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1 Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Spreading Depression

Zum Beginn dieser Dissertation sollen grundlegende Vorginge und Thematiken beleuchtet
werden, die essenziell fir das Verstindnis der Fragestellung dieser Arbeit sind. Hierzu wird
mit der Definition der spreading depression (SD) und einer FErlduterung der dieser
zugrundeliegenden neurophysiologischen Mechanismen gestartet. Mittlerweile wird in der
Literatur neben der Bezeichnung SD ebenfalls der Ausdruck spreading depolarization
verwendet (Dreier et al. 2006; Dreier 2011).

Unter dem von Aristides Ledo 1944 erstmals beschriebenen neuronalen Phidnomen SD
versteht man eine massive Depolarisation der Neurone und Gliazellen des betroffenen
Hirnareals, die sich langsam und wellenartig mit einer Geschwindigkeit von wenigen
Millimetern pro Minute ausbreitet. Aufgrund der nahezu vollstindigen Depolarisation der
Neurone und der damit assoziierten starken Storung intra- und extrazellulirer ionaler
Homdostase, sind elementare Funktionen des neuronalen Netzwerkes stark eingeschrinkt
oder in Ginze kollabiert (Ledo 1944; Marshall 1959; Bures et al. 1974).

Eine SD verlduft immer nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip (Somjen 2001). Das
Phinomen der SD konnte in fast allen Regionen der grauen Substanz des zentralen
Nervensystems nachgewiesen werden. Allerdings ist zu bemerken, dass nicht alle Areale
des Hirns gleichermalBen fur die Entstehung einer SD pridestiniert sind. Beispielsweise
sind die CA1 Region des Hippocampus oder Neocortex deutlich anfilliger fir eine SD als
der zerebrale Cortex oder Bulbus olfactorins (Fifkova et al. 1961; Amemori et al. 1987). Es
wird zwischen einer normoxischen und einer Hypoxie induzierten SD unterschieden. Die
normoxische SD kann durch hoch frequente elektrische Stimulation (tetanisch),
mechanische Reize, alkalische pH-Werte, Hyperthermie, erhohte Kaliumkonzentration,
Glutamat und diverse Chemikalien ausgel6st werden (Marshall 1959; Bures et al. 1974;
Roitbak und Bobrov 1975; Guedes und do Carmo 1980; Reid et al. 1988; Chebabo et al.
1995; El-Bacha et al. 1998; Balestrino et al. 1999). Neben den Auslésern der normoxischen
SD, kann auch noch ein Sauerstoffentzug oder generalisierter ein plotzlicher
Energiemangel zu einer SD fithren. Hierbei handelt es sich dann um die oben genannte

Hypoxie induzierte oder hypoxische SD (Mies et al. 1993; Buresh et al. 1999).

Wiahrend einer SD konnen uber eine extrazellulire Ableitung des direct current (DC)-

Potenzials Spannungsverinderungen von -15 bis -30 mV, welche die enorme
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Depolarisation der Neuronen und Gliazellen reprisentieren, gemessen werden. Auf
neuronaler Ebene findet nach einer initialen Depolarisation eine Repolarisation statt,

welcher dann unmittelbar eine finale starke Depolarisation folgt (Ledo 1947; Ledo 1951).

Nachfolgend soll im Detail auf die zelluliren Ereignisse eingegangen werden, die, wahrend
einer SD, zu der charakteristischen massiven Depolarisation und der damit einhergehenden
Zellschwellung fithren. Hierzu soll das Augenmerk zuerst auf die Hypoxie induzierte SD
gerichtet werden. Durch Sauerstoffentzug bzw. aufgrund einer Ischimie stellt sich auf
zellulirer Ebene eine verminderte Funktion der Atmungskette innerhalb der
Mitochondrien ein, welche sich direkt auf die ATP-Synthese (Adenosintriphosphat-
Synthese) auswirkt. Ein Mangel an ATP fihrt zu einer deutlich eingeschrinkten
Funktionalitit der Na“/K'-ATPase, die das Ruhemembranpotenzial der Neurone
aufrechterhalt (Miller 2005). Infolgedessen 6ffnen die Neurone Karp- und Ke,-Kanale, die
die Zellen zunichst hyperpolarisieren. Die erhohte extrazellulire Akkumulation von K'-
Ionen (15 mM) fihrt zur erhohten Erregbarkeit der Neurone und schlussendlich zur
Depolarisation (Vyskocil et al. 1972; Miller und Somjen 2000).

Ab dem Kaliumausstrom in das Interstititum folgt sowohl bei der normoxischen als auch
der hypoxischen SD eine weitestgehend gleiche Reaktionskaskade. Der enorme Verlust von
K*-Ionen in den Extrazellulirbereich hat einen starken Einfluss von Na*-, Ca**-Ionen und
Cl-Ionen zur Folge (Kraig und Nicholson 1978; Hansen und Zeuthen 1981; Nicholson
und Kraig 1981; Somjen und Aitken 1984). Das Einstromen von Na'-Ionen stellt in der
Entstehung der SD einen ausschlaggebenden Faktor fiir die massive Depolarisation der
Neurone dar. MaBigeblich fir den Natriumeinstrom sind Tetrodotoxin sensitive Na'-
Kanile und ionotrope Glutamat Rezeptoren (Abbildung 1). Im Falle einer hypoxischen SD
tithrt der Einsatz von Glutamat Antagonisten und TTX zu einem verspiteten Eintreten der
SD und in der Hilfte der Fille entsteht keine SD (Muller und Somjen 2000). Wihrend
einer SD wird neben K" auch Glutamat von Neuronen und Gliazellen in den
Extrazellulirraum freigegeben. Auflerdem kann eine erhohte Glutamat Konzentration
ebenfalls eine SD provozieren (Van Harreveld 1959; Kimelberg et al. 1990).
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Abbildung 1: Ionenstréme hypoxische Spreading Depression.

Die Darstellung prisentiert die Ionen und Ionenkanile, die an der massiven Depolarisation assoziiert mit

einer Hypoxie induzierten SD beteiligt sind (erstellt mit BioRender.com).

Zusitzlich zum Na*-Einfluss in die Neurone, ist auch der Einstrom von Ca**-Ionen an der
Entstehung einer SD beteiligt. Ca**-Tonen sind in einer deutlich niedrigeren Konzentration
als Na'-Ionen im Interstitium vorhanden. Allerdings bestitigt die Notwendigkeit einer
Blockade aller SD assoziierten Ionen Einstrome zur sicheren Unterbindung einer SD, dass
nicht ausschlieBlich Na" fur die Entstehung der neuronalen Depolatisation verantwortlich
ist (Miiller und Somjen 2000). Eine steigende intrazellulire Ca®*-Konzentration allein ist
jedoch nicht in der Lage die Generierung einer SD zu leisten (Young und Somjen 1992).
Dies schlieBt nicht aus, dass der Ca**-Einstrom in die Neurone eine zentrale Bedeutung
hat. Es ist bekannt, dass multiple SD Episoden von Hirngewebe toleriert werden und die
Vitalitit der Neurone erhalten werden kann (Nedergaard und Hansen 1988). Allerdings
kann eine SD bedingte anhaltende Depolarisation zu Schiden im Hirngewebe fihren
(Kawasaki et al. 1988). Sowohl Hypoxie induzierte als auch normoxische SDs kénnen eine
solche neuronale Degeneration herbeifithren. In diesem Prozess scheint intrazellulires Ca*
eine entscheidende Rolle zu spielen. Wird die intrazellulire Ca®" Anreicherung der Neurone
wihrend einer SD verhindert, regeneriert sich die Funktion der Neurone, auch wenn die
Dauer der SD-Episode normal irreversible Schiden des Hirngewebes verursacht hitte. Da

sich das kurzzeitige Auftreten von SDs auch in Prisenz von Calcium nicht negativ auf die
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Zellvitalitit auswirkt, ist davon auszugehen, dass eine linger anhaltende erhdhte
intrazellulire Ca** Konzentration ursichlich fir die neuronale Zellschiadigung ist (Jing et al.
1991).

1.2 Klinische Relevanz der Spreading Depression

Dem Phinomen der SD wird eine hohe klinische Relevanz fiir neurologische Pathologien
zugesprochen, denn die SD steht in einem engen Verhiltnis zu einigen neurologischen
Stérungen und Krankheitsbildern. Die SD scheint eine Schlusselrolle bei der Entwicklung
kortikaler Lisionen im Zusammenhang mit neurologischen Pathophysiologien

einzunehmen (Hartings et al. 2017).

Das Auftreten von SD ist eng mit pathophysiologischen Zustinden wie Migrine, Commotio
cerebri, postiktaler Depression, hypoxischen bzw. ischimischen Zustinden im Hirngewebe

und intrazerebralen oder subarachnoidalen Hirnblutungen assoziiert (Van Harreveld und
Stamm 1954; Lauritzen 1994; Somjen 2001; Woitzik et al. 2013; Dreier et al. 2017).

Die ersten Indizien fur die SD als einen pathophysiologischen Mechanismus im Kontext
eines neurologischen Krankheitsbildes lieferten Skotome oder Auren als Symptomatik der
Migrine. Hier konnte eine Depolarisationswelle, die sich tiber den visuellen Kortex eines
Menschen ausbreitete, beobachtet werden (Leao und Morison 1945; Milner 1958). Im
Zusammenhang mit der Migrane spielt die SD-Generierung in entsprechenden Hirnarealen
eine zentrale Rolle. Nicht nur Skotome oder auch die Migrineaura sind auf das
Vorhandensein von SD-Episoden in Anteilen des Kortex zuriickzufithren. Auch die
Entstehung des eigentlichen migrinetypischen Kopfschmerzes lisst sich mit SDs in
Verbindung bringen. Im Kortex prisente intrinsische Gehirnaktivititen kénnen SD-Wellen
auslosen, welche wiederum fiir die Erzeugung der Kopfschmerzen verantwortlich sind.
Nachgewiesener Weise konnen im Kortex entstandene SDs tuber eine spezielle
Reaktionskaskade sowohl zur Aktivierung von Trigeminus Nucleoli als auch der Trigeminus
Nervenenden um die Duralgefil3e fithren (Moskowitz et al. 1979; Bolay et al. 2002; Karatas
et al. 2013).

Eine weitere zentrale klinische Relevanz kommt der SD in Verbindung mit Schlaganfillen
zu. Laut der World Health Organization (WHO) sind zerebrovaskulire Unfille im Sinne eines
Apoplex weltweit die zweithdufigste Todesursache und der dritthaufigste Grund fir
Behinderungen. Besonders dieser pathologische Zustand ist eng mit dem Phinomen der
SD vergesellschaftet, denn durch Minderdurchblutung forcierte Hypoxie und
Hyperglykimie haben eine SD zur Folge (Mies et al. 1993; Buresh et al. 1999). Aullerdem
sind Degenerationen des Hirngewebes als Konsequenz eines Schlaganfalles auf das

Persistieren von SD-Episoden zuriickzufithren (Somjen 2001). Auch im Zuge der
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subarachnoidalen Hirnblutung kénnen SDs auftreten. In 30 Prozent der Fille folgen auf
eine subarachnoidale Hirnblutung verzogerte zerebrale Ischimien, die den Hauptgrund
neurologischer Schiden oder sogar des Versterbens dieser Patienten darstellen (Dorsch
und King 1994). Die aus verzogerten zerebralen Ischimien entstehenden ischimischen
neurologischen Defizite stehen in enger Verbindung zu multiplen SD-Wellen (Dreier et al.
2000).

Zwar liegt der Epilepsie selbst die SD nicht als neuronales Geschehen zugrunde, allerdings
konnen auf epileptischen Anfille SDs folgen, die dann zu der sogenannten postiktalen
Depression fithren bzw. Symptome der postiktalen Phase erzeugen (Van Harreveld und
Stamm 1954).

Des Weiteren ist die SD ein zentraler Faktor fir den Schweregrad der Konsequenzen
traumatischer Hirnschidigungen. Primire Verletzungen des Hirns bestehen hauptsachlich
aus Kontusionen des Hirngewebes, intrazerebralen und subarachnoidalen Blutungen,
extraparenchymalen Himatomen und diffusen axonalen Verletzungen. Sekundire Effekte,
die durch diese Verletzungen forciert werden, sind Hypotonie, Hypoxie, Fieber und
Hirnédeme, die zu hohem Hirndruck fihren kénnen (Saatman et al. 2008). All diese
Faktoren erhohen die Wahrscheinlichkeit des Zusammenbruchs der ionalen Homdostase
in entsprechenden Hirnarealen und steigern damit die Anfilligkeit fir das Auftreten von
SD-Episoden.

1.3 Zellulire Redoxbalancen

Ein intaktes Redoxsystem ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der zelluliren
Homdostase (Kamata und Hirata 1999). Unter physiologischen Rahmenbedingungen stellt
die Zelle durch ein ausgeglichenes Verhiltnis von oxidativen und reduktiven Prozessen die
intrazellulire Redoxbalance sicher. Die Generierung eines solchen Gleichgewichtes wird
Uber die Produktion und Elimination von  reaktiven  Sauerstoff- und
Stickstoffverbindungen moglich gemacht (Kamata und Hirata 1999). Keine Signalwege
oder Stoffwechselprozesse wiren ohne einen konstant ausgeglichenen Redoxstatus
funktionsfihig (Drége 2002).

Seit Beginn des 21. Jahrhunderts gibt es nun eine groBe Menge an evidenzbasierter
Forschung, die zeigt, dass nicht nur eine zellulire Adaptation an die negativen Effekte von
freien Radikalen stattgefunden hat, sondern, dass evolutionir Mechanismen entstanden
sind, die es Zellen ermdglicht zielgerichtet oxidative Auswirkungen der reaktiven Spezies
zu threm Vorteil zu nutzen. Wichtige physiologische Funktionen die von freien Radikale
oder deren Derivaten abhidngen sind der Gefilltonus, die Regulationen von

Sauerstoffkonzentration, die  Steigerung der  Signaltransduktionsvorginge  von
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verschiedenen Membranrezeptoren und sie stellen einen Indikator fir oxidativen Stress
dar, durch welchen die Redoxhoméostase auf zellulidrer Ebene sichergestellt werden kann
(Finkel 2011). AuBerdem bekommt das Feld der Redoxregulation immer mehr
Aufmerksamkeit von klinischer Forschung, denn oxidativer Stress bzw. ein
Ungleichgewicht des Redoxstatus spielt eine signifikant wichtige Rolle in verschiedensten
Krankheitsbildern und deren Pathogenese (Drége 2002). Die sehr feine Balance zwischen
vorteilhaften und degenerativen Aspekten der freien Radikale und deren Einfluss auf die

Redoxbalance der Zellen, scheint ein wichtiger Aspekt der Gesundheit zu sein.

14 Reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen

Wie im vorrangegangenen Abschnitt beschrieben, wird der zelleigene Redoxstatus durch
das Gleichgewicht zwischen oxidierenden und reduzierenden Stoffen in Waage gehalten
(Kamata und Hirata 1999). In diesem Abschnitt soll nun detaillierter auf die oxidierenden
Anteile der zelluliren Redoxregulierung eingegangen werden. Sowohl physiologische
Beteiligungen an Zellmechanismen als auch zellschadigende Prozesse sollen beleuchtet

werden.

Es gibt zwei Gruppen von freien Radikalen im zelluliren System. Es wird zwischen
reaktiven Sauerstoff- und reaktiven Stickstoffverbindungen (ROS und RNS) unterschieden.
Zu den ROS gehéren das Superoxid (Oz), das Hydroxylradikal (OH’) und
Wasserstoffperoxid (H»O,) und zu den RNS zihlen Stickstoffmonoxid (NO’) und
Peroxinitrit (ONOO) (Kamata und Hirata 1999).

Die Grundlage fiir die ROS-Entstehung ist Sauerstoff. Wird Sauerstoff reduziert, erhalten
wir ROS. Das initiale Produkt, Superoxid, resultiert aus der Ubertragung eines einzelnen
Elektrons auf molekularen Sauerstoff. In Gegenwart von der Superoxiddismutase (SOD)
kann dann aus dem Superoxid H,O; und O, werden. H,O, kann dann wiederum mit

Ubergangsmetallen in das sehr reaktive OH™ umgewandelt werden (Droge 2002).

Fir die Entstehung von intrazelluliren ROS und RNS sind sowohl exogene als auch
endogene Faktoren ausschlaggebend. Exogene Faktoren sind Strahlung, wie z.B. UV-
Strahlen, Gamma-Strahlen und Roéntgenstrahlen, atmospharische Verschmutzung und
Chemikalien (Srinivasan et al. 2001; Trachootham et al. 2008).

Eine der groBen endogenen ROS-Quellen stellen die Mitochondrien dar. Hierbei spielt der
Prozess der Atmungskette eine entscheidende Rolle. Wihrend des Prozesses der oxidativen
Phosphorylierung  werden ROS an der Elektronentransportkette der inneren
Mitochondrienmembran generiert. Im Komplex eins und drei der Elektronentransportkette
kann es zum Durchsickern von Elektronen kommen. Dies wiederrum fithrt zur Reduktion

von Sauerstoff mit dem Produkt Superoxid (O). Sowohl in der mitochondrialen Matrix
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durch die Superoxiddismutase eins (SOD1) als auch im Intermembranraum durch die
Superoxiddismutase zwei (SOD2), wird das besonders reaktive Superoxid in
Wasserstoffperoxid umgewandelt (Jensen 1966; Loschen et al. 1974; Le Bras et al. 2005).
Wasserstoffperoxid kann dann iiber die Fenton- oder Haber-Weiss-Reaktion zu einem
Hydroxylradikal umgewandelt werden (Fenton 1894; Kehrer 2000).

H,0, + Fe?* - OH™ + OH - + Fe3*

Neben den Mitochondrien sind auch Zellorganellen wie Peroxisomen und Mikrosomen
ROS-Produzenten. Allerdings bezieht sich dies vornehmlich auf H,O, (Boveris et al. 1972).
Eine weitere wichtige Untergruppe der endogenen ROS-Quellen stellen enzymatische
Bestandteile der Zelle dar. Unter diesen sticht die zellmembrangebundene NADPH-
Oxidase, als ein phagozytires Enzym, hervor. Induziert durch eine bakterielle Infektion,
wird die NADPH-Oxidase aktiviert und unterstiitzt durch die Produktion von O, die
Bekidmpfung bakterieller Fremdeinwanderung in der Zelle (Babior 1999). Zusitzlich zu der
NADPH-Oxidase sind auch Cytochrom ¢ Oxidase und Xanthine Oxidase Vertreter der
enzymatischen ROS-Produzenten (Antonini et al. 1970; Fridovich 1975).

Ahnlich wie bei der Entstehung von ROS findet auch die Generierung von
Stickstoffmonoxid (NO?) tber einen enzymatischen Weg statt. Das Enzym
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) bzw. die Isoenzyme mitochondriale NOS, neuronale
NOS, endotheliale NOS und induzierte NOS katalysiert die Auftrennung von L-Arginin zu
L-Citrullin und NO (Nathan und Xie 1994; Mayer und Hemmens 1997). Die
Stickstoffmonoxid Molekiile, die durch verschiedene NOS Isoenzyme katalysiert
entstanden sind, spielen auch intrazellulir verschiedene Rollen. So dienen RNS, entstanden
durch nNOS, der Kommunikation zwischen Neuronen, wohingegen Radikale, die durch
iINOS in Makrophagen und glatter Muskulatur produziert werden, zelleigenen
Abwehrmechanismen zugutekommen. RNS generiert durch eNOS koénnen eine
Vasodilatation erzeugen, um die Aufrechterhaltung eines physiologischen Blutdruckes
moglich zu machen (Nathan und Xie 1994). Erginzend zu den zelluliren Einflissen von
Stickstoffmonoxid, kann es noch in der mitochondrialen Atmungskette mit O: zu
Peroxinitrit (ONOQO) reagieren (Radi et al. 2002).

Nun, da die Vertreter zellulirer ROS und RNS vorgestellt wurden und auch die Herkunft
bzw. Entstehung geklirt wurde, sollen jetzt sowohl forderliche Aspekte fiir die zelluldre
Funktion, sowie degenerative Effekte der reaktiven Spezies, prisentiert werden. Dies ist

notwendig, um die ambivalenten Einflisse von Radikalen auf die Zelle zu verdeutlichen.

Wenige zellbiologische Faktoren haben so einen schlechten Ruf wie ROS und RNS. Viele
Jahre wurde angenommen, dass freie Radikale nur ein ungewolltes Nebenprodukt von der

Existenz in einem aeroben System sind. Obwohl bekannt war, dass es auf zellulirer Ebene
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Abwehrmechanismen fiir eine zu hohe Konzentration an ROS oder RNS gibt und auch bei
dieser Thematik die Dosis mal3geblich fir Schiden ist, ist der Glaube, dass reaktive Spezies
vornehmlich negative Auswirkungen auf die Zelle haben, weit verbreitet. Allerdings gibt es
heutzutage in ausreichender Form Evidenzen dafiir, dass die Produktion von ROS und
RNS innerhalb einer Zelle strikt reguliert ist und auch physiologische Funktionen
Ubernimmt (Finkel 1998).

Ein sehr gutes Beispiel fur die Teilnahme an zellaktivititsregulierenden Mechanismen ist
die Signaltransduktion. Hierbei kénnen ROS als Second Messenger fungieren. Einige Studien
konnten zeigen, dass die Liganden Stimulation von nicht-phagozytierenden Zellen in einem
Anstieg von intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies resultiert. Dieses Phinomen wurde
in einer Grof3zahl von Zelltypen beobachtet und wird durch verschiedenste Liganden, wie
zum Beispiel Zytokine (Meier et al. 1989; Lo und Cruz 1995), Wachstumsfaktoren, die
durch die Tyrosinkinase agieren (Krieger-Brauer und Kather 1992), und G-Protein
gekoppelte Rezeptoren stimuliert (Griendling et al. 1994). Analysen in glatten Muskelzellen
haben gezeigt, dass die Reizung durch Wachstumsfaktoren, in diesem Fall Platelet-derived
growth factor (PDGF), innerhalb von Minuten zu einem rapiden Anstieg der ROS fihren
(Sundaresan et al. 1995). Vergleichbares konnte bei wachstumsfaktorenstimulierter Tyrosin
Phosphorylierung nachgewiesen werden. Die Verbindung zwischen Liganden stimulierter
H>O, Produktion und Phosphorylierung wird durch die Beobachtung bestirkt, dass
exogenes H>O, wachstumsfaktorinduzierte Tyrosin Phosphorylierung imitieren kann
(Finkel 1998). Zusitzlich konnte mit Hilfe des Peroxid auflosenden Enzyms Katalase, das
den Anstieg von H,O, verhindert, ebenfalls die Fahigkeit von PDGF eingeschrinkt werden
die Tyrosin Phosphorylierung zu forcieren (Sundaresan et al. 1995; Bae et al. 1997).

Neben der Second Messenger Rolle von ROS, haben auch Redoxverinderungen einen
Einfluss auf die zelluldre Transkription. Es wird davon ausgegangen, dass ROS eine direkte
regulierende Wirkung auf Transkriptionsfaktoren ausiiben. Sprich es gibt nicht nur die
Second Messenger Funktion im Kontext der Liganden Stimulierung, sondern auch eine direkte
Beeinflussung einzelner spezieller Signalwege tber oxidativen Stress (Imbert et al. 1996;
Finkel 1998). Beispielsweise kann H»O, diverse Proteinkinasen C aktivieren. Dies geschieht
unabhingig von Lipid-Cofaktoren tiber Tyrosin Phosphorylierung in Antwort auf H,O»
und unterscheidet sich daher von klassischen Liganden gesteuerten Signalwegen (Konishi
et al. 1997). Des Weiteren verfligt eine bedeutende Zahl an Proteinen iiber redoxsensitive
Cysteinreste, die es ermdglichen ihre Enzymaktivitit tber RNS und ROS zu modulieren
(Finkel 2011).

Auch die Apoptose, eine spezielle Form des programmierten Zelltodes, die eine zentrale
Rolle in der Entwicklung und Homoostase von multizelluliren Organismen spielt (Wyllie
et al. 1980), ist eng mit einem Anstieg an intrazelluliren ROS assoziiert. Der Anstieg von
ROS ist oft in apoptotischen Prozessen prisent, die von apoptosis antigen 1 (APO1), Fas oder
cluster of differentiation 95 (CD95) Liganden getriggert werden (Banki et al. 1999; Esteve et al.
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1999). Eine hohe Konzentration von ROS kann in verschiedenen Zelltypen die Apoptose
einleiten und fihrt in diesem Prozess auch zum Zelltod (Slater et al. 1995). Neben dem
ROS induzierten Zelltod konnte in diversen experimentellen Modellen auch ein
Stickstoffmonoxid abhingige Apoptose beobachtet werden. Diese Art von Apoptose ist
von einer Verminderung der Kardiolipin Konzentration, einer verminderten Aktivitit der
mitochondrialen Elektronentransportkette und einer Freisetzung von mitochondrialem
Cytochrom C begleitet (Ushmorov et al. 1999; Umansky et al. 2000).

Kommt es nun zu dem Fall, dass die feine Balance zwischen der ROS/RNS Genetierung
und Elimination gestort ist, verandert sich auch das Gleichgewicht zwischen reduktiven
und oxidativen Prozessen. Tritt eine Steigerung der ROS/RNS Produktion oder eine
Verminderung der ROS/RNS Kompensationskapazitit aufgrund von exogenen Stimuli
oder endogenen Metaboliten ein, wird die zellulire Redoxhomé&ostase nachhaltig gestort
und es entsteht eine tbermiafBige Oxidation durch reaktive Verbindungen. Dieser
sogenannte oxidative Stress Ubersteigt dann eine reversible oxidative Modifikation von
Makromolekiilen innerhalb der Zelle. Es finden folglich oxidative Prozesse statt, die Lipide,
Proteine und auch die DNA konstant reaktiv attackieren und irreversibel schidigen (Valko
et al. 2007).

Lipide sind von den drei genannten Makromolekilen die anfilligsten fur oxidative
Schidigung. Die Lipidperoxidation, also die oxidative Degradation von Lipiden, generiert
Lipidradikale, welche weiter die anfilligen Lipidmolekiile in Form einer Kettenreaktion
attackieren (Girotti 1998). Mehrfach ungesittigte Fettsiurereste von Phospholipiden
werden von Radikalen entweder an einer internen Position oder nahe dem Ende des
konjugierten Systems angegriffen (Valko et al. 2006). Wenn die Reaktion an einer internen
Position stattfindet, kann das Peroxylradikal entweder zu einer Zyklisierung oder zu einer
Metall katalysierten Reaktion fihren, die ein Alkoxylradikal produzieren. Nach
abgeschlossener Zyklisierung kann die Fettsdure zu einem Hydroperoxid werden oder sich
einer weiteren Zyklisierung unterziehen, wodurch Aldehyde entstehen. Diese Aldehyde
schlieBen unter anderem Malondialdehyd (MDA) und 4-hydroxy-2-nonenal (HNE) ein
(Pinchuk et al. 1998). Die Produkte der oxidativen Modifikation der Lipide kénnen dann
weiter mit Proteinen und DNA reagieren. So reagiert das HNE meist mit Proteinen und
fihrt zu einer deutlichen funktionalen Einschrinkung, wohingegen MDA die Basen der
DNA angreift und damit zu Genmutationen fithren kann. Oxidative Schidigung von
Lipiden kann einerseits tiber die Zerstorung einer intakten Phospholipid Doppelschicht,
aber auch tber das Reaktionsprodukt HNE zum Zelltod fithren. HNE kann im speziellen
c-Jun N-terminale Kinase (JNK) und Caspase-3 aktivieren und dariiber die Apoptose
einleiten (Awasthi et al. 2003).

Verglichen mit den Lipiden, konnte man bei der DNA davon ausgehen, dass die
Doppelhelix Struktur und die verschiedenen Kondensationsmechanismen wie Histone

oder andere Proteine eine deutliche geringere Exposition fiir oxidativen Stress sicherstellen.
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Allerdings lisst sich Giber Oxidationsprodukte der DNA wie 8-OHdAG feststellen, dass auch
dieser Zellbestandteil unter verschiedensten Bedingungen oxidativ geschidigt werden kann
(Haghdoost et al. 2005). In oxidativen Schadigungsprozessen der DNA spielt vor allem das
Hydroxylradikal (OH) eine zentrale Rolle. Diese reaktive Spezies kann nahezu alle
Komponenten der DNA strukturell beeintrichtigen. Die nukleophilen Zentren N und O
sowohl der Purin- und Pyrimidinbasen, als auch des Desoxyribosertickgrates der DNA
bieten einen Angriffspunkt fur elektrophile Molekiile (Dizdaroglu et al. 2002). Auflerdem
sind die Doppelbindungen der Basen Pridilektionsstellen fiir oxidativen Stress. Hier sind
vornehmlich die C-5 und C-6 Atome der Pyrimidine und die C-4 und C-8 Atome der
Purine Reaktionsmittelpunkt (Breen und Murphy 1995). Wenn, wie bereits angefiihrt, ein
oxidativer Schaden am Desoxyribosertickgrat der DNA durch zum Beispiel OH" zustande
kommt, fiihrt das zu dem Verlust von Wasserstoffmolekiilen und resultiert in Einzel- und
Doppelstrangbriichen des DNA-Gefiiges (Breen und Murphy 1995). Zusitzlich zu ROS
bewirken auch NO™ und ONOO" Einzelstrangbriiche tiber die Reaktion mit DNA- Basen
(Tsuzuki et al. 2007). Unter physiologischen Bedingungen steht die zellulire DNA unter
stindiger oxidativer Modulation (Beckman und Ames 1997). Moderate Umstrukturierung
der DNA steigert die Integritit der DNA tber Reparaturprozesse, arretiert oder induziert
die Transkription und kann den Zellzyklus verlangsamen. Ab einem gewissen Punkt
hingegen wird der Schaden, den die DNA nimmt, zu grofl und Replikationsfehler,
Instabilitit des Genoms und sogar apoptotische Vorginge treten auf. Letztere genannte
Schidigungen der DNA sind eng mit der Karzinogenese und anderen Pathogenesen
assoziiert (Marnett 2000; Cooke et al. 2003). Kommt es aufgrund von moderater Intensitit
der DNA-Schiden nicht zur Apoptose, provozieren diese stindigen Attacken auf die
molekulare Konformation des Erbgutes Mutationen und spielen eine Rolle im Prozess der
Evolution (David et al. 2007). Zuletzt soll noch erwihnt sein, dass innerhalb des zelluldren
Gefiiges die mitochondriale DNA (mtDNA) die hochste Expositionierung fir Schidigung
durch freie Radikale hat, denn sie steht in der direktesten raumlichen Verbindung zur
Elektronen-Transport-Kette und auch ihre Kapazititen strukturelle Schidigungen wieder
in Stand zu setzen, sind deutlich limitierter, als bei nuklearer DNA. Die Fihigkeit
Nukleotide auszutauschen oder zu reparieren fehlt in Giénze und auch der Schutz durch

Histone ist nicht gegeben (Inoue et al. 2003).

Zu guter Letzt sollen zur Komplettierung der essenziellen Makromolekiile, die maf3geblich
durch ROS bzw. RNS geschidigt werden konnen, die Proteine aufgefithrt werden. Die
Oxidation von Proteinen kann abhingig vom Angriffspunkt und der Intensitit der
oxidativen Deprivation einen reversiblen oder auch irreversiblen Charakter haben. Das,
durch ionisierende Strahlung oder die Fentonreaktion entstehende, OH und ONOO'" sind
die mal3geblich an der oxidativen Degradation beteiligten reaktiven Spezies (Stadtman
1992). Diese freien Radikale fithren zu Abstraktionen von Wasserstoffatomen aus der
Polypeptidstruktur der Proteine und lassen Kohlenstoffradikale entstehen. Als Folge

dessen werden unter aeroben Bedingungen aus diesen Kohlenstoffradikalen
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Peroxylradikale gebildet (Stadtman 1992). Prinzipiell kénnen alle Arten von Aminosduren
von ROS und RNS oxidiert werden. Allerdings sind spezielle Seitenketten von Lysin,
Arginin, Histidin, Prolin und Threonin besonders anfillig fiir Metall katalysierte
Oxidationen (Stadtman 2004; Valko et al. 2000).

1.5 Antioxidantien

Wie vorrangegangenen Ausfihrungen entnommen werden kann, ist fir die
Funktionstiichtigkeit physiologischer zellulirer Prozesse und Mechanismen eine intakte
Redoxhoméostase essenziell. FEin bereits ausfihrlich beschriebener Anteil dieses
eingestellten Redoxequilibriums, wird tiber den Einfluss von reaktiven Spezies kreiert.
Diese allein haben allerdings nur die Moglichkeit oxidative Reaktionen zu forcieren und
machen die Existenz eines reduktiv agierenden Gegenspielers notwendig. Aus diesem
Grund ist eine bestimmte Menge an enzymatischer und nicht-enzymatischer Schutzsysteme
fester Bestandteil der Zelle. Hierdurch wird eine Regulation der ROS- und RNS-
Produktion sichergestellt. Allgemeinhin sind diese Zellanteile als Antioxidantien bekannt
(Halliwell 1996; Kamata und Hirata 1999).

Die drei effizientesten enzymatischen Antioxidantien der Zelle sind Superoxiddismutase,
Katalase und Glutathionperoxidase (Matés et al. 1999). Nicht-enzymatische Antioxidantien
setzen sich aus Ascorbinsiure (Vitamin C), Tocopherol (Vitamin FE) und
Thiolantioxidantien. Thiolantioxidantien lassen sich weiter in Glutathion, Thioredoxin und
Liponsdure unterteilen (McCall und Frei 1999). Wichtig anzumerken ist, dass nicht alle
Antioxidantien im identischen Milieu funktionieren kénnen. So gibt es Antioxidantien, die
nur unter hydrophilen oder hydrophoben Umstinden in Aktion treten, wohingegen andere
amphiphil sind. Diese Unterscheidung ist wichtig, denn Sie determiniert, ob ein Stoff in der
Zellmembran oder im Zytosol aktiv sein kann (Valko et al. 2006). Aulerdem arbeiten
bestimmte Antioxidantien in einer Art Netzwerk zusammen und kénnen so zum Beispiel

die reduktive Funktion eines anderen Antioxidans regenerieren (Sies et al. 2005).

Zuerst soll nun auf die enzymatischen Antioxidantien eingegangen werden. Das wohl
bekannteste und effektivste enzymatische Antioxidans ist die Superoxiddismutase (SOD).
1969 wurden erstmals die antioxidativen Eigenschaften der SOD von McCord und
Fridovich  nachgewiesen ~(McCord und Fridovich 1969). In verschiedenen
Zellkompartimenten existieren auch mehrere Isoformen der SOD. Die CuZnSOD findet
sich im Zytoplasma, mitochondrialen Intermembranraum, Nukleolus und in Lysosomen,
wohingegen MnSOD vornehmlich in Mitochondrien und der Extrazellulirmatrix aktiv ist
(Faraci und Didion 2004). Isoformen der SOD unterscheiden sich hauptsichlich in der

Ausstattung des aktiven Metallzentrums, der Auswahl an Aminosauren und den Co-
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Faktoren (Landis und Tower 2005). Die Hauptaufgabe von SOD ist die Elimination von
Superoxiden. Besagtes Enzym katalysiert die Auflosung des hochgradig reaktiven
Superoxids zu O und zu der deutlich geringfligiger reaktiven Spezies H.O.. H,O, kann
dann im Folgenden durch die Katalase oder Glutathionperoxidase entradikalisiert werden
(Fridovich 1995).

205 + 2H*Y -» H,0%? + 0,

Katalase ist ein tetrameres Enzym, das aus vier identischen tetrahedralen Untereinheiten
besteht. Jede dieser Untereinheiten beinhaltet ein Ferriprotoporphyrin (Aebi 1984).
Lokalisiert ist die Katalase in den Peroxisomen der Zelle und wandelt von dort aus H,O in

Wasser und molekularen Sauerstoff um (Fridovich 19806).

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

Als drittes wichtiges Antioxidans ist die Glutathionperoxidase (GPX) zu erwihnen. Im
menschlichen Korper finden sich vier verschiedene GPX. GPX1 wird ubiquitir exprimiert
und ist neben der Katalase ein wesentlicher Akteur im Abbau von H,O, GPX2 ist
epithelspezifisch und hauptsichlich im gastrointestinalen Trakt aufzufinden. Des Weiteren
gibt es noch GPX3, die ein extrazellulires glykosyliertes Enzym ist und im Blutplasma
aufzufinden ist. AuBlerdem gibt es noch GPX4, die zytosolisch, mitochondrial und nuklear
lokalisiert ist und Phospholipid Membranen vor oxidativem Stress schiitzt (Sheehan D et
al. 2001). Alle Arten der GPX haben gemein, dass Sie die Reaktion von H,O, zu Wasser
unter Zuhilfenahme des Kofaktors Glutathion (GSH) katalysieren. Hierbei wird das
Tripeptid GSH, genauer die Thiolgruppe (R-SH), reversibel oxidiert. Die Thiolgruppen
zweler Reduktionsmittel GSH bilden nach der Oxidation eine Disulfidbriicke aus, sodass
ein Glutathion-Dipeptid (GSSG) als Produkt neben Wasser entsteht (Mills 1957).

2GSH + H,0, - 2H,0 + GSSG

Mit Hilfe der Glutathionreduktase kann dann unter Verwendung von NADPH als
Elektronendonator das GSSG zu 2 GSH reduziert werden.

Zusitzlich zu den enzymatischen Antioxidantien existieren noch nicht-enzymatische
Molektle, die ebenfalls freie Radikale neutralisieren kénnen und somit auch eine Rolle in
der Aufrechterhaltung der Redoxhoméostase der Zelle spielen. Bedeutende exogene

Antioxidantien sind Ascorbinsdure (Vitamin C) und a-Tocopherol (Vitamin E). Diese
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Antioxidantien werden exogen genannt, weil sie tiber die Nahrung aufgenommen werden
mussen. Das Vitamin E ist ein fettlosliches Molekil und an Zellmembranen und
Lipoproteinen gebunden (Burton und Traber 1990). Die hauptsichliche Funktion des «-
Tocopherols, ist die Inhibierung von Lipidperoxidationen indem es die Peroxyradikale
inaktiviert und die damit assoziierte Kettenreaktion unterbricht (Kagan et al. 1990). In
diesem Prozess wird a-Tocopherol durch Oxidation zu einem Tocopherolradikal.
Allerdings ist diese Reaktion reversibel, denn das Tocopherolradikal kann durch Ascorbat

reduziert werden und dadurch seine antioxidativen Eigenschaften regenerieren (Kojo
2004).

Ascorbinsdure ist ein Antioxidans mit zwei ionisierbaren Hydroxyl-Gruppen. Dies verleiht
der Ascorbinsiure eine leichte Oxidierbarkeit und lasst es als Redukton wirken (Valko et al.
20006). Das hadufigste Reaktionsprodukt dieser Eigenschaft mit reaktiven Spezies ist das
Semidehydroascorbat. Bei diesem Radikal handelt sich um ein sehr geringfiigig reaktives
Molekil, das einen guten Parameter fir den oxidativen Stress in biologischen Systemen
darstellt (Kojo 2004). Generell ist Vitamin C ein Antioxidans, das wassetloslich ist. Es
fungiert nicht nur als Elektronendonator und wirkt damit antioxidativ, sondern regeneriert
auch andere Antioxidantien. Membran- oder lipoproteingebundenes Tocopherol wird zum
Beispiel durch Ascorbinsiure reduziert. Zusitzlich interagiert Vitamin C auch mit

enzymatischen Antioxidantien (Carr und Frei 1999; Kojo 2004).

Ferner existiert noch eine Gruppe von endogenen nicht-enzymatischen Antioxidantien, die
den Thiol Antioxidantien zugeordnet wird. Zu den Thiol Antioxidantien zahlen das
Tripeptid Glutathion, Thioredoxin und Liponsdure (Valko et al. 2006). Das in hoher
Konzentration vorhandene Glutathion, stellt intrazelluldr den wichtigsten Anteil des Thiol
Antioxidationssystems dar. Glutathion ldsst sich im Zytosol, im Nukleolus und auch in
Mitochondrien finden und ist, aufgrund seiner hohen Anreicherung in diesen Zellregionen,
das malgebliche l6sliche Antioxidans (Masella et al. 2005). Die reduzierte Form von
Glutathion ist GSH. Kommt es nun dazu, dass ein freies Radikal durch GSH reduziert
wird, entsteht ein Glutathion Radikal, welches sich mit einem weiteren seiner Art zu einem
nicht radikalischen oxidierten GSSG verbindet (Valko et al. 2000).

Eine zu hohe Akkumulation an GSSG intrazellulir kann Enzyme oxidativ schidigen. Das
GSH/GSSG Ratio der Zelle stellt ein gutes Messparameter fiir den oxidativen Stress dar
(Hwang et al. 1992). Im Zusammenhang mit oxidativem Stress hat Glutathion drei
Hauptfunktionen. GSH kann Hydroxylradikale direkt und Wasserstoffperoxid und
Lipidperoxid indirekt als Co-Faktor tber die katalytische Funktion von GPX neutralisieren.
Des Weiteren ist Glutathion fiir diverse andere enzymatische Antioxidantien ein Co-
Faktor. AuBBerdem ist GSH fihig den antioxidativen Charakter von Vitamin C und E aus
einer oxidierten Position heraus wiederherzustellen (Masella et al. 2005). Thioredoxin ist
ein Disulfidmolekil, dass zwei redoxaktive Cysteine besitzt (Nakamura et al. 1997) Die

zwei —SH Gruppen des Thioredoxins kénnen reaktive Spezies oxidieren (Valko et al. 2000).
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Auch die Liponsidure ist ein Disulfid, das allerdings amphiphil ist und daher nicht nur im
Zytosol, sondern auch in zelluliren Membranen integriert (Smith et al. 2004). Die
Liponsiure ist ein sehr effektives Antioxidans, das mehrere Aufgaben in diesem Kontext
erfillt. Durch dieses Antioxidans kénnen zum einen ROS unschadlich gemacht werden,
aber auch endogene und exogene nicht-enzymatische Antioxidantien in ihre reduzierte

Form zurtckgefithrt werden (Suzuki et al. 1993).

1.6  Optische Redoxsensoren und roGFP

In diesem Abschnitt der einleitenden Erlduterungen soll nun, passend zu den
thematisierten Redoxsystemen und der damit einhergehenden Redoxhomdostase, auf
Redoxsensoren eingegangen werden. Um evidenzbasierte und zuverldssige Aussagen tber
Zellvitalitit und Funktionen im Zusammenhang mit Redoxverinderungen im zelluliren
Gefiige treffen zu konnen, sind prizise Redoxsensoren unabdinglich. Aus diesem Grund

sollen nun diverse Methodiken vorgestellt werden.

Die konventionellen Methoden, um Redoxmessungen auf zellulirer Ebene durchzufithren,
weisen einige sehr einschrinkende Problematiken auf. Prinzipiell lassen sich herkémmliche
Herangehensweisen in zwei Kategorien einteilen. Zum einen gibt es die Moglichkeit
Redoxmessungen an lebenden Zellen mit fluoreszierenden Farbstoffen durchzufithren, und
zum anderen konnen Redoxstatus mit Hilfe direkter Quantifizierung von nicht-

enzymatischen Antioxidantien erhoben werden.

Die beiden Hauptvertreter der fluoreszierenden Farbstoffe sind Dichlorodihydrofluorescin
und Dihydrorthodamin 123. Ersteres reichert sich zytosolisch an  wihrend
Dihydrorhodamin 123 speziell mit Mitochondrien assoziiert ist (Dugan et al. 1995).
Generell sind limitierende Faktoren von fluoreszierenden redoxdektektierender Farbstoffe,
dass sie zumindest partiell unspezifisch sind, keine dynamischen Messungen erlauben, weil
ithre Reaktionen irreversibel sind und sie keine zellulire Kompartiments Spezifitit erlauben
(Royall und Ischiropoulos 1993). Zumal optische Messungen mit Farbstoffen darauf
basieren, dass diese durch Oxidation ein optisches Fluoreszenzsignal generieren, kénnen
aufgrund der Irreversibilitit dieser Oxidationsreaktion keine dynamischen Redoxprofile
gemessen werden (Royall und Ischiropoulos 1993). Zusitzlich hierzu ist anzumerken, dass
reduktive Prozesse gar nicht detektierbar sind. Des Weiteren sind besagte Farbstoffe nicht
zwingend zuverldssig, denn Autooxidation oder phototoxische Stérungen, koénnen
Ergebnisse signifikant verfilschen (Funke et al. 2011). Zusammenfassend kann festgehalten
werden, dass fluoreszierende Farbstoffe in begrenzter Weise als Marker fir

Redoxverinderungen in oxidativer Richtung dienen koénnen, allerdings ungeeignet fiir
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aussagekriftige quantitative, dynamische und Kompartiment begrenzte Erfassungen von

Konzentrationen reaktiver Spezies oder Redoxstatus sind.

Auch die zweite Gruppe der herkommlichen Vorgehensweisen der Redoxquantifizierung
bringt einige limitierende Faktoren mit sich. Bei dieser Variante soll der Redoxstatus iiber
die direkte Messung der Konzentrationen von NADPH, Glutathion, Thioredoxin oder
Vitamin C mittels Assays oder Gel-Trennverfahren ermoglicht werden. Ein klarer Vorteil
dieser Methode ist, dass eine sehr hohe Spezifitit in der Feststellung der Konzentration
von Redoxpaaren gegeben ist. Sprich es kann genau festgestellt werden in welcher Zahl die
oxidierte oder reduzierte Form des entsprechenden Antioxidans vorliegt. Leider bringt
dieser Vorteil auch indirekt einen der wesentlichen Nachteile dieser Messweise mit sich,
denn fir die Isolierung der Redoxpaare miissen die Zellen zerstort werden. Schlussfolgernd
ist auch bei dieser Methodik keine reprisentative Aussage tber quantitative, dynamische
oder Kompartiment beschrinkte Redoxstatusverinderungen moglich (Meyer und Dick
2010).

Wie schon in vorangegangenen Ausfihrungen erwihnt wurde, ist dem Gebiet der
Redoxhomdostase und damit einhergehend der Effekt reaktiver Spezies auf physiologische,
als auch pathophysiologische Prozesse in den letzten Jahren eine immer gréBer werdende
Aufmerksamkeit zuteilgeworden. Verschiedenste Erkenntnisse haben einen Einblick in die
Komplexitit der Redoxbiochemie erlaubt und haben eine Methode notwendig gemacht, die
es ermoglicht die Problematiken der herkémmlichen Redoxsensoren bzw. Messvorgehen

zu losen.

Mit der Isolierung des green fluorescent protein (GFPs) 1962 durch Shimomura und Kollegen
aus der Qualle Aeguorea victoria, wurde der Grundstein fir einen neuen Redoxindikator
geschaffen. Bei dem Wildtyp GFP (wtGFP) handelt es sich um ein 27 kDa grof3es
zylindrisches Protein, dass im Zentrum ein Chromophor enthilt (Ormé et al. 1996). Das
Chromophor ist der Anteil des Proteins, der fluoreszierende Eigenschaften aufweist. Trifft
Licht in einer bestimmten Wellenlinge auf das Protein, kann dieses absorbiert werden. Die
fluoreszierenden Anteile des Proteins werden kurzzeitig optisch angeregt und regenerieren
dann ihre energetische Konfiguration. Dies in Konsequenz fiihrt zu der Emission von

Licht und erzeugt ein Fluoreszenzsignal.

Das GFP wurde oft als passiver Indikator fiir Genexpression oder der Lokalisation von
Proteinen genutzt (Tsien 1998; Zimmer 2002). Allerdings kann durch die Modifikation der
Primirstruktur des Proteins, genauer die Implementierung von redoxreaktiven Gruppen,
aus dem GFP ein Redoxindikator konstruiert werden (Hanson et al. 2004). Dieses
sogenannte reduction, oxidation-sensitive GFP  (roGFP) wurde so konzipiert, dass durch
Oxidation expositionierte Cysteine Disulfidbriicken bilden, die eine
Konformationsinderung des Proteins induzieren und dadurch eine Anderung des

Fluoreszenzsignals hervorrufen. Die Alteration des Fluoreszenzsignals ist nur mdoglich,
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wenn die Brickenbildung der Cysteine nahe des Chromophors lokalisiert ist, denn nur
dann resultiert die Konformationsinderung des Proteins auch in einer Modifikation des
emittierten Lichts (Hanson et al. 2004). Hierzu wurde das molekulare Modell des GFP
untersucht und die Aminosduren Serin an Position 147 und Glutaminsidure an Position 204
fir den Austausch durch Cystein ausgewihlt (Ormo et al. 1996). Diese Cysteine enthalten
freie Thiolgruppen (SH), die durch Oxidation bzw. in Prisenz von ROS oder RNS
Disulfidbriicken (S-S) bilden. Wird dieser oxidative Stress wieder durch ein reduktiveres
Milieu ausgeglichen 16sen sich auch die Disulfidbriicken auf (Abbildung 2). Mit anderen
Worten konnen iber diesen sognannten ,,Thiolschalter Informationen tdber die
Redoxbalance auf zellulirer Ebene gewonnen werden und damit auch die Konzentration
an freien Radikalen detektiert werden (Dooley et al. 2004; Hanson et al. 2004). Auf
molekularer Ebene fihrt die Disulfidbriickenbildung dazu, dass sich das Chromophor in
einer Konformation stabilisiert, die ihr Absorptionsmaximum bei 395 nm einpendelt.
Treten nun reduzierende Umstinde auf, lésen sich die Disulfidbriicken und das
Chromophor absorbiert vornehmlich Wellenlingen von 470 nm. Diese speziellen
Charakteristika konnen nun mithilfe einer ratiometrischen Messung genutzt werden.
Wihrend dieser speziellen Messmethodik wird der roGFP-Sensor alternierend mit den
Wellenldngen seiner Absorptionsmaxima beleuchtet (F395/F470). Daraufthin gehend wird
durch ein optisches Messverfahren festgestellt, welche der beiden Wellenlingen
vornehmlich den roGFP-Indikator veranlassen Fluoreszenz zu emittieren. Aus dem
Quotienten der beiden Fluoreszenzintensititen kann dann das Verhiltnis von reduzierten
und oxidierten roGFP1 quantifiziert werden. Die Nutzung ratiometrischer Indikatoren
eliminiert Messfehler, die durch Konzentrationsschwankungen des Indikators,

Photobleichung oder spontane Zell Schwellungen entstehen kénnen (Hanson et al. 2004).
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Abbildung 2: Redoxsensitives griin fluoreszierendes Protein.

(A) Das zylinderartige Gertist des toGFP wird durch elf B-Faltblattstrukturen (griin) gebildet. Im Zentrum
dieser Struktur befindet sich das Chromophor, welches in rdiumlicher Assoziation mit dem ,,Disulfidschalter
steht. (B) Hier ist der ,,Disulfidschalter” des roGFP vergroBert dargestellt. In oxidativem Milieu entsteht
zwischen den Cysteintesten (Cys147, Cys204) eine Disulfidbriicke. Diese ist unter reduktiven Einfliissen
reversibel. Abbildung modifiziert nach Hanson et al. 2004, J. Biol. Chem., Band 279, Nr.13, S.13049
genehmigt durch die American Society for Biochemistry and Molecular Biology.

Ferner bietet die zelleigene Expression des roGFP, die durch die Integration der
entsprechenden Gensequenz in das Genom der gewtinschten Zellen ermdglicht wird,
diverse weitere Vorteile. Auf dieser Grundlage ist eine zellspezifische und mit Promotoren
und  Signalpeptidsequenzen  sogar  zellkompartimentspezifische  Analyse  von
Redoxverinderungen umsetzbar. Auch bei lokal begrenzten Messungen ist es also nicht
mehr notig die Zellen zu zerstoren, sondern es kann mit vitalen Zellen gemessen werden
(Hanson et al. 2004).

Zusammenfassend kann das roGFP als wvalides Mittel fir die Bestimmung von
Redoxverinderungen und in diesem Zuge der Detektierung von ROS eingestuft werden.
Auf Grundlage der reversiblen Konformationsinderungen des Proteins durch
Redoxverinderungen und der damit einhergehenden Anderung der fluoreszierenden
Eigenschaften, sind dynamische Echtzeitmessungen der zelluliren Redoxbalance moglich.
Des Weiteren bietet der ratiometrische Charakter des roGFP die Basis fiir quantitative
Messungen des Redoxstatus. Auch die zellspezifische bzw. zellkompartimentspezifische

Erstellung von ROS-Profilen ist mit vitalem Gewebe realisierbar (Funke et al. 2011).
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1.7  Ziele der Arbeit

Wihrend einer SD kommt es zu einer massiven neuronalen und glialen Depolarisation, die
sich langsam tber die betroffenen Hirnregionen ausbreitet. In Folge der nahezu
kompletten Depolarisation der Neurone und der massiven Stérung der ionalen
Homoostase, sind die Funktionen des neuronalen Netzwerkes der betroffenen Regionen
stark gestort oder kollabieren in Ganze. Die Effekte einer SD auf die Hirnareale, in denen
sie stattfindet, sind nicht immer reversibel. Sprich eine Erholung der Neurone nach einer
SD-Episode ist nicht immer gegeben und es kénnen pathophysiologische Konsequenzen
entstehen. Nun stellt sich die Frage, warum SD assoziierte Schidigungen der Neurone

auftreten und welche zelluliren Ereignisse diesem Geschehen zugrunde liegen.

Vorangegangene Forschung hat gezeigt, dass eine SD eine massive Belastung fir den
zelluliren Stoffwechsel bedeuten kann. Insbesondere bei der Hypoxie induzierten SD
werden die Mitochondrien der Neurone extremem Stress ausgesetzt, da eine deutlich
geringere oder fehlende Sauerstoff- und Glukose-Konzentration zu einer mangelhaften
ATP-Produktion fihrt. Die Mitochondrien versuchen dies initial mit stark erhohter
Aktivitit zu kompensieren. Zusitzlich hierzu ist bekannt, dass Belastungen des
Zellstoffwechsels einen moglichen Grund fir die Generierung freier Radikale darstellen

konnen.

Im Kontext dieser Faktenlage ist zu kliren, ob es eine eindeutige zeitliche und
mechanistische Korrelation zwischen einer SD und Stérungen der Redoxhomoostase auf
neuronaler Ebene gibt. Wie in vorherigen Ausfuhrungen erldutert, sind
Redoxverinderungen auf zellulirer Ebene darauf zuriickzufithren, dass das fein justierte
Gleichgewicht von reaktiven Spezies und Antioxidantien gestort ist. Im Falle einer zu
hohen Konzentration an freien Radikalen, die nicht mehr durch die reduzierenden
Eigenschaften von Antioxidantien kompensiert werden kann, kommt es zu irreversiblen
Schidigungen von Zellbestandteilen, die in letzter Konsequenz zum Zelltod fithren. Dies
wiederrum konnte erkliren, warum teilweise unter bestimmten Umstinden Neurone ihtre

Funktionen nach einer SD nicht regenerieren konnen und ihre Vitalitit verlieren.

Das Problem der selektiven Verwundbarkeit von Neuronen beschiftigt die
Neurophysiologie und Pathophysiologie schon seit einigen Dekaden. So wurde zum
Beispiel festgestellt, dass sich die neuronale Regeneration von normoxischen und
hypoxischen SDs unterscheidet. Die Depolarisation der normoxischen SD  ist
selbstlimitierend und fithrt nicht zu irreversiblen Schiden der Neurone, wohingegen bei
einer HSD die Regeneration der neuronalen Funktion und die Verhinderung von
irreversiblen Schiden nur gegeben ist, wenn eine Reoxygenierung kurz nach dem Beginn

der Depolarisation eingeleitet wird.
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Aufbauend auf der bestehenden Faktenlage, ist es Ziel dieser Arbeit das Auftreten
intrazellulire Redoxverinderungen von Neuronen, wihrend dem FEintreten einer SD,
dynamisch, zellspezifisch und quantitativ zu charakterisieren. Aullerdem sollen
grundlegende subzellulire Mechanismen entschlisselt werden, welche als Hauptfaktoren

der SD induzierten Generierung reaktiver Spezies eingeordnet werden kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1  Verwendete Chemikalien und transgene Redoxindikator-Maus

Alle Chemikalien und deren verwendete Konzentrationen in Lésungen werden im

Folgenden aufgezahlt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der verwendeten Versuchslésungen.

Chemikalien ACSF-Loésung | Hypoosmolare ACSF-Lésung | Kalium Injektionslésung
mit 8 mM Kalium

NaCl 130 mM 110 mM

KCl 3,5mM 8 mM 3M

NaH,PO4 1,25 mM 1,25 mM

NaHCO; 24 mM 24 mM

MgSOy 1,2 mM 1,2 mM

Dextrose 10 mM 10 mM

CaClz 1,2 mM 1,2 mM

Grundlage fir alle Losungen war demineralisiertes Wasser. Fir spezielle Messungen
wurden die herkémmlichen oben aufgefiihrten Losungen mit Pharmaka modifiziert.
Hierbei handelte es sich um FCCP (0,5 pM), DPI (20 uM) und Allopurinol (200 uM).
AuBerdem wurde fir die Kalibrierung des roGFPc Antwortbereichs H.O, und DTT

verwendet.
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Zuvor aufgefithrte Chemikalien wurden von diesen Herstellern bezogen:
Natriumchlorid, Merck

Kaliumchlorid, Merck

Natriumdihydrogenphosphat, Merck

Natriumhydrogencarbonat, Sigma

Magnesiumsulfat, Merck

Dextrose, Merck

Calciumchlorid, Sigma (C3155)

FCCP (Carbonylcyanidtrifluormethoxyphenylhydrazon), Tocris (0453)
DPI (Diphenyleneiodonium), Tocris (0504)

Allopurinol, Sigma (A8003)

Wasserstoffperoxid, Sigma

Fir die Sicherstellung eines gleichmafSigen pH-Wertes und einer Anreicherung mit
Sauerstoff der ACSF-L6sung wurde ein Carbogen Gasgemisch (95% O, und 5% CO,, AIR
LIQUIDE Deutschland GmbH, Krefeld) genutzt. Die Hypoxie wurde durch die
Umstellung auf ein stickstoffhaltiges Gasgemisch (95% Stickstoff und 5% C,, AIR
LIQUIDE Deutschland GmbH, Disseldorf) erzeugt.

Zuvor wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Michael Miiller in Kooperation mit dem
Max-Planck-Institut fir experimentelle Medizin Gottingen ein transgenes Mausmodell mit
stabiler Zuchtlinie, das zytosolisch das Redoxindikatorprotein roGFPc in den Nervenzellen
exprimiert, etabliert. Die Integration des Transgens in das Genom der Maus erfolgte tber
eine prinukledre Mikroinjektion und die neurospezifische Expression des roGFPc wurde
tber den murinen Thy7.2-Promotor realisiert (Ittner und G6tz 2007). Die so entstandenen
C57BL/6N-Foundertiere wurden in der Zentralen Tierexperimentellen Einrichtung (ZTE)
der Universitatsmedizin Goéttingen mit C57BL/6]-Wildtyptieren verpaart. Anhand dieser
so begriindeten Zuchtlinie wurden dann Phinotypisierung der transgenen Redoxindikator-
Miuse sowie die Kontrolle des neuronalen Verteilungsmusters und der roGFP-
Sensorfunktionalitit durchgefiihrt (Wagener et al. 2016). Nachkommen dieser
Redoxindikatormiuse bildeten die Grundlage fir die fluoreszenzmikroskopischen

Messungen dieser Arbeit.

AuBerdem wurde ein Teil der Mduse fiir eine der Versuchsreihen mit einem speziellen
Antioxidantien reichen Zuchtfutter der Firma ssniff Spezialdidten GmbH erndhrt. Dieses
Zuchtfutter enthielt 0,25 g/kg a-Liponsiure, 2,5 g/kg N-Acetylcystein und 0,125 g/kg

Vitamin E.
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2.2 Préaparatorisches Vorgehen zur Generierung vitaler Hirnschnitte

Alle Prozedere der Tierzucht und der Tétung der Tiere waren im Tierschutzbiro der
Universitait ~ Gottingen  registriert und vom  niedersichsischen Landesamt  fiir
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES) genehmigt. Aulerdem wurde die
Totung der Versuchstiere ausschlieBlich durch Personen vorgenommen, die uber eine
entsprechende Autorisierung und den nétigen Sachkundenachweis verfigen. Zur
Generierung vitaler Hirnschnitte der roGFPc-Miuse war der erste Schritt die
Dekapitierung der Maus. Hierzu wurde die Maus in einem Exsikkator in eine tiefe
Ethernarkose (Diethylether, Sigma) versetzt und dann nach Kontrolle der Betaubung mit
einer chirurgischen Schere enthauptet. Zuvor wurde sowohl das Priparationsbesteck als
auch die artifizielle zerebrospinale Flissigkeit (artificial cerebrospinal fluid, ACSF) bereitgelegt.
Die ACSF-Lésung wurde zusitzlich zur Erhaltung eines konstanten pH-Wertes von 7,4
mit einem Carbogen-Gasgemisch (95% O,, 5% CO,) begast und stark heruntergekiihlt.
Auch die Auflagen und der Teflon Block fiir die weitergehende Priparation wurden in

einem Gefrierfach heruntergekiihlt.

Nun nach der Dekapitierung wurden die Kopthaut und die Schideldecke schnellstméglich
entlang der Scheitelregion aufgetrennt und mit Hilfe einer Pinzette zu den Seiten bewegt.
Das freigelegte Hirn konnte nun mit kalter ACSF-Losung iibergossen werden und im
Anschluss mit einem kleinen Spatel freipripariert und aus dem Mauseschadel entfernt
werden. Das Hirn wurde umgehend in die gekihlte ACSF-Losung tberfiihrt. Dieses
Vorgehen ist essenziell fur die Vitalerhaltung der spiter entstehenden Gewebsschnitte,
denn der Stoffwechsel der Neurone wird verlangsamt und ischdmische Schidden im
Hirngewebe kénnen so verhindert werden. Auflerdem darf das Hirngewebe unter keinen
Umstinden gestaucht werden und die Zeit von der Dekapitierung bis zur Uberfiihrung des
Hirns in die eiskalte ACSF-Losung sollte nicht mehr als 60 Sekunden dauern. Ansonsten

muss mit irreversiblen Schiden des Hirngewebes gerechnet werden.

Nachdem das Hirn in der ACSF-Losung runtergekiihlt wurde, wurden mithilfe eines
Skalpells frontale Anteile des Hirns und das Kleinhirn abgetrennt. Die Schnittfliche, an der
das Kleinhirn abgetrennt wurde, dient als Auflagefliche, um das zurechtgeschnittene
Miusehirn auf einem Teflon Block festzukleben. Nach dem Ankleben des Hirns mit
Sekundenkleber (Roti Colll, Roth) wurde der Teflon Block in eine Schneidevorrichtung
eingespannt und mit gekthlter ACSF-Lésung umsptilt. Das in ACSF gelagerte Hirn wurde
dann mit einem Vibroslicer (752M Vibroslice, Campden Instruments) in 350 pm starke

Gewebsschnitte zertrennt (Abbildung 3).
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~ Schneidevorrichtung

Hirngewebe
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Abbildung 3: Generierung der Hirngewebsschnitte mittels eines Vibroslicers.

Das zurechtgeschnittene Miusehirn wurde mit Hilfe von Sekundenkleber auf einem Teflon Block befestigt
und mit carbogenbegaster ACSF-Losung ibergossen. Danach konnten in der Schneidevortichtung des

Vibroslicers 350 um Gewebsschnitte generiert werden.

Interessant fir die spiteren Messungen waren nur Schnitte, die einen klar erkennbaren
Anschnitt des Hippocampus aufwiesen. Diese Gewebsschnitte wurden dann an ihrer
Hemisphiren Mitte getrennt und in eine mit ACSF gefillte und Carbogen begaste
Prainkubationskammer bei Raumtemperatur eingelagert. Die Schnitte mussten mindestens
90 Minuten in der Priinkubationskammer verweilen, damit sich die intakten Neurone von

der Traumatisierung des auBBenliegenden Gewebes erholen konnten.

2.3 Versuchsaufbau

Dieser Abschnitt des Kapitels soll die Bestandteile des Versuchsaufbaus zusammenfassen

und damit die Grundlage fiir das Verstindnis der etablierten Messmethodik bilden.
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Zunichst sollen die Anteile des Versuchsaufbaus erldutert werden, die fiir die Versorgung
der Hirngewebsschnitte mit ACSF-Losung in einer bestimmten Temperatur notwendig
waren. Die ACSF-Losung wurde in Glasflaschen gefiillt und in einem Wasserbad (Thermo
Scientific, SC100) aufgeheizt. Die carbogenbegaste und auf adiquate Temperatur (39 °C)
vorgeheizte Losung wurde dann iber eine Mehrkanal-Rollenpumpe (Typ: 205S, Watson
Marlow GmbH, Rommerskirchen) in die Messkammer gepumpt. Die Mehrkanal-
Rollenpumpe stellte die Flussrate von ca. 7 ml/min sicher und ein zwischengeschalteter
Windkessel — reduzierte  zu  starke = Druckschwankungen,  Schwankungen  des
Flussigkeitspegels und ungleichmiBigen Flussigkeitseinstrom in die Messkammer. Der
Windkessel wurde von der institutseigenen Werkstatt der Abteilung Neuro- und
Sinnesphysiologie der Universitit Gottingen hergestellt. Ferner gab es noch ein weiteres
Heizelement, das zusitzlich zum Wasserbad die konstant gehaltene Temperatur der ACSF-
Losung mit dem Eintreten in die Messkammer realisierte. Die Heizfunktion dieses
zwischengeschalteten Elements konnte tber einen externen Temperaturregler (Automatic
temperature  Controller 'TC-324C, Warner Instruments) kontrolliert werden. Dieser
Temperaturregler war mit einem Thermometer verbunden, dass in die Messkammer
cingelassen wurde. Somit war eine stindige Kontrolle der Temperatur mdoglich.
Angekommen in der Messkammer konnte nun die Losung mit einer Unterdruckpumpe
(WiSA Modell 300) in eine Glasflasche abgesaugt werden und es entstand ein
gleichmiBiger Durchfluss an frischer ACSF-Losung in der Kammer (Abbildung 4).

CCD-Kamera Rollenpumpe

Fluoreszenz-

mikroskop
Submersions- Aufgeheiztes
kammer Wasserbad
L Begaste ACSF-
s ¢ Losung

Windkessel

Abbildung 4: Arbeitsplatz des Messverfahrens.

Alle Bestandteile des Versuchsaufbaus waren als funktionelle Einheit zusammengestellt. CCD-Kamera,

Fluoreszenzmikroskop und Submersionskammer wurden auf einem schwingungsgedimpften Tisch platziert.
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Im Mittelpunkt des Versuchsaufbaus steht die Submersionskammer (Messkammer). In ihr
konnten Gewebsschnitte auf einem Netz aus Nylon in einer submergierten Position fixiert

werden. Die Fixierung der Gewebsschnitte wurde durch eine kleine Harfe sichergestellt
(Abbildung 5).

ZEISS 5x
Objektiv

Nylonnetz zur
Positionierung des
Hirnschnittes
Lichtquelle Submersions-
kammer

Abbildung 5: Submersionskammer.

Die Submersionskammer war permanent mit nachflieBender carbogenbegaster ACSF-Losung gefiillt. Fur
eine suffiziente Oxygenierung des Hirngewebes musste die Flussrate der ACSF-Losung ca. 7 ml/min
betragen. Innerhalb der Submersionskammer war ein Nylonnetz fiir die Lagerung des Gewebsschnittes
integriert. Die Positionierung des Hirnpriparats auf dem Nylonnetz war ein entscheidender Faktor der
Vitalerhaltung des Hirngewebes, da hierdurch ein uneingeschrinkter Zugang zu frisch nachflieBender ACSF-

Losung gewihtleistet wurde.

Uber der Submersionskammer befand sich ein Mikroskop (Axiotech mit ZEISS 10x
Objektiv. W.N Achroplan 420947-9900, Carl Zeiss Micro Imaging GmbH), das zur
Platzierung der Messelektroden in den Hirngewebsschnitten genutzt wurde. In das
Mikroskop war zusitzlich eine charge-coupled device (CCD) — Kamera (Imago QE, PCO
Imaging, Kelheim, Deutschland) integriert. Zusammen mit einer externen Lichtquelle in
Form einer polychromatischen Xenon-Hochdrucklampe (Polychrom V, Till Photonics)
und einem dichroitischen Spiegel (DC495), wurde das Priparat mit Wellenlingen von 395
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und 470 nm angeregt. Die Kamera war mit einem Computer verbunden und konnte mit
Hilfe der Steuerungs- und Bilderfassungssoftware Till Vision (Till Photonics, Grifelfing,

Deutschland) die emittierten Fluoreszenzsignale aufzeichnen (Abbildung 06).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Fluoreszenzmikroskopie.

Mit Hilfe der polychromatischen Xenon-Hochdrucklampe wurde das Hirngewebspriparat iber den
Dichroiten alternierend mit Licht der Wellenlingen 395 nm und 470 nm beleuchtet. Die emittierten
Fluoteszenzsignale konnten, nachdem sie den 525/50 nm-Bandpass-Emissionsfilter durchquerten, von det
CCD-Kamera aufgenommen werden. Aufnahmen der roGFPc-Fluoreszenz erforderte die Nutzung eines

Submersionsobjektivs.

Fir die Ableitung des extrazelluliren DC-Potenzials (Vg) wurden Glasmikroelektroden
verwendet. Diese Glasmikroelektroden wurden aus Glaskapillaren (GCL50TF-10, Clark
Electromedical) durch einen Mikropipetten-Puller hergestellt. In die modifizierten
Glaskapillaren, die mit ACSF-Losung befillt wurden, war ein Silberdraht eingefthrt, der
mit dem Messkopf eines selbstgebauten Verstirkers verbunden war. Der Verstirker
wiederrum war an einen Computer angeschlossen, der die elektrophysiologischen Signale

aufzeichnete.
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2.4 Technische Grundlage der etablierten Messmethodik

Die etablierte Messmethodik bestand aus zwei wichtigen Komponenten, die letztendlich
fir die zeitliche Korrelierung der SD und der assoziierten Redoxverinderungen

ausschlaggebend waren.

Zum einen wurde eine elektrophysiologische Messung in Form einer extrazelluliren
Feldpotenzialableitung  durchgefihrt. Um die inneren vitalen Schichten der
Hirngewebsschnitte fir die Ableitung des DC-Potenzials erreichbar zu machen, wurde eine
modifizierte Glaskapillare (GCL50TF-10, Clark Electromedical) genutzt. Diese mit ACSF-
Losung befillte Glaselektrode machte die lokale Insertion einer Ableitelektrode in die
hippokampale CA1 Region des S#atum radiatum moglich. Mithilfe einer weiteren
Reizelektrode und einem  Oszilloskop konnte nun vor der tatsichlichen
elektrophysiologischen Messung durch elektrische Stimuli die uneingeschrinkte Vitalitdt
der Hirnschnitte Gberpriift werden. Im Falle einer Erregbarkeit, der Neurone und somit
einer Bestitigung der Vitalitit des Gewebsschnittes, konnte nun die tatsichliche Messung
folgen. Das EDV-Programm PClamp 9.2 dokumentierte das DC-Potenzial, das von der
Glaselektrode abgeleitet wurde, und erméglichte eine permanente Beobachtung der
elektrischen Signale. Dies war essenziell, um den genauen Zeitpunkt der eintretenden SD

festzustellen.

Zellbiologische Grundlage der fluoreszenzmikroskopischen Messung bildete das roGFP.
In dieser beschriebenen Versuchsreihe wurde der Subtyp roGFPc verwendet. Dieses
spezielle fluoreszierende Protein wird im Zytosol der Neurone exprimiert und ist zusitzlich
redoxsensitiv. Die Modifikation der Primirstruktur des Proteins fithrt dazu, dass das
Protein vollstindig ins Redoxsystem der Zelle integriert ist. So haben Verinderungen der
Redoxhomdostase einen direkten Einfluss in Form einer Konformationsinderung des
Proteins. Besagte Konformationsinderungen des Proteins beeinflussen ebenfalls die
Konfiguration des proteineigenen Chromophors. Uberwiegend oxidative Vorginge im
Zytosol manifestieren sich in einer vornehmlichen Absorption der Wellenlinge 395 nm. In
einem eher reduzierendem zytosolischen Milieu pendelt sich das Absorptionsmaximum des
Chromophors bei einer Wellenlinge von 470 nm ein (Hanson et al. 2004). Diese
Eigenschaften machen das roGFPc zu einem dynamischen und quantitativen
Redoxindikator. Die auf dieser Basis aufbauende fluoreszenzmikroskopische Messung
erfolgt ratiometrisch, um Messungsfehler, die durch Konzentrationsschwankungen des
Indikators, Photobleichung oder spontane Zell Schwellungen entstehen konnen, zu

eliminieren (Hanson et al. 2004).

Wiahrend des eigentlichen Messvorganges erzeugte eine polychromatische Xenon-
Hochdrucklampe (Polychrom V| Till Photonics) alternierend Licht mit einer Wellenlinge
von 395 und 470 nm. Ein dichroitischer Spiegel (DC495) war der Lichtquelle

zwischengeschaltet und reflektierte Licht bis zu einer Wellenlinge von 495 nm. Uber
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diesen wurde die Beleuchtung bis entsprechende Wellenlinge umgeleitet und auf den
Gewebsschnitt geworfen. Der Fluorophor des roGFPc wurde durch die Belichtung
angeregt und emittierte eine entsprechende Fluoreszenz. Die Fluoreszenz wurde dann mit
einem 10x Wasserimmersionsobjektiv (Axiotech mit ZEISS 10 x Objektiv W.N Achroplan
420947-9900, 0,3 NA, Carl Zeiss Micro Imaging GmbH) erfasst, passierte aufgrund ihrer
linger welligen Eigenschaften den Dichroiten, wurde von einem 525/50 nm-Bandpass-
Emissionsfilter von irrelevanten Autofluoreszenzen getrennt und von einer charge-coupled
device (CCD) — Kamera (Imago QE, PCO Imaging, Kelheim, Deutschland) aufgenommen.
Die gesamte Steuerung und Quantifizierung der ratiometrischen Messung wurde von der
Bilderfassungssoftware Till Vision® (Till Photonics, Grifelfing, Deutschland) realisiert.
Emittierte Fluoreszenzsignale, die durch die CCD-Kamera erfasst wurden, wurden durch
Till Vision in einen Quotienten bzw. Fluoreszenzratio (F395/F470) umgerechnet. Des
Weiteren ermdglichte das Programm Till Vision eine klar programmierte Beleuchtungszeit
bei 395 und 470 nm von jeweils 12 ms, die in einem Zeitintervall von jeweils 10 s stattfand.
Dieses Beleuchtungsprotokoll wurde gewihlt, da es eine ausreichende Erfassung der
Redoxstatusinderungen ermdglichte und der roGFPc-Sensor auf diese Weise nicht durch

tibermiBige Beleuchtung geschidigt wurde.

Durch eine vorangegangene Ubersichtsaufnahme des einzusehenden Anteiles des
Gewebsschnittes, wurde der Bereich, in welchem die entstandenen Fluoreszenzsignale
analysiert werden sollten, eingegrenzt. Hierzu konnte ebenfalls unter Verwendung von Till
Vision auf Gewebsebene ein bzw. mehrere Messareale (area of interest, AOI) markiert
werden. In diesem Fall beschrinkten sich die Messareale auf das Stratum pyramidale der CA1
Region des Hippokampus, weil dort eine hohe Zelldichte vorliegt, das roGFPc gut
exprimiert wird und SDs verlisslich ausgelost werden kénnen. Nun konnte in Echtzeit die
Aufzeichnung der emittierten Floreszenzen fir die Anregung des roGFPc mit
Wellenlingen von 395 nm und 470 nm und die Fluoreszenzintensitit (Fsos/Fan) graphisch
mitverfolgt werden. Zusitzlich zu der graphischen Aufzeichnung der optischen Signale
zeichnete das Programm ebenfalls die numerischen Werte auf, welche dann fiir folgende

quantitative Auswertungen verwendet werden konnten.

2.5 Kalibrierung des roGFP-Reaktionsbereichs

Neben der zuvor beschriecbenen dynamischen Messeigenschaft, die durch den
Redoxindikator roGFPc gegeben ist, ist auch eine quantitative Analyse der intrazelluliren
Redoxverinderungen moglich. Hierzu wurde durch eine Kalibrierung des roGFP-
Antwortbereichs ein Rahmen definiert, der den maximal oxidierten und reduzierten
Reaktionsbereich des toGFPc darstellte. Damit die Maximalwerte der oxidierten als auch

reduzierten Form des Indikatorproteins ratiometrisch festgestellt werden konnten, wurde
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wihrend der Kalibrierungsmessung das Oxidationsmittel Wasserstoffperoxid (H.O2, 5 mM,
7 min) und das Reduktionsmittel 1,4-Dithio-DL-threitol (DTT, 10 mM, 7 min) in
Sattigungsdosis der ACSF-Losung beigefiigt. Diese Maximalwerte bildeten die Grundlage
fir die Errechnung des relativen Oxidationsstatus des zytosolischen roGFP und des
vorherrschenden Redoxpotenzials in mV. Dieser Ansatz lief3 genaue Quantifizierungen des
Oxidationsstatus des roGFPc zu und ermoglichte dadurch Rickschlisse auf die

Redoxbalance der Neurone innerhalb ausgewihlter Hirnregionen.

2.6  Vitalerhaltung eines Gewebsschnittes wihrend einer Messung

Um die Vitalerhaltung eines Hirnschnittes in einer Submersionskammer zu realisieren,

mussten einige Faktoren beachtet werden.

Bevor eine Messung innerhalb der Submersionskammer gestartet werden konnte, mussten
die generierten Hirngewebsschnitte nach der Priparation in einer Priinkubationskammer
90 Minuten ruhen, um sich von der mechanischen Traumatisierung des Schneidevorganges
zu erholen. An den Schnittrindern befand sich devitales Hirngewebe und weiter

zentralwirts blieben funktionsfihige Neurone erhalten.

Wihrend des eigentlichen Messvorganges konnten die Gewebsschnitte mittels einer Harfe
auf einem Nylonnetz in einer submergierten Position fixiert werden. Diese Lagerung der
Hirnschnitte stellte sicher, dass das Gewebe von allen Seiten Kontakt zu stindig
nachflieBender frischer ACSF-Lésung hatte (Abbildung 7).

Harfe Hirngewebsschnitt

Submersions
0, begaste ———=—"—= e — kammer
ACSF-Losung

Nylonnetz

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Submersionskammer.

Das Hirngewebspriparat wurde mittels einer Harfe auf einem in die Submersionskammer integriertem
Nylonnetz fixiert. Diese Lagerung stellte eine allseitige Umspiillung mit ACSF-Lésung sicher und verhinderte

ein Verrutschen des Gewebsschnitts wihrend dem Messvorgang.
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Da die Sauerstoffversorgung der Gewebsschnitte nur tber die Carbogenbegasung der
Losung gegeben war, konnte so die Vitalitit des Hirngewebes aufrechterhalten werden. Ein
weiterer wichtiger Faktor fiir die Versorgung der zentral liegenden Neurone war die Starke
des priparierten Hirnmaterials. Hier wurde eine Schnittdicke von 350 um gewihlt, um die
Diffusionswege der ACSF-Losung moglichst kurz zu halten. Dies erhchte ebenfalls die
Wahrscheinlichkeit einer Vitalerhaltung der unter der Oberfliche liegenden Neurone
(Shuttleworth et al. 2003; Hajos et al. 2009). Zusitzlich war es notwendig die Flussrate der
ACSF-Losung auf 7 ml/min zu ethohen. Fir eine adiquate Sauerstoffversorgung des
Hirngewebes nur tber die ACSF-Losung, war auch eine erhohte Flussrate mal3geblich.
Wurden alle diese Parameter und Vorgehensweisen beachtet, waren Messprozedere bei

einer Temperatur von 35-36°C durchfiihrbar.

2.7  Auslésung einer vollstindig ausgeprigten hypoxischen und

normoxischen SD in einer Submersionskammet

Nicht nur die Vitalerhaltung der Gewebsschnitte, sondern auch die Auslésung von SDs in
einer Submersionskammer bedurfte einer modifizierten Vorgehensweise. Zur Auslosung
einer hypoxischen SD wurden sowohl die sauerstoffbegaste als auch stickstoffbegaste
ACSF-Lésung modifiziert. Die ACSF-Losungen wurden in einer leicht hypoosmolaren
Form verwendet (NaCl Gehalt um 20 mM abgesenkt). Aulerdem wurde der Kaliumgehalt
der Losungen auf 8 mM erhoht. Zusitzlich hierzu wurde der stickstoffbegasten ACSF-
Losung, die fir die SD-Auslosung genutzt wurde, Natriumsulfit (2 mM) hinzugefiigt. Dies
verhinderte die Wiederaufnahme der sauerstofffreien ACSF-Losung mit O, aus der

Umgebungsluft.

Fir die Auslosung der normoxischen SD wurde eine modifizierte Injektionskapillare
genutzt, die eine 3M Kalium-Loésung enthielt. Diese konnte durch eine Haltevorrichtung
gestitzt in den Gewebsschnitt eingestochen werden. An dieser Gewebsstelle konnte nun
mithilfe eines Mikroinjektors (PDES-02DX npi) 1,5 s mit 0,25 bar lokal eine 3 M K'-
Losung appliziert werden. Im Falle der Auslosung der normoxischen SD konnte die

herkdmmliche ACSF-Lésung verwendet werden.

Ein weiterer Faktor, der auch unabdinglich fir die Entstechung einer vollstindig
ausgepragten SD war, war eine leicht erh6hte Temperatur von 35-36°C. Fir die Hypoxie
induzierte SD wurden Temperaturen von 35-35,5°C und fiir die normoxische SD-

Erzeugung 35,5-36°C eingestellt.
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2.8  Ablauf einer zeitlich korrelierten elektrophysiologischen und

fluoreszenzmikroskopischen Messung

Zu Beginn eines kompletten Messdurchlaufes wurde ein Hirnschnitt von seiner
Priinkubationskammer mit einer Glaspipette in die Submersionskammer des
Versuchsaufbaus tibertragen. Der Hirnschnitt wurde auf einem Nylonnetz mit einer Harfe
am gewinschten Ort fixiert. Die stindig nachflieBende carbogenbegaste ACSF-Losung
stellte die O, und Glukose Versorgung des Hirngewebes sicher. Das tber der
Submersionskammer installierte Mikroskop ermoglichte die Platzierung der Ableitelektrode
in der CA1 Region des Hippokampus. AuBlerdem wurde vor Beginn der eigentlichen
Messung die Vitalitit des Gewebsschnittes mit einer Reizelektorde iberprift. Konnten
fEPSPs nachgewiesen werden, war der Schnitt vital und konnte fiir weitere Messvorginge

genutzt werden.

Nun war die Ableitung des DC-Potenzials durchfiihrbar und konnte durch das EDV-
Programm PClamp 9.2 visualisiert und aufgezeichnet werden. Dies erméglichte die genaue

Feststellung des Zeitpunktes der eintretenden SD.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden von einem
Wasserimmersionsobjektiv (Axiotech mit ZEISS 10 x Objektiv W.N Achroplan 420947-
9900, 0,3 NA, Carl Zeiss Micro Imaging GmbH) bewerkstelligt, dass direkt tiber dem
Gewebsschnitt in die ACSF-L6sung eingetaucht platziert werden musste. Wichtig war, dass
im Vorfeld die Ableitelektrode in einem moglichst flachen Winkel in den Hirnschnitt
eingebracht war, um nicht von dem Wasserimmersionsobjektiv tangiert zu werden. Dann
konnte die Belichtung durch die Xenon-Hochdrucklampe (Polychrom V, Till Photonics)
eingestellt und eine Ubersichtsaufnahme des Gewebsschnittes angefertigt werden. In dieser
Ubersichtsaufnahme konnten anschlieBend die gewiinschten Messareale (area of interest,
AOI) markiert werden. Es wurden 4 Messareale im S#atum pyramidale der CA1 Region des
Hippocampus zur Auswertung der dort entstehenden Fluoreszenzsignale gekennzeichnet

(Abbildung 8).
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200um

Abbildung 8: Ubersichtsaufnahme mit Makierung der Messareale.

Die Ubersichtsaufnahme zeigt die vier markierten AOL im Stratum pyramidale (sp), welche die relevanten Areale
der Fluoreszenzaufnahmen wihrend dem Messvorgang darstellen. Des Weiteren sind Stratum oriens (s0) und

das Stratum radiatum (sr) der CA1 Region des Hippokampus erkennbar.

Die Steuerung und Aufzeichnung der fluoreszenzmikroskopischen Messung erfolgte durch
die Bilderfassungssoftware Till Vision (Till Photonics, Grifelfing, Deutschland). Im
Anschluss daran wurden elektrophysiologische und fluoreszenzmikroskopische Messung
zeitgleich gestartet. Sprich es war méglich den Oxidationsstatus des roGFPc und damit den
Redoxstatus der Neurone zeitgleich zum Eintreten einer SD zu aufzuzeichnen. Etwa 5 min
wurden, ohne jegliche Beeinflussung des Normalzustands, beide Messungsparameter
festgehalten. Danach wurde je nach Messreihe entweder die Einwaschung einer
pharmazeutischen Konditionierung des Gewebes begonnen oder die SD, wie zuvor

beschrieben, induziert.
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2.9 Modifikation der ACSF-Lésung mit Pharmaka

Nachdem es letztendlich realisierbar war eine SD im Hippokampus durch den
Redoxindikator roGFPc mit dem zelleigenen Redoxstatus der Neurone zeitlich zu
korrelieren, sollte in einem nichsten Schritt eingegrenzt werden, welche Zellkompartimente
oder Bestandteile maf3geblich an der Stérung der Redoxhomoostase wihrend einer SD

beteiligt sind.

Im Zuge dessen wurden diverse Pharmaka zur Inhibition expliziter Enzyme oder
Zellorganellen eingesetzt. Hauptsdchlich wurde die Funktion von Mitochondrien, der
Xanthinoxidase und der NADPH Oxidase blockiert. Hierzu wurden zur Entkopplung der
Mitochondrien FCCP (0,5 uM), zur Blockade der Xanthinoxidase Allopurinol (200 uM)
und zur Blockade der NADPH Oxidase DPI (20 uM) verwendet. Diese Zellanteile sind,
wie zuvor beschrieben, nachgewiesene ROS und RNS Produzenten. Neben dem Einsatz
von Pharmaka, gab es noch eine Messreihe mit calciumfreier ACSF-Lésung und

Hirnmaterial von Miusen, die Antioxidantien Futter erhielten.
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3 Ergebnisse

Kernthematik der durchgefiihrten Messungen im Zuge dieser Dissertation waren SD

induzierte Redoxverinderungen in hippokampalen Neuronen des Méusehirns.

Wie im Einleitungsteil beschrieben, existiert auf zellulirer Ebene physiologisch eine
Redoxhomdostase. Dieses Redoxgleichgewicht wird iiber die Produktion und Elimination
reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies kontrolliert und aufrechterhalten. Diverse
Ereignisse konnen dazu fithren, dass sich der intrazellulire Redoxstatus verandert und zum
Beispiel die Produktion freier Radikale iiberwiegt. Uberwiegt der Anteil freier Radikale,
konnen diese nicht mehr ausreichend von Antioxidantien abgeschirmt werden und die
Zelle ist einem sogenannten oxidativen Stress ausgesetzt. Dies kann zur Schidigung
einzelner Zellelemente fithren und in letzter Instanz auch zur Degeneration der gesamten
Zelle.

Gegenstand der Versuchsreihe war es aufzukliren, ob eine SD mit Redoxverinderungen
auf zellulirer Ebene im Sinne von oxidativem oder gef. auch reduzierendem Stress
assoziiert ist. Dies wurde tUber eine zeitgleich ablaufende elektrophysiologische und
fluoreszenzmikroskopische Messung realisiert. Im Falle einer eindeutigen Korrelation
zwischen Redoxalterationen intrazellulir und dem Phianomen der SD, sollte in einem
weiteren Schritt identifiziert werden, welche Zellbestandteile oder Kompartimente eine
ausschlaggebende Rolle in diesem Geschehen spielen. Hierzu gab es diverse
Versuchsprotokolle, wie die gezielte Inhibition einzelner bekannter ROS und RNS
Produzenten und eine Messungsreihe in calciumfreier Losung. Des Weiteren fanden

Messungen mit Méusen statt, die zuvor mit Antioxidantien Futter erndhrt wurden.

Alles in Allem entstanden so mit der Kontrollmessung 6 Versuchsgruppen auf Grundlage
derer korrelierte elektrophysiologische und fluoreszenzmikroskopische Parameter erhoben

und nach entsprechender Aufbereitung ausgewertet werden konnten.

3.1 Etablierung der Submersionsmessung

Als  Grundlage fir die Realisierung der beschriecbenen Korrelation — einer
elektrophysiologischen mit einer fluoreszenzmikroskopischen Messung wurde eine
Versuchsmethodik etabliert, die in einer Submersionskammer stattfand. Dies war
notwendig, weil das optische Messverfahren mit einem Wasserimmersionsobjektiv

durchgefiihrt wurde und somit nur in flissiger Phase ablaufen konnte. Deshalb musste das
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Objektiv in die ACSF-Losung eingetaucht werden. Allerdings stellte dies eine deutliche
Erschwerung der Durchfiithrbarkeit dar und erforderte einige Modifikationen und explizite

Vorgehensweisen.

Zum einen war die Vitalerhaltung der Gewebsschnitte in einer Submersionskammer nicht
ohne weiteres moglich. Hier stellte die Schlisselproblematik die mangelnde oder zu
langsame Versorgung des Hirnmaterials mit Sauerstoff und anderen essenziellen
Bestandteilen der ACSF-Lésung dar. Im Gegensatz zu der herkémmlichen
Interfacekammer, wurde die Sauerstoff- bzw. Nihrstoffversorgung des vitalen
Hirnmaterials in Ginze tber carbogenbegaste ACSF-Lésung sichergestellt. Aus diesem
Grund musste der Gewebsschnitt in der Submersionskammer auf einem Nylonnetz in
untergetauchter Position mit Hilfe einer Harfe fixiert werde. Diese Lagerung sicherte die
stindige Umspiilung des Gewebes von allen Seiten mit ACSF-Losung und erzeugte damit
eine moglichst grole Oberfliche fir Diffusionswege von O, und Glukose. Auflerdem
wurde im Zuge der Priparation der akuten Hirnschnitte eine Schnittdicke von 350 um
angestrebt, um den Diffusionsweg der ACSF-Losung zu den vitalen Gewebsanteilen
moglichst kurz zu halten. Zusitzlich wurde die Flussrate der ACSF-Losung auf 7 ml/min
erhoht, damit sichergestellt werden konnte, dass die ACSF-Losung, die den Gewebsschnitt

umgab, eine ausreichende Sauerstoffanreicherung aufwies.

Zum anderen war die zuverldssige Auslosung einer vollstindig ausgeprigten SD in einer
Submersionskammer erschwert. Im Besonderen die Auslésung einer Hypoxie induzierten
SD war in vollstindig ausgepragter Form nicht allein tiber den Sauerstoffentzug der ACSF-
Loésung moglich. Es war notig die Auslosungsschwelle der Neurone fiir die Entstehung
einer herkémmlichen SD herabzusetzen und die Synchronschaltung des neuronalen
Phinomens auf zellulirer Ebene sicherzustellen. Hierzu wurden zum einen die ACSF-
Losung und auch die zur SD-Auslésung verwendete stickstoffbegaste ACSF-Losung
modifiziert. Die ACSF-Losung wurde in einer leicht hypoosmolaren Form verwendet.
Zusitzlich zur Hypoosmolatitit wurde die K'-Konzentration der Versuchslésung auf 8
mM erh6ht (Tabelle 1). Eine Steigerung des Kaliumgehalts im Extrazelluldrbereich erhéhte
die SD-Anfilligkeit der Hirnschnitte. Zur Verhinderung der Wiederanreicherung der
sauerstofflosen ACSF-Losung im Zuge der SD-Auslésung mit O, wurde der
stickstoffbegasten ACSF-Losung Natriumsulfit (2 mM) hinzugefugt. Des Weiteren wirkte
eine leichte Temperaturerhéhung auf 35- 35,5°C unterstiitzend. Mithilfe dieser Methodik

war eine SD auch mit submergierten Hirnschnitten zuverlissig auslosbar.

Neben der zuvor beschriebenen Hypoxie induzierten SD, sollte ebenfalls eine normoxische
SD in der Submersionskammer ausgelost werden. Der Versuch tiber eine reine Erh6hung
der Kammertemperatur fihrte in der untergetauchten Lagerung nicht zu einer vollstindig
ausgepragten SD. Aus diesem Grund wurde eine lokale Kaliuminjektion in das Hirngewebe
als alternativer normoxischer Stimulus fir die SD-Generierung gewiahlt (Reid et al. 1988;

Somjen 2001). Um eine lokale Applikation von Kalium in den Gewebsschnitt zu
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realisieren, wurde zusitzlich zu der Ableitelektrode eine weitere modifizierte Glaskapillare
in den Gewebsschnitt eingebracht. Als Einstichort wurde hierfur das Stratum radiatum der
CA1 Region des Hippokampus gewihlt. Die Glaskapillare war mit einer 3 M Kalium-
Losung befillt und es konnte mit Hilfe eines Mikroinjektors (PDES-02DX npi) 1,5 s mit
0,25 bar eine bestimmte Menge Losung in den Gewebsschnitt abgeben werden. Im Schnitt
musste fiir eine synchronisierte normoxische SD die Temperatur um 0,5°C erh6ht werden,

sodass 35,5 - 36,0°C eingestellt wurde.

3.2 Vorbereitende Mallnahmen und Auswertungsvorgehen

Aus den Versuchsreihen des kombinierten Messverfahrens konnten elektrophysiologische
und fluoreszenzmikroskopische Datensitze erhoben werden, welche durch entsprechende
Aufbereitung und Auswertung eine Analyse der SDs und den damit einhergehenden
intrazelluliren zytosolischen Redoxverinderungen der Neurone ermdglichten. Auflerdem
konnten mit Hilfe der optischen Aufnahmen Propagationsgeschwindigkeiten der SD
assoziierten Redoxalterationen errechnet werden. Im Folgenden werden nun die

Auswertungsvorgehen erldutert.

Zur Auswertung der elektrophysiologischen Messungen wurde die Software PClamp 9.2®
und Microsoft Excel® verwendet. Sowohl normoxische als auch hypoxische SDs
unterlagen identischen Auswertungsparametern. Lediglich die Zeitspanne At vom Stimulus
bis zur eigentlichen eintretenden SD konnte fur die normoxische SD nicht ausgewertet

wetden, da in diesem Fall die SD unmittelbar nach K'-Injektion eintrat.

Im Falle der Hypoxie induzierten SD konnte die Zeit At, die vom Beginn der Hypoxie bis
zum Auftreten der SD verstrich, ermittelt werden. Hierzu wurde die Zeitmarkierung
genutzt, die wihrend der Messung beim FEinleiten der sauerstofffreien ACSF-Losung
gesetzt wurde. Der Wert At gibt Auskunft iiber die Pradisposition des Gewebes fir die SD-
Entstehung durch externe Reize bzw. Hypoxie. Des Weiteren wurde die Amplitude AV, die
die Anderung des mit der SD assoziierten DC-Potenzials angibt, quantifiziert. Der Wert
AV wurde ausgehend von der Baseline bis zum Peak der Negativierung des DC-Potenzials
gemessen. AV gibt den Schweregrad und die Synchronisation der SD an. Denn je mehr
Neurone und Gliazellen gleichzeitig depolarisieren, desto gravierender ist die Anderung des
DC-Potenzials. AuBlerdem wurden die Werte ti/> und ti/4 ermittelt. Diese Messwerte geben
den Zeitabstand zwischen Eintritt der SD und der Regenerierung des DC-Potenzials bis
zur Hilfte bzw. bis zum letzten Viertel der Amplitude AV an und sind somit das Mal3 fiir
die Dauer der DC-Potenzial Negativierung. Hierdurch konnte eine Angabe iber die
Regenerationsfihigkeit des Hirngewebes nach einer normoxischen oder Hypoxie

induzierten SD gemacht werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Auswertungsparameter der extrazelluliren DC-Potenzial Negativierung.

Um die Charakteristika der SD assoziierten elektrophysiologischen Profile der Versuchsreihen zu vergleichen,
wurden flir alle HSDs die Parameter AV, At, t1,2 und t1/4 und fir die normoxischen SDs die Parameter AV,

ti/2 und ti/4 ausgewertet.

Um quantitative Messergebnisse fir den Redoxsensor roGFPc zu erhalten, war es
notwendig den Antwortbereich zu bestimmen, in welchem sich die roGFPc-Ratio Werte
bewegen konnen. Die Begrenzungen dieses Bereiches stellen die Ratio Werte dar, die bei
maximaler Oxidation und maximaler Reduktion der intrazellulir vorhandenen roGFPcs

vorliegen.

Zur Erfassung der maximalen Oxidation des gesamten in der Zelle exprimierten roGFPcs,
wurde der ACSF-Losung das Oxidationsmittel H,O, in Sittigungsdosis (5 mM, 7 min)
hinzugefiigt. Das entsprechende Gegenstiick zur maximalen Oxidation des Sensorproteins
stellte die Applikation des Reduktionsmittels DTT dar. Wurden die Gewebsschnitte einer
Konzentration von 10 mM fiir sieben Minuten ausgesetzt, bewirkte dies eine komplette

Reduktion des roGFPc Sensors (Abbildung 10).

Im Zusammenhang mit diesem Kalibrierungsvorgehen konnten drei Werte erhoben
werden, die fiir die spitere Errechnung des relativen Oxidationswerts entscheidend waren.
Hierbei handelt es sich um das Verhiltnis der absoluten Fluoreszenzintensitit bei
Anregung mit 470 nm fur Oxidation und Reduktion (F470../F470.), den durch DTT
erzeugten Minimalwert des Fluoreszenzratios Riq und den H,O, induzierten Maximalwert
Rox.

Far das  Stratum  pyramidale  der CA1 Region des Hippocampus lag das
Fluoreszenzintensititsverhaltnis (F470,./F470.q) mittelwertig bei 0,33 £ 0,03 (n=0). In der
gleichen Region der Gewebsschnitte betrug der Minimalwert des Fluoreszenzratios Ried
0,97 £ 0,01 (n=5). Der Maximalwert Ro fiir das Ratio der Fluoreszenzintensitit ergab 4 *
0,4 (n=0).
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Abbildung 10: Kalibrierungsrahmen der roGFPc Fluoreszenzintensitit.

Zur Erfassung der maximal méglichen Oxidation und Reduktion der zellulir exprimierten roGFPc-Sensoren,
wurde als Oxidationsmittel H>O» (5 mM, 7 min) und als Reduktionsmittel DTT (10 mM, 7 min) eingesetzt.
Die Kalibrierung des roGFPc war die Grundlage fiir die spitere Quantifizierung des roGFPc

Redoxpotenzials.

Zusitzlich zu der Kalibrierung des roGFPc-Sensors wurde eine mégliche Schidigung des
Redoxsensors durch eine Dauerbeleuchtung der Gewebspriparate mit alternierendem
Licht der Wellenlingen 395 nm und 470 nm ausgeschlossen. Eine entsprechende
Expositionierung der Sensorproteine mit Licht entsprechender Wellenlingen hatte keinen
signifikanten Einfluss auf das optische Signal zur Folge (Abbildung 11). Auf Grundlage
dessen ist eine Schiadigung des toGFPc durch die, in den Versuchsreihen angewendeten
Belichtungszeiten, auszuschlieBen. Des Weiteren wurde eine optische Messung mit
Hirngewebsschnitten einer nicht transgenen Maus durchgefithrt. Es konnte gezeigt werden,
dass sich die Ratio-Werte nicht im Kalibrierungsrahmen des roGFPc-Sensors befinden und
die erhobenen Daten kein charakteristisches Profil der SD  assoziierten
Redoxverinderungen generieren (Abbildung 12). Dies wiederrum validiert die
Indikatorfunktion des roGFPc.
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Abbildung 11: Reine ratiometrische Anregung des roGFPc.

Der roGFPc-Redoxsensor wurde Uber ca. 60 min alternierend mit Licht der Wellenlingen 395 nm und 470
nm beleuchtet, um auszuschlieBen, dass die in den Versuchsreihen verwendeten Belichtungszeiten einen
Einfluss auf das Fluoreszenzverhalten des toGFPc haben. Es zeigten sich keine signifikanten Verinderungen
der gemessenen Fluoreszenzintensititen allein durch eine Exposition des Redoxindikators mit Licht dieser

Wellenlingen.

Eintritt SD

100 AU (R-R,)

2 min

Abbildung 12: Fluoreszenzmikroskopische Messung mit Hirngewebe einer nicht transgenen Maus.

Wurden fur die fluoreszenzmikroskopischen Messungen Hirngewebsschnitte einer nicht transgenen Maus

verwendet, so kam es zu keinem charakteristischen Anstieg der Fluoreszenz Ratio-Werte wihrend der SD.

Im Rahmen der Auswertung aufgezeichneter fluoreszenzmikroskopischer Signale, konnten
mittels der Bilderfassungssoftware Till Vision® (Till Photonics, Grifelfing, Deutschland)

die von der CCD-Kamera aufgenommenen optischen Signale in die Fluoreszenzintensitit
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(Fs95/Fa70) umgerechnet werden und sowohl graphisch als auch nummerisch dargestellt
werden. Die darauf aufbauende quantitative und statistische Auswertung der erhobenen

Daten erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel®.

Zuerst wurden die nummerischen Rohdaten von Till Vision® in Microsoft Excel®
Uberfiihrt und fir jede Messgruppe jeweils einmal nach Beginn der pharmakologischen
Intervention und nach Eintreten der SD zeitlich ausgerichtet. Dies war nétig, um die
Profile der Fluoreszenzintensititen (Fios/Fi) exakt miteinander vergleichen zu koénnen.
Danach wurden diese formierten Daten normalisiert. Um nun aus den normalisierten und
ausgerichteten Daten semiquantitative Aussagen tiber den Oxidationszustand des Zytosols
der Neurone wihrend einer Messung treffen zu kénnen, sollte der relative Oxidationswert
bzw. das Ausmal} der Oxidation (OxDyocre1) des Redoxindikators quantifiziert werden. Mit
den zuvor bestimmten Kalibrierungswerten fiir die maximale Oxidation und Reduktion des
roGFPc-Sensors und dem Verhaltnis der absoluten Fluoreszenzintensitit bei Anregung mit
470 nm Wellenlinge unter oxidierten und reduzierten Bedingungen (F470,./F470c),

konnte der relative Grad der Oxidation des roGFPc errechnet werden.

R — Rred
(Rox - R) + (R - Rred)

OxDT'OGFPI = F4700x

F470, 04

Dies war notwendig, denn fiir den roGFPc-Indikator kann von keinem linearen Verhaltnis
von Fluoreszenzratio zum Grad der Oxidation ausgegangen werden (Wagener et al. 2016).
Nachdem fiir alle Messungen das Ausmal} der Oxidation (OxDiocrpi) ermittelt wurde, lie3
dies semiquantitative Ausklnfte tber den Oxidationsstatus der Neurone zu einem

spezifischen Zeitpunkt zu.

Im Folgenden wurde durch die Nutzung der Nernst-Gleichung das absolute
Redoxpotenzial errechnet und somit wurden valide Aussagen tber den Redoxstatus
realisietbar. Unter Einbezichung der universellen Gaskonstante R: 8,3 J/mol/K, detr
Temperatur T in Kelvin (K) und der Faraday’sche Konstante, konnte so das
Redoxpotenzial des roGFPm-Redoxpaares (Ercrei) aus dem Standardredoxpotenzial
E"wcrr1=-291 mV (Dooley et al. 2004) und dem aktuell vorherrschenden relativen roGFP1

Oxidationslevel quantifiziert werden.

. RT 1 — 0xDyocrp1
Erocpr1 = E° T0GFPL T S n( OxDm;im )

Mit Hilfe dieser Vorgehensweise konnte das tatsichliche roGFPc Redoxpotenzial in mV zu

jedem Zeitpunkt der Messung fiir die roGFPc exprimierenden Neurone des St#atum
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pyramidale der CA1 Region des Hippocampus gemittelt fiir die jeweilige area of interest

detektiert werden.

Grundlage fir die Analyse der Ausbreitungsgeschwindigkeit SD  assoziierter
Redoxverinderungen bildete die Aufnahmefrequenz der Software Till Vision®. Alle zehn
Sekunden wurden fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen des Gewebsschnittes gemacht.
Diese Rohbilddaten konnten fir die jeweilige Messung zusammengefasst und exportiert
werden. Unter Verwendung der Automatisierungs- und Bildanalysesoftware MetaMorph®
konnten diese einzelnen Bildaufnahmen zu Filmsequenzen zusammengefiigt werden. Auf
der Grundlage dieser Filme, lieBen sich im Folgenden die Ausbreitungsgeschwindigkeiten
der Redoxalterationen, die mit einer SD assoziiert waren, in definierten Gewebsarealen
auswerten. Hierzu wurden erst einmal unter Einbezug der Bildgréfle und des Bins die
Pixelgroflen des Bildmaterials errechnet. Fir die Bildgebung der optischen Signale ergab
sich eine Pixelgroe von 1,29 um. Dann wurden eine Start- und eine Endkoordinate fir die
Wellenfrontpropagation der SD korrelierten optischen Aufnahmen festgelegt. Mit diesen
Koordinatenpunkten und der zuvor errechneten Pixelgrof3e, konnte so unter Gebrauch der
Vektorrechnung der zuriickgelegte Weg der Wellenfront fiir einen Zeitraum t ermittelt
werden. Zur weiteren Verarbeitung der gewonnenen Daten wurde Microsoft Excel®

genutzt.

3.3 Zecitliche Korrelation der elektrophysiologischen und der
fluoreszenzmikroskopischen Messungen/ Profil des

Fluoreszenzsignals wihrend einer SD

Um eine Verbindung zwischen der Produktion von freien Radikalen und dem Phinomen
der SD herstellen zu kénnen, sollte die zuvor etablierte Messmethodik eine mogliche
zeitliche Korrelation zwischen Verinderungen des Redoxstatus der Neurone und der
massiven  Depolarisation  derselben  tUberprifen. Da  die  Aufnahme  der
fluoreszenzmikroskopischen  Signale  des  roGFPcs und  die  extrazellulire
Feldpotenzialableitung zeitgleich abliefen, war es moglich einen zeitlichen Zusammenhang
zwischen dem Auftreten der SD und vermehrtem oxidativen Stress innerhalb der Neurone

der jeweiligen AOIs herzustellen.

Sowohl fir die normoxische SD als auch fiir die hypoxisch und FCCP getriggerten SDs
zeigten sich unmittelbar nach dem Auftreten der SD ein Anstieg der Fluoreszenzantwort
im Sinne einer Oxidation des roGFPc-Sensors. Allerdings lassen sich charakteristische
Unterschiede innerhalb der Profile der Fluoreszenzsignale fiir die jeweiligen SD-

Erzeugungsvorgehensweisen feststellen.
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Die normoxische SD zeigte einen drastischen Anstieg der roGFPc-Ratio-Werte ohne eine
vorangehende Anderung der zuvor eingependelten Baseline. AuBerdem ist diese Oxidation
des roGFPc-Ratios reversibel und nahert sich wieder der urspringlichen Baseline an. Die
Erholung des optischen Signals findet im selben Zeitrahmen wie die Erholung der DC-
Potenzials Ableitung statt (Abbildung 13).

100 AU (R-R,)

|
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N ‘
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Abbildung 13: Korrelation der roGFPc-Ratio-Werte mit der DC-Potenzialinderung wihrend einer

normoxischen SD.

Kalium induzierte SDs zeigten eine unmittelbar auf die DC-Potenzialinderung der SD folgende Anderung
des optischen Signals, die die Oxidation des roGFPcs anzeigt. Diese Anderung der Fluoreszenzantwort war

fir normoxische SDs, dhnlich wie das elektrophysiologische Signal, reversibel.

Im Gegensatz zu der normoxischen SD, weist das Fluoreszenzsignalprofil der hypoxischen
SD eine leichte oxidative Verschiebung des optischen Signals kurz vor der eigentlichen SD
auf. Darauf folgt der mit der SD assoziierte schlagartige Anstieg des roGFPc-Ratio-Wertes.
Diese Verinderung der fluoreszenzmikroskopischen Messwerte ist im Falle der HSD nicht
reversibel und driftet nach einem kurzen Erholungsplateau immer weiter in oxidierte
Bereiche ab (Abbildung 14). Dies suggeriert eine erhebliche Einschrankung der Vitalitit des
Gewebes nach HSD Induktion wunter den gewihlten Versuchsbedingungen des

submergierten Hirnschnittes.
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Abbildung 14: Korrelation der roGFPc-Ratio-Werte mit der DC-Potenzialinderung wihrend einer
HSD.

Hypoxische SDs wiesen eine initiale leichte oxidative Verschiebung des optischen Signals auf. Darauf folgte
ein schlagartiger SD assoziierter Anstieg der Fluoreszenz Ratio-Werte, welcher nicht reversibel war und

weiter in oxidierte Bereiche abdriftete.

Fir das fluoreszenzmikroskopische Profil der FCCP induzierten SD ldsst sich eine Parallele
zur hypoxischen SD herstellen. In beiden Fillen sind die Redoxalterationen, dargestellt als
Anderung des roGFPc-Ratio-Wertes, nicht reversibel. Auch bei der FCCP induzierten SD
driftet das optische Signal nach seinem initialen drastischen Anstieg ab und kann die
urspriinglichen Baseline-Werte nicht wieder erreichen. Allerdings ldsst sich keine
vorangehende leichte Positivierung des Fluoreszenzsignals unmittelbar vor der SD
feststellen. Ganz im Gegenteil kommt es mit Beginn der FCCP Einwaschung in die ACSF-
Losung zu einer leichten Negativierung des gemessenen roGFPc-Ratio-Wertes was einer
zunehmenden Reduktion des roGFPcs entspricht. Mit dem Eintreten der SD, folgt auch in
diesem Fall der charakteristische mit einer SD assoziierte oxidative Anstieg des optischen
Signals (Abbildung 15).



3 Ergebnisse 44

«
2
-
<
(=]
o
FCCP (2 um)
L J

>

=

o

2 min

Abbildung 15: Korrelation der roGFPc-Ratio-Werte mit der DC-Potenzialinderung wihrend einer
FCCP induzierten SD.

Im Zusammenhang mit FCCP induzierten SDs lieB3 sich eine leichte Negativierung der roGFPc-Ratio-Werte
unmittelbar nach dem Einwaschen des FCCPs feststellen. Auch in diesem Fall folgte auf das Eintreten der

SD der charakteristische schlagartige Anstieg der Fluoreszenz Ratio-Werte, der wiederum irreversibel war.

3.4 Analyse der elektrophysiologischen SD-Parameter und der

induzierten Redoxverinderungen

Nachdem ein eindeutiger Zusammenhang und eine zeitliche Korrelation zwischen dem
elektrophysiologischen Signal der SD und den Anderungen des roGFPc-Indikator
vermittelten optischen Signals identifiziert werden konnten, sollten in einem nichsten
Schritt Zellanteile bzw. Zellkompartimente detektiert werden, die eine ausschlaggebende
Rolle fir die Entstehung von Redoximbalancen spielen. Da die redoxsensitiven
Sensorproteine als Reaktion auf die SD vornehmlich Licht der Wellenlinge 395 nm
absorbierten, deutete dies darauf hin, dass die intrazellulire Redoxhomdostase der Neurone

durch oxidierende Vorginge gestort wurde. Auf dieser Grundlage konnten im Folgenden
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bekannte Produzenten von freien Radikalen, die einen derartigen oxidativen Stress
erwirken konnen, auf ihre Mitwirkung an der Verschiebung des Redoxgleichgewichtes
Uberprift werden. Hierzu wurden die Pharmaka FCCP, Allopurinol und DPI genutzt. Die
Zugabe dieser Stoffe in die ACSF-Losung entkoppelte die Mitochondrien und hemmte die
Funktion der Xanthinoxidase und NADPH Oxidase. Des Weiteren wurde eine Messreihe
in calciumfreier ACSF-Losung und eine mit Antioxidantien gefiitterten Maiusen
durchgefiihrt. So wurden funf Versuchsreihen fiir normoxisch und vier Versuchsrethen fiir
hypoxisch induzierte SDs umgesetzt. Zusitzlich hierzu wurde eine Versuchsgruppe mit
rein FCCP induzierten SDs durchgefiihrt. Mithilfe des zuvor beschriebenen
Auswertungsverfahrens  konnten darauthin  die maximalen Verdnderungen der
Redoxpotenziale der roGFPc exprimierenden Neurone auf Gewebsebene ermittelt werden.
Aullerdem wurden die SD charakterisierenden elektrophysiologischen Parameter fiir die

Versuchsgruppen der normoxischen und hypoxischen SDs verglichen.

Bevor in diesem Abschnitt die genauen Unterschiede der DC-Potenzial-Profile und der
Redoxpotenzialinderungen der einzelnen Messgruppen beleuchtet werden, sollen einmal
die Kontrollgruppen in reiner ACSF-Losung fiir hypoxisch und normoxisch generierte SDs

gegentibergestellt werden.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen in reiner ACSF-Loésung zeigten, dass
hypoxische SDs im Durchschnitt mit einer Redoxverinderung in Richtung Oxidation von
8,6 £ 2,7 mV (n=14) assoziiert sind. Im Vergleich dazu betrug die maximale oxidative
Anderung des neuronalen Redoxpotenzials fiir normoxisch stimulierte SDs im
Durchschnitt lediglich 5,0 £ 2,3 (n=6) mV. Die durchschnittliche Amplitude AV der
Anderung des elektrophysiologischen DC-Signals wihrend einer SD betrug 3,8 + 1,8 mV
fir die Hypoxie induzierten SDs und war somit signifikant kleiner als fir die durch
Kaliuminjektion getriggerten SDs mit einer DC-Potenzial Amplitude AV von 5,1 = 21 mV
(Abbildung 16). Aulerdem war die Dauer der DC-Potenzial Negativierung ti/» mit 80,4 +
68,7 s fir die normoxischen SDs ca. viermal so lang wie fir die hypoxischen SDs.
Ebenfalls war die Zeitspanne ti/4 mit 189,3 £ 215,3 s fuir die normoxischen im Vergleich zu

den hypoxischen SDs deutlich verlingert.
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Abbildung 16: Vergleich der Redoxverinderungen und der Amplitude AV der Kontrollgruppen

normoxisch und hypoxisch induzierter SDs.

(A) Die Redoxverinderungen der Kontrollgruppen assoziiert mit Hypoxie induzierten SDs waren signifikant
starker als die Redoxverinderungen der unter normoxischen Bedingungen durch K*-Injektion erzeugten
SDs. (B) Allerdings war die Amplitude AV der Kontrollgruppen K+ induzierter SDs signifikant gréBer als die
der Kontrollgruppe hypoxischer SDs.

Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Messreihe Hypoxie induzierter SDs
lieBen die Identifikation einiger wichtiger Faktoren fir die Entstehung von
Redoxverinderungen innerhalb der Neurone zu. Der Entzug von Calcium aus dem
interstitiellen Raum  fihrte zu einer signifikant geringeren Verdinderung des
Redoxpotenzials, wihrend einer SD. Die Schwankung des Redoxpotenzials betrug nur ca.
ein Viertel derer der Kontrollgruppe. Des Weiteren wies die FCCP (2 uM) induzierte SD
eine ecindeutige Inhibition der durchschnittlichen Redoxalterationen auf. Das
Redoxpotenzial der Indikatorprotein exprimierenden Neurone stieg nur um ca. die Halfte
verglichen mit dem der Kontrollgruppe an. Ferner lief3 sich ebenfalls fir die Blockierung
der Xanthinoxidase tiber Allopurinol (200 pM) ein geringeres Ausmall an
Redoxverinderungen im Zusammenhang mit dem Auftreten der SD aufzeichnen. Sowohl
der Einfluss von Antioxidantien Futter als auch die Blockade der NADPH Oxidase durch
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DPI (20 uM) zeigten keine signifikant geringere Verdnderung des Redoxpotenzials.
Allerdings ldsst sich auch fiir diese Messgruppen ein klarer Trend fiir eine geringere
oxidative Verinderung des Redoxstatus der Neurone im Zuge einer SD aussprechen
(Abbildung 17A).

Im Kontext der extrazelluliren Feldpotentialableitungen hypoxisch erzeugter SDs konnten
einzelne Modifikationen der Messgruppen die Amplitude AV maligeblich beeinflussen. Die
Versuchsgruppe mit Calcium freier ACSF-Losung zeigte eine deutlich geringere
Verinderung der SD assoziierten Anderung des DC-Potenzials. Im Gegensatz dazu fiihrte
die Blockade der Xanthinoxidase Funktion Gber Allopurinol zu einer Vergréflerung der
Amplitude AV im Zuge der SD. Sowohl die Entkopplung der Mitochondrien, die Blockade
der NADPH Oxidase als auch die Fitterung der Versuchstiere mit Antioxidantien,
beeinflussten die Verdnderung der gemessenen elektrophysiologischen Signale wihrend
einer SD nicht signifikant (Abbildung 17B). Zusitzlich zu den Alterationen der im Zuge
der SD entstehenden Amplituden AV, verlingerten sich die Zeitintervalle ti/» und ti/4 fiir
die Versuchsgruppe in Calcium freier ACSF-Lésung deutlich. Neben dieser Messgruppe,
fihrte auch die Modifikation der ACSF-Losung mit DPI zu einer Beeinflussung der
Zeitspanne tie. Allerdings verktrzte sich der Wert ti4 in diesem Fall. Lediglich im
Zusammenhang mit der mitochondrialen Entkopplung durch FCCP und der dadurch
induzierten SD variierte die Zeit At vom Beginn des Sauerstoffentzuges bis zum Eintritt
der SD signifikant. Im Falle dieser Messreithe dauerte es im Durchschnitt mehr als doppelt
so lang bis die SD eintrat (Tabelle 2).

Tabelle 2: Messparameter der DC-Potenzialableitungen Hypoxie induzierter SDs.

Hypoxische SD AV (mV) | At (s) ti/4 (s) ti/2 (s)
ACSF (n=20) 38+12 | 2122+418 19,4 + 15,4 | 81,8 £ 59,2
CaCl-frei (n=6) 27112 | 2271 + 4272 114,8 + 60 | 181,7 £ 58,1
FCCP (2 pM) (n=8) 47+1 456,5 £ 167,7 | 27,7+ 31,1 | 116,4 + 170,1
DPI (20 uM) (n=6) 32+1 231,6 £ 31,5 8+0,8 27,6 £ 18,1
Allopurinol (200 uM) (n=8) | 581t 1,9 | 240,3 + 34 11,9+ 8,8 | 113,1 £100,5
Antioxidantienfutter (n=10) | 4,5+ 1,7 | 196,2 = 63,9 33,2+ 35,6 | 126,6 = 80
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Abbildung 17: Darstellung der Redoxverinderungen und der Amplitude AV der Versuchsreihen
hypoxischer SDs.

(A) Die durchschnittlichen Redoxpotenzialinderungen Hypoxie induzierter SDs waren fiir Versuchsgruppen
in CaCl freier Losung und mit Allopurinol (200 pM) gegeniiber den Messungen in ACSF signifikant
verringert. Ebenfalls wies die Versuchsgruppe der FCCP (2 uM) induzierten SDs signifikant geringere
Alterationen des Redoxpotenzials auf. (B) Die Amplitude AV der hypoxischen SDs war im Zusammenhang
mit extrazellulirem Ca?* Entzug signifikant kleiner als in ACSF (siche gestrichelte Linie). Des Weiteren zeigte
der Einsatz von Allopurinol (200 pM) durchschnittlich signifikant gréBere Amplituden AV.

Im Zuge der Fluoreszenzaufnahmen Kalium induzierter SDs zeigten sich fir die
verschiedenen Versuchsgruppen ebenfalls Unterschiede im Ausmal3 der entstehenden
oxidativen Redoxalterationen, die in Kombination mit einer SD auftraten. Die Auslésung
einer SD in Calcium freier ACSF-Losung verglichen mit der in klassischer ACSF-L&sung,
hatte lediglich einen Anstieg des Redoxpotenzials von einem Drittel zur Folge. Ebenfalls
konnte nach der Entkopplung der Mitochondrien mittels FCCP (0,5 uM) eine trendmifige

Reduzierung der oxidativen Redoxverinderung ausgemacht werden. Die Versuchsreihen
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mit Antioxidantien gefiitterten Miusen oder Beeinflussung durch Allopurinol oder DPI
zeigten keine signifikanten Verringerungen des Redoxpotenzial Anstiegs. Aber auch hier
lisst sich aufgrund der Ergebnislage von einem tendenziellen Einfluss der Xanthin- und
NADPH Oxidase auf die Redoxhomoostase der Neurone wihrend einer SD ausgehen
(Abbildung 18A).

Auch die elektrophysiologischen Messungen zeigten Unterschiede der SD-Profile fir
bestimmte Messgruppen der Kalium induzierten SDs. Der Entzug von Calcium aus dem
Interstittum hatte eine signifikant kleinere Amplitude AV zur Folge. Auch die
Versuchsgruppe mit Antioxidantien gefitterten Miusen zeigten trendmiBig kleinere
Amplituden AV in der elektrophysiologischen Manifestierung der SD. Die Messungen mit
FCCP wiesen die gravierendsten Unterschiede in der Amplitude der AV auf. Hier waren
die SD DC-Potenzials
Kontrollgruppe ebenfalls signifikant kleiner. Nach Blockade der Xanthinoxidase und
NADPH Oxidase durch die Einwaschung von Allopurinol oder DPI lieBen sich keine
signifikanten Verinderungen des DC-Potenzials feststellen (Abbildung 18B, Tabelle 3).

assoziierten Negativierungen des im Vergleich mit der

Tabelle 3: Messparameter der DC-Potenzialableitungen normoxischer SDs.

K* induzierte SD AV (mV) | ti/4 (s) t1/2 (s)
ACSF (n=15) 51+£21 | 804+ 068,7 189,3 + 215,3
CaCl-frei (n=5) 32+1,7 | 8385306 123,9 + 83
FCCP (0,5 pM) (n=5) 1,4+0,2 | 108,6 £ 41,7 162,3 + 71
DPI (20 uM) (n=4) 61122 | 784%061,1 326,9 £ 187,3
Allopurinol (200 uyM) (n=9) | 53+ 3 101,1 + 1487 171,4 £ 157,7
Antioxidantienfutter (n=7) | 3212 57,8 + 43,9 98,3 £ 54,2
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Abbildung 18: Darstellung der Redoxverinderungen und der Amplitude AV der Versuchsreihen
normoxischer SDs.

(A) Fur die Kalium induzierten SDs zeigte lediglich die Versuchsgruppe in CaCl freier Losung signifikant
geringere Verinderungen des Redoxpotenzials. (B) Sowohl ein Ca?" Entzug als auch eine pharmakologische

Intervention mit FCCP (2 uM) fihrten zu signifikant verringerten Amplituden AV wihrend einer
normoxischen SD.

Zusammenfassend ldsst sich schlussfolgern, dass der Calciumeinstrom aus dem
Extrazellulirraum in die Neurone, wihrend einer hypoxischen und normoxischen SD,
einen Schlusselfaktor fiir die Verdnderung der intrazelluliren Redoxverhiltnisse darstellt.
Basierend auf der pharmakologischen Modifikation der ACSF-Losung, lassen sich sowohl
mitochondriale als auch extramitochondriale Faktoren identifizieren, die an der oxidativen

Anderung des Redoxpotenzials im Kontext der SD beteiligt sind.
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3.5 Optische Charakteristika der Ausbreitung des

fluoreszenzmikroskopischen Signals

Die wellenartige Ausbreitung der elektrophysiologischen Signale einer SD lie3 sich auch im
Zuge der fluoreszenzmikroskopischen Messungen intrazellulirer Redoxverinderungen
beobachten. Sowohl im S#atum oriens, pyramidale, als auch im Stratum radiatum des
Hippokampus zeigte sich eine charakteristische optische Wellenfront, die durch die
oxidative Verschiebung der Redoxhomdéostase entstand und sich tiber das gesamte vitale

Hirngewebe dieser Areale ausbreitete (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Ausbreitung der Wellenfront intrazellulirer Redoxverinderungen assoziiert mit einer
SD.

Mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen lie3 sich, wihrend einer SD, eine charakteristische
wellenartige Ausbreitung der intrazelluliren oxidativen Redoxalterationen im Stratum oriens (so), pyramidale (sp)

und auch im Statum radiatum (sr) des Hippokampus feststellen.
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Fir alle Versuchsgruppen konnte eine komplette Ausbreitung der oxidativen

Fluoreszenzinderung im Zuge einer SD erfasst werden (Abbildung 20).

50 s
FCCP
+50 S
re uzie ox1 e
KSD
+50 S
—_— I | —
200 pm reduziert oxidiert

Abbildung 20: Ausbreitung SD assoziierter Redoxverinderung fiir Hypoxie, FCCP und Kalium

induzierte SDs.

Alle Arten der SD-Auslésung zeigten innerhalb von 50 s eine komplette Ausbreitung der verdnderten

Fluoreszenz tiber alle sichtbaren Hirnschnittareale.
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3.6 Ausbreitungsgeschwindigkeit der SD korrelierten

Redoxverinderungen

Erweiternd zu den durchschnittlichen Anderungen des Redoxpotenzials der Neurone
wihrend einer SD, wurden die durchschnittlichen Ausbreitungsgeschwindigkeiten der
Redoxverinderungen innerhalb der CA1 Region des Hippocampus quantifiziert. Identisch
zu den zuvor erhobenen Messparametern wurden auch im Zuge dieser Auswertung
normoxische, hypoxische und FCCP induzierte SDs beriicksichtigt. Aullerdem wurden
auch hier die modifizierten Messgruppen mit den Kontrollgruppen in reiner ACSF-Losung
verglichen, um mdgliche Verursacher einer erhohten Ausbreitungsgeschwindigkeit der

entstehenden oxidativen Redoxverinderungen zu detektieren.

Fir die Messreihe der HSDs wiesen die Gruppen mit Allopurinol und mit Calcium freier
ACSF-Lésung signifikant verinderte Ausbreitungsgeschwindigkeiten der
Redoxverinderungen auf. Ebenfalls waren die Ausbreitungsgeschwindigkeiten der
Redoxverinderungen fur FCCP induzierte SDs signifikant beeinflusst. Wurde die
Xanthinoxidase blockiert, so erhohte sich die durchschnittliche Ausbreitungs-
geschwindigkeit der Wellenfront um 0,18 mm/min. Im Falle der Entkopplung der
Mitochondrien verlangsamte sich die Propagation der Redoxalterationen innerhalb der
CA1  Region des Hippokampus deutlich. Hier wurde Ilediglich eine
Propagationsgeschwindigkeit von 2,0 + 0,3 mm/min gemessen. Ebenfalls zeigte der
Entzug von Calcium aus dem Extrazellulirbereich eine Verlangsamung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Redoxverinderungen. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit
der optischen Signal Anderung betrug 1,7 * 0,3 mm/min. Fir die Messreihe der mit
Antioxidantien gefiitterten Miuse, wurde lediglich eine leichte trendmaf3ige Erhohung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der fluoreszenzmikroskopisch aufgenommenen Wellenfront
ermittelt. Nach Inhibition der NADPH Oxidase wurde keine signifikante Verinderung der
Wellenfrontpropagation ersichtlich (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Vergleich der Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Redoxverinderungen Hypoxie

induzierter SDs.

Die Propagationsgeschwindigkeit der Redoxverinderungen assoziiert mit Hypoxie induzierten SDs war fiir
die Versuchsgruppe mit Allopurinol (200 uM) signifikant héher. Im Gegensatz hierzu zeigten die
Versuchsrethen in CaCl freier Lésung und mit FCCP (2 uM) signifikant geringere

Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Redoxalterationen.

Auch fiir die Kalium induzierten SDs lieBen sich signifikante Anderungen der
Ausbreitungsgeschwindigkeit der Redoxgleichgewichtsinderungen ausmachen. Sowohl
Calcium als auch die Funktion der Mitochondrien spielten eine Rolle in der Ausbreitung
der Redoxalterationen, die mit der normoxischen SD korreliert sind. Die FCCP induzierte
Entkopplung der Mitochondrien senkte die Ausbreitungsgeschwindigkeit —der
Redoxverinderungen innerhalb des Hirngewebes. Im Vergleich zu der Kontrollgruppe in
reiner ACSF-Losung, betrug die Propagationsgeschwindigkeit durchschnittlich nur etwa
zwei Drittel. Ferner wurde auch in Calcium freier ACSF-Loésung eine verlangsamte
Ausbreitung der Redoxverinderungen ermittelt. In diesem Fall betrug die durchschnittliche
Ausbreitungsgeschwindigkeit der KSD assoziierten Wellenfront 2,0 £ 0,2 mm/min. Die
Versuchsgruppen, die mit DPI und Allopurinol modifiziert wurden, und die Antioxidantien
gefiitterten Miuse, wiesen bei Auslosung der normoxischen SD keine signifikant

verinderten Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Redoxdnderungen auf (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Vergleich der Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Redoxverinderungen

normoxischer SDs.

Die Messung der Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Redoxpotenzialinderungen im Zusammenhang mit
Kalium induzierten SDs wiesen fiir die Versuchsgruppen mit FCCP (0,5 uM) und CaCl freier Lésungen

signifikant geringere Geschwindigkeiten auf.
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4 Diskussion

Einleitend fiir die abschlieBende Interpretation der dargestellten Ergebnisse, sollen die
grundlegenden Themenbereiche dieser Dissertation erneut dargelegt werden. Auf dieser

Grundlage soll dann die Fragestellung aufgegriffen werden.

Kernthematik dieser Arbeit ist die SD. Charakterisiert wird dieses neuronale Phinomen
durch eine enorme Depolarisation der Neurone und Gliazellen des betroffenen Hirnareals.
Bedingt durch diese massive nahezu vollstindige Depolarisation der Neurone, kommt es
zu einer gravierenden Beeintrichtigung intra- und extrazellulirer ionaler Homoostase. Als
Konsequenz dessen, sind elementare Funktionen des neuronalen Netzwerks stark
eingeschrinkt oder in Ginze kollabiert (Ledo 1944; Marshall 1959; Bures et al. 1974). Die
entstandenen Effekte sind fiir entsprechende Hirnareale nicht immer reversibel. Neurone
konnen sich teilweise nicht von SD Episoden erholen und verlieren in Konsequenz ihre
Vitalitit (Kawasaki et al. 1988). Gegenstand dieser Arbeit ist die Klirung der Frage, warum
SD induzierte Schidigungen der Neurone auftreten, welche zelluliren Ereignisse diesem

Geschehen zugrunde liegen und ob dies mit ROS Bildung einhergeht.

Insbesondere die hypoxische aber auch die normoxische SD erzeugen eine eindeutige
Belastung des Zellstoffwechsels (Muller 2005). Zum Beispiel hat der Mangel an Sauerstoff
und die daraus resultierende verminderte Fihigkeit der Mitochondrien ATP tber die
Atmungskette herzustellen, einen enormen Stress fir die Mitochondrien zur Folge. Diese
funktionelle Einschrinkung versuchen die Mitochondrien initial durch erhéhte Aktivitit zu
kompensieren. Vorangegangene Forschung hat gezeigt, dass die Belastung des
Zellstoffwechsels in einer erhéhten Produktion an freien Radikalen im Sinne von ROS
oder RNS innerhalb der Zelle resultiert (Sohal und Allen 1985). Dieses erhohte
Vorkommen an freien Radikalen wiirde die Redoxhomdéostase aus ihrem Gleichgewicht
bringen. Sprich die feine Balance zwischen der ROS/RNS Generierung und Elimination ist
gestort und konnte eine oxidative Schidigung einzelner Zellbestandteile der Neurone
hervorrufen. In letzter Konsequenz kann diese Gbermiflige Schadigung von Zellanteilen
durch reaktive Spezies zum Zelltod fihren (Valko et al. 2007).

Auf der Grundlage dieses Wissens sollte im Zuge dieser Dissertation die Frage geklirt
werden, ob eine zeitliche und mechanistische Korrelation zwischen dem Auftreten einer
SD und der Entstehung einer unphysiologischen Menge an freien Radikalen existiert. Dies
wiederrum konnte erkliren, warum unter bestimmten Umstinden Neurone ihtre

Funktionen nach einer SD nicht regenerieren konnen und ihre Vitalitit verlieren.
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Nachdem SD induzierte Redoxverinderungen in hippokampalen Neuronen der Maus
festgestellt werden konnten, galt es nun die malgeblichen Produzenten der reaktiven

Sauerstoff- und Stickstoffspezies zu identifizieren.

4.1 Etablierte Messmethodik als valides Instrument der Ermittlung

SD induzierter Redoxverinderungen

Bevor auf die eigentlichen Messergebnisse eingegangen wird, soll zuerst die Validitat der

etablierten Messmethodik evaluiert werden.

Teil dieser Forschungsreihe war es eine Messmethodik zu etablieren, die es ermdglicht
parallel den elektrophysiologischen Status des Hirngewebes und die Redoxbalance, der dort

vorhandenen Neurone, zu tiberprifen.

Wie im Ergebnisteil beschrieben, lieBen sich diese zeitlich korrelierten Messungen nur in
einer Submersionskammer realisieren. Dies war unumginglich, denn das optische
Messverfahren zur Visualisierung des intrazelluliren Redoxstatus konnte nur in flissiger
Phase ablaufen. Sprich das Objektiv der Kamera musste in die ACSF-Losung eingetaucht
werden. Um trotz der ebenfalls untergetauchten Position des Gewebsschnittes die
Durchfihrbarkeit des Messvorhabens zu gewahrleisten, waren einige Modifikationen und

Anpassungen notwendig.

Eine der wichtigen Herausforderungen des Messverfahrens war die Vitalerhaltung des
Hirnmaterials. Im Gegensatz zu der regulir genutzten Interfacekammer, wurde die
Sauerstoffversorgung des Gewebsschnittes nur iber die ACSF-Losung realisiert. Also
musste eine moglichst grofle Oberfliche des Hirngewebes mit ACSF-Lésung in Kontakt
kommen, damit die Fliche fir Sauerstoffdiffusion in das Gewebe maximal war. Hierzu
musste eine Lagerungsart genutzt werden, die den Gewebsschnitt in der korrekten Position
fixierte, das Hirngewebe nicht beschidigte aber trotzdem eine ausreichende Umspiilung
mit ACSF-Losung sicherstellte. Aus diesem Grund wurde entschieden, den Gewebsschnitt
in der Submersionskammer auf einem Nylonnetz in untergetauchter Position mit Hilfe
einer Harfe zu fixieren. Durch diese Art der Lagerung wurden zusitzlich weder die
elektrophysiologische Feldpotenzialableitung noch die fluoreszenzmikroskopische Messung
eingeschrinkt. Des Weiteren wurde im Zuge der Priparation der Hirnschnitte eine
Schnittstirke von 350 pm gewihlt, um den Diffusionsweg der ACSF-Losung zu den
zentral liegenden intakten Neuronen moglichst kurz zu halten. Fine ausreichende
Konzentration von Sauerstoff in der ACSF-Losung, die den Gewebsschnitt umgab, wurde

zudem durch eine erhdhte Flussrate von 7 ml/min abgesichert.
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Nachdem die Vitalitit der Gewebsschnitte wihrend einer Messung gewihrleistet werden

konnte, stellte die eigentliche Auslésung der SD die nichste Herausforderung dar.

Im speziellen die zuverldssige Auslosung einer Hypoxie induzierten SD war nicht allein
Uber den Sauerstoffentzug der ACSF-Losung zu realisieren. AusschlieBlich eine
stickstoffbegaste Losung, anstatt der urspringlichen carbogenbegasten ACSF-Loésung
einzuspilen, fihrte lediglich zu einer auf neuronaler Ebene schlecht synchronisierten und
schleichenden Streudepolarisation im entsprechenden Hirnareal. Die Griinde fir das
Ausbleiben einer klassischen SD waren zum einen, dass der Auswaschungsprozess der
Sauerstoffmolekiile nicht rapide genug ablief und zum anderen, dass sich die sauerstofffreie
ACSF-Lésung  durch umgebende Raumluft und das nicht komplett luftdichte
Schlauchsystem der Messinstallation erneut mit O, anreichern konnte. Es war also notig die
Auslosungsschwelle der Neurone fur die Entstehung einer herkémmlichen SD
herabzusetzen und die Synchronschaltung des neuronalen Phianomens auf zellulirer Ebene
sicherzustellen. Hierzu wurden die ACSF-Losung und auch die zur SD-Auslésung
verwendete stickstoffbegaste ACSF-Losung modifiziert. Die ACSF-Loésung wurde in einer
leicht hypoosmolaren Form genutzt. Diese Konditionierung des extrazelluliren Milieus
fiihrte dazu, dass sowohl synaptische Ubertragung als auch EPSPs (exzitatorische
postsynaptische Potenziale) gesteigert wurden (Huang et al. 1997; Borgdorff et al. 2000).
Aullerdem fand eine Osmose bedingte Zellschwellung statt, die das Interstitium
verkleinerte und die Zell-Zell-Kommunikation erhéhte. Zusitzlich zur Hypoosmolaritit
wurde die K'-Konzentration der Losung auf 8 mM erhoht. Eine Steigerung des
Kaliumgehalts im Extrazelluldrbereich erhéhte die SD-Anfilligkeit der Hirnschnitte. Zur
Verhinderung der Wiederanreicherung der sauerstofflosen ACSF-Lésung im Zuge der SD-
Auslosung mit O,, wurde der stickstoffbegasten ACSF-Losung 2 mM Natriumsulfit
hinzugefiigt. Natriumsulfit bindet Sauerstoff und verhindert dadurch die Aufnahme in die
Zellen. Mithilfe dieser Methodik war eine zuverldssige Auslosung der SD auch in der

Submersionskammer sichergestellt.

2Na,S0; + 0, > 2Na,SO0,

Sowohl die Konditionierung des interstitiellen Raumes durch eine hypoosmolare ACSF-
Losung als auch die Erhéhung des Kaliumgehalts, wurden so gewihlt, dass die
physiologische Funktionalitit und die Antwort auf externe Reize der Neurone
unbeeinflusst blieben. Lediglich die Hemmschwelle der SD-Entstehung wurde gerade
soweit herabgesenkt, dass eine zuverldssige SD-Auslosung auch mit in ACSF

submergierten Hirngewebspriaparaten moglich war.

Neben der hypoxischen SD soll ebenfalls die Auslésung von SDs unter normoxischen

Bedingungen beleuchtet werden. Uber eine Hyperthermie war es nicht méglich klassische
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synchronisierte SD-Profile zuverlissig auszuldsen. Die Erh6hung der Temperatur iiber den
Heizregler geschah nicht rapide genug, sodass lediglich schlecht synchronisierte
schleichende SDs auftraten. Aufgrund dieser Problematik wurde eine andere Methode zur
Generierung einer normoxischen SD gewihlt, bei der die SD assoziierte Reaktionskaskade
ausgenutzt wurde. Wihrend einer Hypoxie getriggerten SD, kommt es im Zuge der
mangelnden Produktion an ATP durch den Sauerstoffentzug zu einer stark
cingeschrinkten Funktionalitit der Na"/K'-ATPase. Das Ruhemembranpotenzial
innerhalb der Neurone kann nicht mehr addquat aufrechterhalten werden. Als Folge der
gestorten Aufrechterhaltung des Ruhemembranpotenzials 6ffnen die Neurone Kare- und
K-Kanile, die zu einer Hyperpolarisation fihren. Eine gesteigerte Konzentration an K'-
Ionen in interstitiellen Raum bedingt eine erhohte Erregbarkeit der Neurone (Vyskocil et
al. 1972; Muller und Somjen 2000). Als Antwort auf den deutlichen Verlust von K'-Ionen
in den Extrazellulirbereich, der letztlich aufgrund der extrazelluliren K'-Akkumulation
dann doch zu einer neuronalen Depolarisation fiithrt, entsteht ein massiver Einstrom von
Na*-, Ca’*-Ionen und Cl-Ionen in die Neurone (Kraig und Nicholson 1978; Hansen und
Zeuthen 1981). Es kommt so zu einer massiven Depolarisation im Sinne einer SD. Fur die
Induktion der normoxischen SD wurde daher eine schlagartige Erhéhung der
extrazelluliren Kalium Konzentration genutzt. Mithilfe einer modifizierten Glaskapillare,
die in das Hirngewebe -eingestochen wurde, konnte eine lokale Kaliuminjektion
durchgefiihrt werden, die die Akkumulation von K*-Tonen im Interstitium simulierte. Folge

des Ganzen war die Entstehung einer SD ausgehend vom Ort der Kaliuminjektion.

Sowohl fiir die Hypoxie induzierte als auch fir die Kalium induzierte SD musste die
Temperatur der ACSF-L6sung, in welcher der Gewebsschnitt gelagert wurde, leicht erhéht
werden. Fur die hypoxische Auslésung der SD wurden Temperaturen von 35,0-35,5°C und
fir die normoxische SD wurden Temperaturen von 35,5-36,0°C genutzt. Diese leicht
erhohte Temperatur fihrte bei einer dquivalenten Vitalitit des Hirngewebes zu einer
gesteigerten Erregbarkeit der Neurone und somit auch zu gesteigerten Antworten auf

exogene Stimuli. Dies unterstiitzte zusatzlich die Entstehung vollstindig ausgepragter SDs.

All diese Modifikationen des Messungsablaufs ermdglichten eine zuverldssige SD-
Auslosung, die durch die elektrophysiologische Feldpotenzialableitung aufgezeichnet
werden konnte. Die exakte Feststellung des zeitlichen Eintretens der SD, d.h. der rapiden
Negativierung des DC-Potenzials, bildete die Grundlage fir die Messung der SD

assoziierten Redoxverinderungen innerhalb der hippokampalen Neurone.

Die Untersuchung der intrazelluliren Redoxverhiltnisse bedurfte eines entsprechenden
aussagekriftigen Redoxindikators. Fir die dynamische Erfassung der Redoxbedingungen
der Neurone, wihrend dem Ablauf einer SD, musste dieser Redoxindikator gewisse
Eigenschaften aufweisen. Fur die in dieser Arbeit relevanten Messverfahren war es
essenziell, dass der Detektor von Redoxalterationen dynamische Echtzeitmessungen der

zellularen Redoxbalance zulieB. Hierdurch konnten der exakte Zeitverlauf sowie eine
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eventuelle Reversibilitit der Redoxschwankungen dargestellt werden. Aulerdem war es
wichtig, dass der Redoxindikator quantitative Aussagen Uber die Stérung der
Redoxhomdostase zulie3, um in einem nichsten Schritt den Schweregrad des Einflusses
einzelner bekannter Radikalproduzenten evaluieren zu koénnen. Aullerdem war es
notwendig, dass die Ermittlung der Redoxverhiltnisse an vitalen Gewebsschnitten
durchgefiihrt werden konnte und zellspezifisch war. Andernfalls wiren die Auslosung von
SDs und die parallel ablaufende explizite Kontrolle von Redoxstatus der Neurone nicht

moglich gewesen.

Herkémmliche Detektoren des zelluliren Redoxstatus wie die fluoreszierenden Farbstoffe
Dichlorodihydrofluorescin und Dihydrorhodamin 123 bringen einige einschrinkende
Eigenschaften mit sich. Ein wichtiger limitierender Faktor der redoxdetektierenden
Farbstoffe ist ihre Unspezifitit. Zum Beispiel reichert sich Dichlorodihydrofluorescin in
allen Zellen zytosolisch an und beschrinkt sich dadurch nicht nur auf Neurone (LLeBel et al.
1992). Zusitzlich hierzu lassen diese Indikatorfarbstoffe keine dynamischen Messungen zu.
Die fluoreszierenden Farbstoffe generieren nur aufgrund oxidativer Prozesse optische
Fluoreszenzsignale. Diese Reaktion ist irreversibel und schlieBt somit dynamische
Redoxprofilmessungen aus. AuBlerdem sind reduktive Verdnderungen des Redoxstatus
generell nicht detektierbar (Royall und Ischiropoulos 1993). Im Falle der Darstellung SD
induzierter Redoxalterationen wire eine reversible Entwicklung oxidativer Verinderungen
des Intrazellulirbereichs nicht feststellbar. Des Weiteren wurden zuvor genannte
Indikatorfarbstoffe deutlich durch Autooxidation oder phototoxische Storungen

beeinflusst und sind somit nur bedingt zuverlissig (Funke et al. 2011).

Ein weiteres herkémmliches Vorgehen der Redoxquantifizierung ist die direkte
Konzentrationsmessung von NADPH, Glutathion, Thioredoxin oder Vitamin C mittels
Assays oder Gel-Trennverfahren. Dieses Verfahren ermdéglicht zwar eine sehr genaue und
spezifische Analyse der Konzentration von reduziertem oder oxidiertem Antioxidans,
allerdings miissen die Zellen fur die Isolierung der Redoxpaare zerstort werden (Meyer und
Dick 2010). In diesem Fall wire nur eine Momentaufnahme der einzelnen
Konzentrationen von Antioxidantien realisierbar gewesen. Auch wiren im Zuge dieses
Vorgehens keine dynamischen Redoxantworten messbar gewesen. Auflerdem ist auch die

spezifische Beurteilung der Neurone nicht méglich.

Einen innovativen Losungsansatz fur die Umsetzung dynamischer
fluoreszenzmikroskopischer Messungen an vitalem Hirnmaterial bot das redoxsensitive
fluoreszierende Protein roGFPc. Konzeptionelle Grundlage des Proteindesigns sind
expositionierte Cysteine, die unter Einwirkung oxidativer Prozesse Disulfidbriicken bilden.
Dieses Phinomen induziert eine Konformationsinderung der Proteinstruktur und damit
auch eine Konformationsinderung des proteineigenen Chromophors. Daraus resultiert
eine Alteration des Fluoreszenzsignals bei Anregung mit Licht der Wellenlingen innerhalb

der Absorptionsmaxima (Hanson et al. 2004). Kommt es im Zuge einer intrazellulir
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erhohten Produktion von ROS bzw. RNS zu einer Oxidation der Cysteine, bilden ihre
freien Thiolgruppen Disulfidbriicken. Wird dieser oxidative Stress durch reduktive
Prozesse kompensiert, 16sen sich auch die Disulfidbriicken wieder auf. Besonderer Vorteil
des durch Cysteine kreierten sogenannten , Thiolschalters® ist, dass er dynamische
Auskiinfte tiber den Redoxstatus von entsprechenden Zellen liefern kann (Dooley et al.
2004; Hanson et al. 2004). Diese kénnen dann tiber das Fluoreszenzsignal aufgenommen
werden. Die genannte spezielle Figenschaft des Redoxindikators roGFPc bot fir die
angestrebten Messungen dieser Dissertation essenzielle Vorteile. Uber die Integration der
roGFPc  Gensequenz in das Genom der geziichteten Versuchstiere konnte ein
Redoxindikator implementiert werden, der nur im Zytosol der Neurone exprimiert wird
(Wagener et al. 2016). Dies ermoglichte zellspezifische fluoreszenzmikroskopische
Messungen an vitalen Gewebsschnitten. Zusitzlich hierzu erlaubte die dynamische
Reaktion des  Indikatorproteins  auf  Redoxbalanceinderungen in  Echtzeit
Redoxverinderungen der Neurone wihrend einer SD zu detektieren. Eine weitere
Besonderheit des roGFPc Indikators sind die Absorptionsmaxima des Proteins selbst. Ist
die Redoxbalance hin zu vermehrter Oxidation verschoben stabilisiert sich das
Chromophor in einer Konformation, die ihr Absorptionsmaximum bei 395 nm findet.
Treten jedoch vermehrt reduzierende Umstinde auf, absorbiert das Chromophor
vornehmlich Wellenlingen von 470 nm (Hanson et al. 2004). Diese Gegebenheit konnte
fir eine ratiometrische Messung der optischen Signale genutzt werden. Mal3geblicher
Vorteil des ganzen war, dass Messfehler, die durch Konzentrationsschwankungen des
Indikators, Photobleichung oder spontane Zell Schwellungen entstehen kénnen, vermieden
werden konnten (Hanson et al. 2004). Des Weiteren konnten durch Kalibrierung des
roGFPc der Antwortbereich fir maximale Oxidation und Reduktion exakt bestimmt
werden. Dies lief3 letztendlich quantitative Aussagen tber das Redoxpotenzial der Neurone

in mV zu.

Kontrollmessungen mit nicht transgenen Miusen und Messungen mit Standard
Beleuchtung bestitigten, dass das roGFPc als Redoxindikator mit zuvor erldutertem
fluoreszenzmikroskopischem Messverfahren den Redoxstatus der Zelle zuverldssig

wiedergab.

Zusammenfassend lisst sich die etablierte Messmethodik als funktionsttichtiges Mittel zur
Detektion SD induzierter Redoxverinderungen in hippokampalen Neuronen der Maus
beurteilen. Sowohl die Vitalerhaltung des Hirngewebes als auch die Auslosung der
hypoxischen und normoxischen SD konnten reproduzierbar in einer Submersionskammer
durchgefithrt werden. Zuvor erliuterte Optimierungen der Messmethodik, um die
Vitalerhaltung der Gewebsschnitte und die SD-Induktion zu gewihrleisten, beeinflussten
das physiologische Reaktionsverhalten des Hirngewebes auf externe Reize nicht. Die
elektrophysiologische Feldpotenzialableitung tibernahm den konkreten zeitlichen Nachweis
des Eintretens der SD. Parallel hierzu erstellte die fluoreszenzmikroskopische Messung ein

zeitlich korreliertes Profil der Redoxverinderungen innerhalb der Neurone wihrend des
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Auftretens der SD. Das roGFPc spielte hierbei die Rolle des Redoxindikators. Durch die
Eigenschaften dieses redoxsensitiven fluoreszierenden Proteins war die dynamische,

quantitative und zellspezifische Erfassung der Redoxverinderungen intrazellulir moglich.

4.2 Interpretation der Messergebnisse

4.2.1 Analyse des elektrophysiologischen SD-Profils

Ein essenzieller Schritt fiir die Korrelation der SD mit roGFPc detektierten intrazelluliren
Storungen der Redoxhomoostase, war die zeitgleiche elektrophysiologische
Feldpotenzialableitung. Mithilfe dieser Messung konnte der exakte Eintritt der SD
identifiziert werden. Aullerdem konnte in einem weiteren Auswertungsverfahren zusitzlich
das charakteristische Profil der SD, welches sich in der DC-Potenzial Ableitung
manifestierte, analysiert werden. Hierbei spielten die Werte AV, At, ti2 und ti/4 eine Rolle.
Uber diese Werte kénnen sowohl Aussagen zu dem Schweregrad und zu der
Synchronisation der SD als auch zu der Regenerationstahigkeit des Hirngewebes nach der
starken Depolarisation und der Pradisposition fir die SD-Entstehung durch externe Reize
getroffen werden. Unter Nutzung der ausgewerteten Ergebnisse fiir diese Messparameter
sollen im Folgenden die einzelnen Kontrollgruppen miteinander verglichen werden und

mogliche Griinde fir Unterschiede herausgearbeitet werden.

Fir den Schweregrad und die Synchronisation der SD scheint, wie durch die Amplitude AV
angezeigt, die zuverldssige Auslosung der SD eine wichtige Rolle zu spielen. Die Amplitude
AV der Anderung des elektrophysiologischen Signals assoziiert mit einer SD ist fiir die
Hypoxie induzierte SD signifikant kleiner als fir die normoxische SD. Durch die K"
induzierte SD scheinen folglich mehr Neurone und Gliazellen zeitgleich zu depolarisieren.
Des Weiteren sind die Werte ti/> und ti/4 der normoxischen SD deutlich groer als die der
hypoxischen SD. Diese Messwerte geben den Zeitabstand zwischen dem Eintreten der SD
und der Regeneration der DC-Potenzial Ableitung bis zur Hilfte bzw. bis zum letzten
Viertel der Amplitude AV an. Schlussfolgernd kann sich also das Hirngewebe nach einer
Hypoxie induzierten SD besser bzw. schneller von der negativen DC-Potenzial Anderung
erholen. Diese signifikanten Unterschiede zwischen der elektrophysiologischen
Manifestation der normoxischen und hypoxischen SD, die durch die zuvor genannten
Messparameter evaluiert wurden, liefern Indizien daftr, dass der Teil des schlagartigen
Ausstroms von Kalium Ionen in den interstitiellen Raum der Reaktionskaskaden einer SD,
einen ausschlaggebenden Faktor fir den Schweregrad und die Synchronisation einer SD

darstellt. Des Weiteren scheint die plotzliche Erhohung der Kaliumkonzentration im
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Interstitium die Stirke der darauffolgenden ionalen Umverteilung der SD zu beeinflussen.
Resultierend hieraus ist die Regenerationsfihigkeit des Hirngewebes nach einer SD
ebenfalls maligeblich von der Stérung der ionalen Homoostase zwischen Intra- und

Extrazellulirraum abhingig.

Wirft man einen Blick auf die Versuchsgruppen der hypoxisch induzierten SDs, fillt auf,
dass die Amplituden AV in der Messreihe mit Calcium freier ACSF-Losung verglichen mit
der Kontrollgruppe signifikant kleiner sind. Die Zeiten ti/> und ti/4 sind fur Calcium freie
Bedingungen deutlich verlingert. AuBlerdem ldsst sich auch eine trendmaillige Verringerung
der Amplituden AV im Zuge der Kalium induzierten SD fiir die Messteihe der Calcium
freien ACSF-Losung feststellen. Dies lasst darauf schlieBen, dass der Schweregrad einer SD
durch den Entzug von Calcium aus dem interstitiellen Raum sowohl fiir hypoxische als
auch normoxische SDs verringert wird. Auf der anderen Seite scheint die
Regenerationsfihigkeit der Neurone nach einer SD in Calcium freier ACSF-Lésung
abzunehmen. Bei einer Gegentiberstellung der elektrophysiologischen Messergebnisse mit
den Ergebnissen der Fluoreszenzmikroskopie, fillt auf, dass nicht nur die Anderung des
elektrophysiologischen Signals durch Calciumentzug beeinflusst wird, sondern auch die
Entstehung von reaktiven Spezies wihrend der SD. Die Konzentration an freien
Radikalen, die wihrend einer SD entstehen, ist in Calcium freier ACSF-Losung geringer.
Auf Grundlage dieser Fakten kann davon ausgegangen werden, dass die Produktion von
ROS und RNS induziert durch die SD ebenfalls einen Einfluss auf den Schweregrad der
SD nimmt. Ein méglicher Grund fir die verlingerte Regenerationszeit der Neurone nach
einer hypoxischen SD ohne Calcium im Interstitium, kann die physiologische
Signalfunktion von Calcium darstellen. Calcium spielt eine wichtige Rolle fiir die Rate der
mitochondrialen Energiegewinnung in Form von ATP. So fuhrt die Aufnahme von
Calcium in die Mitochondrien zu einer erhohten ATP Produktion (Hansford 1994,
Hajnoczky et al. 1995). Kommt es nun im Zuge einer SD zu einer massiven Umverteilung
von lonenkonzentrationen zwischen Intra- und Extrazellulirraum, so missen wihrend der
Regeneration die Na"™-K"™-ATPasen verstirkt arbeiten, um die ionale Homdostase und ein
Ruhemembranpotenzial wiederherzustellen. Resultat ist ein erhohter ATP Bedarf.
Allerdings liegt durch die Calcium freie ACSF-Losung ein Calciummangel vor, der dazu
fihrt, dass die mitochondriale ATP Produktion gegebenenfalls nicht im tiblichen Ausmal3

durch den Einstrom von Calcium in die Mitochondrien gesteigert werden kann.

Wurden durch die Zugabe von FCCP die Mitochondrien entkoppelt, so zeigte sich fiir
normoxisch provozierte SDs eine signifikant kleinere Amplitude AV. Eine eingeschrinkt
bzw. mangelnde Funktion der Mitochondrien bedeutete fir Kalium induzierte SDs einen
verringerten Schweregrad der SD. Neben der Messrethe mit Calcium freier ACSF-Losung
kam es auch im Zuge der mitochondrialen Entkopplung zu einer verringerten Bildung von
reaktiven Spezies assoziiert mit einer normoxischen SD. Dieser Fakt deutet erneut darauf
hin, dass die Generierung reaktiver Spezies einen Einfluss auf den Schweregrad der SD hat.

Des Weiteren liefl sich fur die Versuchsreihe der FCCP induzierten SDs eine mehr als
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doppelt so lange Zeit At identifizieren. Die Entkopplung der Mitochondrien scheint die
Pradisposition des Gewebes fiir die SD-Entstehung signifikant zu verringern. Auch hier
kann angenommen werden, dass die mangelnde Produktion von ROS durch die
Mitochondrien in den Neuronen die Pridisposition des Gewebes SD-Wellen auszubilden
herabsetzt. Aullerdem koénnte moglicherweise die Entkopplung der Mitochondrien die
Vitalitit des Hirngewebes negativ beeinflussen und damit auch die Entstehung einer SD
behindern.

Pharmakologische Interventionen mit DPI und Allopurinol hatten nur einen signifikanten
Einfluss auf Hypoxie induzierte SDs. So war die Amplitude AV der DC-Potenzial
Negativierung wihrend einer SD durch die Blockade der Xanthinoxidase verglichen mit
der Kontrollgruppe signifikant gréler. Dies deutet darauf hin, dass die Synchronisation
und dadurch der Schweregrad der SD eine Steigerung erfuhr. Aulerdem konnte durch den
Einsatz von DPI und der damit einhergehenden Blockade der NADPH Oxidase eine
signifikante Verktrzung der Zeit ti/4 beobachtet werden. Dies wiederrum spricht fir eine

verbesserte Regeneration des Hirngewebes nach der SD.

Fir die Antioxidantien gefitterten Miuse zeigte sich im Falle der normoxischen SD eine
trendmiBig kleinere Amplitude AV. Dies spricht dafiir, dass eine hohere intrazellulire

Konzentration von Antioxidantien den Schweregrad der SD senkt.

4.2.2 roGFPc detektierte Redoxverinderungen

Ziel dieser Arbeit war es eine zeitliche Korrelation zwischen dem Phinomen SD und der
Entstehung zellulirer Redoxverinderungen im Sinne einer oxidativen Verschiebung der
neuronalen Redoxbalance nachzuweisen. Fur alle Auslosungsformen der SD, von denen in
dieser Arbeit Gebrauch gemacht wurden, lie3 sich unmittelbar auf die SD folgende
Alteration des fluoreszenzmikroskopischen Signals feststellen. Die roGFPc-Ratio-Werte
stiegen an und wiesen damit auf eine erhohte Anzahl von roGFPc hin, deren
Absorptionsmaxima durch die oxidationsinduzierte Konformationsinderungen bei 395 nm
angesiedelt waren (Hanson et al. 2004). Diese vermehrt auftretenden oxidativen Vorginge
innerhalb der Neurone sind auf eine erhéhte Generierung von ROS und RNS
zuriickzufiihren (Dooley et al. 2004). Das Auftreten der SD ist somit der Grund dafiir, dass
die feine Balance zwischen reduzierenden Anteilen der Zelle wie die Antioxidantien und
die oxidierenden im Sinne von reaktiven Spezies aus dem Gleichgewicht gerit. Die
vermehrte Produktion von freien Radikalen kann intrazelluldr nicht mehr durch zelleigene
Antioxidantien kompensiert werden und das zytosolische Milieu der Neurone erfihrt eine

deutliche oxidative Verschiebung.
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Sowohl die Hypoxie als auch Kalium und FCCP induzierten SDs hatten eine
Gemeinsamkeit in threm Redoxprofil. Alle SD basierten elektrischen Signale zeigten eine
unmittelbar folgende schlagartige Anderung des roGFPc erzeugten

fluoreszenzmikroskopischen Signals im Sinne einer oxidativen Verschiebung.

Alleinstellungsmerkmal des Redoxprofils der K* induzierten SDs war die Reversibilitit der
oxidativen Verschiebung. In enger zeitlicher Korrelation zu der Ableitung des DC-
Potenzials zeigte die ratiometrische Messung eine eindeutige Anderung des
Redoxpotenzials an, die sich aber parallel zur Erholung des elektrischen Signals reversibel
zur Baseline zurickentwickeln konnte. Als analytische Schlussfolgerung kann daher
angenommen werden, dass sich die im Zuge der SD einstellende vermehrte Produktion
von ROS und RNS wihrend der Erholungsphase der Neurone auch wieder verringert und
sich langsam auf ein Grundniveau im Sinne der Baseline zurickentwickelt. Die
normoxische SD stellt aufgrund des schnellen Verschwindens des Triggerfaktors Kalium
nur eine temporire Belastung des Hirngewebes dar und ist im Gegensatz zur HSD
selbstlimitierend (Lipton 1999; Somjen 2001). Aquivalent zu diesen Fakten verhilt sich
offenbar auch die Produktion freier Radikale.

Vergleichbar mit der normoxischen SD entsteht im Zusammenhang mit einer Hypoxie,
ebenfalls SD korreliert, eine plétzliche massive Anderung des optischen Signals. Allerdings
entsteht bereits unmittelbar vor Eintritt der HSD eine leichte oxidative Verschiebung des
fluoreszenzmikroskopischen Signals. Mit anderen Worten kommt es schon vor der
eigentlichen SD zu einer leichten Erhohung der Konzentration reaktiver Spezies. Zur
Erklirung dieses Phidnomens ist die Betrachtung der neuronalen Reaktion auf eine
beginnende Hypoxie aufschlussreich. Mit dem Eintreten eines hypoxischen Zustandes,
bevor die eigentliche fir SD typische massive Depolarisation der Neurone erfolgt, findet
auf zellulirer Ebene ein anfangs langsamer und vergleichsweise geringer Ausstrom von
Kalium Ionen in den interstitiellen Raum statt (Hansen 1978; Hansen und Zeuthen 1981).
Diese initiale ionale Verschiebung stort das Ruhemembranpotenzial und fihrt zu einer
ethohten Aktivitit der Na'™-K'-ATPase. Der Versuch der Na'-K"-ATPase das
Ruhemembranpotenzial aufrecht zu erhalten, hat einen erhohten ATP-Verbrauch zur
Folge und steigert damit die Aktivitit der Mitochondrien. Da noch kein anoxischer
Zustand eingetreten ist, ist die Funktion der Mitochondrien trotz der Hypoxie noch nicht
vollstindig kollabiert. Somit ist die erh6hte metabolische Arbeitslast fiir die Mitochondrien
umsetzbar und resultiert in einer vermehrten Entstehung freier Radikale in Form von ROS
(Sohal und Allen 1985). Uber den Prozess der Atmungskette entstandene ROS werden in
das Zytosol der Neurone abgegeben. Intrazellulir kann ROS als Regulator fiir die
Freisetzung von Calcium fungieren (Gordeeva et al. 2003). Hierbei spielt das
endoplasmatische Retikulum (ER) eine zentrale Rolle. Das ER stellt einen der
Hauptspeicher fir Calcium innerhalb des Zellgefiiges dar (Meldolesi und Pozzan 1998).
Kommt es zu einer vermehrten Anreicherung von ROS im Zytosol, kann dies die

Freisetzung von Calcium aus dem ER iber den Inositol-1,4,5,-trisphosphat Rezeptor
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(IP3R) und den Ryanodin Rezeptor (RyR) triggern (Dykens 1994; Koulen und Thrower
2001). Zum Beispiel setzt eine erhohte H,O, Konzentration in hippokampalen Neuronen
Ca* aus dem ER frei (Gerich et al. 2009). Als Konsequenz steigt die intrazellulire
Calciumkonzentration, die eine Anreicherung der Mitochondrien mit Calcium begtinstigt.
Ein erhohter Calciumspiegel konnte so innerhalb der Mitochondrien wiederum, iber die
Aktivititssteigerung der Mitochondrien, eine erhéhte Produktion von ROS induzieren
(Hajnoczky et al. 1995; Gordeeva et al. 2003). Diese initialen Reaktionen der Neurone
erkliren, warum unmittelbar vor der SD schon ein leichter Anstieg der ROS Produktion
eintritt, der sich in einer dezenten Oxidation des Redoxstatus der Neurone manifestiert.
Zusitzlich hierzu ist die Alteration des fluoreszenzmikroskopischen Signals fiir die
Hypoxie induzierte SD nicht reversibel. Nach dem SD assoziierten Anstieg des optischen
Messwertes, kann sich dieser nicht wieder zur Baseline zuriickentwickeln, sondern driftet
weiter in oxidierte Bereiche ab. Dieses an Vitalititsverlust gekoppelte Phinomen lauft
innerhalb des Kalibrierungsrahmens des roGFPc Antwortbereichs ab. Die Drift des
optischen Signals korreliert in diesem Fall offenbar mit der zunehmenden Devitalisierung
des Hirngewebes aufgrund mangelnder bzw. zu langsamer Reoxygenierung des
Hirnschnittes. Kernproblematik stellt hierbei der Fakt dar, dass das zugesetzte NaxSOs
nicht oder nur tber viele Minuten wieder aus dem Hirngewebe ausgewaschen werden
kann. Im Kontrast zur herkémmlichen Interfacekammer, in welcher der Hirngewebsschnitt
zur Halfte in flissiger ACSF-Losung und zur anderen Hilfte mit Kontakt zur Raumluft
gelagert ist, ist die HSD ausgel6st in der Submersionskammer nicht reversibel (Tanaka et al.
1997; Somjen 2001). Im Falle der durchgefiihrten Versuchsreihe ist die Reoxygenierung des
Gewebes zusitzlich durch den Einfluss von sauerstoffbindendem Natriumsulfit erschwert.
Kommt es, wie im Falle dieser Messreihe mit Hypoxie induzierten SDs, nicht zu einer
suffizienten und raschen Reoxygenierung des Gewebes, steigt auch die Produktion der
reaktiven Spezies weiter an und der Redoxstatus der Neurone entfernt sich weiter von dem

Wert seiner urspriinglichen Redoxbalance.

Ahnlich wie fiir die HSD, zeigen die Messwerte der fluoreszenzmikroskopischen Signale
fir die FCCP induzierte SD eine drastische Storung der Redoxbalance. Auch fir diese
Messreihe ist die SD terminal und nicht reversibel. Es kann angenommen werden, dass
nach der SD das FCCP nicht schnell genug aus dem Hirngewebe mit Hilfe von
herkémmlicher ACSF-Losung ausgewaschen werden kann und die Neurone durch die
nachhaltige Entkopplung der Mitochondrien aufgrund von massivem ATP Mangel ihre
Vitalitit verlieren und somit Funktionseinbuf3en und Zellschiden unvermeidbar sind. Dies
manifestiert sich auch in diesem Fall in einem abdriftenden optischen Signal in oxidiertere
Bereiche. Ebenfalls hat die Einwaschung von FCCP selbst bereits einen Einfluss auf den
Redoxstatus der Neurone. Die ratiometrischen Messwerte zeigen eine leichte Reduzierung
des Redoxstatus unmittelbar nach der Behandlung des Hirngewebes mit FCCP an. Dies
weist darauf hin, dass im Zuge der FCCP Zugabe die Produktion von freien Radikalen
abnimmt. Zurlckzufiihren ist dies auf die durch Addition des Protonophors FCCP
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induzierte Entkopplung der Mitochondrien, welche eine Authebung des mitochondrialen
Membranpotenzials erwirkt. Darauthin erleben die Mitochondrien eine massive Steigerung
der in Verbindung mit der Atmungskette stechenden Prozesse, die allerdings nicht zu einer
vermehrten Produktion von ROS fithrt. Grund hierfiir ist die Abhingigkeit der ROS
Generierung von einem intakten mitochondrialen Membranpotenzial (Abramov et al.
2007). Weiterhin konnen durch die Entkopplung der Mitochondrien und dem damit
einhergehenden Zusammenbruch des Membranpotenzials die Komplexe der Atmungskette
keinen ausreichenden Protonengradienten aufbauen, der es der ATP-Synthase erlaubt ADP
zu ATP zu phosphorylieren. Die oben beschriebene Reduktion zeigt somit den
permanenten physiologischen Anteil, den die mitochondriale ROS-Produktion an der

Redoxbalance des intakten Hirngewebes hat.

Nun sollen detailliert die SD induzierten Redoxverinderungen in mV fir die jeweiligen
Versuchsgruppen beleuchtet werden, um mallgebliche Teilnehmer bzw. wichtigen
Faktoren der Produktion freier Radikale wahrend einer SD zu identifizieren. Vergleicht
man die Kontrollgruppen der hypoxischen und normoxischen SDs fillt auf, dass die
durchschnittlichen Anderungen des Redoxpotenzials fiir die Hypoxie induzierte SD
signifikant gréfer sind. Vergleicht man die beiden SD-Generierungsmethoden ist
ersichtlich, dass die Hypoxie einen deutlich massiveren Stress auf die Zellfunktion und
Prozesse ausiibt. Insbesondere der Zellmetabolismus wird durch den plétzlichen
Sauerstoffentzug enorm beeintrichtigt (Kass und Lipton 1982; Lipton und Whittingham
1982; Whittingham et al. 1984). Dementsprechend stehen die Mitochondrien unter
extremem Stress und versuchen mangelndes Sauerstoffangebot zunichst mit hoher
Aktivitit zu kompensieren. Im Kontrast zur hypoxischen SD, stort die Kaliuminjektion der
normoxischen SD in erster Linie die ionale Homdostase und erzeugt infolgedessen eine
SD. Insgesamt hat dies ein deutlich moderateres Stresslevel fur die Neurone zur Folge.
Vorangegangene Forschung hat gezeigt, dass die Belastung des Zellstoffwechsels in einer
erhohten Produktion an freien Radikalen im Sinne von ROS oder RNS innerhalb der Zelle
resultiert (Sohal und Allen 1985). Schlussfolgernd kann davon ausgegangen werden, dass
das Wegfallen der massiven Beeinflussung des Zellstoffwechsels der Grund fir die
geringere Produktion von reaktiven Spezies im Falle der normoxischen SD ist. Dies wird
ebenfalls durch die Auswertung der jeweiligen Redoxalterationen der einzelnen
Versuchsgruppen unterstrichen. Hier ist eindeutig ersichtlich, dass die Mitochondrien einen
signifikanten Einfluss auf die Radikalbildung im Zuge einer hypoxischen SD haben.
Wurden die Mitochondrien unter Einfluss von FCCP entkoppelt, so dnderte sich das
Redoxpotenzial wihrend der SD verglichen mit dem der Kontrollgruppe nur ca. um die
Hilfte.

Insbesondere die selektive Vulnerabilitit von Neuronen durch Hypoxie induzierte SDs
beschiftigt die Wissenschaft schon seit Dekaden und bis dato konnte der Grund fiir dieses
Geschehen noch nicht vollends entschlisselt werden (Suzuki et al. 1985; Schmidt-Kastner
und Freund 1991). Allerdings gibt es Anhaltspunkte, die Hinweise auf die Hauptfaktoren
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der SD bzw. HSD induzierten Degenerierung von Neuronen geben. Es ist nicht die
Depolarisation oder die reine Hypoxie, die fur die Zellschidigung verantwortlich sind.
Wird zum Beispiel das Calcium aus dem Extrazellulirbereich vor dem Fintreten des
Sauerstoffentzuges entzogen oder der FEinstrom von Calcium wihrend einer HSD
verhindert, kénnen Neurone auch nach einer normalerweise schidigenden Hypoxie
Periode ihre Funktion wiederherstellen und es entstehen keine irreversiblen Schiden (Kass
und Lipton 1982; Balestrino und Somjen 1986). Allerdings ist anzumerken, dass niedrige
Calciumkonzentrationen im Interstitium das Auftreten einer SD im Zuge einer Hypoxie
nicht verhindern. Aullerdem ist es nicht das Calcium an sich, das den Neuronen Schaden
zufugt. Denn eine HSD, auf die unmittelbar eine Reoxygenierung folgt, ist trotz des
massiven Calciumeinstroms in die Zelle reversibel. Die erhohte Calcium Konzentration
muss fur eine bestimmte kritische Zeitspanne in den Neuronen verweilen, um Zellschiden
zur Folge zu haben. In diesem Fall katalysiert das Calcium Reaktionen, die zu Zellschaden
fithren (Siesj6 1986; Deshpande et al. 1987; Motley et al. 1994).

Im Hinblick auf diese Faktenlage zeigt die Messungsreihe der Hypoxie induzierten SDs in
Calcium freier ACSF-Losung einen interessanten Einfluss auf SD induzierte
Redoxverinderungen. Die oxidative Verschiebung des Redoxpotenzials ist bei einem
Entzug des Calciums aus dem interstitiellen Raum nur ca. ein Viertel so grof3 wie bei der
Kontrollgruppe. Dies bedeutet, dass wahrend einer hypoxischen SD eine deutlich geringere
Oxidation des roGFPc stattfindet. Sprich es entsteht eine deutlich niedrigere
Konzentration an freien Radikalen, wenn Calcium nicht massiv in die Zelle einflieBt und
dort persistiert. Der durch vorangegangene Forschung untermauerte evidente Fakt, dass
wihrend einer HSD der Calciumeinstrom eine signifikante Rolle fir die Vitalitit der
Neurone spielt, scheint ebenfalls im Zusammenhang mit der Produktion reaktiver Spezies
zu stehen. Nun stellt sich die Frage auf welche Art und Weise Calcium die intrazellulire
Generierung freier Radikale beeinflussen kann. Die wohl bekannteste Funktion von
Calcium im Zusammenhang mit Neuronen ist die Aktivierung der Exozytose in der
Prisynapse, die maBgeblich fiir die synaptische Ubertragung ist. Hier sorgt Calcium durch
die Bindung an das Protein Synaptotagmin fiir eine Unterstiitzung bei der Verschmelzung
der Vesikel- und Zellmembran. Allerdings ist Calcium auch ein wichtiger second messenger fiir
eine Vielfalt an anderen Zellfunktionen (Berridge 2012). So kontrolliert zum Beispiel die
Calciumaufnahme in die Mitochondrien die Rate der ATP Gewinnung und damit auch die
ROS Generierung der Atmungskette (Hansford 1994; Hajnoczky et al. 1995). Des
Weiteren kann Calcium auch die NADPH-Oxidase Aktivitit beeinflussen. Die Funktion
der NADPH-Oxidase Familien Mitglieder kann entweder direkt tiber die Bindung von
Calcium an eine entsprechende Domine oder indirekt tiber eine Phosphorylierung durch
PKCB1 (Protein Kinase C Beta 1), die Calcium stimuliert ist, moduliert werden. So ist zum
Beispiel die ROS Produktion der NOXS5 abhingig von der Bindung Calciums an eine N-
terminale Domine des Proteins. Ein weiteres Beispiel ist die NOX1. Sie kann Calcium
abhingig durch PKCB1 phosphoryliert werden (Banfi et al. 2004; Streeter et al. 2014).
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Nicht nur besteht eine Regulation der Mitochondrien oder NADPH-Oxidase induzierten
ROS Produktion uber Calcium, sondern es existiert vielmehr ein bidirektionales Verhiltnis
zwischen Calcium und ROS. In diesem reguliert ROS die Freisetzung von Calcium und
damit dessen intrazellulire Signalfunktionen und Calcium wiederrum fungiert als Aktivator
der ROS Generierung (Gordeeva et al. 2003). Dieses Gleichgewicht und Zusammenspiel
zwischen ROS und Calcium spielt eine wichtige Rolle in der Zellphysiologie und
Aufrechterhaltung der Zellvitalitit. Die SD scheint diese fein austarierte Interaktion von
Calcium und ROS massiv zu storen. Im Zuge der SD entsteht zwischen Intrazellulirraum
und Interstitium eine massive Verschiebung der ionalen Homdéostase, wihrend der unter
anderem grofle Mengen Calcium in die Zelle einstrémen (Kraig und Nicholson 1978;
Hansen und Zeuthen 1981; Nicholson und Kraig 1981; Somjen und Aitken 1984). Eine
persistierende hohe intrazellulire Calciumkonzentration kann somit eine erhohte
Generierung von reaktiven Spezies forcieren. Zu kliren bleibt jedoch, welche
mitochondrialen und extramitochondrialen Faktoren im Detail in diese Reaktion involviert
sind. Nachgewiesener Weise kann solch eine Uberproduktion von freien Radikalen die
intrazellulire Redoxhomdéostase massiv stéren und zu bleibenden Schiden von
Zellbestandteilen und in letzter Instanz auch zum Zelltod fihren (Valko et al. 2007).
Tatsichlich scheint also im Zuge einer HSD nicht der Calciumeinstrom an sich fir die
Degeneration von Neuronen verantwortlich zu sein, sondern vielmehr die Katalysation der
Entstehung freier Radikale. Je linger dieses stark oxidative Milieu aufrechterhalten wird

desto gravierender sind die Folgen fiir die Neurone.

Neben der HSD hat auch eine normoxische SD einen hohen Calciumeinstrom in die Zelle
zur Folge, allerdings resultiert dies nicht in bleibenden Schiden fir die Neurone
(Nedergaard und Hansen 1988; Herreras und Somjen 1993). In diesem Fall ist Zeit der
Schlusselfaktor. Eine normoxische SD ist selbstlimitierend und damit ist die Verweildauer
des Calciums intrazelluldr vermutlich nicht lang genug, um indirekt irreversible Zellschiden
zu verursachen. Zusatzlich hierzu wird eine Erholung des Gewebes durch einen intakten
Zellstoffwechsel und somit auch eine intakte ATP Produktion begiinstigt. Allerdings ist
auch eine persistierende normoxische SD nicht reversibel und mundet gleichermallen in
einem Vitalititsverlust der Neurone (Kawasaki et al. 1988). Auch im Kontext der
normoxischen SD-Messteihe zeigt die Verwendung einer Ca** freien ACSF-Losung eine
signifikant geringere Anderung des Redoxpotenzials. Verglichen mit der Kontrollgruppe in
herkdmmlicher ACSF-Losung, ist die ROS bzw. RNS Produktion assoziiert mit der SD
deutlich niedriger. Aufgrund der selbstlimitierenden Eigenschaften der normoxischen SD
ist ebenfalls die Entstehung freier Radikale reversibel und endet nicht in einem

Vitalitatsverlust der Neurone.

Zusitzlich zu dem starken Einfluss von Calcium auf die SD induzierte Radikalbildung, sind
auch im Zuge der HSD sowohl mitochondriale als auch extramitochondriale Faktoren an
der Generierung reaktiver Spezies beteiligt. Wie zuvor beschrieben sind neben

Calciumeinstrom hauptsichlich die Mitochondrien an der Produktion von ROS und RNS
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wihrend einer SD verantwortlich. Fir die Versuchsreihe der FCCP induzierten SDs fielen
die Anderungen des Redoxpotenzials und somit die Radikalbildung induziert durch eine
SD signifikant kleiner aus. Auch fir SDs, die durch Kalium Injektion provoziert wurden,
lie3 sich unter Einfluss von FCCP ein Trend hin zu einer geringeren Radikalbildung
ausmachen. Aulerdem scheinen auch bekannte extramitochondriale Radikalbildner wie die
Xanthinoxidase eine Rolle fur die SD assoziierte Entstehung freier radikale zu spielen. So
war zum Beispiel die Alteration des Redoxpotenzials beim Auftreten einer hypoxischen SD
unter Einfluss von Allopurinol geringer als die der Kontrollgruppe. Fir die Messreihe der
Hypoxie induzierten SDs konnte ebenfalls eine trendmiBig geringere Anderung des
Redoxpotenzials im Zuge der DPI Behandlung identifiziert werden. Somit scheint auch die
NADPH Oxidase Anteil an der SD induzierten Radikalbildung zu haben. Uber diese
zelleigenen Faktoren, die mal3geblich zur Stérung der intrazelluliren Redoxhomdostase
wihrend einer SD beitragen, hinaus konnte auch eine Fitterung der Versuchstiere mit
Antioxidantien Finfluss auf den Schweregrad der SD assoziierten Redoxalterationen
nehmen. Im Zuge der hypoxischen Messreihe waren die Redoxpotenzial Anderungen im
Zusammenhang mit einer SD der Tiere, die mit Antioxidantien gefiittert wurden,
trendmilBig kleiner als die der Kontrollgruppe. Intrazellulir bilden die Antioxidantien unter
physiologischen Umstinden den Gegenspieler der reaktiven Spezies. Forciert durch freie
Radikale ablaufende oxidative Reaktionen koénnen durch Antioxidantien abgeschwicht
werden. Das antioxidative Schutzsystem der Zelle zur Aufrechterhaltung des
Redoxequilibriums setzt sich aus enzymatischen und nicht enzymatischen Bestandteilen
zusammen (Halliwell 1996). Hauptvertreter der nicht-enzymatischen Antioxidantien sind
Ascorbinsdure (Vitamin C) und a-Tocopherol (Vitamin E). Bei diesen Vertretern handelt
es sich um exogene Antioxidantien, weil Sie nicht kérpereigen sind und zum Beispiel tiber
die Nahrung zugefithrt werden miissen. Im Falle der Futterung der Versuchstiere mit
Antioxidantien Futter konnte also der antioxidative Schutz der Neurone effektiv erhéht
werden. Dies fithrte zu einer leicht verbesserten Neutralisierung der im Zuge der SD
gebildeten ROS.

Die im Diskussionsteil dieser Arbeit prisentierten Ergebnisse, wurden bereits in Form

eines Tagungsbeitrags erstmalig publiziert (Ackermann et al. 2019).

4.2.3 Propagationsgeschwindigkeit der Redoxalterationen

Aufgrund des Zeitintervalls von 10 Sekunden, das fir die Aufnahmen innerhalb der
fluoreszenzmikroskopischen Messung gewihlt wurde, war unter anderem die
Charakterisierung des Redoxprofils der Neurone wihrend einer SD moglich. Allerdings
bildeten die Bildaufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie nicht nur einzelne eng

eingegrenzte Regionen des Hippocampus ab, sondern einen ausreichend groen Anteil der
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CA1 Region, sodass die Wellenfrontpropagation der Redoxidnderungen visualisiert werden
konnte.  Die  aufgezeichneten  Rohbilddaten = wurden  mit  Hilfe  einer
Bildbearbeitungssoftware zu Filmsequenzen zusammengefiigt. Auf Grundlage dieser Filme
lieBen sich die Ausbreitungsgeschwindigkeiten der Redoxalterationen assoziiert mit SD
errechnen. Noch schnellere Bildraten wiren ebenfalls moglich gewesen, hatten aber

deutlich das Risiko der Photobleichung oder der Phototoxizitit erhcht.

Im Folgenden soll die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Redoxverinderungen fir die
verschiedenen Versuchsgruppen interpretiert werden und in einen Gesamtkontext mit den
anderen Messergebnissen und Erkenntnissen aus vorangegangener Forschung eigebettet

werden.

Vorangegangene Messungen intrinsischer optischer Signale, welche mit der neuronalen
Depolarisation wihrend einer SD assoziiert sind, ermoglichten eine Visualisierung der
wellenartigen Ausbreitung von SDs in Hirngewebspraparaten (Miller und Somjen 1999;
Fischer et al. 2009). Mit Hilfe der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen konnten nun
fir alle Versuchsgruppen die charakteristischen wellenartigen Ausbreitungen der
Depolarisation der Neurone auch fir die intrazelluliren Redoxverinderungen, die mit SDs
assoziiert sind, gezeigt werden. Die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Wellenfront betrigt
fur die hypoxische SD betrigt 2,5 + 0,2 mm/min und fir die Kalium induzierte SD 2,5 *
0,4 mm/min. Fir die Ausbreitungsgeschwindigkeit von Redoxalterationen scheint es somit
keinen signifikanten Unterschied zu machen, ob es sich bei der Auslésung der
Redoxhomdostasestorung um eine normoxische oder eine hypoxische SD handelt.
Allerdings konnten einzelne Modifikationen der ACSF-Losung die

Propagationsgeschwindigkeit der Redoxverinderungen maf3geblich beeinflussen.

Nicht nur das Ausmal3 der oxidativen Verschiebung des Redoxpotenzials im
Zusammenhang mit einer SD wird durch Calciumentzug im Extrazellulirbereich
signifikant verringert. Eine Versuchsdurchfihrung in Calcium freier ACSF-Lésung hatte
auch eine deutliche Verlangsamung der Propagationsgeschwindigkeit der Anderungen des
optischen Signals zur Folge. Insbesondere im Falle der Hypoxie induzierten SD, aber auch
im Zusammenhang mit der normoxischen SD, scheint Calcium einen deutlichen Einfluss
auf die Ausbreitungsgeschwindigkeit der Wellenfront zu haben. Es ldsst sich
schlussfolgern, dass die extrazellulire Calcium-Konzentration nicht nur einen
Schliisselfaktor fir die Menge an freien Radikalen darstellt, die induziert durch die SD
gebildet werden, sondern auch die Affektion umliegender Gewebsareale mit den Stérungen

des intrazelluliren Redoxequilibriums beschleunigt.

Neben dem Calcium Entzug aus dem Extrazellulirraum, hat eine Entkopplung der
Mitochondrien durch FCCP  ebenfalls einen signifikanten FEinfluss auf die
Propagationsgeschwindigkeit der SD assoziierten Redoxveranderungen zur Folge. Sowohl
fir die FCCP als auch fur Kalium induzierte SDs ist die Ausbreitungsgeschwindigkeit der

intrazelluliren oxidativen Redoxalterationen unter dem Einfluss von FCCP signifikant
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verlangsamt. Die Versuchsreihen in Calcium freier ACSF-Losung und mit FCCP
identifizierten den Einstrom von Calcium und die Funktion der Mitochondrien ebenfalls
als wichtige Faktoren fir die SD assoziierte ROS Generierung. Die Analyse der
Propagationsgeschwindigkeiten SD induzierter Redoxverinderungen ldsst also zusitzlich
darauf schlieBen, dass die intrazellulire Radikalproduktion im Zusammenhang mit SDs die

Ausbreitung der SD-Folgen im Sinne von Redoxhomoostasestérungen beschleunigt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Zentrales Thema dieser Arbeit war die SD und die mit diesem Phinomen assoziierten
intrazelluliren Redoxverinderungen in Neuronen. Des Weiteren wurde eine mogliche
Klirung der Frage, warum die Effekte einer SD auf die Hirnareale, in denen sie stattfindet,
nicht immer reversibel sind, angestrebt. Eine Erholung der Neurone im Sinne einer
Regenerierung ihrer Funktionalitit kann ausbleiben und in pathophysiologischen
Konsequenzen resultieren. Dieser Fakt lisst der SD eine hohe klinische Relevanz fur
neurologische  Pathologien  zukommen. So  steht ihr Auftreten eng mit
pathophysiologischen Zustinden wie Migrine, Commotio cerebri, hypoxischen bzw.
ischamischen Zustinden in Hirngewebe, postiktaler Depression und auch intrazerebralen

oder subarachnoidalen Hirnblutungen in Verbindung,.

Insbesondere der bei Hypoxie induzierten SDs eintretende starke Sauerstoff- und
Glukosemangel in Kombination mit der massiven Stérung der ionalen Himostase, haben
eine enorme Belastung des Zellstoffwechsels zur Folge. Vorangegangene Forschung hat
einige Evidenz dafiir geliefert, dass eine solche Belastung des Zellstoffwechsels einen
moglichen Grund fiir die Generierung reaktiver Sauerstoff- und Stickstoffspezies darstellen
kann. Eine vermehrte Produktion von ROS und RNS kann das fein austarierte
Redoxequilibrium der Neurone storen und somit das Gleichgewicht von reduktiven und
oxidativen Prozessen autheben. Als Konsequenz finden tbergewichtet oxidative Prozesse
statt. In aller Regel ist das Resultat dieses Ungleichgewichts sogenannter oxidativer Stress,
der reversible oxidative Modifikationen von Makromolekiilen tbersteigt. Es laufen
oxidative Prozesse ab, die Lipide, Proteine und auch DNA konstant reaktiv attackieren und
schidigen. Diese reaktiven Schidigungen von Zellbestandteilen kénnen in letzter Instanz

zur zelluliren Degeneration fithren.

In diesem Kontext stellte sich die Frage, ob eine zeitliche und mechanistische Korrelation
zwischen einer SD und der Stérung der Redoxhoméostase auf neuronaler Ebene existiert.
AuBlerdem sollten maligebliche ROS und RNS Produzenten, die fiir die Stérung des

Redoxgleichgewichtes verantwortlich sind, identifiziert werden.

Grundlage fir die Detektierung SD induzierter Redoxverinderungen bot die Kombination
elektrophysiologischer  Feldpotenzialableitungen =~ mit  fluoreszenzmikroskopischen
Messungen zur Analyse der zelluliren Redoxpotenzialinderungen. Ermdglicht wurde dies
durch das transgene Redoxindikator-Mausmodell der Arbeitsgruppe um Prof. Dr. Michael
Miller. Diese Miuse exprimieren in exzitatorischen Projektionsneuronen den genetisch
codierten Redoxsensor roGFPc. Mit Hilfe des roGFPc-Sensors konnten in Echtzeit

ablaufende quantitative und zellspezifische Analysen des Redoxstatus der Neurone im
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Stratum pyramidale der CA1 Region des Hippokampus durchgefithrt werden. Die parallel
geschalteten Messverfahren realisierten eine zuverlissige Aufzeichnung und anschlieBende
Quantifizierung des Redoxstatus der Neurone wihrend dem Auftreten einer normoxischen
oder auch hypoxischen SD. Zur Identifizierung wesentlicher Akteure der ROS
Generierung kamen ausgewihlte Pharmaka und Modifikationen der ACSF-Losung zum

Einsatz. Diese sollten bekannte Radikalproduzenten inhibieren und damit aufdecken.

Die negative DC-Potenzialinderung der SD war sowohl fiir normoxische als auch fir
hypoxische SDs von einer deutlichen Oxidation des roGFPc begleitet und weist damit auf
eine erhohte Freisetzung von ROS wihrend jeder Art von SD hin. Allerdings ist die SD
korrelierte Stérung des Redoxgleichgewichtes bzw. die Radikalbildung fir HSDs signifikant
stirker als fir normoxische SDs. Eine mogliche Erklirung hierfiir kann die fehlende
massive Storung des Zellstoffwechsels wihrend einer normoxischen SD-Auslosung sein.
Untermauert wird dieser Fakt durch geringere Produktion reaktiver Spezies im Falle der
mitochondrialen Entkopplung. Fir die K* induzierten SDs zeigte sich eine schlagartige
oxidative Verschiebung des Redoxstatus der Neurone ohne vorangehende Anderung des
Ruhezustandes. Des Weiteren war die Stérung des Redoxgleichgewichts reversibel. Dies
lisst sich mit dem selbstlimitierenden Charakter des Kaliumstimulus erkliren. Im Falle der
Hypoxie induzierten SD war bereits eine initiale allmihlich zunehmende Oxidation des
roGFPc vor dem eigentlichen Eintritt der HSD zu beobachten. Sowohl fiir die Hypoxie als
auch fir die FCCP stimulierten SDs waren die oxidativen Verschiebungen des
Redoxequilibriums  irreversibel. Das  optische  Signal  driftete  innerhalb  des
Kalibrierungsrahmens weiter in oxidative Bereiche ab. Zuriickzufihren war dies auf das zu
langsame Auswaschen von FCCP und Natriumsulfit aus dem Hirngewebe. Wurde das
extrazellulire Ca®" entfernt, verringerte sich die SD assoziierte Oxidation von roGFPc
mafgeblich. Ferner konnten die Versuchsreihen mit mitochondrialer Entkopplung die
Mitochondrien als einen der Hauptakteure der SD induzierten ROS Generierung
identifizieren. Allerdings konnten weder mitochondriale Entkopplung noch die
pharmakologische Inhibition der NADPH-Oxidase oder Xanthin-Oxidase allein die
Oxidation des roGFPc-Sensors in Ginze aufheben. Schlussfolgernd kann eine
Schliisselrolle der intrazelluliren Ca**-Konzentration, fiir die SD assoziiert forcierte ROS
Produktion, angenommen werden. Dies wiederrum kénnte erkliren, warum eine
persistierende  hohe  intrazellulire = Ca**-Konzentration — mit  einer  hdheren
Wahrscheinlichkeit fiir die Degeneration von Neuronen wihrend einer SD assoziiert ist.
AuBlerdem kann grundsitzlich von einer Involvierung mitochondrialer und auch

extramitochondrialer ROS-Quellen ausgegangen werden.

Zusammenfassend bildet die im Kontext dieser Arbeit etablierte Messmethodik auf der
technischen Basis der transgenen Redoxindikatormaus eine innovative Grundlage zur
Entschlisselung der subzelluliren Mechanismen SD assoziierter ROS Generierung. Dies
wird das Verstindnis physiologischer und pathophysiologischer Konsequenzen, die aus

SD-Episoden jeglicher Genese resultieren, verbessern.
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