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1 Einleitung

1.1  Das Rett-Syndrom

Das Rett-Syndrom ist eine neurologische Entwicklungsstérung, deren Ursache Mutationen
im X-chromosomalen MECP2-Gen sind und 1966 erstmals von Dr. Andreas Rett
beschrieben wurde (Rett 1966; Amir et al. 1999). Erst im Jahr 1987 wurde das Rett-
Syndrom zum ersten Mal in der Medizin als Krankheit anerkannt (Hagberg et al. 1983).

Da der Gendefekt des Rett-Sydroms auf dem X-Chromosom lokalisiert ist, betrifft das
Rett-Syndrom mit einer Privalenz von 1:10000 - 15000 in erster Linie Midchen. Bei
minnlichen Embryonen fiuhrt der Gendefekt aufgrund des hemizygot vorliegenden

Chromosoms hiufig zu einer schweren neonatalen Enzephalopathie und infolgedessen

meist vor dem ersten Lebensjahr zum Tod (Chahrour und Zoghbi 2007; Villard 2007).

1.1.1 Symptomatik beim Rett-Syndrom

Die Symptomatik beim Rett-Syndroms verlduft tber vier Stadien (Chahrour und Zoghbi
2007). Im ersten Stadium, das als Stagnationsphase bezeichnet wird, zeigen die Midchen
typischerweise nach sechs bis 18 Monaten normaler Entwicklung die ersten Symptome,
welche sich in einer Stagnation der Entwicklung duBern. Etwa ab dem zweiten Lebensjahr
kommt es zur Mikrozephalie, die als frihes Anzeichen einer neurologischen Beteiligung
gilt, einhergehend mit Wachstumsverzogerung, Gewichtsverlust und Muskelhypotonie

(Chahrour und Zoghbi 2007).

Im zweiten Stadium, der Regressionsphase, folgt ein schneller Rickgang in Form von
Sprachverlust, motorischen  Einschrinkungen, mentaler  Retardierung,  Angst,
Schlafstérungen und Handstereotypien, die sich als Waschbewegung der Hinde duflern
(Hagberg et al. 1983; Chahrour und Zoghbi 2007). Hinzu kommen autismusiahnliche
Merkmale, zunichst als Bedirfnis nach verlingertem Schlat und Ruhe am Tag, spiter in
Form ausgeprigter autistischer Merkmale wie Schalliberempfindlichkeit, sichtbare
Ausdruckslosigkeit im Gesicht, herabgesetzte Reaktionen im Sozialverhalten und
vermindertem Augenkontakt (Nomura und Segawa 1990; Nomura 2005). Aullerdem wurde
das Auftreten epileptischer Anfille (sowohl fokal, als auch generalisiert) beschrieben. Am
hiufigsten kommen partiell komplexe, tonisch-klonische, tonische und myoklonische

Anfille vor (Steffenburg et al. 2001). Erwidhnenswert sind zudem die respiratorischen
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Dysfunktionen der Patientinnen, welche sich in Form von AtmungsunregelmiBigkeiten,
Apnoen mit daraus folgender intermittierender Hypoxie, sowie Hyperventilation duflern
(Glaze et al. 1987; Bissonnette und Knopp 2006; Weese-Mayer et al. 2000; Stettner et al.
2008). Diese Atmungsstérungen konnen zu kardialen Dysregulationen fiihren oder sie
verstirken, welche zusammen mit den epileptischen Anfillen ursichlich fir das Auftreten

eines plotzlichen Todes sind (Julu et al. 2001; Steffenburg et al. 2001).

Innerhalb des dritten Stadiums erreicht die Krankheit eine pseudostationire Phase, die
durch eine Stabilisierung der Symptome geprigt ist. Die autismusihnlichen Symptome
koénnen sich verringern, die Ataxie und Apraxie ist in dieser Zeit, die sich tiber mehrere
Jahre erstrecken kann, jedoch weitestgehend stark ausgeprigt (Hagberg und Witt-
Engerstrom 1986; Chahrour und Zoghbi 2007).

Das vierte Stadium, die Phase der spiten motorischen Verschlechterung, beginnend etwa
ab dem zehnten Lebensjahr, zeichnet sich durch eine zunehmende Degeneration der
Motorik mit steigender Spastik, Muskelschwiche, allgemeinem Versteifen und Skoliose aus.
Der emotionale Kontakt hingegen verbessert sich und die epileptischen Anfille nehmen
tendenziell ab (Hagberg et al. 1983; Hagberg und Witt-Engerstrom 1986; Chahrour und
Zoghbi 2007).

Trotz der Schwere der Symptome erreichen einige Patienten ein Lebensalter von 40 bis 50

Jahren (Hagberg et al. 2001).

1.2 Molekularer und genetischer Hintergrund des Rett Syndroms

Die Ursache fir die Ausbildung des Rett-Syndroms ist bei tber 90% der Patienten eine
Mutation im Methyl-CpG-bindenden-Protein-2(MECP2)-Gen (Amir et al. 1999). Das
MECP2-Gen befindet sich an der Spitze des langen Arms des X-Chromosoms (Xq28). Es
kodiert fur das MeCP2 (Methyl-CpG-bindendes Protein 2), das als transkriptioneller
Regulator agiert und die Transkription verschiedener Gene sowohl stimulieren als auch
hemmen kann und aulerdem am alternativen Spleilen neuronaler Gene beteiligt ist
(Chahrour et al. 2008). Diese Eigenschaften erhilt es durch seine zwei funktionellen
Dominen, die 85 Aminosiuren Methyl-CpG-Bindungsdomine (MBD) und die 104

Aminosauren Transkriptionsunterdriickungsdomine (TRD) (Amir et al. 1999).

Das MeCP2-Protein bindet selektiv 5-Methylcytosinreste in symmetrisch positionierten
CpG-Dinukleotiden (Lewis et al. 1992), die sich bevorzugt in den Promotorregionen

befinden, welche nach der DNA-Methylierung transkriptionell stillgelegt werden. Die
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MBD dient der Bindung an 5-Methylcytosin, die TRD interagiert mit der Histondeacytelase
und dem transkriptionellen Protein SIN3A (Nan et al. 1993). Diese Interaktionen fithren
schlieBlich zur Deacetylierung von Kernhistonen und dadurch zur transkriptionellen
Repression (Jones et al. 1998; Nan et al. 1998). Die MeCP2-Expression ist nicht ubiquitar,

die hochsten Werte werden in zentralen Neuronen gemessen (Jung et al. 2003).

In den uber 700 identifizierten MECP2-Mutationen kommen sowohl Missense-, Nonsense-,
als auch Frameshifi-Mutationen vor, die in der unterschiedlichen Zusammensetzung den
Schweregrad des Rett-Syndroms bestimmen. So ist beispielsweise in einer Studie, die die
acht haufigsten Mutationen verglich, die Nonsense-Mutation p.R270X mit den meisten

Todesfillen verbunden (Jian et al. 2005).

Das vornehmliche Auftreten des Rett-Syndroms bei Frauen erklirt sich dadurch, dass die
De-novo-Mutation vor allem paternalen Ursprungs ist (Girard et al. 2001; Trappe et al.
2001). Die haufigste Mutation stellt hier die Transition von Cytosin und Thymin dar (Wan
et al. 1999).

Das Mep2-Gen unterliegt der zufilligen X-Chromosomeninaktivierung, was bei den
weiblichen Mdusen zur Expression von mosaikihnlichen Mustern des MeCP2 und in der
Folge zur Ausbildung heterogener Phinotypen fihrt (Young und Zoghbi 2004; Chahrour
et al. 2008). Den oft in Studien verwendeten minnlichen hemizygoten Miusen fehlt das

MeCP2 hingegen vollstindig (Guy et al. 2001).

1.3 Die zellulare Redoxbalance

Die zellulite Redoxbalance beschreibt einen Zustand, in dem Reduktions- und
Oxidationsprozesse der Zelle fein reguliert sind (Sinha et al. 2013). Sichergestellt wird diese
Balance durch eine Reihe von Enzymen und zellendogenen, niedermolekularen
Verbindungen, wie beispielsweise Glutathion (GSH/GSSG), Nicotinsdureamid-Adenin-
Dinukleotid-Phosphat (NAD(P)H/NAD(P)), Ascotbinsidure (Vitamin C) sowie die in
dieser Arbeit substituierten Tocopherole (Vitamin E-Derivate), a-Liponsdure und N-
Acetyl-L-Cystein. Als regulierende Enzyme sind hier in erster Linie die Glutathion-
Peroxidase, die Glutathionreduktase, die Glutathiontransferasen, die Katalase und die

Superoxiddismutase zu nennen (Halliwell 1997; Mruk et al. 2002).

Glutathion ist ein Tripeptid aus den Aminosduren Glutaminsiure, Cystein und Glycin, das
in den Zellen reduzierende Bedingungen aufrecht erhilt (Meister 1992). Insbesondere ist es

fir die Reduktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) zustindig, um die Zelle so vor
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oxidativen Schiden zu schiitzen. Als funktionelle Gruppe enthilt es durch den Bestandteil
Cystein eine Sulthydrylgruppe, die bei der Reduktion von H,O, durch die Glutathion-
Peroxidase oxidiert wird und sich mit der entsprechenden Sulthydrylgruppe eines zweiten

Glutathions durch eine Disulfisbriicke verbindet (Formel 1) (Mills 1957).
Formel 1

2 GSH + H,0, — GSSG + H,0

Die Glutathionreduktase gewinnt durch eine NADPH-abhingige Reduktion der
Disulfidbriicke das Glutathion zuriick (Mills 1957). Das Gesamtverhiltnis  von
GSH/GSSG liegt im Bereich von 30:1 und 100:1 (Bass et al. 2004; Ratuti und Mutus 2007,
Zhang et al. 2012).

In den Untersuchungen dieser Arbeit werden insbesondere die Wirkungen von
Tocopherol, a-Liponsiure und N-Acetyl-L-Cystein begutachtet. Tocopherole sind Derivate
des Vitamin E und schiitzen als Antioxidans vor allem mehrfach ungesittigte Fettsduren,
indem sie mit Peroxylradikalen reagieren und so eine Peroxylradikalkettenreaktion
verhindern (Wang und Quinn 1999; Traber und Atkinson 2007). Die so entstandenen
Tocopherolradikale kénnen durch Vitamin C oder Glutathion reduziert werden und
Tocopheroldimere bilden, die dann oxidiert werden und als Proantioxidantien wirken (Lee
und Han 2018). Die a-Liponsiure ist als Coenzym an oxidativen Decarboxylierungen
beteiligt, das seine Wirkung sowohl in reduzierter als auch in oxidierter Form entfaltet. Es
ist zudem an der Regeneration verbrauchter Antioxidantien wie Vitamin C, Vitamin E und
Glutathion beteiligt (Bast und Haenen 1988; Sumathi et al. 1996; Packer 1998). N-Acetyl-L-
Cystein erhilt sein antioxidative Wirkung vor allem als Vorldufer fir die Bildung von

Glutathion in defekten Zellen (Rushworth und Megson 2014).

Unter den regulierenden Enzymen der zelluliren Redoxbalance sind insbesondere die
Superoxiddismutase und die Katalase hervorzuheben. Die Superoxiddismutase entfernt
Sauerstoffradikale, wie etwa das Superoxidion, durch die Ubertragung des iiberschiissigen
Elektrons auf sich selbst. Zur Regeneration der Superoxiddismutase wird sie durch ein
weiteres Superoxidion und Wasserstoff oxidiert. Das nun entstehende Wasserstoffperoxid
kann wiederum durch den oben genannten Weg des GSH/GSSG entschirft werden
(Fridovich 1986; McCord und Fridovich 1988). Zur Umsetzung von Wasserstoffperoxid zu
Wasser und Sauerstoff dient aullerdem die Katalase (Chance 1948). Beginnend mit einer

Reduktion des Wasserstoffperoxids und Oxidation der Katalase entsteht zuniachst Wasser.
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Im nichsten Schritt werden sowohl Wasserstoffperoxid als auch die Katalase reduziert,

Sauerstoff oxidiert und damit zusitzlich zum vorher entstandenen Wasser freigesetzt

(Formel 2) (Chance et al. 1952).
Formel 2

2 H,0, > 2H,0 + O,

1.4  Reaktive Sauerstoffspezies

Allgemein dienen Antioxidantien der Zelle als Schutz vor oxidativem Stress. Oxidativer
Stress bezeichnet eine Stoffwechsellage, bei der eine aulerordentlich hohe Konzentration
reaktiver Sauerstoffspezies vorhanden ist und sich die Redoxbalance so aus dem
Gleichgewicht bewegt (Milton und Sweeney 2012). ROS gelten als schidliche Formen des
Sauerstoffs, die im Rahmen von sauerstoffabhingigen Redoxreaktionen entstehen (Harman

1956).

Zu den bekanntesten ROS gehéren das Hyperoxid Anion (O,), Hydroxyl-Radikal (HO"),
Peroxylradikal (ROO-), Alkoxylradikal (RO-), Wasserstoffperoxid (H,O,), Hydroperoxid
(ROOH), Ozon (O;), Hypochlorit-Anion (OCI) und der Singulett-Sauerstoff (‘O,). Sie
entstechen sowohl in Mitochondrien als auch in endoplasmatischen Retikula, in den
Peroxisomen, in NADPH-Oxidasen und Lysosomen (Boveris et al. 1972; Bokoch und
Knaus 2003; Liu et al. 2004; Kurz et al. 2008). Bei der mitochondrialen Entstehung
reaktiver Sauerstoffspezies sind vor allem die Komplexe I und III der Atmungskette

beteiligt (Kushnareva et al. 2002; Chen et al. 2003).

Reaktive Sauerstoffspezies wurden mit einigen neurodegenerativen Erkrankungen, wie
beispielsweise Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson in Verbindung gebracht
(Andersen 2004). UbermiBige Konzentrationen von ROS und mitochondriale

Dysfunktionen kénnen zudem die Apoptose aktivieren (Lin und Beal 2000).

In physiologischer Konzentration wird einigen ROS eine wichtige Funktion in der
Signaltransduktion zugeschrieben. Hier sind in erster Linie Wasserstoffperoxid und
Superoxid zu nennen. Sie sind im Gehirn sowohl bei der Signaltransduktion, als auch bei
der synaptischen Plastizitit, genauer der Langzeitpotenzierung beteiligt (Kishida und Klann
2007). Die Langzeitpotenzierung ist an einigen Prozessen beteiligt, die u. a. fiir das Lernen
und das Gedichtnis erforderlich sind (Shapiro 2001; Lynch 2004). Im Gehirn stellt die
NADPH-Oxidase eine der wichtigsten Quellen fir ROS, vor allem fiir Superoxid dar, da

sie fir einige Signaltransduktionskaskaden, synaptische Plastizitit und auch kognitives
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Verhalten erforderlich ist (Kishida und Klann 2007). Gestiitzt wird diese These durch
Untersuchungen an Miusen, die eine verringerte Superoxidproduktion mit verringerter
synaptischen Plastizitit und kognitiven Funktion in Zusammenhang bringen (Kishida et al.

2006).

1.5  Mitochondriale Dysfunktionen beim Rett-Syndrom

Mitochondrien sind bekannt durch ihre enorme Adenosintriphosphat(ATP)-Produktion in
ihrer Matrix, die den Raum darstellt, der von der inneren Membran umschlossen wird
(Mitchell 1961; Erecinska und Silver 1989). Allerdings produzieren sie auch die fiir unsere
Untersuchungen relevanten ROS (Turrens 1997; Murphy et al. 1999). Die ROS werden vor
allem an den Atmungskettenkomplexen I und III generiert (Kushnareva et al. 2002; Chen
et al. 2003).

Friher wurde davon ausgegangen, dass eine Stoffwechselstorung ursichlich fiur die
Ausbildung des Rett-Syndroms ist (Matsuishi et al. 1994). Diese Vermutung wurde auf das
Auftreten einiger klinischer Symptome, wie etwa Hyperventilation und Apnoen,
zurickgefithrt, die Hinweise auf bekannte Stoffwechselstérungen wie beispielsweise
Pyruvatdehydrogenase-Mangel, Pyruvatcarboxylasemangel und Thiaminmangel gaben.
Unterstiitzt wurde dies durch den Nachweis von erhohten und schwankenden Lactat- und
Pyruvatspiegeln im Blutserum und Liquor einiger Patienten mit Rett-Syndrom. Dies konnte
jedoch nur bei Patienten mit Atmungsstérungen nachgewiesen werden, was den
Zusammenhang zwischen erhéhten Lactat- und Pyruvat-Spiegeln und Atemwegsanomalien
abbildet (Matsuishi et al. 1994; Haas et al. 1995). Zudem wurde ecine leicht erhéhte
Glukoseverwertung bei Patienten mit Rett-Syndrom gefunden, die auf eine Stérung im

Glucosestoffwechsel hinwiesen (Haas et al. 1995; Villemagne et al. 2002).

Auffillig war zunichst die Morphologie der Mitochondrien der Patienten mit Rett-
Syndrom. Mittels Elektronenmikroskopie an Frontallappen- und
Muskelbiopsiegewebeproben konnten Besonderheiten der Mitochondrien in Form von
VergroBerung, kontrastarmen Aussehen, einem sehr hohen Ribosomengehalt,
eingeschlossenen Granulaten, Vakuolisierung und unregelmiBigen Cristac dargestellt
werden (Eeg-Olofsson et al. 1990; Dotti et al. 1993; Cornford et al. 1994). Ursichlich fir
die Symptome beim Rett-Syndrom wurden aufgrund dieser morphologischen
Verinderungen auch funktionelle Defekte der oxidativen Phosphorylierung angenommen
(Eeg-Olofsson et al. 1990). Dies bestitigte sich in Analysen von Muskelbiopsiematerial, in

dem verminderte Aktivititen von einigen Enzymen der Atmungskette (NADH-
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Cytochrom-c-Reduktase, Succinat-Cytochrom-c-Reduktase, Cytochrom-c-Oxidase)
festgestellt wurden (Coker und Melnyk 1991). Selbst bei stabilisierten neurologischen
Symptome von Patienten wurde ein zunehmender mitochondrialer Abbau nachgewiesen
(Cornford et al. 1994). Zudem wurde eine Uberexpression des Ubiquinol-Zytochrom-C-
Reduktase-Kernproteins 1 (Uqcre 1), mit dessen Promotor MeCP2 interagiert und das eine
Untereinheit des mitochondrialen Atmungskomplexes III kodiert, festgestellt. Dies gilt
ursichlich fir einen erhShten mitochondrialen Sauerstoffverbrauch (Kriaucionis et al.

2006).

In Hippokampus-Schnitten von Rett-Mdusen wurden erhéhte FAD/NADH-
Autofluoreszenzwerte und eine Verringerung der Membranpolarisation in Form eines
weniger  negativen =~ Membranpotenzials ~ gemessen.  Enzymaktivititstests — und
Aufzeichnungen von Sauerstoffelektroden zeigten eine bis zu 30% gesteigerte
Atemfrequenz und reduzierte mitochondriale Kopplung. Dies stiitzt die Mutmalung eines
Protonenlecks tiber der inneren Mitochondrienmembran und einer kompensatorischen

Erh6hung der mitochondrialen Atmung (Kriaucionis et al. 2006; Grof3er et al. 2012).

Ursichlich fur die mitochondrialen Verinderungen wurden sowohl Mutationen der
mitochondrialen DNA, als auch eine X-Chromosom-getragene Genmutation und eine

funktionelle Dysregulation der Mitochondrien angenommen (Eeg-Olofsson et al. 1990).

Als weitere Anomalie des Energiestoffwechsels, infolge der funktionsbeeintrichtigten
Mitochondrien, wurden mittels Magnetresonanztomographie reduzierte ATP-Spiegel im
Gehirn von Mep2”-Miusen gemessen, die zu Hirnschiden und Dysfunktionen fithren
oder solche darstellen kénnen (Saywell et al. 2006). Im Hippokampus von adulten Meg2™”-
Miusen wurden jedoch ein normaler zelluldrer ATP-Gehalt festgestellt, was die These einer
kompensatorischen gesteigerten mitochondrialen Atmung zur Gewihrleistung der ATP-
Versorgung stirkt (Fischer et al. 2009). Parallel zur gesteigerten basalen mitochondrialen
Respiration wurde eine erhéhte mitochondriale ROS-Generation festgestellt (Can et al.
2019). Diese konnte in wunserer Arbeitsgruppe hinsichtlich einer verstirkten
mitochondrialen H,O,-Freisetzung tber der gesamten Lebensspanne minnlicher und
weiblicher Rett-Mduse in allen Hirnregionen, bei den weiblichen Tieren insbesondere im
Hippokampus, Hirnstamm und Mittelhirn, eindeutig nachgewiesen werden (Adebayo et al.

2020).
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1.6  Respiratorische Dysfunktionen beim Rett-Syndrom

Patienten mit dem Rett-Syndrom leiden hiufig unter Atmungsstérungen, die durch
Hyperventilation =~ mit  anschlieBenden  Atemdepressionen und  Atemaussetzern
charakterisiert sind (Glaze et al. 1987; Southall et al. 1988; Ramirez et al. 2020). Es konnten
bisher zwar keine spezifischen Mutationen nachgewiesen werden, die mit
Atmungsstorungen korrelieren, jedoch wiesen Patienten mit trunkierenden Mutationen
eine héhere Inzidenz wacher respiratorischer Dysfunktionen auf als Patienten mit sissense-

Mutationen (Amir et al. 2000; Van den Veyver und Zoghbi 2000).

Als mogliche Ursachen fir die Atemstérungen wurden eine dysfunktionale kortikale
Strukturen (Marcus et al. 1994) und eine Unterentwicklung des Hirnstamms diskutiert (Julu
et al. 1997). Fir eine Stérung von Mechanismen im zentralen Nervensystem spricht zudem
das episodische Auftreten der Atemstillstinde (Weese-Mayer et al. 2006; Ramirez et al.
2020). Das bei Rett-Patienten vermehrte Auftreten von AtmungsunregelmalBigkeiten wird
insbesondere in einer gestorten Kontrolle der postinspiratorischen Phase vermutet
(Stettner et al. 2007). Die postinspiratorische Phase ist neben der vorhergehenden
inspiratorischen und nachfolgenden exspiratorischen Phase Teil des Atemzyklus, der in der
Medulla oblongata, genauer im Kerngebiet der dorsalen respiratorischen Gruppe und der
ventralen respiratorischen Gruppe, durch die Generierung des basalen Atemrhythmus
bestimmt wird. Die Neurone in der ventralen respiratorischen Gruppe bilden mit sechs
verschiedenen Neuronengruppen, die jeweils synchron aktiv werden, das respiratorische
Netzwerk. Als wesentlicher Produzent des Atemrhythmus stellte sich der Pre-Botzinger
Komplex in der ventralen respiratorischen Gruppe heraus (Smith et al. 1991; Rekling und
Feldman 1998). Es konnte bisher kein klarer Zusammenhang zwischen einer
respiratorischen Dysregulation und einem MeCP2-Zielgen gefunden werden. Vermutet
werden Stérungen in der Signaltransduktion des respiratorischen Netzwerkes, genauer eine
verringerte Expression des brain-derived nenrotrophic factor  BNDF) (Chang et al. 2006; Wang
et al. 2000), verminderte Konzentrationen biogener Amine (Ide et al. 2005) und eine
verminderte y-Aminobuttersiure (GABA) vermittelte Signaltransduktion (Medrihan et al.
2008). Metabolite des biogenen Amins Norepinephrin (NE), dem eine Schlisselfunktion
bei der Entwicklung und Modulation des respiratorischen Netzwerkes zugeordnet wird
(Hilaire et al. 2004; Viemari et al. 2004), wurde bei Rett-Syndrom-Patienten in
verminderten Mengen gefunden (Zoghbi et al. 1985). Ursichlich fir den NE-Mangel
wurde eine mangelhafte Expression der Tyrosin-Hydroxylase und Dopamin-3-Hydroxylase

in den Neuronen des Locus caerulens angenommen (Zhang et al. 2010). Obwohl die Genese
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der respiratorischen Dysfunktionen noch diskutiert wird, konnte durch die gezielte
Entfernung von MeCP2 aus dem Hirnstamm und Rickenmark von Mausen eine erhéhte
Letalitit, eine verminderte Herzfrequenz und ausgeprigte respiratorische Reaktionen auf
Hypoxie und bei Wiederherstellung der Expression des MeCP2 in diesen Regionen eine

eindeutige Verbesserung der genannten Symptome festgestellt werden (Ward et al. 2011).

Die Atemdepressionen nach einer Hyperventilation bedirfen eines ubiquitiren Mangels an
MeCP2. Eine verstirkte Reaktion auf Hypoxie ldsst sich bereits bei einem auf Neuronen
beschrinkten Mangel feststellen (Bissonnette und Knopp 2006). Zudem ist jede Apnoe mit
einer anfinglich raschen Abnahme der Herzfrequenz verknupft, an deren Anschluss ein
Uberschwingen der Herzfrequenz folgt, sodass durch diese Verkettung vermutlich ein
erhohter hypoxischer und oxidativer Stress und daraus folgende kardiorespiratorische
Dysregulationen resultieren (Nanduri et al. 2009). Kehren die Apnoen hiufig wieder, so
kéonnen sie zu einer Verlingerung des QT-Intervalls sowie niedrigeren
Herzratenvariabilititen fihren (Sekul et al. 1994; Guideri et al. 1999). Die
Herzratenvariabilitit bezeichnet physiologische Schwankungen der Herzfrequenz im Sinne
einer Verlingerung des RR-Abstandes als Reaktion und stellt einen Parameter fir die
autonome Funktion des Herzens dar (Guyton et al. 1951; Guyton und Harris 1951;
Akselrod et al. 1981). Eine verringerte Herzratenvariabilitit ist ein Marker fir eine
autonome Storung des Herzens und ein Hinweis auf ein hohes Risiko fiir den plétzlichen
Herztod (Akselrod et al. 1981; Schwartz und Stone 1982). Die kardiorespiratorische
Dysregulation der Patienten mit Rett-Syndrom wurde sowohl wihrend als auch vor und
nach den Apnoen festgestellt und steht in Zusammenhang mit dem héufigen plétzlichen
Tod der Patientinnen (Weese-Mayer et al. 2000). Studien, in denen Midchen mit dem Rett-
Syndrom im Vergleich zu gesunden Madchen eine niedrigere Herzfrequenzvariabilitit und
lingere korrigierte QT-Intervalle aufwiesen, stellten auflerdem eine Progression der
Dystunktionen mit fortschreitendem Stadium des Syndroms fest (Guideri et al. 2001).
Obwohl die kardiorespiratorischen Dysfunktionen sowohl am Tag als auch in der Nacht
festgestellt wurden, traten die Atmungsstérungen bei Rett-Syndrom-Patientinnen im
wachen Zustand schwerwiegender als im Schlaf auf, was schlussfolgern lisst, dass das
dysregulatorische Ausmal3 in der Nacht weniger Konsequenzen als am Tag trigt (Weese-

Mayer et al. 2008).



1 Einleitung 10

1.7  Synaptische Plastizitit

Es folgt zunichst ein kurzer Uberblick iiber die Grundlagen der synaptischen Plastizitit im
Hippokampus, da sie fir die elektrophysiologischen Untersuchungen dieser Arbeit von

hoher Relevanz sind.

In den Pyramidenzellen des Hippokampus sind vornehmlich ionotrope
Glutamatrezeptoren, genauer NMDA(N-Methyl-D-Aspartat)- und AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic-acid)-Rezeptoren, an  denen  der  exzitatorische
Neurotransmitter Glutamat bindet (Watkins und Evans 1981; Mayer und Westbrook 1987
Collingridge und Lester 1989), lokalisiert. Glutamat fithrt in erster Linie zu einem Einstrom
von Natrium-Ionen. Dies erklirt sich daraus, dass die NMDA-Rezeptoren bei normalem
Ruhepotential der Zelle durch Magnesiumionen blockiert sind und die freien AMPA-
Rezeptoren nur Natriumionen passieren lassen (Nowak et al. 1984). Bindet Glutamat an
die AMPA-Rezeptoren der Postsynapse, so kommt es dort zu einem FEinstrom von
Natriumionen und in der Folge zu einer Depolarisation der Postsynapse und einem
exzitatorischen postsynaptischen Potential (EPSP). Hilt die Depolarisation an oder ist
ausreichend hoch, 16st sich die Magnesiumblockade der NMDA-Rezeptoren und es
koénnen zusitzlich Kalziumionen in die Postsynapse einstromen (Mayer und Westbrook
1987; Stern et al. 1992; Bliss und Collingridge 1993). Die EPSPs, die meist an den
Dornfortsitzen der Dendriten entstehen, werden weitergeleitet zum Axonhtigel des
postsynaptischen Neurons und kénnen dort je nach GréBe des Potentials zur Entstehung

eines Aktionspotenzials fihren.

Die Stirke der prasynaptischen Neurotransmitterfreisetzung hingt zu einem grofen Teil
von der intraterminalen Kalziumkonzentration ab, da die intraterminalen Kalziumionen
tber eine Bindung an das Membranprotein Synaptotagmin, das daraus resultierend mit
Synaptobrevin, SNAP-25 und Syntaxin interagiert, die schlieBlich die Verschmelzung der
Vesikelmembran mit der Plasmamembran vermitteln, die Transmitterabgabe in den
synaptischen Spalt induzieren (Han und Jackson 2006; Hui et al. 2011; Krishnakumar et al.
2011). Gesteuert wird die intraterminale Kalziumkonzentration einerseits durch
spannungsabhingige Kalziumkanile, andererseits jedoch auch durch die Frequenz der
cintreffenden  Aktionspotenziale.  Treffen an der Prdsynapse bspw. zwel
aufeinanderfolgende Aktionspotentiale innerhalb von weniger als 200 ms ein, wird das
zweite Aktionspotential durch das vom ersten Aktionspotential noch vorhandene residuale
Kalzium ein groB3eres EPSP als das vorherige Aktionspotential auslésen. Dieser Vorgang

wird als synaptische Plastizitit bezeichnet. Halt diese Plastizitit nur einen kurzen Zeitraum
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von Millisekunden bis Sekunden an, so wird sie als Kurzzeitplastizitit bezeichnet, dauert sie
linger an, wird von Langzeitplastizitit gesprochen (Bliss und Lomo 1973; Zucker und
Regehr 2002). Folgt auf eine zweite Stimulation eine verminderte Reizantwort, handelt es
sich um eine synaptische Depression. Deren Ursache wird in einer verminderten Menge
fusionsbereiter Vesikel an der prisynaptischen Membran gesehen (Mori et al. 1994; Zucker
1999).

Der Hippokampus, der sich beim Menschen an der Innenseite des Temporallappens
befindet und ein wesentlicher Bestandteil des limbischen Systems ist, wird im
Frontalschnitt in die Bereiche Gyrus dentatus, Cornu ammonis (CA) und Subiculum eingeteilt.
Im Cornu ammonis werden die vier Felder CA1l, CA2, CA3 und CA4 unterschieden. Fur
diese Arbeit ist v.a. die Verbindung der CA3- zu den CAl1-Neuronen von Bedeutung. Auf
die CA3-Neurone wird von den Axonen der Koérnerzellen des Gyrus dentatus, die ihre
Informationen aus dem entorhinalen Kortex erhalten, projiziert (Andersen et al. 1969;
Andersen et al. 1971). Die CA3-Neurone stehen tiber die Schaffer-Kollaterale, die durch
ihre gebiindelten Axone gebildet werden, mit den apikalen Dendriten der CA1-Neurone in
Verbindung. Die CA1-Neurone senden schlief3lich Afferenzen tGber das Subikulum zurick
in den entorhinalen Kortex. Die Pyramidenzellen des Hippokampus sind uber

exzitatorische glutamaterge Synapsen, insbesondere mit AMPA- und NMDA-Rezeptoren

verbunden (Andersen et al. 1971; Swanson et al. 1978).

Studien zufolge ist die basale Synapsenfunktion bei Rett-Syndrom-Patientinnen zwar intakt,
jedoch ist eine Hypererregbarkeit bis hin zu epileptischen Anfillen nachweisbar (Glaze
2005). Als Ursache dieser Ubererregbarkeit wird eine an MeCP2-Null-Miusen
nachgewiesene verminderte basale inhibitorische, rhythmische Aktivitit gesehen, die in
Verbindung mit verringerten synaptischen Stromen in den hippocampalen CA3-Neuronen
auftrat (Zhang et al. 2008). Zudem wurde eine Beeintrichtigung der synaptischen Plastizitit
nachgewiesen. Synapsen der Schaffer Kollaterale wiesen eine erhohte basale synaptische
Ubertragung und eine verringerte paired pulse facilitation, die eine verstirkte postsynaptische
Antwort nach zweimaliger Stimulation der Prisynapse bezeichnet, auf. Da keine erhéhte
postsynaptische Dichte festgestellt wurde, wird die Ursache in einer erhéhten synaptischen
Neurotransmitterfreisetzung vermutet (Asaka et al. 2006; Moretti et al. 2006). Auch die
Langzeitpotenzierung des Hippokampus wurde in vielen Untersuchungen im Rett-
Syndrom als beeintrichtigt festgestellt (Guy et al. 2001; Malenka und Bear 2004; Asaka et
al. 2006; Moretti et al. 20006; Janc und Miller 2014).
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1.8 Spreading depression

Unter einer spreading depression (SD), die 1944 zum ersten Mal von Aristides Ledo im
Neokortex vom Kaninchen beschrieben wurde, wird eine massive Depolarisation von
Neuronen und Gliazellen verstanden. Dabei kommt es zu einer Verschiebung von Ionen in
Form eines Austausches zwischen dem Intra- und Extrazellularraum, in dessen Folge das
Membranpotential zusammenbricht. Die SD breitet sich schlieBlich durch die graue
Substanz aus. Dies geht mit einem kompletten transienten Verlust der neuronalen
Funktion einher (Ledo 1944; Leao 1947; Hansen und Zeuthen 1981; Hansen et al. 1982;
Somjen 2001).

Es werden die in dieser Arbeit untersuchten hypoxischen SDs, welche durch
Sauerstoffentzug oder auch Cyanidvergiftungen ausgelost werden (Hypoxie induzierte SD
(HSD)), von normoxischen SDs, die durch andere Faktoren wie Glutamat, erhdhte
extrazellulire Konzentrationen von Kaliumionen, alkalische pH-Werte, geringe
Osmolaritit, hochfrequente elektrische Impulse und Gleichstrom ausgelost werden,
unterschieden (Roitbak und Bobrov 1975; Lauritzen et al. 1988; Chebabo et al. 1995; El-
Bacha et al. 1998; Hossmann 2003; Gerich et al. 20006). Beide Phinomene verbindet eine
transiente Unterbrechung der neuronalen Aktivitit, eine negative Verschiebung des
extrazelluliren Potentials, eine enorme Umverteilung der Ionen tber der Membran sowie
eine massive, fast vollstindige Depolarisation von Neuronen und Gliazellen (Ledo 1944;
Leao 1947, Hansen und Zeuthen 1981; Somjen 2001). Die beschleunigende und
regenerative Depolarisation, die einem ,,Alles-oder-Nichts“-Prinzip folgt, breitet sich

wellenférmig mit ca. 3 bis 5 mm pro Minute aus (Lauritzen 1994; Somjen 2001).

Der Beginn einer HSD ist gekennzeichnet durch eine Hypoxie induzierte riickliufige ATP-
Synthese. Da ATP uber den Betrieb der Natrium/Kalium-ATPase zur Stabilisierung des
Membranpotenzials notwendig ist, 6ffnen die Neuronen die Kaliumkanile, um einer
vollstindigen ATP-Depletion entgegen zu wirken (Miller und Somjen 2000; Miiller 2005).
Auf den vermehrten Kaliumausstrom aus der Zelle sttomen Natrium, Chlorid und Kalzium
in die Zelle, worauthin Wasser folgt und schlieBlich aufgrund der Zellschwellung der
extrazellulire Raum schrumpft (Hansen und Zeuthen 1981; Hansen 1985; Canals et al.
2005). Die Kaliumakkumulation im extrazelluliren Raum fihrt dber eine erhéhte
Erregbarkeit der Neurone zu einer weiteren Depolarisation in Neuronen und Gliazellen,
woraufhin sich ein erneuter Kaliumausstrom, verbunden mit einem Natriumeinstrom
anschlief3t, in Folge dessen schlieBlich die neuronale Erregbarkeit verloren geht (Miiller und

Somjen 2000; Somjen 2001). An dieser Stelle ist zu erwihnen, dass Gliazellen eine
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verzogernde Wirkung auf die Auslésung einer SD zugeschrieben werden. Sie sind in der
Lage, Kaliumionen aus dem interstitiellen Raum aufzunehmen und so die dortige

Kaliumakkumulation zunichst noch zu verlangsamen (Miiller und Somjen 2000).

Wihrend einer SD lassen sich, als Projektion der starken Depolarisation der Neuronen und
Gliazellen, extrazellulir enorme Spannungsverinderungen des DC(dzrect curreni)-Potenzials
von bis zu -30 mV ableiten. Es folgt auf die massive Negativierung eine kurze Phase der
Repolarisation, die jedoch in einer zweiten, linger anhaltenden Negativierung miindet

(Mdller und Somjen 2000; Somjen 2001).
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Abbildung 1: Hypoxieinduzierte spreading depression

Extrazelluldre Ableitung einer hypoxieinduzierten spreading depression, gekennzeichnet durch ein
massiv abfallendes DC-Potenzial auf ca. -15 mV, welches die Depolarisation der Neuronen und
Gliazellen wiederspiegelt. Nach der Depolarisation folgt eine kurze Repolarisation, sichtbar durch
cinen transienten Anstieg des DC-Potenzials, an die sich eine erneute Depolarisation und
Negativierung des DC-Potenzials anschlieBt. Nach der HSD kommt es hiufig zu einer
Hyperpolarisation der Neuronen und Gliazellen, die sich hier in einer Positivierung des DC-

Potenzials darstellt.

Nach der Ausbreitung der zelluliren Depolarisation folgt zunichst eine elektrische Stille,
welche die sich entwickelnde Unterdrickung der elektrischen Aktivitit in den Nervenzellen
widerspiegelt (Leao 1944). Dieses Phinomen entsteht durch die anhaltenden
tberschwelligen  Depolarisationen, in dessen Folge die spannungsgesteuerten
Natriumkanile der Nervenzellen, die die Aktionspotenziale erzeugen, inaktiviert werden

(Kager et al. 2002).
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Die SD verursacht zwar in der Regel im intakten Hirngewebe keine neuronalen Schiden,
kann aber dennoch bei wiederholtem Auftreten oder im vorgeschidigten Gewebe durch
intrazellulire Kalziumuberlastung zum Untergang der Zelle fithren (Nedergaard und
Hansen 1988; Dietz et al. 2008). Auch bei einer HSD kann sich das Gewebe, sofern die
Sauerstoffversorgung rechtzeitig wiederhergestellt wird, ohne erkennbare neuronale
Verletzungen erholen. Geschieht dies nicht, so konnen nach wenigen Minuten dauerhafte
Schiden auftreten, besonders in Regionen, die empfindlich auf Hypoxie und Ischimie
reagieren, zu denen beispielsweise die CA1-Region des Hippokampus gehort (Somjen et al.
1993; Richter et al. 2008). In dieser Region kommt es in den Pyramidenzellen zu einem
depolarisationsbedingten Kalziumeinstrom in die Neurone und demzufolge zu einem
irreversiblen zytotoxischen Prozess (Muller und Somjen 2000; Somjen 2001; Miller 2005).
Zudem konnen depolarisationsbedingte Schiden auch durch die Zunahme der
sauerstofffreien Radikalproduktion als Reaktion auf zwischenzeitliche Depolarisationen

entstehen (Dreier et al. 1998).

Wird der lokale Verlauf einer HSD betrachtet, so nehmen die DC-Potenzialverinderungen
ihren Beginn in den Dendriten und breiten sich anschlieBend in Richtung des Somas der

Neurone fort (Somjen 2001).

1.9  Therapeutischer Nutzen einer stabilisierten systemischen

Redoxbalance durch Antioxidantien

Das Rett-Syndrom steht in enger Beziehung zu oxidativem Stress (Sierra et al. 2001). In
Megp2”-Miusen wurde eine Verschiebung der Redoxbalance in Richtung vermehrter
Oxidationen im Gegensatz zu Wildtyp-Miusen beobachtet (GroBer et al. 2012). Zudem
konnte eine mitochondriale Uberproduktion von H,O,, beruhend auf einer defekten
Komplex-II-Aktivitit festgestellt und somit die Mitochondrien fur die gesteigerte
Generierung von ROS in Rett-Syndrom-Mausgehirnen verantwortlich gemacht werden (De
Filippis et al. 2015). Der Komplex II spielt in Mitochondrien von Wildtypmausen eine eher
untergeordnete Rolle, da hier die ROS hauptsichlich durch die Komplexe I und III erzeugt
werden (Kushnareva et al. 2002; Chen et al. 2003). Auch das Antioxidantienmanagement
bei Patienteninnen mit Rett-Syndrom scheint gestort zu sein, da bei ihnen nicht nur eine
Abnahme der Superoxid-Dismutasen-Aktivitit —mit resultierender zunehmender
Lipidoxidation, sondern auch ein verminderter Vitamin-E-Serumspiegel gemessen wurde

(Formichi et al. 1998; Sierra et al. 2001). Jingste Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe wiesen
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zudem eine deutlich erhéhte mitochondriale H,O,-Bildung in Megp2”- und Mep2™ -
Miusen nach (Adebayo et al. 2020).

Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass oxidativer Stress ein zentrales Thema des Rett-
Syndroms ist. Ein therapeutischer Nutzen wird sich in dieser Arbeit durch die Gabe eines

antioxidantienangereicherten Futters (AOF) erhoftt.

Vorrangegangene Studien unserer Arbeitsgruppe zeigten bereits erste Erfolge einer
Troloxinkubation akuter Hippokampusschnitte adulter Mep2”-Miuse in Form einer
Dimpfung der neuronalen Ubererregbarkeit, Verbesserung synaptischer Kurzzeitplastizitit,
vollstindig wiederhergestellter Langzeitpotenzierung und einer verminderten Anfilligkeit
gegentiber Hypoxie (Janc und Miller 2014). Auch eine systemische Trolox-Verabreichung
mittels einer intraperitonealen Injektion zeigte unter anderem eine Verbesserung der
Lipidperoxidation, der synaptischen Kurzzeitplastizitit und der Hypoxietoleranz (Janc et al.
2010).

1.10 Ziele der Arbeit

Das Rett-Syndrom ist eine neuronale Entwicklungsstérung, die sich unter anderem durch
eine beeintrichtigte Mitochondrienfunktion und einem daraus entstehenden erhéhten
systemischen oxidativen Stress auszeichnet. Diese Verdnderungen werden in Rett-Miusen
bereits vor dem Auftreten der ersten Symptome deutlich, sodass sich schlussfolgern lisst,
dass eine frithe Gabe von Antioxidantien zu einer Stabilisation der neuronalen Funktion
fihren und damit auch Atemaussetzern entgegenwirken koénnte. Da vorangegangene
Studien bereits die Verbesserung neuronaler Symptome mittels Troloxinkubation und
Troloxinjektion bewiesen (Janc und Miller 2014; Janc et al. 2016), soll nun auch die
Wirkung oraler Supplemente von Antioxidantien auf die neuronalen Symptome des Rett-
Syndroms untersucht werden. Eine orale Supplementation stellt hier im Gegensatz zur
intraperitonealen Injektion eine stressminimierte Verabreichungsform und einen méglichen
therapeutischen Ansatz fiir Rett-Patientinnen dar. Aufgrund dessen werden in dieser Arbeit
normalgefitterte (NF) und antioxidantiengefiitterte (AOF) Megp2-Miuse verglichen. Im
Mittelpunkt dieser Untersuchungen steht der Nutzen einer oralen Supplementierung eines
Futters, das mit den antioxidativ wirksamen Zusitzen a-Liponsdure, N-Acetyl-L-Cystein
und Vitamin E angereichert wurde. Dabei wurden sowohl Minnchen als auch Weibchen
analysiert, da bei Weibchen im Gegensatz zu den Minnchen der Gendefekt aufgrund der
zwei X-Chromosomen heterozygot vorliegt und der Schweregrad des Rett-Symptoms

somit milder ausfillt. Um den therapeutischen Nutzen der Antioxidantienfiitterung tber
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eine lingere Lebenszeit beurteilen zu kénnen, werden bei der Analyse der respiratorischen
Dysfunktionen sowohl Weibchen im Alter von ca. 50 Tagen, als auch von ca. 200 Tagen
bewertet. Der Schwere des Krankheitsverlaufes bedingt, erreichen die MecpZ/]—Méiuse kein
hohes Lebensalter, sondern versterben meist zwischen dem 50. und 70. Lebenstag, sodass

es nicht moglich ist, sie im hoheren Alter zu messen.

Zur Analyse der AtmungsunregelmifBigkeiten wird das Atmungsverhalten der Miuse
mittels Ganzkérperplethysmographie bewertet. Dabei koénnen die Haufigkeit und
Ausprigung der AtmungsunregelmiBigkeiten sowie die Atemfrequenzen der verschiedenen
Genotypen gezielt verglichen werden. Zudem werden einige Miuse wiahrend ihrer
Ganzkorperplethysmographiemessung  gefilmt, um mdgliche Verhaltensmuster und
Atemmuster zueinander zuordnen zu konnen. Im Besonderen ist von Interesse, ob
bestimmte Verhaltensmuster, wie beispielsweise exploratives Verhalten, wihrend der

Messung vermehrt gruppenspezifisch nachweisbar sind.

Die elektrophysiologischen Untersuchungen erfolgen an akuten hippocampalen
Gewebeschnitten der jeweiligen Mduse. Im Einzelnen wird der Einfluss des AO-Futters
auf die Synapsenfunktion, das Ausmal3 der synaptischen Plastizitit und auf die
Anoxievulnerabilitit ermittelt. Die basale Synapsenfunktion und das Ausmal} der
synaptischen Plastizitit werden durch extrazellulir abgeleitete elektrische Feldpotentiale
(fEPSP) bewertet, die zerebrale Anoxievulnerabilitit wird mittels Auslosung einer
hypoxieinduzierten spreading depression analysiert. Dabei steht besonders die Dauer, bis nach
Auslésung der Hypoxie die HSD auftritt, sowie die Regenerationszeit nach Reoxygenierung
im Fokus. AuBlerdem wird Gber den Verlauf der HSD der Verlust der synaptischen
Funktion dokumentiert, um auch mégliche Anderungen in der posthypoxischen

Erholungsphase in den verschiedenen Maus- und Behandlungsgruppen zu erfassen.
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2 Material und Methoden

2.1 Mausmodell des Rett-Syndroms

Fir die Untersuchungen in dieser Arbeit wurde das Mausmodell Mep2™" "™ aus der
Zuchtlinie B6.129P2(C) gewihlt. Es gab bereits Versuche, MeCP2-null-Miuse mithilfe von
embryonalen Stammzellen herzustellen, indem das X-verkntpfte Mep2-Gen in
embryonalen Stammzellen der minnlichen Maus mit einer promoterfreien
Genmodifikation, die ein lacZ-Gen enthielt, mutiert wurde. Allerdings wiesen die chimaren
Embryonen, die aus mehreren Mutationslinien stammten, Entwicklungsstorungen auf,

deren Schwere mit dem Beitrag von mutierten Zellen korrelierte (Tate et al. 1996).

Die Zuchtlinie B6.129P2(C) wird hingegen mit der Cre-loxP-Technologie, die 1981 zum
ersten Mal beschrieben wurde, erzeugt (Sternberg und Hamilton 1981). Dies ist ein
Rekombinationssystem, das die Untersuchung spezifischer Genfunktionen in
Zellpopulationen erméglicht (McLellan et al. 2017). Das Cre-loxP-System beginnt mit der
Konstruktion eines Tieres oder einer Zelllinie, die die DNA an einem Ort des Gens trigt,
das von zwei 34-bp LoxP DNA-Motiven umrahmt wird (Sauer und Henderson 1988). Als
Nichstes muss die Zelle mit diesen umrahmten Segmenten, die hiufig als floxed bezeichnet
werden, das Enzym Cre exprimieren (McLellan et al. 2017). Cre ist ein Enzym aus der
Gruppe der Rekombinasen, was bedeutet, dass es die Spaltung und Neuverkniupfung von
DNA Kkatalysiert und die loxP-Sequenzen erkennt (Nagy 2000). Promotor- und Enbancer-
Sequenzen steuern die Zellspezifitit der Rekombination, indem sie die Cre-Expression in
der Zelle antreiben und somit der floxed locus des Gens in der gesamten Linie entfernt wird
(Gu et al. 1993; Gu et al. 1994). Bei der Zuchtlinie B6.129P2(C) weisen die Miuse ein
Fehlen der exons 3 und 4 des Megp2-Gens auf (Guy et al. 2001).

Ziel der Zucht war die Generierung von heterozygoten Weibchen (Megp2""), hemizygoten
Minnchen (Megp2”) und Wildtypen (WT; Megp2™*; Mep2™”). Dazu wurden heterozygote
Weibchen (Megp2*"), bezogen von Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME), mit C57BL/6]-
Minnchen (Wildtypen) gepaart.

Da das Megp2-Gen der zufilligen X-Chromosomeninaktivierung unterliegt, kommt es bei
den heterozygoten weiblichen Mausen (Mep2™) zu dem Auftreten von mosaikihnlichen

Expressionsmustern des MeCP2 und in der Folge zum Auftreten von heterogenen
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Phinotypen (Young und Zoghbi 2004; Chahrour et al. 2008). Diese weisen haufig einen
cher milden Krankheitsverlauf auf (Guy et al. 2011). Den hemizygoten Mannchen (Megp2
") fehlt das MeCP2 hingegen aufgrund der X-Chromosomenlokalisation des Megp2-Gens

vollstindig, was in einem schweren Krankheitsverlauf resultiert (Guy et al. 2001).

Abbildung 2: Phinotypischer Vergleich einer Mecp2™” - mit einer Mecp2” - Maus

Zu schen sind zwei 50 Tage alten minnliche Tiere unterschiedlichen Genotyps. Der Wildtyp

(Mecp2+/; links) ist wesentlich gréBer als das hemizygote Midnnchen (Megp2-; rechts).

2.2  Antioxidantienfiitterung

In dieser Arbeit wird der Einfluss eines mit Antioxidantien angereicherten Futters auf die
Atmung und neuronalen Symptome der minnlichen und weiblichen Rett-Mause

untersucht.

Alle Miuse werden mit speziellem Zuchtfutter der Firma ssniff Spezialdiiten GmbH
(Soest) ernidhrt (Tabelle 1), das Zusidtze von Vitamin A, Vitamin D,, Vitamin E, Vitamin
K, Vitamin C, Eisen(Il)-sulfat Monohydrat, Zinksulfat Monohydrat, Mangan(II)-sulfat
Monohydrat, Kupfer(Il)-sulfat Pentahydrat, Selen, Natriumselenit, Jod und Calciumiodat
Anhydrat enthilt. Das mit Antioxidantien angereicherte Futter wurde zusitzlich mit

2,5g/kg a-Liponsiure, 2,5 g/kg N-Acetyl-L-Cystein und 125 mg/kg Vitamin E versetzt.
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Tabelle 1: Inhaltsstoffe des Zuchtfutters

Inhaltsstoffe | %
Rohprotein 22,0
Rohfett 4,5
Rohfaser 3,9
Rohasche 6,7
Stirke 34,9
Zucker 5,2
2.3

Analyse der respiratorischen Dysfunktionen

In dieser Arbeit wurden sowohl ca. 50 Tage postnatal (p50) alte minnliche und weibliche

als auch ca. 200 Tage postnatal (p200) alte Weibchen untersucht, die sich weiterhin in
minnliche Wildtypen (Meg2*?), weibliche Wildtypen (Mep2*'"), heterozygote Weibchen

(Megp2™") und hemizygote Minnchen (Mep2™”) unterteilen lieBen. Jede dieser genannten

Kategorien bestand aus zwei Versuchsgruppen, die sich in der Fitterung (Normalfiitterung

(NF) und Antioxidantien angereicherte Fitterung (AOF)) unterschieden, sodass insgesamt

zwoOlf Versuchsgruppen entstanden (Tabelle 2). Es handelte sich bei den weiblichen

Versuchsgruppen p50 und p200 mehrheitlich nicht um dieselben Mause, da sie nach dem

50. postnatalen Tag entweder frithzeitig verstarben oder fiir andere in vitro Experimente

verwendet wurden.

Tabelle 2: Die Versuchsgruppen der plethysmographischen Messungen

Versuchs- | Postnatales | Geschlecht | Genotyp | Fiitterung Bezeichnung
gruppe | Alter [Tage]

1 50 minnlich Meep2+/y NF Mecp2+/y NF (p50)

2 50 minnlich Meep2+/y AOF Megp2+/y AOF (p50)

3 50 minnlich Mecp2-/y NF Meep2-/y NF (p50)

4 50 minnlich Meep2-/y AOF Meep2-/y AOF (p50)

5 50 weiblich Meep2+/+ | NF Meep2+/+ NF (p50)
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Versuchs- | Postnatales | Geschlecht | Genotyp | Fiitterung | Bezeichnung
gruppe Alter [Tage]

6 50 weiblich Meep2+/+ | AOF Megp2+/+ AOF (p50)
7 50 weiblich Meep2+/- NF Meep2+/-NF (p50)

8 50 weiblich Meep2+/- AOF Mecp2+/- AOF (p50)
9 200 weiblich Meep2+/+ | NF Mecp2+/= NF (p200)
10 200 weiblich Meep2+/+ | AOF Megp2+/+ AOF (p200)
1 200 weiblich Meep2+/- NF Mecgp2+/- NF (p200)
12 200 weiblich Meep2+/- AOF Meep2+/- AOF (p200)

2.3.1 Ganzkorperplethysmographie

Das Atmungsverhalten der Megp2-Miuse wurde mittels Ganzkorperplethysmographie
aufgezeichnet. Dieses Verfahren beruht auf der Messung von Druckdnderungen, die durch
die In- und Exspiration entstehen (Lundblad et al. 2002). Bei der Inspiration erwirmt sich
die Luft, dehnt sich dadurch aus und vergréBert den Druck. Bei der Exspiration hingegen
kihlt die Luft ab, kontrahiert und der Druck sinkt (Drorbaugh und Fenn 1955). Diese

Druckdifferenz kann durch einen Drucksensor aufgezeichnet werden.

2.3.2 Plethysmographische Messungen

Fur diese Arbeit wurde ein Ganzkorperplethysmograph der Data Sciences International®
(Modell 600-2500-001) verwendet. Dieser bestand aus zwei Kammern, einer Messkammer

und einer Referenzkammer, deren beider Druckdifferenz von einem Drucksensor erfasst

wurde (Abbildung 3, Abbildung 4).

Da die Ganzkorperplethysmographie die Handhabung lebendiger Miuse erforderte,
erfolgte die reine Durchfihrung dieser Messungen durch Mitarbeiter unserer
Arbeitsgruppe, die erfolgreich an einem dafiir vorgeschriebenen entsprechenden
tierexperimentellen Kurs teilgenommen haben. Die umfassende Datenanalyse,
Datenauswertung, sowie die statistische Deutung und entsprechende grafische

Aufbereitung erfolgten von mir.
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Die minnlichen und weiblichen Mause waren zum Zeitpunkt der plethysmographischen
Analyse zwischen 45 und 55 Tagen, die ilteren Versuchsgruppen der weiblichen Mause

zwischen 190 und 210 Tagen alt.

Die jeweilige Maus befand sich zehn Minuten in der Messkammer und konnte sich dort frei
bewegen. Ausgewertet wurden die letzten drei Minuten der Messung, da die ersten sieben

Minuten als Eingewohnung der Maus an die Versuchsbedingungen dienten.

Angeschlossen an die Messkammer war zur Frischluftzufuhr eine Membranpumpe, die als
Sog einen kontinuietlichen Luftstrom von 1 1/min erzeugte und die Anteicherung von CO,
verhinderte. Die Referenzkammer erfasste den Umgebungsdruck und zur Ubertragung des
Messsignals wurde der Drucksensor mit einem Analog-Digital-Wandler und dem PC mit

der Datenerfassungssoftware verbunden (Abbildung 3).

Computer

Analog-Digital-Wandler

;FE'E=\_,/ —

T
Drucksensor \_’/

Referenzkammer Messkammer Membranpumpe
(konstanter Luftstrom 11/min)

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Ganzkorperplethysmographie

Die Maus befand sich in der Messkammer, die wiederum an eine Membranpumpe angeschlossen
war. Diese verhinderte die COz-Akkumulation und arbeitete mit einer Luftaustauschrate von
1 1/min. Zur Erfassung der Druckinderungen zwischen Referenz- und Messkammern diente der
Drucksensor, der an beide Kammern angeschlossen war. Die Signale wurden im Folgenden durch
den Analog-Digital-Wandler in digitale Signale umgewandelt und mittels der Analyse-Software

Ponemah v5 aufgezeichnet.



2 Material und Methoden 22

Abbildung 4: Praktische Durchfithrung der Ganzkorperplethysmographie

Die Abbildung zeigt eine weibliche Wildtypmaus (p200) wihrend der plethysmographischen
Untersuchung. Sie konnte sich innerhalb der Messkammer auf dem Gitter frei bewegen, um sich

z. B. zu putzen oder zu schniiffeln.

2.3.3 Plethysmographische Auswertungen

Die Messsignale wurden mit der Software Ponemah v5 aufgezeichnet und anschlieBend als
ASCII-Dateien exportiert. Die Auswertung der Messdaten erfolgte durch Clampfit 10.4
(Molecular Devices®) und begann zunichst mit einer Bandpass-Filterung von 0,5-20 Hz mit
anschlieBender Limitierung der Messdaten auf die letzten drei Minuten der Messung. In der
nun folgenden schwellenbasierten Ereigniserkennung wurden alle Maximalwerte des
inspiratorischen Atemflusses, die einen zuvor definierten Schwellenwert iberschritten,

durch manuelles Angleichen der Grundlinie als Ereignisse markiert (Abbildung 5).

Die durchschnittliche Zeit der Intervalle zwischen den markierten Ereignissen entsprach
der durchschnittlichen Dauer eines Atemzyklus und diente mittels Kehrwertbildung zur
Berechnung der Atemfrequenz in Hz und schlieBlich in breaths per minute (BPM). Zur
Beurteilung der AtmungsunregelmiBigkeiten wurde ein Irregularitits-Parameter (irregularity
score) ermittelt. Er beschreibt Abweichungen der Frequenzen aufeinanderfolgender
Atemzyklen und identifiziert damit das Auftreten von AtmungsunregelmiBigkeiten

(Telgkamp et al. 2002).
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Abbildung 5: Plethysmographische Auswertung mit Clampfit

Markiertes Ereignis

Nach der Bandpass-Filterung (0,5 — 20 Hz) wurden nach Einstellung eines festen Schwellenwertes

alle dber dieser Schwelle liegenden Ereignisse markiert und bei etwaigen Schwankungen die

Grundlinie manuell angepasst. Dargestellt ist hier beispielhaft ein Auszug aus einer Messung iiber

ca. sieben Sekunden. Die Atemereignisse sind in der Software mit einem blauen Kreuz markiert.

2.3.4 Auswirkung des explorativen Verhaltens auf das Atemmuster

Da die Tiere bei der Ganzkorperplethysmographie die Moglichkeit hatten, thre Umgebung

im Rahmen der Kammer zu erkunden, wurden einige Tiere

wahrend der

plethysmographischen Messungen gefilmt, um repetitive Atemmuster dem jeweiligen

explorativen Verhalten zuzuordnen. AnschlieBend wurden diese Aufnahmen mit den

aufgezeichneten Atemsequenzen verglichen.

2.4  Elektrophysiologische Untersuchungen

2.4.1 Herstellung akuter hippocampaler Schnitte

Vor Beginn der Priparation wurden 200 ml artifizielle zerebrospinale Flissigkeit (ACSF)
(Tabelle 3) gekiihlt und ca. 20 min mit Carbogen (Gasgemisch aus 95% O, und 5% CO,)

versetzt.

Tabelle 3: Zusammensetzung der artifiziellen cerebrospinalen Fliissigkeit

Substanz NaCl | KCl | NaHPO4 | NaHCOs | CaCla | MgSOy4 | Dextrose

Konzentration in mM | 130 3,5 1,25 24 1,2 1,2

10
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Die Tiere wurden zunichst mit Diethyl-Ether anisthesiert und dekapitiert, wobei diese
Schritte durch entsprechend autorisierte Mitarbeiter unserer Arbeitsgruppe durchgefithrt
wurden. Im Folgenden wurde von mir das Gehirn aus dem abgetrennten Schidel entfernt.
Zu diesem Zweck wurde zunichst die Kopfhaut mit einer Schere vorsichtig von der
Kalotte abgelost, um die Kalotte im Anschluss bis zum Anfang des Gesichts
durchzutrennen und mit einer Pinzette aufzubrechen. Danach konnte das Gehirn sorgfiltig
mit einem Spatel herausgeldst und fiir ein bis zwei Minuten in die gekiihlte und oxygenierte

artifizielle cerebrospinale Flissigkeit gelegt werden.

Nach dem Abkihlen wurden das Kleinhirn und das frontale Drittel des Gehirns mit einem
Skalpell abgetrennt und die so entstandene Schnittfliche auf einen zuvor gekihlten und mit
Sekundenkleber benetzten Kunststoffblock geklebt. Dieser wurde nachfolgend bis knapp
tber dem Gehirnschnitt mit gekihlter ACSF gefillt und mit einem Vibroslicer (752M

Vibroslice, Campden Instruments) in Scheiben mit einer Dicke von 400 um geschnitten.

AnschlieBend wurden einzelne Gewebeschnitte ausgewihlt, die zur Messung verwendet
wurden. Kriterien hierfiir waren die ausreichend sichtbare Abbildung des Hippokampus
und die grundsitzliche Unversehrtheit des Gewebes. Diese ausetlesenen Schnitte wurden
sagittal entlang der Mittellinie durchtrennt, sodass die Hemisphiren schlief3lich separat
vorlagen. Im Anschluss wurden die Schnitte in die zwei Inferface-Kammern des sezups gelegt
und dort mindestens 90 Minuten zur Erholung des Gewebes von der Priparation in Ruhe

gelassen (Abbildung 06).

Da die Experimente nicht linger als ca. 45 min dauerten, wurden bis zu maximal finf

Gewebeschnitte aus jedem Gehirn verwendet.
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Reizelektrode  Ableitelektrode
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Windkessel
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der elektrophysiologischen Messungen

Die Interface-KKammern (links) bestanden aus einer linken und rechten Kammer. Die linke Kammer,
die als Aufbewahrungskammer diente, bot Kapazititen fir ca. vier akute Gewebeschnitte. In der
rechten Kammer wurden die Messungen durchgefiihrt. Sie konnte sowohl durch Carbogen, als
auch bei Bedarf durch ein Stickstoff-Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch (95% Na, 5% CO2) begast
werden. Die Gewebeschnitte lagen zur besseren Justierung auf Linsenpapier. Beide Kammern
hatten dutch eine Badheizung ecinen konstanten Temperatutbereich von ca. 35 bis 36 °C und
wurden mit ACSF, das zusitzlich durch ein Wasserbad aufgeheizt und mit Carbogen begast wurde,
unterspilt. Den steten Flissigkeitsaustausch gewihrleisteten eine Peristaltikpumpe, die mit 30
Umdrehungen pro Minute (ca. 4 ml pro Minute) in Kombination mit Windkesseln die Fliissigkeit
kontrolliert in die Kammern pumpte, und einer an den Kammern angeschlossenen

Unterdruckpumpe, die die Gber den gewtinschten Pegel hinauslaufende Flissigkeit absog.

2.4.2 Elektrophysiologische Messungen

Zu Beginn der Messungen wurden die Elektroden im Sinne einer extrazelluliren
Feldpotenzialableitung platziert. Die extrazellulire Aufzeichnungselektrode wurde aus
Borosilikatglas (GC150TF-10, Harvard Apparatus) hergestellt, an der Spitze auf einen
Widerstand von ca. 5 MQ gekappt und mit ACSF befiillt. Die Reizelektrode befand sich an
den gebiindelten Axonen der CA3-Neurone (Schaffer-Kollaterale) und die Ableitelektrode
an den apikalen Dendriten der CA1-Neurone, an deren Dendriten durch die orthodrome
Reizung der afferenten Fasern entsprechende EPSPs ausgel6st wurden (Abbildung 7). Die
postsynaptischen Feldpotentiale (fEPSP) wurden durch unipolare 0,1-ms-Stimuli (Grass
S88-Stimulator mit PSIUG6-Stimulus-Isoliereinheiten; Grass Instruments) ausgeldst, die iiber

Mikrodrahtelektroden aus Stahl (50 pm Durchmesser, A-M-Systeme) geleitet wurden.
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Abbildung 7: Hippokampaler Schnitt einer Maus mit schematischer Elektrodenplatzierung

In der Abbildung ist eine Hemisphire mit dem Hippokampus im Zentrum zu sehen. Die
Reizelektrode wurde in die Schaffer-Kollaterale, die durch die gebiindelten Axone der CA3-
Neurone gebildet werden, platziert. Die Ableitung der EPSPs erfolgt im Bereich der apikalen
Dendriten der CA1-Neurone.

Alle im Folgenden beschriebenen Messungen wurde mit der pClamp 9.2-Software

(Molecular Devices) aufgezeichnet und analysiert.

Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand der Nutzen einer oralen Supplementierung
antioxidantienangereicherten Futters auf die basale Synapsenfunktion, das Ausmal} der
synaptischen Plastizitit sowie die Anoxievulnerabilitit. Zur Uberpriifung der basalen

Synapsenfunktion wurden die Neurone mit Reizen von 10 bis 150 pA in Schritten von 10

MA  unipolar stimuliert. Bei jeder Reizstirke wurde ein Mittelwert aus vier
aufeinanderfolgenden Reizantworten (fEPSPs) gebildet. Diese Reiz-Antwort-Beziehung
wurde in einer Input-output-Kurve (i.0.-Curve) dargestellt (Abbildung 8). Das Ausmal3 der
synaptischen Kurzzeitplastizitit wurde mittels Doppelreizen mit variiertem zeitlichem
Abstand erhoben. Dazu wurde zunichst durch die vorherige Messung die Reizstirke bei
der halben maximalen Reizantwort ermittelt und konstant eingestellt. AnschlieSend wurden

die Neurone mit zwei aufeinanderfolgenden Reizen stimuliert. Der Abstand zwischen
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beiden Reizen wurde von anfinglichen 25 ms auf 200 ms in Schritten von je 25 ms erhéht.
Ebenfalls erfolgte hier eine Mittelwertbildung aus vier Reizantworten (fEPSPs) pro

zeitlicher Stufe.

Die Bewertung der Anoxievulnerabilitit fand durch Auslésung einer HSD statt. Wihrend
der gesamten Messung wurden im Abstand von 20 Sekunden mit 100 pA fEPSPs
ausgelost. Nach ca. drei Minuten wurde die Versorgung des Gewebes von Carbogen auf
ein Stickstoff-Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch (95% N,, 5% CO,) umgestellt, was nach
wenigen Minuten im Gewebe eine HSD ausloste. Bei Auftreten der HSD, angezeigt durch
die charakteristische negative DC-Potential-Auslenkung (siche Abbildung 1 und Abbildung
8D), wurden noch 60 Sekunden abgewartet, bis schlieBlich die Gasversorgung wieder auf
Carbogen gewechselt wurde (Reoxygenierung). Die Messung wurde bis zur vollstindigen

Regeneration der Neurone protokolliert.

2.4.3 Auswertung der elektrophysiologischen Messungen

Alle Messungen wurden mit der Software Clampfit 10.4 (Molecular Devices®) ausgewertet.
Bei den Messungen der basalen Synapsenfunktion und der synaptischen Plastizitit wurden
zunichst die Grundlinien festgelegt. Relativ dazu wurden die Gréen (Amplituden) der
cinzelnen Reizantworten (fEPSPs) bei den verschiedenen Messungen berechnet
(Abbildung 8). Zudem wurden anfinglich bei den Reizantworten nicht nur die GroBe,
sondern auch die Steigung (s/gpe) ermittelt, da sich das an den Dendriten ausgeloste EPSP
in Richtung des Somas ausbreitet und dort zu einem das EPSP trunkierenden
Summenaktionspotential (population spike) tihrt. Die Steigung der Reizantwort ist hoher, je
grofler die Reizantwort ist und stellt somit auch einen Parameter zur GréBe der
Reizantwort dar, jedoch ohne durch das folgende Aktionspotenzial beeinflusst zu werden.
Gemessen wurde die Steigung erst im Bereich von 30 bis 70%, da sich im vorherigen
Bereich die direkte prisynaptische Reizantwort (fiber volley) auf die Steigung auswirkt. Der
fiber volley spiegelt das Aktionspotenzial in den CA3-Axonen wieder, dessen Amplitude
proportional zur Anzahl der stimulierten prisynaptischen Fasern ist (Abbildung 8). Die
slopes  zeigten jedoch insbesondere im Bereich niedriger Reizantworten starke
Storanfilligkeiten, was eine sinnvolle Auswertung nicht zulieB. Um einen Vergleich zu
ermoglichen, wurden daher alle Reizantworten (fEPSP-Amplituden) des jeweiligen
Gewebeschnittes zum einen auf die maximale Reizantwort und zum anderen auf den fiber
volley normiert. Zur Beurteilung der synaptischen Kurzzeitplastizitit wurde insbesondere

das Verhiltnis des zweiten Reizes zum ersten Reiz herangezogen.



2 Material und Methoden 28

Die Bewertung der Anoxievulnerabilitit erfolgte sowohl durch die Bestimmung der
zeitlichen Dauer, bis die HSD nach Umstellung des Gewebes auf das Stickstoff-
Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch auftrat, sowie der Regenerationszeit des Gewebes nach der
Reoxygenierung als auch durch die Darstellung der evozierten Potentiale und somit auch
des synaptischen Versagens unter Sauerstoffentzug tber den gesamten Messzeitraum

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Ausschnitte aus Clampfit 10.4 (Molecular Devices®)

Beispielhafte Ausschnitte von Auswertungen der elektrophysiologischen Messungen. A: fEPSP in
den apikalen Dendriten der CA1-Neurone nach Reizung der gebiindelten Axone der CA3-Neurone
(Schaffer-Kollaterale). Markiert ist der fiber volley, der das Aktionspotenzial in den CA3-Neuronen
wiederspiegelt. B: FEinzelauswertung eines fEPSP, die Markierungen 5 und 6 legen das
Basispotenzial fest, zwischen den Markierungen 1 und 2 wird die maximale Amplitude des DC-
Potenzials berechnet. C: Auswertung einer Doppelstimulation: Die Markierungen 5 und 6 legen das
Basispotenzial fest, zwischen 1 und 2 wird die maximale Amplitude des ersten und zwischen 3 und
4 die Amplitude des zweiten Stimulus ermittelt. D: Auswertung einer HSD mit dauerhafter
Stimulation im Abstand von 20 s. Markiert sind der Sauerstoffentzug sowie die Reoxygenierung.
Die Zeit zwischen dem Sauerstoffentzug und der Markierung 1, die den Beginn der HSD
kennzeichnet, entspricht ,,At“, die Dauer bis zur Regeneration des halben maximalen DC-

Potenzials der Dauer tj/o.
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2.5 Statistiken

Die Anzahl der Experimente (n) bezieht sich auf die Anzahl der untersuchten Tiere oder
Gewebeschnitte. Die Signifikanz der beobachteten Unterschiede zwischen den Genotypen
wurde mit einem zweiseitigen, ungepaarten Student-1-Test und einem Signifikanzniveau von

P = 5% getestet. Signifikante Verinderung werden entweder im Text erwihnt oder in den

Diagrammen durch Sternchen angezeigt (* P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001).
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3  Ergebnisse

3.1 Plethysmographische Analysen

In den folgenden Kapiteln der plethysmographischen Ergebnisse wurden zunichst die
minnlichen Megp2-Miduse, anschlieBend die 50 Tage alten und am Ende die 200 Tage alten
weiblichen Megp2-Mause verglichen. Zur Gegeniiberstellung wurden die Atemfrequenzen
(Atemziige pro Minute, breath per minute (BPM)), das intereventintervall und der irregularity score

(Ausmal3 der Atmungsunregelmilligkeiten) herangezogen.

Die BPM wurden sowohl in Form von Balkendiagrammen als auch in Histogrammen
dargestellt. Die Balkendiagramme dienten der Darstellung des Vergleiches der BPM-
Durchschnittswerte der einzelnen Versuchsgruppen, die Histogramme hingegen zeigten

gruppenspezifische Haufigkeiten in den verschiedenen Frequenzbereichen auf.

Die  intereventintervalle  beschreiben den  Zeitraum  zwischen den  markierten
Einzelatemereignissen und dienten zur quantitativen Bewertung von
AtmungsunregelmiBigkeiten. Je hiufiger die Abstinde zwischen den Einzelatemereignissen
schwanken, desto mehr AtmungsunregelmiBigkeiten traten auf. Im Folgenden wurden sie
ebenfalls in Form von Histogrammen dargestellt, um bestimmte infereventintervalle speziellen
Phinotypen und Fitterungsarten zuzuordnen. Zusitzlich wurde der Irregularitits-
Parameter  (irregularity  score) ermittelt, der die Abweichungen der Frequenzen

aufeinanderfolgender Atemzyklen beschreibt.

Zudem  wurden durch die Videoaufnahmen einiger Tiere wihrend der
plethysmographischen Messungen repetitive Atemmuster dem jeweiligen explorativen

Verhalten zugeordnet.



3 Ergebnisse 31

3.1.1 Vergleich der minnlichen Wildtypen und hemizygoten Miuse

Die normalgefiitterten minnlichen Megp2”-Miuse (n = 24) wiesen mit 418,5 £ 57,5
Atemziigen pro Minute eine hoch signifikant verminderte Atemfrequenz als die
minnlichen Wildtypen (581,7 * 39,7, n = 25) auf (Abbildung 9). Die AO-gefitterten
Wildtypen unterschieden sich mit 570,3 £ 48,3 (n = 25) BPM ebenso hoch signifikant von
den AO-gefitterten MecpZ’/]—Méiusen (402,8 = 62,1, n = 25).

Zwischen den Fitterungsarten lieBen sich jedoch weder innerhalb der minnlichen

Wildtypen, noch innerhalb der hemizygoten Minnchen signifikante Unterschiede

feststellen.
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Abbildung 9: Verminderte Atemfrequenzen in minnlichen Megp2”-Miusen (p50)

Die mittleren Atemfrequenzen der Wildtypen lagen bei beiden Fitterungsarten (NF, AOF) hoch
signifikant Gber den gleichgefiitterten hemizygoten Tieren. Innerhalb gleicher Genotypen zeigte
sich kein Effekt durch das AO-Futter. Unter den Balken ist jeweils die Anzahl der analysierten

Tiere genannt.

Die komplexe spektrale Zusammensetzung der Atemfrequenzen aller minnlichen
Versuchsgruppen (Megp2™* (NF), Mep2"" (NF), Mecp2*"* (AOF), Meep2"” (AOF)) wurden
zur besseren Verdeutlichung in Histogrammen aufgetragen (Abbildung 10). Die
Wildtypgruppen beider Fltterungsarten zeigten vermehrte Haufigkeiten bei 640 BPM und
700 BPM. Den Megp2”*-Mausen hingegen fehlten diese markanten Frequenzspitzen. Beim
Vergleich der Histogramme der BPM der Wildtypen und der Megp2’*-Miuse konnte jedoch
eine Linksverschiebung zu geringeren Atemfrequenzen bei den Megp2”"-Miusen festgestellt

werden.
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Abbildung 10: Spektrale Zusammensetzung der Atemfrequenzen der minnlichen Tiere

zeigt eine deutliche Linksverschiebung in Meg2”-Miusen (p50)

A, B: Bei den Wildtypen beider Fiitterungsarten traten vermehrt Atemfrequenzen von 640 BPM
und 700 BPM auf. C, D: Bei den hemizygoten Tieren beider Fiitterungsarten zeigten sich deutliche

Linksverschiebungen zu niedrigeren Frequenzen.

Bei der Auftragung der einzelnen intereventintervalle, bzw. Abstinden zwischen den
Atemereignissen aller Versuchsgruppen in einer Haufigkeitsverteilung (Abbildung 11),
zeigten sich in allen vier Versuchsgruppen Maxima zwischen 90 ms und 120 ms. In diesem
Bereich wiesen beide Wildtypgruppen hohere Hiufigkeiten als die Megp2”*-Mause auf.
Dazu fiel bei den normalgefiitterten Megp2”*-Miusen im Bereich von 140 bis 200 ms die
Haufigkeit der intereventintervalle ausgesprochen langsam ab. Dies konnte in abgeschwichter
Form auch bei den AO-gefiitterten Megp2”-Mause zwischen 140 ms und 200 ms
beobachtet werden. Die Wildtypen hingegen wiesen in Bereichen zwischen 170 ms und 350
ms geringere Hiufigkeitswerte als die Megp2”*-Mause auf (siche Pfeilmarke in Abbildung
11).
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Abbildung 11: Die Verteilung der zntereventintervalle der minnlichen Tiere belegt eine

deutlich unregelmiBigere Atmung in Megp2”-Miausen (p50)

Die intereventintervalle der Wildtypen wiesen eindeutige Haufigkeiten bei 90 ms und somit eine
regelmiBigere Atmung in Form eines gleichmiBigen Abstandes zwischen den einzelnen
Atemereignissen auf als die Megp2-/v-Miuse, bei denen die intereventintervalle deutlich breiter gestreut
und somit viel variabler waren. Die Fitterungsart (NF, AOF) fihrte innerhalb gleicher Genotypen

zu keinen relevanten Unterschieden.

Der irregularity score unterschied sich zwischen den Wildtypen und hemizygoten Miannchen
signifikant, sowohl bei den normalgefiitterten als auch bei den AO-gefiitterten
Versuchsgruppen (Abbildung 12). So wiesen die Wildtypen mit durchschnittlich
0,28 + 0,03 (NF) sowie 0,28 + 0,04 (AOF) einen niedrigeren srregularity score als die Megp2”*-
Miuse mit 0,35 £ 0,13 (NF) und 0,34 £ 0,11 (AOF) auf. Das AO-Futter zeigte innerhalb

gleicher Genotypen keinen erkennbaren Effekt.
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Abbildung 12: Der irregularity score ist in Megp2”-Miusen (p50) signifikant héher

Die hemizygoten Tiere beider Fitterungsarten (NF, AOF) zeigten signifikant mehr

AtmungsunregelmalBigkeiten als die entsprechend gefiitterten Wildtypen.



3 Ergebnisse 34

3.1.2 Vergleich der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse p50

Generell unterschieden sich auch die weiblichen Wildtypen und Megp2" -Mause im Alter
von 50 Tagen hoch signifikant beziiglich ihrer Atemfrequenz (Abbildung 13). Die
normalgefitterten Wildtypen wiesen 563,0 BPM * 494 (n = 25), die AO-gefitterten
Wildtypen 569,6 * 47,1 BPM (n = 25) auf. Die Mep2”-Miuse (NF) atmeten
durchschnittlich mit nur 490,3 BPM * 60,3 (n = 25), die Megp2"-Miuse (AOF) mit nur
488,1 BPM * 39,1 (n = 25). Das AO-Futter zeigte auch hier innerhalb gleicher Genotypen

keine signifikanten Effekte.

Auch im Alter von ca. 200 Tagen lieSen sich hoch signifikante Unterschiede zwischen den
Atemfrequenzen der Wildtypen und den Megp2"-Miusen feststellen (Abbildung 13).
Wihrend die Megp2"'*-Mause (NF, n = 25) 561,5 BPM * 49,1 und die Mep2™'*-Miuse
(AOF, n = 25) 552,3 BPM = 41,6 zeigten, verblieben die Mecpf/ ~Miduse (NF, n = 24) bei
lediglich 440,9 BPM + 84,3 und die Megp2" -Mause (AOF, n = 25) bei 449,5 BPM * 64.8.

Beim Vergleich der BPM der 50 und 200 Tage alten Wildtypen unterschiedlicher
Fitterungen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Versuchsgruppen (Abbildung 13). Bei den Megp2™-Miusen hingegen konnten im Vergleich
der beiden Altersgruppen (p50 und p200) sowohl bei den normalgefitterten als auch bei
den AO-gefiitterten Versuchsgruppen Signifikanzen in Richtung verminderter
Atemfrequenzen bei den ilteren Megp2™-Miusen festgestellt werden, sodass hier wihrend

des Alterns von einer weiter zunehmenden Verschlechterung der Atmung auszugehen ist.
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Abbildung 13: Verminderte Atemfrequenzen in weiblichen Meg2"~Miusen (p50, p200)

Die normal- und AO-gefiitterten Wildtypen atmeten in beiden Altersgruppen (p50 und p200) hoch
signifikant schneller als die gleichgefiitterten und gleichaltrigen Megp2+/--Mduse. Zudem zeigte sich
bei den 200 Tage alten normal- und AO-gefitterten Mecp2+/--Miusen eine signifikant verringerte

Atemfrequenz gegentiber den 50 Tage alten gleichgefiitterten Tieren identischen Genotyps.

Bei der Hiufigkeitsverteilung der einzelnen Atemfrequenzen fielen wie auch bei den
minnlichen Tieren in allen vier Versuchsgruppen zwei Frequenzspitzen bei 640 BPM und
700 BPM auf (Abbildung 14). Die Wildtypen zeigten bei 640 BPM Hiufigkeiten von 1709
(Megp2™"* NF) und 1802 (Mep2"'* AOF). Bei den Megp2*-Miusen waren die Hiufigkeiten
mit 1157 (NF) und 1092 (AOF) geringer. Ahnliches war bei einer Atemfrequenz von
700 BPM zu beobachten. Grundsitzlich lie3 sich bei den Histogrammen der
Atemfrequenzen der Mep2" -Miuse eine Linksverschicbung in Richtung geringerer
Frequenzen im Gegensatz zu den Mep2™/*-Miusen beobachten, so wie dies auch bei den

minnlichen Megp2 _Miusen der Fall war.
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Abbildung 14: Eindeutige Linksverschiebung der spektralen Atemfrequenzen in weiblichen
Mecp2"-Miusen (p50)
A, B: Bei den Wildtypen beider Fitterungsarten (NF, AOF) traten vermehrt Frequenzen von 640

BPM und 700 BPM auf. C, D: Bei den heterozygoten Tieren beider Fitterungsarten zeigten sich

deutliche Linksverschiebungen der Atemfrequenzen.

In der Hiufigkeitsverteilung der BPM der 200 Tage alten weiblichen Tiere zeigten sich bei
beiden Genotypen (Mep2™'*, Mep2*") beider Fitterungsarten (NF, AOF) ebenfalls
Frequenzspitzen bei 640 BPM und 700 BPM, die bei den Megp2™*-Miusen deutlich klarer
als bei den Megp2" -Mausen ausgebildet waren (Abbildung 15). Zudem waren auch hier die
Histogramme  der  Megp2”-Miuse in  Richtung niedrigerer — Atemfrequenzen

linksverschoben.
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Abbildung 15: Progrediente Linksverschiebung der Atemfrequenzen in ilteren weiblichen
Mep2"-Miusen (p200)

A, B: Bei den ilteren Wildtypen beider Fiitterungsarten (NF, AOF) waren die Atemfrequenzen von
640 BPM und 700 BPM gehiuft zu beobachten. C, D: Bei den heterozygoten Tieren beider

Fitterungsarten zeigten sich Linksverschiebungen und die bei den Wildtypen vorkommenden

Atemfrequenzspitzen zeigten sich mit deutlich verringerten Haufigkeiten.

Aufgetragen in einem Histogramm zeigten die einzelnen infereventintervalle aller
Versuchsgruppen auch bei den 50 Tage alten Weibchen einen generellen Unterschied
zwischen den Wildtypen und den Megp2"-Miusen (Abbildung 16). Zwar wiesen alle vier
Versuchsgruppen ein jeweiliges Maximum bei 90 ms auf, doch zeigten hier die Megbf/ -
Miuse eine Haufigkeit von 5440 (NF) und 5705 (AOF), die Megp2"”-Miuse jedoch
lediglich eine Haufigkeit von 3000 (NF) und 2708 (AOF). Zudem lag im Bereich von
160 ms bis 350 ms bei den Mecp2" -Miusen eine breitere Verteilung der intereventintervalle als

bei den Wildtypen vor (siche Pfeilmarke in Abbildung 16).



3 Ergebnisse 38

7000 1

— Mep2”” NF (p50)

6000 1 Mecp2”" AOF (p50)
5000 1 Megp2"” NF (p50)
4000 4 — Megp2"" AOF (p50)

3000

Hiufigkeit

2000 A

1000 4

e —
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Intereventinterval [ms]

0

Abbildung 16: Intereventintervalle bestitigen eine unregelmiBigere Atmung in allen Meg2™/~-
Miusen (p50)

Die spektral zusammengesetzten intereventintervalle der Wildtypen wiesen einen stirker ausgebildeten
Gipfel und somit eine regelmiBigere Atmung in Form eines gleichmiBigen Abstandes zwischen
den einzelnen Atemereignissen auf als die heterozygoten Tiere. Das AO-Futter fihrte hier bei

keinem der Genotypen zu deutlichen Effekten.

Auch bei den 200 Tage alten Weibchen fillt bei der spektralen Auftrennung der
intereventintervalle ein genereller Unterschied zwischen den Wildtypen und den Megp2"/ -
Miusen auf (Abbildung 17). Die Wildtypen wiesen eine maximale Haufigkeit bei 90 ms mit
4752 (Mecp2™'" NF) und 4529 (Mep2** AOF), die heterozygoten Weibchen bei 100 ms
eine eindeutig geringere Hiufigkeit von 1984 (Mecp2"” NF) und 2332 (Megp2"~ AOF) auf.
Allerdings zeigten die AO-gefitterten Me¢p2+/ -Miuse eine hohere Hiufigkeit, bzw.
regelmiBigere Atmung, als die normalgefiitterten Megp2"/-Miuse. Zudem lag im Bereich
von 170 ms bis 350 ms bei den Megp2” -Miusen eine breitere Verteilung der
intereventintervalle als bei den Wildtypen vor und die AO-gefiitterten Megp2*-Miuse zeigten
héhere Hiufigkeitswerte als die normalgefiitterten Megp2" -Miuse (siche Pfeilmarke in
Abbildung 17). Im Vergleich zu den 50 Tage alten Meg2"-Miusen fiel v.a. im Bereich von
135 ms bis 170 ms die Verteilung der 200 Tage alten Megp2*/-Miuse breiter aus.
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Abbildung 17: AO-Futter fithrt zu regelmiBigerer Atmung in ilteren Megp2™ -Miusen
(p200)

Die spektral zusammengesetzten intereventintervalle der Wildtypen wiesen einen stirker ausgeprigten
Gipfel und somit eine regelmiBigere Atmung in Form eines gleichmiBigen Abstandes zwischen
den einzelnen Atemereignissen auf als die Megp2+/~-Miuse. Ein Effekt des AO-Futters zeigte sich

hier bei den Megp2+/~-Miusen in einem langsameren Abfall der Kurve.

Beim Vergleich des irregularity score der 50 Tage alten Tiere zeigte sich zwischen den AO-
gefiitterten Megp2™* und Meg2"-Miusen ein sehr signifikanter Unterschied (Abbildung
18).

Bei den 200 Tage alten Miusen konnten weder mit Normal-, noch mit AO-Fitterung
Signifikanzen bezuglich des Zrregularity score zwischen den Wildtypen und heterozygoten
Weibchen festgestellt werden (Abbildung 18). Die AO-gefutterten Wildtypen zeigten mit
0,28 * 0,04 eine nahezu identische Variabilitit der Atmung wie die Mecp?” ~Miuse mit

0,27 + 0,09. Ahnliches zeigte sich bei den normalgefiitterten Versuchsgruppen.

Bei der Gegentiberstellung des zrregularity score der Wildtypen im Alter von 50 und 200
Tagen konnten weder bei Normalfiitterung, noch bei AO-Fitterung signifikante
Unterschiede festgestellt werden (Abbildung 18). Bei den Megp2" -Mausen hingegen nahm
der irregularity score mit zunehmendem Lebensalter der Miuse ab. Dies zeichnete sich bei
den normalfiitterten Megp2"-Miusen als Trend ab und stellte sich beim Vergleich der AO-

gefiitterten Mec])f/ "-Miuse aber sehr signifikant dar.
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Abbildung 18: Erhohter irregularity score in jungen weiblichen Megp2* -Mausen (p50)

Alle heterozygoten Tiere im Alter von 50 Tagen zeigten (bei AO-Fitterung sehr signifikant) einen
erhéhten irvegularity score als der gleichaltrige und gleichgefiitterte Wildtyp. Im Alter von 200 Tagen
fielen bei der Gegeniiberstellung der Genotypen keine relevanten Unterschiede mehr auf, die
heterozygoten Tiere wiesen einen dhnlich verringerten irvegularity score wie die Wildtypen auf. Die
AO-gefitterten Megp2t/~Mduse zeigten im Alter von 200 Tagen einen deutlich verringerten

irregularity score als die gleichgefiitterten Tiere identischen Genotyps im Alter von 50 Tagen.

Es wurden sechs AO-gefiitterte Megp2"~-Miuse jeweils zu beiden Zeitpunkten (p50, p200)
gemessen. Dabei konnten weder beziglich der Atemfrequenzen, noch der
Atmungsunregelmifigkeiten deutliche Unterschiede festgestellt werden, zumal zum
Vergleich keinerlei Daten gleicher zu beiden Zeitpunkten gemessener normalgefiitterter

Mecp2"-Miuse vorlagen.

3.1.3 Auswirkung des explorativen Verhaltens auf das Atemmuster

Beim Abgleich der Atemmuster mit der jeweiligen Videoaufnahme ergaben sich repetitive
Sequenzen, die definierten Verhaltensweisen zugeordnet werden konnten (Abbildung 19).
Auffillig waren hier die Korperpflege, die Ruheatmung, sowie das explorative Verhalten
beim Erkunden des Bodengitters und des Kammerdeckels. Die Ruheatmung war durch
eine gleichmilBlige Atemfrequenz mit wenig Atemaussetzern geprigt. Betrieb das Tier
hingegen Korperpflege, so erhohte sich die Atemfrequenz bei weiterhin verminderter
Anzahl an Atemaussetzern. Das explorative Verhalten in Form des Erkundens von

Bodengitter und Deckel war geprigt durch Schniiffelphasen mit einer erhéhten
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Atemfrequenz in Verbindung mit hiufigen Atemaussetzern. Lange Atemaussetzer fielen

besonders beim Inspizieren des Bodengitters auf.
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Abbildung 19: Spezifische Verhaltensweisen wihrend der Ganzkorperplethysmographie

zeigen repetitive Atemmuster

Die Aktivititen einer Megp2*/*-Maus (p200) wihrend der Ganzkérperplethymographie mit den
dazugehérigen  Ausziigen der plethysmographischen Aufzeichnungen wiesen eindeutige

verhaltensspezifische Sequenzen nach.

3.2  Elektrophysiologische Analysen

In den anschlieBenden Kapiteln werden in allen Kategorien die 50 Tage alten mannlichen

und weiblichen Megp2-Mause, jeweils unterschieden durch die Fitterungsart (NF, AOF),
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verglichen. Gegentibergestellt werden sie in den Kategorien der basalen Synapsenfunktion,

der synaptischen Kurzzeitplastizitit und der Anoxievulnerabilitit.

3.21 Uberpriifung der basalen Synapsenfunktion

Die basale Synapsenfunktion wurde durch Messung der Reizantwort an den apikalen
Dendriten der CA1-Neurone bei Reizung von 10 bis 150 pA im Abstand von je 10 pA der

gebundelten Axone der CA3-Neurone ermittelt.

Die Gegeniiberstellung der normalgefiitterten ménnlichen Genotypen (Megp2™” (NF, n =
26), Mep2” (NF, n = 25)) zeigte bei den Mep2”-Miusen eine intakte basale
Synapsenfunktion. Die AO-gefiitterten Mecp2*”-Miuse (n = 37) zeigten z.T. signifikant
verminderte Reizantworten als die gleichgefiitterten Megp2”-Miuse (n = 23) (Abbildung
20). Ebenso ergaben sich signifikant differenzierte Reizantworten innerhalb der Genotypen

beim Vergleich der unterschiedlichen Fitterungsarten. Das AO-Futter fihrte bei den
Megp2"”-Miusen bei Reizen von 70 bis 130 pA signifikant, bei 30 bis 60 WA sehr

signifikant und bei 10 bis 20 pA hoch signifikant zu einer verminderten Erregbarkeit

(Abbildung 20).

Beim Vergleich der weiblichen Tiere stellten sich zwischen den normalgefitterten
Genotypen (Megp2"”* (NF, n = 27), Mecp2"” (NF, n = 25)) keine signifikanten
Unterschiede dar (Abbildung 21). Die AO-gefiitterten Megp2"-Miuse (n = 36) zeigten sich
2.T. sehr signifikant erregbarer als die Megp2™*-Miuse (AOF, n = 31). Das AO-Futter
dimpft jedoch die Erregbarkeit in weiblichen Megp2™'*-Mausen. (Abbildung 21).
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Abbildung 20: Der MeCP2-Mangel der hemizygoten Mannchen lisst die basale synaptische

Funktion intakt

Input-output-Kurven postsynaptischer Potenziale (fEPSPs) der minnlichen Tiere, normalisiert auf die
groBBte Reizantwort. A: Die normalgefiitterten minnlichen Tiere zeigen praktisch identische
Erregbarkeiten in Wildtyp- und Megp2-o-Miusen. B: Die AO-gefiitterten minnlichen Wildtypen

sind tendenziell geringer erregbarer als die gleichgefiitterten Megp2-0-Miuse.
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Abbildung 21: Das AO-Futter fithrt zu einer Hypererregbarkeit der weiblichen Meg2"/~-

Miuse

Input-output-Kurven postsynaptischer Potenziale (fEPSPs) der weiblichen Tiere, normalisiert auf die
groBBte Reizantwort A: Die basale synaptische Funktion der normalgefiitterten heterozygoten
Weibchen blieb intakt. B: In AO-gefitterten Mep2+/~-Mdusen konnte eine moderate

Hypererregbarkeit festgestellt werden.

Ferner wurden die mittleren Reizstirken ermittelt, bei denen die Dendriten der CA3-
Neurone bei Reizung der gebiindelten Axone der CAl-Neurone die halbmaximale
Reizantwort aufwiesen (Abbildung 22, Abbildung 23). Dabei unterschieden sich weder die
normal gefiitterten, noch die AO-gefiitterten minnlichen Wildtypen signifikant von den
gleichgefiitterten Mecp2”’-Mausen. Das AO-Futter fiihrte bei den minnlichen Wildtypen zu
einer signifikant verringerten Erregbarkeit gegentiber Normalfiitterung (Abbildung 22).
Dieser Effekt zeigte sich in abgeschwichter Form auch bei den weiblichen Wildtypen. Die
weiblichen Megp2*-Miuse zeigten sich in den AO-gefiitterten Versuchsgruppen signifikant

hypererregbarer als die gleichgefitterten Wildtypen (Abbildung 23).
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Abbildung 22: Verminderte Erregbarkeit in mannlichen Wildtypen durch das AO-Futter

Die AO-gefiitterten Tiere beider Genotypen wiesen erst bei einer héheren Stimulationsintensitit
ihre halbmaximale Reizantwort auf und waren somit weniger erregbar als die normalgefiitterten

Genotypen. Dieser Unterschied zeigte sich signifikant bei den Wildtypen.
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Abbildung 23: AO-Futter fithrt zu einer Hypererregbarkeit in weiblichen Mecp2* -Miusen

Die AO-gefiitterten Megp2+/~Mduse wiesen ihre halbmaximale Reizantwort bei einer niedrigeren
Stimulationsintensitit auf und zeigten sich dadurch signifikant hypererregbarer als die

gleichgefitterten Wildtypen. Dieser Effekt bleibt bei den normalgefiitterten Versuchsgruppen aus.

Zusitzlich wurden die Werte der zo.-curve auf den fiber volley normiert. Das AO-Futter fihrte
hier bei allen Genotypen der minnlichen und weiblichen Tiere zu einer deutlich

verringerten Erregbarkeit gegentiber den normalgefiitterten Versuchsgruppen (Abbildung
24, Abbildung 25).
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Abbildung 24: AO-Futter fiuhrt bei den Imput-output-Kurven postsynaptischer Potenziale
(tfEPSPs), normalisiert auf den fiber volley, zu einer eindeutig verminderten Erregbarkeit bei

den mannlichen Tieren

A: Wildtypen. B: Megp2-0-Miuse.
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Abbildung 25: Input-output-Kurven postsynaptischer Potenziale (fEPSPs) der weiblichen
Tiere, normalisiert auf den fiber volley, zeigen eine eindeutig verminderte Erregbarkeit durch

die Substitution des AO-Futters

A: Wildtypen. B: Megp2+/-Miuse

3.2.2 Bewertung der synaptischen Kurzzeitplastizitit

Das Ausmal der synaptischen Kurzzeitplastizitit wurde durch Doppelreize einer Stirke,
die die halbmaximale Reizantwort im Gewebeschnitt ausléste, mit variiertem zeitlichem
Abstand von 25 bis 200 ms beurteilt. In diesem Kapitel wird im Einzelnen das Verhiltnis
von der zweiten zur ersten Reizantwort begutachtet, jeweils als relative Werte, als

Parameter zur Beurteilung der synaptischen Kurzzeitplastizitit.

Die minnlichen Megp2”-Miuse beider Fiitterungsarten zeigten im Gegensatz zu den
normalgefitterten Wildtypen tendenziell eine verringerte, im Vergleich zu den AO-

gefiitterten Wildtypen eine tendenziell erhéhte synaptische Kurzzeitplastizitit (Abbildung
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26). Auch die weiblichen Mep2”-Miuse wiesen eine verringerte synaptische

Kurzzeitplastizitit im Vergleich zu den gleichgefitterten Wildtypen auf (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Tendenziell verminderte synaptische Kurzzeitplastizitit in Megp2”-Mausen

5 50 75 100 125 150 175 200
Doppelpulsintervall [ms]

Die Mep2/>-Miuse beider Fitterungsarten zeigten im Gegensatz zu den normalgefiitterten
Wildtypen eine tendenziell verringerte, im Vergleich zu den AO-gefiitterten Wildtypen eine
tendenziell —erhéhte  synaptische  Kurzzeitplastizitit. A:  Normalgefiitterte — miénnliche

Versuchsgruppen. B: AO-gefitterte méinnliche Versuchsgruppen.
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Abbildung 27: Verminderte synaptische Kurzzeitplastizitit in Megp2"-Miusen

Alle Meep2+/-Miuse wiesen eine verringerte synaptische Kurzzeitplastizitit im Vergleich zu den
gleichgefitterten Wildtypen auf. A: Normalgefitterte weibliche Versuchsgruppen. B: AO-gefitterte
weibliche Versuchsgruppen.

3.2.3 Bewertung der Anoxievulnerabilitit

3.2.3.1 Synaptisches Versagen und Regeneration wihrend der HSD

Die Bewertung der Anoxievulnerabilitit fand durch Auslésung einer HSD statt. Wihrend

der gesamten Messung wurde das Gewebe im Abstand von jeweils 20 Sekunden mit

100 A Reizen stimuliert und die entsprechenden fEPSPs gemessen.

Nach FEinleitung der schweren Hypoxie, d.h. nach Umstellung der Versorgung des
Gewebes auf das Stickstoff-Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch (95% N,, 5% CO,), kam es in
allen Versuchsgruppen zu einer ausgeprigten Unterdriickung der fEPSPs. Bei den
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minnlichen Tieren versagten die Synapsen in den Mep2™”-Miusen (NF, n = 21) am
schnellsten und ausgeprigtesten, gefolgt von den Mep2™”-Miusen (AOF, n = 22), den
Mecp2”-Miusen (AOF, n = 20) und schlieBlich den Megp2”-Miusen (NF, n = 19)
(Abbildung 28). So erfolgte eine 50%ige Unterdriickung der synaptischen Antworten in
normalgefutterten MegbZW—Méusen nach ca. 85 s, wihrend das gleiche Ausmal} der
Unterdriickung in gleichgefiitterten Megp2” erst nach ca. 200 s Hypoxie erreicht wurde. Die
fEPSPs der weiblichen Tiere wurden in den Meg2"/*-Miusen (NF, n = 22) am schnellsten
unterdriickt, nachfolgend von den Meg2"-Miusen (AOF, n = 28), den Megp2"'*-Miusen
(AOF, n = 26) und letztlich den Megp2"-Miusen (NF, n = 24) (Abbildung 29). Hier trat
eine 50%ige Blockade nach ca. 120 s auf, wohingegen sie in den Mesz” “_Miusen bereits
nach ca. 95 s erreicht wurde. Auflerdem zeigten die mannlichen Versuchsgruppen generell

eine deutlich heterogenere Unterdriickung der fEPSPs als die weiblichen Versuchsgruppen.
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Abbildung 28: Nach Sauerstoffentzug zeigen die Mep2”-Miuse ein langsameres

synaptisches Versagen

Die Megp2-/>-Miuse wiesen ein deutlich langsameres synaptisches Versagen nach Sauerstoffentzug
als die Wildtypen auf. Besonders deutlich wird dies bei den normalgefitterten Megp2-/-Minnchen.
Der Zeitpunkt der Umstellung auf das Stickstoff-Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch wird durch ,,t =
0“ angegeben. Aufgetragen sind gemittelte fEPSPs, Fehlerbalken sind aus Griinden der
Ubersichtlichkeit nicht gezeigt (dies gilt so auch fiir die Abbildungen 29 — 31).
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Abbildung 29: Normalgefiitterte Mep2* -Mause zeigen das langsamste synaptische

Versagen nach Sauerstoffentzug

Das synaptische Versagen unterschied sich nur bei den normalgefiitterten Megp2+/~Mausen, das
hier leicht verzogert im Vergleich zu den anderen Versuchsgruppen auftrat. Der Zeitpunkt der

Umstellung auf das Stickstoff-Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch wird durch ,,t = 0 angegeben.

Nach Reoxygenierung des Gewebes erholten sich die fEPSPs aller Tiere allmiéhlich, was
das Zuriickkehren der synaptischen Funktion anzeigt. Bei den minnlichen Tieren
prisentierten die Mecp2”-Mause (NF, n = 19) die schnellste Erholung, 50% bereits nach ca.
320 s, gefolgt von den Megp2”-Miusen (AOF, n = 20), den Meg2™”-Miusen (AOF, n =
22), und zuletzt den Mep2™”-Miusen (NF, n = 21), die 50% Erholung nach ca. 450 s
zeigten (Abbildung 30). Bei den weiblichen Tieren zeigten die Megp2"-Miuse (AOF, n =
28) die schnellste Erholung, 50% nach ca. 260 s, darauf folgend die Mezpf/ ~Miuse (NF, n
= 24), die Mecp2™'*-Mause (NF, n = 22) und schlieBlich die Megp2™'*-Mause (AOF, n = 26),
die eine 50%ige Erholung nach ca. 390 s aufwiesen. (Abbildung 31).
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Abbildung 30: Mep2”-Miuse zeigen die schnellste synaptische Regeneration nach der
HSD und Reoxygenation

Die synaptische Regeneration nach Reoxygenation ist bei den Megp2-r-Miusen im Gegensatz zu
den Wildtypen beschleunigt. Die Reoxygenierung erfolgte zum Zeitpunkt null (gilt so auch fiir
Abbildung 31).

1 e e e e e e e e e e e e Ursprungsamplitudc

w

=

Megp2”" NF
—=Mep2”" NF
= Mep2'" AOF
—~Mep2”" AOF

o
=

normalisierte fEPSP Amplitude

0.2

! T T : r - : ! v T r T T : ! : )
0 40 80 120 160 200 240 280 320 360 400 440 480 520 560 600 640 680
Zcit [s]

Abbildung  31: AO-gefiitterte Megp2"-Miuse zeigen die schnellste synaptische

Regeneration nach der HSD und Reoxygenation

Die synaptische Regeneration nach Reoxygenation erfolgt bei AO-gefiitterten Megp2+/~-Miusen am

schnellsten im Vergleich zu den anderen weiblichen Versuchsgruppen.

3.2.3.2 Anoxievulnerabilitat

Die Zeitspanne, bis im Gewebe nach Umstellung auf die Versorgung mit dem Stickstoff-
Kohlenstoffdioxid-Gasgemisch (95% N,, 5% CO,) eine HSD auftrat (At), war bei den

normalgefiitterten Megp2"”-Mausen deutlich niedriger als bei den gleichgefiitterten Megp2™”-
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Miusen (Abbildung 32). Bei den AO-gefiitterten minnlichen Versuchsgruppen wiesen die
Wildtypen ebenfalls eine niedrigere Hypoxietoleranz als die Mecp2”’-Mause auf (Abbildung
32). Beziiglich der Art des Futters lieBen sich weder bei den Wildtypen, noch bei den

hemizygoten mannlichen Tieren signifikante Unterschiede feststellen.

Auch bei den normalgefiitterten weiblichen Tieren zeigten sich die Mep2™ -Miuse
hypoxietoleranter als die Wildtypen (Abbildung 33). Das AO-Futter fihrte bei den
Mep2"-Miusen allerdings zu einer deutlich verringerten Hypoxietoleranz gegeniiber den

gleichgefiitterten Wildtypen und den normalgefiitterten Mecp2* -Mausen (Abbildung 33).
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Abbildung 32: Megp2”-Miuse zeigen sich hypoxietoleranter als die Wildtypen

Aufgetragen ist die Dauer, bis nach Sauerstoffentzug die HSD auftritt. Die Megp2-/-Miuse wiesen
cine hohere Toleranz, bei Normalfiitterung sehr signifikant, gegeniiber Hypoxie als die

gleichgefitterten Wildtypen auf.
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Abbildung 33: AO-Futter erniedrigt bei den Megp2* -Mausen die Hypoxietoleranz

Zu sehen ist die Dauer, bis nach Sauerstoffentzug die HSD auftritt. Die Megp2+/-Miuse wiesen bei
Normalfiitterung eine héhere Toleranz und bei AO-Fiitterung eine signifikant verringerte Toleranz

gegentliber Hypoxie als die gleichgeftterten Wildtypen auf.

3.2.3.3 Dauer der HSD

Die mittlere Dauer, nach der sich die DC-Potential-Negativierung zur Halfte erholte (t, /),
war in den Megp2”-Miusen beider Fiitterungsarten (NF, AOF) kiirzer als in den Wildtypen
(Abbildung 34). Bei den weiblichen Tieren lieBen sich weder innerhalb der Genotypen,
noch innerhalb der unterschiedlichen Futterungsarten signifikant differenzierte
Regenerationszeiten des DC-Potentials erkennen. Allerdings zeigten auch hier die Megp2™ -

Miuse eine tendenziell schnellere Regeneration als die Wildtypen (Abbildung 35).
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Abbildung 34: Minnliche Megp2" D Miuse zeigen schnellere Regeneration des DC-Potentials
nach der HSD als die Wildtypen

Die Mep2-/>-Miuse zeigten bei Normalfiitterung eine kiirzere Dauer der HSD als die

gleichgefiitterten Wildtypen.
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Abbildung 35: Tendenziell ziigigere DC-Potential-Regeneration bei den weiblichen Megp2*/"
-Miusen gegeniiber den Wildtypen

Die heterozygoten Tiere zeigten ein tendenziell schnelleres Abklingen des DC-Potentials nach der

HSD als die gleichgefiitterten Wildtypen.

3.2.3.4 Maximale Amplituden der DC-Potential-Negativierung wahrend der HSD

Charakteristisch fur das Auftreten einer HSD ist der rasche Abfall des extrazellularen DC-

Potentials. Im Vergleich der maximalen, absoluten Amplituden der DC-Potential-
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Negativierung (AV) zeigten die minnlichen Mep2”-Mause tendenziell etwas niedrigere
Werte als die minnlichen Wildtypen (Abbildung 36). Anders stellten sich die
normalgefiitterten weiblichen Mep2* -Mause dar, die deutlich erhéhte Amplituden
gegentiber den gleichgefiitterten Wildtypen aufwiesen (Abbildung 37). Das AO-Futter
fithrte bei den weiblichen Meg2” -Miusen zu einer Verringerung der Amplituden, ein

ahnlicher Effekt blieb bei den mannlichen Tieren aus.
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Abbildung 36: Minnliche Meg2”-Miuse zeigen wihrend der HSD tendenziell niedrigere
maximale Amplituden (AV) als die Wildtypen

Die maximale DC-Potential-Negativierung war bei den méinnlichen Megp2->-Mduse im Vergleich zu

den miénnlichen Wildtypen tendenziell verringert.
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Abbildung 37: Das AOF mindert bei den weiblichen Mep2™ -Miusen die maximale
Amplitude (AV) wihrend der HSD

Die normalgefiitterten Megp2+/-Miduse zeigten eine deutlich stirkere DC-Potential-Negativierung
als die gleichgefiitterten Wildtypen. Das AOF fiihrte bei den weiblichen Megp2+/~-Mdusen zu einer

weniger ausgeprigten Negativierung des DC-Potentials.



4 Diskussion 58

4 Diskussion

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit diskutiert, der Ubersicht halber

aufgeteilt nach den plethysmographischen und elektrophysiologischen Messungen.

4.1 Plethysmographische Befunde

Das Ziel in diesem Teil der Arbeit war, einen moglichen therapeutischen Einfluss des AO-
Futters auf die respiratorischen Dysfunktionen der minnlichen und der weiblichen

MeCP2-defizienten Mause zu untersuchen.

Die Atemfrequenzen waren in minnlichen Mep2”-Miusen grundsitzlich vermindert
(Abbildung 9). Allerdings stehen diese Frequenzen in Zusammenhang mit den wihrend der
Messung auftretenden hiufigen Atemaussetzern, denn je mehr Atemaussetzer pro Sekunde
auftreten, desto geringer fillt insgesamt die Atemfrequenz aus. In diese Uberlegung passt
auch der irregularity score der minnlichen Tiere, da er sich bei den Meg2”-Miusen sowohl in
der normal- als auch in der AO-gefiitterten Versuchsgruppe hoher darstellte als in den
Wildtypminnchen (Abbildung 12). Auch die intereventintervalle dieser Versuchsgruppe wiesen
eine hohere Variabilitit als die Wildtypen auf und bestitigen das Vorkommen von
AtmungsunregelmiBigkeiten (Abbildung 11). Ahnliches zeigte sich bei den weiblichen
Tieren, da die jungen (p50) Mep2" -Miuse eine signifikant niedrigere Atemfrequenz und
einen hoheren rregularity score als die gleichaltrigen weiblichen Wildtypen aufwiesen
(Abbildung 13, Abbildung 18). Verminderte Atemfrequenzen konnten auch bei den ilteren
(p200) Megp2*"-Miusen festgestellt werden (Abbildung 13). Diese Ergebnisse entsprechen
der Symptomatik des Rett-Syndroms im zweiten Stadium, der Regressionsphase, die u. a.
durch das Auftreten respiratorischer Dysfunktion gekennzeichnet ist (Glaze et al. 1987;
Bissonnette und Knopp 2006; Weese-Mayer et al. 2000; Stettner et al. 2008). Erweitert
werden durch diese Befunde zudem bisherige Studien, die bei MecpZ’/J'—Méiusen ebenfalls
eine verringerte Atemfrequenz und ein erhéhtes Auftreten von Apnoen feststellten

(Viemari et al. 2005; Stettner et al. 2007; Janc et al. 2010).

Interessant ist, dass sich bei den ilteren (p200) Megp2"-Miusen der irregularity score
zwischen den Genotypen kaum noch wunterschied (Abbildung 18). Bei der
Gegeniiberstellung der Mep2* -Mause beider Altersgruppen (p50, p200) lagen sowohl die
Atemfrequenzen als auch der irregularity score der ilteren Tieren teils signifikant unter denen
der jungen Tiere (Abbildung 13, Abbildung 18). Daher lisst sich die Vermutung aufstellen,

dass die Atmungsunregelmifligkeiten im Laufe des Alters bei den Mec])f/ -Mdusen weniger
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werden und somit eine offensichtliche Verbesserung des Atemverhaltens eintritt.
Allerdings muss an dieser Stelle erwihnt werden, dass es sich bei den jungen und alten
weiblichen Tieren bei diesen Messungen z.T. nicht um dieselben Tiere handelte. Da das
Megp2-Gen der zufilligen X-Chromosomenaktivierung unterliegt, kommt es bei den
weiblichen heterozygoten Tieren zu dem Auftreten mosaikdhnlicher Expressionsmuster
des MeCP2 und in dessen Folge zur Entstehung heterogener Phinotypen (Young und
Zoghbi 2004; Chahrour et al. 2008). So kénnte noch angenommen werden, dass die
weiblichen Phinotypen mit schwer ausgeprigten Symptomen vor Erreichen des 200.
Lebenstages versterben und somit nur die dlteren Tiere gemessen wurden, die einen
Phinotyp mit einem geringen Schweregrad der Symptome aufwiesen. Um genauere
Aussagen zur Entwicklung des respiratorischen Verhaltens mit zunehmendem Alter zu
treffen, mussten die gleichen Tiere zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen werden. Das
war in dieser Arbeit nicht moglich, da die Tiere entweder vor Erreichen des 200.
Lebenstages verstarben oder fiir andere In-vitro-Experimente verwendet wurden und es so
in den beiden Altersgruppen nur zu geringen Uberschneidungen kam, die einen adiquaten

Vergleich nicht zulieBen.

Die minnlichen Mep2”-Miuse wiren aufgrund der gleichartig ausgeprigten Phinotypen
prinzipiell besser fir entsprechende Altersvergleiche geeignet, scheiden jedoch aus, da sie
aufgrund der Schwere der Symptome kein hohes Lebensalter erreichen. Es wurde bereits
durch vorherige Untersuchungen gezeigt, dass Megp2”-Miuse innerhalb der ersten vier
Wochen messbare respiratorische Dysfunktionen entwickelten, die auch bis zur achten
Woche fortschritten, sie mundeten allerdings dann letztlich hdufig im Atemstillstand

(Viemari et al. 2005).

Lisst man die These des frithzeitigen Ablebens besonders schwer betroffener Phinotypen
auBler Acht, stellt sich also die Frage, ob die weiblichen Mecp?” ~Miuse einen
kompensatorischen Mechanismus entwickeln, der zu einer Verminderung der
Atmungsunregelmaligkeiten fithrt. Kompensationsprozesse wurden bei minnlichen
Megp2”-Miusen bereits im Locus caerulens der Formatio reticularis im Rhombenzephalon, der
bei der Signaltransduktion der Aypoglossalen Motoneurone beteiligt ist und beim Rett-
Syndrom beeintrichtigt ist, festgestellt (Jin et al. 2013; Oginsky et al. 2014). Die Neurone
des Locus caerulens werden durch Glutamat, GABA und Acetylcholin moduliert. Studien, die
Mep2”- Minnchen post- und prisynaptisch Acetylcholingaben verabreichten, zeigten, dass
obwohl die postsynaptischen Strome der nikotinischen Acetylcholinrezeptoren (nAChR)
bei den Megp2”-Miusen durch Verinderungen in der Expression einzelner nAChR-

Untereinheiten, insbesondere der Einheiten o5, 83 und «7, kleiner waren, es nur zu einer
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milig reduzierten cholinergen Modulation der Neurone des Locus caernlens kam, was auf
eine mogliche Kompensation hinweist (Oginsky et al. 2014). Die hypoglossalen Motoneurone
sind tiber die Innervation und damit Steuerung der Position der Zungenmuskulatur u. a. fiir
die Durchgingigkeit der oberen Atemwege zustindig. Dysfunktionen dieser Neurone
kénnen z. B. zur Entwicklung von Schlafapnoen fithren (Sauerland und Harper 1976;
Brouillette und Thach 1979). Die Hemmung hypoglossaler Motoneurone wird tber NE durch
a,-Adrenorezeptoren moduliert (Funk et al. 1994). Bei Studien, die die Aypoglossalen
Motoneurone durch Aktivierung der o,-Adrenorezeptoren an der Pri- und Postsynapse
modulierten, stellte sich heraus, dass bei den Megp2”-Minnchen eine Verstirkung der pri-
und postsynaptischen Modulationen von hypoglossalen Motoneuronen vorhanden war. Dies
konnte ein Kompensationsmechanismus fir die Dysfunktionen des NE-Systems und der

GABAergen Signaltransduktionen sein (Jin et al. 2013).

Bei der Ganzkorperplethysmographie hatten die Tiere die Moglichkeit, sich innerhalb der
Messkammer frei zu bewegen. Durch das Filmen der Tiere und anschlieBendem Vergleich
mit den Atmungsdaten konnten bestimmte Verhaltensmuster den jeweiligen Atemmustern
zugeordnet werden. So wurde festgestellt, dass in der Aufzeichnung sichtbare
Atemaussetzer auch z.B. beim Erkunden des Bodengitters und kurz andauernde
Sequenzen aullerordentlich hoher Atemfrequenzen bei der Koérperpflege sowie der
Erkundung des Deckels der Messkammer auftraten (Abbildung 19). Um diese
Verhaltensmuster gruppenspezifisch nachzuweisen, wurden die Atemfrequenzen und
intereventintervalle in Histogrammen dargestellt. Bei den entsprechenden Histogrammen der
Atemfrequenzen fielen bei allen Wildtypen zwei Gipfel im Bereich hoher Atemfrequenzen
auf. Diese Hiufigkeitsspitzen waren bei den Mep2” -Miusen (p50) leicht und bei den
Mep2"-Miusen (p200) stark im Vergleich zu den gleichaltrigen Wildtypen vermindert und
fehlten bei den Mesz’/}—Méiusen (p50) nahezu vollstindig (Abbildung 11, Abbildung 14,
Abbildung 15). Werden also die Ergebnisse aus den Videoanalysen, die Verbindung sehr
hoher Atemfrequenzen mit explorativem Verhalten, auf die Histogramme bezogen, ldsst
sich die Vermutung aufstellen, dass diese Frequenzspitzen sehr hoher Atemfrequenzen die
Ausiibung explorativen Verhaltens darstellen kénnten und daraus resultierend die Megp2™”-
Miuse (p50) wihrend der Messungen im Gegensatz zu den Wildtypen kaum und auch die
Megp2"-Miuse (p50) sowie die Mecp2*-Miuse (p200) vermindertes exploratives Verhalten
zeigten. Die erkrankten Tiere und auch bereits die jungen heterozygoten Weibchen
scheinen nicht in dem gleichen Ausmal3 wie die Wildtypen ihre Umgebung zu erkunden
oder Korperpflege zu betreiben. Dies passt zur Symptomatik des Rett-Syndroms, in dem

sich u. a. autismusdhnliche Merkmale wie z. B. herabgesetzte Reaktionen im Sozialverhalten
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sowie ein erhohtes Bediirfnis nach Schlaf und Ruhe am Tag prisentieren (Nomura und
Segawa 1990; Nomura 2005). Eine Verbesserung der autismusihnlichen Merkmale, wie sie
teilweise im dritten und vierten Stadium der Krankheit bei Rett-Syndrom-Patientinnen
beschrieben werden (Hagberg et al. 1983; Chahrour und Zoghbi 2007), konnte hier nicht
festgestellt werden, da die dlteren heterozygoten Tiere ein deutlich verringertes exploratives

Verhalten als die jiingeren Tiere gleichen Genotyps aufwiesen.

4.2  Elektrophysiologische Befunde

Die elektrophysiologischen Analysen sollten einen moglichen therapeutischen Einfluss des
AO-Futters auf die basale Synapsenfunktion, das Ausmal} der synaptischen Plastizitit

sowie auf die Anoxievulnerabilitit des Hippokampus untersuchen.

Die MeCP2-Mangel scheint die basale hippokampale Synapsenfunktion weitestgehend
intakt und ohne funktionelle Beeintrichtigungen zu lassen (Abbildung 20). Dies bestitigt
vorangegangene Studien, die einen deutlichen Einfluss eines MeCP2-Mangels auf die basale
Synapsenfunktion ausschlieBen (Fischer et al. 2009). Das AO-Futter dimpfte bei den
weiblichen Wildtypen die Erregbarkeit (Abbildung 21) und erweitert vorangegangene
Studien, die dhnliches bei der Inkubation hippokampaler Schnitte mit Trolox feststellten
(Janc und Mdller 2014).

Die Normierung der Reizantworten auf den fiber volley zeigte eine signifikant verminderte
Erregbarkeit aller AO-gefitterten Versuchsgruppen im Vergleich zu den jeweiligen
normalgefitterten Genotypen (Abbildung 24, Abbildung 25). Da dhnliche Ergebnisse bei
der Normierung auf die maximale Amplitude ausblieben, spricht es fiir einen im Verhiltnis
zu den fEPSPs erhohten fiber volley. Der fiber volley spiegelt das Aktionspotenzial in den
CA3-Axonen wider, dessen Amplitude proportional zur Anzahl der stimulierten
prasynaptischen Fasern ist. Somit konnte dies einen Effekt des AO-Futters auf die Anzahl,

bzw. die Erregbarkeit der stimulierten priasynaptischen Fasern andeuten.

Der MeCP2-Mangel fuhrte in dieser Arbeit zu einer teils signifikanten Verringerung der
synaptischen Kurzzeitplastizitit und stitzt damit vorangegangene Studien mit dhnlichen
Befunden (Moretti et al. 2006; Fischer et al. 2009). Diese Ergebnisse bestitigen einen
Einfluss des MeCP2-Mangels auf prisynaptische Vorginge, da die als paired-pulse-facilitation
bezeichnete verstirkte postsynaptische Antwort ein Effekt auf Doppelpulse der Prisynapse
ist (Kuhnt und Voronin 1994). Zudem untermauern sie damit frihere Untersuchungen
(Asaka et al. 2006; Moretti et al. 2006). Der postsynaptische Einfluss wurde bereits durch

Studien, die eine Beeintrichtigung der Langzeitpotenzierung des Hippokampus feststellten,
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ebenfalls erwiesen (Guy et al. 2001; Malenka und Bear 2004; Asaka et al. 2006; Moretti et
al. 2006; Janc und Miller 2014). Die orale Antioxidantiensubstitution scheint therapeutisch
zu keiner offensichtlichen Verbesserung der synaptischen Kurzzeitplastizitit zu fihren, da
insbesondere  die  AO-gefiitterten ~ Mep2* -Mause  unter  einer  deutlichen
Kurzzeitplastizititsverringerung litten. Da jedoch in unserer Arbeitsgruppe mit einer
systemischen Verabreichung von Antioxidantien in Form einer intraperitonealen Trolox-
Injektion die synaptische Kurzzeitplastizitit in minnlichen Meg2”-Miusen bereits
verbessert wurde (Janc et al. 2016), bleibt zu kliren, wieso die orale Applikation vom hier
verwendeten Antioxidantiengemisch (x-Liponsdure, N-Acetyl-L-Cystein, Vitamin E) keine
gleichwertigen Effekte vermittelt. Vermutungen wiren neben der verdnderten
Zusammensetzung des Antioxidantiengemisches, dass die orale Applikation nicht die
optimalen Wirkorte im Korper der Tiere erreicht oder deren Bioverfigbarkeit in den
Bereichen zu gering ist, die fur die Wiederherstellung der Redoxhomdoostase notwendig
wiren. Da allerdings die intraperitonale Injektion keine Option fir die Anwendbarkeit am
Menschen darstellt, gilt es Uber Alternativen nachzudenken, wie eine Applikation von
Antioxidantien effektiv, aber auch als therapeutischer Ansatz am Menschen durchfithrbar

ware.

Weitere Probleme ergeben sich bei der genauen Dosierung der Antioxidantien. Die
Redoxhomdostase ist ein sensibles System, das durch viele Faktoren beeinflusst wird. Gerit
sie aus dem Gleichgewicht und kommt es infolgedessen zu erhohten ROS-
Konzentrationen, entsteht fir den Organismus oxidativer Stress (Milton und Sweeney
2012; Sinha et al. 2013). Dazu kommt bei den Rett-Syndrom-Patientinnen die
mosaikihnliche Expression des MeCP2 und infolgedessen die hohe Variation der
Phinotypen, sodass der Zustand der Redoxhomdéostase der einzelnen Patienten unter
Umstinden individuell gepriift werden miisste, um eine Uber- oder Unterdosierung mit

Antioxidantien zu vermeiden.

Einen anderen vielversprechenden  Therapieansatz  stellt der insulindhnliche
Wachstumsfaktor 1 (znsulin-like growth factor 1 (IGF-1)) fur die direkte Beeinflussung
homoostatischer Mechanismen hippokampaler und neokortikaler Erregbarkeitsinderungen
dar (Tropea et al. 2009). IGF-1 stimuliert nachweislich die Neurogenese und
Synaptogenese im Gyrus dentatus des sich entwickelnden Hippokampus. Uberexpression
von IGF-1 fihrt beispielsweise zu einer deutlichen Zunahme der Gehirngréfle und einem
eindeutig erh6hten Myelin-Gehalt der Oligodendrozyten (Carson et al. 1993; O'Kusky et al.
2000). In minnlichen Mep2”-Miusen wurden verminderte IGF-1-Konzentrationen

gefunden und eine systemische Behandlung mit rekombinantem humanen IGF-1
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verbesserten bei diesen Tieren die Lebensspanne, die Bewegungsaktivitit, die
Herzfrequenz, das Atmungsmuster und das Sozial- und Angstverhalten und fithrten zu
einer stabilisierten kortikalen Plastizitit (Tropea et al. 2009; Castro et al. 2014). Besonders
erfolgsversprechend ist in diesem Zusammenhang eine kiirzlich durchgefithrte Studie an
Rett-Syndrom-Patientinnen, die klinisch relevante Verbesserungen der Kernsymptome
durch die Behandlung mit Trofinetid (Glycyl-L-2-methylprolyl-L-Glutaminsdure) im
Vergleich zu einer placebosubstituierten Kontrollgruppe nachwies (Glaze et al. 2019).
Trofinetid ist ein Analogon des aminoterminalen Tripeptids des IGF1 (Carlsson-Skwirut et

al. 1986; Bickerdike et al. 2009).

Die AO-gefiitterten Mecp2* -Miuse ausgenommen, zeigten alle erkrankten Tiere eine
héhere Anoxietoleranz. Dies widerspricht vorangegangenen Studien, die eine deutlich
erniedrigte Anoxietoleranz bei mangelndem MeCP2 in minnlichen Miusen feststellten
(Fischer et al. 2009; Janc und Miller 2014). Als methodischer Unterschied dieser Arbeit ist
jedoch die durchgehende Stimulation wihrend der HSD zu nennen, die in den genannten
Untersuchungen ausblieb. Die verminderte Anoxievulnerabilitit der AO-gefiitterten
erkrankten weiblichen Tiere suggeriert zudem eine Verschlechterung der Hypoxietoleranz
durch das Antioxidantienfutter. Entgegen der Erwartungen zeigten die mainnlichen
Megp2”- Miuse und die normalgefiitterten weiblichen Meg2™” -Méuse nach Beginn der
Hypoxie ein deutlich langsameres synaptisches Versagen als die Wildtypen. Auch die
posthypoxische Regeneration wurde durch einen MeCP2-Mangel nicht beeintrachtigt, da
die Dauer der HSD (DC-Potential-Negativierung) der erkrankten Tiere bei allen
Genotypen kurzer als bei den Wildtypen war. Dies gibt allerdings keinen Hinweis auf eine
Langzeitschidigung der Neurone, da es sich um akute Hippokampusschnitte handelt und
eine Beobachtung tber einen lingeren Zeitraum entsprechende In-vivo-Modelle erfordern

wurden.

Bekannt ist, dass Bedingungen, die die neuronale Erregbarkeit erh6hen, den Beginn der
HSD beschleunigen, wohingegen solche, die die Erregbarkeit reduzieren, diese verzogern
(Aitken et al. 1991; Miller 2000). Im Umkehrschluss wiirde das in Bezug auf diese
Ergebnisse bedeuten, dass die neuronale Erregbarkeit durch einen MeCP2-Mangel
vermindert wire. Allerdings wurden in friheren Untersuchungen eindeutige Hinweise auf
Ubererregbarkeit bei Patienten mit Rett-Syndrom bis hin zu epileptischen Anfillen
gefunden (Glaze 2005). Mogliche Ursachen lieferten Studien, die zeigten, dass im Gehirn
von Midusen mit MeCP-Mangel eine verminderte Expression der GABA-Rezeptor-a2-, a4-
und (33-Untereinheit vorlagen (Samaco et al. 2005; Medrihan et al. 2008). Zudem wurden

verringerte basale inhibitorische rhythmische Aktivititen in der hippokampalen CA3-
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Region gefunden (Zhang et al. 2008). Eine mdgliche Erklirung fir die in dieser Arbeit
festgestellte erhohte Hypoxietoleranz der erkrankten Minnchen koénnte eine neuronale
Prikonditionierung an eine niedrige Sauerstoffversorgung sein. Diese Vermutung wird
gestiitzt von Studien, die in Hippokampusgeweben von adulten Mep2”-Miusen einen
normalen zelluliren ATP-Spiegel feststellten (Fischer et al. 2009), was auf eine mogliche
kompensatorisch gesteigerte mitochondriale Atmung zur Sicherstellung der ATP-
Versorgung hinweisen koénnte (Miller und Can 2014). Gestirkt wird die Idee einer
Kompensation durch Ergebnisse einer Genexpressionsanalyse isolierter Lymphozyten von
Rett-Syndrom-Patientinnen, die eine Hochregulation einiger Gene, die fir das zellulire

Redoxgleichgewicht verantwortlich sind, belegen (Pecorelli et al. 2013).

Das Auftreten einer HSD kann aulerdem von der Gewebemorphologie und der Grof3e des
Extrazellulirraumes beeinflusst werden. Die Zellpackungsdichte war bei kortikalen
Neuronen von Rett-Syndrom-Patientinnen erhéht und die neuronale GroBle verringert
(Bauman et al. 1995). Die dichte Packung von Neuronen erhohen allerdings die
Wechselwirkungen, zum Beispiel in Form von gap junctions zwischen den Zellen (Vigmond
et al. 1997), und Netzwerke von Neuronen reagieren empfindlicher auf elektrische Felder
als einzelne Neuronen (Francis et al. 2003). Diese genannten erhéhten Wechselwirkungen
wurden somit eher zu Hypererregbarkeiten fithren, sodass sie keine Erklirungen fur die
verminderten Erregbarkeiten der erkrankten Tiere in dieser Arbeit darstellen. Eine andere
Vermutung fur die beschriebene verringerte Erregbarkeit bei den erkrankten Tieren
konnten Anomalien im Sinne verringerter dendritischer Fortsitze in Pyramidenzellen des
Kortex sein, die bei Rett-Syndrom-Patientinnen bereits beobachtet wurden (Belichenko et

al. 1994).

Letztlich ist zu erwihnen, dass die untersuchten Tiere aufgrund einer Verlegung der
Tierstille mehrfach umgezogen sind. Ein Effekt der verinderten Haltungsbedingungen ist
auf die Ergebnisse dieser Arbeit nicht auszuschlieBen, da jeder Umzug mit einer neuen
Raumaufteilung, anderen Tierpflegern sowie Kifigwechseln einhergeht. Dies kann fir die
Tiere Stress bedeuten, da sie z. B. jeden neuen Kifig erkunden und markieren miissen
(Arras et al. 2007). Zudem wurde das Zuchtfutter umgestellt. Es wurde bereits mehrfach
berichtet, dass Haltungsbedingungen einen wichtigen Einfluss auf die Verfassung von

Miusen und infolge dessen auf das Ergebnis von Studien haben (Chourbaji et al. 2005).
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5 Zusammenfassung

Resultierend ist anzufiihren, dass diese Arbeit in Bezug auf die respiratorischen
Dysfunktionen bei einem MeCP2-Mangel bisherige Ergebnisse erweitert und auch ein
frithes Auftreten der Symptomatik bei jungen Tieren bestitigt. Zwar fihrte das AO-Futter
zu keiner grundsitzlichen Verbesserung der Atmungsstérungen in allen Versuchsgruppen,
doch reduzierte es die AtmungsunregelmilBligkeiten bei den dlteren weiblichen
heterozygoten Tieren (p200) und hatte auf das Atmungsverhalten der Kontrollgruppe der
Wildtypen keinen negativen Einfluss. So konnte die orale Antioxidantienverabreichung
eine Moglichkeit werden, die Atmungsunregelmilligkeiten bei den Rett-Syndrom-
Patientinnen zu mindern und so die Gefahr der mit den Apnoen einhergehenden
gefihrlichen kardialen Folgen bis zum plotzlichen Herztod zu verringern. Die Analyse der
AtmungsunregelmiBigkeiten zeigte zudem ein gruppenspezifisches exploratives Verhalten,
das bei den erkrankten Tieren eindeutig vermindert war und bei den weiblichen Tieren mit
dem Alter abnahm. Dieses Verhalten deutet auf ein frihes und mit dem Alter der
erkrankten Tiere progredientes Vorkommen autismusihnlicher Merkmale hin. Kritisch
hinterfragt werden muss der Vergleich der jungen und alten weiblichen Tiere, da die
Moéglichkeit besteht, dass in erster Linie nur die alten weiblichen Tiere Gberleben, die einen
milderen Phinotyp mit weniger stark ausgeprigten Symptomen aufweisen. Um diesen
Faktor auszuschlieBen, sollte bei einer erneuten Untersuchung darauf geachtet werden, dass

jeweils die gleichen Tiere zu unterschiedlichen Zeitpunkten gemessen werden.

Das AO-Futter fihrte allein in weiblichen Wildtypen zu einer verminderten neuronalen
Erregbarkeit. Ebenso verminderte diese Futterungsart die synaptische Kurzzeitplastizitit
der Wildtypen beider Geschlechter, sodass ein therapeutischer Nutzen der oralen
Antioxidantienapplikation auf die synaptischen Dysfunktionen der MeCP2-Miduse cher
auszuschliefen ist. Da in friheren Studien mit einer systemischen Trolox-Behandlung in
Form einer intraperitonealen Trolox-Injektion die synaptische Kurzzeitplastizitit verbessert
wurde (Janc et al. 2016), ist zu prufen, wieso die orale Applikation des genutzten
Antioxidantiengemisches keine gleichwertigen, vielversprechenden Effekte vermittelt und
ob alternative Applikationsarten oder Zusammensetzungen antioxidativ wirkender
Substanzen einen therapeutischen Ansatz darstellen kénnen, Antioxidantien zur Linderung
der Symptomatik beim Rett-Syndrom einzusetzen. Die aktuellen Ergebnisse unserer

Arbeitsgruppe, die eine verstirkte Freisetzung reaktiver Sauerstoffspezies, speziell des
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H,0, aus den Mitochondrien, bei Megp2”- und Megp2™-Miusen nachwiesen (Adebayo et
al. 2020), untermauern die Vermutung des Zusammenhangs zwischen ROS-Bildung und
der Rett-Syndrom-Pathogenese. Somit kénnten die mitochondriale ROS-Produktion oder
die zellulire Redoxhomd&ostase konkrete therapeutische Angriffspunkte darstellen.
AuBlerdem sollten weitere pharmakologische Substanzen, die Einfluss auf derartige
homoostatische Mechanismen bei Rett-Syndrom-Patientinnen nehmen kénnen, eingehend
geprift werden. Besonders vielversprechend scheint in diesem Zusammenhang Trofinetid

7Zu sein.

Einige Untersuchungen dieser Arbeit, insbesondere die Atmungsstorungen, deuten auf das
Bestehen  eines  Kompensationsmechanismus im  Sinne  einer  neuronalen
Prikonditionierung an geringe Sauerstoffniveaus bei einem MeCP2-Mangel hin.
Arbeitsgruppen, die bereits spezielle Gene bestimmten, die bei Rett-Syndrom-Patientinnen
hochreguliert sind und fiir die Redoxhomé&ostase von Relevanz sind (Pecorelli et al. 2013),
liefern interessante Ansitze in diese Richtung und derartige Konzepte sollten ebenfalls

weiterverfolgt werden.
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