschnitten nur geringfiigig ausfielen, wurden die Daten fiir die Ka-
librierung gemittelt und daraus der prozentuale Oxidationsgrad fiir roGFP1 errechnet. Die
Anzahl der untersuchten Zellen sind jeweils ober- bzw. unterhalb der Standardabweichung
angegeben. In der WT - und Mecp2/¥- Box zeigt der Median jeweils die durchschnittliche
Baseline - Ratio an.

B) Darstellung der roGFP1-Baseline - Ratio von WT - und Mecp2™/¥ - Hirnschnitten. So-
wohl die roGFP1 - Ratio als auch der daraus abgeleitete Oxidationsgrad sind in Mecp2™/¥-
Hirnschnitten hochsignifikant erhoht. [Quelle: modifiziert nach Grofer et al. 2012, S. 108, mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier©]

3.3 Uberpriifung der intrazelluliren Redox - Systeme
3.3.1 Simulation akuten oxidativen Stresses mit H,O,

Nach erfolgter Kalibrierung und der Feststellung eines relativ erhéhten Redox- Status in
Mecp2/¥ - Hirnschnitten war es naheliegend, das intrazellulire Redox- System weiteren
Untersuchungen zu unterziechen. Um einen Eindruck des grundsétzlichen Antwortverhal-
tens der roGFP1 - Ratio auf oxidative Belastungen beider Genotypen zu bekommen, wur-
de HyO, in einer Konzentration von 200 uM fiir 3 min eingewaschen (Abb.14 A). Durch
diese Behandlung verschob sich die roGFP1-Ratio sowohl in Mecp2 /Y- Hirnschnitten
(118,7 £42,8%; n=26) als auch in WT - Hirnschnitten (74,0 +31,6 %; n=18; Abb. 14 B)
in Richtung oxidativer Bedingungen.
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Abb. 14 — Provokation von oxidativem Stress durch 200 yM H->O-

A) Beispielspuren von Mecp2~/Y- und WT - Hirnschnitten vergleichend in einem Diagramm
dargestellt. Die Applikation von HyOs (200 uM; 3min) fithrte in Mecp2 /Y - Hirnschnitten zu
erheblich gesteigerten Fluoreszenz- Antworten von roGFP1, was einen instabileren Redox-
Status von Mecp2~/Y - Zellen vermuten lisst.

B) Prozentuale Darstellung der roGFP1-Ratio nach Applikation von 200uM HyOs.
Mecp2~/Y - Hirnschnitte zeigten im Vergleich zu WT - Hirnschnitten eine um durchschnittlich
60 % gesteigerte, d.h. mehr oxidierte, Antwort. |Quelle: modifiziert nach Grofer et al. 2012,
S.109, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]

Zwischen den roGFP1- Antworten beider Genotypen zeigten sich hochsignifikante Un-
terschiede (p < 0,001; Abb. 14B). Durchschnittlich lag die roGFP1-Ratio der Mecp2/¥-
Hirnschnitte ca. 60 % hoher als in WT - Hirnschnitten, was als Uberreaktion auf oxidativen
Stress gedeutet wurde. Die Erholung der Hirnschnitte war aber stets vollstindig und das
Baseline - Niveau wurde wieder erreicht. Dies fiihrte zu der Uberlegung, dass die zellu-
lire Redox - Balance von Mecp2~/Y- Zellen instabiler sein kénnte bzw. die intrazelluldren
Redox - Systeme weniger effektiv funktionieren. Um die Ursache der gesteigerten roGFP1 -
Ratio in Mecp2~/ - Hirnschnitten zu ermitteln, wurden gezielte Experimente zur genaueren
Untersuchung der intrazelluliren Schutzenzyme durchgefiihrt.

3.3.2 Inhibition der SOD mit DEDTC

Die SOD ist fiir die intrazelluldre Dismutation von Superoxid- Anion (05 ) in HyO und
O, zustandig und stellt somit das initiale Enzym beim ROS - Abbau dar (siehe Kap. 1.4,
Abb. 4). Die SOD wurde mit Diethyldithiocarbamat (DEDTC; 1 mM; 10 min) inhibiert.

Infolge dessen kam es zur vermehrten Akkumulation von 0O, , was zu einem Anstieg der
roGFP1-Ratio beider Genotypen in Richtung gesteigerter oxidativer Bedingungen fiihr-
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Abb. 15 — Inhibition der SOD mit DEDTC

A) Die Inhibition der SOD mit DEDTC (1mM; 10min) fiithrte in WT - Zellen zu einer in-
tensiven Verschiebung der roGFP1 - Ratio in Richtung oxidativer Bedingungen. Die relative
Mecp2~/¥ - Antwort fiel, verglichen mit der relativen WT - Antwort, geringer aus.

B) Darstellung der prozentualen Verdnderung der roGFP1-Ratio bezogen auf die jeweilige
Baseline - Ratio wihrend der SOD - Inhibition. [Quelle: modifiziert nach Groker et al. 2012,
S.109, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©)]

te (Abb. 15 A). Dabei konnte beobachtet werden, dass der relative Anstieg innerhalb der
Mecp2-/¥ - Hirnschnitte mit 11,44+7,0% (n—26) deutlich geringer ausfiel, als in WT -
Hirnschnitten, deren Oxidationsniveau durchschnittlich auf 21,7+16,7% (n=237) stieg
(Abb. 15 B). Der Unterschied war in den vorliegenden Daten hochsignifikant (p = 0,004). Es
ist daher anzunehmen, dass die Funktionsfdhigkeit der SOD durch die MeCP2 - Defizienz
beeintrachtigt bzw. die Expression vermindert ist. Nach Umwandlung von O, zu HyO,
durch die SOD, wird HyOy durch die zwei parallel arbeitenden Schutzenzyme Katalase
und Glutathionperoxidase neutralisiert (siehe Kap. 1.4, Abb.4). Die gezielte Beeinflussung
dieser Schutzenzyme sollte einen weiteren Einblick in die Regulationsmechanismen der in-
trazelluldren Redox - Homoostase gewahren.

3.3.3 Inhibition der Katalase und des Glutathionsystems

Um die beiden Enzymsysteme jeweils separat beurteilen zu kénnen, wurden Buthioninsul-
foximin (BSO) zur Inhibition des Glutathionsystems und 3- Amino-1,2,4-triazol (ATZ)
zur Inhibition der Katalase genutzt (siehe Kap. 1.4, Abb. 4). Die Akutbehandlung der Hirn-
schnitte mit BSO (1 mM; 3 min) und ATZ (1 mM; 3 min) zeigte keine Anderungen des zel-
luldren Redox - Status. Deshalb wurden die Hirnschnitte iiber Nacht mit den Substanzen
inkubiert, um die Einwirkzeit zu verlangern.
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Die mit 1mM ATZ inkubierten Hirnschnitte zeigten weder in der W'T - Gruppe noch
in der Mecp2~/¥-Gruppe einen signifikanten Baseline - Unterschied gegeniiber den unbe-
handelten Hirnschnitten (Abb.16A). Erst die Gabe von HyO, (200 xM; 3min) provo-
zierte bei ATZ-behandelten WT - Hirnschnitten, im Vergleich zu unbehandelten W'T -
Hirnschnitten, eine deutliche Antwort (113,3 + 45,1 %; n=18; p=0,012; Abb. 16 B). Fiir
Mecp2/Y - Hirnschnitte galt dies nicht. Hier war kein Unterschied zwischen inkubierten
und unbehandelten Hirnschnitten beziiglich des Antwortverhaltens auf HoO5 auszumachen
(116,8 £ 49,7 %; n =13; Abb. 16 B).

Die Inhibition des Glutathionsystems sollte Aufschluss iiber die Arbeitsweise der Katalase
geben. Nach néachtlicher Inkubation mit 1 mM BSO zeigte sich nur in W'T - Hirnschnitten
eine signifikante Verschiebung des Baseline - Niveaus hin zu erhohten oxidativen Verhélt-
nissen. Diese entsprachen in etwa der normalen roGFP1- Baseline - Ratio unbehandelter
Mecp2~/Y - Hirnschnitte (1,394 0,12; n = 11; p = 0,019; Abb. 16 A). Unter BSO - Behandlung
provozierte akuter oxidativer Stress durch HyOy (200 #M; 3 min) in beiden Genotypen si-
gnifikant verminderte Antworten im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Genotypen
(WT: 43,2434,4%; n—11; p—0,02; Mecp2~/¥: 15,84+ 7,6 %; n—17; p < 0,001; Abb. 16 B).

Wurden die Hirnschnitte mit jeweils 1 mM BSO und ATZ parallel iiber Nacht inkubiert,
entsprachen die Baseline - Niveaus ungefahr den Niveaus nach alleiniger BSO - Inkubation
(Abb.16 A). Die roGFP1 - Baseline - Ratios der WT - Hirnschnitte glichen sich den Niveaus
der Mecp2/Y - Baseline - Ratios an (1,43 £ 0,14; n — 12; p — 0,002; Abb. 16 A). Die roGFP1 -
Baseline - Ratios der Mecp2/Y - Hirnschnitte blieben unveriindert (Mecp2~/¥: 1,49 +0,19;
n=19; Abb.16 A).

Die prozentualen roGFP1 - Antworten ATZ - und BSO -inkubierter Hirnschnitten auf die
Behandlung mit HyOs (200 pM; 3min) fiel sowohl in WT - Hirnschnitten (24,54 11,4 %;
n = 12), als auch in Mecp2~/Y- Hirnschnitten (10,54 8,0 %; n = 18) signifikant niedriger aus
(p < 0,001) als die entsprechenden HoOs - Antworten unbehandelter oder ausschlieflich mit
BSO behandelter Hirnschnitte der jeweiligen Genotypen (Abb. 16 B).
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Abb. 16 — Inkubation mit ATZ und BSO

A) Die Inkubation der Hirnschnitte mit 1mM ATZ iiber Nacht fiihrte weder in Mecp2~/¥-
noch in WT - Hirnschnitten zu signifikanten Unterschieden der roGFP1 - Baseline - Ratios. Als
Referenz wurden unbehandelte Hirnschnitte hinzugezogen. Die Inhibition des Glutathionsy-
stems durch die Inkubation mit 1mM BSO iiber Nacht steigerte das Baseline - Niveau der
WT - Hirnschnitte signifikant, withrend in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten keine signifikante Veréinde-
rung registrierbar war. Das Baseline - Niveau der W'T - Hirnschnitte néherte sich unter BSO -
Inkubation dem normalen Baseline - Niveau der Mecp2~/¥ - Hirnschnitte an.

B) Mit ATZ behandelte WT - Hirnschnitte zeigten infolge der Applikation von HoOq9 (200 pM;
3min) eine signifikante Erhohung der prozentualen roGFP1-Ratio in Richtung oxidativer
Bedingungen. Bei Mecp2~/¥ - Hirnschnitten konnte kein Unterschied zwischen behandeltem
und unbehandeltemn Gewebe ausgemacht werden. Die Provokation akuten oxidativen Stresses
mit HoOg (200 uM; 3 min) fiithrte in beiden Genotypen zu verminderten Antworten, verglichen
mit unbehandelten Mecp2~/¥ - Hirnschnitten. [Quelle: modifiziert nach Groker et al. 2012,
S.110, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]
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Es konnte gezeigt werden, dass sich die roGFP1-Ratios der WT - Hirnschnitte trotz In-
kubation mit BSO und ATZ sowohl von Einzelgaben als auch von repetitiven Behandlun-
gen mit HoO, erholten und sich wieder auf das urspriingliche Baseline - Niveau einstellten
(Abb.17 A). Mecp2~/¥- Hirnschnitte konnten derartigen oxidativen Stress nicht kompensie-
ren. Repetitive HyO, - Gaben fiihrten zu irreversiblen Verschiebungen der roGFP1 - Ratio
und schienen sich ohne zellulire Gegenregulation zu addieren (Abb. 17 B). Es ist anzuneh-
men, dass die Mecp2/Y- Hirnschnitte durch die kombinierte Inhibition von Katalase und
Glutathionperoxidase ihre Fahigkeit zur Regulation des zelluldren Redox - Status verloren
haben, was auf eine schwere Beeintriachtigung der zellulidren Vitalitidt deutet.
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Abb. 17 — H205 - Applikation nach Inkubation mit ATZ und BSO

A) WT - Hirnschnitte, die mit ATZ und mit BSO (jeweils 1 mM) iiber Nacht inkubiert wurden,
zeigten nach der Applikation von 200 uM HoO4 einen langsamen Anstieg der roGFP1 - Ratio.
Nach erreichen des Peaks erholten sich die Zellen wieder und kehrten langsam zu ihrem
urspriinglichen Niveau zuriick. Die Antwort fiel wesentlich geringer aus als bei unbehandelten
Hirnschnitten.

B) Mecp2~/¥ - Hirnschnitte waren durch die zweifache Inhibition ihrer Schutzenzyme nicht
mehr in der Lage, die Belastung durch HoOo zu kompensieren. Jede HoOq - Gabe hob die
roGFP1 - Ratio auf ein hoheres Niveau, das von der Zelle nicht mehr auf das Ausgangsni-
veau zuriick reguliert werden konnte. [Quelle: modifiziert nach Grofer et al. 2012, S. 110, mit
freundlicher Genehmigung von Elsevier©]
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3.3.4 Modulation der Redox - Verhiltnisse durch Antioxidantien

Ascorbat ist ein nichtenzymatisches Antioxidans, das als Protonendonor in der Lage ist
¢O, zu reduzieren, wodurch HyO, entsteht (Padayatty et al. 2003). Somit erfiillt Ascorbat
eine dhnliche Funktion wie die SOD. Durch roGFP1 werden sowohl eO; als auch HyO»
detektiert. Letzteres stellt allerdings die wesentlich stabilere Verbindung dar und wird
deshalb eindeutiger identifiziert (Funke et al. 2011)(siehe Kap. 1.4, Abb.4).

Die Gabe von 2mM Ascorbat iiber 3min diente dazu, die vermutete Dysfunktion der
SOD in Mecp2~/Y-Hirnschnitten differenzierter zu untersuchen. Wie erwartet, steigerte
die kurzzeitige Gabe die roGFP1-Ratio eminent. Die prozentualen roGFP1 - Antworten
der Mecp2~/¥ - Hirnschnitte (76,9 & 45,5 %; n — 14) lagen hierbei hochsignifikant (p < 0,001)
tiber denen der WT - Hirnschnitte (31,1 +22,3%; n=16; Abb. 18).

Trolox ist ein wasserlosliches Vitamin E - Derivat. Da es stark antioxidativ wirksam ist,
wurde mithilfe von Trolox versucht, die intrazelluldre roGFP1 - Baseline - Ratio zu senken.
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Abb. 18 — Externe Modulation der Redox - Verhiltnisse mit Ascorbat und der
Parallelapplikation von Ascorbat und Trolox

A) Die Applikation von Ascorbat (2mM; 3min) fiihrte offenbar dazu, dass in beiden Geno-
typen instabiles #0O; in das stabilere und besser detektierbare HoO9 umgewandelt wurde. Die
roGFP1 - Antworten fielen in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten hochsignifikant stéirker aus.

B) Die gleichzeitige Gabe von 1 mM Trolox und 2mM Ascorbat (3 min) konnte die Antwort-
intensitdt von roGFP1 in beiden Genotypen etwas verringern. Der Antwortgradient zwischen
den beiden Genotypen blieb aber weiterhin bestehen. [Quelle: modifiziert nach Grofker et al.
2012, S.109, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]
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Wiéhrend der ersten Experimente wurde die akute Behandlung der Hirnschnitte mit 1 mM
Trolox iiber 15min vorgenommen (n=38). Die alleinige akute Troloxgabe fiihrte zu kei-
nem Effekt. Allerdings zeigte die Parallelapplikation von 1 mM Trolox mit 1 mM Ascorbat
(3min), dass Trolox offenbar in der Lage ist, die starke roGFP1- Antwort auf Ascorbat in
WT - Hirnschnitten um 46 % (16,8 +£12,1; n — 15; p — 0,036) und in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten
um 40,6 % (45,7+27,3%; n=14; p=0,037, Abb. 18 B) abzuschwichen. Zwischen beiden
Genotypen blieb der Unterschied beziiglich der Antwortintensititen auf Ascorbat auch
wahrend der Parallelgabe von Trolox bestehen.

Wie oben beschrieben zeigte die Akutgabe von Trolox, abgesehen von der Kombinati-
on mit Ascorbat, keinen Effekt. Deshalb wurden die Hirnschnitte iiber Nacht mit Trolox
(1mM) inkubiert, um zu iiberpriifen, ob Trolox einer ldngeren Einwirkzeit bedarf. Dies
fithrte zu einer signifikante Abnahme der roGFP1 - Baseline - Ratio in Relation zu den un-
behandelten Hirnschnitten der jeweiligen Genotypen von 18,8 % (1,12 +£0,09; p=0,004;
n—15) in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten und von 15,1 % (1,07 £0,09; p < 0,001; n —12) in WT -
Hirnschnitten. Die Baseline der Mecp2~/¥ - Hirnschnitte pegelte sich unter Troloxbehand-
lung in etwa auf dem Niveau Trolox - behandelter WT - Hirnschnitte ein (Abb. 19 A; vgl.:
rot gestrichelte Linie). Somit konnte der Baseline - Unterschied zwischen den Genotypen
durch die Trolox - Behandlung aufgehoben werden.

Die Reizung Trolox-inkubierter Hirnschnitte mit HoOo (2004M; 3min) fiihrte zu einer
Verminderung der Antwortintensitéit in Mecp2~¥ - Hirnschnitten. WT - Hirnschnitte zeigten
einen Anstieg der roGFP1-Ratio um 80,1 £63,4 % (n = 8) und Mecp2~/¥ - Hirnschnitte von
101,8+£36,5% (n =15) (Abb. 19 B). Somit fiel auch bei diesen Experimenten der zwischen
unbehandelten Hirnschnitten beider Genotypen bestehende Antwortgradient auf oxidativen
Stress mit HyOo weg (Abb. 19B; vgl.: rot gestrichelte Linie).

Melatonin (N -acetyl-5-methoxytryptamin) gilt als eines der stérksten Antioxidantien,
da es in der Lage ist bis zu zehn verschiedene ROS zeitgleich zu neutralisieren (Hodgkin
1959). Um die Wirkung von Melatonin auf die toGFP1 - Baseline in WT - und Mecp2/9 -
Zellen zu untersuchen, wurden Hirnschnitte beider Genotypen iiber Nacht mit 50 uM Me-
latonin inkubiert. Wahrend der anschlieffenden Messungen konnte eine leichte Absenkung
der roGFP1 - Baseline in beiden Genotypen beobachtet werden. In Mecp2+Y - Hirnschnitten
sank die roGFP1- Baseline um durchschnittlich 10,9% (1,23+0,11, n=19, p=10,045),
in WT - Hirnschnitten um 7,9% (1,16 £0,11, n=19, p=0,043 Abb.19A). Die roGFP1 -
Antworten der Hirnschnitte auf die Applikation von HyOs (200 uM; 3 min) &nderten sich
durch die Inkubation mit Melatonin jedoch nicht (Abb.19B).
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Abb. 19 — Externe Modulation der Redox - Verhiltnisse durch Inkubation
mit Trolox und Melatonin

A)Die Inkubation der Hirnschnitte tiber Nacht mit Trolox (1mM) oder Melato-
nin (50 uM) fiithrte zu einer Absenkung der roGFP1- Baselines in beiden Genotypen.
Die Behandlung der Hirnschnitte mit Trolox hob den Baseline - Unterschied zwischen
Mecp2~/¥- und WT - Hirnschnitten auf (rot gestrichelte Linie).

B) Die roGFP1- Antworten auf oxidativen Stress mit HyO2 (200 uM; 3min) wurden
durch die Inkubation mit Trolox oder Melatonin nur geringfiigig beeinflusst. Lediglich bei
Mecp2~/Y - Hirnschnitten fiihrte Trolox zu einer leichten Dampfung. [Quelle: modifiziert
nach Grofer et al. 2012, S.110, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]
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3.4 Storung der mitochondrialen Funktion

Die folgenden Experimente widmeten sich der Blockade einzelner Atmungskettenkomplexe.
Es sollte festgestellt werden, welchen Einfluss die gezielte Beeintrachtigung der mitochon-
drialen Funktion und der damit verbundenen veridnderten endogenen ROS - Bildung auf
den zytosolischen Redox- Status von Mecp27/¥- und WT - Hirnschnitten hat. Simtliche
Manéver zur Modulation der endogenen ROS - Bildung oder des ROS - Abbaus fiihrten zu
deutlich kleineren Anderungen der roGFP1 - Ratio als die direkte Applikation von starken
Oxidantien (H2O2) oder Reduktionsmitteln (DTT).

Stickstoff (Nj) wurde anstelle von Oy zur Begasung der ACSF -Losung verwendet,
um ein sauerstoffarmes Zellmilieu zu erzeugen. Zur Untersuchung der intrazelluliren Re-
dox - Status unter anoxischen Bedingungen wurde ACSF mit einem Gemisch aus Ny /CO,
(95 %/5 %) begast und mit 1 mM Na- Sulfit versetzt. Na- Sulfit ist in der Lage verbliebenen
Sauerstoff aus der Losung zu binden und so den Schweregrad der induzierten Hypoxie zu
maximieren (Macagno 1980). Mit dieser sauerstoffarmen Losung wurden sowohl WT - als
auch Mecp2~/¥-Hirnschnitte fiir § min behandelt, um eine Anoxie zu induzieren.
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Abb. 20 - St6rung des mitochondrialen Metabolismus durch Ny

A) Beispielspur zur Induktion einer schwerwiegenden Hypoxie durch Sauerstoffentzug mit
N3 /COgq-begastem ACSF und dem Zusatz des Og-Fangers Na-Sulfit (1 mM; 8min). Der
Abfall der roGFP1- Ratio war in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten signifikant stérker.

B) Durch die induzierte Anoxie verschiebt sich in beiden Genotypen die prozentuale
roGFP1-Ratio in Richtung reduzierter Redox - Verhiltnisse. Wahrend die Antwort der WT -
Hirnschnitte eher moderat ausfiel, zeigten Mecp2~/Y - Hirnschnitte eine signifikante Baseline -
Verschiebung. [Quelle: modifiziert nach Grofer et al. 2012, S. 111, mit freundlicher Genehmi-
gung von Elsevier©]
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In beiden Genotypen fithrte diese Behandlung zu einem Abfall der roGFP1 - Ratio, da
die Mitochondrien ohne kontinuierliche O, - Zufuhr weder ATP noch ROS generieren kon-
nen (Abb.20A). Der Abfall der Mecp2~/¥-roGFP1 - Ratio um knapp 4,9+2,3% (n=11)
fiel — verglichen mit dem Abfall der roGFP1-Ratio in WT - Hirnschnitten um 3,2 +1,4%
(n—15) — signifikant stirker aus (p —0,025; Abb. 20 B).

Dies bestitigte die Annahme, dass die Mecp2~/Y - Hirnschnitte grundsétzlich erhéhten oxi-
dativen Bedingungen ausgesetzt sind und dass Mecp2~/Y- Mitochondrien vermutlich ver-
starkt ROS freisetzen. Nach der Reoxygenierung kehrten die Baselines beider Genotypen
nur sehr langsam wieder auf ihr Ausgangsniveau zuriick (Abb. 20 A).

Cyanide (CN7) sind, wie Azide, Kohlenmonoxid und Schwefelwasserstoff, in der Lage,
die O, - Bindungsstelle im aktiven Zentrum der Cytochrom-c-Oxidase (Komplex IV der
Atmungskette) zu inhibieren (sieche Kap. 1.4, Abb.4). Dadurch wird der Elektronenfluss
zwischen den Komplexen unterbrochen und die Zellatmung kommt zum Erliegen (Stannard
und Horecker 1948). Hirnschnitte beider Genotypen wurden mit einer CN™~ - Losung (1 mM;
3min) behandelt um die Atmungskettenfunktion zu beeintrachtigen. Allerdings fithrte dies
zu sehr uneinheitlichen Antworten.
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Abb. 21 - Stérung des mitochondrialen Metabolismus durch CN™

A)Um einheitliche roGFP1 - Antworten auf die Behandlung mit CN~ zu erhalten, wurde
zuvor eine hypoxische Episode mit Ny (10min) induziert. Die Pfeile markieren den Beginn
der Nj - induzierten Hypoxie.

B) Die Verabreichung von CN~ (1 mM; 3 min) im Anschluss an die hypoxische Episode fiihrte
kurzzeitig zu einer Verschiebung der prozentualen roGFP1 - Ratio in Richtung oxidativer Ver-

hiltnisse. In Mecp2™/Y - Hirnschnitten fiel diese deutlicher aus als in WT - Hirnschnitten. [Quel-
le: modifiziert nach Grofer et al. 2012, S. 111, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]

46



Ergebnisse

Als zugrunde liegende Ursache dieser inhomogenen Antworten wurden zwei Moglichkeiten
diskutiert. Zum einen kam eine direkte Interaktionen zwischen CN~ und den SH - Gruppen
von roGFP1 in Betracht, was zu einer direkten Beeinflussung der roGFP1 - Ratios gefiihrt
hétte (Jocelyn 1972). Zum anderen erschien auch die Maskierung der CN~ - Antworten
durch einen verhdltnisméfig zu hohen zytosolischen Redox - Status als plausible Erklarung.
Deshalb wurde eine Versuchsreihe unternommen, in der CN~ erst nach transienter Hypo-
xie durch Sauerstoffentzug (No/COs - begastes ACSF versetzt mit 1 mM Na- Sulfit; 10 min)
appliziert wurde. Unter diesen stirker reduzierten intrazellulairen Bedingungen fiihrte die
Gabe von CN~ (1 mM; 3min) tatsdchlich zu einer leichten Steigerung der roGFP1 - Ratio
(Abb. 21 A). Die prozentuale roGFP1- Antwort fiel in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten (3,5 42,4 %,
n = 10) deutlicher aus, als in WT - Hirnschnitten (1,5 + 1,1 %, n =10, p=10,023, Abb. 21 B).
Dies spricht fiir eine erhohte Anfilligkeit der Mecp2~/¥ - Hirnschnitte gegeniiber mitochon-
drialen Beeintriachtigungen.

Antimycin A ist ein Antibiotikum, das von Streptomyceten produziert wird. Es bindet
an der Ubichinon - Bindestelle der Cytochrom -c¢-Reduktase (Komplex IIT) und blockiert
somit die Elektroneniibertragung von Coenzym Q auf Cytochrom ¢ (Potter und Reif 1952;
Huang et al. 2005)(siche Kap 1.4, Abb. 4). Dadurch wird die Zellatmung gehemmt, weil die
ATP - Synthase (Komplex V) sekundér zum Erliegen kommt.
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Abb. 22 — Stérung des mitochondrialen Metabolismus durch Antimycin A

A) Die pharmakologische Inhibition von Komplex ITT durch Antimycin (20 xM; 10 min) fiithrte
vor allem in Mecp2~/¥ - Hirnschnitten zu einem deutlichen Anstieg der roGFP1 - Ratio.

B) In Mecp?2 */Y - Hirnschnitten verschob sich die prozentuale roGFP1 - Ratio in Richtung oxi-
dativer Bedingungen. WT - Hirnschnitte zeigten nur einen geringfiigigen Anstieg. [Quelle: mo-
difiziert nach Grofer et al. 2012, S.111, mit freundlicher Genehmigung von Elsevier©]
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Da der Elektronentransport unterbrochen wird, kommt es zu einer Elektronenakkumulation
und zur Reduktion sémtlicher Atmungskettenkomplexe vor dem Block. Die Komponenten
dahinter liegen, wie oben bereits beschrieben, oxidiert vor (siehe Kap. 1.4, Abb. 4).

Um die Befunde der CN™ - Versuche noch einmal zu validieren und um den schwer interpre-
tierbaren roGFP1 - Antworten durch CN™ aus dem Weg zu gehen, wurde eine weitere Ver-
suchsreihe mit Antimycin A (204M; 10 min) unternommen. Die Behandlung zeigte in bei-
den Genotypen einen Anstieg der oGFP1-Ratio (Abb.22 A). In Mecp2~/¥- Hirnschnitten
war der Anstieg mit 6,4 +4,7% (n=09) deutlicher als in WT - Hirnschnitten (2,3+ 2,3 %,
n—12; p=0,016; Abb.22B). Dieses Ergebnis erhéirtete den Verdacht, dass die Blockade
der Mecp2/Y - Mitochondrien zu einer gesteigerten ROS - Entstehung fiihrt und der zytoso-
lische Redox - Status grundsitzlich stiirker oxidiert vorliegt, da die Mecp2~/¥ - Hirnschnitte
die Antimycin - Behandlung nur schlecht kompensieren konnten. Zugleich bestatigte dies die
CN~ - Ergebnisse, die bereits eine vulnerable Redox - Balance der Mecp2~/¥-Hirnschnitte
suggerierten.
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4 Diskussion

4.1 Erhohte Baseline - Level in Mecp2~/Y - Schnittkulturen

Bereits mehrere Publikationen konnten darstellen, dass das Rett- Syndrom mit erhhtem
oxidativen Stress verbunden ist, da indirekte Hinweise einer vermehrten ROS - Entstehung
gefunden wurden (de Felice et al. 2012; Miiller und Can 2014) (siehe Kapitel 1.2.1). Al-
lerdings ist es bisher weder gelungen, die zugrunde liegende Ursache zu finden, noch die
erh6hten Redox - Level direkt dynamisch darzustellen.

Anfang der 1990er Jahre wurden morphologische Auffilligkeiten der Mitochondrien (Arm-
strong 1992) sowie erhohte Blut- und Liquorlaktatwerte bei Rett - Patientinnen festgestellt
(Matsuishi et al. 1992; Lappalainen und Riikonen 1994; Haas und Selbach 2000). Diese Be-
funde lieferten erste Hinweise fiir eine offensichtliche Beteiligung der Mitochondrien an der
Pathophysiologie der Erkrankung. Konkrete molekulare Korrelate wurden allerdings erst
durch Expressionsanalysen von isolierten Mitochondrien aus den Gehirnen von Mecp2~/¥ -
Mausen entdeckt (Kriaucionis et al. 2006). Neben verdnderten Expressionsmustern der
Cytochrom - ¢ - Oxidase konnte gezeigt werden, dass diese Mitochondrien — im Vergleich zu
gesunden Mitochondrien — einen héheren Sauerstoffverbrauch aufweisen. Weiterhin konnte
ein gesteigerter Elektronentransfer iiber die innere Membran der Atmungskette festge-
stellt werden. Vor diesem Hintergrund wurde die Hypothese formuliert, dass die Defizienz
von MeCP2 zu einem Leck in der inneren Mitochondrienmembran fiihrt, das mit einer
kompensatorisch erhéhten metabolischen Aktivitdt der Mitochondrien ausgeglichen wird
(Kriaucionis et al. 2006).

Tatsichlich ergaben jiingere Untersuchungen des Hippokampus von neonatalen Mecp2~/¥ -
Tieren erhohte ATP - Werte und einen gesteigerten ATP - Umsatz (Toloe et al. 2014). Die
ATP - Level akuter Hippokampusschnitte adulter Tiere zeigten unter Ruhebedingungen kei-
nen Unterschied zwischen den zwei Genotypen (Mecp2/? und WT), sodass anzunehmen ist,
dass es zu einem reaktiv erhohten Umsatz der Atmungskette von Mecp2~/Y - Mitochondrien
kommt, um das Protonenleck zu kompensieren (Fischer et al. 2009). Niahere Untersuchun-
gen der Mecp2”/Y- Mitochondrien mit dem Fluoreszenz - Farbstoff Rh123 zeigten, dass die
Mitochondrien offenbar auch weniger stark polarisiert sind. Auch dieses Ergebnis spricht
fiir die Protonenleck - These, da der gesteigerte Ubertritt von Protonen iiber die innere
Mitochondrienmembran zu einer Erniedrigung des Membranpotentials fithrt (Grofer et al.
2012).

Da das Ausmafs der Entstehung von ROS mafigeblich von der Atmungskettenaktivitit ab-
hiingt, lag die Uberlegung nahe, dass ein kompensatorisch erhéhter Umsatz der Mitochon-
drien zu einem erhohten Redox - Status der betroffenen Zellen fiihren miisste. Experimen-
te, die die FAD /NADH - Autofluoreszenz in akuten hippokampalen Hirnschnitten juveniler
und adulter Tiere untersuchten, bestitigten diese Annahme, da die Redox- Aquivalente
der untersuchten Mecp2~¥- Hippokampusneurone verstirkt oxidiert vorlagen (Grofser et
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al. 2012). An diesem Punkt kniipften die Experimente der vorliegenden Arbeit an. Um den
intrazelluldren Redox - Status weitreichender untersuchen zu kénnen, wurden hippokampa-
le Schnittkulturen von WT - und Mecp2~¥ - Mausen mit roGFP1 transfiziert. Bereits wih-
rend der Kalibrierungsmessungen von roGFP1 unter Ruhebedingungen zeigten sich signi-
fikante Unterschiede der Redox - Baselines zwischen WT - und Mecp2 /Y - Schnittkulturen.
Durchschnittlich lag 1oGFP1 in Mecp2~/¥ - Zellen zu rund 35% stirker oxidiert vor als in
WT - Zellen.

Da die Detektion von ROS durch roGFP1 auf der Oxidation bzw. Reduktion zweier Disul-
fidreste basiert, die abhingig vom intrazellularen Redox - Status Disulfidbriicken ausbilden
bzw. 16sen, kann davon ausgegangen werden, dass sich roGFP1 komplett in den vorherr-
schenden ROS - Metabolismus integriert und sowohl die Pufferungs- als auch die Signal-
eigenschaften anderer redoxsensitiver Proteine widerspiegelt (Dooley et al. 2004; Hanson
et al. 2004; Funke et al. 2011). Infolgedessen kann man annehmen, dass auch andere redox-
sensitive Proteine im Mecp2~¥ - Hippokampus, ebenso wie roGFP1, Aktivititsinderungen
unterliegen, da sie genauso iiber SH - Gruppen Redox - moduliert werden.

Zytosolische Redox - Veranderungen modulieren verschiedene Ionenkanédle und Rezeptoren
und haben somit einen kritischen Einfluss auf die neuronale Erregbarkeit (siche Kapitel
1.3). Dies schlieft unter anderem Ionenkanile ein, die an der Generierung des Aktionspoten-
tials beteiligt sind. So zeigte sich, wie oben bereits beschrieben, dass spannungsgesteuerte
Na'-Kanile (Hammarstrom und Gage 2000) und K* - Kanéle (Miiller und Bittner 2002)
sowie NMDA - Rezeptoren (Aizenman et al. 1989) und GABA 4 - Rezeptoren (Sah et al.
2002) redoxsensitiv sind.

Auch die zelluldre Kalzium - Homoostase hiangt, wie oben bereits beschrieben, iiber meh-
rere redoxsensitive Proteine vom intrazelluliren Redox-Status ab. Bedeutende Beispiele
sind spannungsabhingige Ca?'-Kanile (Todorovic et al. 2001), Ryanodin- sowie IP3-
Rezeptoren (Hidalgo et al. 2004; Gerich et al. 2009), die endoplasmatische Ca*" - ATPase
SERCA und der Na™/Ca?* - Austauscher (Kuster et al. 2010). Eben diese Kalzium - Signal-
wege beeinflussen auch mafgeblich die dentritische Plastizitat (Nakamura et al. 2002; Li
et al. 2004).

Die gestorte synaptische Plastizitdt beim Rett - Syndrom wird als wesentlicher Einflussfak-
tor der intellektuellen Beeintrachtigungen der Patientinnen diskutiert (Asaka et al. 2006).
Vor diesem Hintergrund stellt die Redox-Imbalance der Mecp2~¥ - Hippokampi, die un-
ter Umsténden eine konsekutive Fehlregulation des intrazelluldren Kalzium - Haushalts be-
dingt, einen moglichen Erklarungsansatz der bisher unverstandenen Pathophysiologie des
Rett- Syndroms dar. Entscheidend kénnte vor allem sein, dass die Redox- Anderungen
bereits bei neonatalen Tieren, also in der prasymptomatischen Phase, nachweisbar sind.
Somit handelt es sich um frithe Verdnderungen, die zum weiteren Krankheitsverlauf bei-
tragen und/oder diesen vorantreiben kénnten.
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4.2 Funktionalitat der intrazellularen Redox - Systeme

Als Ursachen fiir das grundsitzlich erhdhte Redox- Level in den untersuchten Mecp2/¥-
Zellen wurde eingangs die Moglichkeit einer insuffizienten Atmungskette diskutiert. Da
erhdhte ROS - Konzentrationen auch durch einen verminderten ROS - Abbau erklart werden
kénnen, war die Funktion der intrazelluliren Kompensationsmechanismen fiir oxidativen
Stress in Mecp2~/¥- M#usen von hohem Interesse fiir die Untersuchungen.

Die Inhibition der SOD durch DEDTC fiihrte dazu, dass sowohl in Meep2~/Y- als auch in
WT - Schnittkulturen eine Verschiebung des Redox - Potentials in Richtung erhéhter oxida-
tiver Bedingungen stattfand. Der relative Anstieg des Redox - Potentials war in Mecp2~/¥ -
Schnittkulturen signifikant niedriger als in W'T - Hirnschnitten, was eine verminderte SOD -
Aktivitdt unter Kontrollbedingungen vermuten lésst. Diese Minderaktivitit wére theore-
tisch damit zu erkldren, dass die SOD, bedingt durch die MeCP2- Defizienz, eventuell
strukturell verédndert ist und folglich nicht adaquat funktioniert. Weiterhin wére eine Min-
derexpression der SOD in Mecp2~/¥- Hirnschnitten denkbar, was mit fritheren Untersu-
chungen von Rett - Patientinnen korrespondiert, bei denen eine erniedrigte Konzentration
der erythrozytiren SOD festgestellt wurde (Sierra et al. 2001).

Hinweise fiir eine erhohte extramitochondriale ROS - Produktion wurden im Rahmen wei-
terfithrender Untersuchungen durch andere Mitglieder der Arbeitsgruppe nicht gefunden.
Es zeigte sich sogar, dass die Anderungen des Redox - Status nach Inhibition der NADPH -
Oxidase und der NO- Synthase in Mecp2~/Y-Hirnschnitten geringer ausfielen (Grofer et
al. 2012; Hirt 2014). Anschliefende qPCR - Analysen zeigten eine moderate Hochregulati-
on der SOD1, was ebenfalls als zellulirer Kompensationsmechanismus interpretiert werden
konnte, um dem chronisch erhéhten Redox - Level bzw. der verminderten SOD1 - Aktivitét
entgegenzuwirken (Grofer et al. 2012). Im Anschluss an die SOD wurden die sequentiell
nachgeschalteten HyO; - eliminierenden Enzyme Katalase und Glutathionperoxidase unter-
sucht.

Vorausgegangene Publikationen zeigten, dass beide Enzymsysteme unterschiedliche K,, -
Werte aufweisen und dementsprechend bei verschiedenen HyO5 - Konzentrationen ihre halb-
maximale Geschwindigkeit erreichen. Der K,,- Wert von Glutathion liegt demnach bei
5mM und ist somit wesentlich niedriger als der K,,, - Wert von der Katalase, der bei 1,1 M
liegt (Masaki et al. 1998). Somit ist anzunehmen, dass dem Gluthationsystem die tragende
Rolle bei der Einstellung der basalen Redox - Verhéltnisse zukommt, wohingegen die Ka-
talase eher Spitzen oxidativen Stresses abfingt (Masaki et al. 1998). Da beide Systeme
parallel arbeiten, musste jeweils ein Enzym blockiert werden, um die Funktionalitit des
anderen zu beurteilen. Die Inkubation der Hirnschnitte mit BSO sollte eine Suppression
des Glutathionsystems bewirken.

Es zeigt sich, dass die WT - Baseline nach néachtlicher Inkubation mit BSO um ca. 30%
stieg und somit den Redox-Status unbehandelter Mecp2~¥-Hirnschnitte erreichte. Die
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Inkubation von Mecp2/Y - Hirnschnitten mit BSO fiihrte zu keiner signifikanten Verschie-
bung der Baseline im Vergleich zu unbehandelten Mecp2/Y- Hirnschnitten. Daraus lisst
sich ableiten, dass das Glutathionsystem im Mecp2~¥ - Hippokampus von vornherein nicht
addquat funktioniert, da die Inhibition des Enzyms wirkungslos bleibt. Somit lisst sich in
WT - Zellkulturen der gesteigerte Ruhe - Redox - Status von Mecp2~¥ - Hirnschnitten repro-
duzieren. Verminderte Glutathionkonzentrationen wurden bereits in einer neuropathologi-
schen Einzelfalluntersuchung einer Rett - Patientin im Jahr 1987 dokumentiert. In dieser
Publikation wurde erstmals der Zusammenhang zwischen Rett-Syndrom und oxidativem
Stress hergestellt (Sofic et al. 1987).

Die Antworten auf kiinstlichen oxidativen Stress durch H,Os fielen nach BSO - Behandlung,
verglichen mit nicht inkubierten Hirnschnitten, bei beiden Genotypen vermindert aus. Die-
se Beobachtung wurde bereits an Ratten - Hippokampi gemacht (Funke et al. 2011) und
konnte fiir eine Beeintriichtigung der zelluliren Uberlebensfihigkeit durch die Inhibition
der Glutathionperoxidase sprechen. Auch eine kompensatorische Uberexpression der Ka-
talase konnte theoretisch zu verminderten Fluoreszenz- Antworten auf oxidativen Stress
fithren, was aufgrund der relativ langen Inkubationszeit mit BSO einen durchaus plausi-
blen Erklarungsansatz darstellt.

Die Hemmung der Katalase durch ATZ fiihrte bei keinem der beiden Genotypen zu ei-
ner Anderung der Ausgangs- Baselines, was entsprechend ihrer Funktion als spitzenglit-
tendes Enzym auch nicht zu erwarten war. Allerdings reagierten ATZ-inkubierte WT -
Hirnschnitte mit deutlich erhohten Fluoreszenz - Antworten auf kiinstlich provozierten oxi-
dativen Stress durch H,O,. Die Antwortintensitit entsprach dem Fluoreszenz- Niveau
unbehandelter Mecp,?'/y—Hirnschnitte auf die selbe Dosis HyO,. Da ATZ in Mecp?'/y—
Hirnschnitten keine Anderungen bewirkte, scheint die Katalaseaktivitit in Mecp2 /Y- Hip-
pokampi ebenfalls beeintriachtigt zu sein.

Die Parallelinkubation der Schnittkulturen mit BSO und ATZ wurde von beiden Geno-
typen nicht toleriert. Die Kulturen wurden offensichtlich essentiell geschidigt und konnten
kiinstlich generierten oxidativen Stress nicht mehr addquat kompensieren.

4.3 Modulation der intrazellularen Redox- Verhaltnisse

Nachdem die Kalibrierungsmessungen ein erhéhtes Redox- Niveau gezeigt hatten, stell-
te sich die Frage, ob es eine Moglichkeit gibt, die ROS-Konzentration der Mecp2~/¥-
Hirnschnitte auf das Niveau von Wildtyp - Hirnschnitten herunterzukorrigieren und somit
pharmakologische Interventionsmdoglichkeiten zu schaffen.

Die Applikation von Ascorbat fiihrte zu einem Anstieg der roGFP1-Ratio in beiden Geno-
typen. Die prozentuale roGFP1- Antwort fiel in Mecp2~? - Hirnschnitten mit einer Steige-
rung um 76,9 + 45,5% wesentlich intensiver aus als in WT - Hirnschnitten, deren roGFP1 -
Antwort sich lediglich um 31,1 4 22,3% steigerte. Ascorbat iiberfiihrt Hydroxydradikale in
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das wesentlich stabilere HyO, und hat somit eine dhnliche Funktion wie die SOD. Auf-
grund seiner Stabilitit und relativ langen Lebenszeit (Pryor 1986) wird HyOy von roGFP1
besser detektiert als bspw. das hochreaktive Hydroxydradikal. Somit unterstreichen die
roGFP1 - Antworten der Mecp2~/Y - Hirnschnitte das gesteigerte ROS - Aufkommen. Ernied-
rigte Ascorbat - Konzentrationen im neuronalen Gewebe von Rett - Patientinnen wurden
bereits beschrieben (Sofic et al. 1987). Vor dem Hintergrund einer dysfunktionalen SOD
im Rett - Syndrom ist es denkbar, dass das Gehirn von Rett - Patientinnen vermehrt Ascor-
bat verbraucht, um die SOD - Dysfunktion und die erhéhten ROS - Konzentrationen zu
kompensieren.

Ein vielversprechendes Ergebnis lieferten die Inkubationsversuche mit Trolox. Mithilfe
des antioxidativ hochwirksamen Vitamin E - Derivates gelang es, die erhdhte Baseline -
Fluoreszenz in Mecp2/¥ - Hirnschnitten auf das Niveau von WT - Hirnschnitten herunter-
zuregulieren. Auch gegeniiber kiinstlich appliziertem oxidativem Stress mit 200 uM H5O5
zeigten sich die Mecp2~/Y - Hirnschnitte resistenter und kompensierten die Provokation bes-
ser. In - vitro - Experimente an akuten hippokampalen Hirnschnitten konnten bereits zeigen,
dass Trolox erfolgreich die neuronale Hyperexzitabilitit der Mecp2~¥ - Hirnschnitte dampft.
Weiterhin verbesserte sich die Hypoxietoleranz der Hirnschnitte und die Plastizitat der
Synapsen normalisierte sich (Janc und Miiller 2014). Es wére folglich von Interesse, ob
eine postnatale Behandlung mit Trolox die Symptome der MeCP2 - Defizienz in einem In -
vivo - Experiment lindern kann und somit eine potentielle Pharmatherapieoption darstellt.
Derartige systemische Untersuchungen werden bereits am Mausmodell durchgefiihrt und
scheinen die Wirksamkeit von Trolox auch auf systemischer Ebene bei den Rett- M&usen
zu bestitigen (Janc 2015; Janc et al. 2015).

Die Inkubation der Hirnschnitte mit dem Hypophysenhormon Melatonin fiihrte ebenfalls zu
moderaten Absenkungen des Ruhe - Redox - Niveaus bei beiden Genotypen. Der Effekt war
in Mecp2/Y- Hirnschnitten mit rund 11% Absenkung gegeniiber 8% in WT - Hirnschnitten
etwas deutlicher zu beobachten. Melatonin gilt als eines der starksten natiirlich vorkommen-
den Antioxidantien, da es in der Lage ist bis zu zehn verschiedene reaktive Sauerstoffspezies
zu neutralisieren (Tan et al. 2007). In seiner Eigenschaft als hormoneller Regulator der zir-
kadianen Rhytmik zeigte Melatonin bereits in mehreren klinischen Studien einen positiven
Einfluss auf die Gesamtsymptomatik des Rett-Syndroms (Rossignol und Frye 2011), da
es den Patientinnen hilft, nachts durchzuschlafen. Somit wirkt sich Melatonin unter Um-
stdnden sogar auf mehreren Ebenen giinstig auf die Syptomatik des Rett - Syndroms aus.

4.4 Storung der mitochondrialen Funktion

Die Beeintrachtigung der mitochondrialen Funktion der Atmungskette &uferte sich bei
beiden Genotypen unterschiedlich. Der Entzug von O, durch die Begasung von ACSF mit
Ny fiihrte bei beiden Genotypen zu einem Abfall des intrazelluliren Redox - Status. Al-
lerdings war der Abfall in Mecp2~/¥- Hirnschnitten signifikant stirker, was aufgrund des
prinzipiell erhéhten Baseline- Levels und der offenbar gesteigerten Mitochondrienaktivitét
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auch zu erwarten war. Das prihypoxische Niveau wurde nach Oxygenierung blof langsam
wieder erreicht. Das Experiment spiegelt auf zelluldrer Ebene die Entstehung von ROS wéah-
rend der Rett - typischen Apnoephasen (Julu et al. 2001) wider und zeigte, dass Mecp2~/? -
Hirnschnitte den Sauerstoffentzug schlechter kompensieren kénnen als WT - Hirnschnitte.

Eine weitere Moglichkeit, experimentell hypoxische Episoden zu erzeugen, stellte die Unter-
brechung des Elektronenflusses zwischen den einzelnen Atmungskettenkomplexen dar. Wie
oben bereits geschildert, bewirkt der Elektronenstau die Oxidation der beteiligten Proteine
vor der Blockade und fiihrt zur Reduktion der dahinter liegenden Komplexe. Die Elektro-
nenakkumulation bedingt eine vermehrte Entweichung einzelner Elektronen, was zu einer
gesteigerten ROS - Entstehung fiihrt (Adam-Vizi 2005). Dieser Effekt konnte mit CN~
kiinstlich herbeigefiihrt werden, da CN~ an das aktive Zentrum der Cytochrom - ¢ - Oxidase
(Komplex IV) bindet und dort den Elektronentransport hemmt. Die CN™~ - Behandlung von
Hirnschnitten beider Genotypen fiihrte zu duferst variablen roGFP1 - Antworten, was im
Gegensatz zu fritheren Beobachtungen in Ratten - Hippokampi steht, bei denen CN™ einen
einheitlichen Anstieg des Redox - Status bewirkte (Funke et al. 2011). Diese Beobachtung
lasst sich damit erkldren, dass das Oxidationsniveau von Mausen grundsitzlich hoher ist
als das von Ratten. Weiterhin ist eine direkte Interaktion zwischen CN™ und den Sulfhy-
drylgruppen von roGFP1 nicht auszuschliefsen, da diese durch CN™ direkt reduziert werden
kénnen (Jocelyn 1972). Wurde CN™~ nach transienter Hypoxie durch Sauerstoffentzug ap-
pliziert, zeigte sich ein moderater Anstieg der roGFP1 - Ratio in beiden Genotypen, der in
Mecp2/Y - Hirnschnitten allerdings signifikant deutlicher war. Dieser Befund impliziert eine
erhohte Redox - Vulnerabilitit der Mecp2~¥ - Hippokampi gegeniiber Einschrinkungen der
mitochondrialen Funktion.

Um dieses Ergebnis zu bestitigen und um die uneinheitlichen CN™ - Antworten zu um-
gehen, wurden weitere Untersuchungen mit dem Komplex III- Blocker Antimycin A vor-
genommen. Antimycin A zeigte erwartungsgeméf keine direkten Interaktionen mit roGFP1
und fiihrte bei beiden Genotypen unter Anwesenheit von O, zu einer Erhéhung der roGFP1 -
Ratio, die in Mecp2~/Y- Hirnschnitten signifikant intensiver ausfiel. Somit zeigte auch dieser
Versuch, dass die Mitochondrien von Mecp2~/¥ - Miusen auf Blockaden der Atmungskette
und auf Hypoxien empfindlich mit einer erh6hten ROS - Produktion reagieren, wodurch der
zelluldre Redox - Status in Richtung oxidativer Verhéltnisse verschoben wird.

4.5 Methodenkritik

Fiir die Transfektion der Zellen mit der roGFP1 - exprimierenden DNA kam Lipofectamin
zum Einsatz, wodurch die Redox - Analysen auf neonatale und folglich priasymptomatische
hippokampale Hirnschnittkulturen beschrankt waren. Dies liegt darin begriindet, dass fiir
die adiquate Transfektion Mitosen nétig sind, die in neuronalem Gewebe postnatal nur
in duberst beschrinktem Umfang stattfinden (Kempermann 2006). Da in den kultivier-
ten Hirnschnitten vor allem Gliazellen mitotisch aktiv bleiben, wurden iiberwiegend diese
transfiziert. Dennoch zeigten sich deutliche Anzeichen einer erhéhten oxidativen Belastung
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dieser Zellen bereits in prasymptomatischen Stadien. Jiingere Publikationen erhirten den
Verdacht, dass die MeCP2- Defizienz in Gliazellen mafgeblich an der Pathogenese des
Rett - Syndroms beteiligt ist (Derecki et al. 2012). Gerade vor dem Hintergrund der auf-
tretenden funktionalen Stérungen, die nicht mit einer neuronalen Degeneration begriindet
werden konnen, riicken Gliazellen als integraler Bestandteil eines funktionsfahigen neu-
ronalen Netzwerkes zunehmend in den Fokus der aktuellen Rett- Forschung (Lioy et al.
2011).

Es ware natiirlich von weiterem Interesse, ob auch Neuronen intensivere Redox - Verschie-
bungen aufweisen und auf die provozierten Stimuli dhnliche Antwortverhalten zeigen wie
die untersuchten Gliazellen. Da Neuronen einen hoheren Stoffwechsel und eine erh6hte Mit-
ochondrienkonzentration aufweisen, wire dies vor allem bei élteren und symptomatischen
Méausen eine besonders interessante Fragestellung. Technische Beschrankungen verhindern
bisher allerdings die Verwendung von roGFP1 fiir solche Analysen. Eine Losung dieses
Problems stellt die Herstellung eines transgenen Mausmodells dar, das roGFP1 bereits
von Geburt an exprimiert. Dies wiirde Untersuchungen aller Entwicklungsstadien zulassen
und die aufwendige Lipofectamin - Transfektion kénnte umgangen werden. Ein transgenes
Mausmodell wird bereits im Detail getestet (Kolbrink et al. 2015). Weiterhin wére der
Einsatz der viralen Transduktion denkbar, um eine neuronale Expression von roGFP1 zu
erreichen. Auch dieser Ansatz wird in der Arbeitsgruppe Miiller bereits erprobt (Can et
al. 2014).

Einen weiteren kritischen Punkt der Untersuchungen stellte das Kulturmedium dar, das
B-27 Supplement enthielt. Hierbei handelt es sich um ein Gemisch unbekannter Zusam-
mensetzung, das als Standardwerkzeug in der Zellkultur eingesetzt wird, um die Uberle-
bensrate kultivierter Zellen und Gewebe zu verbessern (Brewer et al. 1993). Allerdings
enthélt B -27 Supplement verschiedene Antioxidantien, die die Messungen der Arbeit po-
tentiell beeinflussen kénnten. Detaillierte Angaben zur geheimen Rezeptur wurden vom
Hersteller jedoch kategorisch verweigert.

Aus diesem Grund wurden weiterfithrende Untersuchungen mit antioxidantienfreiem B -
27 - Zusatz durch weitere Mitglieder der Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Es zeigten sich jedoch
bei keinem Genotyp Auswirkungen auf die Redox- Baselines (Hirt 2014). Allerdings fie-
len die Antworten auf akuten oxidativen Stress in Form von H,O, im antioxidantienfreien
B-27 Supplement intensiver aus. Daraus lésst sich schliefsen, dass die beobachteten Ant-
worten auf oxidative Stimuli in B- 27 - kultivierten Hirnschnitten etwas geringer waren. Da
allerdings roGFP1 - Ratios gemessen wurden und die Hirnschnitte beider Genotypen jeweils
im gleichen Medium kultiviert wurden, ist die entstandene Verfilschung der Werte durch
diese Antioxidantien minimal, da lediglich die Absolutwerte gedimpft wurden (Grofker et
al. 2012; Hirt 2014).
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4.6 Fazit und Ausblick

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass der Mecp2~/¥ - Hippokampus vermehrt oxida-
tiven Belastungen ausgesetzt und gegeniiber Redox - Anderungen vulnerabler ist als das
entsprechende Gewebe von WT - Mausen. Die zugrunde liegenden Ausléser manifestieren
sich bereits im Neugeborenen - Stadium und umfassen — neben einer verstirkten mitochon-
drialen Atmung und einer erhéhten mitochondrialen ROS - Bildung — eine Effektivitdtsmin-
derung der zelluldren Abwehrmechanismen gegeniiber oxidativem Stress. Durch den Einsatz
des Vitamin E - Derivates Trolox ist es gelungen, die erh6hte Redox - Baseline und die aus-
geprigten Antworten auf oxidativen Stress auf Normalwerte zu senken. Diese entsprachen
nach der Behandlung in etwa den Baselines der WT - Hirnschnitte. Radikalfinger oder
andere Maknahmen, die zur Normalisierung des zytosolischen Redox- Status beitragen,
erscheinen als vielversprechender pharmakologischer Ansatz, um die neuronale Ubererreg-
barkeit zu dimpfen und die synaptische Plastizitiit in Mecp2~¥ - Netzwerken zu verbessern.
Erste Studien des Labors an symptomatischen Mecp2~/¥ - Miusen bestitigen dies (Janc und
Miiller 2014; Janc et al. 2015).

Eine randomisierte Untersuchung von 20 Rett- Patientinnen in den Anfangsstadien des
Rett - Syndroms zeigte, dass eine spezielle Diét, reich an mehrfach ungeséttigten w3 - Fett-
sduren, die Symptome mildern und verschiedene systemische Marker oxidativen Stresses
senken kann (de Felice et al. 2012). Auf Grundlage dieser vielversprechenden Ergebnisse
lduft derzeit eine klinische Phase-1II-Studie an der Universitidt von Siena (Siena, Italien),
um die therapeutische Wirksamkeit des Vitamin - E- Derivats EPI-743 («- Trocotrienol -
Quinone) an Patientinnen zu untersuchen.

Buchovecky et al. (2013) konnten interessanterweise zeigen, dass der Einsatz von Statinen
zu signifikanten Besserungen der Symptome im Mausmodell des Rett- Syndroms fiihrt.
Der Effekt wird damit erklirt, dass im Gehirn kranker Mause vermehrt Cholesterin ak-
kumuliert, da ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym, die Squalenepoxidase, durch die
Abwesenheit von MeCP2 nicht supprimiert wird. Es ist zwar nachgewiesen, dass die Cho-
lesterol - Homdostase einen wesentlichen Einfluss auf die synaptische Plastizitit und die
addquate Interaktion zwischen Gliazellen und Neuronen hat (Pfrieger und Ungerer 2011),
allerdings fehlt bislang eine zugrunde liegende Erkldrung fiir den Statineffekt.

Statine induzieren antioxidative Enzyme wie die SOD und die Gluathionperoxidase und
wirken somit erhthtem oxidativen Stress entgegen (Saeidnia und Abdollahi 2013). Es ist
also denkbar, dass sich die beobachteten Symptombesserungen auf eine Korrektur des ver-
schobenen Redox - Status zuriickfiithren lassen. Die erh6hten Cholesterinspiegel sind unter
Umstinden auch mit einem erhéhten Zellmembran - Turnover des neuronalen Gewebes er-
klarbar, der die oxidative Mehrbelastung kompensieren soll. Meines FErachtens wiirde sich
der in dieser Arbeit beschriebene Versuchsaufbau fiir die ndhere Untersuchung des Statin-
effekts sehr gut eignen.
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5 Zusammenfassung

Es gibt vielfaltige Hinweise dafiir, dass die Pathogenese des Rett - Syndroms im Zusammen-
hang mit einer beeintrachtigten Mitochondrienfunktion steht. Genetische Untersuchungen
des Rett- Genoms zeigten, dass eine Untereinheit des Komplex III dysreguliert ist und die
innere Mitochondrienmembran ein Protonenleck aufweist. Weiterhin fanden sich Hinweise
fiir erhohten oxidativen Stress in Blut- und Liquoruntersuchungen.

Vor diesem Hintergrund untersuchte diese Arbeit die mitochondriale Funktion und die da-
mit verbundene Redox - Homdostase in einem Mausmodell des Rett - Syndroms (Mecp2/Y).
Um den intrazelluliren Redox - Status zu quantifizieren, wurde die genetisch kodierte opti-
sche Sonde roGFP1 verwendet, die semiquantitative Messungen reaktiver Sauerstoffspezies
ermdglichte. Es zeigte sich, dass Mecp2~¥- Hirnschnitte bereits unter Ruhebedingungen
erh6htem oxidativen Stress ausgesetzt sind. Auf der Suche nach der Ursache wurden die
intrazellularen antioxidativen Schutzenzyme Superoxid - Dismutase, die Katalase und das
Glutathionsystem iiberpriift. Alle drei Enzymsysteme zeigten Funktionsstérungen und wa-
ren nicht in der Lage, extern applizierten oxidativen Stress (200uM HyOs) im gleichen
Umfang zu kompensieren wie die Enzyme der Wildtyp - Vergleichsgruppe.

Um die zytosolischen Redox- Verhiltnisse zu beeinflussen, wurden Untersuchungen mit
den Antioxidantien Ascorbat, Trolox und Melatonin vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass
Antioxidantien eine potentielle pharmakologische Mafnahme darstellen, um die zu oxida-
tiven Verhiltnissen verschobene Redox - Homdostase in Mecp2 /Y - Hippokampi zu senken
und somit zu normalisieren. Vor allem das Vitamin E - Derivat Trolox stellte sich als wir-
kungsvoller Radikalfinger heraus und bietet sich fiir weitere detaillierte Untersuchungen
hinsichtlich einer therapeutischen Option des Rett - Syndroms an. Die externe Stérung der
mitochondrialen Funktion durch die Induktion einer transienten Hypoxie sowie die geziel-
te Inhibition verschiedener Atmungskettenkomplexe zeigte eine deutlich erhéhte Hypoxie-
empfindlichkeit der Mecp2~/¥- Hippokampi und war mit einer erhéhten ROS - Produktion
verbunden.

In der Arbeit gelang es erstmals, die bereits mehrfach postulierte Stérung der Redox -
Homdostase im Rett - Syndrom auf zelluldrer Ebene direkt nachzuweisen. Die erhobenen
Befunde liefern mogliche mechanistische Erklarungsansitze fiir die Storung der synapti-
schen Plastizitdt im Rett-Syndrom, da es klare Verbindungen zwischen dem zelluldren
Redox - Status und dem Kalziumhaushalt gibt, der durch redoxsensitive Proteine mitregu-
liert wird. Somit konnte eine zentrale Dysregulation der Erkrankung identifiziert werden,
die unter Umstdnden auch neue pharmakologische Angriffspunkte aufzeigt. In weiteren
Experimenten muss jetzt noch geklart werden, ob die Daten in einem In - vivo - Modell
reproduzierbar sind und ob z.B. die therapeutische Anwendung von bluthirnschrankengén-
gigen Antioxidantien bei neonatalen Mecp27/Y-Miusen eine Linderung der Symptomatik
bewirken kann. Sollte dies der Fall sein, konnten Radikalfinger eine neue Therapieoption
fiir Rett - Patientinnen darstellen.
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