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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1  Das Rett-Syndrom

Das Rett-Syndrom ist eine schwere neuronale Entwicklungsstorung, die auf einen Gendefekt
zuriickzuftihren ist (Rett 1966). Dieser Defekt ist auf dem X-Chromosom lokalisiert und
fihrt bei minnlichen Embryonen aufgrund des hemizygot vorliegenden Chromosoms meist
noch intrauterin zum Tod. AuBlerdem findet die Mutation vor allem spontan in Spermien
statt. Aus diesem Grund sind hauptsiachlich Madchen von dieser Erkrankung betroffen. Die

Privalenz liegt bei 1:15000 — 1:10000 (Chahrour und Zoghbi 2007).

Typisch fir das Rett-Syndrom ist eine anfinglich normale Entwicklung des Kindes. Diese
endet nach 6-18 Monaten. Es folgt ein Stadium der Stagnation, teils auch Regression,
gekennzeichnet durch  Wachstumsverzégerung, Mikrozephalie und motorischer
Auffilligkeiten. Dieses zweite Stadium kann bis zum dritten Lebensjahr dauern. Die
motorischen Auffilligkeiten sind gekennzeichnet durch den Verlust zuvor erlernter und
angewendeter Fihigkeiten. Typisch sind auch die Waschbewegungen der Hinde in
Brusthéhe sowie rhythmisches Wippen mit dem Oberkorper. Geistige Behinderung,
teilweise bis zum vollstindigen Verlust der Sprache, Epilepsie, Schlafstérungen und
unregelmallige Atmung sowie Apnoe mit intermittierender Hypoxie sind weitere Merkmale
dieses Stadiums der Erkrankung (Hagberg et al. 1983; Julu et al. 2001; Chahrour und Zoghbi
2007; Stettner et al. 2008).

Etwa bis zum zehnten Lebensjahr schlieBt sich eine Plateauphase an. In diesem dritten
Stadium des Rett-Syndroms kénnen sich die autistischen Ziige wieder etwas abschwichen.
Allerdings sind haufigere Anfille und eine langsame Verschlechterung der Grobmotorik zu
beobachten. Zuletzt folgt ein viertes Stadium, das Jahrzehnte dauern kann und in welchem
sich die kognitiven Fahigkeiten weiter verbessern konnen. Die Anfille nehmen in ihrer
Hiufigkeit ab, jedoch verschlechtert sich die Motorik, so dass die Patienten irgendwann nicht

mehr selbststindig laufen kénnen (Hagberg et al. 1983). Wie alt die Patienten letztlich
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werden, ist sehr unterschiedlich und hingt in groBem Mal3e von der Schwere der Mutation
des X-Chromosoms ab (Hagberg et al. 2001). Zu den haufigsten Todesursachen gehoren
epileptische Anfalle und akute kardiale Fehlfunktionen. Letztere werden durch
unregelmiflige Atmung und Apnoe bzw. durch eine dadurch hervorgerufene Hypoxie

verstirkt oder hervorgerufen (Kerr et al. 1997; Julu et al. 2001; Steffenburg et al. 2001).

1.2 Genetische und Molekulare Grundlagen

Das klassische Rett-Syndrom beruht bei tiber 90% der Fille auf einem Gendefekt des X-
Chromosoms. Im speziellen handelt es sich um eine Mutation des dort vorliegenden
dominanten MECP2-Gens (Amir et al. 1999). Dieses kodiert fur den Transkriptionsfaktor
MeCP2 (methyl-CpG-bindendes Protein 2), welcher die Transkription verschiedenster Gene
stimuliert, aber umgekehrt auch oft fiir ein Gen-Silencing verantwortlich ist (Chahrour et al.

2008).

Am starksten wird MeCP2 in Neuronen des zentralen Nervensystems exprimiert (Jung et al.
2003). In besonderem Mafle ist dies im Bereich der Pyramidenzellschicht des Cornu Ammonis
1 (CA1) des Hippokampus der Fall, schwicher im Areal CA3. Es sind tiber siebenhundert
verschiedene Mutationen des MECP2-Gens bekannt, die jeweils eine schwerere oder
leichtere Ausprigung des Rett-Syndroms zur Folge haben kénnen. Als mechanistische
Ursachen sind Missense-, Nonsense- und Frameshift-Mutationen zu nennen (Jian et al.

2005).

Bei einer Missense-Mutation fithrt eine Basenpaar-Substitution zu einer verinderten
Aminosauresequenz. Die Funktion des resultierenden Proteins ist nun unter Umstinden eine
andere, bzw. die urspriingliche Funktion ist nur noch eingeschrinkt vorhanden. Zu einer
Nonsense-Mutation fihrt eine Basenpaar-Substitution, die ein Stopcodon ins MECP2-Gen
einbaut. Dadurch wird die Transkription zu frih abgebrochen und es entstehen nur
Bruchsticke des Proteins. Die Nonsense-Mutation ist in ihrer klinischen Auswirkung die
gravierendste. Die Frameshift-Mutation entsteht durch Deletion, also der Entfernung von
Basenpaaren aus dem Gen. In weniger gravierenden Fillen fihrt dies zu einer Verkirzung

des Proteins, das dann eher geringe funktionelle Einbuf3en zeigt. Da immer drei Basenpaare
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(Codon) eine Aminosdure codieren, muss eine durch drei teilbare Anzahl an Basenpaaren im
Gen deletiert werden, um eine Frameshift-Mutation hervorzurufen. Diese Deletion muss
auflerdem im Leseraster liegen. Wird eine andere Anzahl an Basenpaaren deletiert, bzw. an
einer Stelle, die das Leseraster verschiebt, so verindert sich das resultierende Protein ab
dieser Stelle grundlegend. Dies kann zu einem vollstindigen Funktionsverlust fihren und

hat ahnlich gravierende Konsequenzen wie die nonsense Mutation.

1.3 Unterschiede der Mitochondrien im Rett-Syndrom

Die Symptome des Rett-Syndroms sind denen einiger Stoffwechselkrankheiten sehr dhnlich,
z. B. denen des Pyruvatdehydrogenase-Komplex-Mangels, des Pyruvatcarboxylase-Mangels,
des Thiamin-Mangels oder des Leigh-Syndroms. Daher ging man anfangs davon aus, dass
das Rett-Syndrom auf Fehlfunktionen der Mitochondrien und des Kohlenhydrat-
Stoffwechsels zurtickzufiihren ist (Matsuishi et al. 1994; Haas et al. 1995a; 1995b).

Die Blutwerte einiger Patienten mit Rett-Syndrom zeigen Auffalligkeiten, die diese Theorie
unterstiitzen. Bei thnen findet man erhéhte und schwankende Lactat- und Pyruvat-Spiegel
im Blutserum und Liquor (Eeg-Olofsson et al. 1990; Dotti et al. 1993; Matsuishi et al. 1994;
Haas et al. 1995a; 1995b). Allerdings war dies nur bei Patienten der Fall, die gleichzeitig auch
eine unregelmiBlige Atmung aufweisen. Letztere konnte also auch ursdchlich sein (Clarke et
al. 1990). Weiterhin findet sich ein leicht erhéhter Glucose-Verbrauch, als Hinweis auf
Verinderungen im Glucose-Stoffwechsel (Haas et al. 1995a; 1995b; Villemagne et al. 2002).
Es wurde ein ca. 30% niedrigerer Blutzuckerspiegel in adulten Mecp2”¥ Miusen nachgewiesen
(Janc et al. 2016) und eine erhohte Aktivitit des Glucose-Transportes S/42a4 (solute carrier
2A4) (Grofler et al. 2012). Diese Erkenntnisse deuten auf unterschiedliche Ausprigungen
des Rett-Syndroms hin, abhingig von der zu Grunde liegenden Mutation des Megp2-Gens.

Beweise fur eine Beteiligung der Mitochondrien haben Untersuchungen mit einem
Elektronenmikroskop ergeben. Gewebeproben von Muskeln und post morterz gewonnenem
Frontallappen zeigten Formverinderungen und Auffilligkeiten. Die Mitochondrien waren

vergrofert und angeschwollen, zeigten sich unter dem Elektronenmikroskop cher
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durchscheinend. Sie wiesen zudem irregulire Christae sowie Vakuolisierung und granulire

Einschlisse auf (Eeg-Olofsson et al. 1990; Dotti et al. 1993; Cornford et al. 1994).

Hirngewebe-Proben von Patienten verschiedenen Alters deuteten darauf hin, dass der
Zustand der Mitochondrien sich im Verlauf der Zeit verschlechtert, auch wenn die
neurologischen Symptome sich stabilisieren (Cornford et al. 1994). Die Erkenntnis, dass die
Morphologie der Mitochondrien so deutlich verandert ist, fihrte zu der Annahme, dass eine
Fehlfunktion bei der oxidativen Phosphorylierung ursichlich fir das Rett-Syndrom sein
konnte (Eeg-Olofsson et al. 1990). Einige Muskelbiopsien stiitzen diese Annahme durch den
Nachweis reduzierter Aktivitit einiger an der Atmungskette beteiligter Enzyme (NADH-
Cytochrom-C-Reduktase, Succinat-Cytochrom-C-Reduktase und Cytochrom-C-Oxidase).
Dies ist auch in physiologisch unauffillig erscheinenden Mitochondrien der Fall (Coker und
Melnyk 1991; Dotti et al. 1993). Nicht jede Studie an Biopsie Material hat jedoch diese
metabolischen Verinderungen gezeigt (Haas et al. 1995a; 1995b). In post mortem gewonnenem
Gewebe des Frontalkortex wurde zudem festgestellt, dass Cytochrom-c-Oxidase
Untereinheit 1 (CO1) herunterreguliert ist. Dies ist ein weiterer Hinweis auf mogliche

Fehlfunktionen der Mitochondrien im Gehirn (Gibson et al. 2010).

Ursichlich wird eine Dysregulation angenommen, bedingt durch eine Mutation auf dem X-
Chromosom oder in der mitochondrialen Desoxyribonukleinsidure (DNA) (Eeg-Olofsson et
al. 1990). Blutuntersuchungen an Patienten haben gezeigt, dass verschiedene mitochondrien-
assoziierte  Gene, inklusive derer der Atmungskomplexe und ATP-Synthase
(Adenosintriphosphat-Synthase), hochreguliert sind (Pecorelli et al. 2013). Andere
Untersuchungen haben allerdings abweichende Ergebnisse geliefert, was potenziell auf
methodische Unterschiede zuriickfihrbar sein konnte. Weiterfithrende Versuche mit
Tumorzellen eines Neuroblastoms, ebenso wie Versuche mit Megp2-knockout Miusen,
haben den Zusammenhang von MeCP2-Mangel und mitochondrialer Fehlfunktion bestitigt
(Gibson et al. 2010). So zeigen drei Wochen alte Megp2”-Miuse bereits verinderte
Mitochondrien in kortiko-hippokampalen Schnitten, zeitgleich mit ersten Rett-Symptomen

(Belichenko et al. 2009).

Untersuchungen zur Enzym-Aktivitit und Messungen mit einer Sauerstoff-Elektrode (Clark-

Elektrode) haben eine um 30% erhohte Respirationsrate und verringerte mitochondriale
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Kopplung feststellen koénnen (Kriaucionis et al. 2006). Als Grund hierfiir wird ein
Protonenleck  der inneren Mitochondrienmembran  angenommen, dass eine
kompensatorische Erhohung der basalen mitochondrialen Respiration zu Folge hat.
Unterstutzt wird diese Vermutung durch erhohte ratiometrische Werte der FAD/NADH-
Autofluoreszenz  (Flavin-Adenin-Dinukleotid/Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid)  und
weniger negative Membranpotentiale (Protonenleck) im adulten Hippokampus von Megp2"-
Miusen (GroBer et al. 2012). Da sich trotzdem normale hippokampale ATP-Level
nachweisen lassen (Fischer et al. 2009), mussen die Mitochondrien offenbar sehr viel starker
arbeiten, um die beobachtete Kompensation zu gewahrleisten. Damit wire die
Gesamtkapazitit der Mitochondrien drastisch herabgesetzt, was erklart, dass unter
besonderer Beanspruchung (Hypoxie oder verstirkte neuronale Aktivitit) die Symptome des
Rett-Syndroms deutlicher zur Geltung kommen. Gleichzeitig wird mit erhohter ATP-
Produktion, bzw. basaler mitochondrialer Respiration potentiell eine grolere Menge
reaktiver Sauerstotfspezies (ROS) freigesetzt (De Filippis et al. 2015; Valenti et al. 2017; Can
et al. 2019).

1.4 Oxidativer Stress

In allen Zellen herrscht eine Redoxbalance, die fir die reibungslose Funktion der
verschiedenen Komponenten essenziell ist. Viele Proteine koénnen in oxidierter, oder
reduzierter Form vorliegen und sind entsprechend in ihrer Funktion eingeschrinkt oder
moduliert. Aus diesem Grund gibt es verschiedene Puffersysteme und Enzyme, die
Verschiebungen dieser Redoxbalance kompensieren und auffangen. Das Protein Glutathion
ist einer dieser Puffer, denn es kann reduziert (GSH) oder oxidiert (GSSG) vorliegen.
Kommt es durch physiologische oder pathologische Vorginge zu einer ErhShung an
reduzierenden bzw. oxidierenden Verbindungen, so kann Glutathion in seiner jeweiligen
Form diese redoxaktiven Stoffe abfangen. Es kann also stellvertretend fiir ein anderes
Protein oxidiert/reduziert werden. Dadurch wird anderen redoxempfindlichen Enzymen die
ungestorte Funktion ermdglicht und ein weitestmoglich konstantes Redoxmilieu erzeugt
(Meyer et al. 2007). Weitere Redoxpuffer sind H,O,/H,O, NAD(P)H/NAD(P)
(Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (-Phosphat)) und Cystein/Cystin.
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Diese Redoxpuffer werden von Zell-endogenen Enzymen unterstiitzt, die die aggressiven
Stoffe in Harmlose umwandeln. Besonders aggressiv sind reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
und reaktive Stickstoffspezies (RNS). Fir die Katalyse ihrer Metabolisierung sind
verschiedenste, sehr effizient und schnell arbeitende, Enzyme verantwortlich. Hier ist vor
allem die Superoxid-Dismutase (SOD) zur Umsetzung von Superoxid zu Wasserstoffperoxid
(H>O2) zu nennen. SOD1 findet sich hauptsichlich im Intermembranraum von
Mitochondrien und im Zytosol, wihrend SOD2 in der Mitochondrienmatrix zu finden ist.
Diese Superoxid-Dismutasen sind elementar, um eine Akkumulation von O* zu verhindern,
die Proteine beschidigen und inaktivieren kann. Vor allem Proteine mit Thiol-Gruppen sind
betroffen (Fridovich 1997). Weitere redoxstabilisierende Enzyme sind die Katalase,

Glutathion-Peroxidase, Glutathion-Reduktase und Glutathion-Transferase.

Redoxreaktionen sind durch eine Ubertragung von Elektronen gekennzeichnet. Der
oxidierte Stoff gibt Elektronen ab und der reduzierte Stoff nimmt Elektronen auf. Also sind
Stoffe mit hoher Elektronegativitit besonders starke Oxidationsmittel. Dazu gehéren im
Organismus vor allem die ROS (zum Beispiel Superoxid, Hydroxyl-Radikale oder H>O>) und
die RNS (vor allem Stickstoffmonoxid). Besonders wichtig und aggressiv in den Zellen ist
Superoxid, das zu ca. 80% in den Mitochondrien gebildet wird und die zellulire
Redoxbalance stark beeinflusst (Boveris und Chance 1973). Daher wird es durch die
Superoxid-Dismutase zu H,O, umgesetzt, was deutlich weniger aggressiv ist und schnell in
die Umgebung diffundiert. Dies ist insofern von Bedeutung, als dass H.O; ein intrazellulirer
Botenstoff ist und die Funktion verschiedenster zellulirer Enzyme beeinflusst. Ein Teil des
Superoxids reagiert zu RNS, die Lipidperoxidation oder Proteinnitrosylierung verursachen

kann (Pryor 1986).

Es wurden bisher iber 890 menschliche Proteine ermittelt, die wahrscheinlich sensibel auf
Anderungen im Redoxgleichgewicht reagieren (Weerapana et al. 2010). Das komplexe
System aus redoxempfindlichen Enzymen oder auch lonenkanilen (spannungsabhingige
Na'- und K"-Kanile) und Rezeptoren wie z. B. NMDA (N-methyl-D-Aspartat)-, GABAA
(Gamma-Aminobuttersdure A)-, Ryanodin- und Inositol-Ttriphosphat (IP3)-Rezeptoren ist
zwangsldufig sehr anfillig und kann bei einem Redoxungleichgewicht zu zellulirem Stress
fihren. Als Resultat konnen die Zellen ihre Funktion nicht mehr addquat erfilllen und es
ergeben sich neurologische Ausfille wie auch beim Rett-Syndrom (De Felice et al. 2012;

GroBer et al. 2012). Im Blutserum von Rett-Patienten wurden ein verringerter Vitamin E-
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Spiegel und verringerte SOD-Aktivitit nachgewiesen (Formichi et al. 1998; Sierra et al. 2001).
Folglich kann man annehmen, dass die erhéhte Aktivitit von Genen, die fir die Regulation
von oxidativem Stress verantwortlich sind (SOD1, Katalase, Peroxiredoxin 1 und Glutathion

Transferasen), im Rett-Syndrom kompensierend wirken soll (Pecorelli et al. 2013).

Ebenso wurde fir das Rett-Syndrom eine erhéhte Oxidation von Lipiden und Proteinen
festgestellt, wofiir die erh6hte mitochondriale Aktivitit, zusammen mit dem verringerten
Abbau von ROS und RNS, verantwortlich sein konnte (Sierra et al. 2001; De Felice et al.
2009). AuBerdem lieBen sich, in post mortem gewonnenem Gehirngewebe erniedrigte Vitamin
C- und GSH-Level nachweisen. Dies und eine in Megp2”¥-Miusen gefundene, hochregulierte
Aktivitit der SOD1 (GroBer et al. 2012) deuten insgesamt stark darauf hin, dass das Gehirn

im Rett-Syndrom oxidativem Stress ausgesetzt ist.

1.5 Ziel der Arbeit

Das Rett-Syndrom ist eine genetische Erkrankung, die unter anderem die Redoxbalance im
Gehirn stort. Im Rahmen dieser Arbeit soll nun eine Kartierung der Redoxzustinde in
verschiedenen Hirnarealen stattfinden. Die Funktion der Nervenzellen ist empfindlich von
ithrer Redoxbalance abhingig. Eine Verschiebung in Richtung oxidiert oder reduziert fihrt
daher zu moglichen Fehlfunktionen. So konnte die Kommunikation der Zellen, ihre
Entwicklung und sogar ihre Uberlebensfihigkeit gestért sein. Insofern ist eine Referenzkarte
des gesunden, physiologisch aktiven Gehirns wichtig, auf der die durchschnittlichen
Redoxzustinde in den verschiedenen Arealen ablesbar sind. Eine vergleichbare Karte des
erkrankten Gehirns liasst dann Riickschlisse auf besonders betroffene Areale zu. Zu diesem
Zweck werden Megp2 Knock-out-Mduse verwendet, die aulerdem transgen fir roGFP1c
(redoxsensitives griin fluoreszierendes Protein (zytosolisch exprimiert)) sind. Das roGFPlc,
als optischer Redoxindikator, erlaubt fluoreszenzmikroskopische Analysen zur Erfassung
des Redoxstatus. Die Aufnahmen, mittels CCD-Kamera (charged-conpled device) und 2-
Photonenmikroskopie, werden bei Hirnschnitten, sowohl von Megp2-Mausen als auch von
Wildtyp-Madusen (alle roGFP1c positiv), erstellt. Dies ist wichtig, um physiologische von

pathologischen Werten abzugrenzen.
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Die Verwendung von roGFP als Redoxindikator ist etabliert. In der Kombination mit 2-
Photonenmikroskopie kann der Einsatzbereich und Nutzbarkeit dieses Indikators allerdings
deutlich erweitert werden. Der in der 2-Photonenmikroskopie verwendete Laser kann tiefere
Gewebeschichten erreichen. Bisher musste hauptsichlich auf sehr dunne Priparate
zurlickgegriffen werden und eher oberflichliche Schichten waren zu untersuchen. Mit der
Methode der 2-Photonenmikroskopie ist es nun méglich Untersuchungen niher an den
tatsdchlichen physiologischen Bedingungen durchzufithren. Tiefere Gewebeschichten sind
z. B. weniger vom Trauma der Priparation und der Verinderung des Auflenmilieus
beeintrichtigt. Da solche Einflisse sich auf den Redoxstatus untersuchter Zellen auswirken
konnen, sollte es das Bestreben sein moglichst physiologisch intakte Zellen zu untersuchen.
Bis wir in der Lage sind die Hirnzellen einer Maus 7 vivo zu untersuchen, also ohne das
Gehirn vorher zu extrahieren, ist dieses Vorgehen ein pragmatischer und zugleich

vielversprechender Ansatz.

Unterschieden wurde hier zwischen jungen und alten Mausen, um etwaige Verinderungen
im Zeitverlauf dokumentieren zu kénnen. Im Rett-Syndrom ist die zeitliche Komponente
sehr wichtig. Da die Entwicklung zu Beginn normal ist, wire es wiinschenswert einen
Zeitpunkt definieren zu kénnen an dem das Redoxgleichgewicht pathologisch ausschert,
bzw. ab wann der Organismus nicht mehr in der Lage ist Redoxst6érungen zu kompensieren.
Eine zu frith, oder zu spit einsetzende Therapie konnte keinen oder sogar einen nachteiligen
Effekt haben. Mit Wissen tber die exakten zeitlichen Verinderungen des Redoxstatus in
MeCP2-defizienten Zellen konnte Patienten gezielter geholfen werden. Im Zusammenhang
mit meinen Untersuchungen sind die zu betrachtenden Altersstrukturen limitiert und es wire

wunschenswert verbleibende Liicken in zukiinftigen Untersuchungen zu adressieren.

Des Weiteren werden Redox-Unterschiede zwischen Weibchen und Mannchen untersucht.
Da Weibchen zwei X-Chromosomen besitzen und somit das Mep2-Gen heterozygot
votliegt, konnen die Rett-Symptome und/oder Redox-Verinderungen in unterschiedlicher
Ausprigung vorliegen. Bei Megp2/* Mannchen kommt es, aufgrund des einfach vorliegenden
X-Chromosoms, immer zur vollen Ausprigung der Symptome. So kann man an den
Minnchen wichtige Erkenntnisse beziiglich Ursachen und Verlauf der Erkrankung
gewinnen. Bei den Weibchen ebenso, aber hier vor allem in Bezug auf die Schwere der

Erkrankung im Zusammenhang mit der Lokalisation und der Art des Gendefekts.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden Kortex- und Hippokampus-Areale in frithen (mehr rostral
gelegenen) und spaten (mehr caudal gelegenen) hippokampalen Schnitten untersucht, um
moglichst viele Regionen abdecken zu kénnen und lokale Unterschiede in der Redoxbalance
darzustellen. Die Phianotypen sprechen dafiir, dass spezielle Areale wie der motorische
Kortex besonders betroffen sind. Allerdings kénnten Areale beteiligt sein, die nicht direkt zu
feststellbaren phanotypischen Verinderungen fihren und dennoch essenziell fir den
Krankheitsverlauf sind. Sollte sich eine bestimmte Region als besonders betroffen
herausstellen, so konnte auf diesen Ergebnissen aufbauend, gezieltere Therapieansitze
entwickelt werden. Im Anschluss an diese Untersuchungen ist die Nutzbarkeit der 2-
Photonenmikroskopie im Zusammenspiel mit dem angewendeten Mess-Protokoll zu
beurteilen. Festzustellen wire, ob das Protokoll oder der Aufbau verbessert und vielleicht
auf andere Versuchsmodelle angewendet werden koénnte. Dies gilt nicht nur im Gehirn,

bezogen auf neurodegenerative Erkrankungen, sondern auch fiir andere periphere Organe.
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2 Material und Methoden

2.1 Maus-Modell fiir das Rett-Syndrom

Um das Rett-Syndrom erforschen zu kénnen, war es notwendig ein entsprechendes Maus-
Modell zu kreieren. Zu diesem Zweck hat die Arbeitsgruppe von Guy und Kollegen
verschiedene Mutationen am MECP2-Gen provoziert, die sowohl zu einem Verlust als auch
zu einer Verstirkung der Funktion des MeCP2-Proteins fithren. In der Konsequenz wurde
ein funktionelles knock-out Modell gewihlt, bei dem aufgrund umfassender Deletionen im
Meep2-Gen das MeCP2 Protein komplett fehlt. Die so erhaltenen Megp2 /¥ und Megp2*/~Mause
haben phinotypisch eine analoge Entwicklung genommen, wie wir sie vom Rett-Syndrom

her kennen (Guy et al. 2001).

Zu Beginn waren sie symptomfrei, entwickelten aber mit der Zeit motorische Auffilligkeiten,
wie zum Beispiel das ,,hindlimb clasping®, unregelmiflige Atmung und Missbildungen der
Kiefer. Bei Mannchen lagen die Hoden immer im Korper. Es wurden keine histologischen
Auffilligkeiten in den verschiedenen Organen gefunden. Nach unterschiedlichem Verlauf
fithrte eine Verschlechterung der Symptome zu Gewichtsverlust und am Ende zum Tod. Die
minnlichen Megp2-Knockoutmiuse tiberleben selten linger als 55 Tage. Da Weibchen zwei
X-Chromosomen haben, kompensiert hier das ,,gesunde® X-Chromosom jenes mit dem
defekten Gen. In der Folge entstehen verschiedenste Phinotypen. Daher arbeitet die
Forschung meistens mit den hemizygoten, minnlichen Knockout-Miusen (Megp2"), bei

denen das Protein vollstindig fehlt (Guy et al. 2001).

Diese genetische Verdinderung simuliert zwar erfolgreich das Rett-Syndrom, aber ohne
weitere Intervention koénnen an diesen Miusen keine fluoreszenzmikroskopischen
Verfahren angewendet werden. Um dies zu ermdglichen, wird ein Redoxindikator benétigt,
der auf die verwendeten Wellenlingen der Laser reagiert und stabil exprimiert wird. Daher

wurde als Ausgangspunkt ein Mausmodell, welches den Redoxindikator roGFPlc in
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exzitatorischen Neuronen exprimiert, verwendet (Wagener et al. 2016). In diese Linie wurden
die Megp2-Miuse hineingekreuzt, um roGEFP1c-positive Megp2-Knockout-Mause zu erhalten.
Unter diesen Miusen gibt es solche, bei denen roGFP1 in Mitochondrien exprimiert wird
(roGFP1m (redoxsensitives griin fluoreszierendes Protein 1 (mitochondrial exprimiert))) und
solche, bei denen es im Zytosol der betreffenden Neurone exprimiert wird (roGFP1c). Fir
diese Arbeit wurde die zytosolische Variante verwendet, da primir die Redoxzustinde im

Zytosol der Neurone bewertet werden sollten.

2.2 Redoxindikator roGFP

Wie  zuvor beschriecben wird ein  Redoxindikator  benétigt, um  mittels
fluoreszenzmikroskopischer Verfahren Verinderungen im Redoxstatus von Gehirnzellen zu
erfassen. Viele dieser Indikatoren bereiten jedoch Schwierigkeiten durch ihre irreversiblen
Oxidations-, bzw. Reduktions-Reaktionen. Zudem gibt es bei einigen der Indikatoren
Probleme mit Autooxidation und Photosensivitit, was die Ergebnisse verfalscht. Zusitzlich
missen fir die meisten Techniken die zu untersuchenden Zellen entnommen werden, sodass

tiefere Gewebeschichten nicht intakt untersucht werden kénnen (Hanson et al. 2004).

Einen Losungsansatz bietet ein genetisch verandertes GFP (griin fluoreszierendes Protein),
das roGFP. Es existieren mehrere Formen dieses Proteins, die jeweils in spezifischen
Geweben als Indikator flr bestimmte Stoffkonzentrationen verwendet werden kénnen
(Hanson et al. 2004). Fur uns ist das roGFP1 (redoxsensitives griin fluoreszierendes Protein
7) wichtig, welches durch den Thy-1.2-Promotor (thymocyte differentiation antigen 1, CDI0)
reguliert, in exzitatorischen Neuronen in weiten Teilen des Mausehirns, exprimiert wird
(Wagener et al. 2016). Es gibt zwei Varianten dieses Sensors, wovon eine zytosolisch
(roGFP1c) und die andere in Mitochondrien (roGFP1m) exprimiert wird. Die fir uns
relevante zytosolische Variante wird, bedingt durch den Thy-1.2-Promotor, nicht in allen
Hirnregionen gleichmifig exprimiert. Deswegen miissen die zu untersuchenden Areale
entsprechend des adiquaten Expressionslevels ausgewihlt werden. Deutlich exprimiert wird
das roGFP1c vor allem im Hippokampus, Kortex (Zellschichten II, III und V), Thalamus,
Cerebellum, Colliculus und einigen Nuklei des Hirnstamms. Dieses Sensorprotein ist sehr

stabil und relativ unabhingig vom Milieu in den Zellen, so bleibt seine Fluoreszenz auch bei
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pH- und Konzentrationsschwankungen konstant und Proteasen greifen es ebenfalls nicht an

(Wagener et al. 2016).

Die Arbeitsgruppe um J.S. Remington hat Thiol-Gruppen in die Beta-barrel Struktur des
Proteins an der Seitenkette His'* integriert. Diese Thiol-Gruppen kénnen oxidiert/reduziert
werden, wodurch sich deren Fluoreszenzverhalten verindert. Das roGFP reagiert in diesem
Zusammenhang mit ROS, womit wiederum Schwankungen im Redoxgleichgewicht
bestimmt werden kénnen. Die zwei Absorptionsmaxima von roGFP1 bei 400 nm und 490
nm liegen weit genug auseinander, um ratiometrische Messungen zu ermdéglichen. Diese Art
der Messung eliminiert etwaige Verzerrungen durch Indikatorkonzentration, Photobleaching
oder auch ungleichmi@lige Exprimierung des Indikators. Es lasst sich zudem festhalten, dass

eine verstirkte Oxidation die ebenfalls vorhandene Anregungsspitze bei 385 nm erhéht und

eine weitere bei 470 nm verringert (Hanson et al. 2004).

Der roGFP1-Sensor lisst sich aulerdem mit 2-Photonenlasern anregen, sodass bei akuten
Schnitten auch tiefere Ebenen analysiert werden kénnen. Der Phinotyp der verwendeten
roGFP1c transgenen Miuse ist normal und ohne Auffilligkeiten, so dass durch die Nutzung
dieses Redoxindikator Mausmodells kein Einfluss auf die Ergebnisse zu erwarten ist

(Wagener et al. 2016).

2.3 Imaging hippokampaler Schnitte

Um eine Redoxkartierung eines konkreten Hirnareals zu erstellen, muss ein Weg gefunden
werden, dieses fur Messungen zuginglich zu machen. Die Laser kénnen weder durch Haut
noch durch den Schidel in tiefere Regionen vordringen, um dort roGFP anzuregen.
Stattdessen brauchen wir diinne Zellschichten aus den Hirnarealen, weil die zu
untersuchenden Schichten in einer maximalen Tiefe von ca. 45 um liegen sollten. Diese Tiefe

ist gut geeignet, um ratiometrische Bilder mit 2-Photonenlasern zu erstellen.
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2.3.1 Préaparation

Legende:

1 eisgekiihlte Praparationsschale

2 Skalpell

3 Pinzette

4 Schere

5 Spatel

6 Loffel

7 Sekundenkleber

8 Lichtquelle

9 Vibratom (Campden Instruments,
752M Vibroslice)

Abbildung 1: Aufbau und Materialien zur Priparation

Beide Schalen wurden in Eis gekiihlt und erst zur Priparation herausgenommen. Das Filterpapier auf der
umgedrehten Schale wurde mit artifizieller, zerebrospinaler Flissigkeit (ACSF) getrinkt und das zurecht
priparierte Hirn auf den Sockel des Vibratoms geklebt.

Der Ablauf zur Gewinnung der akuten 400 pm Hirnschnitte war immer der gleiche. Dies
war notwendig, um die Ergebnisse nicht zu verfilschen, da der Transport fir die Mause ein
Stressfaktor ist. Zucht und Verwendung der entsprechenden Mauslinien erfolgte im Rahmen
der vom Niedersichsischen Landesamt fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit
(LAVES) genchmigten Versuchsvorhaben G16/2177 und G17/2544. Mit Diethylether
wurden die Mduse in einem Exsikkator betdubt und von einer berechtigten Person

fachgerecht dekapitiert.
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Von dorsal wurde dann mit der Schere die Kopfhaut eingeschnitten, um diese nach vorne
ziehen zu kénnen. Wihrend der Kopf im Bereich der Augen, auf einer gekiihlten Unterlage,
fixiert wurde, er6ffnete ein Schnitt von dorsal entlang der Mittellinie den Schadel bis zum
Frontalkortex. Lateral wurde je ein Entlastungsschnitt gemacht, um anschlieBend den
Schidel mit einer Pinzette zu den Seiten hin aufbrechen zu kénnen. Nun wurde der
Miusekopf senkrecht gehalten, um das Gehirn mit einem Spatel vorsichtig aus dem Schidel
zu 16sen. Dabei wurden mit dem Spatel der Hirnstamm und die Hirnnerven durchtrennt.

AnschlieBend wurde das Hirn in eisgekiihlte, carbogenisierte artifizielle cerebrospinale

Flussigkeit (ACSF) getaucht.

2.3.2 45 pm Kryoschnitte

Zu Beginn habe ich versucht mit einer CCD-Kamera Bilder von 45 pm Kryoschnitten zu
erfassen. Der Ablauf der Praparation bis zur Extraktion des Gehirns war der Gleiche wie bei
den noch folgenden akuten 400 um Hirnschnitten. Parallel zur Priparation wurde Isopentan,
in einem separaten Glasbehilter, in flissigem Stickstoff stark heruntergekihlt. Das Gehirn
wurde, nachdem es aus dem Schidel herausgel6st wurde, direkt zerteilt. Das Cerebellum und
der Frontalkortex wurden mit einem Skalpell abgetrennt und die beiden Hemisphiren
anschlieBend sagittal geteilt. Nun wurde das Isopentan aus dem flissigen Stickstoff
genommen und die beiden Hemisphiren fir drei Minuten darin schockgefroren. Danach
wurden die Hemisphiren in kleine, beschriftete Eppendorf-Reaktionsgefille gegeben und

bei -80°C fiir einige Tage gelagert.

Am Tag, an dem die Hemisphiren verwendet wurden, wurde das Kryotom auf -20°C
heruntergekiihlt und eine frische Klinge eingespannt. Nach einer Stunde war das Kryotom
so weit gekiihlt, dass eine tiefgefrorene Hemisphire mit der dorsalen Seite und ,, Tissue-Tek®-
Kleber auf dem dafiir vorgesehenen Sockel befestigt werden konnte. Die Kilte liel3 das
Tissue-Tek erhirten, was an der zunehmenden Opazitit zu erkennen war. Um gute Schnitte
mit dem Kryotom anfertigen zu koénnen, muss das Tissue-Tek sehr gleichmilig und
blasenfrei aufgetragen werden, bis die Hemisphire komplett eingebettet ist. Anschlieend
muss das Tissue-Tek dreilig Minuten durchkihlen, damit es vollstindig fest und gut zu
schneiden ist. Sollte das Einbetten nicht gleichmif3ig dick auf allen Seiten gelungen sein, so

wurde die Einbettmasse mit einem Skalpell vorsichtig in Form geschnitzt.
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Mit dem Kryotom wurden koronare 55 um Schnitte gemacht, um bis zum Hippokampus
vorzudringen. Ab hier wurden 45 pm Schnitte erstellt, die unverziiglich auf ,,Superfrost
Plus“-Objekttriger aufgezogen wurden. Pro Objekttriger waren es zwischen vier und sechs
Schnitte. Diese konnten dann finf Minuten trocknen, damit sich die Schnitte bei den
folgenden Behandlungsschritten nicht vom Objekttriger losen. Die verschiedenen
Objekttriger wurden unterschiedlichen Behandlungen unterzogen. Das Ziel hierbei war es,
die Schnitte in threm Ist-Zustand, im Zustand hochstmoglicher Oxidation und im Zustand
héchstméglicher Reduktion zu fixieren. Zur Fixierung des Ist-Zustands wurden die Schnitte
eines Objekttragers fir zehn Minuten bei 4°C (eisgekiihlt) und dann mit NEM (N-
Ethylmaleinimid) 50 mM behandelt. Danach wurde der Objekttriger fiir 15 Minuten in 4%
PFA  (Paraformaldehyd gelost in Phosphat gepufferter Salzlosung (PBS)) bei
Raumtemperatur fixiert. Am Ende folgten zwei Waschginge in eisgekiihlter PBS fiir je funf
Minuten. Um eine héchstmégliche Oxidation der Schnitte zu erreichen, wurde eine
Behandlung analog zur Fixation des Ist-Zustands durchgefiihrt, wobei vorweg ein weiterer
Behandlungsschritt durchzufithren war. Hier wurden die Schnitte mit Diamid (DA) 1 mM
fur zehn Minuten bei 4°C behandelt. Die maximale Reduktion wurde erreicht, indem der
Schnitt mit Dithiothreitol 20 mM (DTT) behandelt wurde. Nach allen Behandlungsschritten
mussten die Schnitte auf den Objekttragern ca. eine Stunde trocken. AnschlieBend konnten

Bilder mit der CCD-Kamera aufgezeichnet werden.

2.3.3 400 pm akute Schnitte

Am Ende zielfihrend war das Imaging mit 400 um akuten Hirnschnitten. Im Anschluss an
die Praparation ruhte das Gehirn ca. eine Minute im ACSF. Danach wurde, auf gekiihlter
Unterlage, der Frontalkortex und das Cerebellum mithilfe eines Skalpells abgetrennt. Das so
zurechtgeschnittene Hirn wurde nun mit der caudalen Schnittfliche mittels Sekundenkleber
auf einen vorgekiihlten Block geklebt und in einer Schale eingespannt, die mit gekthltem,
carbogenisiertem ACSFE gefillt war. Mit einem Vibratom (Campden Instruments, 752M
Vibroslice) wurden nun vier 400 um Schnitte im Bereich des Hippokampus gemacht. Diese
Hirnschnitte wurden nun in der Mittellinie mit einem Skalpell geteilt und ziigig in eine mit

carbogenisiertem ACSEF gefillte Inkubationskammer gegeben. Darin koénnen die
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Hirnschnitte einige Stunden tuberleben. Die Schnitte mussten nach der Priparation

mindestens eine Stunde ruhen, um den Stress des Priparationstraumas abklingen zu lassen.

2.3.4 Reagenzien

N-Ethylmaleinimid (NEM) fixiert den Redoxzustand der Zellen. NEM ist
membranpermeabel und alkyliert die Thiol-Gruppen am roGFP, sodass dieses nicht mehr
oxidiert oder reduziert werden kann. Es beeinflusst dabei nicht die Fluoreszenzmessungen
(weder an roGFP gebunden noch frei in den Zellen) und es wirkt sehr schnell, sodass externe
Einflusse wihrend der Behandlung zu vernachlissigen sind. Mit externer Gabe von
geeigneten reduzierenden/oxidierenden Agenzien konnen allerdings die Zellen in weiteren
Schritten oxidiert bzw. reduziert werden, was jedoch nur absichtlich erfolgen kann. Spontane
Reaktionen mit zelleigenen Stoffen sind ausgeschlossen (Fujikawa et al. 2016). Eingesetzt

wurde NEM in einer Konzentration von 50 mM.

Diamid (DA) ((CH3)>NCON=NCON(CHs;),) oxidiert Thiolgruppen und greift in das
Redoxgleichgewicht von Zellen ein. So wird Glutathion von GSH zu GSSG oxidiert, was
durch roGFP mit seinen eigenen Thiolgruppen widergespiegelt wird. Dabei stort Diamid die
Zellfunktion nicht und es kann reversibel verdringt werden (Kosower et al. 1969), was fur
die Kalibrierung wichtig ist. Diamid wurde in den Konzentrationen 1 mM, 5 mM und 10
mM eingesetzt. Wasserstoffperoxid (H2O;) hat dieselbe Funktion wie Diamid, wirkt
allerdings stirker oxidierend. Im Gegenzug kann es in zu hoher Konzentration die Zellen

zerstoren, daher wurde es in einer Konzentration von 1 mM verwendet.

Dithiothreitol (DTT) (Clelands Reagenz, HSCH.CH(OH)CH(OH)CH.SH) ist ein Agens,
welches Disulfidbriicken reduziert und damit in das Redoxgleichgewicht von Zellen eingreift.
Dementsprechend wirkt es genau umgekehrt zu DA und kann den Redoxzustand der Zelle
in die Nihe vollstindiger Reduktion bringen (Fujikawa et al. 20106). Eingesetzt wurde DTT

in einer Konzentration von 20 mM.

Artifizielle zerebrospinale Flussigkeit (ACSF) (NaCl 130 mM, KClI 3,5 mM, NaH,PO, 1,25
mM, NaHCO; 24 mM, CaCl, 1,2 mM, MgSO, 1,2 mM, Glukose 10 mM) ist eine
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Pufferlésung, um vitale Hirnschnitte fur eine begrenzte Zeit zu versorgen und in
physiologischer Umgebung am Leben zu erhalten. Dies erfordert zudem das Gasgemisch
Carbogen (95% O,, 5% CO,) zur adidquaten Versorgung von Zellen in Losungen mit

Sauerstoff und zur Stabilisierung des pH-Wertes (Bicarbonat/CO, Puffersystem).

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS) (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 12 mM Gesamt-
Phosphat) ist eine Pufferlosung, die in der Biochemie zur Verdiinnung von Substanzen bei
Behandlung von Zellkulturen oder Gewebeschnitten verwendet wird, aber auch zur Spillung

nach einer Gewebe-/Zell-Behandlung.

Paraformaldehyd (PFA 4%, gel6st in PBS) wird zur Fixierung von Geweben verwendet. Die

behandelten Zellen reagieren nicht weiter.

2.3.5 Durchfiihrung der optischen Messungen

In Kombination mit roGFP1c ist die 2-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie das Verfahren
der Wahl, um ratiometrische Bilder der Hirnschnitte aufzunehmen. Es hat im Vergleich zu
ilteren Verfahren, in denen das Zellgewebe durch nur ein Photon angeregt wurde,
signifikante  Vorteile. Ein Vorteil ist die Moglichkeit wiederholter optischer
Schnittdarstellung bis in mehrere hundert Mikrometer Tiefe (bis zu einem Millimeter) bei

sehr hoher axialer und lateraler Auflésung, ohne die Gewebe zu zerstoren (Denk et al. 1994).
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Abbildung 2: 2-Photonen-Fluoreszenzmikroskopie Schema

Schematischer Vergleich der Anregung ecines Elektrons (e) mit einem (kurzwellig), bzw. zwei Photonen

(langwellig) und der resultierenden Fluoreszenz.

Wenn ein Photon mit der richtigen Wellenlidnge auf ein entsprechendes Elektron trifft, so
regt es das Elektron an und hebt es auf hoheres Energieniveau. Jedes Molekiil hat seine
Elektronen in einer Konfiguration auf Energieniveaus, die im Grundzustand ihr
energetisches Minimum aufweisen. Wird nun Energie hinzugefiigt, die ein Elektron auf ein
Niveau hebt das nicht dem energetischen Minimum entspricht, dann kehrt dieses unter
Abgabe eines Photons auf sein Ausgangsniveau zuriick. Bei Fluoreszenzlicht hat das
abgestrahlte Photon eine groflere Wellenlidnge als das anregende Photon. Diese Differenz,
bzw. der damit verbundene Energieverlust, wird als Stokes-shift oder Rotverschiebung
bezeichnet. Fir das Anheben spezifischer Elektronen um ein Energieniveau wird eine
ebenso spezifische Wellenlinge des Photons benétigt. Da vergleichsweise viel Energie
bendétigt wird, braucht es zumeist kurzwelliges Licht, um Fluoreszenz zu provozieren. Da
kurzwelliges Licht allerdings eine hohe Absorption und Streuung in Gewebe zeigt, kann

damit keine hohe Eindringtiefe erreicht werden. AuBerdem schadigt energiereiche,
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kurzwellige Strahlung das Zielgewebe und seine Umgebung. Um dieses Problem zu
umgehen, missen zwei langwellige Photonen, die in der Summe die bendétigte Energie
aufbringen, gleichzeitig auf das Elektron treffen. Dieser Ansatz wird bei der 2-
Photonenmikroskopie genutzt, wo die Anregungswellenlinge dann in etwa doppelt so grof3
ist wie bei der Anregung mit einem Photon. In der Folge konnen die eingangs erwihnten

Vorteile genutzt werden (Denk et al. 1994; Diaspro et al. 2000).

148

Der roGFP1c-Redoxsensor hat Thiol-Gruppen an der Seitenkette His™ integriert, die
oxidiert/reduziert werden kénnen und dadurch jeweils die Fluoreszenzantwort verindern.

Zudem hat roGFPlc zwei Absorptionsmaxima (400 nm und 490 nm), die relativ weit

auseinander liegen, was exzitations-ratiometrische Messungen méglich macht (Hanson et al.

2004).

~

Legene:
1 Pumpe 3 Laser ,Tsunami* 5 CCD-Kamera
2 Wasserbad 4 Laser ,Mai Tai" 6 Filter

7 Tauchschnittkammer
Abbildung 3: Aufbau 2-Photonen-Mikroskop

Nach der Priparation wurden die 400 pm Schnitte im Wasserbad (2) in einer Inkubationskammer (ACSF) mit
Carbogen begast. Die Pumpe (1) hat das ACSF zwischen der Inkubationskammer und der Messkammer (7)
zirkulieren lassen. Die beiden Laser waren fiir simultane Messungen mit 740 nm (3) und 910 nm (4) konfiguriert.
Mit der Kamera (5) wurden Bilder der Schnitte in der Messkammer gemacht, wobei je nach Wellenlinge der

passende Filter eingestellt wurde.

Zur Durchfithrung der Messungen wurde immer nach dem gleichen Protokoll vorgegangen.
In der einstindigen Ruhephase der Hirnschnitte wurden die beiden Laser optimal justiert.
Die Intensitit der Laser wurde auf 4,6 Watt festgelegt und der jeweilige Laserstrahl optimal
im Strahlengang zentriert. Der Laser ,,MaiTai* wurde auf eine Wellenlinge von 910 nm und

der Laser ,,Tsunami® auf 740 nm eingestellt. AnschlieBend erfolgte eine Kontrollaufnahme
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mit fluoreszierenden Kiigelchen (Beads). Dafiir wurden im Abstand von ca. 2-3 Sekunden je
ein Bild mit 740 nm und eines mit 910 nm Anregungswellenlinge aufgenommen. Diese und
alle anderen Aufnahmen wurden unter vollstindiger Abdunkelung des Laserlabors
durchgefithrt. Die Auswertung dieser Aufnahme zeigte, ob das Justieren des Lasers
erfolgreich war und reproduzierbare Messungen erreicht werden konnten. Bei zu grof3en
Abweichungen der ermittelten Durchschnittswerte mussten die Messwerte der im Folgenden

gemessenen Schnitte verworfen werden.

Die Schnitte konnten nun aus dem carbogenisierten ACSF entnommen und in die
Messkammer tiberfiithrt werden. Hier zirkulierte auf 40°C erwirmtes, carbogenisiertes ACSF
und die Hirnschnitte wurden von der ,,Harfe* (U-férmiger Metallrahmen, der mit drei
Nylonfiden bespannt ist) fixiert. Mit dem Zeiss- Objektiv (fiinffache Vergroflerung) wurde
dann ein Areal von Interesse gesucht und auf das Olympus-Objektiv (zwanzigfache
VergroBerung) gewechselt. Sobald die richtige Ebene in der Z-Achse eingestellt war, wurden
die Shutter der beiden Laser getffnet und die Suche der Zellen mit Echtzeitbildern im
ImspectorPro-Programm (Einstellung: Snapshot) fortgesetzt. Mithilfe eines Joysticks konnte
der Tisch mit dem Hirnschnitt in der X-, Y- und Z-Achse bewegt werden (Abb. 3). Um
gleichbleibende Bedingungen zu schaffen und weitgehend intakte Zellstrukturen zu messen,
lag die Tiefe fir die Aufnahmen bei 50 um. Niher an der Oberfliche waren die Zellen hiufig
durch das Schneiden zerstért. Es sind pro Maus je zwei frihe (d.h. mehr rostrale) und zwei

spite (mehr caudalere) hippokampale Schnitte verwendet worden.

Bei den frihen Schnitten wurden Bilder von in der Regel sechs Hirnarealen gemacht, wobei
der Fokus auf dem motorischen Kortex lag. Bei den spiteren Schnitten wurden Bilder von
bis zu vierzehn Arealen gemacht. Zu diesen Arealen gehorte der Hippokampus selbst (CA1,
CA3, Gyrus Dentatus unteres/oberes Blatt und Subiculum) sowie einige Kortexareale
(Retrosplenialer agranulirer Kortex (RSA), somatosensorischer Kortex, visueller Kortex,
auditorischer Kortex, entorhinaler Kortex (Ect)). Die Qualitit (Signal/Rauschverhiltnis) der
Bilder hingt stark vom jeweiligen Hirnareal ab, da roGFP1c nicht tberall gleichmiBig gut
exprimiert wird. Zum Beispiel ist es schwieriger in Areal CA3 verwendbare Zellen zu finden,
wihrend die Pyramidenzellen in CA1 sehr stark roGFP1c exprimieren und dementsprechend

gut darstellbar sind.
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Neben diesen Aufnahmen, die den Ist-Zustand widerspiegeln, wurden zur Auswertung auch
Aufnahmen von Hirnschnitten mit maximaler Oxidation/Reduktion benétigt. Fur diese
Kalibrierung, die den Antwortbereich der Zellen ermitteln sollte, wurden die Hirnschnitte
mit H>O, und DTT behandelt. H,O; oxidiert die Zellen so weit wie mdéglich und DTT
reduziert diese so weit wie moglich. Zur Oxidation wurde ein Hirnschnitt sieben Minuten

mit zirkulierendem H>O, (5 mM) behandelt, um direkt im Anschluss ein Bild aufzunehmen.

Fir die anschlieBende Reduktion wurde das H»O, 25 Minuten ausgewaschen und
anschlieBend der Hirnschnitt mit DTT (10 mM) fir sieben Minuten behandelt. Es war
wichtig nun genau die gleiche Zellschicht wieder zu finden, von der zuvor ein Bild erstellt
wurde, um die Zellen im direkten Vergleich zu sehen (Abb. 3). Nachdem so zwei Bilder vom
CA1 Areal eines Hirnschnittes gemacht wurden, wurde dieser verworfen. Zur Kalibrierung
musste dieses Vorgehen bei mindestens drei verschiedenen Miusen angewendet werden.
Dabei ergab sich ein Antwortbereich fir die ratiometrischen Grauwerte, der bei DTT-
vermittelter Reduktion 408,42 * 63,30 (n=78 analysierte Zellen) und bei H,O,- vermittelter

Oxidation 915,47 £ 106,41 (n=76 analysierte Zellen) betrug.

Photo-
multiplier

-t 680 SP

polarisationsbasierte = 490 LP

Strahlenkombination
E_aser —)] \. 670 DCXXR
910 nm)

Xlump
20/
0,95W

SENGIIS

(Laser -J jL
740 n @ Praparat

Spiegel 5

Abbildung 4: 2-Photonenmikroskopie schematischer Aufbau

Die beiden Laser werden mittels Spiegeln und polarisationsbasierter Strahlenkombination alternierend durch
das Objektiv auf die gleiche Gewebestelle gelenkt. Mit diesem Aufbau und den verwendeten Filtern lassen sich

in kiirzesten Zeitabstinden Bilder derselben Zellen mit unterschiedlicher Wellenlinge aufnehmen.
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Gerite:
e Zwei-Photonen-Laser:
* MaiTai eHP DS
* Millennia Prime gepumpter Tsunami
*  Vor jedem Gebrauch Tsunami Pumpleistung auf 4,6 Watt einstellen und beide

Laser-Strahlenginge fein-justieren

Objektive:
= Zeiss, Epiplan, 5x/0,13, /-
»  Olympus, XLUMPlanFl, 20x/0,95W, ©0/0

Filter:

= Dichroit BS 670 + 680 SP + 490 LLP

Software:
* ImspectorPro:
e FHinstellungen zur Suche der Zellen:
¢ Instrument Mode: Single-Beam, Measurement Mode: Einzelbild
(Snapshot), BildgroBe (Size): 300x300um, Pixel: 499x499, Scan-Frequenz
(Frequency): 800Hz, Zeilen-Mittelung (Line Average): 1, PMT1: 65,
Intensitit beider Laser: 3%
e FHinstellungen zur Aufnahme der Zellen:
¢ Instrument Mode: Single-Beam, Measurement Mode: Zwei-Laser Betrieb
(Dual Laser), Size: 300x300, Pixel: 999x999, Frequency:800Hz, Line
Average:2, PMT1: 65, Intensitit beider Laser: 4%

e FHinstellungen zur Aufnahme der Beads Kontrollaufnahme:

¢ Instrument Mode: Single-Beam, Measurement Mode: Dual Laser, Size:
150x150pum, Pixel: 499x499, Frequency:800Hz, Line Average: 2, PMTT1:
60, Intensitit beider Laser: 0,25%
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2.4 Auswertung

Die Auswertung der aufgenommenen Bildpaare erfolgte tiber das Computerprogramm
»Metamorph Offline 7.5.6.0“. Mit der Funktion ,,Basic Filters wurde auf die Rohbilder
zunichst ein Medianfilter angewandt (Parameter: Filter width: 3 Pixels, Filter height: 3 Pixels,
Sub-sample ratio: 1). Dies war notwendig, um die Autofluoreszenz im Hintergrund der
Schnitte zu eliminieren. Zur Berechnung der ratiometrischen Bilder wurden die beiden
bearbeiteten Bilder mit der Funktion ,,Arithmetic und der Operation ,,Dipide” (Parameter:
Numerator: 1000, Denominator: 1) durch einander dividiert. Dabei wurde immer das Bild,
welches mit 740 nm Ausgangswellenlinge aufgenommen wurde, durch das Bild geteilt,
welches mit 910 nm Ausgangswellenlinge aufgenommen wurde. AnschlieBend wurde, zur
besseren Erkennbarkeit der Zellen, im ratiometrischen Bild ,,psexdocolonr® ausgewahlt (Abb.
5). AuBlerdem wurde aus den beiden Rohbildern eines Bildpaares ein ,,Color Combine “-Bild

der Zellen erstellt, um die Erkennbarkeit potentiell verwendbarer Zellen zu verfeinern.

Die so erhaltenen ratiometrischen Bilder konnten nun verwendet werden, um verschiedenen
Zellen einen Grauwert zuzuordnen. Dieser Grauwert beschreibt die relative Oxidation der
jeweiligen Zelle und kann im Kontext der Kalibrierung genutzt werden, um verschiedene
Hirnareale beziiglich ihres Redoxstatus zu vergleichen (Abb. 6). Der in der Kalibrierung
ermittelte Antwortbereich der Grauwerte erstreckt sich von 408,42 bis 915,47. Alle hoheren
und niedrigeren Werte sind deswegen potenzielle Artefakte (z. B. Zellen mit eingeschrinkter
Vitalitit) und wurden daher bei der Auswertung nicht berticksichtigt. Aufgrund des
sigmoidalen Kutvenvetlaufs der Reduktions/Oxidationskurve wurden zudem alle Zellen
ausgeschlossen, die weniger als 5% relative Oxidation oder mehr als 95% relative Oxidation
aufwiesen, da in diesem Antwortbereich die zuverldssige Unterscheidbarkeit der relativen

Oxidationsstufen zu ungenau ist. Demnach sind nur die ratiometrischen Werte von 421 bis

867 zu verwenden (Abb. 11, Abb. 12).
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Abbildung 5: Auswertung mit dem Programm Metamorph am Beispiel 45 pm Schnitte

Am Beispiel der 45 pm Schnitte ist der Programmablauf zu Erstellung ratiometrischer Bilder zu sehen. Dieses
Prinzip wurde fiir 45 pm, 150 pm und 400 um Schnitte verwendet. Bei 400 um dicken Schnitten werden

allerdings einzelne Zellen und keine Areale betrachtet.
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Diese ratiometrischen Werte konnten nun verwendet werden, um mithilfe der verinderten
Nernst-Gleichung die relative Oxidationsstufe und das Redoxpotential der jeweiligen Zellen

zu errechnen.

_ R-R,,
OXDroGFPT_ F910 . [R _R]+[R R ]
F91 Ored OX red.

Formel 1: Berechnung der relativen Oxidationslevel

Die ratiometrischen Rohdaten eingesetzt in diese Gleichung erméglichen einen Vergleich der Zellen in Bezug

auf ihre relative Oxidation.

o ph RT ; (@m)
GFP1™ = GFP1 ~ OF OXD g5

Formel 2: Gleichung fiir das Redoxpotential

Die relativen Oxidationsstufen eingesetzt in diese Gleichung ermdglichen einen Vergleich des jeweils im
Zytosol vorliegenden Thiol-Redoxpotentials der einzelnen Neurone. R = universelle Gaskonstante, T =

absolute Temperatur (Kelvin), F = Faraday-Konstante
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3  Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Kartierung des Redoxzustands in den verschiedenen
Arealen des Gehirns. Diese Kartierung wurde vergleichend bei gesunden Mausen und in
einem Mausmodell fiir das Rett-Syndrom (Megp2”, Mep2’*) durchgefithrt, um in
weiterfithrenden Arbeiten mogliche Therapieansitze fiir das Rett-Syndrom, basierend auf

dem Redoxungleichgewicht der Patienten, zu entwickeln.

Um hier aussagekriftige Daten zu generieren, wurden Miuse in den verschiedensten
Lebensabschnitten untersucht. Dabei wurde zwischen den Geschlechtern, dem Genotyp und
dem Alter unterschieden. So ergeben sich sieben Versuchsgruppen, die untereinander zu
vergleichen sind. Zum einen je eine Gruppe junger (p51—60 (postnatal 51-60)) und alterer
Miuse (p96-175). Diese werden jeweils unterteilt in Mannchen und Weibchen und dann
weiter in Wildtyp und knockout (minnlich) bzw. heterozygot (weiblich). Nach dieser
Unterteilung missten sich theoretisch 8 Gruppen ergeben, da die mannlichen Knockout-

Miuse allerdings selten dlter als p55 werden fehlt diese Gruppe.

Gyrus Dentatus

Gyrus Dentatus Q

L £
385 nm 150 pm 470 nm 150 pm

Abbildung 6: Grolansicht Rohbilder Hippokampus am Beispiel von 150 pm Schnitten

Unverinderte Rohbilder, bevor Filter angewendet und Farben fiir ,,Color Combines® hinzugefigt wurden. Die
starke Exprimierung von roGIFPc im Bereich der CA1 Region ist gut zu erkennen. Neben der Schnittdicke ist

unter den jeweiligen Bildern zudem die genutzte Anregungswellenlinge angegeben.
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Um verwertbare Ergebnisse zu erzielen, sind zu jeder Versuchsgruppe wenigstens die Daten
von drei verschiedenen Miusen erhoben worden. In jeder Gruppe wurden jeweils die
gleichen Areale untersucht (Abb. 7), wobei vor allem der Hippokampus und der Kortex von
besonderem Interesse waren. Beim Hippokampus waren dies die Areale CA1, CA3, Gyrus
Dentatus (oberes und unteres Blatt) und Subiculum. AuBlerdem wurden der visuelle (V1,
V2L, V2ML, V2ZMM), der auditorische (Aul, AuD, AuV), der somatosensorische (S1, S1BF,
STHL, S1Tt, S2) und der motorische Kortex (M1, M2) sowie die Areale RSA und Ect

untersucht.

Bregma -1,70 mm
Interaural 2,10 mm

In Anlehnung an ,, The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates®:

RSG: retrosplenial granular cortex, RSA: retrosplenial agranular cortex,

MPtA: medial parietal association cortex, LPtA: lateral parietal association cortex,

S1Tr: primary somatosensory cortex, trunk region, S1BF: primary somatosensory cortex, barrel field,
S2: secondary somatosensory cortex, Auv: secondary auditory cortex, ventral area,
TeA: temporal association cortex, Ect: ectorhinal cortex,

DG: dentate gyrus, CA1: Cornu Ammonis 1,

CAS3: cornu ammonis 3, D3V dorsal third ventricle,

LV: lateral ventricle
Abbildung 7: Orientierung in Hirnschnitten
Die linke Bildhilfte ist zusammengesetzt aus Einzelbildern fixierter Schnitte, die jeweils einen Teil des Ganzen

zeigen. Die rechte Bildhilfte ist schematisch erginzt. Zur Orientierung wurde die Beschriftung analog zu ,, The

Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates* gewihlt (Paxinos und Franklin 2001).
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Von jeder Maus wurden nach Méoglichkeit vier akute 400 um Schnitte mit dem 2-
Photonenmikroskop untersucht. Je zwei frithe (rostrale) hippokampale (Abb. 8) und zwei
spite (caudale) hippokampale Schnitte (Abb. 9). Die resultierenden ratiometrischen Bilder
enthielten zahlreiche Zellen, die jeweils auf ihre Intaktheit bewertet wurden und anschlieend
je einen ratiometrischen Wert der Redoxbaseline geliefert haben (Abb. 10). Auf diese Weise

wurde die Redoxbalance fur eine Gesamtheit von 10045 verwendbaren Zellen ausgewertet.

Legende:

*!: RSA

*2: motorischer
Kortex

*3: somato-
sensorischer
Kortex

**: CA1
** Gyrus
Dentatus

motorischer Kortex (M1)

Bregma -1,22 mm
Interaural 2,58 mm

somatosensorischer Kortex
(S1BF)

somatosensorischer Kodex
(S1BF)

Abbildung 8: Mehr rostral gelegene ,,frithe* Hirnschnitte

In ,frihen® Schnitten kénnen andere Areale befundet werden als in ,Spiten” (mehr caudal gelegenen
Schaitten). So finden sich hier vor allem det motorische Kortex, der somatosensorische Kortex, RSA und meist

auch CA1 und der Gyrus Dentatus. Skalierungsbalken in diesem und folgenden Diagrammen gelten jeweils fir
alle Teilbilder.
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visueller Kortex
(V2ML)

auditorischer Kortex

(Aut)

Ect

Subiculum

RSA

Bregma -2,46 mm
Interaural ,134 mm

Legende:

. Ect *2. auditorischer Kortex
*3. visueller Kortex *. RSA

*- CA1 *®. Gyrus Dentatus

*. CA3 *%. Subiculum

*% Ventrikel

CA3

Gyrus Dentatus

Abbildung 9: ,,spite* (mehr caudal gelegene) Hirnschnitte

In mehr caudal gelegenen Schnitten finden sich vor allem der visuelle Kortex, der auditorische Kortex, CA1,

CA3, Gyrus Dentatus, RSA, Subiculum und meist auch Ect.
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zerstorte

; e Zelle :
Ratio CA1, +/y, p106 Ratio CA3, +/-, p55

intakte Zelle

zerstorte
Zelle

Ratio Gyrus Dentts, +/-, p55

Ratio M1, +/-, p55

Abbildung 10: Bildbeispiele einiger Areale zur Verwertbarkeit von Zellen

Das roGFP1c wird unterschiedlich in den verschiedenen Arealen exprimiert. Daher sind die Zellen in CA1 am
deutlichsten und in CA3 weniger klar abzugrenzen. Je dunkler eine Zelle, desto reduzierter ist ihr Zytosol. Sehr
helle Zellen sind dementsprechend mit hoher Wahrscheinlichkeit zerstort und sollten daher nicht ausgewertet
werden. Thre Redoxwerte liegen auch weit aulerhalb des Antwortbereiches. Begriindet durch das jeweilige

Ausmal} der roGFP1c Expression variiert die Anzahl der Zellen somit stark von Areal zu Areal.

3.1 Kalibrierung

Um die relative Oxidationsstufe berechnen zu kénnen, mussten zuerst die ratiometrischen
Grenzwerte fur die Zellen, beztglich maximaler Oxidation und Reduktion, festgestellt
werden. Zu diesem Zweck wurde eine Kalibrierung mit DTT und H>O, an drei Wildtyp-
Miusen (p87, p89 und p89) durchgefithrt. Dabei wurden nur Zellen des Areals CA1 des
Hippokampus betrachtet, da hier roGFPlc am stirksten exprimiert wird und damit die
Zellen sehr deutlich zu erkennen waren. Dies ist essentiell, da nach der Gabe des jeweiligen
Redoxmodulators dieselbe Zellschicht wie zuvor bewertet werden sollte. Nach Méglichkeit

wurde zudem versucht immer die exakt gleichen Zellen, nach Gabe von H»O, und nach
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DTT, zu vergleichen (Abb. 11, Abb. 12). Bei n=76 untersuchten Zellen fiir H>O,und n=78
Zellen fir DTT ergab sich ein Antwortbereich fiir die ratiometrischen Grauwerte von
vollstindig reduziert 408,42 +63,3 bis maximal oxidiert 915,47 £1006,41.

Kalibrierung H,0, und DTT

1200 -
1000 -
Q
)
o 800 -
2
35
© 600 -
(U] Ratio DTT
o) i T
= 400 B Ratio H202
o
200 -
O J
Wirkstoff
Ratio DTT 408,421
m Ratio H202 915,474

Abbildung 11: Kalibrierung

Werte der roGFP1c Kalibrierung, die den mdglichen ratiometrischen Antwortbereich darstellen und fiir die
Berechnung der relativen Oxidationslevel bendtigt werden. Aufgetragen sind Mittelwerte, die Fehlerbalken

reprisentieren die zugehorige Standardabweichung.
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ohbild von CA1
ACSF bei 910 nm

Rohbild von CA1
ACSF bei 740 nm

Metamorph:
Bild 740 nm
Bild 910 nm

oxidiert reduziert

-

ild von CA1 ‘ hesfl ViR ratiometrisches Bild von CA1
nach DTT Gabe
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Legende:
*:Nervenzelle
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*:Intrazellular-
' raum

*:gleich-
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Zellschicht fir
Kalibrierung

]
Color Combine von CA1 nach Beads Kontrollbild von
ACSF Gabe Referenzobjektrager

Abbildung 12: Kalibrierung, Verwertbarkeit, Auswertung

Der Weg vom Rohbild zur verwertbaren Zelle in einem ratiometrischen Bild, kontrolliert durch ein Color
Combine der grin und rot gefirbten Rohbilder sowie cin Beads Kontrollbild. Der Vergleich der
ratiometrischen Bilder der Kalibrierung zeigt, dass je héher oxidiert (H20O2), desto heller erscheinen die Zellen
und umgekehrt (DTT). In der Auswertung ergibt sich aus diesen Bildern der ratiometrische Antwortbereich,

der sich von maximal oxidiert zu reduziert erstreckt.
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Um einen zuverlissigen Antwortbereich festzulegen, wurden nur die Daten derjenigen
Zellen verwendet, bei denen die Werte iber 5% und unter 95% des gesamten
Antwortbereichs liegen. Diese Mal3nahme grenzt die zu verwendenden Daten auf Ratio-
Grauwerte von 421 bis 867 ein. Damit soll verhindert werden, dass einzelne pathologisch
niedrige oder hohe Werte die tatsichlichen Verhaltnisse verfilschen. So ist es zum Beispiel
moglich, dass auch Zellen gemessen wurden die nicht mehr ausreichend vital waren. Dies
wirde zu einem Uberhohten ratiometrischen Wert fithren, der aber nicht die tatsichliche

physiologische Situation widerspiegelt.

Der Redoxantwortbereich ist allerdings nicht nur als Rahmen fiir die erhobenen Daten
wichtig. Zusatzlich werden die beiden Grenzwerte (Rox (Redoxantwortbereich Grenzwert
maximal oxidiert): 408 und Rred (Redoxantwortbereich Grenzwert maximal reduziert): 916)
zur Berechnung der relativen Oxidationsstufe benotigt. Neben den Grenzwerten und den
ratiometrischen Grauwerten der einzelnen Zellen, wird aulerdem der Quotient aus F9100x
durch F910red benotigt. Hierfiir wurden die Rohbilder der Aufnahmen der Kalibrierung
verwendet. Mit dem Mai-Tai-Laser wurden Aufnahmen mit der Wellenlinge 910 nm von
denselben Zellen nach Zugabe des Oxidations- bzw. Reduktionsmittels aufgenommen.
Damit konnte das Verhaltnis der Grauwerte der einzelnen Zellen nach Behandlung mit H,O,
zu den Grauwerten derselben Zelle nach DTT-Gabe errechnet werden. Bei n=79 Zellen
ergab sich ein durchschnittlicher Wert von F9100x/F910red=0,49710,126, der als
Instrument-Faktor ~ simtliche = optischen  Gegebenheiten  des  genutzten — 2-

Photonenmikroskops beinhaltet.

3.2 Relative Oxidationslevel und Redoxpotentiale im Vergleich der

Genotypen und Geschlechter

In die entsprechende Gleichung (Formel 1, Seite 25) eingesetzt liefern die ratiometrischen
Grauwerte die relative Oxidationsstufe der jeweiligen Neurone. Die gesammelten Daten
wurden so in den jeweiligen Gruppen zusammengefasst, Mittelwerte gebildet und die
zugehorigen Standardabweichungen ermittelt. In Sdulendiagramme tibertragen lassen sich so

die verschiedenen Untergruppen leicht miteinander vergleichen und oft statistisch
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signifikante, Genotyp-bedingte Unterschiede identifizieren. Dabei sind nach Analyse mittels
2-seitigem, ungepaartem T-Test p<0,05 (signifikant), p<0,01 (sehr signifikant) und p<0,001
(hochst signifikant) zu unterscheiden. Im Folgenden wird dies in den Diagrammen durch *
(signifikant), ** (sehr signifikant) und *** (héchst signifikant) markiert, im beschreibenden
Text vereinfachend aber nur von signifikanten Unterschieden gesprochen. Das spezifische
Signifikanzniveau kann den Diagrammen entnommen werden. Die Anzahl der Messwerte n
ist in der Basis der jeweiligen Sdulen der Diagramme zu finden. Fir multiple Vergleiche, z. B.
der verschiedenen Hirnregionen untereinander, kam eine Varianzanalyse zum Finsatz. Da
unabhingige Gruppen verglichen wurden, die nicht normal verteilt sind, wurde der Kruskal-
Wallis-Test gefolgt vom multiplen Vergleich mittels Dunn’s posthoc Test durchgefiihrt. Es
wurde im Hippokampus gegen das Referenzareal CA1l des jeweiligen Genotyps und der
jeweiligen Altersgruppe verglichen. Im Kortex diente der visuelle Kortex als Referenzareal,
wobei auch hier zusitzlich alle Kortexareale gegen CAl verglichen wurden. Die beiden
Areale wurden ausgewihlt, da sie jeweils die niedrigste relative Oxidation aufwiesen. In den
folgenden Abschnitten wird abkirzend von Varianzanalyse gesprochen. Die jeweils
verwendeten Testverfahren sind in der Legende der entsprechenden Abbildungen

angegeben.

Aus den Werten der relativen Oxidationsstufen der jeweiligen Zellen kann, eingesetzt in die
abgewandelte Nernst Gleichung (Formel 2, Seite 25), das tatsdchliche Thiol-Redoxpotential
der einzelnen Zellen berechnet werden (Hanson et al. 2004). Aufgrund dieser Abhingigkeit
folgt, dass je hoher die relative Oxidationsstufe ist, desto hoher ist auch das entsprechende
Redoxpotential. Umgekehrt heil3t das, dass je niedriger die relative Oxidationsstufe, desto
niedriger ist das jeweilige Redoxpotential. Also sind in den verschiedenen Mausgruppen die
Unterschiede und Gemeinsamkeiten ihrer relativen Oxidationsstufen analog auch bei den
entsprechenden Redoxpotentialen zu erkennen. Das Standard-Redoxpotential von roGFP1c
betrigt B’ worp1ic=-291 mV. Basierend auf den relativen Oxidationsstufen ergeben sich in den

verschiedenen Arealen durchschnittliche Redoxpotentiale von ca. -270 mV bis ca. -300 mV.

Die erste Versuchsreihe widmet sich den Redoxbedingungen des Hippokampus. Das
folgende Diagramm zu Abb.13 vergleicht die verschiedenen Hippokampusareale CA1, CA3,
Gyrus Dentatus und Subiculum von minnlichen Wildtyp- und Knockoutmausen im Alter

von 51-60 Tagen.
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Im Vergleich der Hippokampusregionen untereinander zeigt sich zunachst fiir beide
Genotypen, dass der Gyrus Dentatus jeweils knapp hohere Oxidationsstufen als die CA3
Region aufweist, aber deutlich hohere als das Subiculum. Die CA1 Region wiederum liegt
von den Oxidationsstufen am niedrigsten und noch knapp unter denen vom Subiculum
(Abb. 13). Nach Varianzanalyse beider Genotypen gegen das jeweilige Referenzareal CA1l

zeigen sich hier entsprechend signifikante Unterschiede bei CA3 und beim Gyrus Dentatus.

Genotypisch bedingte, signifikante Unterschiede (p<0,05) finden sich in den Arealen CA3
und Gyrus Dentatus. In der CA3 Region sind die Neurone der Wildtypen stirker oxidiert als
die der Mep2” Knockoutmiuse. Im Gyrus Dentatus verhilt es sich allerdings genau
umgekehrt, denn hier weisen die Mep2” Minnchen oxidiertere Redoxbedingungen auf. In

der CA1 Region und dem Subiculum zeigen sich keine genotypisch-bedingten Unterschiede.

OXD, rp1c Hippokampus Mannchen +/y vs -y
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Abbildung 13: Relative Oxidationsstufen der minnlichen Wildtyp- und Knockoutmiuse im
Hippokampus, p51-60.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert von CA1l: #).
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Die Auswertung der Redoxpotentiale zeigt entsprechende Verhiltnisse (Abb. 14). Mit
Ausnahme des Gyrus Dentatus und CA3 liegen keine signifikanten (p<<0,05) Unterschiede

zwischen den Genotypen und bei der Varianzanalyse vor.

Im Vergleich der Hippokampusregionen innerhalb der Genotypen liegen in der CA1 Region
und dem Subiculum sehr negative Redoxpotentiale vor, wihrend sie bei CA3 und dem Gyrus
Dentatus deutlich positiver sind. Bei den Knockoutmiusen ist das Redoxpotential etwas
negativer als bei den Wildtypen, wobei hier der Gyrus Dentatus jedoch die Ausnahme bildet
(Abb. 14).
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Abbildung 14: Redoxpotential [mV] der minnlichen Wildtyp- und Knockoutmiuse im Hippokampus,
p51-60.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert von CA1l: #).

Entsprechende vergleichende Untersuchungen des Hippokampus wurden auch an
weiblichen Tieren durchgefithrt. Hierbei kamen allerdings zwei verschiedene Altersgruppen

zum Einsatz (p51-60 und p96-175).



Ergebnisse 37

Abbildung 15 zeigt ein Diagramm, welches die Hippokampusareale CA1l, CA3, Gyrus
Dentatus und Subiculum von weiblichen Wildtypen und heterozygoten Rett-Miusen
(Mecp2*") der Altersgruppe p51-60 vergleicht. Nur in den Arealen CA3 und Subiculum
finden sich signifikante genotypische Unterschiede (p<0,05) in den relativen
Oxidationsstufen, wobei hier die Oxidationsstufen der Wildtypen héher sind als die der
heterozygoten Miuse. Ansonsten lasst sich im Vergleich auch ein gewisser Trend zwischen
den Hirnregionen erkennen. Der Gyrus Dentatus, CA3 und Subiculum zeigen bei den
Wildtypen dhnlich hohe Werte, wihrend CAl deutlich weniger oxidiert erscheint. Die
heterozygoten Tiere zeigen zwischen den Arealen ein dhnliches Muster, mit der Ausnahme,
dass die CA3-Werte auf dhnlichem Level wie beim Subiculum sind. Die Varianzanalyse gegen
das Referenzareal CAl zeigt Genotyp tbergreifend signifikante Unterschiede aller Areale
gegentiber CA1 (Abb. 15).
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Abbildung 15: Relative Oxidationsstufen der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im
Hippokampus, p51-60.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten

markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert von CA1l: #).

Bei den Redoxpotentialen liegen in dieser Altersgruppe (p51-60) nur in den Arealen CA3

und Subiculum signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen den Genotypen vor. Im
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Vergleich der Hirnregionen weist CA1 das niedrigste Redoxpotential auf, wihrend es bei den
anderen drei Arealen auch nach Varianzanalyse signifikant hoher ist. Bei den heterozygoten

Miusen ist das Redoxpotential generell etwas negativer als bei den Wildtypen (Abb. 16).

E,.crr1c HiPPOkampus Weibchen +/y vs -/y
CAl CA3 Gyrus Dentatus Subiculum
O -
110 108 54 143 174 52
_50 - I
-100 - -
S
E
w150 - | | m+/++/T
5 B4/ +/T
°
2200 - -
S
&
-250 - -
300 .
s ## # # ##

Abbildung 16: Redoxpotential [mV] der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im
Hippokampus, p51-60.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten

markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert von CAl: #).

Die nachfolgende Abbildung 17 dient dem Vergleich der wunterschiedlichen
Hippokampusareale CA1, CA3, Gyrus Dentatus und Subiculum von weiblichen Wildtypen
und heterozygoten Miusen in der Altersgruppe p96-175. In den Arealen CA3 und Gyrus
Dentatus finden sich fiir die Genotypen signifikante Unterschiede (p<0,05). Die Neurone
der heterozygoten Mause sind in allen 4 Arealen stirker oxidiert als die der Wildtypen. Der
Gyrus Dentatus ist insgesamt am stirksten oxidiert, dicht gefolgt von CA3. CA1 ist am
niedrigsten oxidiert und Subiculum etwas héher. Im Zusammenhang mit der Varianzanalyse
der Areale gegen die Referenz CA1 sind diese Unterschiede aller 3 Areale beider Genotypen
signifikant (Abb. 17).
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Abbildung 17: Relative Oxidationsstufen der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im
Hippokampus, p96-175.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten

markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert von CAl: #).

Die daraus abgeleiteten Redoxpotentiale aus Abbildung 18 zeigen, dass mit Ausnahme von
CA3 und des Gyrus Dentatus keine signifikanten (p<0,05) Unterschiede zwischen den
Genotypen in dieser Altersstufe vorliegen. Bei CA1 und dem Subiculum liegen sehr niedrige
Redoxpotentiale vor, wihrend sie bei CA3 und dem Gyrus Dentatus hoher sind. Trotz des
auch recht niedrigen Redoxpotentials im Subiculum sind nach Varianzanalyse alle 3 Areale
Genotyp tbergreifend mit signifikant hheren Redoxpotentialen versehen als die Referenz
CA1. Bei den heterozygoten Miusen ist das Redoxpotential etwas hoéher als bei den
Wildtypen (Abb. 18).
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Abbildung 18: Redoxpotential [mV] der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im
Hippokampus, p96-175.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten

markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert von CAl: #).

Nach der erfolgten Bewertung der Hippokampusformation wurden nun die
Redoxbedingungen in verschiedenen kortikalen Arealen beleuchtet. Von Interesse waren
dabei vor allem der visuelle, der auditorische, der somatosensorische und der motorische
Kortex sowie die Areale RSA (retrosplenialer agranulirer Kortex) und Ect (entorhinaler
Kortex). In Abbildung 19 werden diese Areale von mannlichen Wildtyp- und
Knockoutmausen im Alter von p51-60 verglichen. Der visuelle und motorische Kortex
sowie das Areal RSA zeigen signifikante (p<0,05) Unterschiede zwischen den Genotypen.
Im motorischen Kortex sind die Neurone der Knockoutmause stirker oxidiert als die der
Wildtypen. Beim visuellen Kortex und RSA verhilt es sich genau umgekehrt (Abb. 19).
Mittels Varianzanalyse gegen das Referenzareal visueller Kortex zeigt sich hier nur beim
motorischen Kortex der Knockoutmiuse ein signifikanter Unterschied in der

Oxidationsstufe.
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Abbildung 19: Relative Oxidationsstufen der minnlichen Wildtyp- und Knockoutmiuse im Kortex,
p51-60.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich
mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert des visuellen Kortex: #).

Entsprechend fallen nur im visuellen Kortex, RSA und im motorischen Kortex signifikante
(p<0,05) Unterschiede der Redoxpotentiale zwischen den Genotypen auf, welche in
Abbildung 20 dargestellt sind. Allerdings unterscheiden sich die Redoxpotentiale in ihren
Werten insgesamt wenig. Bei den Knockoutmiusen ist das Redoxpotential etwas negativer
als bei den Wildtypen. Nur im motorischen Kortex findet sich eine oxidiertere Redoxbalance
bei den minnlichen Knockoutmausen als bei den Wildtypmausen (Abb. 20). Wie bei den
relativen Oxidationsstufen liegt auch hier nur bei den Knockoutmiusen im motorischen

Kortex ein signifikanter Unterschied nach Varianzanalyse vor.
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Abbildung 20: Redoxpotential [mV] der minnlichen Wildtyp- und Knockoutmiuse im Kortex, p51-60.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich
mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert des visuellen Kortex: #).

Bei der kortikalen Analyse in den weiblichen Tieren wurden erneut jeweils jiingere und altere
Tiere, d.h. die Altersgruppen p51-60 und p96-175 untersucht. Hierbei wurden der visuelle,
auditorische, somatosensorische und der motorische Kortex sowie die Areale RSA und Ect

verglichen.

So zeigten sich in jingeren Tieren signifikante Unterschiede (p<<0,05) zwischen den
Wildtypen und heterozygoten Miusen im auditorischen, somatosensorischen und
motorischen Kortex sowie im Areal Ect. Bei allen dreien sind die Zellen der Wildtypen
starker oxidiert als die der heterozygoten Tiere. Dasselbe ist auch im Vergleich der anderen
Hirnareale zu erkennen. Nur im Areal RSA sind die Zellen der heterozygoten Tiere minimal
héher oxidiert (Abb. 21). Nach Durchftihrung der Varianzanalyse gegen das jeweilige
Referenzareal visueller Kortex ergeben sich bei den Wildtypen signifikante Unterschiede im
auditorischen und motorischen Kortex sowie im Areal Ect. Die heterozygoten Miuse wiesen

nur im Areal Ect signifikante Unterschiede auf.
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Abbildung 21: Relative Oxidationsstufen der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im
Kortex, p51-60.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich
mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert des visuellen Kortex: #).

Daraus ergeben sich fir Abbildung 22 beztglich der Redoxpotentiale im auditorischen,
somatosensorischen Kortex, Ect und im motorischen Kortex signifikante (p<0,05)
Unterschiede zwischen den Genotypen. Allerdings unterscheiden sich die Redoxpotentiale
in ihren Werten insgesamt wenig. Bei den heterozygoten Mausen ist das Redoxpotential
etwas negativer als bei den Wildtypen (Abb. 22). Die Durchftihrung der Varianzanalyse gegen
das jeweilige Referenzareal visueller Kortex zeigen bei den Wildtypen signifikante
Unterschiede im auditorischen und motorischen Kortex sowie im Areal Ect. Die

heterozygoten Mause wiesen nur im Areal Ect signifikante Unterschiede auf.
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Abbildung 22: Redoxpotential [mV] der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im Kortex,
p51-60.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich
mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert des visuellen Kortex: #).

Die Ergebnisse der relativen Oxidationsstufen der dlteren Weibchen im Alter von p96-175
sind in Abbildung 23 aufgezeigt. Hier finden sich in allen Hirnarealen signifikante (p<0,05)
Unterschiede zwischen den Genotypen. Die Neurone der heterozygoten Tiere sind alle
deutlich stirker oxidiert als die der Wildtypen. Gegen das Referenzareal visueller Kortex des
jeweiligen Genotyps durchgefithrte Varianzanalyse zeigt hingegen nur in den Arealen RSA
und Ect signifikante Unterschiede, wobei RSA bei den Wildtypen diesen Unterschied nicht
aufweist (Abb. 23).
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Abbildung 23: relative Oxidationsstufen der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im
Kortex, p96-175.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich

mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert des visuellen Kortex: #).

Die entsprechenden Redoxpotentiale in Abbildung 24 zeigen signifikante (p<0,05)

Unterschiede zwischen den Genotypen in allen Kortexarealen. Das Redoxpotential der

heterozygoten Miuse ist deutlich hoher als es bei den Wildtypen ist. Die Varianzanalyse zeigt

hier wie auch bei den relativen Oxidationsstufen signifikante Unterschiede im Areal RSA

und Ect der heterozygoten Mause. Bei den Wildtypen nur im Areal Ect (Abb. 24).
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Abbildung 24: Redoxpotential [mV] der weiblichen Wildtypen und heterozygoten Miuse im Kortex,
p96-175.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Genotyp-bedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001;
Regionsspezifische Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich
mittels Dunn’s posthoc Test gegen den Referenzwert des visuellen Kortex: #).

3.3 Relative Oxidationslevel im Altersvergleich

Weiterfithrend muss auch die zeitliche Entwicklung der zelluliren Redoxbalance in den
cinzelnen Untergruppen im Rahmen der Reifung/Alterung berticksichtigt werden. So ist
sowohl bei den Wildtyp Minnchen (Abbildung 25) als auch bei den Wildtyp Weibchen
(Abbildung 26) klar zu beobachten, dass die relative Oxidationsstufe bei jiingeren Tieren in

nahezu allen Hirnarealen hoher ist als in den dlteren Tieren.

Konkret sind somit mit Ausnahme von CA1, Gyrus Dentatus und Ect, die niherungsweise
demselben Trend folgen, die relativen Oxidationsstufen der Areale bei jungen Minnchen
signifikant (p<<0,05) hoher als bei alten Midnnchen. Die Varianzanalyse wurde hier bei allen
Arealen eines Genotyps gegen das Referenzareal CA1 durchgefthrt. Es zeigt sich bei beiden
Genotypen das gleiche Bild. Nur im Subiculum finden sich keine signifikanten Unterschiede

(Abb. 25).
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Abbildung 25: Relative Oxidationsstufen der minnlichen Wildtypen p51-60 versus p96-175.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Altersbedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; Regionsbedingte
Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich mittels Dunn’s
posthoc Test gegen den Referenzwert von CAl: #). (Areale: CA1, CA3, Gyrus Dentatus, Subiculum, visueller
Kortex, auditorischer Kortex, somatosensorischer Kortex, RSA, Ect, motorischer Kortex).

In den weiblichen Wildtyptieren sind mit Ausnahme von CA3, das nidherungsweise
demselben Trend folgt, die relativen Oxidationsstufen der Hirnareale bei jungen Weibchen
signifikant (p<0,05) héher als bei alteren Weibchen (Abb. 26). Fir die Varianzanalyse gilt
hier, dass gegen CA1l als Referenz alle Areale Genotyp ubergreifend signifikante

Unterschiede aufweisen.
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Abbildung 26: Relative Oxidationsstufen der weiblichen Wildtypen p51-60 versus p96-175.

Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Altersbedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; Regionsbedingte
Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich mittels Dunn’s
posthoc Test gegen den Referenzwert von CAl: #). (Areale: CA1, CA3, Gyrus Dentatus, Subiculum, visueller
Kortex, auditorischer Kortex, somatosensorischer Kortex, RSA, Ect, motorischer Kortex).

Interessanterweise ist dieser Trend zu weniger oxidierten Redoxbedingungen mit steigendem
Alter bei heterozygoten Mecp2+/- Weibchen nicht zu beobachten. Hier sind die Werte sehr
konstant, wobei einerseits die jingeren Tiere in CA1, Subiculum und dem visuellen Kortex
stirkere Oxidationsstufen aufweisen und andererseits die idlteren in den anderen Arealen
stirker oxidierte Verhiltnisse zeigen. Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen den
korrespondierenden Altersgruppen finden sich nur in den Arealen CA1, CA3 und dem Gyrus
Dentatus, wobei CA3 mit sehr viel stirkerem Unterschied zwischen den Altersgruppen
hervorsticht. Die Varianzanalyse zeigt wie bei den weiblichen Wildtypen in allen Arealen

beider Genotypen signifikante Unterschiede gegen CA1.
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Abbildung 27: Relative Oxidationsstufen der heterozygoten Weibchen p51-60 versus p96-175.
Statistisch signifikante Unterschiede der Hirnareale untereinander sind durch die Sternchen und Rauten
markiert (Altersbedingte Unterschiede nach T-Test: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001; Regionsbedingte
Unterschiede durch Rangsummentest nach Kruskal-Wallis gefolgt vom multiplen Vergleich mittels Dunn’s
posthoc Test gegen den Referenzwert von CAl: #). (Areale: CA1, CA3, Gyrus Dentatus, Subiculum, visueller
Kortex, auditorischer Kortex, somatosensorischer Kortex, RSA, Ect, motorischer Kortex).

Eine Aussage in Bezug auf minnliche Knockoutmiuse im Alter jenseits von p58 ist mit

Hinblick auf ihre kurze Lebenserwartung nicht méglich.

3.4 Alternative Methoden

Es wurden mehrere, technische Ansitze verfolgt, um verwertbare Ergebnisse und eine
Quantifizierung der Redoxbalance erzielen zu kénnen. So wurden die Hirnschnitte in
verschiedenen Schichtdicken mit unterschiedlichen Behandlungen bzw. Messmethoden
untersucht. Einige Vorgehensweisen fithrten nicht zum Ziel. Diese werden im Folgenden

beschrieben.

Untersucht wurden z. B. 45 um Kryoschnitte. Hier wurde das Areal CA1 identifiziert und

anschlieBend je ein Bild mit der Wellenlinge 385 nm und 470 nm aufgezeichnet. Die
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Auswertung dieser Bilder erfolgte analog zur Auswertung der akuten 400 pm Schnitte mit
dem Programm Metamorph. Allerdings waren die Ergebnisse nicht wie erwartet. Aufgrund
der Behandlung mit DA, DTT und NEM sollte ein groBler Unterschied in den
ratiometrischen Messwerten zu erkennen sein, der allerdings nicht in angemessener Weise zu

sehen war. Im Besonderen schien DA nicht den gewtlinschten Effekt zu haben.

Aus diesem Grund wurde die Behandlung mit DA sowohl mit Konzentrationen von 1 mM,
5 mM und 10 mM durchgefiihrt. Alternativ wurde DA durch H>O; ersetzt. Es zeigte sich,
dass die ratiometrischen Redoxwerte beit DA 10 mM und H>O; hoher (stirker oxidiert) waren
als bei 5 mM oder nur 1 mM. Allerdings nicht so hoch wie es sie sein sollten und nicht weit
genug vom Ist-Redoxzustand (Behandlung mit NEM) entfernt. Zudem schien H>O die
Schnitte anzugreifen. Die Uberlegung war daher, dass der Ist-Zustand nicht korrekt
festgehalten wurde und die mit NEM behandelten Schnitte vor der Fixierung weiter oxidiert

waren.

Zur Vermeidung dieses Problems fithrten wir von da an alle Schritte von der Dekapitation
an unter einer Argon-Schutzatmosphire durch, um den Einfluss von Umgebungs-Sauerstoff
zu eliminieren. Obwohl dies einen messbaren Effekt hatte, wichen die Redoxwerte immer
noch zu stark von den Erwartungen ab. Dies deutete darauf hin, dass das Problem nicht bei
der Priparation oder Behandlung des Gewebes lag. Also wurden Bilder der Hirnschnitte mit
zwanzigfacher VergroBerung mit dem 2-Photonen-Laser gemacht. Mit dieser Vergroflerung
und der Moglichkeit durch verschiedene Ebenen der Schnitte zu zoomen, wurde sichtbar,
dass in den 45 um Kryoschnitten keine intakten Zellen mehr vorhanden waren. Vor diesem
Hintergrund ergaben die zuvor erhaltenen Messwerte Sinn, da es kein geschlossenes

Zellsystem gab, das noch einen physiologischen Redoxzustand hitte widerspiegeln kénnen.

Allerdings hatte sich gezeigt, dass durch die Behandlungen dennoch Teile der untersuchten
Areale oxidiert, bzw. reduziert werden kénnen. Die Vermutung liegt nahe, dass es sich bei
diesen Teilen um Zellorganellen handelt, die bei der Zerstorung der Zellen intakt geblieben
sind oder es fragmentierte zellulire Vesikel sind. Unterstutzt wird diese Vermutung durch
die Bilder des 2-Photonen-Lasers, auf denen genau dort kleine fluoreszierende Flecken

erkennbar sind, wo die Zellen hitten sein sollen.
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Die Frage war nun, wieso die Zellen nicht unversehrt waren. Entweder wurden sie beim
Prozess des Einfrierens oder beim Auftauen zerstort. In der Konsequenz wurde das
Protokoll dahingehend geindert, dass das Einfrieren schonender durchgefithrt wurde. In
flissigem Stickstoff vorgekuhltes Isopentan wurde in eine Schale gegeben, in der die
Hemisphiren fir eine Minute vorgefroren wurden. AnschlieBend wurden sie zwei Minuten
in Isopentan, das in flussigem Stickstoff vollstindig heruntergekiihlt wurde, tiefgefroren.
Trotz dieser Protokollinderungen zeigte sich jedoch im Nachhinein, dass die Zellen

trotzdem zerstort waren.

Also wurde ein noch schonenderes Einfrieren ausprobiert. Zu diesem Zweck wurde
Isopentan in einem 10 ml Becherglas in einem Trockeneis-Eis-Gemisch heruntergekiihlt und
die Hemisphiren darin fir drei Minuten gefroren. Auch dieses Vorgehen fiihrte nicht zum
Erfolg. Die Vorgehensweise mit tiefgefrorenen Gehirnen und 45 um Schnitten am Kryotom

wurde daher als nicht brauchbar verworfen.

Im Folgenden wurden Versuche mit 150 um dicken, akuten Schnitten durchgefithrt. Die Idee
dahinter war, die Zellen bis zum Schritt der Fixierung am Leben zu erhalten. So wurden die
Behandlungsschritte analog zu den 45 um Schnitten durchgefithrt. Der Unterschied lag darin,
dass die jeweiligen Schnitte (als Ganzes) in Bader gegeben wurden, in denen der jeweilige
Wirkstoff (DA, DTT, NEM) in ACSF gel6st wurde. Die Kithlung der Schnitte erfolgte

analog zum Behandlungsprotokoll fiir die Kryoschnitte.

Jedoch wurden alle Losungen bis zur Fixierung mit NEM mit Carbogen begast. Ein anderer
Ansatz war es, die Losungen bis zur Fixierungslésung im Wasserbad auf 40°C zu erhitzen.
AuBerdem wurde auch hier DA in Konzentrationen von 1 mM, 5 mM und 10 mM
verwendet. Wiederum waren die erhaltenen Auswertungs-Ergebnisse nicht aussagekriftig,

so dass auch dieser Ansatz verwotrfen wurde.

Zielfihrend war damit also letztlich nur die Analyse auf Einzelzellebene an vitalen, akuten

400 um dicken Hirnschnitten.
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4 Diskussion

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden verschiedenste Untersuchungen zum Rett-Syndrom
durchgefithrt. Mausmodelle wurden kreiert, Ursachenforschung betrieben und
Therapieansitze  formuliert. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein
Redoxungleichgewicht im ZNS der Patienten als eine der wahrscheinlichen Ursachen der
Krankheitssymptome identifiziert oder das dieses zumindest zu deren Entstehung beitrigt.
Der Defekt im Megp2-Gen fiihrt zu einer gestorten Expression des MECP2-Proteins und

damit zu mitochondrialen Fehlfunktionen sowie einer erhohten ROS-Produktion.

4.1 Einfluss von ROS

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) spielen in vielen physiologischen Prozessen eine wichtige
Rolle (Schieber und Chandel 2014). Sie modulieren die Funktion vieler Proteine und
Enzyme. Als Beispiel sei H,O» genannt, welches vor allem Thiol-Gruppen an Proteinen
oxidiert und so ihre Konfiguration und Funktion verindern kann. Dem entgegen steht
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) als Reduktionsmittel, das an
denselben Thiol-Gruppen ansetzt. In den Zellen ist Glutathion (GSH/GSSG) ein wichtiges
Redoxpuffer-System mit besagten Thiol-Gruppen, sodass eine Anderung in dessen
Puffergleichgewicht die Redoxbalance widerspiegelt (Meyer et al. 2007). Der von uns
verwendete Redoxindikator toGFP1c wird ebenfalls an Thiol-Gruppen reduziert/oxidiert,
sodass man direkte Einsicht in das (sub)zellulire Gleichgewicht bekommt (Hanson et al.

2004).

ROS kénnen férderlich fiir die Gesundheit der Zellen sein, wenn sie diese in relativ geringen
Mengen stimulieren und provozieren, was die Abwehr der Zellen verstirkt. Dieser
Sachverhalt wird auch als Mitohormesis bezeichnet (Ristow 2014; Yun und Finkel 2014) und
kann sogar die Lebensdauer von Zellen verlingern. So wurde z. B. bei einer leichten

Entkopplung der Atmungskette mit resultierendem Protonenleck, entgegen den eigentlichen
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Erwartungen, eine geringere oxidative Belastung festgestellt, was bei den untersuchten Zellen
zu einer lingeren Lebensdauer fithrte (Mishmar et al. 2003). Dabei wirken die ROS als
Signalmolekiile und férdern im Nukleus die Expression von Proteinen, die Stress
kompensieren und die Mitochondrien unterstiitzen. Auflerdem wird angenommen, dass
physiologisch erhéhte ROS in Reaktion zu einer verbesserten Immunantwort,

Stammzellenerneuerung, Proliferation und Differenzierung der Zellen fithren (Schieber und

Chandel 2014).

Wenn dauerhafte Belastung mit ROS die Zellen dazu stimuliert, dass sie vermehrt Proteine
transkribieren, die zum einen die Belastung reduzieren und zum anderen die Zellen
resistenter gegen Stress und Angriffe machen, dann passt dies zu den Ergebnissen dieser
Arbeit. Die jungen Wildtypmiuse zeigen hohere oxidierte zytosolische Redoxbedingungen
als die Alteren. Letztere wurden moglicherweise durch lang andauernden Stimulus resistenter
und die relative Oxidation der Zellen ist niedriger. Wenn dem so ist, dann konnte fir eine
normale kognitive Entwicklung eine Abnahme der relativen Oxidation notwendig sein. Die
Rett-Miuse beider Geschlechter zeigen in jungem Alter kaum Unterschiede zu den jeweiligen
Wildtypen, da sich die Rett-Symptomatik erst auf Dauer durch die ausbleibende Anpassung

an den oxidativen Stress einstellen konnte.

Die ilteren heterozygoten Rett-Mause haben dhnlich hohe Oxidations-Level wie in der
Jugend. Ursichlich kénnte eine zu hohe ROS-Produktion sein, die zu Schiden an der
Struktur von Proteinen und Enzymen fuhrt. Diese miussten sich dann allerdings
akkumulieren und entweder den Vorgang an sich verstirken oder aber den Krankheitsverlauf
beschleunigen. Dies ist jedoch nicht nachzuweisen, bzw. ist die relative Oxidation im Alter
bis p175 nicht héher, sondern stagnierend. Untersuchungen des Zusammenhangs zwischen
ROS und dem normalen Prozess des Alterns haben gezeigt, dass ROS-bedingte Schiden
70% aller DNA-Stringe betreffen missten, damit eine Verdnderung der Gesamtfunktion
eintritt (Fayet et al. 2002; Durham et al. 2005). Heteroplasmie und andauernde
Reparaturvorginge wirken dem beim Menschen jahrzehntelang entgegen. Ungerichtete
Vervielfiltigung und der regulire Abbau von mitochondrialer DNA (auch beschidigter
Stringe) konnen einen frihen Defekt beheben oder seine Wirkung signifikant verzégern

(Khrapko 2011).
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Dies fiithrt zu einem anderen Erklirungsansatz, in dem ROS, die bekannterweise in die
Signaltransduktion eingebunden sind, zu einer Zellantwort fiihren, die wiederum die Zell-
Funktion stort, ohne durch Oxidation Proteine zu zerstoren oder zumindest deren
Dystegulation/Dysfunktion zu provozieren. Diese Prozesse finden ohnehin auch dauerhaft
im physiologischen Milieu statt. In der Konsequenz konnte die Kombination beider
Probleme zu einer Uberforderung und letztlich pathologischen Antwort der Zellen fiihren.
Zu Anfang der Krankheit ist die zytosolische Belastung durch ROS (relative Oxidation)
normal und der Organismus entwickelt sich ebenfalls normal. An dem Punkt in der
Entwicklung, an dem die Zellen eine Reduktion erwarten wiirden entweder durch verringerte
ROS-Produktion oder durch bessere zellendogene Pufferung, gibt die dauerhaft erhohte,
relative Oxidation falsche Signale fiir die Entwicklung. Diese verzogert sich nun und ein
Plateau stellt sich ein. Weil der Gendefekt sehr unterschiedlich ausgeprigt sein kann, finden
eventuell zeitweilig Kompensationen der erhchten Oxidation statt. Das erlaubt dann
zumindest phasenweise eine weitere Entwicklung. Allerdings sind auch lingere Stagnation

und beschleunigte Verschlechterung des Zustandes méglich.

Wie zuvor erwihnt, kommt es beim Rett-Syndrom zu einem zytosolischen
Redoxungleichgewicht. Das Ziel dieser Arbeit war es die verschiedenen Areale des
Hippokampus und des Kortex auf ihren Redoxstatus zu untersuchen. Daftir musste eine
Quantifizierung der Redoxbaseline unter Ruhebedingungen von Wildtypmausen und Megp2-
Knockoutmausen bzw. heterozygoten Miusen in unterschiedlichen Altersgruppen und nach
Geschlechtern getrennt vorgenommen werden. Zuerst wurden sagittale 45 um Kryoschnitte
des Hippokampus angefertigt, um an diesen mit finffacher VergréBerung verschiedene

Hippokampus- und Kortexareale zu untersuchen.

4.2 Verfahren und Analyse

In Versuchen anderer Arbeitsgruppen wurden bereits Hirnareale mittels eines Kryo-
Verfahrens auf Redoxverinderungen untersucht. Als Biosensor wurde ,mito-Grx1-
roGFP2“ verwendet und der aktuell vorliegende zellulire Redoxstatus wurde nach dem

Einfrieren mit NEM und PFA konserviert. Das Gewebe wurde bei -80°C schockgefroren
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und zum Gewinnen der Kryoschnitte wieder auf -20°C erwirmt. Das Forschungsteam hat

mit ihrem Protokoll verwertbare Ergebnisse erzielen konnen (Fujikawa et al. 2016).

Trotz mehrfacher Anpassung unseres Protokolls, war es uns nicht moglich mit unserem
zytosolischen roGFP1 Redox Sensor brauchbare Resultate mit dieser Technik zu erzielen.
Bei Betrachtung der Schnitte unter dem 2-Photonen-Mikroskop wurde ersichtlich, dass die
Zellen nicht intakt gehalten werden konnten. Die Zellwinde waren entweder beim Einfrieren
oder beim Auftauen/Behandeln geplatzt. Das toGFP1c aus dem Zytosol war tberall im
Gewebe verteilt bzw. ging verloren, weil es bei Behandlung der Schnitte ausgespilt wurde
und konnte die Vorginge im Inneren der Zellen nicht mehr widerspiegeln. Aus diesem
Grund wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt. Stattdessen mussten zwangslaufig intakte,
lebende Zellen untersucht werden. Der Losungsansatz bestand in akuten Hirnschnitten von
150 um bzw. 400 um Schichtdicke, wobei sich 150 um Schnitte als zu diinn herausstellten.
Erst die 400 um dicken Schnitte fihrten zum Ziel. Im Folgenden werden die damit

gewonnenen Ergebnisse diskutiert.

Es wurden die Redoxmodulatoren DTT und H,O: fur die Kalibrierung verwendet, um den
Antwortbereich von maximal oxidiert zu maximal reduziert der roGFP exprimierenden
Zellen zu erhalten. Bei den Messungen zur Redoxbaseline wurde hingegen darauf geachtet,
jeden unnatiirlichen Einfluss auf den Redoxstatus der Zellen zu vermeiden. Die Miuse
wurden vor der Priparation eine Stunde lang in abgedunkelten Kifigen im Labor gehalten
und dann ziigig durch entsprechend autorisierte Mitarbeiter betiubt und prapariert, um
Stress und dessen Einfluss auf den Redoxstatus zu vermeiden. Alle folgenden Schritte
wurden so schnell, schonend und sorgfiltig wie moglich durchgefiihrt. So wurden die
Schnitte nach der Priparation mit dem Vibratom eine Stunde in erwirmten, mit Carbogen
begastem ACSF ruhen gelassen, damit sie sich vom Priparationstrauma erholen konnten.
Das roGFP1c als Redoxsensor in den Zellen wurde anschlieBend mit dem 2-Photonen-
Mikroskope angeregt und es wurden Bilder der physiologischen Redoxbaseline der
Wildtypzellen bzw. von den pathophysiologischen Redoxzustinden der Megp2”-Miuse

sowie der Mecp2’*-Miuse, aufgenommen.

Basierend auf fritheren Ergebnissen und dem Phinotyp der minnlichen Knockoutmause

war zu erwarten, dass die Zellen der Knockoutmaiuse oxidierter sind als die der miannlichen
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Wildtypen (Grof3er et al. 2012). Dies ist jedoch nicht grundsatzlich der Fall. Bei den Tieren,
deren Alter zwischen p51 und p60 liegt, ist es tendenziell eher umgekehrt. Die Wildtypen
sind hier stirker oxidiert. Ausnahmen bilden nur der Gyrus Dentatus des Hippokampus und
der motorische Kortex, bei denen die Zellen der Knockoutmause hoher oxidiert sind. In den
Versuchen von Grofler und Kollegen (Grofler et al. 2012) wurden allerdings keine
spezifischen Hirnareale in unterschiedlichen Altersstrukturen untersucht, sondern primire
Zellkulturen von hippokampalen Neuronen neonataler Miuse, sodass keine direkte

Vergleichbarkeit vorliegt.

4.3 Einordnung der Ergebnisse in den Kontext des Rett-Syndroms

Vergleicht man nun mittels 2-seitigem, ungepaartem T-Test die mannlichen Wildtypen
bezogen auf ihr Alter, so ist festzustellen, dass bei den jungen Wildtypen die Zellen in allen
korrespondierenden Arealen signifikant hoher oxidiert sind als es bei den ilteren der Fall ist.
Nur in den Arealen CA1, Gyrus Dentatus und Ect zeigt sich lediglich ein Trend, wihrend
die anderen Areale mindestens signifikante Unterschiede zeigen. Daraus lisst sich folgern,
dass die Zellen der jungeren Tiere einem gréfleren oxidativen Stress ausgeliefert sind, als die
ilteren Tiere bzw. diese Stress besser abpuffern kénnen. Das in den Arealen CA1, Gyrus
Dentatus und Ect keine signifikanten Unterschiede bestehen, konnte bedeuten, dass diese
grundsitzlich stirkere Aktivitit aufweisen und daher dauerhaft unter erhéhtem oxidativem
Stress stehen. Weiterfihrend wire es interessant zu untersuchen, ob diese Areale und der

motorische Kortex mitverantwortlich fir den Phinotyp der Erkrankung sind.

Das gleiche Resultat zeigt sich im Vergleich weiblicher Wildtypen p51-60 und p96-175,
wobei hier in allen Arealen, auBler CA3, hochst signifikante Unterschiede bestehen. Dies
unterstiitzt die vorher aufgestellte Theorie, dass im mittleren Alter die relative Oxidation der
Neurone geringer ist und damit weniger oxidativer Stress auf die Neurone wirkt. Bei den
Weibchen zeigt der Vergleich Wildtyp zu heterozygoten Tieren sowohl bei den jiingeren als
auch bei den ilteren analoge Ergebnisse zu den minnlichen Miusen. Der Unterschied
besteht darin, dass die heterozygoten Miuse ilter als 90 Tage werden und mit den ilteren
Wildtypen verglichen werden kénnen. Hier zeigt sich, wie zuvor erwihnt, dass die Neurone

der heterozygoten Miuse hoher oxidiert sind als die der Wildtypen. Was man aufgrund der
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Altersstruktur bei Mannchen allerdings nicht sehen kann, ist, dass die heterozygoten Tiere
jung und alt dhnliche, relative Oxidationsstufen aufweisen. Der sich im Alter entwickelnde
Unterschied zwischen Wildtypen und kranken Tieren liegt also wahrscheinlich nicht an einer
tatsichlichen weiteren Erhohung der relativen Oxidation der heterozygoten bzw.
Knockoutmause, sondern eher an deren Unfihigkeit, den oxidativen Stress zu puffern oder
zu kompensieren. Die kranken Tiere scheinen, im Verlauf ihres Lebens einem immer gleich

hohen Maf3 an oxidativem Stress ausgesetzt zu sein.

Ubertragen auf den Verlauf der Krankheit beim Menschen, bei dem zu Anfang eine normale
Entwicklung der Patienten beobachtet werden kann, kénnte diese dauerhafte Belastung
durch oxidativen Stress ursachlich fiir die spiter einsetzende Entwicklungsstorung sein. Zu
Beginn kann der Organismus mit dem starken Stress umgehen und weitestgehend normal
agieren. Diese Fahigkeit scheint jedoch zeitlich begrenzt zu sein. Dieser Trend ist zwar nicht
in jeder Gruppe, in jedem Areal im direkten Vergleich zu erkennen, gruppeniibergreifend
aber offensichtlich. Dies deckt sich mit Thesen, die besagen, dass es wahrscheinlicher ist,
dass die Stabilitit der Hirnfunktionen beim Rett-Syndrom beeintrichtigt ist und nicht die
Entwicklung der Gehirnstruktur. Mensch und Maus haben beide sehr unterschiedliche
Entwicklungszyklen, die auch ein zeitlich stark versetztes Einsetzen der Symptome bedingen
sollten. Da es bei den Symptomen allerdings zu einer vergleichbaren Verzégerung kommt,
kann man eher auf Probleme bei der Aufrechterhaltung der Funktion des Gehirns schlieBen

(Guy et al. 2011).

Nun missen die einzelnen Areale und ihre Beteiligung bzw. Bedeutung fir den
Krankheitsverlauf beurteilt werden. Als erstes kann festgehalten werden, dass in den
Bereichen des Hippokampus groB3ere Unterschiede zwischen den vier untersuchten Arealen
vorliegen und die sechs Areale im Kortex eher auf einem dhnlichen Level liegen. Dabei
werden jeweils nur die einzelnen Untergruppen (z. B. +/y, +/T, <P58) mit ihren je zehn
Arealen verglichen. Hier fillt der Bereich CA1 auf, der meist eine relative Oxidationsstufe
unter 40% aufweist (nur bei jungen Weibchen knapp tber 40%) und damit am wenigsten
von allen Arealen oxidiert ist. Dies kann verschiedene Griinde haben. Zum einen besteht die
Moglichkeit, dass hier eine besonders gute Pufferung fir ROS und RNS vortliegt, sodass
wenig oxidativer Stress auftreten kann. Andererseits konnte dieses FErgebnis auch
unabhingig von physiologischen Vorgingen sein. Im Areal CA1 wird roGFP1c am stirksten

exprimiert, was auch in den Rohbildern sehr gut zu sehen war, da die Zellen sehr
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kontrastreich und gut zu erkennen waren. Damit einher gingen besonders niedrige
ratiometrische Werte in der Auswertung. Umgekehrt gilt fir die Areale CA3 und Gyrus
Dentatus, dass hier eine vergleichsweise schlechte Expression von roGFP1c vorliegt. Analog
waren die Zellen in den Rohbildern dieser Areale eher hell, unscharf, mit weniger Kontrast.
Hier lagen eher hohe (relative Oxidationsstufe von ca. 60%-70%) ratiometrische Werte vor.
Diese beiden Areale sind untergruppen-tibergreifend die mit den hochsten Werten. Daraus
ergibt sich die Frage ob die roGFP Expression einen Einfluss auf die ratiometrischen Werte
ausiiben konnte und ob CA1 und CA3 sowie der Gyrus Dentatus physiologisch nicht so weit
auseinander liegen, wie es scheint. Damit kann aber nicht sicher ausgeschlossen werden, dass
CA3 oder der Gyrus Dentatus gro3erem oxidativen Stress ausgesetzt sind. Welche der beiden
Ansitze zutreffen, miisste weiterfihrend untersucht werden. Den Vergleich der
Untergruppen untereinander beeinflusst die unterschiedliche Expression von roGFP1c aber
nicht, da immer nur die jeweiligen Areale untereinander verglichen werden. Fur die
Interpretation der Varianzanalyse darf diese Moglichkeit allerdings nicht unberticksichtigt
gelassen werden. Im Kortex schwankt die relative Oxidationsstufe grob um 50%, je nachdem
welche Untergruppe betrachtet wird. Allerdings kann kein Areal benannt werden, welches
besonders hoch oder niedrig im Vergleich zu den anderen wire. Die relativ niedrigste

Oxidation weist allerdings der visuelle Kortex auf.

Wagener und Kollegen haben im Vorfeld unserer Versuche bereits einige Hirnschnitte in
Bezug auf ihre relative Oxidation untersucht. Es lassen sich gro3ere Abweichungen zwischen
einzelnen Hirnarealen feststellen. So ermittelten sie, dass bei Wildtypen (roGFP1c positiv)
im Areal CA1 eine relative Oxidation von 25,7% + 3,8% (n=49) vorliegt (Wagener et al.
2016). Im Vergleich dazu hatten wir bei jungen Wildtypen einen Wert von 37,4% £ 19%
(n=78) und bei alten Wildtypen einen Wert von 35% * 20% (n=74) festgestellt. Ahnliche
Unterschiede ergaben sich fiir den Gyrus Dentatus, CA3 und den Kortex (von Wagener et
al. undifferenziert betrachtet). Eine Ursache fur die unterschiedlichen Ergebnisse konnte die
Aufnahmetechnik der Bilder und die Auswahl der Regionen von Interesse (ROI) sein. Die
von ihnen aufgenommenen Bilder waren mit CCD-Kamera in geringer Vergréflerung
aufgenommen worden. Damit wurden in der Auswertung keine einzelnen Zellen bewertet,
sondern teils ganze Gewebe-Areale mit vielen verschiedenen Zellen und deren
Zwischenrdumen. Hingegen waren unsere Bilder mit dem 2-Photonenmikroskop erstellt

worden und einzelne Zellsomata wurden bewertet. Das Messareal lag nicht im Bereich der
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Dendriten, dem Interzellularraum oder anderer Gewebe. Nur die Oxidationslevel des

Zytosols von Nervenzellen wurden erhoben.

Kommen wir nun zu der Einordung einzelner Hirn-Areale in den Kontext der Erkrankung.
Aus den Unterschieden, auch auf das Alter bezogen, kann gezielt nach lokalen Ursachen fiir
den Krankheitsverlauf gesucht werden. Es wurde bereits festgestellt, dass im Rett-Syndrom
keine Neurodegeneration vorliegt (Armstrong et al. 1995) und dass trotz mitochondrialer
Fehlfunktionen die Atmungskette und ATP-Produktion im Grof3en und Ganzen intakt sind
(Can etal. 2019). Bedingt durch den Gendefekt sind allerdings in den meisten Komponenten
Fehlfunktionen zu finden, die letztlich zu einer erhchten mitochondrialen Respiration
(Kriaucionis et al. 2006; GroB3er et al. 2012), erhohtem O»-Verbrauch und verringerter ATP-
Produktion fithren (Jin et al. 2015). All dies fihrt zu einer erhohten oxidativen Belastung im
Zytosol (De Filippis et al. 2015; Valenti et al. 2017; Can et al. 2019) und trigt somit potenziell
zur Schadenskaskade bei, die zur gestorten Entwicklung und zum Fortschreiten der
Krankheit fihrt. Diese Vorginge sind nicht nur im Rett-Syndrom relevant. Oxidativer
Schaden in Nervenzellen fihrt im Alter zu verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen. Beispielsweise fihrt ein Redoxungleichgewicht im muskarinisch-cholinergen
System des Hippokampus wund Striatum zu einer verringerten Anzahl von
Membranrezeptoren, die eine weniger effiziente Signaltransduktion bedingt und damit zu
kognitiven und motorischen Einschrinkungen fithrt (Joseph und Roth 1992a; 1992b).
Dementsprechend kann auch die Forschung zu Alzheimer, Parkinson und dhnlichen

Erkrankungen von unseren Ergebnissen profitieren.

Fir zukiinftige Untersuchungen wire in diesem Zusammenhang vor allem der motorische
Kortex und der Gyrus Dentatus interessant. Hier war im Vergleich der Genotypen eine
hohere zytosolische Oxidation der Zellen von minnlichen Rett-Médusen zu beobachten.
CA3, visueller Kortex und RSA zeigen zwar auch signifikante Unterschiede, diese sind aber
mit héherer Oxidation der Wildtypen in diesen Arealen verbunden. Im Hippokampus ist
CA3 ist ebenso interessant, da sich bei Megp2’" und Mecp2”-Miusen das Verhiltnis genau
umgekehrt darstellt. Hier sind die jungen Wildtypen signifikant stirker oxidiert. Dasselbe gilt
fir das Areal Subiculum, wobei dort bei Mannchen kein signifikanter Unterschied erkennbar
ist. Im Alter dreht sich der Unterschied bei CA3 ins Gegenteil und die Neuronen bei
heterozygoten Miusen sind signifikant stirker oxidiert. Im Kortex ist dieser Trend bei

weiblichen Tieren generell zu finden. Eine extreme Wandlung davon, dass der junge,
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weibliche Wildtyp signifikant stirker oxidiert ist als junge, heterozygote Miuse, zu signifikant
starker oxidierten alteren, heterozygoten Miusen findet sich in den Arealen auditorischer
Kortex, somatosensorischer Kortex, Ect und motorischer Kortex. Die sonstigen Areale
halten sich im Rahmen des zuvor beschriebenen unauffillig. Zumindest in dem Sinne, dass
z.B. im Vergleich junger Wildtyp-Weibchen zu alten zwar signifikante Unterschiede

festzustellen sind, aber diese in allen Arealen gleichmafig.

Fir multiple Vergleiche, z. B. der verschiedenen Hirnregionen untereinander, kam eine
Varianzanalyse zum Einsatz. Im Hippokampus wiesen praktisch alle Areale, aller
Untergruppen im Vergleich signifikante Unterschiede zu CA1 auf. Die einzige Ausnahme
stellte bei jungen und alten, méinnlichen Wildtypmiusen und Knockoutmausen das Areal
Subiculum dar. Dies kénnte bedeuten, dass hier der Gendefekt weniger Einfluss hat. Im
Kortex ist interessant, dass bei Vergleich der Areale bei Knockoutmausen nur der motorische
Kortex einen signifikanten Unterschied aufweist. Dies konnte die vorher aufgestellte
Theotie, dass der motorische Kortex besonders betroffen ist, stiitzen. Bei alten, mannlichen
und jungen sowie alten weiblichen Wildtypen weist jeweils Ect einen signifikanten
Unterschied auf, sodass auch dieses Areal weiterer Untersuchung bedarf. Vereinzelt zeigen
andere Kortex Areale signifikante Unterschiede zur Referenz, die allerdings keinen gro3eren
Zusammenhang vermuten lassen. Dies wiren der auditorische Kortex (p51-60, Megp2"* und
p96-175, Megp2*”), RSA (p96-175, Mecp2*” und p96-175, Mecp2*"") und motorischer Kortex
(p51-60, Mep2*'"). Vergleicht man alle Areale der jeweiligen Untergruppen gegen CA1, so
ergibt dies in jedem Areal einen signifikanten Unterschied. Nur im Subiculum der jungen
Wildtyp- und Knockoutmause findet sich kein signifikanter Unterschied, wie bereits im
Vergleich des Hippokampus allein beschrieben. Ursachlich ist das vergleichsweise niedrige
relative Oxidationslevel in CAl. An dieser Stelle muss erneut auf die unterschiedliche
Exprimierung von roGFP1c in den verschiedenen Arealen hingewiesen werden, die Einfluss
auf das berechnete Oxidationslevel haben kénnte und Vergleiche verschiedener Areale
ungenau werden lassen konnte. In der Folge wire es winschenswert die Exprimierung von
roGFPlc im Mausmodell gleichmiBliger gestalten zu konnen, sodass auch Vergleiche
unterschiedlicher Areale priziser wiirden. Im besten Fall fihrt eine genaue Lokalisierung des
meistgestressten Bereichs zu einer gezielten Therapie, die nur dort ansetzt, wo auch Therapie

notig ist. Dies erhoht die Erfolgsaussichten und sollte mégliche Nebenwirkungen reduzieren.
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4.4 Resumee

Es ldsst sich abschlieBend festhalten, dass die angewendete Methodik vielversprechende
Ergebnisse geliefert hat. Es lassen sich prizise und reproduzierbare Messungen des
Redoxzustands des Zytosols einzelner Neurone in akuten, intakten Gewebeschnitten
durchfihren. Bei der Redoxkartierung wurde der Fokus auf bestimmte Hirnareale und
Altersgruppen gelegt. In kiinftigen Untersuchungen kénnen andere Bereiche und weiter
differenzierte Altersstrukturen im Fokus liegen, um einen umfassenderen Finblick in die
Entwicklung und den Krankheitsverlauf des Rett-Syndroms zu erhalten. Aus unseren
Erfahrungen kénnen zudem eventuelle Verbesserungen im Versuchsaufbau resultieren. So
wire es wiinschenswert Laser zu benutzen, die noch priziser eingestellt werden kénnen und
konstant mit immer gleicher Leistung, Fokus und Intensitit arbeiten. Auch ein Mausmodell
mit breiter geficherter gleich-intensiver Exprimierung von roGFPlc wire bei kinftigen
Vergleichen hilfreich. Die Kontrollaufnahmen mit den fluoreszierenden Beads haben
gezelgt, dass die Laser-Stabilitit ein Schwachpunkt in unserem Versuchsaufbau gewesen sein
konnte. Wegen UnregelmiBigkeiten in der Auswertung einiger dieser ,,Beads-Bilder®
mussten die Ergebnisse einiger Miuse verworfen werden. Basierend auf unseren Ergebnissen
wiren im Folgenden besonders der motorische Kortex und die Areale des Hippokampus als
Ziele weiterer Forschung attraktiv. Hier waren die grof3ten Auffilligkeiten und
Abweichungen zwischen Wildtyp und Rett-Mausen festzustellen. Unsere Ergebnisse lassen
sich so interpretieren, dass die Erkrankung nicht primir durch Zellschidigung - bedingt
durch ROS - verursacht wird, sondern dass die ROS tiber veranderte Signaltransduktion und
in der Konsequenz gestorte Zellkommunikation zur Symptomatik und zum weiteren
Krankheitsverlauf beitragen. Hier wire eine weiterfithrende Untersuchung der betroffenen
Signalwege und der beteiligten molekularen Angriffspunkte sinnvoll. Eine genaue Kenntnis
der beteiligten (sub)zelluliren Targets und Areale im Zeitverlauf sollte uns einer gezielten
Therapie naherbringen, die genau dort ansetzt, wo und wann sie gebraucht wird und dabei

mogliche Nebenwirkungen reduzieren.
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5  Zusammenfassung und Ausblick

Diese Arbeit zielt darauf ab, den Redoxstatus der Nervenzellen im Gehirn, in verschiedenen
Altersstufen, Geschlechtern und im Rett-Syndrom zu kartieren. Dafiir wurden vergleichend
Megp2-Knockout-Mause und Wildtypen verwendet. Beide waren aullerdem fiir roGFP1c
transgen. Das roGFP besitzt zwei Absorbtionsmaxima, die ratiometrische Messungen
ermoglichen. AuBerdem ist die Oxidation/Reduktion dieses Sensors reversibel, sodass
dynamische Verinderungen erfasst werden kénnen. So konnten mit einem 2-Photonen-
Mikroskop ratiometrische Bilder lebender Gewebe erstellt werden. Das ROS-Gleichgewicht
hat erwiesenermaf3en Einfluss auf den Krankheitsverlauf des Rett-Syndroms, und nun ist es

uns moglich, die Verinderungen dieses Gleichgewichts im Verlauf zu dokumentieren.

So wurde ersichtlich, dass junge Wildtypmause beider Geschlechter ein stirker oxidiertes
Zytosol in Nervenzellen aufweisen als alte Miuse. Altere heterozygote Tiere und KO-Miuse
hatten im Vergleich zu ihren gleichalten Wildtypen zwar stirker oxidierte Neurone, aber
nicht stirker oxidiert als junge Wildtypen. Dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass die
Erkrankung nicht auf Zellschiden durch exzessive ROS-Bildung zurtickzufihren ist, da in
diesem Fall ein progressiver Verlauf und eine bestindige Zunahme der relativen Oxidation
zu finden sein misste. Wahrscheinlicher ist, dass durch die bestindig gleichbleibend hohe
oxidative Belastung mit ROS die Signaltransduktion gestdrt ist. In der Konsequenz sind die
Zellkommunikation und regelgerechte Entwicklung gestort. Dies passt zu dem Phéinotyp der
Erkrankung, bei der zu Beginn ecine normale Entwicklung zu beobachten ist und
entsprechend bei jungen Wildtypen und KOs sehr dhnliche Oxidationslevel festzustellen
sind. Die anschlieBende Entwicklungsstérung mit jahrelanger Plateauphase passt zu der
anhaltenden hohen relativen Oxidation des Zytosols. Einzelne Areale, wie der motorische
Kortex, Gyrus Dentatus und CA3, zeigen bei den Rett-Miusen signifikantere Unterschiede
als andere Areale, was dafiir spricht, dass die vorliegenden Redoxentgleisungen auch
durchaus Hirnareal-spezifische Ausprigung haben. Hier kann in weiterfuhrenden
Forschungen angesetzt werden. Es wire interessant zu erforschen, welche biochemischen

und physiologischen Vorginge im Detail fir diese Abweichungen verantwortlich sind.
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Weiterfithrend konnen bisher unbeachtete Areale in die Analysen einfliefen, um sie sowohl
im Zusammenhang mit dem Rett-Syndrom als auch mit anderen neurodegenerativen
Erkrankungen betrachten zu kénnen. Die 2-Photonen-Mikroskopie im Zusammenspiel mit
zytosolisch exprimiertem roGFP und akuten Hirnschnitten bieten perspektivisch ein
erhebliches Potenzial. Die exakte Lokalisation der am stirksten betroffenen Hirnareale und
Neurone kann zu neuen Behandlungsansitzen fithren und eventuelle Nebenwirkungen
reduzieren, da gezieltere therapeutische Ansitze angewendet werden kénnen. Die zeitliche
Komponente dirfte in diesem Zusammenhang ebenfalls essentiell sein. Es sollte weder zu
frih noch zu spit in das Redoxgleichgewicht eingegriffen werden. Dementsprechend sind
wahrscheinlich noch enger gefasste Altersgruppen zu betrachten, die sich vor allem auch bis

ins hohe Alter der Mause erstrecken sollten.
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