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Zusammenfassung

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung, die Mo-
toneurone (MN) von Kortex, Hirnstamm und Spinalmark betrifft. Folgen sind Lahmung
der Muskulatur und der Tod des Patienten meist innerhalb von drei bis fiinf Jahren nach
Auftritt der ersten Symptome. Eine wirksame Therapie fehlt. Als gemeinsame finale Ursa-
che der MN-Degeneration bei dieser multifaktoriellen Krankheit werden Ubererregbarkeit
der Neurone, Calciumiiberladung und mitochondriale Schadigung diskutiert. Erregbarkeits-
eigenschaften und Calciumhoméostase der MN konnten in Mausmodellen der ALS auf Ein-
zelzellebene aus technischen Griinden bisher nur in frith postnatalen (<Postnataltag 10),
symptomfreien Tieren untersucht werden. Eine Analyse zu einem Zeitpunkt der Neuro-
degeneration ist jedoch fiir eine Ursachenforschung und Therapieentwicklung essentiell.
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals im SOD1-G93A ALS-Mausmodell eine umfas-
sende Charakterisierung von adulten MN mittels Whole-Cell Patch-Clamp-Messung und
fluorometrischer Analysen des Calciumsignals im akuten Hirnschnitt durchgefiihrt. Vergli-
chen wurden die Eigenschaften von bei ALS hochvulnerablen MN des Necl. Hypoglossus
(hMN) in Wildtypméusen und in SOD1-G93A Méusen im Endstadium der Krankheit.
Die hohere Erregbarkeit der SOD1-G93A MN im Vergleich zum Wildtyp in Verbindung
mit einem grofseren persistierenden Natriumeinwartsstrom, die in friith postnatalen Tieren
beschrieben wurden, konnten in adulten M&usen nicht beobachtet werden. Bei einer wei-
testgehend unauffalligen Elektrophysiologie wurde jedoch eine signifikant langsamere Er-
holung des Calciumsignals im Endstadium der Krankheit aufgedeckt, wenn die Neurone
durch elektrische Stimulation mit hohen Calciumkonzentrationen belastet wurden. Bei ei-
ner Stimulationsstdrke im unteren physiologischen Bereich waren keine Unterschiede zum
Wildtyp sichtbar. Ein Vergleich mit den bei ALS resistenten MN des Ncl. Oculomotorius
zeigte, dass diese Calciumhomdostasestorung spezifisch fiir die vulnerablen hMN ist und
somit eine Erklarung fiir die differentielle Vulnerabilitdt der Neurone liefert.

Ursédchlich fiir die Storung war eine Verringerung der mitochondrialen Calciumaufnahme
durch Calciumuniporter bei primér konstanter Triebkraft. Dies konnte mittels mitochon-
drialer Entkopplung, spezifischer pharmakologischer Blockade von Calciumtransportern
und fluorometrischer Messung von Calcium- und Rhodaminel23-Signalen gezeigt werden.
Bei Blockade der Calciumaufnahme in Mitochondrien und in das Endoplasmatische Re-
tikulum konnte aufserdem indirekt eine Steigerung der Transportkapazitdt von Calcium-
transportern der Plasmamembran in hMN von SOD1-G93A Ma&usen im Endstadium der
Krankheit beobachtet werden.

Aus den Ergebnissen lésst sich schliefsen, dass vulnerable MN in dem ALS-Mausmodell eine
mitochondriale Stérung der Calciumaufnahme durch eine Steigerung des Plasmamembran-
Calciumtransportes auszugleichen versuchen. Bei hoher Calciumbelastung jedoch versagt
im Endstadium der Krankheit diese Kompensation und eine Calciumiiberladung als finale

Degenerationsursache von MN bei ALS ist wahrscheinlich.



Abstract

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease that affects motoneu-
rons (MN) of the motor cortex, the brainstem and the spinal cord and leads to paralysis
and atrophy of the innervated muscles. Patients mostly die within three to five years af-
ter symptom onset. There is no curative therapy. Overexcitability, calcium overload and
mitochondrial disturbances are discussed as a common final cause of MN degeneration in
this multifactorial disease. Because of technicals difficulties, so far excitability and calcium
dynamics could only be analyzed in mouse models of ALS on a single cell level up to a
postnatal age of ten days (P10), when mice did not show any symptoms. However, to
study the direct mechanisms of neurodegeneration and to develop new therapies, analyses
of MN during the stage of degeneration are essential.

Here, for the first time a characterization of adult MN in acute brainstem slices of the
SOD1-G93A ALS mouse model was performed using whole-cell patch-clamp measurements
and fluorometric fura-2 calcium-imaging. The properties of the highly vulnerable hypoglos-
sal MN were compared in wildtype and SOD1-G93A mice during disease endstage. The
higher excitability and the increased persistent sodium inward currents, published for P10
SOD1-G93A mice, were not present in adult animals. Although electrophysiological prop-
erties were not prominently changed, the calcium clearance was significantly impaired in
comparison to wildtype during disease endstage when MN were electrically stimulated to
load them with high concentrations of calcium. However, with low physiological calcium
load there were no differences. By comparing the vulnerable hMN with the resistant ocu-
lomotor MN, it was observed that the clearance deficit was specific for hMN and thereby
is an explanation for the differential vulnerability.

By fura-2 calcium-imaging in combination with mitochondrial uncoupling, specific phar-
macological blocking of different calcium transporters and rhodaminel23 imaging, a re-
duced calcium transport through the mitochondrial calcium uniporter was revealed as a
cause for the impairment whereas the driving force for calcium into mitochondria was not
changed. By blocking both the mitochondrial and the ER calcium uptake an increase of
calcium transport by plasma membrane calcium transporters was indirectly shown in hMN
of SOD1-G93A mice.

From these result one can conclude that in the used ALS mouse model vulnerable MN try
to compensate for a mitochondrial calcium uptake failure by upregulating plasma mem-
brane calcium transport. However, with high calcium load during disease endstage this
compensatory mechanism fails and a calcium overload might be the final cause of MN

degeneration in ALS.
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Einleitung

1.1 Das motorische System

Laufen und Kommunizieren sind nur zwei Beispiele einer Vielzahl von Handlungsweisen,
die es Tieren und Menschen erlauben sich an ihre Umwelt anzupassen, sich zu erndhren,
zu atmen, sich fortzupflanzen und vor Gefahren zu schiitzen. Essentiell fiir diese lebens-
notwendigen Anderungen eines momentanen Zustandes sind Bewegungen, ausgelost durch
Kontraktionen verschiedener Muskelgruppen, agonistische und antagonistische Muskeln
der Gliedmafien oder Gesichts- und Kehlkopfmuskulatur in den aufgefithrten Beispielen.
Initiiert und reguliert werden die Muskelkontraktionen durch Signale aus spezialisierten
Nervenzellen, den Motoneuronen (MN). Diese stellen eine Schnittstelle zwischen hoheren
neuronalen Zentren im Gehirn (z.B. Basalganglien, Zerebellum, Motorkortex) und der Pe-
ripherie dar und sind somit der einzige Weg des Nervensystems zur Umsetzung bewusster
und unbewusster Handlungsweisen. Erkranken oder degenerieren diese Neurone kommt es

zu starken Einschriankungen der Lebensqualitédt bis hin zum Tod.

a oL e Motokortex b

oberes
Motoneuron

Myskel

_/ o e
| unteres Riickenmark

Motoneuron

Abbildung 1.1: Gliederung des Motorsystems

(a) Vom Motorkortex aus innervieren die oberen Motoneurone im Hirnstamm und Riickenmark die unteren
Motoneurone, die mit Muskelfasern motorische Einheiten bilden. (verdndert aus [Sinnesphysiologie, 2011])
(b) Unteren Motoneurone lassen sich in a-, 8- und y-Motoneurone unterteilen, a-Motoneurone weiter je
nach Eigenschaft in die Typen S, FR und FF, die Muskelfasern der Typen I, IIa und IIb innervieren. -
Motoneurone innervieren intrafusale Muskelfasern (IF) der Muskelspindeln. (verdndert aus [Kanning et al.,
2010])
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Motoneurone werden nach Lage und Aufgabe in verschiedene Gruppen unterteilt. Als pri-
mares oder oberes Motoneuron bezeichnet man glutamaterge Zellen im Motorkortex, die
Signale aus koordinierenden Zentren empfangen, integrieren und an die sekundéren oder
unteren MN weitergeben. Die unteren MN liegen im Hirnstamm oder im Vorderhorn des
Riickenmarks (siehe Abb. 1.1a). Untere a-Motoneurone innervieren dann die Muskelfasern
und bilden mit diesen eine Motorische Einheit. Thr Neurotransmitter ist Acetylcholin. Au-
ferdem gibt es noch wenig erforschte S-Motoneurone und -Motoneurone, die die intrafu-
sale Muskulatur der Muskelspindeln zur muskelinternen Riickkopplung innervieren. Moto-
rische Einheiten lassen sich aufgrund ihrer Entladungsgeschwindigkeit, Ermiidbarkeit und
Kraftentwicklung weiter unterteilen in Typ S (engl. slow, langsame Frequenz, ausdauernd,
wenig Kraftentwicklung) fiir Haltearbeit, Typ FR (engl. fast, fatigue resistant, schnell, er-
miidungsresistent, mittleres Kraftniveau) und Typ FF (engl. fast, fatiguable, schnell, leicht
ermiidend, grofe Kraftentwicklung) fiir schnelle, impulsive Bewegungen. Diese Typen un-
terscheiden sich auch in der Grofe des Motoneuronsomas, wobei Typ S Motoneurone am
kleinsten und Typ FF am grofiten sind. Typ S a-Motoneurone innervieren Typ I Muskelfa-
sern, Typ FR a-MN Typ Ila Muskelfasern und Typ FF o-MN Typ IIb Muskelfasern (siehe
Abb. 1.1b). [Kanning et al., 2010]

Motoneurone des Nucleus Hypoglossus und des Nucleus Oculomotorius

Alle Messungen der vorliegenden Arbeit wurden in zwei Populationen von MN durch-
gefiihrt, die in verschiedenen Kernen (lat. nucleus, Ncl.) in Hirnstamm und Mittelhirn
liegen, im Necl. Hypoglossus und im Ncl. Oculomotorius. Die Axone der Motoneurone des
Nel. Hypoglossus bilden den zwdlften Hirnnerv, den Nervus (N.) Hypoglossus, der die
Zungenmuskeln innerviert. Die Neurone erfiillen daher eine essentielle Aufgabe bei der Ge-
nerierung von Sprache, beim Schlucken, Kauen und Freihalten der Atemwege. Der Kern
liegt medial im caudalen Hirnstamm, ventral des Zentralkanals. Man unterscheidet im Kern
Neuronengruppen fiir die Innervation intrinsischer Zungenmuskeln und die Unterkerne Ncl.
Genioglossus, Ncl. Hyoglossus und Ncl. Styloglossus, die die entsprechenden extrinsischen
Zungenmuskeln versorgen [Krammer et al., 1979a; Lin and Barkhaus, 2009]. Typ S Moto-
neurone kommen in dem hier untersuchten Unterkern, dem Ncl. Genioglossus, in der Regel
nicht vor [Volz et al., 2007]. Neben Eingéngen aus dem Motorkortex und dem Necl. Trige-
minus, werden die hypoglossalen Motoneurone z.B. auch von Neuronen des benachbarten
Pra-Botzinger-Komplexes afferent innerviert. Letztere fithren zu einer rhythmischen Akti-
vierung der Motoneurone wéhrend des Atemzyklus |Tarras-Wahlberg and Rekling, 2009].
Die Motoneuronaxone des Ncl. Oculomotorius bilden einen Teil des dritten Hirnnervs
(N. Oculomotorius). Sie innervieren vier der sechs dufieren Augenmuskeln, die zwei inne-

ren Augenmuskeln und den Lidheber. Der Ncl. Oculomotorius liegt medial im Mittelhirn,
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ventral des Aquédukts. Die Neurone kénnen Augenbewegungen in alle Richtungen veran-
lassen, aufser nach lateral und lateral unten. Die iibrigen &ufferen Augenmuskeln werden
vom N. Abducens und vom N. Trochlearis versorgt. Mit deren Kernen haben die oculo-
motorischen Neurone zur Koordination afferente und efferente Verkniipfungen. Eingénge
aus vestibuldren ReflexbOgen dienen der Blickstabilisierung bei Kopfbewegung, retikulére

Eingénge steuern willkiirliche Augenbewegungen [Biittner-Ennever and Horn, 1997].

1.2 Die Amyotrophe Lateralsklerose

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine neurodegenerative Erkrankung von pri-
méren Motoneuronen des Motorkortex und sekundiren Motoneuronen des Hirnstamms
sowie des Riickenmarks. Aufgrund des Absterbens der MN kommt es im Verlauf der Krank-
heit zum Verlust der Willkiirmotorik und schlieflich zum Tod. Die ALS wurde erstmals
1869 von dem franzosischen Neurologen Jean-Martin Charcot beschrieben, der einen Inner-
vationsverlust der Muskeln (a-myo-troph: die Muskeln nicht erndhrend) und eine Vernar-
bung des Seitenstranges im Riickenmark, in dem die motorischen Bahnen verlaufen (La-
teralsklerose), beobachtete [Charcot and Joffroy, 1869]. Im englischsprachigen Raum wird
die ALS héaufig noch als Motoneuronkrankheit (engl. motor neuron disease, MND) oder
nach einem erkrankten beriihmten amerikanischen Baseballspieler Lou-Gehrig-Krankheit

bezeichnet.

1.2.1 Haufigkeit und Ethnologie

Neben der haufigeren Alzheimerkrankheit und dem Morbus Parkinson wird die ALS als
eine seltene neurodegenerative Krankheit angesehen. In Furopa liegt die Inzidenz pro Jahr
bei 2.16 Neuerkrankungen pro 100 000 Einwohnern. Im Mittel tritt die Krankheit um das
65. Lebensjahr auf, nur bei etwa 5% vor dem 30. Lebensjahr. Méanner sind mit 1.15:1 etwas
héufiger betroffen als Frauen. Im Gegensatz zu den hiufigeren Neurodegenerationskrank-
heiten ist die ALS jedoch sehr rasch fortschreitend und fithrt mit einer durchschnittlichen
Lebenserwartung von drei bis fiinf Jahren meist rasch zum Tod |Logroscino et al., 2010].

Generell liegt die Inzidenz weltweit auf einem &dhnlichen Niveau, Volksstdmme spanischen
Ursprungs erkranken etwas seltener. Bei Volksstdmmen im Westpazifik tritt die ALS 50-100
mal héufiger auf. Genetische Priadisposition und Umwelttoxine werden als Ursachen disku-
tiert. Am bekanntesten ist der Fall der Chamorro auf Guam, bei denen durch die Aufnahme
eines Toxins von Palmfarnen mit der Nahrung die Inzidenz bei 100 pro 100.000 lag. Eine
Héaufung zeigt sich auch bei Fufballern. Hier konnten die Ursachen Nahrungsergdnzungs-
mittel oder Traumata sein [Vanacore et al., 2006]. (Fiir Ubersichtsartikel siehe [Cronin

et al., 2007; Harwood et al., 2009; Kiernan et al., 2011; Silani et al., 2011]).
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1.2.2 Symptomatik und Diagnose

In Folge der Degeneration von oberen und unteren Motoneuronen kommt es in der frithen
Phase der Krankheit zur Ausbildung unterschiedlicher Symptome. Spastik und Hyperre-
flexie sind Zeichen der Degeneration von Neuronen im Motorkortex. Muskelschwéche und
Atrophie begriinden sich auf den Verlust von sekundéren Motoneuronen. Faszikulationen
(Zuckungen von einzelnen Muskelfaserbiindeln) entstehen bei Denervierung und Reinner-
vation von Muskelfasern. Im weiteren Verlauf schreitet die Muskelschwiche fort und es
kommt zu Lahmungen verschiedener Muskelgruppen. Im Endstadium schrinken Sprech-
und Schluckstérungen, Schmerzen durch Immobilitdt und eine Schwichung der Atemmus-
kulatur die Lebensqualitét ein. Es kommt zur Mangelerndhrung und Hypoventilation und
meist aufgrund von Aspiration zu Lungenentziindung, welche die Haupttodesursache dar-
stellt. Neben den Symptomen der Motoneurondegeneration kann man bei etwa 50% al-
ler ALS-Patienten kognitive Einschrankungen beobachten, vor allem eine Frontotemporale
Demenz (FTD) mit Sprach- und Personlichkeitsstorungen, Impulsivitat, Aufmerksamkeits-
schwéche und Schwierigkeiten bei tdglichen Routinen. Die Diagnose selbst und die Aus-
wirkungen der fortschreitenden Lahmung fithren zudem oft zu Depressionen, Apathie und
Schlafstorungen. [Kiernan et al., 2011; Silani et al., 2011]

Je nach Ort des Auftretens erster Symptome unterscheidet man vor allem zwei Auspra-
gungen der ALS, mit etwa 70% die hiufigere spinale Form, bei der zuerst eine Schwachung
von Bein- oder Armmuskeln auffillt, und mit etwa 30% eine bulbire Form, deren Erst-
manifestation im Bereich der Zunge, der Kiefer- und der Schlundmuskeln liegt [Logroscino
et al., 2010]. Bei beiden Formen kommt es zuerst zum Ausfall weniger Muskelgruppen,
der sich dann auf benachbarte Areale ausdehnt. Die bulbédre ALS ist aggressiver, schneller
fortschreitend und die Patienten haben eine kiirzere Lebenserwartung von nur zwei bis drei
Jahren. Hauptsymptome sind eine verwaschene Sprache und Probleme beim Kauen und
Schlucken sowie Fibrillationen der Zunge [Kiernan et al., 2011; Silani et al., 2011]. Das
Auftreten weiterer ALS-Unterformen, z.B. einer priméren Lateralsklerose (ausschlieflich
Symptome eines Verlusts von oberen MN), unterschiedlichste Orte der ersten Symptome
oder nicht vorhersehbare Uberlebenszeit machen das Krankheitsbild variabel und schwer
diagnostizier- und behandelbar [van den Berg, 2011].

1994 wurden diagnostische Kriterien festgelegt und 2000 nochmals iiberarbeitet, die ei-
ne Diagnosestellung weltweit vereinheitlichen sollten (El-Escorial und Awaji-Kriterien).
Danach miissen neurologische Befunde wie Atrophie oder makroskopisch sichtbare Faszi-
kulationen, sowie der Symptombeginn an einer Muskelgruppe mit Fortschritt in benach-
barte Gebiete immer durch elektrophysiologische Befunde gesichert werden. Hierzu wird
die Erregbarkeit der Axone getestet, die Zahl der Motorischen Einheiten abgeschétzt und
Elektromyographien aufgenommen, in denen bei der ALS Fibrillationspotentiale auf akute

Denervierung und komplexe, multiphasische Muskelaktionspotentiale mit groffer Amplitu-
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de auf eine chronische Denervierung hinweisen. Die Nervenleitgeschwindigkeit oder senso-
rische Nervenfasern sind in der Regel elektrophysiologisch unauffillig [Inghilleri and Iaco-
velli, 2011]. Transkranielle Magnetstimulation zum Test von kortikaler Ubererregbarkeit,
die frith im Verlauf auftritt [Vucic and Kiernan, 2006b|, Bildgebung mit Magnetresonanz-
tomographen, Laboruntersuchung von Muskelbiopsien oder der Zerebrospinalfliissigkeit
und Genanalysen kénnen die Diagnose stiitzen. Trotzdem dauert eine Diagnosestellung
lange und es kommt immer noch zu etwa 44% falsch negativen und 8% falsch positiven
Diagnosen aufgrund der Variabilitdt des Krankheitsbildes. Aufserdem fehlt ein verlésslicher
Biomarker [Kiernan et al., 2011]. Durch die Anderung der Diagnosekriterien und gestei-
gerter Grundlagenforschung soll dieser fiir die Patienten sehr belastende Zustand weiter

verbessert werden.

1.2.3 Atiologie und Degenerationsmechanismen
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Abbildung 1.2: Degenerationsmechanismen

Schematischer Uberblick der diskutierten Degenerationsurachen bei ALS, Details siehe Text. (verdndert

aus [Kiernan et al., 2011])
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Die Ursachen der Krankheit und die Degenerationsmechanismen sind vielseitig und wei-
testgehend unbekannt. Eine Mischung aus genetischer Pradisposition und Umweltfaktoren,
wie sie bei allen neurodegenerativen Krankheiten diskutiert werden, gilt als sicher. Man
unterscheidet zwischen sporadischen Formen der ALS mit unklarer Atiologie (SALS) und
den familidren Formen (fALS), bei denen eine Mutation in einem von iiber 12 identifi-
zierten Genen der Krankheit zu Grunde liegt. Etwa 5-10% aller Falle werden als familiar
klassifiziert [Byrne et al., 2010].

Aufserdem wird diskutiert, wo der Ursprung der Degeneration liegt. Es gibt Hinweise fiir
ein Aufsteigen der Krankheit ausgehend von Muskeln oder den neuromuskuléren Synapsen
(dying-back-Hypothese), da eine Denervierung vor dem Absterben des Zellkorpers auftritt
[Fischer and Glass, 2007] und Theorien, dass eine kortikale Ubererregbarkeit zu einem ab-
steigenden Absterben fiihrt (dying-forward-Hypothese) |[Vucic and Kiernan, 2006b]. Einige
momentan diskutierte, mogliche Ursachen der Motoneurondegeneration sind in Abb. 1.2

zusammengefasst und sollen im Folgenden erldutert werden.

1.2.3.1 Familidre ALS

Bei den fALS-Patienten werden Genmutationen als Ursache der Krankheit angesehen und
eine Diagnose kann relativ sicher gestellt werden. Die genauen Degenerationsmechanismen
sind hierbei aber unklar. Aggregationen falsch gefalteter Proteine, Wechselwirkungen mit
anderen Proteinen und Organellen oder erhohter oxidativer Stress werden untersucht.
Mit 20% der fALS-Fille am haufigsten auftretend sind Mutationen im Gen fiir die Kupfer-
Zink-Superoxiddismutase 1 (SOD1, Genlokus 21q22), die 1993 erstmals beschrieben wurden
[Rosen et al., 1993|. Dieses zytoplasmatische Enzym wandelt Superoxid aus der Zellatmung
in Sauerstoff und Wasserstoffperoxid um und tragt somit zu einem Abbau reaktiver Sauer-
stoffspezies (ROS) bei. Eine toxische Funktionssteigerung durch eine von mittlerweile 156
identifizierten Mutationen [ALS-Datenbank, 2011] und folgende Proteinnitrierung, freies
Zink und Kupfer, Proteinaggregationen und Wechselwirkungen mit Mitochondrien werden
als Pathomechanismen angesehen. Transgene M&use mit mutierter SOD1 sind die héu-
figsten Modelle fiir Grundlagenforschung bei ALS. Die Mutation G93A diente als Grund-
lage des in der vorliegenden Arbeit verwendeten Mausmodells. [Boillée et al., 2006; Pasinelli
and Brown, 2006]

Das Gen TARDBP (trans-activation response DNA binding protein, Genlokus 1p36) ko-
diert fiir das 43 kDa grofe Protein TDP-43 (TAR DNA binding protein), das im Jahr
2006 in ubiquitinierten zytosolischen Einschliissen bei ALS-Patienten mit FTD gefunden
wurde [Neumann et al., 2006]. Seitdem konnten TDP-43 Aggregate in 90% aller sALS und
fALS-Félle, nicht aber in SOD1-begriindeter fALS nachgewiesen werden. Aufserdem wurde
gezeigt, dass Mutationen im Gen in etwa 5% der fALS-Fille krankheitsursichlich sind. In
Verbindung mit TDP-43 wird auferdem eine Mutation von FUS/TLS (fused in sarcoma/
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translocated in liposarcoma) beschrieben, die 4% der fALS-Fille zugrunde liegt. Beide Pro-
teine spielen eine Rolle bei der Prozessierung von messenger Ribonukleinsédure (mRNA),
der Translation und Transkription. Eine Mutation verhindert den Transport des Proteins
in den Zellkern und somit die Funktionalitdt. Auch bei sALS-Patienten wird ein Trans-
portdefizit von TDP-43 und FUS/TLS vermutet, der zusammen mit oxidativem Stress
zu den Aggregaten fithren kénnte. Mitochondriale Funktionsstorungen und eine Expres-
sionsverdnderung einiger mit ALS assoziierter Gene (u.a. EAAT2, siehe 1.2.3.2) werden
als Mechanismen der Degeneration bedingt durch mutiertes oder aggregiertes TDP-43 und
FUS/TLS diskutiert. [Cohen et al., 2011; Da Cruz and Cleveland, 2011; Dormann and
Haass, 2011]

Weniger héufig als Mutationen bei der SOD1 oder bei TDP-43 und FUS/TLS sind Muta-
tionen in den Genen Angiogenin, Optineurin, VABP (vesikelassoziiertes Membranprotein),
Dynactin, Alsin, Senataxin oder Spatacsin, die meist atypische ALS-Formen hervorrufen.
Weitere Genmutationen werden in Einzelféllen beschrieben und die Entdeckung neuer,
mit ALS assoziierter Gene wird die Ursachenforschung weiter vorantreiben. |Ticozzi et al.,
2011]

1.2.3.2 Sporadische ALS

Bei sporadischen Formen der ALS werden verschiedene Degenerationsursachen diskutiert,

die sich oft gegenseitig bedingen.

Proteinaggregationen

Aggregationen von TDP-43 [Neumann et al., 2006] und falsch gefalteter SOD1 [Bosco
et al., 2010] lassen sich auch in den meisten sporadischen ALS-Fillen nachweisen. Protein-
aggregationen werden generell bei allen neurodegenerativen Krankheiten als Ursache dis-
kutiert, Huntingtin in Morbus Huntington, $-Amyloid und Tau bei Morbus Alzheimer und
a-Synuclein bei Morbus Parkinson. Dabei interagieren diese fehlgefalteten Proteine mit der
axonalen Transportmaschinerie und den Mitochondrien, stéren synaptische Prozesse und
behindern den Proteinabbau iiber das Ubiquitin-Proteasom-System. Eine fehlende Kor-
relation von Proteinablagerungen und Zelltod bei Parkinson und der Alzheimerkrankheit
weist darauf hin, dass eine Aggregation von fehlgefalteten Proteinen auch protektiv sein
konnte. [Ross and Poirier, 2005]

All diese Faktoren werden auch bei der sALS diskutiert. Der neueste Befund betrifft Ag-
gregationen von Ubiquilin 2, das beim Abbau ubiquitinierter Proteine beteiligt ist und in
Ablagerungen aller untersuchten Gewebeproben von ALS-Patienten gefunden wurde [Deng
et al., 2011|. Ubiquitinhaltige Proteinaggregationen (sog. skein-like inclusions, strangartige
Einschliisse, siehe Abb. 1.3a) aus einer Vielzahl verschiedener Proteine konnten mit der

Schwere des Krankheitsverlaufs der ALS assoziiert werden [van Welsem et al., 2002]. Ob
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sie Ursache oder Folge anderer degenerativer Prozesse sind, ist nicht klar. Neben Mutatio-

nen kann oxidativer Stress als ein Grund von Proteinablagerungen angefiihrt werden.

Oxidativer Stress

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen endogen bei der Zellatmung oder in Signal-
kaskaden und werden normalerweise von Enzymen wie der SOD1 abgebaut. Nehmen sie
iiberhand oder funktioniert der Abbau nicht richtig, kénnen sie Proteine, Lipide und Des-
oxyribonukleinsiure (DNA) oxidieren und schiadigen. Oxidative Verdnderungen wurden in
ALS-Patienten und in Mausmodellen mehrfach nachgewiesen (z.B. |Ferrante et al., 1997,
Andrus et al., 1998]) und als Degenerationsursache diskutiert. Wie bei den Proteinaggre-
gationen ist oxidativer Stress aber wahrscheinlich nur Folge anderer Schiadigungen wie der

gain-of-function-Mutation der SOD1.[Barber and Shaw, 2009

Mitochondriale Dysfunktion

Sowohl Ursache als auch Folge von oxidativem Stress kann eine mitochondriale Dysfunktion
sein. Die physiologische Funktion der Mitochondrien wird unter 1.3.2.2 genauer erldutert.
Eine pathophysiologische Funktionsédnderung dieses essentiellen Organells fiihrt zu Energie-
depletion, gesteigerter Bildung und Freisetzung von ROS und letztendlich zur Apoptosein-
duktion. Bei ALS-Patienten wurden in histologischen Studien als Zeichen der Schidigung
geschwollene Mitochondrien und Stérungen von Fission und Fusion [Siklos et al., 1996] ge-
funden. Einschliisse mitochondrialer Membranstiicke konnten als Bunina-Koérperchen nach-
gewiesen werden [Hart et al., 1977]. In Mausmodellen wurde diese Histopathologie bestétigt
[Wong et al., 1995; Martin et al., 2009], sowie biochemische Anderungen, wie eine verringer-
te Aktivitdt von Enzymen der Atmungskette [Jung et al., 2002; Mattiazzi et al., 2002] oder
gestorte Calciumhomdoostase nachgewiesen (siehe dazu auch 1.3.2.5). Auch der Transport
von Mitochondrien entlang des Axons ist gestort [De Vos et al., 2007]. Die Schwellung der
Mitochondrien (siehe Abb. 1.3b) ist ein Hinweis, dass die mitochondriale Permeabilitéts-
transitionspore (mPTP) gedffnet wurde, ein Notmechanismus der Zelle als Reaktion auf
mitochondriale Uberlastung [Martin et al., 2009]. Dadurch werden proapoptotische Stoffe
wie Cytochrom c freigesetzt, die dann zusammen mit oxidativen Kaskadeaktivierungen zur

Degeneration fithren kénnen. [Cozzolino and Carri, 2011]

Exzitotoxizitit

Ein Hauptaugenmerk bei der Erforschung der Degenerationsursachen wird auf die Hy-
pothese der Exzitotoxizitit, einer schidigenden Ubererregung der MN, gelegt. Alle oben
angefiihrten beobachteten Anderungen kénnten diese hervorrufen. Hinweise fiir Exzitotoxi-
zitét gibt es viele. So wurde eine erhohte Konzentration des erregenden Neurotransmitters
Glutamat in der Zerebrospinalfliissigkeit von ALS-Patienten nachgewiesen [Rothstein et al.,

1990], die entweder durch eine verstirkte Ausschiittung des Transmitters aus prasynap-
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tischen Neuronen oder aktivierter Mikroglia herrithrt oder durch verringerte Resorption
von Glutamat aus dem synaptischen Spalt bedingt ist. Die erste Erklarung konnte mit
Befunden im Mausmodell gestiitzt werden [Milanese et al., 2010]. Sie ist vereinbar mit
der gezeigten Ubererregbarkeit des Motorkortex und stiitzt die dying-forward-Hypothese
[Vucic and Kiernan, 2006b|. Eine verringerte Resorption wurde nachgewiesen durch eine
Expressionsverringerung des Glutamattransporters auf den Astrozyten (ezcitatory amino
acid transporter 2, EAAT2) [Rothstein et al., 1995]. Eine erh6hte Glutamatkonzentration
filhrt zur Ubererregung glutamaterger Rezeptoren auf den Motoneuronen, die Natrium-
und Calciumkonzentration in den Zellen steigt und bewirkt neben einer Zellschwellung
und Energiedepletion auch die calciumabhéngige Aktivierung von Signalkaskaden und de-
generierenden Enzymen. Auch eine mitochondriale Schédigung und die Bildung von ROS
durch eine erhdhte Calciumkonzentration wird diskutiert (siehe 1.2.3.2).

Einen additiven Faktor fiir vermehrten Calciumeinstrom in die MN stellt die generell hohe
Expression von calciumpermeablen, glutamatergen AMPA-Rezeptoren in Motoneuronen
dar. Eine weitere Expressionssteigerung beziehungsweise eine verringerte RNA-Editierung
der GluR2-Untereinheit, die den AMPA-Rezeptor sonst calciumimpermeabel macht, wer-
den diskutiert [Kawahara et al., 2004]. Auch eine intrinsische Ubererregbarkeit der Mo-
toneurone konnte zu einer Exzitotoxizitdt beitragen [Kiernan, 2009] (siehe 1.3.1.3). Hinzu
kommt, dass MN im Vergleich zu anderen Neuronen besonders anféllig fiir eine Calciumbe-
lastung sind, da sie nur geringe Mengen Calciumpufferproteine exprimieren (siche 1.2.4).
[Van Den Bosch et al., 2006]

Auch eine Funktions- und Expressionsverminderung der Na®/K*-ATPase, bedingt ver-
mutlich durch oxidativen Stress, kann {iber eine Stérung des Membranpotentials zur Exzi-
totoxizitdat beitragen [Ellis et al., 2003].

Neben einer verstiarkten glutamatergen Erregung gibt es auch Hinweise auf eine verringerte
Hemmung. Durch unsere Arbeitsgruppe konnte eine verringerte Expression des Kalium-
Chlorid-Cotransporters 2 in Motoneuronen eines ALS-Mausmodells nachgewiesen werden,
was GABAerge und glyzinerge Hemmung verringern und die Exzitotoxizitat steigern konn-
te [Fuchs et al., 2010a). Des Weiteren wurde in einer spéaten Krankheitsphase im Maus-
modell eine Abnahme der Expression von Transportern fiir erregende Neurotransmitter
gezeigt, bei gleich bleibender Dichte von Transportern fiir hemmende Transmitter [Schiitz,
2005], sowie in Embryonalkultur ein verringerter Strom nach Aktivierung glyzinerger Re-

zeptoren und eine Expressionsverringerung derselben [Chang and Martin, 2011].
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Abbildung 1.3: Morphologisch-histologische Befunde in Motoneuronen bei ALS
Verénderungen der Zellmorphologie lassen Riickschliisse auf Degenerationsmechanismen zu. (a) Protein-
aggregationen, sog. skein-like inclusions (braun, Antikorper gegen Ubiquitin) lassen sich in Motoneuronen
von ALS-Patienten und Tiermodellen nachweisen (aus [van Welsem et al., 2002]). (b) Elektronenmikrosko-
pischer Nachweis mitochondrialer Schwellungen (Lingenmarker 0.3 um). Normale Mitochondrien sind mit
* gekennzeichnet. Der offene Pfeil zeigt auf geschwollene Mitochondrien. Der gestrichelte Pfeil weist auf ein
Mitochondrium im Anfangsstadium der Schwellung hin. Die Strukturen im weiffen Kasten sind in héherer
Vergroferung (Langenmarker 0.15 ym) dargestellt. Hier zeigen die gestrichelten Pfeile auf Kontakte der
duReren und inneren Mitochondrienmembran, ein Hinweis auf die Offnung der mPTP. (aus [Martin et al.,
2009]) (c) 1: In einem frithen Stadium der Krankheit (Postnataltag P40, SOD1-G93A Mausmodell) sind
Mikrogliazellen in einem Ruhestatus. 2: Im weiteren Verlauf exprimieren sie Marker fiir eine Aktivierung
(Ibal, induction of brown adipocytes 1, rot) und &ndern ihre Morphologie. (aus [Philips and Robberecht,
2011])

Entziindung und Beteiligung von Gliazellen

In Mausmodellen wurde gezeigt, dass eine Expression von mutierter SOD1 einzig in Mo-
toneuronen nicht zu einer Degeneration fithrt [Pramatarova et al., 2001; Lino et al., 2002].
Nur wenn umgebende Astrozyten ebenfalls, aber nicht ausschliefslich [Gong et al., 2000],
mutierte SOD1 exprimierten, kam es zum Zelltod. Entziindungsmediatoren wie Tumor-
Nekrose-Faktor-Alpha oder ROS aus aktivierter Mikroglia (siche Abb. 1.3c) und astrozy-
tare Signalstoffe wie z.B. Adenosin-Triphosphat (ATP) oder Glutamat sind bei ALS frei-
gesetzte Stressoren, die auf evtl. vorgeschiadigte Motoneurone toxisch wirken. Diese und
weitere Befunde, wie die oben ausgefiihrte Expressionsverringerung astrozytirer Glutamat-

transporter, zeigen klar, dass die ALS keine Motoneuron-autonome Krankheit ist. [Boillée
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et al., 2006; Barbeito et al., 2010|

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass verschiedenste genetische und molekulare Veréan-
derungen in Motoneuronen und umgebenden Gliazellen eine komplexe Interaktion bilden,
die auf einer gemeinsamen Endstrecke schlieflich zum Absterben von Motoneuronen fiihrt.
Eine Diagnosestellung erfolgt in der Regel erst nach der Denervation vieler Muskelfasern,
ein therapeutischer Eingriff ist somit erst spat im Degenerationsverlauf moglich. Neben der
Ursachenforschung sollte deshalb auch ein Augenmerk auf den pathophysiologischen Ver-
anderungen der Zellen in dieser Endstrecke kurz vor dem Absterben liegen, um zu diesem
Zeitpunkt mit Medikamenten ein Fortschreiten verlangsamen zu koénnen. Die vorliegende

Arbeit greift mit einer Untersuchung eines Mausmodells im Endstadium der ALS dort an.

1.2.4 Differentielle Vulnerabilitat

Zusétzlich sollen in dieser Arbeit Hinweise dafiir gefunden werden, wieso primér Motoneu-
rone bei der ALS degenerieren und wieso einige Motoneuronpopulationen weniger vulnera-
bel als andere sind. So sterben die Neurone des Onuf-Kerns (im Riickenmark, innervieren
Darm- und Blasensphinkter) sowie die Motoneurone der Augenmuskelkerne (Ncl. Oculo-
motorius, Ncl. Abducens) weder beim Menschen noch im Mausmodell ab. Andere bulbére
Populationen wie der Ncl. Hypoglossus oder der Ncl. Facialis und spinale Motoneurone
sind dagegen hochvulnerabel [Mannen et al., 1977; Gizzi et al., 1992; Nimchinsky et al.,
2000; Haenggeli and Kato, 2002].

Die Grofe der Zellen, das lange Axon, ein somit sehr hoher Energiebedarf und eine hohe
Expression von Neurofilamenten wurde mit dem Hintergrund von Neurofilamentaggrega-
ten und mitochondrialer Schadigung als eine mégliche Ursache fiir ein selektives Absterben
von Motoneuronen bei der ALS angefiihrt. [Shaw and Eggett, 2000|

Eine Erklarung fiir die differentielle Vulnerabilitdt zwischen Motoneuronpopulationen ba-
siert auf deren unterschiedlicher Calciumhomdostase und entstand somit auf dem Hinter-
grund der Exzitotoxizitdtstheorie. So wurde gezeigt, dass die vulnerablen spinalen und
bulbdren Motoneurone im Gegensatz zu den resistenten eine sehr geringe Calciumpuffer-
kapazitdt aufweisen aufgrund von niedriger Expression der Calciumpufferproteine Calbin-
din-D28K und Parvalbumin (siche Abb. 1.4a) |Alexianu et al., 1994; Lips and Keller, 1998;
Vanselow and Keller, 2000|. Primér hat dies den physiologischen Effekt von schnellen hohen
Calciumtransienten nach Stimulation (siehe Abb. 1.4b) und somit einer hohen Flexibilitét

bei hochfrequenten Aktionen.
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Abbildung 1.4: Calciumhomdostase von resistenten und vulnerablen Motoneuronen

(a) Berechnete Pufferkapazititen fiir verschiedene Zelltypen. MN haben generell eine niedrige Calciumpuf-
ferkapazitét, die resistenten Neurone des Ncl. Oculomotorius aber eine fiinfmal héhere als die vulnerablen
MN aus Spinalmark und Hirnstamm. (verdndert aus [von Lewinski and Keller, 2005]) (b) Simulation der
Calciumantwort von Motoneuronen im Ncl. Oculomotorius und Spinalmark auf den gleichen Calciumin-
flux. Die intrazelluldre Calciumkonzentration erhoht sich deutlich starker in vulnerablen Motoneuronen,
allerdings mit schnellerer Zeitkonstante der Erholung des Signals. (verdndert aus [Vanselow and Keller,
2000])

Eine langfristig hohe Konzentration freien Calciums kann jedoch pathologische Verénde-
rungen wie die Aktivierung von Proteasen oder die Schiadigung von Mitochondrien her-
vorrufen. Eine Relevanz bei ALS gilt als erwiesen, da durch Uberexpression von Calbindin
oder Parvalbumin in Kultur eine Neurodegeneration verhindert oder in einem Mausmodell
der ALS der Symptombeginn herausgezogert werden konnte [Ho et al., 1996; Beers et al.,
2001]. (Fiir einen Ubersichtsartikel siehe [von Lewinski and Keller, 2005])

Zusatzlich gibt es eine differentielle Vulnerabilitat der Motoneuronsubtypen in einer Po-
pulation. Typ FF Motoneurone sind als erstes von der Degeneration betroffen, Typ S sind
resistenter, sprossen aus und reinnervieren viele Typ IIb Muskelfasern [Pun et al., 2006;
Hegedus et al., 2008|. Ein Erklarungsansatz hierfiir ist der grofere Zellkorper der FF MN

mit hoherem Energieverbrauch sowie deren phasisches Entladungsverhalten mit hohen Cal-
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ciumspitzen im Gegensatz zu einer tonischen Entladung mit Calciumplateau auf niedrigem

Niveau bei Typ S.

1.2.5 Therapie

Trotz der umfassenden Hinweise auf verschiedene zytotoxische Verdnderungen in Moto-
neuronen bei der ALS konnte bisher keine kurative Therapie gefunden werden. Nach den
Leitlinien der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie [DGN, 2011| wird vor allem sympto-
matisch behandelt, z.B. mit Physiotherapie und Logopéadie und gegebenenfalls auch ma-
schineller Unterstiitzung der Atmung und kiinstlicher Erndhrung. Das einzige empfohlene
Medikament mit leichten lebensverldngernden Eigenschaften ist Riluzol [Bensimon et al.,
1994]. Eine Verringerung der Glutamatexzitotoxizitit wird als dessen Wirkmechanismus
angenommen. So konnte gezeigt werden, dass Riluzol prasynaptische NMDA-Rezeptoren
und spannungsabhéngige Natriumkanéle inhibiert und somit zu einer verringerten Gluta-
matausschiittung auf Motoneurone fiithrt [Lamanauskas and Nistri, 2008|. Postsynaptisch
werden AMPA-Rezeptoren blockiert [Albo et al., 2004|. Auferdem wurde in elektrophysio-
logischen Studien nachgewiesen, dass Riluzol persistierende Natrium- und Calciumkanile
blockiert und somit die Erregbarkeit der Motoneurone verringert [Huang et al., 1997; Song
et al., 1997; Kuo et al., 2006].

Bei weiteren therapeutischen Versuchen, eine Exzitotoxizitdt, oxidativen Stress, Apopto-
se oder Entziindungen einzuddmmen, konnte iiber Mausmodelle hinaus bisher kein Erfolg
verzeichnet werden, viele Pharmaka sind aber noch in der klinischen Testung. Neuester
Angriffspunkt ist die Abbaumaschinerie fehlgefalteter Proteine [Deng et al., 2011]. Weitere
intensive Ursachenforschung, vor allem in fortgeschrittenen Krankheitsstadien der Maus-

modelle ist n6tig und sollte mit dieser Arbeit vorangetrieben werden. [Carlesi et al., 2011]

1.2.6 Tiermodelle zur Grundlagenforschung
1.2.6.1 Tiermodelle der ALS

Wie bereits mehrfach erwéhnt, sind genetisch modifizierte Tiere ein Hilfsmittel fiir die
Ursachenforschung und die Entwicklung von Therapien bei der ALS. Oft wurden bei auf-
falligen Tieren spontane Mutationen entdeckt, die zu einer Motoneurondegeneration oder
Muskelatrophie fithrten. Diese Mause (z.B. wobbler, nmd (neuro-muskulére Degeneration),
pmn (progressive motorische Neuropathie)) zeigen aber in der Regel kein motoneuronspe-
zifisches Degenerationsmuster und sterben frith postnatal. Bessere Modelle konnten nach
der Entdeckung von humanen krankheitsverursachenden Mutationen entwickelt werden.
So entstanden unter anderem Ma&use mit Deletion des Alsin- oder des FUS/TLS Gens,
die allerdings keine Motoneurondegeneration aufwiesen, und transgene Mause und Ratten

mit mutiertem Dynactin und verschiedenen Mutationen von SOD1 oder TDP-43. [Van
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Den Bosch, 2011])

Vor allem die SOD1-transgenen Méause zeigen viele, mit der humanen Krankheit vergleich-
bare Symptome und sind trotz Zweifel an der Ubertragbarkeit auf sporadische und andere
familidre Formen [Kiernan et al., 2011; Van Den Bosch, 2011| das bestuntersuchte ALS-
Mausmodell. Eine der Mauslinien mit transgenem SOD1 mit Mutation an Position 93
(G93A) wurde fiir die vorliegende Arbeit verwendet und soll deshalb ndher beschrieben

werden.

1.2.6.2 Charakterisierung des SOD1-G93A Mausmodells

Die SOD1-G93A Mauslinie wurde 1994 von Gurney und Kollegen generiert [Gurney et al.,
1994]. Diese Méause tragen etwa 18 Kopien des Transgens aus der humanen mutierten Form
des SOD1-Gens mit der gain-of-function-Mutation G93A (Austausch der Aminoséure Gly-
zin zu Alanin an Position 93) unter dem humanen SOD1-Promotor. Die Tiere entwickeln
Symptome, die der humanen ALS dhnlich sind. Es kommt im Verlauf der Krankheit zu einer
Degeneration der sekundédren Motoneurone [Gurney et al., 1994], sowie der kortikospinalen
und kortikobulbéren Innervation [Zang and Cheema, 2002]. Im Endstadium konnte eine
Abnahme der Motoneuronzahl im Spinalmark auf unter 50% beschrieben werden [Jaarsma
et al., 1996; Kieran et al., 2004|. In den bulbiren Kernen (Ncl. Facialis, Ncl. Hypoglossus)
wurde nur eine Abnahme um 20-30% beobachtet |[Haenggeli and Kato, 2002| (siehe Abb.
1.5a). In Folge dessen entwickelt sich eine Muskelschwéche und Léhmungen der Hinter-
laufe, der Vorderldufe und der bulbér innervierten Muskelgruppen (siche Abb. 1.5¢). Wie
beim Menschen bleiben auch in diesem Mausmodell die Augenmuskelkerne weitestgehend
ausgespart |[Haenggeli and Kato, 2002|. Auch wenn schon ab Postnataltag P40 Auffélligkei-
ten berichtet wurden [Alves et al., 2011|, werden erste deutliche Lahmungserscheinungen
der Hinterlaufe, erfasst mit einem Rotarod-Test, etwa ab P70 [Smittkamp et al., 2008| bis
P90 [Mancuso et al., 2011a] messbar. Eine Schwiichung der Zungenmuskulatur wurde von
uns ab P77 [Fuchs et al., 2010a| (sieche Abb. 1.5d) von anderen ab P100 [Smittkamp et al.,
2008]| registriert. Die G93A Méuse sterben mit etwa P130.
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Abbildung 1.5: Charakterisierung des SOD1-G93A ALS-Mausmodells

Eine Degeneration von Motoneuronen fiithrt zu Muskelschwéiche und Atrophie. (a) Immunhistochemische
Farbung mit einem Antikorper gegen Cholin-Acetyltransferase (ChAT). Im Ncl. Hypoglossus von G93A
Mausen sind im Endstadium etwa 30% der Neurone degeneriert. (aufgenommen mit LSM 5, Zeiss, Got-
tingen) (b) Hamatoxilin-Eosin-Farbung von hypoglossalen Motoneuronen in G93A Méiusen. Es kommt zu
einer Ausbildung von Vakuolen aufgrund von mitochondrialer Schidigung. (verdndert aus [Ferrucci et al.,
2010]) (c) SOD1-G93A Maus im Alter von 125 Tagen. Die Hinterldufe sind vollstédndig gelahmt. Die Maus
kann sich nicht mehr aufrichten. (aus [Kieran et al., 2004]). (d) Leckfrequenz pro Alter der G93A Méiuse
und Wildtypkontrollen. Durch die Degeneration von Motoneuronen im Ncl. Hypoglossus kommt es ab et-
wa P77 zu einer Schwéche der Zungenmuskulatur, die sich in einer verlangsamten Leckfrequenz ausdriickt.
(verdndert aus [Fuchs et al., 2010a])

1.3 Physiologie und Pathophysiologie von Motoneuronen

Ubererregbarkeit, Exzitotoxizitit und mitochondriale Schidigung sind die am besten un-
tersuchten Degenerationsmechanismen bei ALS. Durch diese werden Motoneurone in ihrer
Funktion beeintrichtigt. Wie weit diese Beeintréchtigung im Endstadium der Krankheit
geht und was letztlich zum Absterben fiihrt ist aber wenig erforscht, da eine Analyse
im adulten Tiermodell auf Einzelzellebene technisch schwierig ist. Dies war eine Aufga-
be der vorliegenden Arbeit. Um die erworbenen Erkenntnisse einordnen zu kénnen, soll
daher zunéchst im Folgenden die intrinsische physiologische Funktion von Motoneuronen,
beschrankt auf Elektrophysiologie und Calciumhomdostase, zusammengefasst und auf die
bisher bekannten Anderungen dieser withrend des Krankheitsverlaufs der ALS hingewiesen

werden.
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1.3.1 Elektrophysiologische Eigenschaften von Motoneuronen

Ein Aktionspotential in Motoneuronen fiihrt zu einer Ausschiittung des Neurotransmitters
Acetylcholin an der neuromuskuldren Synapse und zu einer Kontraktion von Muskelfasern.
Eine Reihe von Aktionspotentialen fithrt zur Muskelbewegung. Feinste Bewegungsénderun-
gen wie etwa beim Spielen eines Musikinstrumentes im Gegensatz zu groben Haltearbeiten
beim Tragen schwerer Lasten machen es aber notig, dass dieses Alles-oder-Nichts-Signal
sinnvoll integriert und ortlich und zeitlich prézise generiert wird. Hierflir exprimieren die
unterschiedlichen Motoneuronsubtypen bestimmte Ionenkanéle und Transporter, deren Zu-
sammensetzung sich im Laufe der Entwicklung des motorischen Systems dndert. Des Wei-
teren sind Motoneurone in ein regulatorisches Netzwerk eingegliedert, welches die Aktivitét

steuert und moduliert.

1.3.1.1 Kanaile und Entladungseigenschaften

Abb. 1.6 zeigt ein typisches Aktionspotential (AP) eines adulten spinalen Motoneurons
und die fiir die einzelnen Phasen zustédndigen Kanéle. Die genauen Kanalsubtypen basie-
ren z.T. auf Vermutungen und Modellen [Purvis and Butera, 2005; Brownstone and Stuart,
2011]. Einige molekulare Nachweise sind jedoch vorhanden [Alessandri-Haber et al., 2002;
Gunasekaran et al., 2009; Sukiasyan et al., 2009] und die Strome lassen sich experimen-
tell beobachten. So wurden z.B. in Motoneuronen frith postnataler Mause und Ratten L-,
T-, N-, P/Q- und R-Typ Calciumstrome isoliert [Viana et al., 1993a; Umemiya and Ber-
ger, 1994; Carlin et al., 2000a|. Besonders die L-Typ Calciumkanéle mit persistierenden
Stromen und niedriger Aktivierungsschwelle gerieten in den Fokus bei der ALS-Forschung
(siehe 1.3.1.3). In Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus von Ratten wurden apaminsensitive,
calciumaktivierte Kaliumkanéle (SK) wéhrend der Nachhyperpolarisation (AHP) der Ak-
tionspotentiale nachgewiesen (siehe Abb. 1.7a) [Viana et al., 1993b; Lape and Nistri, 2000],
im Spinalmark die calcium- und spannungsaktivierten Kaliumkanéle mit grokerer Leitfa-
higkeit (BK) [Safronov and Vogel, 1998|. Verzogert rektifizierende und A-Typ Kaliumkanéle
sowie TTX-sensitive spannungsabhéngige Natriumkanéle sind in spinalen Motoneuronen
von jungen Ratten und M&usen genau analysiert worden [Safronov and Vogel, 1995; Carlin
et al., 2008]. Einen Einfluss auf das Ruhemembranpotential hat ein grofer hyperpolarisa-
tionsaktivierter Kationenstrom (HCN, siche Abb. 1.7b) [Bayliss et al., 1994|. (Fiir einen
Ubersichtsartikel siehe [Rekling et al., 2000])
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Abbildung 1.6: Ionenkanéle in Motoneuronen

Darstellung eines typischen Motoneuron-Aktionspotentials mit beteiligten Kanélen. Car: persistierender
Calciumstrom, langsam aktivierend, niedrige Schwelle, Cay: Calciumstrom, intermedidre Eigenschaften,
Cap/q: transienter Calciumstrom, hohe Schwelle, Car: transienter Calciumstrom, niedrige Schwelle, I1,: hy-
perpolarisationsaktivierter Kationenstrom, Kcq—px: calciumaktivierter Kaliumstrom, hohe Leitfahigkeit,
Kca-sk: calciumaktivierter Kaliumstrom, geringe Leitfahigkeit, Kpr: schneller, verzogert rektifizierender
Kaliumstrom, Ks: langsamer Kaliumstrom, niedrige Aktivierungsschwelle, muskarinsensitiv, Kges:: Leck-
Kaliumstrom bei Ruhe, Nap: persistierender Natriumstrom, niedrige Aktivierungsschwelle, Nar: transien-

ter schneller Natriumstrom (veréindert aus [Brownstone and Stuart, 2011])

Dieser Kanalbesatz der Motoneurone fiihrt zu typischen Entladungseigenschaften. Friihe
Studien an spinalen Motoneuronen von Katzen und Schildkréten zeigten die Moglichkeit ei-
ner repetitiven, hochfrequenten Entladung (>200 Hz [Kernell, 1965]), Frequenzadaptation
zum Beginn einer Stimulation (siehe Abb. 1.7¢) und kurze Aktionspotentiale mit schneller
und mittlerer Nachhyperpolarisation (fAHP und mAHP) [Adrian and Bronk, 1929; Ker-
nell, 1965; Hounsgaard et al., 1988; Hounsgaard and Mintz, 1988|. In Nagern konnten diese
Eigenschaften qualitativ bestatigt werden [Viana et al., 1995; Carlin et al., 2000a; Lape
and Nistri, 2000; Meehan et al., 2010b; Mitra and Brownstone, 2011|, einzelne Parameter
sind in ihrem Betrag aber speziesspezifisch unterschiedlich. In spinalen Motoneuronen von
Méusen konnten z.B. Aktionspotentialfrequenzen iiber 300 Hz gemessen werden [Meehan
et al., 2010b]. Aktionspotentiale und deren Nachhyperpolarisation in Mausen sind kiir-

zer als in Katzen [Manuel et al., 2009]. Innerhalb einer Spezies konnten Unterschiede in
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den verschiedenen Motoneuronsubtypen beobachtet werden. Entsprechend ihrer physiolo-
gischen Funktion kénnen Typ FF Motoneurone in héheren Frequenzen Aktionspotentiale
generieren als Typ S und erreichen dies durch eine kiirzere Nachhyperpolarisation. Der Zu-
gangswiderstand von Typ S Motoneuronen ist deutlich grofer als der der schnellen Typen
und die Rheobase (Strom, der nétig ist zum Auslosen eines Aktionspotentials) dement-
sprechend niedriger [Gardiner, 1993|.

Typisch fiir Typ S und evtl. auch Typ FR spinale Motoneurone ist zudem die Ausbildung
von Plateaupotentialen und ein bistabiles Verhalten, eine anhaltende Entladung nach kur-
zer Stimulation iiber das Ende der Stimulation hinaus (siehe Abb. 1.7¢) [Hounsgaard et al.,
1988; Lee and Heckman, 1998b; Bennett et al., 2001b|. Dieses wird generiert durch persistie-
rende Calciumstréome durch L-Typ spannungsabhingige Calciumkanéle sowie persistieren-
de Natriumstrome (siehe Abb. 1.7d) und trégt zu einer energiesparenden nicht-ermiidenden
Muskelkontraktion bei [Hounsgaard and Kiehn, 1989; Lee and Heckman, 1998a; Carlin
et al., 2000b; Li and Bennett, 2003].

Veridnderung der Eigenschaften wihrend der Entwicklung

Die meisten elektrophysiologischen Analysen von Motoneuroneigenschaften bei Ratten und
Mausen wurden an Zellkulturen, Embryonen oder frith postnatalen Tieren (<P20) durch-
gefiihrt. Dabei wurden starke Verdnderungen der Eigenschaften schon zwischen der ersten
und der zweiten postnatalen Woche beschrieben. Diese Entwicklung setzte sich bis zu
einem adulten Stadium (<P68) fort [Mitra and Brownstone, 2011]. Mehrere unabhéngi-
ge Publikationen beschrieben eine Abnahme des Zugangswiderstands gekoppelt mit einer
Zunahme der Rheobase und eine Zunahme des Stroms durch hyperpolarisationsaktivier-
te Kationenkanéle. Des Weiteren werden die Aktionspotentiale deutlich schneller und die
Nachhyperpolarisation signifikant kiirzer |[Bayliss et al., 1994; Viana et al., 1994; Berger
et al., 1996; Carrascal et al., 2005; Nakanishi and Whelan, 2010; Mitra and Brownstone,
2011; Quinlan et al., 2011].

Aufgedeckt wurde auch eine Abnahme von T-Typ Calciumkanélen und eine Zunahme von
L-Typ Calciumkanélen, persistierenden Natriumkanélen und Bistabilitdt [Berger et al.,
1996; Perrier and Hounsgaard, 2000; Quinlan et al., 2011]. Eine schnellere Erholung aus
der Inaktivierung zeigen Natriumkanéle in &lteren Tieren. Die folgende hohere Stromdichte
und mehr verfiighare Kanile fithren zu einer gesteigerten Maximalfrequenz [Carlin et al.,
2008|.

Eine Studie zur Entwicklung der Parameter iiber einen gréfseren Zeitraum fehlt. Ein Ver-
gleich der bei der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten in adulten Méause (bis P138) mit

den bisher bekannten Daten aus juvenilen Tieren wird unter 4.2.1 vorgenommen.
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Abbildung 1.7: Entladungseigenschaften von Motoneuronen

(a) Typisches Aktionspotential eines Motoneurons mit fAHP und mAHP. Die mAHP verschwindet durch
die Blockade von SK-Kanélen mittels Apamin. (verdndert aus [Miles et al., 2005]) (b) Eine Hyperpolari-
sation von Motoneuronen fithrt zur Offnung von hyperpolarisationsaktivierten Kationenkanélen, die eine
Depolarisation bewirken. (verdndert aus [Bayliss et al., 1994]) (c¢) Motoneurone zeigen repetitive, hochfre-
quente Aktionspotentiale mit einer anfinglichen Frequenzadaptation. (verdndert aus [Miles et al., 2005])
(d) Die Applikation einer langsamen Spannungsrampe generiert in Motoneuronen persistierende Einwérts-
strome (PIC) durch Calcium- und Natriumkanéle. (verdndert aus [Lee and Heckman, 1998a]) (e) PIC
tragen zur Bistabilitdt von Motoneuronen bei. Bei Wegnahme des Stimulus generiert die Zelle weiterhin

Aktionspotentiale. (verdndert aus [Hounsgaard and Kiehn, 1989))

1.3.1.2 Eingliederung in das Netzwerk

Im lebenden Organismus sind Motoneurone natiirlich nicht isoliert, sondern in ein umfas-
sendes Neuronennetzwerk eingegliedert. Sie erhalten Signale, die eine Erregung veranlassen
und Signale, die ihre Erregbarkeit an den Bedarf anpassen und die intrinsischen Eigenschaf-
ten modulieren. Erregende und hemmende direkte Impulse fiir prazise Willkiirbewegungen
kommen vom Kortex oder von Muskelspindeln und werden iiber lokale Pramotoneuro-
ne und Interneurone vermittelt. Vor allem auf spinaler Ebene entsteht so ein teilweise
autonomes Netzwerk zur Haltekontrolle und alternierenden Bewegungen (central pattern
generator). Die Neurotransmitter dabei sind Glutamat, GABA und Glyzin, die auf iono-
trope Rezeptoren an den Motoneuronen wirken. Im Gegensatz zu spinalen Motoneuronen
werden Neurone des Ncl. Hypoglossus nicht rekurrent von Renshaw-Zellen inhibiert.

Neben diesen Hauptwegen gibt es auch viele modulierende Einfliisse vor allem von seroto-

nergen Neuronen aus dem Ncl. Raphe und noradrenergen Neuronen aus dem Locus Coeru-
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leus, die iiber metabotrope Rezeptoren die Erregbarkeit der MN steigern oder vermindern
koénnen, je nach Aufmerksamkeitsstatus oder vegetativem Zustand des Organismus. Diese
modulatorischen Einfliisse sind fiir die Erregbarkeit eines Motoneurons deutlich wichti-
ger als der eigentliche erregende Impuls glutamaterger Pramotoneurone. So wurde mittels
Computersimulation gezeigt, dass sich die Erregbarkeit eines spinalen Motoneurons um ein
Fiinffaches steigern lasst, kommt es in Kontakt mit Serotonin und Noradrenalin [Heckman
et al., 2009|. Hauptverantwortlich dafiir ist die Signalkaskade nach Aktivierung des 5-HT
Serotoninrezeptors, an deren Ende eine Verstirkung persistierender Einwértsstrome steht
[Perrier and Hounsgaard, 2003; Harvey et al., 2006]. Auch das bistabile Verhalten ist sero-
toninabhingig [Hounsgaard and Kiehn, 1989]. (Fiir Ubersichtsartikel siche [Rekling et al.,
2000; Heckman et al., 2009])

Klinisch ist dieser Modulationsweg wichtig fiir das Verstéandnis der Entwicklung von Spas-
tik bei Querschnittslihmungen [Bennett et al., 2001a; Li and Bennett, 2003|. Aber auch bei
ALS wird eine Verstiarkung der Exzitotoxizitit durch Serotonin diskutiert [Sandyk, 2006]

und persistierende Einwértsstrome stehen im Fokus der Forschung.

1.3.1.3 Elektrophysiologische Eigenschaften von Motoneuronen bei ALS

Messungen von axonaler Leitfdhigkeit und Muskelaktionspotentialen bei humanen ALS-
Patienten lieferten Hinweise fiir eine Ubererregbarkeit aufgrund von verstirkten persistie-
renden Natriumeinwértsstromen. Diese und weitere Hinweise auf eine verringerte Kalium-
leitfahigkeit konnten die bei ALS auftretenden Faszikulationen erkliren [Bostock et al.,
1995; Mogyoros et al., 1998; Kanai et al., 2006; Vucic and Kiernan, 2006a|. Auch im Maus-
modell wurde mehrfach Ubererregbarkeit und héhere Maximalfrequenz von priméren und
sekundéaren Motoneuronen diskutiert und als deren Ursache ein verstéarkter persistieren-
der Natriumeinstrom gezeigt (sieche Abb. 1.8a,b) [Kuo et al., 2005; van Zundert et al.,
2008; Pieri et al., 2009; Meehan et al., 2010a; Quinlan et al., 2011]. Quinlan und Kollegen
diskutierten, dass sich auch wéhrend der Entwicklung von gesunden Wildtypmé&usen der
persistierende Natriumstrom steigert, ein Unterschied des PIC bei SOD1-G93A M&ausen im
Vergleich zu Wildtypmé&usen daher evtl. durch eine schnellere Reifung bei den transgenen
Tieren zustande kommt [Quinlan et al., 2011]. Darauf weisen auch die Beobachtungen einer
anderen Arbeitsgruppe hin, die einen weiter verzweigten, stérker entwickelten Dendriten-
baum im ALS-Mausmodell wiahrend der zweiten postnatalen Woche beobachtete (siehe
Abb. 1.8c) [Amendola et al., 2007; Elbasiouny et al., 2010]. Als einen weiteren Grund fiir
die Ubererregbarkeit der Motoneurone bei ALS wurde eine schnellere Erholung aus der
Inaktivierung bei spannungsabhingigen Natriumkanélen diskutiert, die eine hohere Maxi-

malfrequenz ermdglichte [Zona et al., 2006].
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Abbildung 1.8: Ubererregbarkeit der Motoneurone bei ALS

(a) Frequenz-Strom-Kurve von hypoglossalen MN aus Mausen im Alter von P4-P10. Die Steigung der Kur-
ve ist grofer in G93A MN, die Erregbarkeit somit erhoht. **: Signifikanzniveau von p<0.01 mit Student’s
t-Test (verdndert aus [van Zundert et al., 2008]) (b) Persistierende Natriumeinwértsstrome sind grofer
in G93A hypoglossalen MN aus Méusen im Alter von P4-P10 was die Ubererregbarkeit erkliren kénnte.
(verdndert aus [van Zundert et al., 2008]) (c) Rekonstruktion von wéhrend einer Messung gefiillten Mo-
toneuronen des Spinalmarks aus M&usen im Alter von P8 (wt) und P9 (G93A). Der Dendritenbaum von
G93A Maiusen ist trotz etwa gleichen Alters deutlich weiter entwickelt und komplexer. Dies ist ein Hinweis
auf eine schnellere Entwicklung von Motoneuronen im ALS-Mausmodell. (verdndert aus [Amendola et al.,
2007])

Die Analyse weiterer passiver und aktiver Eigenschaften der Motoneurone im ALS-Maus-
modell gab kein solch klares Bild. Eingangswiderstand, Rheobase, Ruhemembranpotential,
Aktionspotentialform und AHP-Dauer wurden z.T. als unveréndert, z.T. als vom Betrag
kleiner oder grofer beschrieben [Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004, 2005; Amendola et al.,
2007; Bories et al., 2007; van Zundert et al., 2008; Pambo-Pambo et al., 2009; Pieri et al.,
2009; Quinlan et al., 2011]. Diese Unterschiede sind woméglich auf die unterschiedlichen
Préaparationen und Experimentalbedingungen, unterschiedliches Alter der Tiere oder ande-
re Versionen der SOD1-Mutation zuriickzufiihren. So fanden sich bei der G85R-Mutation
deutlich weniger Unterschiede zum wt als bei dem in der gleichen Studie analysierten
Stamm mit einer geringen Kopienzahl der G93A Mutation |[Pambo-Pambo et al., 2009].

Die bei den humanen Messungen gefundenen axonalen Verdnderungen lieffen sich im Maus-
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modell bei einer Studie gar nicht nachvollziehen, was zum Anzweifeln der Brauchbarkeit
des SOD1-Mausmodells fiihrte [Boério et al., 2010|. In einer anderen Studie tiber die Leit-
fahigkeitseigenschaften der Axone im Mausmodell konnten aber sowohl pathologische Ver-
anderungen in den sekundéren als auch in den priméren Motoneuronen gezeigt werden
[Mancuso et al., 2011b].

Eine weiterfithrende Untersuchung zur definitiven Beschreibung der elektrophysiologischen
Eigenschaften von Motoneuronen im ALS-Mausmodell ist deshalb nétig. Auch wurden
die meisten der murinen Daten in Kulturen embryonaler Riickenmarksmotoneurone oder
in Gewebeschnitten postnataler Mause bis P10 gewonnen. Die Verdnderungen der elek-
trophysiologischen Parameter wihrend der Entwicklung des motorischen Systems und die
Unterschiede in der Geschwindigkeit der Entwicklung der ALS-Tiere kann zwar mit der ge-
zeigten Ubererregbarkeit einen Hinweis fiir die Degenerationsursache geben, eine definitive
Aussage ist aber nur moglich, wenn man die Parameter im weiteren Verlauf der Krank-
heit beschreibt und auch im Endstadium Daten erhebt. Dies war ein Ziel der vorliegenden
Arbeit.

1.3.2 Calciumhomoostase in Motoneuronen

Wiéhrend der Aktionspotentiale und auch bei synaptischer Aktivierung ionotroper und me-
tabotroper Rezeptoren gelangt Calcium in das Motoneuron. Diese Ionen depolarisieren das
Neuron und fithren zur Aktivierung vielféltiger Signalkaskaden, wie etwa einer synaptischen
Verstarkung, der Ausschiittung von Neurotransmittern an der neuromuskuléren Endplat-
te, der Modulation calciumabhéngiger Kanéle und Transporter oder der Regulation der
Aktionspotentialgenerierung durch die Aktivierung calciumabhéngiger Kaliumkanéle [Via-
na et al., 1993a,b|. Aber auch apoptoseinduzierende Enzyme wie Calpain werden durch
Calcium aktiviert und so muss eine Zelle zum Selbstschutz und zur Beendigung der Signal-
kaskaden Calcium an Pufferproteine binden und in intrazelluldre Speicher oder aus der
Zelle hinaus transportieren.

Wie bereits in 1.2.4 ausgefiihrt, exprimieren Motoneurone kaum Calciumpufferproteine wie
Calbinin-D28K oder Parvalbumin. Ihnen bleibt somit nur der Transport von Calcium iiber
die Plasmamembran, in das Endoplasmatische Retikulum (ER) und in Mitochondrien, de-
ren Membranen fiir Calcium spezifische Transportproteine exprimieren. Fiir die bei ALS
diskutierte Calciumiiberladung ist entweder ein verstiarkter Calciumeinstrom oder eine ver-
ringerte Extrusion und Speicherkapazitdt ursédchlich. Die Wege der Extrusion von Calcium
aus Motoneuronen, die Aufnahme in intrazelluldre Speicher und die Wege des Calciums
in die Zelle hinein sind in Abb. 1.9 schematisch dargestellt und sollen im Folgenden er-

ldutert, sowie die bisherigen Befunde der Calciumhoméostase bei ALS beschrieben werden.

22



Einleitung

Ca NMDA-R
Ca* Ca2* v AMPA-R
‘ Plasmamembran
PMCA NCX GPCR
+ 2. ca2+
Na Ca* P3
2.
VDAC Ca

Mitochondrium ‘\IP3R
ca2+
Na* \
RyR

AW Ca2*

= Wy

Endoplasmatisches Retikulum

-

Abbildung 1.9: Calciumhomd&ostase in Motoneuronen

Schematische Darstellung der Calciumquellen und wichtigsten Calciumtransportwege. Uber spannungs-
gesteuerte Calciumkanile (Ca,), Glutamatrezeptoren (NMDA-R, AMPA-R) und intrazelluldre Signalkas-
kaden gelangt Calcium in das Zytoplasma. Dieses wird dann in Mitochondrien oder dem Endoplasmati-
schen Retikulum (ER) gespeichert oder iiber die Plasmamembran entfernt. Fiir alle Transportwege gibt
es spezifische Transportproteine, die Triebkraft fiir den Transport in die Mitochondrien ist ein matrixne-
gatives Potential (AW,,). ETC: Elektronentransportkette, GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor, Gq:
G-Protein Typ q, IP3: Inositoltrisphosphat, IPsR: IP3-Rezeptor, mCU: mitochondrialer Calciumuniporter,
mNCX: mitochondrialer Natrium-Calcium-Austauscher, mPTP: mitochondriale Permeabilitatstransitions-
pore, NCX: Natrium-Calcium-Austauscher, PMCA: Plasmamembran-Calcium-ATPase, RyR: Ryanodin-
rezeptor, SERCA: Sarko-Endoplasmatisches Retikulum Calcium-ATPase, VDAC: Spannungsabhéngiger

Anionenkanal

1.3.2.1 Calciumquellen in Motoneuronen

Mit der Kombination aus elektrophysiologischen Messungen und fluorometrischer Bestim-
mung der Calciumkonzentration konnte im Ncl. Hypoglossus wéhrend einer physiologischen
Aktivitdt der Motoneurone ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration um bis
zu 100nM im Soma und um 200nM in den Dendriten beobachtet werden (siehe Abb.
1.10) |Lips and Keller, 1999; Ladewig and Keller, 2000]. Die Aktivitéit entsprach einer os-
zillatorischen Generierung von Gruppen von Aktionspotentialen, die als inspiratorisches
Signal etwa zweimal pro Sekunde durch die Innervierung aus dem respiratorischen Pra-
Botzinger-Komplex in diesem Kern entsteht. Aus den Signalen wurde ein intrazelluldrer
Calciumanstieg von 2.4 nM pro Aktionspotential berechnet. Nétig fiir den Calciumeinstrom
war eine Depolarisation der Membran, die verschiedene Subtypen spannungsaktivierter

Calciumkanale 6ffnet. Diese Kanile stellen somit eine entscheidende Quelle fiir Calcium in
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Motoneuronen dar.

Auflerdem wurden exzitatorische synaptische Potentiale gemessen, die einen Calciumkon-
zentrationsanstieg von maximal 20 nM hervorriefen und auf die Offnung von N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA)- oder AMPA-Glutamatrezeptoren zuriickzufithren waren |Lips and
Keller, 1999; Jahn et al., 2006]. Die Calciumerhohung durch die Offnung eines NMDA-
Rezeptors wurde mit 0.01 nM veranschlagt |Lips and Keller, 1999|. Auch ionotrope Rezep-
toren sind somit eine Calciumquelle. Dabei sind in Motoneuronen wie bereits erwahnt nicht
nur NMDA-Rezeptoren, sondern auch ein Teil der AMPA-Rezeptoren calciumdurchléssig
(sieche 1.2.3.2). Weiterhin ist ein grofser Anteil an calciuminduzierter Freisetzung von Cal-
cium aus internen Speichern belegt [Jahn et al., 2006]. Die Expression der dafiir nétigen
Ryanodinrezeptoren (RyR) wurde in Motoneuronen nachgewiesen, genauso wie die von Ino-
sitoltrisphosphatrezeptoren (IP3R) fiir eine Signalkaskaden-induzierte Calciumfreisetzung
aus dem ER [Van Den Bosch et al., 1999]. Calcium aus dem ER kann die intrazellulire
Konzentration um bis zu 900 nM steigern |[Ladewig et al., 2003|. Diese Calciumquellen sind
essentiell fiir die Funktion der Neurone. Genauso essentiell sind aber auch die Wege, die

zu einer Erholung des Calciumsignals fiihren.

proximaler
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o — ]

U 00}
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Abbildung 1.10: Intrazelluldre Calciumerh6hung wihrend rhythmischer Aktivitét
Eine Generierung von Aktionspotentialen (unten) fithrt durch die Offnung spannungsabhingiger Calcium-
kanile zu einer Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration im Soma (Mitte) und den Dendriten

(oben). (verdndert aus [von Lewinski and Keller, 2005])

1.3.2.2 Calciumtransport in Mitochondrien

Einer dieser Wege ist die Aufnahme und die Speicherung von Calcium in Mitochondrien.
Mitochondrien sind ubiquitdre Organellen, die ein hoch dynamisches Netzwerk innerhalb
der Zellen bilden und iiber Transportmechanismen des Zytoskeletts in Neuronen antero-
grad und retrograd transportiert werden konnen. Die Mitochondrienmatrix ist mit einer

Doppelmembran umgeben, {iber die hochreguliert Ionen und kleine Molekiile in die Matrix
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und das Zytosol gelangen. In die innere Membran sind viele Enzyme eingelagert, die die
Hauptaufgabe der Mitochondrien erfiillen, die Bereitstellung von Energie fiir alle aktiven
zelluldren Prozesse in Form von ATP. Die dafiir ablaufenden enzymatischen Reaktionen
sind eine endogene Quelle reaktiver Sauerstoffspezies. Auch an der direkten Einleitung von
Apoptose sind Mitochondrien mafsgeblich beteiligt durch die Freisetzung von Cytochrom c
und anderen proapoptotischen Faktoren aus dem Intermembranraum in das Zytosol.

Die ATP-Produktion erfolgt am Ende einer Kaskade biochemischer Reaktionen mit der
Beteiligung vieler Enzyme, unter anderem der sog. Atmungskette, einer aus vier Enzym-
komplexen zusammengesetzten Elektronentransportmaschinerie. Diese Komplexe (Kom-
plex I: NADH-Dehydrogenase, Komplex II: Succinat-Dehydrogenase, Komplex III: Cy-
tochrom c-Reduktase, Komplex IV: Cytochrom c-Oxidase) transportieren Protonen von
NADH (Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid) und FADH (Flavin-Adenin-Dinukleotid), die
beim Abbau von Glucose in der Mitochondrienmatrix durch Reduktion generiert wurden,
in den mitochondrialen Intermembranraum und iibertragen die Elektronen auf Sauerstoft.
So wird ein Protonengradient aufgebaut, den die ATP-Synthase zur Phosphorylierung von
Adenosindiphosphat zu ATP benutzt. Der Protonengradient generiert ein matrixnegatives
mitochondriales Membranpotential von etwa 150-180 mV, das die Triebkraft fiir den Cal-
ciumtransport in die Mitochondrienmatrix darstellt. [Kann and Kovacs, 2007]

Die dufsere Mitochondrienmembran ist in der Regel gut durchléssig fiir Calcium. Der unspe-
zifische spannungsgesteuerte Anionenkanal (VDAC) wird als Pore fiir den Calciumtrans-
port in den Intermembranraum angesehen und stellt selten eine Diffusionsbarriere dar
[Gincel et al., 2001|. Regulatorisch wichtiger sind die Calciumtransporter in der inneren
Mitochondrienmembran. Mittels Elektrophysiologie, Fluorometrie und spezifischer Phar-
makologie wurden Transporter und Kanéle mit verschiedener Kinetik, Calciumsensitivitit
und Leitfahigkeit postuliert, deren genaue molekulare Identitdt und Zusammensetzung je-
doch meist noch unbekannt ist. [Hoppe, 2010; Malli and Graier, 2010; Santo-Domingo and
Demaurex, 2010]

Der mitochondriale Calciumuniporter

Erst im Jahr 2010 wurden zwei der Komponenten des wohl wichtigsten Transportweges fiir
Calcium in die Mitochondrien, des mitochondrialen Calciumuniporters (mCU), identifi-
ziert: MiCU1 (mitochondrialer Calciumuniporter 1) [Perocchi et al., 2010] als Calciumsen-
sor, MCU (mitochondrialer Calciumuniporter) [Baughman et al., 2011; De Stefani et al.,
2011] als Calciumpore. Pore und Calciumbindestellen wurden schon vorher postuliert |Lits-
ky and Pfeiffer, 1997] und eine Aktivierung durch Calcium-Calmodulin-abhéngige Prozesse
wurde gezeigt [Moreau et al., 2006]. Auch konnten mit elektrophysiologischen Messungen an
isolierten Mitochondrien bereits Eigenschaften des mCU beschrieben werden bevor dessen

Identitat klar war. So wurde eine hohe Calciumselektivitét, eine groke Transportkapazitét
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und eine hohe Expressionsdichte gezeigt. Die einwértsrektifizierenden Stromeigenschaften
(sieche Abb. 1.11a) machen den mCU besonders bei gesunden Mitochondrien mit hyperpo-
larisiertem Potential effektiv und er kann Calcium in den Mitochondrien theoretisch bis
zu 100 mM anreichern (nach Nernst mit einem angenommenen mitochondrialen Membran-
potential von -180 mV und einer zytosolischen Calciumkonzentration von 100 nM). Diese
Eigenschaften weisen trotz des Namens eher auf einen Kanal als auf einen Transporter hin.
Der mCU zeigt nur eine geringe Calciumsensitivitdt im mikromolaren Bereich und ist so
wahrscheinlich verantwortlich fiir die Calciumaufnahme in Mitochondrien, die in Mikro-
doménen um eine Calciumquelle liegen, wo lokal hohe Calciumkonzentrationen auftreten.
Unter einer Mikrodoméne versteht man einen Raum von wenigen Mikrometern Durch-
messer, der sich innerhalb des Zytosols durch eine deutlich andere Zusammensetzung der
Intrazellularfliissigkeit von der Umgebung unterscheidet. Sie wird durch den lokal spezifi-
schen Kanalbesatz der Zellmembran generiert.

Blockiert werden kann der Uniporter mit dem spezifischen pharmakologischen Hemmstoff
Ruthenium 360 (Ru360) mit halbmaximaler Hemmung bei IC59 = 2nM [Kirichok et al.,
2004; Santo-Domingo and Demaurex, 2010].

Mittels elektrophysiologischer Messungen wurden zwei verschiedene Strome durch Unipor-
ter beschrieben, ein stark Ru360 empfindlicher mit hoher Einzelkanalleitfdhigkeit (13.7 pS)
und ein zweiter mit kleinerer Einzelkanalamplitude, kleinerer Leitfahigkeit (7.67 pS) und
hoherer Offenwahrscheinlichkeit und Dauer. Letzterer war auch weniger sensitiv gegeniiber
Ru360 [Michels et al., 2009]. Eine molekulare Differenzierung dieser beiden Transportwege
ist bisher noch nicht gelungen, evtl. stellen sie verschiedene Konformationen des gleichen
Kanals dar. [Hoppe, 2010]

Der mitochondriale Natrium-Calcium-Austauscher

Auch erst 2010 konnte ein Bestandteil eines weiteren Calciumtransporters der inneren
Mitochondrienmembran identifiziert werden. Palty und Kollegen konnten zeigen, dass der
Natrium-Calcium-Lithium-Austauscher (NCLX) alle Eigenschaften des gut beschriebenen
Natrium-Calcium-Austauschers der Mitochondrien (mNCX) aufwies [Palty et al., 2010].
Der mNCX wird als Hauptweg fiir Calcium aus der Mitochondrienmatrix in das Zyto-
sol angesehen |Carafoli et al., 1974]. Er vermittelt einen elektrogenen Transport von drei
Natriumionen gegen ein Calciumion [Jung et al., 1995] und ist blockierbar durch das Ben-
zodiazepinderivat CGP37157 (IC50 = 366 nM [Cox et al., 1993]). Somit wird Calcium, das
in die Mitochondrien gelangt ist, wieder in das Zytosol abgegeben. Dieser Zyklus verhindert
eine Uberladung der Mitochondrien mit Calcium, was eine Hemmung der Elektronentrans-
portkette oder schlimmstenfalls eine Apoptoseinduktion durch die Offnung der Permeabi-
litdtstransitionspore auslosen konnte (siehe unten). Mit diesem Mechanismus werden aber

auch lokale Calciumkonzentrationen und calciumabhéngige Signalwege und die Aktivitét
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der Mitochondrien intrazelluldr regelbar [Thayer and Miller, 1990; Friel and Tsien, 1994].
Auch steht so Calcium zu Verfiigung, um das ER nach einer Entleerung wieder zu beladen
[Arnaudeau, 2001]. (Fiir einen Ubersichtsartikel siche [Castaldo et al., 2009])

Es gibt auch Hinweise dafiir, dass der mNCX Calcium in die Mitochondrien transportieren
kann. So wurde gezeigt, dass bei stark depolarisiertem mitochondrialem Membranpotenti-
al, wie es bei pathologischen Zustdnden wie ALS vorkommt [Carri et al., 1997; Jaiswal and
Keller, 2009; Coussee et al., 2011], und Blockade aller anderen Calciumimport-Prozesse die
mitochondriale Calciumkonzentration natriumabhéngig steigt [Kim and Matsuoka, 2008|.
Berechnet wurde aber auch eine Umkehr der Transportrichtung bei hyperpolarisiertem
Mitochondrienpotential von -170 mV, wenn die zytosolische Natriumkonzentration iiber
36 mM steigt [Chinopoulos and Adam-Vizi, 2010|. Der Transporter kann somit je nach

Umgebung Calcium in die Mitochondrien oder aus diesen heraus transportieren (siehe
Abb. 1.11b).
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Abbildung 1.11: Eigenschaften mitochondrialer Calciumtransporter

(a) Strom-Spannungskurve fiir den mitochondrialen Calciumuniporter. Der mCU zeigt einwértsrektifizie-
rende Eigenschaften und eine geringe Affinitét fiir zytoplasmatisches Calcium. (verdndert aus [Kirichok
et al., 2004]) (b) Modell der Transportrichtung des mitochondrialen Natrium-Calcium-Austauschers. Der
mNCX kann sowohl Calcium aus den Mitochondrien heraus als auch in diese hinein transportieren, je
nach mitochondrialem Membranpotential und zytoplasmatischer Natriumkonzentration. (verdndert aus
[Chinopoulos and Adam-Vizi, 2010])

Weitere Calciumtransportmechanismen

Neben diesen zwei wichtigsten Calciumtransportmechanismen wurden weitere Transpor-
ter bzw. Transportarten beschrieben. 2009 wurde das Gen Letml (leucin-zipper EF-hand
transmembranprotein 1) identifiziert, dessen Produkt die Funktion des postulierten mito-
chondrialen Calcium-Protonen-Antiporters erfiillt. Dieser Transport hat eine hohe Affinitat
fiir Calcium, arbeitet nur bei einer zytosolischen Calciumkonzentration unter 1 pM und ist
so wahrscheinlich in Mitochondrien wichtig, die nicht in Mikrodoménen von Calciumquellen

lokalisiert sind [Jiang et al., 2009]. Bisher wurde kein spezifischer Blocker dieses Transport-
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weges beschrieben, Ruthenium Red blockiert alle Calciumtransporter der Mitochondrien
[Santo-Domingo and Demaurex, 2010].

Auch Ryanodinrezeptoren sind potentielle Calcium-Aufnahmewege. Die Existenz in der
inneren Mitochondrienmembran ist jedoch fraglich. Beutner und Kollegen postulierten die-
sen hoch effizienten Aufnahmeweg in Herzmuskelzellen [Beutner et al., 2001| und Ryu und
Kollegen beschrieben dessen Eigenschaften [Ryu et al., 2011|. Ein histologischer Nachweis
gelang aber nicht [Salnikov et al., 2009]. Ebenso wenig definiert ist der sogenannte schnelle
Aufnahmemodus (rapid uptake mode, RaM), iiber den bei niedrigen Calciumkonzentratio-
nen im Nanomolbereich schnell grofe Mengen des Ions in Mitochondrien gelangen sollen,
bevor der Uniporter die Aufgabe {ibernimmt [Sparagna et al., 1995; Buntinas et al., 2001].
Eine molekulare Identifizierung fehlt auch hier, evtl. stellt der RaM eine Konformations-
variante des mCU dar [Gunter and Sheu, 2009].

Eher modulatorische Wirkung haben die Proteine UCP2 und UCP3 (uncoupling protein
2/8). So wurde gezeigt, dass diese Proteine essentiell fiir die Calciumaufnahme in die Mi-
tochondrien sind |[Trenker et al., 2007] und je nach Expressionsniveau die Mitochondrien
sensitivieren fiir die Aufnahme von Calcium aus internen Speichern oder externen Quellen
[Waldeck-Weiermair et al., 2010a,b]. Die Wirkung ist unabhéngig von Letm1 und MiCU1
|[Waldeck-Weiermair et al., 2011], der genaue Mechanismus ist Gegenstand aktueller For-

schung.

Die mitochondriale Permeabilitédtstransitionspore

Uber die beschriebenen Mechanismen ist es Mitochondrien maoglich, bei zelluldrer Aktivi-
tét bis zu einem Mol Calcium anzureichern, wobei der Grofsteil mit Phosphat, Carbonat
(Hydroxylapatit) und Proteinen komplexiert vorliegt, die Konzentration an freiem Calci-
um liegt im mikromolaren Bereich. In Ruhe sind etwa 100 uM Calcium in Mitochondrien
gespeichert, 100 nM davon frei [Chalmers and Nicholls, 2003]. Eine Depolarisation von Mo-
toneuronen des Ncl. Hypoglossus von -60 mV auf 430 mV iiber zwei Sekunden erhdhte die
freie mitochondriale Calciumkonzentration um etwa 800 nM |Ladewig et al., 2003].

Die Mitochondrien sind somit gute Calciumspeicher, freies Calcium in Mitochondrien
hat aber auch Signalwirkung. So sind viele Enzyme, die direkt oder indirekt zur ATP-
Generierung beitragen durch Calcium in ihrer Aktivitdt beeinflusst. Unter anderem wird
die ATP-Synthase selbst durch Calcium aktiviert, was zu gesteigerter ATP-Bildung bei
Calciumaufnahme fiihrt [Das and Harris, 1990]. (Fiir einen Ubersichtsartikel siehe [Mc-
Cormack et al., 1990])

Negative Effekte mitochondrialen Calciums sind die Depolarisation des mitochondrialen
Membranpotentials durch Calciuminflux [Kovacs, 2005] und bei extremer Calciumiiberla-
dung die Offnung der mitochondrialen Permeabilitiitstransitionspore (mPTP).

Die mPTP ist ein Proteinkomplex noch weitestgehend unbekannter Zusammensetzung, der
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sich durch beide Mitochondrienmembranen zieht. Einige Bestandteile wurden identifiziert,
wie VDAC [Baines et al., 2007] oder Cyclophilin D [Baines et al., 2005]. Letzteres ist
der Angriffspunkt von Cyclosporin A, das die Offnung der mPTP hemmt [Nicolli et al.,
1996]. Generell wird davon ausgegangen, dass die mPTP 6ffnet, wenn die mitochondriale
Calciumkonzentration zu stark ansteigt, um eine Calciumiiberladung der Mitochondrien
zu verhindern [Chalmers and Nicholls, 2003|. Andererseits wird vermutet, dass die mPTP
entsteht, wenn sich bei zelluldren Schiadigungen viele fehlgefaltete Proteine der inneren
Mitochondrienmembran zusammenlagern und eine Pore bilden [He and Lemasters, 2002].
Die mPTP ist permeabel fiir Molekiile bis zu 1.5 kDa, also nicht nur fiir Calcium son-
dern auch fiir proapoptotische Stoffe wie Cytochrom c. Es kommt neben der Calcium-
und Cytochrom c-Freisetzung zu einem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials
und einer Schwellung der Mitochondrien und schlieflich zur Apoptoseinduktion. |Bernardi
et al., 2006; Azarashvili et al., 2010; Starkov, 2010]

Diese Vorgénge werden verantwortlich gemacht fiir nekrotisches und apoptotisches Zellster-
ben bei Ischdmie nach Herzinfarkt aber auch fiir neurodegenerative Krankheiten von Alz-
heimer bis ALS. Die mPTP-Offnung muss aber nicht zwangslaufig zum Zelltod fithren.
Sie ist reversibel [Ichas and Mazat, 1998|. Eine physiologische Funktion wie die schnelle
Freisetzung von Calcium in das Zytoplasma durch eine transient gedffnete mPTP ist daher

wahrscheinlich [Bernardi and Petronilli, 1996].

1.3.2.3 Das Endoplasmatische Retikulum als Calciumspeicher

Deutlich etablierter als intrazelluldrer Calciumspeicher ist das Endoplasmatische Retiku-
lum, zuerst mit einer essentiellen Funktion bei der Muskelkontraktion beschrieben, spéater
auch in Neuronen entdeckt [Henkart, 1980]. Das ER besteht aus grofen dynamischen Mem-
brannetzwerken. Das raue ER bindet Ribosomen und stellt den Raum fiir Proteinsynthese
und Faltung. Dem glatten ER wird eine Calciumspeicherfunktion zugeschrieben. Calcium
wird iiber einen ATP-verbrauchenden aktiven Prozess mit der Sarko-Endoplasmatisches
Retikulum-Calcium-ATPase (SERCA) in das ER aufgenommen. Uber IP3-Rezeptoren nach
intrazellularer Signalkaskade oder {iber Ryanodin-Rezeptoren kann Calcium wieder in das
Zytosol gelangen und zu weiteren Signalkaskaden und Aktivitdtsregulation vieler Kanéle
und Enzyme beitragen. [Verkhratsky, 2005]

Die SERCA zusammen mit modulatorischen Proteinen wie dem Calciumsensor Calreticu-
lin vermittelt die Aufnahme von Calcium in das ER, sobald die ER-Calciumkonzentration
absinkt [John et al., 1998]. Von den drei Proteinen der Familie ist in Neuronen nur die
SERCA2 in der Transkriptionsvariante 2b exprimiert [Baba-Aissa et al., 1996|. Blockier-
bar ist die SERCA mit nanomolaren Konzentrationen von Thapsigargin [Lytton et al.,
1991]. Eine Folge der Blockade ist eine langsame, irreversible Calciumfreisetzung aus dem
ER, da die SERCA den einzigen Aufnahmeweg darstellt.
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Abgegeben wird Calcium aus dem ER unter anderem durch Ryanodin-Rezeptoren (RyR).
Diese Proteinfamilie bildet tetramere, calciumpermeable Kanéle und besteht aus drei Sub-
typen, wobei RyR1 hauptséchlich in Skelettmuskelzellen und RyR2 in Herzmuskelzellen
exprimiert wird. RyR3 wurde urspriinglich als einzige neuronale Variante angesehen, in
Neuronen findet man aber alle drei Subtypen [Giannini et al., 1995]. Im Gegensatz zu RyR1
im Skelettmuskel, der ohne Calcium direkt mechanisch gekoppelt bei einer Konformations-
anderung von L-Typ Calciumkanélen der Plasmamembran gedffnet wird, vermitteln RyR2
und RyR3 eine calciuminduzierte Calciumfreisetzung mit hoher Leitfahigkeit [Kano et al.,
1995], die aber bei zu hoher zytoplasmatischer Calciumkonzentration auch wieder gehemmt
wird [Fill et al., 1990]. (Fiir einen Ubersichtsartikel siehe [Henzi and MacDermott, 1992])
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Abbildung 1.12: ER-Mitochondrien Calciumzyklus

Das intrazelluldre Speichern von Calcium erfolgt in einem Wechselspiel zwischen ER und Mitochondrien.
(a) Elektronenmikroskopische Aufnahme Zellkultur. ER (weifie Pfeilspitzen) und Mitochondrien stehen
in rdumlich engem Kontakt. (veréndert aus [Csordas et al., 2010]) (b) Fluorometrische Messungen der
ER-Calciumkonzentration. Wird die zytoplasmatische Calciumkonzentration erhdht, steigt die Konzentra-
tion von Calcium auch im ER, jedoch nur maximal, wenn die Calciumabgabe aus Mitochondrien nicht
durch CGP37157 gehemmt wird. Histamin fiihrt zur IP3-Bereitstellung, was fiir diesen Effekt essentiell ist.
(verdndert aus [Malli et al., 2005])

IP3 entsteht nach einer Aktivierung von Gq gekoppelten Rezeptoren der Plasmamembran
durch verschiedenste Neurotransmitter oder der Aktivierung von Tyrosinkinasen durch
Wachstumsfaktoren. Der IP3-Rezeptor bindet diesen Signalstoff und 6ffnet eine Kanalpore.
Es wurden drei IP3-Rezeptor-Subtypen identifiziert, die unterschiedliche Gewebeverteilung
und IP3-Affinitét aufweisen [Wojcikiewicz, 1995|. Caffein 6ffnet diese Kanéle und wird ex-
perimentell eingesetzt fiir eine komplette schnelle Calciumentleerung des ER [Wakui et al.,

1990]. Besonderes Augenmerk der Forschung liegt auf einem Calciumzyklus zwischen ER
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und Mitochondrien. Es konnte gezeigt werden, dass Calcium aus dem ER, lokale Mikrodo-
ménen generiert, die den niedrig affinen Calciumtransport in die Mitochondrien stimuliert
[Rizzuto et al., 1993|. Diese Kopplung wird durch die enge zellulire Néhe der zwei Orga-
nellen gestiitzt (siche Abb. 1.12a) [Csordas et al., 2010]. Es gibt aber auch Hinweise, dass
dieser Calciumaustausch zu einer Wiederauffiilllung des ER durch mitochondriales Calcium
fiihren kann. Unter Anwesenheit von IP3 erhoht sich die Calciumkonzentration im ER von
Endothelzellen nur, wenn die Mitochondrien ein stark hyperpolarisiertes Membranpoten-
tial aufweisen und der mNCX funktionstiichtig ist, Calcium also aus den Mitochondrien in
das Zytosol gelangen kann (siehe Abb. 1.12b) [Malli et al., 2005]. Dieser dynamische Calci-
umaustausch zwischen Mitochondrien und ER erméglicht eine hohere Kapazitat intrazellu-
larer Speicher und die Moglichkeit ohne extrazelluldre Einfliisse Calcium als intrazelluléres

Signalmolekiil bereitzustellen. [Rizzuto et al., 2009]

1.3.2.4 Calciumextrusion iiber die Plasmamembran

Der dritte und finale Weg fiir eine Erholung des Calciumsignals ist die Moglichkeit Calci-
um komplett aus der Zelle in den Extrazellularraum zu transportieren. Dazu werden in der
Plasmamembran zwei Arten von Transportern exprimiert, eine Calcium-ATPase (Plasma-
membran Calcium-ATPase, PMCA) und ein Natrium-Calcium-Austauscher (NCX). Die
PMCA transportiert unter Verbrauch von ATP im Verhéltnis von 1:1 Calcium aus der
Zelle hinaus. Im Gegensatz zu den mitochondrialen Transportern sind hier die Proteine
bekannt und es gibt neben den vier Hauptgenen viele Transkriptionsvarianten mit unter-
schiedlicher Gewebeverteilung und Kinetik [Strehler et al., 2007]. Moduliert wird die Funk-
tion und die Calciumaffinitdt der PMCA unter anderem durch Phosphorylierungen [James
et al., 1989, aber auch durch Calcium-Calmodulin [Enyedi et al., 1987], wobei die Gen-
und Transkriptionsvarianten sich in der Affinitdt zu Calcium-Calmodulin unterscheiden.
Die Calciumextrusion ist somit calciumabhéngig, was zu einer niedrigen Calciumaffinitit in
Ruhe und zu einer Haupttransportaktivitiat bei hoher intrazellularer Calciumkonzentration
fithrt [Enyedi et al., 1987|. Eine Hemmung von PMCAZ2 ist mit einer Calciumiiberladung
der Zellen verbunden, eine Deletion mit einem frithen Absterben von Motoneuronen des
Spinalmarks und Stérungen der internen Homoostase in Purkinjezellen [Kurnellas et al.,
2005]. Einen Hinweis fiir eine Dysregulation bei ALS gibt es bisher nicht.

Auch bei dem NCX gibt es verschiedene Gene (NCX1-3) und Varianten mit unterschiedli-
cher Gewebeverteilung [Quednau et al., 1997]. Diese Proteine transportieren ein Calciumion
im Austausch mit drei Natriumionen, die Richtung des Transports ist aber variabel je nach
elektrochemischer Triebkraft. Bei hoher neuronaler Aktivitdt und viel Calciuminflux wird
der Transporter eher Calcium aus der Zelle transportieren. In Ruhe ist die intrazellulare
Calciumkonzentration zu gering, um einen Export zu ermdglichen, da die Calciumaffini-

tét sehr niedrig ist. Ein Export wire denkbar bei Energiemangel mit folgender Inhibiton

31



Einleitung

der Natrium-Kalium-ATPase und damit einer hohen intrazelluldren Natriumkonzentrati-
on. [Blaustein and Lederer, 1999

Aufgrund der Transportmoglichkeit in beide Richtungen wurde spekuliert, ob der NCX
bei Zellschidigungen neuroprotektiv wirkt oder ob er durch den Transport von Calcium in
ein vorgeschéadigtes Neuron eher toxische Wirkung hat. In einem Ischdmiemodell wurde bei
NCX3-defizienten Méausen eine verstarkte Neurodegeneration festgestellt [Jeffs et al., 2008],
auch NCX2 zeigte deutlich neuroprotektive Eigenschaften durch den Export von Calcium
[Jeon et al., 2008|. Auch bei Exzitotoxizitat scheint der NCX neuroprotektiv zu wirken
[Andreeva et al., 1991]. Ein Einfluss des NCX bei ALS wurde bisher nicht beschrieben.

1.3.2.5 Calciumhomoostase in Motoneuronen bei ALS

Wie bereits mehrfach aufgefiihrt, sind die Calciumiiberladung der Motoneurone und eine
mitochondriale Schidigung die meist diskutierten Degenerationsmechanismen, sowohl fiir
sporadische als auch fiir familidre ALS-Formen. Genaue Mechanismen und Studien, die
Verdanderungen der soeben beschriebenen einzelnen Calciumregulierungsmechanismen in
Motoneuronen aufdecken, sind selten und weitestgehend aus Zellkulturanalysen oder an
friith postnatalen Mausen durchgefiihrt. Erste Hinweise fiir physiologische Veranderungen
lieferten Carri und Kollegen, die mit fluorometrischen Messungen bei mit mutierter SOD1
transfizierten Neuroblastomzellen ein depolarisiertes mitochondriales Membranpotential
und somit eine verringerte Triebkraft zur Calciumaufnahme zeigen konnten [Carri et al.,
1997]. Dies wurde von Coussee und Kollegen bestitigt und ergénzend eine verringerte mito-
chondriale Calciumaufnahmekapazitat nach Calciumfreisetzung aus dem ER beschrieben.
Eine Verringerung dieses Effekts konnte durch die Blockade des mNCX erreicht werden, was
darauf hindeutet, dass dieser Export von Calcium aus den Mitochondrien in dem verwen-
deten Modell stark aktiv ist [Coussee et al., 2011]. An embryonalen Motoneuronkulturen
des SOD1-G93A Mausmodells wurde eine geringere mitochondriale Calciumkonzentration
gezeigt [Jaiswal et al., 2009], sowie eine stiarkere Erhohung des zytosolischen Calciums bei
Stimulation der Zellen mit Glutamat [Kruman et al., 1999]. Bei Messungen von Mitochon-
drien der neuromuskuldren Endplatte in SOD1-G93A Mé&usen wurde durch elektrische
Stimulation eine sehr grofse Steigerung der Calciumkonzentration in Mitochondrien beob-
achtet, worauthin vermutet wurde, dass die Calciumkomplexierung weniger gut funktioniert
[Vila et al., 2003]. Trotz geringerer Triebkraft fiir eine Calciumaufnahme depolarisieren die
Mitochondrien bei der Calciumbeladung deutlich stérker im ALS-Modell [Nguyen et al.,
2009]. An isolierten Mitochondrien aus dem SODI1-Mausmodell konnten Hinweise dafiir
gefunden werden, dass eine Offnung der mPTP in den kranken Tieren schon bei einer
geringeren Calciumbelastung erfolgt als bei Wildtyptieren (siehe Abb. 1.13a) [Damiano
et al., 2006]. Die Auswertung von fluorometrischen Messungen hypoglossaler Motoneurone

aus SOD1-G93A Mausen im Alter von P2-P4 zeigte keinen Unterschied in der Calciumpuf-
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ferkapazitat oder den Erholungskinetiken des Calciumsignals [von Lewinski et al., 2008].
Allerdings fand dieselbe Arbeitsgruppe in 14-15 Wochen alten Mé&usen in der gleichen Pré-
paration ein verringertes mitochondriales Membranpotential (sieche Abb. 1.13b) und eine
geringere Konzentration von Calcium in den Mitochondrien [Jaiswal and Keller, 2009].
Diese beschreibenden Studien lassen mechanistische Erklarungen vermissen. Eine vor kur-
zem verdffentlichte Arbeit, welche die Bindung von mutierter SOD1 an VDAC nachweist,
zeigt, dass die Permeabilitit dieser Calciumpore der dufteren Mitochondrienmembran ein-
geschrankt wird. Die Arbeitsgruppe konnte aber keinen Hinweis auf eine Verdnderung der
Calciumaufnahme finden [Israelson et al., 2010]. Weitere detaillierte Studien zur verénder-
ten Calciumhomoostase bei ALS und eine Abkldrung des Degenerationsmechanismus im

Endstadium miissen folgen.
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Abbildung 1.13: Mitochondriale Schidigung bei ALS

Mitochondriales Membranpotential und Calciumaufnahme ist pathologisch verdndert in ALS-Modellen (a)
Fluorometrische Messung der Calciumkonzentration in Mitochondrien adulter SOD1-G93A Motoneuron-
terminalen bei Stimulation. Im ALS-Modell kommt es zu einer frithen Uberladung der Mitochondrien mit
Offnung der mPTP. (veréindert aus [Damiano et al., 2006]) (b) Fluorometrische Messungen des mitochon-
drialen Membranpotentials (Rhodaminel123). Mitochondrien aus adulten SOD1-G93A Méusen (Alter um
P100) haben ein depolarisierteres Membranpotential. Die Fluoreszenz &ndert sich kaum bei mitochondria-
ler Entkopplung mit FCCP (Carbonylcyanid-P-Trifluoromethoxyphenylhydrazon). (verdndert aus [Jaiswal
and Keller, 2009])
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1.4 Ziel der Arbeit

Die ALS manifestiert sich wie die meisten neurodegenerativen Krankheiten in der Regel
erst in fortgeschrittenem Alter. Auch im Mausmodell entwickeln sich die Symptome erst
spat. Eine Analyse der Motoneuroneigenschaften kurz nach Geburt gibt daher nur Hin-
weise auf Verdnderungen, die durch die genetische Manipulation von Beginn an bestehen.
Trotzdem entwickeln sich die Tiere weiter und die Neurone iiberleben viele Wochen. Wel-
che Mechanismen schliefilich zur Degeneration fiithren, lasst sich nur untersuchen, wenn die
Analysen auch an Motoneuronen adulter Tiere und Tieren im Endstadium der Krankheit
vorgenommen werden. Aufgrund technischer Probleme war es bisher allerdings nicht mog-
lich adulte Motoneurone passenden Alters (um P130) elektrophysiologisch zu untersuchen.
Auch Daten {iber die Calciumhomdostase in adulten Motoneuronen sind rar.

Im Zuge meiner Diplomarbeit ist es gelungen, diese technischen Probleme zu 16sen und eine
Praparation von Hirnstammmotoneuronen zu etablieren, die nun eine in vitro-Einzelzell-
analyse mittels der Patch-Clamp-Technik in Mausen jeden Alters erlaubte. In der vorliegen-
den Arbeit wurde diese Methodik optimiert und fiir fluorometrische Messungen erweitert.
Somit war es moglich die elektrophysiologischen Eigenschaften sowie die Calciumhomdoosta-
se bei adulten Motoneuronen zu untersuchen. Es sollten adulte MN von Wildtypmé&usen mit
denen aus einem ALS-Mausmodell im Endstadium verglichen werden, um durch das Auf-
zeigen eventueller Unterschiede Pathomechanismen direkt aufzukldren und Therapiemdg-
lichkeiten vorzuschlagen, die bei bereits geschiddigten Neuronen greifen konnten. Aufserdem
sollten zur Erklarung der differentiellen Vulnerabilitdt von Motoneuron-Subpopulationen
die Analysen sowohl bei den vulnerablen MN des Ncl. Hypoglossus, als auch bei den resis-

tenten MN des Ncl. Oculomotorius durchgefiihrt werden.
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Die Herkunft der im Folgenden erwahnten Chemikalien wird unter 2.8, die Zusammenset-

zung der Losungen unter 2.7 aufgefiihrt.

2.1 Mausmodell

Fiir alle Messungen wurden méannliche Mause des Stamms B6SJL-TgN(SOD1-G93A)1Gur
(im Folgenden als G93A bezeichnet) oder méannliche Wildtypkontrollen des gleichen ge-
netischen Hintergrundes (im Folgenden wt abgekiirzt) verwendet. Die ersten Zuchtpaare
wurden von Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA) bezogen und mit diesen in
Frankfurt eine Zuchtkolonie etabliert und die Nachkommen der Zucht weiter verpaart.
Dazu mussten méannliche G93A-Tiere mit weiblichen Wildtyptieren verpaart werden, da
weibliche G93A-Tiere unfruchtbar sind. Die Tiere wurden in Gruppen von einem bis drei
Tieren in einem 12 Stunden Tag-Nacht-Zyklus, einer Temperatur von 21 °C und einer
Luftfeuchtigkeit von 45-65% mit freiem Zugang zu Futter und Wasser gehalten. Alle Tier-
versuche wurden nach den Richtlinien des Deutschen Tierschutzgesetzes durchgefiihrt. Die
Versuche waren beim Regierungspréasidium Darmstadt angezeigt (Anzeigennummer V54-
19¢20/15-F28/02 und F28/04). Kranke Tiere bekamen in Wasser eingeweichtes Futter auf
den Kiéfigboden. G93A-Tiere, die nicht fiir die Versuche gebraucht wurden, wurden vor

Erreichen des Endstadiums durch zervikale Dislokation getotet.

2.1.1 Definition des Krankheitsendstadiums

Fir alle Versuche wurden G93A-Tiere im Endstadium der Krankheit verwendet (siehe
1.2.6.2). Dieses Stadium konnte nicht alleine anhand des Alters der Méuse festgelegt wer-
den, da das Fortschreiten der Symptome von Maus zu Maus unterschiedlich war. Griinde
hierfiir waren ein méoglicher Kopienverlust des Transgens (Kopienzahl bedingt proportional
die Schwere und Schnelligkeit des Krankheitsfortschritts) [Alexander et al., 2004; Henri-
ques et al., 2010] und eine Variabilitdt der Symptomentwicklung je nach Konstitution
(Geschlecht, Gewicht, Einzel- oder Gruppenhaltung) [eigene Beobachtungen| und geneti-
schem Hintergrund der einzelnen Maus [Heiman-Patterson et al., 2005]. Es wurde deshalb
eine Abschitzung des Endstadiums iiber den Lahmungsstatus der Beine vorgenommen.
Mause, die im Gangmuster keine differentielle Benutzung der beiden Hinterldufe zeigten

und sich nicht mehr mit dem Riicken nach unten an einem Gitter halten konnten (paw
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grip endurance test) wurden ab P115 als im Endstadium definiert und fiir die Experimente
herangezogen. Dieses Kriterium entsprach Stadium CS4 (clinical score 4) nach Solomon
und Kollegen [Solomon et al., 2011]. Wenn G93A-Mé&use dlter als P140 waren und nicht
den gewiinschten Symptomstatus hatten, wurden sie nicht mehr fiir Versuche verwendet,
um die Variabilitdt einzuschrinken. Als Wildtypkontrollen wurden Mé&use zwischen P115

und P140 verwendet.

2.1.2 Genotypisierung

Die Nachkommen der Zucht wurden an P20 vom Muttertier abgesetzt und mittels Ohrlo-
chern markiert. Fiir die Bestimmung des Genotyps wurde das Gewebe aus den Ohrstanzen
in autoklavierten Reaktionsgefifsen aufbewahrt. Nach der DNA-Gewinnung aus den Pro-
ben konnte mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) mit genspezifischen Primern auf das
Vorhandensein des Transgens getestet werden.

Dazu wurde die Gewebeprobe der zu genotypisierenden Maus iiber Nacht bei 55 °C in
500 pl Lysispuffer inkubiert. Die nicht-lysierten Bestandteile konnten mittels Zentrifugati-
on (10 min, 13000 Umdrehungen /min) abgetrennt und der Uberstand mit geléster DNA in
ein neues Reaktionsgefafs iiberfithrt werden. Durch die Zugabe der gleichen Volumenmenge
100% Isopropanol zum Uberstand fiel die DNA aus, wurde abzentrifugiert (5min, 13000
Umdrehungen/min) und konnte nach dem Abnehmen der Fliissigkeit 30 min bei Raum-
temperatur im offenen Reaktionsgeféfs getrocknet werden. Anschliefend wurde die DNA
in 50 pl 10 mM Tris aufgenommen, eine Stunde bei 55 °C geldst und bis zur Weiterverwen-
dung bei 4 °C aufbewahrt.

Die PCR, eine Standardmethode zur Amplifikation kleiner DNA-Mengen bis zur Nachweis-
barkeit, wurde nach den Vorgaben zur Genotypisierung des verwendeten Mausstammes
von Jackson Laboratories [JacksonLaboratories, 2011] durchgefiihrt. Es wurden spezifische
Primer fiir die endogene Wildtyp-SOD1 und fiir die humane mutierte Form verwendet.
Der PCR-Ansatz ist in Tabelle 2.1, die PCR-Bedingungen in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Fiir
die Generierung der Temperaturzyklen wurde das Gerat TGradient (Biometra, Gottingen)

verwendet.

Sequenzen der verwendeten spezifischen Primer fir die PCR:
SOD1-Wildtyp forward: 5- CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT -3’
SOD1-Wildtyp reverse: 5'- GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C -3’
SOD1-G93A forward: 5- CAT CAG CCC TAA TCC ATC TGA -3’

SOD1-G93A reverse: 5'- CGC GAC TAA CAA TCA AAG TGA -3
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Temperatur | Dauer | Zykluszahl
Original-DNA 1pl 95 °C 3 min 1x
10x PCR-Puffer 3 ul 95 °C 30s
dNTPs 5 mM 1pl 60 °C 45s 35x
Primer 20 uM je 0.2 ul 72°C 1 min
RedTaq 1 Einheit/ul 1.5 pul 72°C 5 min 1x
steriles Wasser 22.7 pul 4°C 00
Tabelle 2.1: PCR-Ansatz Tabelle 2.2: PCR-Bedingungen

Das PCR-Produkt wurde anschliefend auf ein 1.5% Agarosegel in Tris-Acetat-Ethylen-
diamintetraessigsaure-Puffer (TAE) aufgetragen und die negativ geladene DNA nach ihrer
Léange in einem Gleichstromfeld (Power Pack P25, Biometra, Gottingen) aufgetrennt. Im
Gel war SybrSafe (0.1 ul/ml) enthalten, das sich in die DNA einlagerte und nach der
Auftrennung die Visualisierung der DNA-Banden unter ultraviolettem Licht (T12, Biome-
tra, Gottingen) ermoglichte. Die DNA eines Wildtyp-Tieres zeigte nach der PCR nur eine
Bande im Gel, die eines G93A-Tieres zwei. Die Bande, die weiter entfernt von der Auftra-
gungstasche war, entsprach der G93A Bande, da das Produkt zwischen den humanen G93A
Primern mit 236 Basenpaaren kiirzer war als das zwischen den murinen Wildtyp- Primern

mit 324 Basenpaaren und damit schneller durch das Gel wanderte (siche Abb. 2.1).

Abbildung 2.1: Gelbild einer Genotypisierung

Das Produkt einer Genotypisierungs-PCR aufgetragen auf
einem Agarosegel und nach Auftrennung visualiert unter UV-
Gg3A Wt Licht. Die DNA aus G93A-Mé&usen zeigte zwei Banden der
endogenen und der transgenen SOD1, die wt DNA nur die

endogene Bande.

2.2 Praparation adulter Hirnschnitte

Die elektrophysiologischen und fluorometrischen Messungen fiir diese Arbeit wurden erst-
mals an Motoneuronen in Hirnschnitten adulter Mause durchgefiihrt. Eine Anpassung der
Préparation an die verdnderten Anspriiche adulter Zellen war daher essentiell fiir eine er-
folgreiche Studie. In adultem Hirngewebe befand sich mehr Myelin als in postnatalem,
was die Visualisierung erschwerte, aber auch den Zugang von Sauerstoff zu den Zellen im
Schnitt verringerte. Die Motoneurone waren viel empfindlicher gegeniiber mechanischem
und exzitotoxischem Stress sowie Sauerstoffmangel [Mitra and Brownstone, 2011|. Eine
ungeniigende Préparation fiihrte generell zu schwierigerem Auffinden der Zellen, weniger

lebenden Zellen im Schnitt und zu einer Vulnerabilitdt der noch vorhandenen Zellen, die
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eine Gigaseal-Bildung (siehe 2.3.3) erschwerte oder unmoglich machte. Im Folgenden soll
deshalb das Vorgehen bei der Praparation genau erldutert und auf kritische Schritte hin-
gewiesen werden.

G93A-Méuse im richtigen Krankheitsstadium oder Wildtypmé&use passenden Alters wur-
den durch intraperitoneale Injektion eines Gemischs aus 250 mg/kg Korpergewicht Keta-
min und 2.5 mg/kg Korpergewicht Medetomidinhydrochlorid (Domitor) narkotisiert. Die
Dosierung war letal, es musste aber Herzschlag und Atmung noch bis zur Perfusion vor-
handen sein, weswegen eine Anpassung an das Gewicht und den Gesundheitsstatus der
Mé&use notwendig war. Nach Erléschen aller Abwehrreflexe in tiefer chirurgischer Narkose
wurde die Maus mit dem Riicken nach unten auf einer Styroporunterlage fixiert. Zuerst
wurde Fell und Haut iiber dem Thorax mit einem Hautschnitt an der Mittellinie und je
einem nach lateral verlaufenden Schnitt unterhalb des Xiphoids und leichtem Ziehen der
Haut zu den Seiten entfernt. Mit einer stumpfen Pinzette konnte man nun das Xiphoid
leicht anheben und mit einer Schere das Zwerchfell perforieren, so dass die Lunge kollabier-
te. Sobald der Thorax so eréffnet war, musste ziligig vorgegangen werden, da das Gewebe
keinen frischen Sauerstoff mehr erhielt. Die Rippen wurden jetzt mit je einem seitlichen
Schnitt durchtrennt, nach rostral geklappt und mit einer Klemme fixiert. Das Herz war
somit freigelegt und wurde noch von umgebendem Bindegewebe befreit. Auferdem wurde
die Bauchaorta auf Hohe des Zwerchfells abgeklemmt. Zur Vermeidung der Blutgerinnung
in den Hirngeféfien injizierte man anschliefend 50 ul Heparin (250 Einheiten) in den linken
Ventrikel des noch schlagenden Herzens.

Nun wurde die Maus mittels einer Zweiwegepumpe (Ismatec, Glattbrugg, Schweiz), einem
angeschlossenen Schlauchsystem (Polyethylen- und Silikonschlduche) und einer stumpfen
21 Gauge Kaniile ebenfalls linksventrikuldr fiir 2-3 Minuten mit etwa 15 ml/min Flussge-
schwindigkeit mit modifizierter artifizieller Zerebrospinalfliissigkeit (ACSF, Zusammenset-
zung siehe 2.7) perfundiert. Die Perfusionslosung war zuvor in einem 500 ml Becherglas
fiir eine Stunde bei —80 °C soweit gefroren, dass sich um einen Fliissigkeitskern eine FEis-
schicht gebildet hatte und die Lésung etwa 4 °C kalt war. Das Gehirn konnte dadurch
schon bei der Perfusion gekiihlt werden. Dies diente ebenso der Verringerung der exzito-
toxischen Schéadigung wihrend der Préparation, wie die in der Lésung vorhandene hohe
Magnesiumkonzentration und Kynurensdure, ein unspezifischer pharmakologischer Anta-
gonist ionotroper Glutamatrezeptoren. Blut und Perfusionsfliissigkeit konnten iiber den
erdffneten rechten Herzvorhof abfliefsen.

Nach Beendigung der Perfusion wurde die Maus unter Erhalt von ca. 0.5 cm Wirbelsiule
dekapitiert. Beim Herauspréparieren des Gehirns aus dem Schédel war es essentiell, dass
die Nerven der zu untersuchenden Kerne nicht mechanisch gereizt sondern sauber abge-
schnitten wurden. Um dies zu gewéhrleisten schnitt man nach dem Entfernen des Fells auf

der Schéidelkalotte mit einer feinen Federschere dorsal durch die Wirbelkoérper und die sa-
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gittale Sutur entlang bis Bregma. Nun konnte man mit einer Pinzette die Wirbelkorper und
Schidelknochen nach lateral abtragen und das Gehirn mit einer Rasierklinge caudal von
Bregma coronal bis zur Schédelbasis durchschneiden. Beim vorsichtigen Herausklappen des
Hirns nach caudal waren so nach und nach alle Nerven sichtbar, die mit der Federschere
hirnnah durchtrennt wurden ohne an ihnen zu ziehen. Das Gehirn wurde dann kurz in der
kalten Perfusionslosung gelagert und nochmals durch einen coronalen Schnitt am Ubergang
von Kortex zu Zerebellum (etwa Bregma -5, siche Abb. 2.2a (2)) zurechtgeschnitten.

Fiir die Schnitte des Ncl. Hypoglossus wurde der caudale Hirnteil auf die rostrale Schnitt-
ebene mit Sekundenkleber auf einen Probenhalter aufgeklebt, fiir die Schnitte des Ncl.
Oculomotorius der rostrale Teil auf die rostrale Schnittebene. Die Schnitte wurden in
der kalten Perfusionslosung mit einem Vibratom (VT1200S, Leica, Wetzlar) und spezi-
ellen Vibratom-Klingen hergestellt. Das verwendete Vibratommodell erlaubte durch die
manuelle Minimierung der vertikalen Vibration eine um ein Vielfaches verbesserte Schnitt-
qualitdt im Vergleich zu den Vorgidngermodellen und war somit ein essentieller Faktor fiir
die erfolgreichen Messungen. Die Schnittdicke betrug 250 pm, die Schneidegeschwindigkeit

0.08 mm/s, der horizontale Vibrationsausschlag 0.9 mm und die Vibrationsfrequenz 85 Hz.

b (1)

Xin=
Abbildung 2.2: Schnittebenen

(a) Schematische Zeichnung eines sagittalen Hirnschnitts: (1) Ebene fiir Schnitte des Ncl. Oculomotorius;
(2) Schnittebene fiir das Zurechtschneiden des Gehirns vor dem Aufkleben; (3) Ebene fiir Schnitte des Ncl.
Hypoglossus. (b) Coronaler Schnitt in Ebene (1), links: Schematische Ubersicht aus Atlas, ITT: Lage des Ncl.
Oculomotorius, Aq: Aquiadukt; rechts: Immunhistologische Farbung mit Antikérper gegen ChAT (griin)
zur Markierung von Motoneuronen (c) Coronaler Schnitt in Ebene (3), links: Schematische Ubersicht aus
Atlas, XII: Lage des Ncl. Hypoglossus, XIIn: N. Hypoglossus, X: Ncl. Dorsalis N. Vagi, CC: Zentralkanal;
rechts: Immunhistologische Farbung mit Antikérper gegen ChAT (griin) zur Markierung von Motoneuronen
(Atlasbilder modifiziert aus [Paxinos and Franklin, 2007], immunhistologische Bilder mit 4x Vergroferung

aufgenommen mit Fluoreszenzmikroskop BX61, Olympus, Hamburg)
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Die Region des Ncl. Hypoglossus (siehe Abb. 2.2¢, 4-5 Schnitte) wurde von ventral nach
dorsal geschnitten, um das Zerebellum als stabilisierenden Hintergrund zu nutzen, die Re-
gion des Ncl. Oculomotorius (siehe Abb. 2.2b, 2-3 Schnitte) ebenfalls von ventral. Nach
dem Schneiden wurde das Gewebe in die mit Carbogen (5% CO2, 95% O2) begaste Bad-
16sung (Zusammensetzung siehe 2.7) iiberfithrt, bei 36 °C fiir 90 min inkubiert und dann

bis zur Verwendung bei Raumtemperatur aufbewahrt.

2.3 Elektrophysiologische Charakterisierung

2.3.1 Prinzip der Patch-Clamp-Ableitung

Erwin Neher und Bert Sakmann verdffentlichten 1976 eine Methode zur Messung von
Stromen durch einzelne Ionenkanéle in Zellmembranstiicken (patch) [Neher and Sakmann,
1976]. Fiir die sog. Patch-Clamp-Technik verwendeten sie stumpfe Glaspipetten, in die
sie das Membranstiick einsaugten und so einen hochohmigen Widerstand zwischen Zell-
membran und Pipette herstellten, iiber den kaum Leckstrome flossen. Uber ein mit einer
Silber /Silberchlorid-Elektrode in der Glaspipette verbundenes spezielles Verstéirkersystem
war es somit moglich, Strome in der Grofenordnung von wenigen Picoampere aufzultsen.
Diese Methode wurde seitdem weiterentwickelt und ermdglicht heute eine Vielzahl von
elektrophysiologischen Analysen von Einzelkandlen und Einzelzellen bis hin zu Netzwerk-
studien. In der vorliegenden Arbeit fand sie Anwendung fiir alle elektrophysiologischen
Charakterisierungen der Motoneuroneigenschaften und als Hilfsmittel fiir die fluorometri-
schen Messungen, um die Zellen mit dem Calciumindikator Fura-2 zu fiillen.

Das Verstarkersystem bestand aus Vorverstarker und Hauptverstiarker. Der Vorverstérker
aus Widerstands- und Operationsverstirkerkomponenten erméglichte iiber die Messung des
Membranpotentials U,, und einen Riickkopplungswiderstand R eine Injektion von Strom
in die Zelle, um diese auf einen bestimmten Spannungswert Ug,; zu klemmen (Voltage-
Clamp). Bei einer Anderung dieser Sollspannung flossen iiber die Zellmembran Strome,
die durch einen Operationsverstiarker (OPA) registriert und zum Hauptverstéirker geleitet
wurden (siche Abb. 2.3a). Der Hauptverstérker filterte, verstérkte und digitalisierte diese
Signale, die dann an einem angeschlossenen Computer dokumentiert werden konnten.
Ein weiterer Schaltkreis im Vorverstirker ermoglichte aufterdem, der Zelle einen artifi-
ziellen synaptischen Strom vorzugeben und die Spannungsantwort der Zelle zu registrieren
(Current-Clamp). Dies wurde durch eine Spannungsfolger-Schaltung ermoglicht, bei der
der Widerstand der Schaltung sehr viel grofer war als der Eingangswiderstand zwischen
Zelle und Pipette und somit war die Membranspannung genau ableitbar (sieche Abb. 2.3b).
[Sherman-Gold, 2006; HEKA, 2004]
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Y R

Strommessung

O

:l_— Badelektrode Usoll

Verstirker 2
2,

t I Verstirker 1

m + - U,
Spannungsmessung

:l_— Badelektrode

Abbildung 2.3: Schaltbilder der Vorverstérker

(a) Schaltbild fiir Voltage-Clamp-Messungen: Die Sollspannung Ugey wird mit der Membranspannung U,,
im Operationsverstirker OPA1 verglichen und bei Abweichung {iber den Widerstand R ein Strom I in die
Zelle injiziert. Uber den Operationsverstirker OPA2 lassen sich die Strome iiber die Zellmembran registrie-
ren. (b) Schaltbild fiir Current-Clamp-Messungen: Ein Sollpotential Usoy; generiert tiber den Widerstand
R einen Strom I, der in die Zelle injiziert wird. Durch den Strom &ndert sich das Membranpotential U,,, das
von Verstarkerl gemessen wird. Der Membranstrom L,,, fliefst zur Badelektrode. U,,, wird im Verstérker2 mit
Usou verglichen. Gemessen wird die Anderung des Membranpotentials. (verdndert nach [Sherman-Gold,
2006])

2.3.2 Messplatz

Fiir die Patch-Clamp-Messungen ist ein elektrisch und mechanisch isolierter Messplatz
essentiell (siche Abb. 2.4). Ein Faraday-Kéfig (Eigenanfertigung der dem Institut ange-
schlossenen Werkstatt) und ein schwingungsgeddmpfter Tisch (VH3036W-OPT, Newport,
Irvine, CA, USA) gewéhrleisteten dies. Vorverstarker mit Pipettenhalter und Hauptverstér-
ker (EPC 10 double Patch-Clamp Amplifier, Heka Elektronik Dr. Schulze GmbH, Lam-
brecht /Pfalz) sowie ein Computer mit dem Aquisitionsprogramm Patchmaster (Version
2.05, Heka Elektronik Dr. Schulze GmbH) dienten der Registrierung der elektrophysiologi-

schen Signale. Am Pipettenhalter war ein Druckluftsystem angeschlossen, iiber das Uber-
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oder Unterdruck angelegt werden konnte. Bad- und Messelektrode waren aus Silberdraht.
Beide wurden regelméfig mit einer Natriumhypochloridlésung chloriert. Nur so konnte ein
reproduzierbarer Elektronenfluss zwischen den Elektroden gewéhrleistet werden. Reines
Silber ist zudem zytotoxisch [Sherman-Gold, 2006|. Zur feinen Steuerung der Pipette im
Bad war ein Mikromanipulator mit drei Achsen angeschlossen (Mini 25, Luigs & Neumann,
Ratingen). Die Hirnschnitte wurden zum Messen unter einem Durchlichtmikroskop (Axio-
skop 2 FS plus, Zeiss, Gottingen) in einer Badkammer (Slice mini chamber, Luigs & Neu-
mann) mit Temperaturkontrolle (Badkontroller V, Luigs & Neumann) gelegt und tiber ein
zum Teil gasdichtes Schlauchsystem (gasdichte Schlduche am Zufluss, Polyethylenschlauche
am Abfluss, Silikonschlduche zur Verbindung) und eine Zweiwegepumpe (Ismatec, Glatt-
brugg, Schweiz) mit Losung umspiilt. Der Visualisierung dienten ein 4x Objektiv (Achro-
plan 4x, Numerische Apertur 0.10, Zeiss), ein 40x Wasserimmersionsobjektiv (Achroplan
40x, Numerische Apertur 0.80, W Ph 2, Zeiss), ein in Reihe geschaltetes zusétzliches Linsen-
system zur zwei- oder vierfachen Vergroferung (Fourfold-Changer, Luigs & Neumann) und
eine analoge Infrarotkamera mit Kontraststeuerelement (VX44, PCO, Till Photonics, Gré-
felfing) sowie ein Analogbildschirm (Videomonitor WV-BM1410, Panasonic, Hamburg).
Eine Kontrastverstarkung wurde erreicht durch einen Pseudo-Interferenzkontrast mittels

Schriagbeleuchtung.

Abbildung 2.4: Messplatz
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2.3.3 Generierung der Messkonfiguration

Zur Messung wurde ein Hirnschnitt nach der Inkubationszeit (siehe 2.2) in die Badkammer
iiberfithrt und mittels eines Gitters aus C-féormig gebogenem Platindraht und gespannten
Nylon-Faden am Boden der Kammer fixiert. Der Schnitt wurde stdndig mit einer 36 °C
warmen ACSF-Badlosung (Zusammensetzung siehe 2.7) umspiilt, um die Zellen mit Sau-
erstoff und Néhrstoffen zu versorgen. Auch die Badkammer war beheizt. Die Badlosung
enthielt zuséatzlich bei jeder der Messungen 10 uM CNQX und 4 pM SR95531, um die Zel-
len synaptisch zu isolieren und nur die intrinsischen Eigenschaften zu analysieren. CNQX
ist ein Antagonist der AMPA-Rezeptoren, SR95531 blockiert GABA 4-Rezeptoren.

Nach dem Zentrieren der Schnitte und dem Auffinden der Kernregion unter dem Mikro-
skop wurde fiir jede Zelle eine neue Glaspipette vorbereitet. Mit einem Pipettenziehgerat
(DMZ-Universal Puller, Zeitz, Martinsried) konnten mit gespeicherten Parametern (siehe
Tabelle 2.3) aus Borosilicatglaskapillaren mit Filament Pipetten mit gewiinschter Spitzen-
konfiguration hergestellt werden. Der Parameter P(B) H (Hitze des finalen Zugs) wurde so
gewdhlt, dass die Pipetten einen Widerstand von 3.5 - 4.5 M) aufwiesen.

P(A) Pre-Pull

H 400 || t(F1) 000
F(TH) 016 F1 000
s(TH) 019 s(F2) 000
t(H) 050 F2 000
s(H) 046 || AD 121
P(B) Main-Pull

H variabel || t(F1) 090
F(TH) 018 || F1 140
s(TH) 010 || s(F2) 000
t(H) 030 || F2 145
s(H) 000 || AD 045

Tabelle 2.3: Parameter zum Ziehen von Glaspipetten

Der Widerstand wurde bestimmt nachdem die Pipette mit der je nach Experiment ange-
passten Kaliumgluconat-Losung (KGlu) gefiillt, am Pipettenhalter des Vorverstirkers um
die Elektrode befestigt und in die Badlosung eingetaucht, sowie ein Uberdruck angelegt
war. Es wurde dazu ein rechteckférmiger Spannungspuls durch die Elektrode appliziert
und aus der resultierenden Stromantwort berechnete der angeschlossene Computer unter
Anwendung des Ohm-Gesetzes den Pipettenwiderstand (siche Abb. 2.5a).

Die KGlu-Lésung driickte man beim Fiillen der Pipette durch einen Membranfilter mit

0.2 pm Porengrofse, um kleine Partikel herauszufiltern, die die Pipettenoffinung verstopfen
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konnten. Um gemessene Neurone nach histologischer Farbung nachweisen zu kénnen (sie-
he 2.5), enthielt die Losung bei allen gemessenen Oculomotoriusneuronen und bei einigen
Hypoglossusneuronen 1 mg/ml Neurobiotin. Nach Bestimmung des Pipettenwiderstands
musste ein Diffusionspotential (offset potential) am Verstirker abgeglichen werden, das
durch die unterschiedlichen Losungen in der Pipette und im Bad zwischen Mess- und Bad-
elektrode entstand.

Das zu messende Motoneuron des Ncl. Hypoglossus (hMN) wurde nach seiner Grofe und
der Lage im Kern mit Hilfe des 40x Objektivs ausgewihlt. Neurone mit einer Membranka-
pazitdt unter 30 pF wurden verworfen, um sicher die kleineren Interneurone oder Gliazellen
von der Analyse auszuschliefsen. Generell wurden nur hMN aus der ventralen Halfte des
Kerns gemessen, um die Variabilitit einzuschréanken. Ventral liegt der Unterkern Ncl. Ge-
nioglossus [Krammer et al., 1979b|, der besonders vulnerabel ist. Im Ncl. Oculomotorius
wurden die Neurone (oMN) auch nach Lage und Grofse gewahlt. Nach Wahl der zu mes-
senden Zelle wurde die Pipette an diese mit dem Mikromanipulator herangefahren, der
angelegte Uberdruck legte die Membran frei von umgebendem Gewebe. Unter zusétzlicher
zweifacher Vergroferung zur visuellen Kontrolle dellte man die Zellmembran mit der Pipet-
te leicht ein (siehe Abb. 2.5b), nahm dann den Uberdruck weg und generierte durch Sau-
gen an einem mit der Pipette verbundenen Schlauch einen leichten Unterdruck. Dadurch
wurde die Zellmembran in die Pipette eingesogen und sollte mit der Pipettenwand eine
hochohmige Verbindung generieren (Gigaseal, mindestens 1 G2, siche Abb. 2.5¢). Diese
sogenannte On-Cell-Konfiguration war essentiell. Konnte sie nicht erreicht werden, wurde
eine andere Zelle gewahlt.

Durch die Widerstandszunahme wurde die Antwort auf den Rechteck-Puls kleiner, eine
Umladung der Pipette und des Zellmembranteils in der Pipette erzeugte allerdings ka-
pazitive Strome mit kurzer Zeitkonstante (Cy,s), die die physiologischen Messungen ver-
falscht hétten und deshalb {iber den Computer am Verstiarker abgeglichen wurden (siehe
Abb. 2.5d). Alle Messungen wurden in der sogenannten Whole-Cell-Konfiguration durchge-
fiihrt. Um diese zu erreichen, saugte man nun pulsartig an dem Schlauch und riss damit das
Membranstiick in der Pipette auf. Die Zellrdnder bildeten weiterhin einen hohen Abdicht-
widerstand mit den Glaspipettenseiten, der Intrazellularraum war aber direkt elektrisch
zuganglich und die Intrazellularfliissigkeit vermischte sich mit der KGlu-Losung in der Pi-
pette. Durch den Rechteckpuls wurde jetzt die gesamte Zelle umgeladen und man erhielt
kapazitive Strome mit langsamer Zeitkonstante (Cgjyyy, entsprach der Membrankapazitét
Cpn, siehe Abb. 2.5e). Die Zeitkonstante der Membran 7 war abhéngig vom Serienwider-
stand Rs und der Membrankapazitit C,, (7=Rs x C,,), der Serienwiderstand entstand
zwischen der Messelektrode und dem Zellsoma und war ein Maf fiir den elektrischen Zu-
gang zur Zelle. Messungen mit einem R {iber 20 MS2 wurden verworfen, da die durch den

Spannungsabfall iiber die Pipette entstehenden Zeit- und Spannungsfehler die Ergebnisse
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verfilschten. C,, war ein Ma# fiir die Zelloberfliche (1 uF pro 1 cm?) und die Zellgréfe der
gemessenen Zellen lief sich somit abschétzen. Cg,,, wurde ebenfalls kompensiert, Ry wurde
iiber den Computer berechnet und bei Spannungsklemme-Messungen zum Teil kompen-
siert.

Waren diese Konfigurationen und Einstellungen erreicht, konnten die Messungen durch-
gefiihrt werden (siehe 2.3.4). Wurde die Zelle wiahrend der Messung durch Diffusion mit
Neurobiotin gefiillt, musste am Ende der Messung die Pipette sehr langsam von der Zelle
zuriickgezogen werden. Es entstand dabei eine Outside-Out-Konfiguration, die die Zelle
intakt lieft. Die Zellmembran schloss sich und in der Pipette haftete ein Membranstiick mit

der Membranaufenseite in Richtung der Badlosung. [Numberger and Draguhn, 1996]

BV
- m Abbildung 2.5: Konfigurationen und Stromantwort

auf einen Testpuls
C 2 (a) Taucht die Pipette in die Badldsung entsteht eine Strom-
antwort auf einen rechteckigen Spannungspuls, abhéngig
vom Pipettenwiderstand. (b) Die Pipette wird an die Zel-
le herangefahren, der Widerstand erhéht sich. (¢) Durch
e Entfernen des Uberdrucks und leichtes Saugen entsteht ein
& hochohmiger Widerstand (On-Cell-Konfiguration). Es wer-
den kapazitive Strome mit schneller Zeitkonstante (Cjast)
registriert. (d) Diese werden kompensiert. (e) Durch pulsar-
tiges Saugen gelangt man in die Whole-Cell-Konfiguration.
f e T T T e Es werden kapazitive Strome mit langsamer Zeitkonstante

registriert (Csiow). (f) Auch diese werden kompensiert. (aus
[Jackson, 2001])

2.3.4 Messprotokolle

Bei Voltage-Clamp-Messungen wurde der Serienwiderstand zu 50-60% kompensiert. Alle
Daten aus Current-Clamp-Messungen wurden nicht fiir einen Spannungsabfall an der Pi-
pette kompensiert (bridge balance), da der verwendete Verstéarker eine manuelle Einstellung
nicht erlaubte. Das Liquid-Junction-Potential, ein gleich bleibender Spannungsfehler von
etwa 8 mV, der durch die unterschiedliche Zusammensetzung der Losung in der Pipette
und der Badlosung entstand, wurde bei den folgenden Potentialangaben nicht korrigiert.

Die Digitalisierung der Daten wurde unter Beachtung des Nyquist-Shannon-Abtasttheo-
rems vorgenommen. Danach kann man bei einer Digitalisierung ein analoges Signal nur

dann verlustfrei rekonstruieren, wenn die Abtastfrequenz grofer ist als das Doppelte der
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im Ursprungssignal vorkommenden Maximalfrequenz [Nyquist, 2002]. Die Digitalisierung
erfolgte daher mit einer Frequenz von 20 kHz, um die schnellen Potentialinderungen wéh-
rend Aktionspotentialen nicht zu stark zu verfalschen. Zwei Bessel-Tiefpassfilter mit 10
bzw. 5 kHz Filterfrequenz lieferten ein artefaktfreies, unverzerrtes Signal.

Die ausfiihrliche Grundcharakterisierung von Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus wurde
mit der KGlu-Pipettenlosung ohne Fura-2 oder ATP durchgefiithrt. Wahrend der Mes-
sung der Calciumsignale wurden zusétzlich elektrophysiologische Parameter erhoben mit
der fiir Fluoreszenzmessungen modifizierten Pipettenlosung. Die Charakterisierung der
Oculomotorius-Neurone erfolgte nur mit der modifizierten Lésung und den Stimulations-

protokollen der fluorometrischen Messungen (siehe 2.4.3).

Protokolle zur elektrophysiologischen Grundcharakterisierung

Die Messung aktiver und passiver elektrophysiologischer Charakteristika erfolgte im Whole-
Cell Current-Clamp-Modus. Die Zellkapazitiat zur Abschétzung der Zellgrofe wurde aus
den Werten der Kapazitatskompensation abgelesen. Nachdem die Whole-Cell-Konfigura-
tion erreicht war, wurde nach mindestens 30s Equilibrierungszeit das Ruhemembranpo-
tential abgelesen. Zur Beschreibung der Erregbarkeit einer Zelle (Steigung der Frequenz-
Strom-Kurve), sowie fiir die Bestimmung der Maximalfrequenz, der einzelnen Aktionspo-
tentialparameter und der Nachhyperpolarisation nach einer Stimulation (compound after-
hyperpolarisation, cAHP) wurden anschlieffend rechteckformige, Stromimpulse mit Dauer
von 1s in Schritten von 100 pA in die Zelle appliziert und die Spannungsantwort der Zelle
registriert (siehe Abb. 2.6a). Ausgegangen wurde von einem Haltepotential von -60 mV.
Zwischen den Schritten lag eine Stimulationspause von 5 s. Die Anzahl der Schritte variier-
te je nach Reaktion der Zellen. Eine Abschétzung des nétigen Stroms zum Erreichen der
Aktionspotentialschwelle wurde mit einer rampenférmigen Strominjektion (2s pro Schen-
kel) in 50 pA Schritten, ausgehend von -60 mV Haltepotential, ermoglicht (siehe Abb. 2.6b).
Eine hyperpolarisierende, rechteckformige Strominjektion in Schritten von -50 pA und 2s
Dauer, ausgehend vom Ruhemembranpotential, erlaubte die Registrierung des Eingangswi-
derstands und des depolarisierenden Einflusses hyperpolarisationsaktivierter lonenkanéle
(sieche Abb. 2.6¢).

Protokolle zur Registrierung persistierender Einwirtsstrome

Persistierende Einwértsstrome (PIC) wurden im Voltage-Clamp-Modus gemessen. Eine
langsame Spannungsrampe (5s pro Schenkel) in 10 mV Schritten, ausgehend von -70 mV
Haltepotential diente als Protokoll (siche Abb. 2.6d). Wahrend dieser langsamen Ram-
pe sollten alle schnellen Einwértsstrome durch spannungsabhéngige Natriumkanile (Na,)
durch Inaktivierung der Kanéle blockiert und persistierende, langsame Stréme sichtbar
werden. Ein Klemmen aller distalen Teile einer komplex gebauten Zelle auf eine gemeinsa-

me Spannung ist jedoch nicht gut moglich (Space-Clamp-Problem [Armstrong and Gilly,
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1992]), weswegen in den Registrierungen meist Strome ungeklemmter Aktionspotentiale
auftraten. Nach der Aufnahme der Stromantworten wurde 300 nM TTX iiber die Bad-
perfusion appliziert und nach 3 min die Rampen wiederholt. Hierbei wurden alle TTX-
sensitiven Natriumkanéle blockiert und durch Vergleich der Stréme vor und nach Blockade
TTX-sensitive Natriumstrome einzeln analysierbar. In jedem Hirnschnitt wurde nur eine
Zelle gemessen, um Effekte der Kanalblockade trotz Auswaschens des Pharmakons zu ver-

meiden.

a b C

e,

100 pA

10 mV

Abbildung 2.6: Stimulationsprotokolle

(a) Depolarisation durch Rechteckpulse mit einer Schrittgrofe von 100 pA bis zum Depolarisationsblock.
(b) Stromrampe mit einer Schrittgréfe von 50 pA. (¢) Hyperpolarisation durch Rechteckpulse. Schritt-
grofe 50 pA bis zu einer Hyperpolarisation auf -80 mV. (d) Spannungsrampe mit sechs Schritte von je
10 mV.

2.3.5 Datenanalyse und Auswertung

Die Auswertung der elektrophysiologischen Daten erfolgte nach einem Export aus dem
Analyseprogramm Fitmaster (Version 2.43, Heka Elektronik Dr. Schulze GmbH) mittels
IgorPro (Version 6.02A, WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA) unter Anwendung der
Programmerweiterung NeuroMatic (Version 2.00, Thinkrandom, University College Lon-
don, UK) und eigener Programmcodes. Zur Auswertung der Aktionspotentialschwelle und
-dauer wurde ein nicht kommertiell erhaltlicher IgorPro-Code verwendet, der von Dr. Jan
Griindemann (Friedrich-Miescher-Institut, Basel, Schweiz) programmiert wurde. Zur Or-
ganisation der Daten wurde das Tabellenkalkulationsprogramm von NeoOffice (Version
3.1.2; Sun Microsystems, Santa Clara, CA, USA), zur Darstellung und statistischen Aus-
wertung das Programm Prism 5 (Version 5.0c, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
verwendet. Die Auftrennung der einzelnen Datenpunkte in den Streudiagrammen in y-
Achsen-Richtung erfolgte unbeeinflussbar durch Prism 5, um ein Uberlappen von Punkten

mit gleichem x-Wert zu vermeiden und hat keine inhaltliche Aussage.
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Auswertung der Daten der elektrophysiologischen Grundcharakterisierung
Die rechteckférmigen Strompulse depolarisierten die gemessene Zelle zuerst passiv. Sobald
die Potential-Schwelle zum Offnen spannungsabhingiger Natriumkanile erreicht war, gene-
rierten die Zellen bei weiterer Depolarisation Aktionspotentiale mit steigender Frequenz.
Trug man die jeweilige Frequenz (f) gegen den applizierten Strom (I) auf, konnte man
aus der Steigung dieser f-I-Kurve die Erregbarkeit der Zelle abschétzen. Die Kurve verlief
allerdings nicht bei jeder der injizierten Stromstérken linear, sondern war zu Beginn sehr
steil, dann iiber einen grofsen Bereich hinweg linear und flachte mit hoher Stromstérke ab
und naherte sich einem maximalen Frequenzwert an. Fiir die Bestimmung der Steigung
wurde eine Linearfunktion an den mittleren linearen Teil der Kurve angepasst. Bei hoher
Strominjektion wurden die Zellen so stark depolarisiert, dass sich die spannungsabhéngigen
Natriumkanéle nicht wieder aus der Inaktivierung erholen konnten. Die Zelle konnte nicht
mehr iiber die Stimulationszeit von 1 s hinweg Aktionspotentiale generieren, sie befand sich
im sog. Depolarisationsblock. Die Aktionspotentialfrequenz vor Erreichen des Depolarisa-
tionsblocks wurde als Maximalfrequenz registriert.

Wegen der geringeren Verfiigbarkeit von Na, und der Aktivierung oder Inaktivierung an-
derer spannungsabhéngiger Kanile bei steigender Depolarisation énderte sich auch die
Form der Aktionspotentiale mit steigender Stimulation. Die Strukturanalyse einzelner Ak-
tionspotentiale sollte deshalb zur Normierung bei einer bestimmten Stimulationsstérke
stattfinden. Ein variabler Eingangswiderstand jedoch machte dies schwierig und in der
vorliegenden Arbeit wurde stattdessen die Auswertung bei normierter Aktionspotentialfre-
quenz durchgefiihrt. Alle Aktionspotentialparameter wurden bei dem Stimulationsschritt
ausgewertet, der eine Frequenz von 40 Hz erzeugte. Diese Frequenz entsprach einer niedri-
gen physiologischen Aktivitat wie sie etwa bei atmungsabhéngigen Zungenbewegungen im
N. Hypoglossus messbar ist (siche 4.3.2) und konnte von allen gemessenen Motoneuronen
erzeugt werden. Die ausgewerteten Parameter zur Beschreibung der Aktionspotentiale wa-
ren Schwelle, Amplitude (von Schwelle zu Maximum), Dauer auf Hohe der Schwelle und
Amplitude der Nachhyperpolarisation (AHP, von Schwelle zu Minimum). Fiir jede Zelle
wurde der Mittelwert der Parameter von drei Aktionspotentialen als mit anderen Zellen zu
vergleichender Wert gebildet. Ebenfalls bei einem Stimulationsschritt, der eine Frequenz
von 40 Hz erzeugte, wurde die Nachhyperpolarisation nach der Stimulation (cAHP) ausge-
wertet. Es wurde die Amplitude des cAHP bestimmt und der Repolarisationphase bis zum
Haltepotential eine Exponentialfunktion (U(t) = U x e~'/7) angeglichen. Der Zeit-
punkt, an dem diese Exponentialfunktion auf 1/e ~ 37% des Maximalwertes abgefallen
war, wird als Zeitkonstante 7 bezeichnet. Diese wurde ebenfalls ausgewertet.

Die Rheobase ist die Stromstérke, die notig ist, eine Membran so weit zu depolarisieren,
dass ein Aktionspotential entstehen kann. Sie konnte mit Hilfe der Stromrampen berech-

net werden. Am aufsteigenden Schenkel der Stromrampe wurden auflerdem persistierende
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Kanile aktiviert, die am absteigenden Schenkel der Rampe die Rheobase verringerten.
Daher wurde die Rheobase am Beginn und am Ende der Aktionspotentialgenerierung aus-
gewertet.

Die Injektion negativer Stromimpulse hyperpolarisierte die Zellen. Aus der Steigung der
Strom-Spannungskurve lief sich der Eingangswiderstand der Zellen berechnen (R = U/I).
Hyperpolarisationsaktivierte Kanale (HCN, hyperpolarization activated and cyclic nucleo-
tid gated ion channel) fithrten bei starker Hyperpolarisation der Zellen zu einer aktiven
leichten Depolarisation. Die Amplitude dieser Depolarisation bis zu dem Erreichen eines
stabilen Potentials wird als sag bezeichnet und war ein Mafs fiir die Verfiigbarkeit von
HCN-Kanélen.

Auswertung der Daten der Registrierung persistierender Einwartsstrome

Die Daten aus den Voltage-Clamp-Experimenten wurden vor dem Export aus Fitmaster
zusétzlich mit 100 Hz digital gefiltert. Analysiert wurden die Stréme bei einer Spannungs-
rampe von -70 mV auf -20mV (10 mV/s), da die gewlinschten Einwértsstrome bei -20 mV
bereits maximal aktiviert waren. Bei steileren Rampen wurden die ungeklemmten Aktions-
potentialstrome und die einsetzenden Auswartsstrome zu dominant. Zur Bestimmung der
TTX-sensitiven persistierenden Natrium-Einwértsstrome wurde zuerst fiir die Stromant-
wort vor Blockade und fiir die Stromantwort nach TTX-Applikation eine Korrektur fiir die
passiven Leckstrome vorgenommen. Dazu wurden die passiven Antworten der Zelle auf die
jeweiligen Rampen von -70 mV auf -60 mV durch Multiplikation hochskaliert (siche graue
Spur in Abb. 2.7a) und von der auszuwertenden Stromantwort (Rampe von -70 mV auf
-20 mV, schwarze Spur in Abb. 2.7a) abgezogen. So erhielt man die aktiven Antworten
der Zelle auf Depolarisation (siche Abb. 2.7b). Anschliefend wurde die Stromantwort nach
TTX-Applikation von der Antwort vor der Blockade abgezogen. Die erhaltene Kurve wur-
de noch gegen die angelegte Spannung aufgetragen (sieche Abb. 2.7¢) und der maximale
Auswértsstrom bestimmt. Neben der maximalen Stromamplitude konnten durch Auftra-
gen der Leitfahigkeit g (normiert auf die maximale Leitfahigkeit g,q.) gegen die Spannung
und dem Anpassen einer sigmoidalen Ausgleichskurve (Boltzmann-Anpassung, siehe Abb.
2.7d) auch die halbmaximale Kanalaktivierung V5o und aus der Steilheit der Kurve die
Spannungsabhéngigkeit der Aktivierung bestimmt werden. Die Leitfdhigkeit G berechnete
sich aus G = E%Emj mit I = Strom, E = Membranpotential und E,., = Umkehrpotential
des gewtinschten Tons (fiir Natrium hier 130 mV), die Formel fiir die Boltzmann-Anpassung
lautete:

G — Gyt 1

Vso—Memb tential
Gmaz 1+ exp ( 50 gzigizg;o entia )
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Abbildung 2.7: Auswertung von persistierenden Einwirtsstrémen

(a) schwarz: Stromantwort auf Spannungsrampe von -70 mV auf -20 mV; grau: hochskalierte Stromantwort
auf Spannungsrampe von -70 mV auf -60 mV (b) aktive Stromantwort, schwarz: Kontrollbedingungen; rot:
nach Applikation von TTX; gestrichelte Linie entspricht 0 pA (¢) TTX-sensitiver Einwértsstrom; gestri-
chelte Linie entspricht 0 pA (d) Boltzmann-Anpassung an Leitfahigkeit-Potential-Kurve; Vso: halbmaxi-

male Kanalaktivierung

2.4 Fluorometrische Messung der Calciumkonzentration und

des mitochondrialen Membranpotentials

2.4.1 Prinzip der fluorometrischen Messungen

Neben elektrophysiologischen Messungen ist die Registrierung von Signalen fluoreszierender
Molekiile und der Analyse der Fluoreszenzintensitét (Fluorometrie) in lebenden Zellen eine
weitere Methode zur Aufzeichnung physiologischer Ereignisse. Unter Fluoreszenz versteht
man eine kurzzeitige Lichtemission eines Molekiils, das zuvor mit hoherenergetischem Licht
angeregt wurde (siche Abb. 2.8). Die Anregungswellenlénge ist dabei spezifisch fiir jedes
Fluoreszenzmolekiil, genauso wie die entsprechende langerwellige Emission. Dieses biolo-
gische Phanomen wurde erstmals von George Gabriel Stokes im Jahr 1852 beschrieben
[Stokes, 1852]. Den Unterschied zwischen Anregungs- und Emissionswellenldnge bezeich-
net man demnach als Stokes-Shift. Er ist die Grundlage der Aufzeichnung von Emissionen
mehrerer Fluoreszenzstoffe parallel, wenn diese einen unterschiedlichen Stokes-Shift haben
und somit bei gleicher Anregungswellenldnge mit unterschiedlicher Emissionswellenldnge

fluoreszieren.
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hv. (3

Abbildung 2.8: Jablonski-Diagramm zur Veranschaulichung der Fluoreszenzentstehung

(1) Anregung: Eine Lichtquelle sendet ein Photon der Energie hvg, auf einen Fluoreszenzfarbstoff, bei
dem ein Elektron vom Grundzustand Sp auf einen energetisch héheren, angeregten Zustand S’ angehoben
wird. (2) Andauernde Anregung (etwa 1 - 10ns): Der Farbstoff &ndert seine Konformation und kann
mit umgebenden Molekiilen interagieren, wobei das angeregte Elektron einen Teil der Energie verliert
(Zustand S1). (3) Emission: Das Elektron fallt zuriick in den Grundzustand Sp und gibt dabei ein Photon

mit geringerer Energie hvg,,, also langerer Wellenldnge ab. (verdndert aus [Johnson and Spence, 2011])

Als Lichtquelle werden meist Quecksilber- oder Xenondampflampen verwendet. Diese er-
moglichen eine hohe Lichtintensitdt bei definierter Wellenldnge. Neben der Lichtquelle
zur Anregung der Farbstoffe wird noch eine Kamera benétigt, die die Lichtemissionen
auffaingt und analysierbar macht. Dies wird in der Regel durch die Charge-Coupled De-
vice-Technologie (CCD) ermoglicht. Ein CCD-Photosensor enthélt einen diinnen Silikon-
Halbleiter, aufgeteilt in viele lichtsensitive Elemente, die beim Einfangen von Photonen
Elektronen freisetzen. Je stérker das Emissionssignal eines zur Fluoreszenz angeregten
Molekiils, desto mehr Photonen und schliefslich Elektronen werden gebildet, weitergelei-
tet und ein Wert fiir die Lichtintensitdt an einem bestimmten Bildelement (Pixel) wird
ausgelesen. Das digitalisierte Bild kann anschlieffend an einem angeschlossenen Computer
wieder zusammengesetzt werden. [Nikon, 2011]

Mit einem Fluoreszenzmolekiil, einer Lichtquelle und einer CCD-Kamera kénnen so z.B.
einzelne Zelltypen, markierte Proteine und Signalstoffe auch in lebenden Gewebeproben
oder sogar in vivo in ihrer Verbreitung, Struktur und ortlich-zeitlicher Dynamik qualitativ
und quantitativ untersucht werden. Nachteile dieser Methode sind die geringe Eindringtiefe
in das Gewebe und eine Phototoxizitét durch die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspe-
zies aus den Farbstoffen bei Anregung.

Einige endogene Molekiile wie NAD oder FAD, zeigen eine Autofluoreszenz. Die wichtigsten
Bausteine der Bildgebung in lebenden Zellen sind jedoch fluoreszierende Stoffe. Diese wer-
den entweder in einer Zelle artifiziell exprimiert (z.B. das griin fluoreszierende Protein GFP
[Shimomura et al., 1962] oder der Chloridindikatorfarbstoff Clomeleon |[Kuner and Augus-
tine, 2000]) oder durch Inkubation mit dem Farbstoff vom Gewebe aufgenommen (wie
das hier verwendete Rhodamine123 zur Abschitzung des mitochondrialen Membranpoten-

tials). Wahrend einer Whole-Cell-Messung kénnen Fluoreszenzfarbstoffe durch Diffusion
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auch direkt aus der Pipettenlosung in die zu analysierende Zelle gelangen. Dies wurde in
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt, um die Motoneurone mit dem Farbstoff Fura-2 zu
befiillen, der es erlaubte, die Calciumkonzentration im Zytoplasma abzuschétzen.

Rhodaminel23 (Rh123) ist ein Fluoreszenzfarbstoff (Struktur siehe Abb 2.9a), der sich
in hyperpolarisierten Zellkompartimenten, vor allem in aktiven Mitochondrien, anreichert.
Dort wird dessen Fluoreszenz geloscht (engl. quenching). Depolarisiert das Potential des
Mitochondriums, wird Rh123 in das Zytoplasma freigesetzt und ein Fluoreszenzanstieg
proportional zur Potentialanderung wird messbar. Rh123 ermdglichte es somit, eine Mem-
branpotentialdnderung von Mitochondrien abzuschétzen [Dykens and Stout, 2001; Duchen
and Biscoe, 1992]. Die beste Anregung erfolgt bei 510 nm, das Maximum des Emissions-

spektrums liegt bei 540 nm (siche Abb. 2.9b).
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Abbildung 2.9: Struktur und Absorptionsspektren von Rh123 und Fura-2
(a) Struktur von Rh123 (b) Anregungsspektrum (links) und Emissionsspektrum (rechts) von Rh123 (c)
Struktur von Fura-2 (d) Anregungsspektren (links) und Emissionsspektren (rechts) von Fura-2; A: ohne

Calciumbindung, B: mit Calciumbindung (nach [Johnson and Spence, 2011])
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Die Anregungswellenldnge von Fura-2 (Struktur siche Abb. 2.9¢) variiert je nachdem, ob
an der modifizierten Polyamino-Carboxylsédurekette ein Calciumion gebunden hat (Anre-
gungsmaximum bei 380 nm) oder nicht (Anregungsmaximum bei 340 nm). Unabhéngig
von der Calciumbindung fluoresziert Fura-2 bei einer Anregungswellenldnge von 360 nm.
Das Emissionsmaximum liegt bei allen Anregungswellenléingen bei 510 nm (siehe Abb.
2.9d). Fura-2 ist somit ein Indikatorfarbstoff fir die freie Calciumkonzentration in der
Zelle. Wegen der Verschiebung der Anregungswellenléngen je nach Calciumbindung lésst
sich ein Verhéltnis der Emissionen nach zwei verschiedenen Anregungen ausrechnen (ra-
tiometrische Calciummessung). Dadurch lassen sich Unterschiede zwischen verschiedenen
Zellen ausgleichen, die nicht auf unterschiedlicher Calciumkonzentration beruhen, sondern
bedingt sind durch variable Farbstoffmengen in der Zelle oder die Tiefe der Zellen im Hirn-
schnitt. [Grynkiewicz et al., 1985]

Neben Fura-2 gibt es noch eine Reihe anderer Calciumindikator-Farbstoffe, die sich vonein-
ander in der Affinitét zu Calcium unterscheiden. Fiir die Fragestellung der vorliegenden Ar-
beit war ein hochaffiner Farbstoff wie Fura-2 (Dissoziationskonstante K4 = 140 nM [John-
son and Spence, 2011], eigene Bestimmung der K, siche 2.4.5) notig, um freie Calciumionen
bei niedriger intrazellularer Konzentration zu registrieren. Der Nachteil war allerdings eine
Storung des endogenen Calciumpuffers und der Calciumtransienten sowie eine evtl. Un-
terschiatzung der Calciumkonzentrationen bei hohen Mengen [Stout and Reynolds, 1999;

Johnson and Spence, 2011].

2.4.2 Messplatz

Zuséatzlich zu den unter 2.3.2 aufgefiihrten Komponenten fiir elektrophysiologische Mes-
sungen enthielt der Messplatz Gerédte zur Anregung der Fluoreszenz in den Hirnschnitten,
zur Registrierung der Emission und zur Datenaufzeichnung. Die Lichtquelle war ein Mo-
nochromator (Polychrome V, Till Photonics) mit Xenonlampe, der iiber ein Galvanometer
schnell zwischen vorgegebenen Wellenldngen wechseln konnte. Uber ein Quarzfaserkabel
und einen Epifluoreszenzkondensor war dieser mit dem Mikroskop verbunden. Wellenldnge
und Lichtintensitat wurde tiber eine Steuereinheit reguliert (imaging control unit, Till Pho-
tonics). Die Emissionssignale wurden iiber wellenldngenspezifische Filter (AHF Analyse-
technik, Tiibingen) an eine digitale CCD-Kamera geleitet (IMAGO QE, Till Photonics;
Quantumeffizienz 60%, 1376 x 1040 Pixel, Pixelgrofe 6.45 x 6.45 um, 16 MHz Abtastfre-
quenz, 12 bit Digitalisierungsrate, gekiihlt). Fiir die Messungen der Fura-2 Emission wurde
ein Strahlenteiler (HC Strahlenteiler BS409), ein Bandpassfilter (BrightLine HC 510/84)
und ein Ortsfilter (Clean Up 395 SP) verwendet (siehe Abb. 2.10a), fiir die Rh123 Mes-
sungen ein Strahlenteiler (Strahlenteiler 495 DCXRUV) sowie ein optischer Bandpassfilter
(BrightLine HC 550/88) (siche Abb. 2.10b).
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Die Steuerung und die Datenaufzeichnung erfolgten mit den Programmen LiveAquisition

(Version 1.6, Till Photonics) und Arivis Browser 2D (Arivis, Rostock).
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Abbildung 2.10: Optische Filter
blau: Ortsfilter, griin: Strahlenteiler, rot: Bandpassfilter (a) Filter fiir Fura-2 Fluoreszenzmessungen (b)
Filter fiir Rh123 Fluoreszenzmessungen (nach Abbildungen auf [AHF-Analysetechnik, 2011])

2.4.3 Messprotokolle

Bei allen fluorometrischen Messungen befand sich mit 100 pM Pyridoxalphosphat-Azo-
phenyl-Disulfonat (PPADS) zusétzlich ein Antagonist fiir ionotrope P2X-ATP-Rezeptoren
in der Badlosung. Die gemessenen Motoneurone exprimierten viele dieser Rezeptoren und
depolarisierten daher stark, wenn die ATP-haltige Pipettenlosung durch den angelegten
Uberdruck mit der Zelle in Beriihrung kam. Um die Messbarkeit zu gewéhrleisten, war der
Antagonist essentiell. Es wurde eine andere KGlu-Losung als fiir reine elektrophysiologische
Messungen verwendet. Sie enthielt keinen zusétzlichen Calciumpuffer und war mit ATP
versetzt, um energieabhingige Prozesse nicht durch das Auswaschen von endogenem ATP
zu storen. Zum Teil mussten auch pharmakologische Substanzen iiber die Pipettenlésung in
die Zelle gebracht werden, wenn diese nicht iiber Zellmembranen diffundieren konnten. Dies
war der Fall fir den Antagonisten des mitochondrialen Uniporters Ru360 (20 uM) und den
Antagonisten des Natrium-Calcium-Austauschers der Mitochondrien CGP37157 (15 uM).
Auferdem befand sich der Calciumindikator Fura-2 (100 pM) in der Pipettenlésung, um
spezifisch einzelne Zellen durch Diffusion nach Erreichen der Whole-Cell-Konfiguration
zu fiillen. Eine Messung wurde daher erst nach 7-8 min durchgefiihrt, wenn die Fura-2-
Losung in der Zelle equilibriert war (siehe Abb. 3.8b). Auch das vorher in die Zellumgebung
freigesetzte Fura-2 wurde in dieser Zeit ausgewaschen. Wahrend der Wartezeit konnte die
Zelle im Steuerprogramm LiveAquisition als Region von Interesse (ROI) markiert werden.
Es wurde das komplette Zellsoma erfasst. Die Aufnahme der Signale erfolgte mit einer
Zusammenfassung von 4x4 Pixeln, um eine hoéhere Lichtempfindlichkeit auf Kosten der

Auflésung zu erreichen.
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Protokoll fiir die fluorometrischen Messungen der Calciumkonzentration

Die Fura-2-Fluoreszenz wurde als Indikator fiir die Calciumkonzentration in der Zelle ratio-
metrisch gemessen. Fiir ein calciumunabhéngiges Signal regte man den Farbstoff mit einer
Wellenldnge von 357 nm und einer Belichtungszeit von 20 ms an, fiir die calciumabhéngi-
gen Signale mit 380 nm Wellenlénge und 20 ms Belichtungszeit. Die Abtastfrequenz betrug
2 Hz. Eine Anderung der Calciumkonzentration zur Analyse der Calciumhomdostase wurde
durch Stimulation der Zelle mittels Strominjektion {iber die Messelektrode erreicht. Wie
bei der elektrophysiologischen Grundcharakterisierung wurde dazu ein rechteckférmiger
Stromimpuls von 1s Dauer appliziert (siche Abb. 2.6a). Die Schrittgrofen variierten zwi-
schen 100 und 500 pA bis zum Depolarisationsblock. Der zeitliche Abstand zwischen den
Stimulationsschritten wurde so grof gewéhlt, dass nach jeder Stimulation das Calcium-
signal wieder auf einem Basalwert war, um eine Summierung der Signale zu vermeiden
(in der Regel 45-90 ). Wurden Blocker nicht {iber die Glaspipette, sondern tiber die Bad-
perfusion eingewaschen, war eine Inkubationszeit von mindestens 15 min einzuhalten. Dies
war der Fall fiir: 200 nM FCCP (Verringerung der Triebkraft fiir die mitochondriale Cal-
ciumaufnahme durch Entkopplung der Mitochondrien bei hMN), 80 nM FCCP (Verrin-
gerung der Triebkraft fiir die mitochondriale Calciumaufnahme durch Entkopplung der
Mitochondrien bei oMN), 2 uM Cyclosporin A (Blockade der Offnung der mitochondria-
len Permeabilititstransitionspore), 1 uM Thapsigargin (Blockade der Calcium-ATPase am

Endoplasmatischen Retikulum).

Protokoll zur Registrierung des mitochondrialen Membranpotentials

Die Fluoreszenz von Rh123 wurde zur Abschitzung des mitochondrialen Membranpotenti-
als verwendet. Der zu analysierende Schnitt wurde dazu 10 min im Dunkeln bei Raumtem-
peratur in einer Losung von 0.25 pg/ml Rh123 in ACSF inkubiert und anschliefend zum
Auswaschen des nicht aufgenommenen Farbstoffs 30 min bei 36 °C in der Badkammer ge-
waschen. Nach der Etablierung einer Whole-Cell-Konfiguration und der Equilibrierung des
Fura-2-Signals applizierte man iiber die Badperfusion 5 uM FCCP, um die Mitochondrien
komplett zu depolarisieren und alles in die Mitochondrien aufgenommene Rh123 freizuset-
zen. Das Membranpotential der Zelle blieb wahrend der kompletten Messung stabil. Die
Fluoreszenzanregung des freigesetzten Rh123 erfolgte mit 485 nm, einer Belichtungszeit
von 10 ms und einer Abtastfrequenz von 1 Hz. Auf jedem Schnitt wurde nur eine Zelle

gemessen.

2.4.4 Datenanalyse und Auswertung

Die Programme LiveAquisition und Arivis Browser zeichneten die Lichtintensitéten der
Emission bei jeder Anregung als Zahlenwert auf. Die Auswertung erfolgte mit IgorPro

(Version 6.02A, WaveMetrics, Lake Oswego, OR, USA) unter Anwendung der Programm-
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erweiterung NeuroMatic (Version 2.00, Thinkrandom, University College London, UK), die
Darstellung und statistische Auswertung mit Prism 5 (Version 5.0c, GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA).

Auswertung der Daten der fluorometrischen Messungen der
Calciumkonzentration

Die Intensitaten der zwei verschiedenen Emissionssignale (F) der ratiometrischen Calcium-
messung wurden dividiert (357 nm-Signal / 380 nm-Signal), auf den Basalwert normiert
(F/F0) und gegen eine Zeitachse aufgetragen (siche Abb. 2.11a-c). Bei jeder elektrischen
Stimulation entstand ein Anstieg des normierten ratiometrischen Calciumsignals entspre-
chend der Calciumbeladung der Zelle, der einzeln analysiert wurde. Bestimmt wurde die
Amplitude des Signals, die Zeitkonstante 7 des Abfalls (wenn eine exponentielle Anpas-
sung moglich war, 7 entsprach dem Zeitpunkt an dem die Kurve auf 1/e ~ 37% des
Maximalwertes abgefallen war) und die Fléche unter der Kurve von 90% des Maximums
bis zu einem Basalwert (siche Abb. 2.11d). Zur statistischen Auswertung wurden die fluo-
rometrischen Signale der Stimulationsschritte aller Zellen miteinander verglichen, die eine
Aktionspotentialfrequenz von 40 Hz erzeugten, sowie die, die eine maximale Entladungs-

frequenz hervorriefen.
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Abbildung 2.11: Auswertung der Fura-2-Signale

(a) Emissionssignal nach Anregung mit 357 nm und mehrfacher elektrischer Stimulation (b) Emissionssi-
gnal nach Anregung mit 380 nm und mehrfacher elektrischer Stimulation (¢) Ratiometrisches Signal be-
rechnet aus (a) / (b). (d) Normiertes ratiometrisches Signal nach einer einzelnen Stimulation, Auswertung
der Amplitude, der Flache des Signals von 90% des Maximums bis zum Basalwert und der exponentiellen

Ausgleichskurve zur Bestimmung der Zeitkonstante 7 des Calciumsignalabfalls.
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Auswertung der Daten der Rh123-Messungen

Fiir die Auswertung der Rh123-Signale wurde die Fluoreszenzédnderung der Emission auf
den Basalwert normiert (F/F0) und die Amplitude der Anderung nach Applikation von
FCCP abgelesen.

2.4.5 Bestimmung der Dissoziationskonstante

Aus der Amplitude der Fluoreszenzsignale liefen sich Unterschiede in der Calciumbela-
dung der Motoneurone abschétzen. Es war zudem moglich die Fluoreszenzintensitét iiber
ein Kalibrierungsverfahren mit der genauen Calciumkonzentration zu korrelieren. Dazu
musste die Dissoziationskonstante K; des Fura-2 unter den vorliegenden Messbedingungen
bestimmt werden. K ist unter anderem abhéngig von der Temperatur, dem pH und der
Ionenstérke [Uto et al., 1991].

Alle Fluoreszenzmessungen der vorliegenden Arbeit wurden bei 36 °C durchgefiithrt und
Losungen mit einem pH von 7.35 verwendet. Somit wurde auch die Kalibrierung mit diesen
Parametern nach einem Protokoll von Invitrogen [Invitrogen, 2011] durchgefiihrt. Zuerst
wurde eine Verdiinnungsreihe hergestellt aus 10 uM Fura-2-haltigen Losungen mit defi-
nierter Konzentration an Ca-EGTA (Ethylenglycol-bis(Aminoethylether)-Tetraessigsaure)
oder Ko-EGTA (kommertielle Calcium-Kalibrierlosungen). In den Losungen lag Calcium
im Gleichgewicht frei oder an EGTA (Ethylenglycol-bis-Aminoethylether-Tetraessigsaure)
gebunden vor, abhéngig von der K; des EGTA unter den Messbedingungen (hier 54.7
nM [Invitrogen, 2011]). Aus dem Produkt des Ca-EGTA/Ko-EGTA-Konzentrationsver-
haltnisses mit der K; von EGTA konnten die freien Calciumkonzentrationen in den Losun-
gen der Verdiinnungsreihe berechnet werden. Diese Losungen wurden am Messplatz mit
357 nm und 380 nm Wellenlénge angeregt und die Emission aufgezeichnet. Aus der ratiome-
trisch normalisierten Fluoreszenzintensitit (357 nm/380 nm), aufgetragen gegen die freie
Calciumkonzentration, liefs sich eine Kalibrierkurve generieren, die eine Bestimmung der
Calciumkonzentrationen bei allen durchgefithrten Messungen erlaubte. Trug man log;o(R-
Rinin)/ (R-Rinaz) * (F380,min /F380,m4s) gegen logio|Calcium] ¢.; auf (siehe Abb. 2.12), konn-
te aus dem x-Achsenabschnitt der Kurve und inversem Logarithmus die K; von Fura-2
bestimmt werden. R steht fiir den ratiometrischen Wert der Emission (357 nm/380 nm),
R, nin fiir den ratiometrischen Wert der Emission der Losung ohne freiem Calcium, Ry,qz
fir den Wert mit maximaler freier Calciumkonzentration. F380,,,, bezeichnet den Emis-
sionswert nach Anregung mit 380 nm bei der Losung ohne freiem Calcium, F380,,4, den
Wert nach Anregung mit 380 nm bei der Lésung mit maximaler freier Calciumkonzentra-
tion. Die hiermit bestimmte Dissoziationskonstante von Fura-2 unter den hier vorhandenen
Messbedingungen betrug 154 nM.

Diese in vitro-Kalibrierung beriicksichtigt zwar pH und Temperatur der Messbedingungen,

in den Zellen liegen allerdings deutlich andere Ionenverhéltnisse und endogene Calciumpuf-
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fersysteme vor, die die Ky verdndern konnen [Owen, 1991]. Eine Angabe von genauen Cal-
ciumkonzentrationen als Ergebnisse der fluorometrischen Messungen ist somit auch nach
der durchgefiihrten in witro-Kalibrierung nicht moglich. Deshalb wurden alle Ergebnisse

aufgefiihrt als auf den Basalwert normierte Fluoreszenzintensitiaten F/F0.
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Abbildung 2.12: Kalibrierung der Fluoreszenzsignale
Zur Berechnung der Dissoziationskonstante von Fura-2 und der Korrelation von Fluoreszenzintensitat und

Calciumkonzentration. Aus dem x-Achsen-Abschnitt lieff sich die K4 bestimmen.

2.5 Immunhistochemie

Wurden Zellen beim Messen fiir den Identitédtsnachweis mit Neurobiotin gefiillt, konnte der
Schnitt anschliefend mit einer Losung aus Paraformaldehyd und Pikrinséure iiber Nacht
bei 4 °C fixiert und bis zur weiteren Verarbeitung in einer Natriumazidlosung bei 4 °C
gelagert werden.

Ein Markergen fiir Motoneurone ist die Cholin-Acetyltransferase (ChAT). Fixierte Schnit-
te wurden daher mit einem Antikdrper gegen ChAT und einem fluoreszierenden Sekun-
dérantikorper gefarbt. Neurobiotin konnte man durch Zugabe von fluoreszenzgekoppeltem
Streptavidin sichtbar machen. Durch eine Doppelmarkierung von ChAT und Neurobiotin
liet sich eine gemessene Zelle als Motoneuron identifizieren. Dieser Nachweis wurde bei
allen Oculomotoriusneuronen vorgenommen, da die Abgrenzung des Kerns gegen andere
Neuronenpopulationen unter dem Mikroskop am Messplatz nicht deutlich war. Hypoglos-
susneurone wurden nur vereinzelt mit Neurobiotin gefiillt und geférbt, da dieser Kern sehr
homogen und gut abgegrenzt war und durch Lage und Grofe der Zellen andere Neuronen-
populationen sicher ausgeschlossen werden konnten.

Die Immunfirbungen und deren Dokumentation wurde grofstenteils mit technischer Hilfe

von Sylvie Kutterer durchgefiihrt.
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Protokoll:

Schnitte in einem 5 ml Schnappdeckelglas 4x 10 min bei Raumtemperatur (RT) in
0.1 M PBS waschen

- 3h unter Schiitteln bei RT mit 1 ml Blockierlésung (siehe 2.7) unspezifische Binde-

stellen blockieren

- {iiber Nacht unter Schiitteln bei RT mit Primérantikorper ChAT (1:250, siche Tabelle
2.4) inkubieren

- 4x 10 min bei RT in 0.1 M PBS waschen

- 24 h unter Schiitteln bei RT mit Sekundérantikorper Anti-goat A488 (1:750, siehe
Tabelle 2.4) und Streptavidin A568 (1:1000, siehe Tabelle 2.4) inkubieren

- 4x 10 min bei RT in 0.1 M PBS waschen

- 15 min mit Kupfersulfatlésung inkubieren zur Verringerung unspezifischer Autofluo-

reszenz
- 2x 10 min bei RT in 0.1 M PBS waschen
- Aufziehen der Schnitte auf unbeschichtete gewaschene Objekttriager und Trocknung

- Eindecken mit Vectashield H1000, Versiegeln der Rander des Deckglases mit Nagel-
lack und Aufbewahrung im Dunkeln bei 4 °C

Reagenz Donor Hersteller Bestellnummer | Verdiinnung
Anti-ChAT Ziege (goat) Chemicon AB144P 1:250 (in
Carrierlosung)
AlexaFluor488-| Esel (donkey) | MolecularProbes A11055 1:750 (in
Anti-goat Carrierlosung)
AlexaFluor568- MolecularProbes 511226 1:1000 (in
Streptavidin Carrierlosung)

Tabelle 2.4: Antikorper

Die fluoreszenzmarkierten Schnitte wurden mit Hilfe eines konfokalen Laserscanningmikro-
skops (LSM 510, Zeiss, Gottingen) dokumentiert. Die Auswertung der Aufnahmen erfolgte
mit der LSM 5 Image Examiner-Software (Version 3.2, Zeiss, Gottingen).
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2.6 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwerts angegeben. Zum
statistischen Vergleich zweier Gruppen (z.B. ein elektrophysiologischer Parameter von wt
und G93A) auf Unterschiede in deren Mittelwert wurde der Student’s t-Test fiir unverbun-
dene normalverteilte Stichproben durchgefiihrt, fiir mehrere zu vergleichende Gruppen eine
Varianzanalyse (engl. analysis of variance, ANOVA). Die Normalverteilung liefs sich zuvor
mit einem D’Agostino-Pearson-Test iiberpriifen. Die meisten der Daten waren normalver-
teilt. Ein Test auf Normalverteilung hat jedoch wenig Aussagekraft bei kleinen Stichproben
und bei groflen Stichproben ist ein t-Test und eine Varianzanalyse robust gegeniiber Ab-
weichungen von der Normalverteilung, die angewandten Tests konnten somit mit grofier
Aussagekraft verwendet werden [Stevens, 2007]. Einige Kontrolldaten wurden fiir mehr als
einen Test, etwa zum Vergleich zwischen unterschiedlichen pharmakologischen Beeinflus-
sungen, herangezogen. Eine alpha-Fehler-Korrektur wurde nicht vorgenommen. Als signi-
fikant unterschiedlich wurden Vergleiche bezeichnet deren Test einen p-Wert von p<0.05
ergab. Diese wurden mit * gekennzeichnet. Geringere p-Werte wurden mit ** (p<0.01) und

% (p<0.001) markiert. N bezeichnet die Tierzahl, n steht fiir die Zellzahl einer Stichprobe.

2.7 Losungen

Losungen fiir die Genotypisierung

Lysispuffer 1M Tris-Base pH 8, 0.5 M EDTA pH 8, 10% SDS, 2M
NaCl, 2 pug/ml Proteinase K

TAE-Puffer 40 mM Tris-Base, 1 mM EDTA, 20 mM Essigsdure

Losungen fiir die Immunhistochemie

Blockierlésung 0.5% Triton, 10% Normales Eselserum, in 0.1 M PBS
Carrierlosung 0.5% Triton, 1% Normales Eselserum, in 0.1 M PBS
Kupfersulfatlosung 10 mM Ammoniumacetat, 1 mM Kupfersulfat
Natriumazid- 10% Saccharose, 0.05% Natriumazid, in 0.1 M PBS
Aufbewahrungslésung
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Paraformaldeyd-Fixierlosung 4% Paraformaldehyd, 15% Pikrinsdure, in 0.1 M Phos-
phatpuffer, pH 7.4

PBS kommertiell erhéltliche Tabletten (Sigma-Aldrich,
Miinchen), pH 7.4

Phosphatpuffer 260 mM Natriumdihydrogenphosphat, 190 mM Dinatri-
umhydrogenphosphat

Losungen fiir die Patch-Clamp- und fluorometrischen Messungen

KGlu-Losung 135 mM KGlu, 5mM KCl, 10mM HEPES, 0.1 mM
Patch-Clamp-Messungen EGTA, 2 mM MgCly, pH 7.35 mit KOH

KGlu-Losung fiir Fluoreszenz- 135 mM KGlu, 5mM KCl, 10mM HEPES, 2mM
Messungen MgClo, 0.1 mM Fura-2, 2mM Na-ATP, 0.1 mM Li-
GTP, pH 7.35 mit KOH

ACSF-Badlésung 125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 25 mM NaHCOg, 1.25 mM
NaHoPOy, 2.5 mM Glucose, 22.5 mM Sucrose, 2 mM
CaCly, 1 mM MgCly, begast mit Carbogen (5% COa,
95% Og3)

ACSF-Perfusionslosung 125 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 25 mM NaHCOg, 1.25 mM
NaHoPOy, 2.5 mM Glucose, 50 mM Sucrose, 0.1 mM
CaCly, 6 mM MgCly, 3 mM Kynurensidure, begast mit
Carbogen

2.8 Material

Alle zuvor erwdhnten Chemikalien, die im Folgenden nicht genannten werden, stammten
von Sigma-Aldrich, Miinchen. Standardeinweg- und Verbrauchsmaterial sind nicht aufge-

fihrt.
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Chemikalien fiir die Genotypisierung

Agarose
dNTPs

EDTA
Isopropanol
Primer
Proteinase K
SDS

steriles Wasser

SybrSafe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Eugene, OR, USA

Roth, Karlsruhe

JT Baker, Deventer Holland

MWG-Biotech, Ebersberg
Roche, Grenzach-Wyhlen

Roth, Karlsruhe

Braun, Melsungen

Invitrogen, Eugene, OR, USA

Chemikalien und Material fiir die Patch-Clamp- und fluorometrischen

Messungen

CaC12

Calcium-Kalibrierlosungen

CGP37157

CsA

CNQX
Domitor

FCCP

Fura-2

EGTA

Heparin
HEPES
Ketamin

MgCly
Natriumhypochlorid
Neurobiotin
PPADS
Rhodamine 123
Ru360

SR95531
Thapsigargin
TTX

AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Eugene, OR, US

Biotrend, Kéln
Biotrend, Koln
Biotrend, Kéln
Pfizer, Berlin
Tocris, Bristol, UK

Invitrogen, Eugene, OR, USA

Roth, Karlsruhe
Ratiopharm, Ulm
Roth, Karlsruhe

Inresa, Freiburg

AppliChem, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Vector Laboratories, Petersborough, UK

Biotrend, Koéln

Invitrogen, Eugene, OR, USA

Calbiochem, Darmstadt

Biotrend, Kéln
Biotrend, Koéln

Alomone Labs, Jerusalem, Israel
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Borosilicatglaskapillaren mit
Filament (GC150TF-10)
gasdichte ~Schlduche (Tho-
mafluid EPDM /PP Pumpen-
schlauch)

Membranfilter

Platindraht
Polyethylenschlauche
Silberdraht

Silikonschlauche

Vibratom-Klingen

Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA

Reichelt Chemietechnik, Heidelberg

Nalgene, Roskilde, Ddnemark
WPI, Sarasota, FL, USA
Portex SIMS, Ashfort, UK
Goodfellow, Bad Nauheim
BioRad, Miinchen

Campden-Instruments, Leicester, UK

Chemikalien fiir die Immunhistochemie

Ammoniumacetat
Eselserum

PFA

Vectashield

Triton

AppliChem, Darmstadt

Vector Laboratories, Petersborough, UK
Merck, Darmstadt

Vector Laboratories, Petersborough, UK
AppliChem, Darmstadt
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Ergebnisse

Eine Charakterisierung und der Vergleich von adulten Motoneuronen aus Wildtyp- und
G93A-Méausen im Endstadium sowie zwischen vulnerablen und resistenten Motoneuro-
nen wurde mit Hilfe elektrophysiologischer und fluorometrischer Messungen vorgenommen.
Zum Teil wurden die Ergebnisse bereits in Form von Kongress-Abstracts verdffentlicht

[Fuchs et al., 2008, 2009a,b, 2010b, 2011a,b].

3.1 Elektrophysiologische Charakterisierung von adulten Moto-

neuronen

Eine elektrophysiologische Grundcharakterisierung dient der Beschreibung von aktiven und
passiven Eigenschaften einer Zelle. Aus den verschiedenen Parametern lassen sich Hinwei-
se auf lIonenkanalbesatz und Leitfadhigkeiten der Neuronenmembran finden, die Reaktion
der Neurone auf externe Stimulation analysieren und intrazelluldre Mechanismen wie zum
Beispiel die Calciumhomoostase indirekt beschreiben. Diese Erkenntnisse ermoglichen au-
Kerdem Schliisse auf mogliche toxische Belastungen der Zellen wahrend physiologischer
Aktivitat.

Die Charakterisierung der adulten wt Motoneurone sollte in der vorliegenden Arbeit einen
Vergleich zu den bereits von anderen Arbeitsgruppen verdffentlichten Daten aus juvenilen
MN (siche 1.3.1) ermdglichen und so Schliisse iiber die entwicklungsabhingigen Ande-
rungen der Eigenschaften erlauben. Der Vergleich der Parameter zwischen wt und G93A
adulten MN diente der Analyse von potentiell pathologischen Verdnderungen, ausgelost
durch die mutierte SOD1 und als Hinweis fiir Pathomechanismen der ALS an einem fortge-
schrittenen Zeitpunkt des Krankheitsverlaufs. Anders als durch die Messungen in juvenilen
Tieren, die zwar frithe Verdnderungen beschreiben und diese als Ursache fiir eine spétere
Neurodegeneration postulieren, konnten hier Eigenschaften von MN zu einem Zeitpunkt
aufgedeckt werden, an dem die Charakteristika direkte zytotoxische Auswirkungen haben
kénnen. Auch der Vergleich zwischen der vulnerablen Motoneuronpopulation des Ncl. Hy-
poglossus und den resistenten oculomotorischen Neuronen diente dem direkten Nachweis

pathologischer Mechanismen einer differentiellen Vulnerabilitét.
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3.1.1 Charakterisierung der Motoneurone des Ncl. Hypoglossus

Motoneurone des Ncl. Hypoglossus (hMN) wurden nach ihrer Grofe und der Lage im ven-
tralen Unterkern ausgewéhlt. Zum Teil wurden die MN zur anschliefenden Identifikation
wihrend der Messung mit Neurobiotin gefiillt und ihre Identitét mit dem Motoneuronmar-
ker Cholin-Acetyltransferase (ChAT) histologisch tiberpriift (siche Abb. 3.1).

Neurobiotin

Uberlagerung

Abbildung 3.1: Identifikation gemessener hMN

(a) Motoneuron im Ncl. Hypoglossus; Pfeil: Messelektrode. Vergroferung 80fach. (b) ChAT-Farbung
(griin) eines Hirnschnittes mit zwei gemessenen Zellen (gefiillt mit Neurobiotin, rot) im Ncl. Hypoglos-
sus (XII) zum Nachweis der Lage im Kern. X: Ncl. Dorsalis N. Vagi, C: Zentralkanal (c) ChAT-Farbung
(grin) eines gemessenen Neurons (gefillt mit Neurobiotin, rot) im Ncl. Hypoglossus zum Nachweis der

Motoneuronidentitét

3.1.1.1 Elektrophysiologische Grundcharakterisierung

Vergleich elektrophysiologischer Eigenschaften adulter Motoneurone des Ncl.
Hypoglossus von Wildtyp- und G93A-Mausen

Zur Grundcharakerisierung wurden die passiven und aktiven Eigenschaften adulter hMN
aus N=25 Wildtypm&usen mit einem Alter von P129 £+ 9 und aus N=26 G93A Mé&use mit
einem Alter von P126 + 7 aufgezeichnet und analysiert. Alle G93A Tiere befanden sich im
Endstadium der Krankheit. Die Daten sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst und in Abb.
3.2, 3.3 und 3.4 visualisiert.

65



Ergebnisse

Parameter wt (n=78) G93A (n=96) t-Test
Membrankapazitét [pF| 54.37 + 1.69 53.35 £ 1.34 p—0.6333
Eingangswiderstand [M] | 100.50 £ 5.74 n=51 | 105.60 £ 4.17 n=84 | p=0.4611
Ruhepotential [mV] -49.52 £ 0.43 n=64 | -51.10 £ 0.35 n=84 | p=0.0048**
sag [mV]| 11.62 £+ 0.46 n=48 11.39 £ 0.34 n=77 | p=0.6914
AP Schwelle [mV] -30.40 + 0.53 -28.72 £ 0.57 p=0.0333*
AP Dauer |us] 893.80 + 22.14 922.10 £+ 19.88 p=0.3411
AP Amplitude [mV]| 71.15 £ 0.92 70.87 £ 0.91 p=0.8334
AHP Amplitude [mV] 19.70 £ 0.43 18.54 £ 0.48 p=0.0748
Steigung -1 [Hz/pA] 0.075 £+ 0.004 0.071 £+ 0.004 p=0.4239
Maximalfrequenz [Hz| 145.80 + 5.40 145.00 + 5.20 p=0.9116
cAHP Amplitude [mV] 12.92 £ 0.51 13.93 £ 0.33 p=0.0865
cAHP Zeitkonstante [ms| 71.99 £ 3.18 64.30 £+ 2.29 p—0.0518
Rheobase Beginn [pA] 242.20 £ 19.97 n=34 | 217.40 £ 20.29 n=36 | p=0.3869
Rheobase Ende [pA] 304.70 4+ 22.14 n=34 | 244.40 + 20.34 n=36 | p=0.0487*

Tabelle 3.1: Elektrophysiologische Charakteristika von adulten Motoneuronen des Ncl. Hy-
poglossus

Student’s t-Test zum Vergleich der Mittelwerte von wt und G93A, * p<0.05, ** p<0.01, wt: N=25, G93A:
N=26

Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen wt und G93A hMN in der Membranka-
pazitit oder dem Eingangswiderstand (siche Abb. 3.2a). Das Ruhemembranpotential war
signifikant hyperpolarisierter in den G93A Mé&usen. Dabei waren sowohl bei wt als auch
bei G93A etwa 15% der Zellen spontanaktiv. Alle Zellen zeigten bei Hyperpolarisation auf
-80 mV eine spontane HCN-bedingte Depolarisation (sag), deren Betrag nicht unterschied-
lich war zwischen wt und G93A (siehe Abb. 3.2b).

Bei der Auswertung der Form eines einzelnen Aktionspotentials bei 40 Hz lief sich fiir den
Potentialwert an der Schwelle ein signifikanter Unterschied feststellen. Amplitude und Dau-
er des Aktionspotentials, gemessen an der Schwelle, waren nicht signifikant unterschiedlich.
Dies war trotz Tendenz zu einem grofseren Wert bei wt hMN auch der Fall fiir die Am-
plitude der schnellen Nachhyperpolarisation des einzelnen Aktionspotentials (siche Abb.
3.3a). Die Steigung der Frequenz-Strom-Kurven war bei den adulten hMN ebenfalls nicht
signifikant unterschiedlich zwischen wt und G93A, genauso wie die maximale Aktionspo-
tentialfrequenz (siehe Abb. 3.3b).

Auch die Amplitude der Nachhyperpolarisation nach 1 s Entladung mit 40 Hz (cAHP) war
nicht statistisch signifikant unterschiedlich, zeigte jedoch eine starke Tendenz zu einem

groferen Wert bei G93A Méusen. Die Zeitkonstante 7 der Repolarisation der cAHP war
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tendenziell, aber nicht signifikant grofer in wt hMN (sieche Abb. 3.4a).
Die Rheobase bei aufsteigender Rampe unterschied sich nicht signifikant zwischen wt und
G93A, bei der absteigenden Rampe jedoch war eine signifikant geringere Strominjektion

zum Auslosen des letzten Aktionspotentials notwendig (siehe Abb. 3.4b).
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Abbildung 3.2: Passive Eigenschaften und Hyperpolarisationscharakteristika von Motoneu-
ronen des Ncl. Hypoglossus

(a) Strom-Spannungskurven reprisentativer wt und G93A hMN. Die Steigung der linearen Anpassung ent-
spricht dem Eingangswiderstand und war nicht signifikant unterschiedlich. Auch die Kapazitédt unterschied
sich nicht. (b) Spannungsantwort auf die Injektion eines hyperpolarisierenden Strompulses repriasentativer
wt und G93A hMN ausgehend vom Ruhemembranpotential. Das Ruhemembranpotential war signifikant

hyperpolarisierter in G93A hMN, die Amplitude des sag unterschied sich nicht. Student’s t-Test: ** p<0.01
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Abbildung 3.3: Aktive Eigenschaften von Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus

(a) Aktionspotentiale représentativer wt und G93A hMN. Bis auf die Schwelle unterschieden sich die
Aktionspotentialformen nicht. (b) Spannungsantwort auf einen depolarisierenden Strompuls und Frequenz-
Strom-Kurven reprisentativer wt und G93A hMN. f-I Steigung und Maximalfrequenz unterschieden sich

nicht.
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Abbildung 3.4: cAHP und Rheobase von Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus

(a) cAHP von reprisentativen wt und G93A hMN. Es bestand eine Tendenz zu groferen und schnelle-
ren cAHP bei G93A. (b) Spannungsantwort auf eine rampenférmige Strominjektion und Frequenz-Strom
Kurven der Rampe von reprasentativen wt und G93A hMN. Die Rheobase der G93A hMN war grofer als
die der wt hMN, signifikant bei der absteigenden Rampe. Student’s t-Test * p<0.05
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sich die elektrophysiologischen Charakte-
ristika adulter hMN zwischen wt und G93A nicht wesentlich unterschieden. Eine geringere
Rheobase bei absteigender Rampe in den G93A Neuronen ist ein Indiz fiir eine stérkere
Aktivierung persistierender depolarisierender Strome wéihrend der aufsteigenden Rampe.
Ein direkter Nachweis von persistierenden Einwértsstromen wurde deshalb durchgefiihrt
(siehe 3.1.1.2). Die tendenziellen Unterschiede im cAHP liefen die Vermutung aufkommen,
dass sich die Calciumhoméostase in G93A hMN von der in wt hMN unterschied. Dieser

Hinweis sollte mit der fluorometrischen Calciummessung tiberpriift werden (siehe 3.2.1.1).

Elektrophysiologische Daten aus den Stimulationsprotokollen fiir die
fluorometrischen Messungen

Bei den fluorometrischen Messungen wurde eine andere Pipettenlésung verwendet (mit
ATP und GTP, anderes Calciumpuffersystem: Fura-2 statt EGTA) und die Stimulations-
pause zwischen den Schritten der rechteckformigen Strominjektion statt der 5s auf 45 - 90's
verldngert. Diese verdnderten Versuchsbedingungen fiihrten zu Variationen einiger elektro-
physiologischer Parameter. Die Ergebnisse der Messungen sind in Tabelle 3.2 aufgefiihrt
und in Abb. 3.7 visualisiert.

Die Zellen der fluorometrisch analysierten Stichprobe hatten eine signifikant groffere Mem-
brankapazitit jedoch ohne Unterschied zwischen wt und G93A. Dauer und Amplitude
des einzelnen Aktionspotentials bei 40 Hz blieben robust gegeniiber den Verdnderungen.
Der Vergleich der f-I Steigungen lieferte zwar eine Signifikanz in der ANOVA, der Post-
Hoc-Test zeigte jedoch nur einen signifikanten Unterschied zwischen den fluorometrischen
Daten der wt hMN und den G93A Daten der reinen elektrophysiologischen Messung. Die
Unterschiede zwischen wt und G93A im Ruhemembranpotential und dem Potential an der
Aktionspotentialschwelle liefen sich mit der Stichprobe der fluorometrischen Messungen
nicht reproduzieren. Neu war der signifikante Unterschied zwischen wt und G93A in der
Amplitude des cAHP nach einem Strompuls, der eine Aktionspotentialfrequenz von 40 Hz
hervorrief, mit etwa einem Drittel groferen Werten bei G93A. Verglich man die Daten
der reinen elektrophysiologischen Messungen mit denen der mit Fluorometrie kombinier-
ten Messungen, waren bei letzterer der Parameter Ruhemembranpotential mit etwa 5 mV
signifikant hyperpolarisierter und die Maximalfrequenz mit einem Unterschied von etwa
30% deutlich grofer. Das Potential an der Aktionspotentialschwelle war auch mit 5 mV
Unterschied signifikant depolarisierter bei der kombinierten Messung, die Amplitude des
cAHP fast um die Hélfte kleiner und die Zeitkonstante des cAHP um ein Drittel grofer. Al-
le anderen hier nicht aufgefiihrten Parameter wurden bei den fluorometrischen Messungen

nicht erfasst.
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Parameter wt (n=24) G93A (n=26) ANOVA
Membrankapazitét [pF| 63.82 £ 4.08 62.96 + 3.95 ok
Ruhepotential [mV] -54.07 + 0.90, n=19 | -56.08 £ 0.90, n=24 HAK
Steigung -1 [Hz/pA] 0.096 + 0.009 0.077 + 0.007 *
Maximalfrequenz [Hz| 201.60 £+ 14.19 198.30 + 11.23 ot
AP Schwelle [mV] -26.71 £ 1.52 -23.27 £ 1.72 orck
AP Dauer |us] 930.78 £ 52.54 898.36 £ 37.07

AP Amplitude [mV] 66.20 + 2.17 66.64 + 2.03

AHP Amplitude [mV] 20.70 £ 0.73 21.90 £ 0.76 ok
cAHP Amplitude [mV] 6.55 £ 0.51 9.71 £ 0.62 ok
cAHP Zeitkonstante [ms| 102.90 £ 13.79 88.10 = 12.67 ok

Tabelle 3.2: Elektrophysiologische Daten aus Stimulationen der fluorometrischen Messungen
bei hMN

ANOVA zum Vergleich der Daten aus fluorometrischen und rein elektrophysiologischen Messungen, sowie
zwischen wt und G93A, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests siehe Text, wt:
N=7, G93A: N=5

3.1.1.2 Persistierende Einwartsstrome

Als eine Ursache der Ubererregbarkeit juveniler G93A Motoneurone und somit als Grund
fiir die Degeneration im Alter wurde ein stirkerer Strom durch persistierende Natrium-
kanile diskutiert (siehe 1.3.1.3). Ein Hinweis auf Ubererregbarkeit in adulten Tieren fehlt
in den bisher dargestellten Daten, der Unterschied in der Rheobase kénnte aber den Schluss
zulassen, dass auch im Adulten erhohte PIC in G93A MN vorhanden sind. Dieser Strom
wurde daher analysiert, um seinen Einfluss zum Zeitpunkt des Zellsterbens abschétzen zu
kénnen.

Beispielhafte Stromkurven sind in Abb. 3.5a und b dargestellt, die Werte in Tabelle 3.3

aufgelistet.
Parameter wt (n=15) G93A (n=24) | t-Test
Stromamplitude [pA] -274.60 £ 37.32 | -239.80 £ 29.72 | p—=0.4713
Stromdichte [pA/pF]| -4.59 £ 0.34 -4.26 £ 0.45 p=0.5979
Steigung Boltzmannkurve 5.85 £ 0.58 4.75 £ 0.33 p=0.0864
Vo [mV] 3748 + 1.19 | -37.74 + 1.11 | p—0.8801

Tabelle 3.3: Persistierende Einwéartsstrome bei hMN
Student’s t-Test zum Vergleich der Mittelwerte von wt und G93A, * p<0.05, ** p<0.01, wt: N=7, G93A:
N=7
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Abbildung 3.5: Persistierende Einwértsstréome in adulten hMN

Es besteht kein Unterschied im PIC zwischen G93A und wt hMN im Endstadium der Krankheit. (a)
Repréasentative Stromantwort auf eine aufsteigende Spannungsrampe ohne (schwarz) und mit TTX (rot)
von wt und G93A hMN. (b) TTX-sensitiver Strom nach Subtraktion der beiden Komponenten aus (a) von
wt und G93A hMN. (c) Stromamplituden aller analysierten Zellen. Mittelwerte sind nicht signifikant un-
terschiedlich. (d) Stromamplituden normiert auf die Membrankapazitat. Mittelwerte sind nicht signifikant
unterschiedlich. (e) Mittlere normierte Leitfahigkeit-Spannungskurven nach sigmoidaler Anpassung mit ei-
ner Boltzmannkurve von wt und G93A hMN. Halbmaximale Kanalaktivierung und Spannungsabhéngigkeit

der Aktivierung sind nicht signifikant unterschiedlich.

Im Endstadium der Krankheit konnte kein Unterschied der Stromamplitude (siche Abb.
3.5¢) oder der Stromdichte (sieche Abb. 3.5d) persistierender TTX-sensitiver Natrium-Ein-
wartsstrome zwischen G93A hMN und wt hMN gleichen Alters festgestellt werden. Auch
die Spannungsabhéngigkeit der Kanaloffnung (Steigung der Boltzmann-Kurve) oder das
Membranpotential bei halbmaximaler Leitfihigkeit (Vs50) waren nicht signifikant unter-
schiedlich (siehe Abb. 3.5e). Ein direkter Einfluss persistierender Natriumstrome auf die

Neurodegeneration in diesem ALS-Mausmodell ist somit unwahrscheinlich.
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3.1.2 Charakterisierung der Motoneurone des Ncl. Oculomotorius

Motoneurone des Ncl. Oculomotorius (oMN) wurden nach ihrer Grofe und der Lage
im Kern ausgewéhlt. Alle oMN wurden zur anschliefenden Identifikation wéhrend der
Messung mit Neurobiotin gefiillt und ihre Identitdt mit dem Motoneuronmarker Cholin-
Acetyltransferase (ChAT) histologisch iiberpriift (siehe Abb. 3.6).

b Neurobiotin

Uberlagerung

—
200 ym

—
20 ym

Abbildung 3.6: Identifikation gemessener oMN
(a) ChAT-Farbung (griin) eines Hirnschnittes mit zwei gemessenen Zellen (gefiillt mit Neurobiotin, rot)
im Ncl. Oculomotorius zum Nachweis der Lage im Kern. (b) ChAT-Farbung (griin) eines gemessenen

Neurons (gefiillt mit Neurobiotin, rot) im Ncl. Oculomotorius zum Nachweis der Motoneuronidentitét.

Vergleich elektrophysiologischer Eigenschaften adulter Motoneurone des Ncl.
Oculomotorius von Wildtyp- und SOD1-G93A-Mausen

Alle Daten (siche Tabelle 3.4, Abb. 3.7) stammten aus den Stimulationsprotokollen fiir die
fluorometrische Messung der Calciumkonzentration. Die Membrankapazitit und das Ru-
hemembranpotential waren nicht signifikant unterschiedlich zwischen wt und G93A oMN.
Der einzige signifikant unterschiedliche Parameter war die Steigung der Frequenz-Strom-
Kurve. Hier wiesen die wt oMN eine grofiere Erregbarkeit auf. Kein Unterschied liefs sich
in der Maximalfrequenz feststellen. Nicht signifikante Tendenzen zu héheren Werten in wt
oMN zeigten sich bei der Amplitude und der AHP Amplitude des einzelnen Aktionspo-
tentials bei 40 Hz. Die Dauer und das Potential an der Schwelle glichen sich. Auch die
beschreibenden Parameter des cAHP zeigten keine signifikanten Unterschiede. Bis auf den
Unterschied in der Erregbarkeit gibt es also keinen Unterschied in den elektrophysiologi-

schen Eigenschaften zwischen wt und G93A in Motoneuronen des Ncl. Oculomotorius.

3.1.3 Vergleich der Eigenschaften vulnerabler Motoneurone des Ncl.

Hypoglossus und resistenter Motoneurone des Ncl. Oculomotorius

Zur Erkldarungsfindung differentieller Vulnerabilitéit verschiedener Motoneuronpopulatio-
nen bei der ALS wurden zusétzlich die elektrophysiologischen Charakteristika von Moto-
neuronen des vulnerablen Ncl. Hypoglossus mit denen des resistenten Ncl. Oculomotorius

verglichen. Da die Daten der oMN nur aus den fluorometrischen Messungen vorlagen,
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Parameter wt (n=25) G93A (n=26) t-Test
Membrankapazitét [pF| 56.26 £ 3.66 55.77 £ 2.93 p—0.9175
Ruhepotential [mV] -58.00 + 0.85 n=22 | -58.62 + 0.95 n=22 | p=0.6311
Steigung £1 [Hz/pA] 0.134 + 0.011 0.103 £ 0.009 | p—0.0268*
Maximalfrequenz [Hz| 285.00 = 9.19 288.30 4 9.35 p=0.8020
AP Schwelle [mV] -31.98 = 0.89 -32.25 £ 0.99 p=0.8395
AP Dauer |us] 937.60 £ 46.58 909.00 £ 42.56 p=0.6513
AP Amplitude [mV] 79.38 £ 0.66 76.39 £ 1.43 p—=0.0652
AHP Amplitude [mV] 21.91 £+ 0.63 20.06 = 0.72 p=0.0601
cAHP Amplitude [mV] 4.90 £ 0.60 5.91 £ 041 p=0.1654
cAHP Zeitkonstante [ms] 161.60 £ 20.61 142.10 £+ 15.30 p=0.4428

Tabelle 3.4: Elektrophysiologische Daten aus Stimulationen der fluorometrischen Messungen
bei oMN
Student’s t-Test zum Vergleich der Mittelwerte von wt und G93A, wt: N=7, G93A: N=5

wurden diese den entsprechenden Daten aus den fluorometrischen Messungen von hMN
gegeniibergestellt. Die Vergleiche sind in Abb. 3.7 dargestellt. Es zeigten sich in vielen
Parametern deutliche Unterschiede zwischen dem vulnerablen und dem resistenten Kern.
So war die Maximalfrequenz in oMN um 40% hoher als in hMN, unabhéngig vom Ge-
notyp. Das Membranpotential an der Aktionspotentialschwelle war genotypunabhéngig
hyperpolarisierter, die Aktionspotentialamplitude um etwa 20% grofer in oMN. Bei den
Parametern Membrankapazitdt, Aktionspotentialdauer und Amplitude der Nachhyperpo-
larisation liefen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen hMN und oMN feststellen.
Das Ruhemembranpotential war geringfiigig hyperpolarisierter in oMN;, signifikant bei wt
Zellen. Die oMN waren generell erregbarer als hMN, auch hier wieder signifikant bei wt
Zellen. Bei der cAHP Zeitkonstante traten nur nicht signifikante Tendenzen zu einem gro-
Keren Wert bei wt und G93A oMN im Vergleich zu hMN auf. Der signifikante Unterschied
zwischen wt und G93A hMN bei der cAHP Amplitude zeigte sich bei oMN nicht. G93A
oMN hatten nur eine etwa halb so groffe cAHP Amplitude wie G93A hMN, die wt Neuro-
ne unterschieden sich nicht. Der Hinweis auf eine gestoérte Calciumhomdoostase wegen eines

veranderten cAHP bei G93A hMN war somit bei oMN nicht vorhanden.
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Abbildung 3.7: Vergleich elektrophysiologischer Charakteristika zwischen hMN und oMN
Vulnerable hMN und resistente oMN unterschieden sich in einigen Parametern, wie der Maximalfrequenz
und der AP Schwelle und Amplitude. Der Unterschied in der cAHP Amplitude bei hMN zeigte sich bei
OoMN nicht. Tukey Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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3.2 Fluorometrische Messungen der Calciumkonzentration und

des mitochondrialen Membranpotentials

Calciumiiberladung und Exzitotoxizitét werden als Ursachen der Motoneurondegeneration
bei ALS angenommen (siche 1.2.3.2). Erste Hinweise dazu ergaben sich auch schon aus den
gezeigten elektrophysiologischen Messungen. Mit fluorometrischen Messungen des Calcium-
Indikatorfarbstoffs Fura-2 konnte in der vorliegenden Arbeit die Calciumkonzentration und
die Calciumkinetiken adulter Motoneurone im Mausmodell nach Stimulation abgeschétzt
werden. Auch mit dieser Methode gelang ein Vergleich zwischen Wildtyp und SOD1-G93A,
sowie zwischen vulnerablen und resistenten Motoneuron-Populationen. Ein weiterer, damit
in Verbindung stehender, potentieller Pathomechanismus ist die Schéadigung von Mitochon-
drien, die in verringerter Calciumspeicherung und Einleitung von Apoptose miindet. Den
Anteil der Mitochondrien an der Calciumhomdostase von Motoneuronen und die eventuel-
len Unterschiede zwischen wt und G93A wurden mittels fluorometrischer Calciummessung
in Kombination mit Organellen- und Transporter-spezifischer Pharmakologie getestet. Die
Triebkraft der Calciumaufnahme und ein Maf fiir die Intaktheit stellt das mitochondriale
Membranpotential dar, das mittels fluorometrischer Messung von Rhodaminel23 abge-

schatzt werden konnte.

3.2.1 Fluorometrische Analyse der Motoneurone des Ncl. Hypoglossus

a b

F/FO l

e
o

60s

Abbildung 3.8: Fiillung eines Motoneurons mit Fura-2

(a) Eine in der Whole-Cell-Konfiguration mit Fura-2 gefiillte Zelle, mit Licht von 380 nm Wellenldnge
zur Fluoreszenz angeregt. (b) Fluoreszenzsignal nach 380 nm Anregung wihrend der Fiillung eines hMN.
Pfeil: Offnung der Zelle.

Wie bei den rein elektrophysiologischen Messungen wurden auch bei den fluorometri-
schen Registrierungen Motoneurone des Ncl. Hypoglossus im ventralen Teil des Kerns
nach Grofse ausgewéhlt. Der Calciumindikator Fura-2 gelangte nach Erreichen der Whole-
Cell-Konfiguration durch Diffusion in die Zellen (siehe Abb. 3.8). Die Stimulationen und
die Registrierung der Fluoreszenzintensitit wurden nach Erreichen des Diffusionsgleich-

gewichts durchgefiihrt. Bei allen Fura-2-Fluoreszenzmessungen wurden die Zellen durch
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rechteckige Strompulse depolarisiert und die entsprechende Calciumbeladung bei verschie-
denen Aktionspotentialfrequenzen registriert. Verglichen wurde die Amplitude des Signals,
die auf die Amplitude normierte Flache und, wenn moglich, die Zeitkonstante des Abfalls
nach Anpassung einer monoexponentiellen Kurve bei den Stimulationsschritten, die eine

Aktionspotentialfrequenz von 40 Hz oder Maximalfrequenz bedingten.

3.2.1.1 Analyse der Calciumsignale

In Abb. 3.9 sind reprisentative Fluoreszenzkurven (3.9b) wihrend repetitiver elektrischer
Stimulation (3.9a) von wt und G93A hMN, sowie die Amplitude-Frequenz- (3.9¢c), Zeit-
konstante-Frequenz- (3.9d) und Flache-Frequenz-Kurven (3.9¢) dargestellt. Bei Beginn der
Aktionspotentialgenerierung stieg das Fluoreszenzsignal als Mafs fiir Calciuminflux an, ab
Ende der Stimulation fiel die Kurve wieder ab, was einem Transport von Calcium in intra-
zelluldre Speicher oder aus der Zelle heraus entsprach. Proportional zum Frequenzanstieg
der Aktionspotentiale erhdhte sich die Amplitude und die Flédche des Signals. Der Abfall
lief sich gut monoexponentiell anpassen und die Zeit, bei der die Kurve auf 1/e ~ 37% des
Maximums abgefallen war, wurde als Zeitkonstante 7 bestimmt.

In Abb. 3.10 werden die Werte aller Zellen mit statistischer Auswertung gezeigt. Bei einer
Entladungsfrequenz von 40 Hz lief sich kein Unterschied in der Zeitkonstante (3.10b), wohl
aber eine hohere Amplitude (3.10a) bei G93A hMN im Vergleich zu wt hMN feststellen.
Bei Maximalfrequenz war der Amplitudenunterschied nicht signifikant, etwa ein Drittel der
gemessenen Zellen aus G93A Tieren zeigten aber eine extrem verlangsamte Erholung des
Calciumsignals (3.10b), was sich statistisch belegen lieR. Auch die Flache des Calciumsi-
gnals war mit einem 30%igen Unterschied signifikant grofier in G93A hMN bei maximaler
Aktionspotentialfrequenz (3.10c). G93A hMN zeigten somit bei hoher Calciumbelastung
ein Defizit in der Erholungsgeschwindigkeit, das bei niedrigen Calciumbelastungen und wt
hMN nicht auftrat. (Werte siehe Tabelle 3.5)

Parameter wt (n=24) | G93A (n—26) t-Test

Amplitude 40 Hz [F/F0| 0.109 + 0.018 | 0.166 + 0.020 | p=0.0352*
Amplitude max [F/F0] 0.286 4+ 0.054 | 0.421 4+ 0.058 | p=0.0965
Zeitkonstante 40 Hz [s] 2.80 £ 0.31 2.99 £ 0.21 p=0.6026
Zeitkonstante max | 7.71 £ 0.71 11.96 £ 1.66 | p=0.0230*
Fléche 40 Hz 4130 +£ 415 4365 £ 307 p=0.6512
Flache max 8816 + 833 12742 4+ 1687 | p=0.0444*

Tabelle 3.5: Calciumsignale der Motoneurone des Ncl. Hypoglossus: Student’s t-Test zum Ver-
gleich der Mittelwerte von wt und G93A, * p<0.05, wt: N=7, tg: N=5, 40 Hz: Parameter bei 40 Hz Akti-

onspotentialfrequenz, max: Parameter bei maximaler Aktionspotentialfrequenz
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Abbildung 3.9: Fura-2-Fluoreszenzsignale wihrend elektrischer Stimulation von hMN

Beispiele reprasentativer wt und G93A hMN (a) Stimulationsprotokoll. Auf Injektion von rechteckformigen
Strompulsen steigender Stérke generieren die Zellen Aktionspotentialsalven steigender Frequenz. Darge-
stellt sind die Beispiele einer 40 Hz-Stimulation und einer Stimulation fiir Maximalfrequenz. (b) Ratiome-
trisches Fura-2-Fluoreszenzsignal nach der Stimulation mit 40 Hz und Maximalfrequenz. Aus der Kurve der
exponentiellen Anpassung ergibt sich die Zeitkonstante. (c) Aufgetragen ist die Fura-2-Signalamplitude
gegen die Aktionspotentialfrequenz bei den verschiedenen Stimulationsschritten. (d) Aufgetragen ist die
Zeitkonstante der exponentiellen Anpassung gegen die Aktionspotentialfrequenz bei den verschiedenen Sti-
mulationsschritten. (e) Aufgetragen ist die Fura-2-Signalfliche gegen die Aktionspotentialfrequenz bei den

verschiedenen Stimulationsschritten. Die Pfeile zeigen auf die Stimulationsschritte fiir 40 Hz und Maximal-
frequenz.
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Abbildung 3.10: Calciumsignale der Motoneurone des Ncl. Hypoglossus

Bei hoher Calciumbeladung wird die Erholung des Calciumsignals bei G93A hMN signifikant langsamer.
(a) Signalamplituden (b) Zeitkonstanten nach exponentieller Anpassung der Signalkurven (c¢) normierte
Flachen der Kurven, Student’s t-Test * p<0.05

3.2.1.2 Calciumtransport in die Mitochondrien

Die Erholung des Calciumsignals erfolgt durch Transport iiber die Plasmamembran in den
Extrazellularraum, in das Endoplasmatische Retikulum und in Mitochondrien. Da eine
Schidigung von Mitochondrien bei ALS bereits mittels histologischer und biochemischer
Befunde postuliert ist (siehe 1.2.3.2), wurde nun zuerst die Calciumaufnahme in Mitochon-
drien untersucht, um den pathologischen Befund der fluorometrischen Calciummessungen

zu ergriinden. Dies wurde mittels spezifischer Pharmakologie erreicht.

Entkopplung der Mitochondrien

FCCP ist eine ionophore Substanz, die spezifisch in Mitochondrien den Protonengradi-
enten zerstort, indem es sich in die Mitochondrienmembran einlagert und einen Proto-
nentransport erleichtert [Benz and McLaughlin, 1983]. Bei Kontakt einer Zelle mit FCCP
verringert sich somit das mitochondriale Membranpotential und die Triebkraft fiir eine

Calciumaufnahme sinkt. Nach Prédinkubation der Hirnschnitte in 200 nM FCCP-haltiger
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Badlésung wurden Motoneurone wie unter 3.2.1.1 elektrisch stimuliert und die Fura-2-
Signale aufgezeichnet (siche Abb. 3.11a). Generell liefs sich ein nicht signifikanter Anstieg
der Signalamplitude beobachten (siehe Abb. 3.11b). Der Post-Hoc-Test nach signifikanter
ANOVA zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Zeitkonstante des Abfalls und
normierte Fléche des Signals vergroferten sich signifikant auf mehr als das Doppelte bei wt
hMN sowohl bei 40 Hz als auch bei Maximalfrequenz (siche Abb. 3.11¢,d). Im Vergleich zu
den Messungen ohne FCCP verdnderten sich jedoch Zeitkonstante und Fliache bei G93A
hMN kaum bei beiden Messzeitpunkten. Der Unterschied bei 40 Hz zwischen wt und G93A
hMN mit FCCP war signifikant. Bei Maximalfrequenz glichen sich mit FCCP die Werte
von Fldche und Zeitkonstante der wt hMN denen von G93A hMN an. (Werte siehe Tabelle
3.6)

Mehr als 50% des zytosolischen Calciums nach elektrischer Stimulation wurde somit bei
wt hMN in Mitochondrien transportiert. Neurone der G93A Tiere zeigten keine verénderte

Reaktion auf Calciumbeladung, wenn Mitochondrien entkoppelt wurden.

Parameter wt (n=22) | G93A (n—22) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0] 0.171 £ 0.014 | 0.171 £ 0.020 *
Amplitude max [F/F0| 0.452 £+ 0.038 | 0.521 £ 0.049
Zeitkonstante 40 Hz [s] 5.09 £ 0.73 3.16 £ 0.26 otk
Zeitkonstante max |s 17.03 +2.69 | 14.82 £+ 2.61 *
Flache 40 Hz 6502 £+ 677 4685 + 262 ok
Flache max 14519 £ 1596 | 14758 £ 2501

Tabelle 3.6: Mitochondriale Entkopplung der Motoneurone des Ncl. Hypoglossus

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Entkoppler und denen mit 200 nM
FCCP, sowie zwischen wt und G93A, * p<0.05, ** p<0.01, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests siehe Abb. 3.11,

wt: N=5, G93A: N=7
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Abbildung 3.11: Mitochondriale Entkopplung der Motoneurone des Ncl. Hypoglossus
Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Entkoppler mit denen mit 200 nM FCCP. G93A
hMN Calciumsignale verindern sich kaum bei mitochondrialer Entkopplung. (a) Reprisentative Fura-2-
Fluoreszenzkurven nach Stimulationen zu 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN. (b) Si-
gnalamplituden dndern sich kaum. (¢) Zeitkonstanten nach exponentieller Anpassung der Signalkurven
werden nur bei wt hMN grofer. (d) Normierte Flachen der Kurven werden nur bei wt hMN grofer. Tukey
Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

Blockade des mitochondrialen Calciumuniporters

Die Aufnahme von Calcium in die Mitochondrien wird bestimmt durch die Transportkapa-
zitdt und die Triebkraft. Die Verringerung einer der beiden oder beider Faktoren zusammen
sollte der gezeigten reduzierten Calciumaufnahme in Mitochondrien der G93A hMN un-

terliegen.
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Der Calciumuniporter ist der wichtigste Transporter flir Calcium in die Mitochondrien-
Matrix (siehe 1.3.2.2). Zur Untersuchung dessen Transportkapazitét wurde eine spezifi-
sche pharmakologische Blockade mit 20 pM Ru360 durchgefiihrt und wiederum die Fura-
2-Fluoreszenz bei elektrischer Stimulation aufgezeichnet. Bei etwa 70% der analysierten
Neurone, unabhingig vom Genotyp, bildete sich bei héherer Calciumbelastung ein Pla-
teau des Signals bei maximalem Fluoreszenzwert aus (sieche Abb. 3.12a). Dies machte die
Anpassung einer Exponentialkurve zur Beschreibung unmdéglich, ausgewertet wurde daher
nur die Amplitude und die normierte Flache. Die Amplitude des Fluoreszenzsignals ver-
groferte sich um etwa das Zweifache, wenn dieser Transport blockiert wurde, signifikant
sowohl bei wt als auch bei G93A bei Maximalfrequenz, bei 40 Hz nur signifikant bei wt
hMN (siehe Abb. 3.12b). Ein Ru360-abhangiger Effekt liefs sich bei der 40 Hz Signalfliche
nicht beobachten. Allerdings glich sich wie mit der Entkopplung durch FCCP auch mit
Ru360-abhéngiger Blockade des Calciumuniporters die Flache des Signals bei Maximalfre-
quenz von wt hMN denen von G93A hMN an, so dass sich die Flache der Calciumsignale
von wt Zellen ohne Blockade zu der Flache mit Blockade um 85% signifikant vergroferte
(siehe Abb. 3.12¢). Die Signalfliche der G93A Zellen vergroferte sich bei Maximalfrequenz
nur leicht um 30%. (Werte siehe Tabelle 3.7)

Der Effekt von FCCP auf die Calciumkinetiken der Motoneurone konnte also mit Ru360
nachgestellt werden. Wieder wurden die wt hMN in ihrer Calciumspeicherung stark be-
hindert und die G93A hMN durch Blockade dieses Weges kaum beeinflusst. Eine verrin-
gerte Transportkapazitit des Calciumuniporters als Ursache der verlangsamten Erholung
des Calciumsignals bei G93A wire bei gleicher Triebkraft wahrscheinlich. Eine verringerte

Triebkraft konnte diese Ergebnisse allerdings auch erkléaren.

Parameter wt (n=25) G93A (n—=25) | ANOVA
Amplitude 40 Hz |F/F0] 0.219 £+ 0.013 | 0.224 + 0.014 ok
Amplitude max [F/F0] 0.666 + 0.031 | 0.701 + 0.048 wonx
Flache 40 Hz 4698 + 468 5721 £ 467 *
Flache max 16281 + 1198 | 16630 £ 1868 ok

Tabelle 3.7: Blockade des mitochondrialen Calciumuniporters in Motoneuronen des Ncl.
Hypoglossus

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade und denen mit 20 M Ru360,
sowie zwischen wt und G93A, *** p<0.001, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests siehe Abb. 3.12, wt: N=4, G93A:
N=5
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Abbildung 3.12: Blockade des mitochondrialen Calciumuniporters in Motoneuronen des Ncl.
Hypoglossus

Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade mit denen mit 20 uM Ru360. Calciumkineti-
ken von wt hMN glichen sich an die sich kaum veréandernden Werte von G93A hMN an. (a) Représentative
Fura-2-Fluoreszenzkurven nach 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN. Es bildet sich ein
Plateau zu Beginn der Erholungsphase bei hoher Calciumbeladung. (b) Signalamplituden werden bei bei-
den Genotypen grofer. (¢) Normierte Flachen der Kurven werden nur bei Maximalfrequenz bei wt hMN
signifikant groRer. Tukey Post-Hoc-Test nach ANOVA: ** p<0.01, *** p<0.001

Blockade des mitochondrialen Natrium-Calcium-Austauschers

Die Transportrichtung des mitochondrialen Natrium-Calcium-Austauschers ist abhéngig
von dem Natrium- und Calciumgradienten zwischen Zytoplasma und Mitochondrienma-
trix, der Transporter wird aber in der Regel als Hauptweg fiir Calcium aus dem Mitochon-
drium heraus im ER-Mitochondrien-Cyclus gesehen (siche 1.3.2.2). Er lasst sich spezifisch
durch 15 uM CGP37157 blockieren. Bei Anwendung dieser Blockade zusammen mit der
elektrischen Stimulation und der Messung des fluorometrischen Calciumsignals konnte bei
etwa 80% der Zellen eine Verlangsamung vor allem der spéaten Phase des Fluoreszenzsignals
und somit der Erholung des Calciumsignals beobachtet werden (siehe Abb. 3.13a). Auch

diese Verdnderung verhinderte die Auswertung der Zeitkonstante.
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Parameter wt (n=24) G93A (n=25) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0] | 0.172 £ 0.019 | 0.241 + 0.018 |  ***
Amplitude max [F/F0] 0.482 £+ 0.035 | 0.635 £ 0.049 ok
Flache 40 Hz 4331 + 196 5283 £+ 509

Flache max 9707 + 884 12333 + 877 *

Tabelle 3.8: Blockade des mitochondrialen Natrium-Calcium-Austauschers in Motoneuronen
des Ncl. Hypoglossus

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade und denen mit 15 uM
CGP37157, sowie zwischen wt und G93A, * p<0.05, *** p<0.001, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests siehe
Abb. 3.13, wt: N=4, G93A: N=4
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Abbildung 3.13: Blockade des mitochondrialen Natrium-Calcium-Austauschers in Motoneu-
ronen des Ncl. Hypoglossus

Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade mit denen mit 15 uM CGP37157. Die
Unterschiede zwischen den wt und G93A hMN Calciumkinetiken bleiben bestehen. (a) Représentati-
ve Fura-2-Fluoreszenzkurven nach 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN. Die Kurve der
Signalerholung flacht bei hoher Calciumbeladung ab. (b) Signalamplituden werden signifikant grofer. (c)
Normierte Fldchen der Kurven dndern sich nicht. Tukey Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05
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Die Amplitude wurde wie bei den anderen Modifikationen signifikant gréfier im Vergleich
zu den Messungen ohne Blockade. Die normierte Flache unter den Kurven dnderte sich
kaum durch die Blockade des Natrium-Calcium-Austauschers, weder bei 40 Hz noch bei
Maximalfrequenz (sieche Abb. 3.13c). Der Unterschied zwischen wt und G93A bei Maxi-
malfrequenz war weiterhin sichtbar, der Post-Hoc-Test ergab trotz signifikanter ANOVA
bei Maximalfrequenz aber keine Unterschiede. (Werte siehe Tabelle 3.8)

Aus der verdnderten Form der Fluoreszenzkurven lasst sich schliefen, dass der mitochon-
driale Natrium-Calcium-Austauscher eine Rolle bei der Erholung des Calciumsignals in
hMN spielt, unabhéngig jedoch vom Krankheitsstatus der Zellen und ohne grofte Auswir-

kung auf die Calciumbelastung der Zelle.

Blockade der Offnung der mitochondrialen Permeabilititstransitionspore

Die mitochondriale Permeabilitatstransitionspore (mPTP) 6ffnet bei Calciumiiberladung
der Mitochondrien, was zur Apoptoseinduktion fithrt. Ob die mPTP auch physiologische
Aufgaben hat, ist bisher unbekannt. Auch die Offnung der mPTP bei ALS ist umstritten
(siehe 1.3.2.2). Eine Offnung wiirde die Neurodegeneration der ALS aufgrund von Calcium-
iiberladung erkldren. Auch die gezeigte langsame Erholung des Calciumsignals bei G93A
hMN lisst sich mit einer Offnung der mPTP erkliren. Wire die Calciumkonzentration in
den Mitochondrien so hoch, dass die mPTP o6ffnet, wiirde die zytosolische Calciumkon-
zentration steigen und der Transport von Calcium aus dem Zytosol verlangsamt werden.
Ob die mPTP bei der hier angewandten Stimulation 6ffnet, sollte durch die Blockade der
Offnung mit 2 uM Cyclosporin A (CsA) geklirt werden. Die Erholung wiirde dann schnel-
ler ablaufen, die Fluoreszenzamplituden und die Flachen wéren kleiner. Wenn die mPTP
nicht 6ffnet, diirfte mit CsA keine Verdnderung beobachtbar sein.

Die Auswertung der Fluoreszenzsignal-Amplitude nach elektrischer Stimulation ergab einen
signifikanten Anstieg um 50-100% (siehe Abb. 3.14b). Die normierte Fliche bei 40 Hz zeig-
te keine signifikanten Unterschiede, bei Maximalfrequenz jedoch war die Flache bei wt
hMN fast doppelt so groft und damit signifikant grofser als ohne Blocker, sowie signifikant
unterschiedlich zu den Daten aus G93A Zellen, die eine tendenzielle Abnahme der Fléche
zeigten (siehe Abb. 3.13c). (Werte siche Tabelle 3.9). Eine spezifische Wirkung von CsA
auf die mPTP-Offnung ist somit fraglich.

3.2.1.3 Abschitzung des mitochondrialen Membranpotentials

Die fluorometrischen Calciummessungen ergaben bisher einen Hinweis auf verlangsamte
Erholung des Calciumsignals in G93A hMN von Tieren im Krankheitsendstadium, be-
dingt durch eine Verringerung der mitochondrialen Calciumaufnahme. Eine verringerte
Transportkapazitat des mitochondrialen Uniporters ist moglich. Das mitochondriale Mem-

branpotential als Triebkraft der Calciumaufnahme sollte nun noch registriert werden.
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Parameter wt (n=25) G93A (n=24) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0] 0.224 + 0.013 | 0.232 4+ 0.018 oAk
Amplitude max [F/F0] 0.589 £ 0.044 | 0.637 £ 0.050 ok
Flache 40 Hz 4591 £+ 179 4129 + 160

Flache max 16404 + 1433 10623 £ 966 ok

Tabelle 3.9: Blockade der mPTP-Offnung in Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade und denen mit 2 uM Cyclo-
sporin A, sowie zwischen wt und G93A, *** p<0.001, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests siehe Abb. 3.14, wt:

N=5, G93A: N=4
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Abbildung 3.14: Blockade der mPTP-Offnung in Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus
Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade mit denen mit 2 uM Cyclosporin A. Wt

und G93A hMN reagieren unterschiedlich auf Cyclosporin A. (a) Représentative Fura-2-Fluoreszenzkurven

nach 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN. (b) Signalamplituden wurden signifikant grofer.

(c) Normierte Flachen der Kurven wurden bei Maximalfrequenz signifikant grofer bei wt hMN, tendenziell
kleiner bei G93A hMN. Tukey Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, *** p<0.001
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Dazu wurden die Zellen mit dem Farbstoff Rhodaminel23 (Rh123) beladen, der sich in
Mitochondrien mit intaktem Membranpotential anreicherte. Bei kompletter Entkopplung
der Mitochondrien mit einer hohen Konzentration FCCP (5 uM) wurde Rh123 in das Zy-
tosol freigesetzt und die Fluoreszenzintensitit gemessen (siche Abb. 3.15a). Je hyperpo-
larisierter das Mitochondrienmembranpotential, desto mehr Rh123 wurde aufgenommen
und bei Entkopplung freigesetzt. Die Analysen ergaben keinen signifikanten Unterschied
in der Rh123 Fluoreszenzintensitit zwischen G93A und wt hMN, sowohl mit einer Inten-
sitatsregistrierung iiber dem Zellsoma (Signalamplitude wt: 0.092 £+ 0.009, n=22; G93A:
0.092 + 0.006, n=24; p=0.9804; wt: N=7, G93A: N=8, siche Abb. 3.15b) als auch im um-
liegenden Gewebe (Signalamplitude wt: 0.096 + 0.009, n=22; G93A: 0.090 + 0.006, n=23,;
p=0.5684, siche Abb. 3.15¢). Das mitochondriale Membranpotential der gemessenen Zellen
aus Wildtyp- und G93A-M&ausen im Endstadium war somit nicht unterschiedlich. Eine Ver-
ringerung der Triebkraft als Grund fiir die herabgesetzte Calciumaufnahmekapazitit in die
Mitochondrien von G93A hMN konnte hier nicht nachgewiesen werden. Eine verringerte

Transportkapazitit des mitochondrialen Uniporters bleibt somit als Erklarung.
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Abbildung 3.15: Mitochondriales Membranpotential

Der Rhodaminel23-Fluoreszenzanstieg nach kompletter mitochondrialer Entkopplung mit 5 uM FCCP war
nicht unterschiedlich zwischen wt und G93A hMN. (a) Représentative Rh123 Fluoreszenzkurven von wt
und G93A hMN. (b) Die Fluoreszenzinderung gemessen iiber dem Soma der Zellen war gleich zwischen
wt und G93A hMN. (c) Die Fluoreszenzinderung gemessen iiber dem umgebenden Gewebe war ebenfalls

vergleichbar.
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3.2.1.4 Calciumspeicherung im Endoplasmatischen Retikulum

Neben den Mitochondrien dient auch das Endoplasmatische Retikulum (ER) als intrazellu-
larer Calciumspeicher. Dessen Calciumaufnahme ist eng mit den Mitochondrien gekoppelt
(siche 1.3.2). Zur Analyse des Anteils des ER an der Calciumspeicherung von adulten
hMN wurden die Hirnschnitte in 1 uM Thapsigargin prainkubiert und die Calciumkineti-
ken nach elektrischer Stimulation gemessen (siehe Abb. 3.16a). Thapsigargin blockiert die
Sarko-Endoplasmatisches Retikulum Calcium-ATPase (SERCA), den Calciumtransporter
des ER. Wie bei den mitochondrial wirkenden Pharmaka stieg auch hier die Amplitude
des Fura-2-Fluoreszenzsignals bei beiden Genotypen um 60-80% signifikant an (siehe Abb.
3.16b). Der Abfall des Signals liefs sich nicht gut monoexponentiell beschreiben. Die nor-
mierte Flache des Signals von wt und G93A hMN war bei 40 Hz nicht unterschiedlich zu
den Kurven ohne Blockade, bei Maximalfrequenz lieften sich auch keine signifikanten Un-
terschiede feststellen, die Signalfliche der wt Zellen nahm jedoch tendenziell um etwa 40%
zu (siehe Abb. 3.16¢, Werte siehe Tabelle 3.10)

Diese Ergebnisse lassen auf eine im Vergleich zu Mitochondrien geringere Beteiligung des
ER bei der Calciumspeicherung schliefen. Motoneurone aus G93A Tieren reagierten etwas

weniger auf die Blockade dieses Transportweges als wt hMN.

Parameter wt (n=23) | G93A (n—25) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0] 0.183 £ 0.013 | 0.258 4+ 0.019 ok
Amplitude max [F/F0] 0.522 £ 0.027 | 0.689 £ 0.039 oAk
Flache 40 Hz 4140 + 298 4721 £+ 270

Flache max 12172 £ 992 11188 £ 653

Tabelle 3.10: Blockade der SERCA in Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade und denen mit 1 uM Thap-
sigargin, sowie zwischen wt und G93A, *** p<0.001, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests siche Abb. 3.16, wt:
N=3, G93A: N=4
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Abbildung 3.16: Blockade der SERCA in Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus

Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade mit denen mit 1 M Thapsigargin. Eine
Blockade der Calciumaufnahme in das ER hat eine stérkere Wirkung auf wt hMN als auf G93A hMN.
Diese ist jedoch geringer als bei Blockade der Calciumaufnahme in die Mitochondrien. (a) Représentative
Fura-2-Fluoreszenzkurven nach 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN. (b) Signalamplituden
werden grofer. (c) Normierte Flichen der Kurven werden bei Maximalfrequenz bei wt hMN tendenziell
grofer. Tukey Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001

3.2.1.5 Calciumextrusion tiber die Plasmamembran

Neben der Speicherung in intrazelluldren Organellen kann Calcium auch iiber Plasma-
membran aus dem Zytosol transportiert werden. Diese Extrusion wird vermittelt durch
Calcium-ATPasen (PMCA) oder Natrium-Calcium-Austauscher (NCX) (siehe 1.3.2). Es
gibt keine spezifischen pharmakologischen Hemmstoffe dieser Transporter, eine Analyse
dieses Weges musste somit indirekt erfolgen. Blockiert wurde gleichzeitig die Calciumauf-
nahme in die Mitochondrien durch 200 nM FCCP und die Aufnahme in das ER durch 1 uM
Thapsigargin (siehe Abb. 3.17a). Calcium, das wihrend der elektrischen Stimulation in die
Zellen gelangte, musste somit alleine {iber die Plasmamembrantransporter aus der Zelle

gebracht werden. Folglich war die Amplitude der fluorometrischen Messungen hoher als
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ohne Blockade, signifikant allerdings nur in G93A hMN bei 40 Hz (siche Abb. 3.17b). Bei
Maximalfrequenz ergab der Post-Hoc-Test nach signifikanter ANOVA einen Unterschied
zwischen wt hMN ohne Blockade und G93A hMN mit Blockade. Die meisten Zellen, vor
allem die aus Wildtyptieren, waren sehr instabil wihrend der Messungen, eine monoexpo-
nentielle Anpassung des Signalabfalls war jedoch gut moéglich. Die Zeitkonstante der wt
hMN bei 40 Hz Stimulation war nach Blockade etwa dreimal grofier als ohne Blockade,
bei G93A hMN mehr als doppelt so grofs. Der Unterschied in der Zeitkonstante bei 40 Hz
zwischen wt und G93A war signifikant. Auch bei Maximalfrequenz nahmen die Zeitkon-
stanten zu, signifikant jedoch nur bei wt Zellen, die nach Blockade tendenziell eine ldngere
Zeitkonstante als G93A Zellen aufwiesen (siche Abb. 3.17¢). Ein &hnliches Bild zeigte sich
bei der Auswertung der Signalfliche. Auch hier stiegen die Werte beider Populationen bei
40 Hz um das Dreifache bzw. das Doppelte signifikant an. Bei Maximalfrequenz war der
Anstieg nur bei wt hMN signifikant, tendenziell jedoch mit nur 30% auch bei G93A Zellen
zu beobachten. Zwischen wt und G93A bestand kein signifikanter Unterschied, allerdings
war auch die Fldche bei G93A hMN kleiner als bei wt hMN (siehe Abb. 3.17d). (Werte
siche Tabelle 3.11)

Eine Blockade der Calciumaufnahme in Mitochondrien und ER wirkte sich also starker auf
wt hMN aus als auf G93A hMN. Eine grofsere Transportkapazitdt der Plasmamembran-
transporter bei G93A hMN ist wahrscheinlich.

Parameter wt (n1=23) | G93A (n=22) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0] 0.174 £ 0.014 | 0.224 £ 0.013 ok
Amplitude max [F/F0] 0.392 £ 0.038 | 0.486 £ 0.035 *
Zeitkonstante 40 Hz [s] 10.54 £+ 1.05 7.93 £ 0.83 koK
Zeitkonstante max [s] 22.59 +2.30 | 17.94 £ 2.67 otk
Flache 40 Hz 10706 + 917 8830 £ 709 otk
Flache max 19195 + 1518 | 16686 £ 1856 otk

Tabelle 3.11: Calciumtransport iliber die Plasmamembran in Motoneuronen des Ncl. Hypo-
glossus

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade und denen mit 200 nM FCCP
+ 1 uM Thapsigargin, sowie zwischen wt und G93A, * p<0.05, *** p<0.001, Ergebnisse der Post-Hoc-Tests
siehe Abb. 3.17, wt: N=5, G93A: N=3
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Abbildung 3.17: Calciumtransport iiber die Plasmamembran in Motoneuronen des Ncl. Hy-

poglossus

Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen ohne Blockade mit denen mit 200 nM FCCP+ 1 uM Thap-

sigargin. G93A hMN Calciumkinetiken veréndern sich weniger stark als die Parameter von wt hMN. Eine

hohere Transportleistung der Plasmamembrantransporter ist wahrscheinlich. (a) Reprisentative Fura-2-

Fluoreszenzkurven nach 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN. (b) Signalamplituden werden

groker. (c) Zeitkonstanten nach exponentieller Anpassung der Signalkurven werden vor allem bei wt hMN
grofer. (d) Normierte Flichen der Kurven &ndern sich bei wt hMN mehr als bei G93A hMN. Tukey
Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, *** p<0.001
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3.2.2 Fluorometrische Analyse der Motoneurone des Ncl. Oculomotorius

Wie bei der elektrophysiologischen Grundcharakterisierung sollten auch bei der Calcium-
homoostase die Ergebnisse aus Neuronen des vulnerablen Ncl. Hypoglossus mit Messungen
von oculomotorischen Neuronen verglichen werden. Hierzu wurden auch oMN mit Fura-2

befiillt und die fluorometrischen Signale nach elektrischer Stimulation registiert.

3.2.2.1 Analyse der Calciumsignale

Im Vergleich der oMN zu den hMN gab es keine Unterschiede in der Signalamplitude
bei 40 Hz. Die Zeitkonstante bei 40 Hz war grofer in den oMN, nur signifikant mit einem
Unterschied von 45% bei wt Zellen. Die Signalfliche bei 40 Hz war nicht signifikant un-
terschiedlich, weder zwischen oMN und hMN, noch zwischen wt und G93A oMN. Alle
Parameter der Calciumkinetiken bei 40 Hz waren also &hnlich bei hMN und oMN.

Bei Maximalfrequenz war die Amplitude der Fluoreszenzsignale gréfser in oMN im Vergleich
zu den Werten aus hMN, wiederum nur signifikant bei wt Zellen. Flache und Zeitkonstan-
te von wt oMN bei Maximalfrequenz waren nur etwa halb so grofs, aber nicht signifikant
unterschiedlich zu wt Zellen aus dem Ncl. Hypoglossus. Die Werte von Zeitkonstante und
Flache der G93A oMN betrugen nur etwa ein Drittel der Werte aus G93A hMN. Der Un-
terschied zwischen G93A hMN und G93A oMN war signifikant. Der Unterschied in der
Geschwindigkeit und Fléache des Calciumsignals bei G93A hMN im Vergleich zum wt hMN
liefs sich im Necl. Oculomotorius nicht feststellen. Beide Parameter der G93A oMN waren
ahnlich zu denen von wt oMN (Werte siche Tabelle 3.12). Eine Beeintrachtigung der Erho-
lung des Calciumsignals konnte bei den resistenten Zellen im Gegensatz zu den vulnerablen

Zellen im Endstadium der Krankheit somit nicht beobachtet werden.

Parameter wt (n=25) | G93A (n=26) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0] | 0.163 £ 0.014 | 0.177 = 0.016 *
Amplitude max |[F/F0] 0.478 £ 0.025 | 0.581 + 0.032 otk
Zeitkonstante 40 Hz [s] 4.07 £ 0.29 3.85 £ 0.28 ok
Zeitkonstante max [s] 5.85 £ 0.39 6.87 £ 0.56 koK
Flache 40 Hz 5022 £ 268 5190 + 279

Flache max 7603 £+ 377 8445 + 526 Aok

Tabelle 3.12: Calciumsignale der Motoneurone des Ncl. Oculomotorius

ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Messungen der Calciumsignale des Ncl. Hypoglossus und des
Ncl. Oculomotorius, sowie zwischen wt und G93A, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, Ergebnisse der
Post-Hoc-Tests sieche Abb. 3.18, wt: N=6, G93A: N=4
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Abbildung 3.18: Calciumsignale der Motoneurone des Ncl. Oculomotorius

Vergleich der Daten aus den Kontrollmessungen im Ncl. Hypoglossus mit denen im Ncl. Oculomotorius.

Zwischen G93A und wt oMN bestanden keine signifikanten Unterschiede. Zeitkonstante und Flache der
G93A oMN waren aber signifikant kleiner als bei G93A hMN. (a) Représentative Fura-2-Fluoreszenzkurven

nach 40 Hz und Maximalfrequenz von wt und G93A oMN. (b) Signalamplituden sind tendenziell grofer

bei oMN. (c) Zeitkonstanten nach exponentieller Anpassung der Signalkurven. (d) Normierte Flidchen der
Kurven. Tukey Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01
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3.2.2.2 Calciumtransport in die Mitochondrien

Um eine kompensierte mitochondriale Schadigung in oMN auszuschliefen, wurde zuletzt
noch die Reaktion der oculomotorischen Zellen auf mitochondriale Entkopplung mittels
80 nM FCCP untersucht (siehe Abb. 3.19a). Sowohl die oMN aus Wildtypméausen als auch
G93A oMN reagierten generell deutlich weniger auf diesen Stressor als die hMN. Die Signal-
amplitude wurde tendenziell geringer im Vergleich zu den Signalen von oMN ohne Ent-
kopplung, signifikant nur bei G93A oMN bei Maximalfrequenz (siche Abb. 3.19b). Die
Zeitkonstante und die Signalflache bei 40 Hz wurde grofer, auch hier nur signifikant bei
G93A oMN mit einem Anstieg um etwa 70%. Bei Maximalfrequenz nahm die Zeitkonstante
bei wt und G93A oMN um etwa ein Drittel nicht signifikant zu, die Fliche wurde etwa
zwei Drittel grofer, signifikant bei G93A oMN. Es bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen wt und G93A (siehe Abb. 3.19¢,d, Werte siehe Tabelle 3.13). Es gab somit keine

Hinweise fiir eine mitochondriale Schadigung von G93A oMN.

Parameter wt (n=22) | G93A (n=23) | ANOVA
Amplitude 40 Hz [F/F0| 0.143 £ 0.012 | 0.141 £ 0.011

Amplitude max |[F/F0] 0.394 £+ 0.025 | 0.395 £ 0.033 okok
Zeitkonstante 40 Hz [s] 4.53 £ 0.43 5.25 + 0.42 *
Zeitkonstante max |s 9.38 + 1.56 10.08 £ 1.44 *
Flache 40 Hz 6128 + 746 5920 £ 431

Flache max 10338 £ 1140 | 11653 £ 1202 oK

Tabelle 3.13: Mitochondriale Entkopplung der Motoneurone des Ncl. Oculomotorius
ANOVA zum Vergleich der Daten aus den Messungen der Calciumkinetiken des Ncl. Oculomotorius ohne
Entkopplung und mit 80 nM FCCP, sowie zwischen wt und G93A, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001,
FErgebnisse der Post-Hoc-Tests sieche Abb. 3.19, wt: N=4, G93A: N=5
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Abbildung 3.19: Mitochondriale Entkopplung der Motoneurone des Ncl. Oculomotorius

Vergleich der Daten aus den Messungen der Calciumsignale des Ncl. Oculomotorius ohne Entkopplung
und mit 80 nM FCCP. Sowohl bei wt als auch bei G93A oMN verlangsamte sich die Erholung des Cal-

ciumsignals bei mitochondrialer Entkopplung. (a) Reprasentative Fura-2-Fluoreszenzkurven nach 40 Hz

und Maximalfrequenz von wt und G93A oMN. (b) Signalamplituden werden tendenziell kleiner nach Ent-

kopplung. (c¢) Zeitkonstanten nach exponentieller Anpassung der Signalkurven werden tendenziell grofer.

(d) Normierte Flachen der Kurven wurden grofer, signifikant bei G93A oMN bei Maximalfrequenz. Tukey

Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, *** p<0.001
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Diskussion

Mittels elektrophysiologischer und fluorometrischer Methoden wurden in der vorliegen-
den Arbeit adulte Motoneurone im Hirnstamm charakterisiert. Ziel war es durch die Un-
tersuchung der Motoneurone in einem ALS-Mausmodell Hinweise auf Degenerationsme-
chanismen und Erklarungen fiir die differentielle Vulnerabilitit bei dieser neurodegene-
rativen Erkrankung zu finden. Zusammenfassend liefs sich bei den dargestellten Daten
eine weitestgehend unauffallige Elektrophysiologie, dagegen aber eine deutliche Stoérung
der intrazelluldren Calciumhomoostase bei adulten Motoneuronen im SOD1-G93A ALS-
Mausmodell in der Endphase der Krankheit beobachten. Die Auffalligkeiten beschrénkten
sich auf den vulnerablen Ncl. Hypoglossus, keine Unterschiede gab es zwischen wt und
G93A Motoneuronen des resistenten Ncl. Oculomotorius. Eine Calciumiiberladung der Mo-
toneurone als Ursache der Neurodegeneration bei ALS wurde bisher wiederholt vermutet
[Van Den Bosch et al., 2006; Grosskreutz et al., 2010; Kawamata and Manfredi, 2010].
Ein direkter Nachweis auf Einzelzellebene im Gewebeschnitt zu einem fortgeschrittenen
Zeitpunkt der Krankheit, an dem die Neurone absterben, sowie ein Aufdecken zugrunde
liegender Mechanismen durch die Analyse der beteiligten Transporter, konnte mit dieser

Arbeit nun erstmalig erbracht werden.

4.1 Methodik und Mausmodell

Die erhéhte Vulnerabilitdt bei mechanischer und energetischer Belastung und der hohe An-
teil an Myelin erschwerten bisher Einzelzellanalysen adulter Motoneurone in Schnittpréapa-
rationen [Jaiswal and Keller, 2009; Manuel et al., 2009|. Patch-Clamp-Analysen wurden vor
allem in Kultur oder an friith postnatalen Mausen durchgefiihrt [Pieri et al., 2003; Kuo et al.,
2004, 2005; Amendola et al., 2007; van Zundert et al., 2008; Pambo-Pambo et al., 2009;
Quinlan et al., 2011]. Eine Ausnahme bildet die kiirzlich veroffentlichte Methodenbeschrei-
bung zur Praparation adulter, spinaler Motoneurone zur Whole-Cell-Messung von MN bis
P68 |[Mitra and Brownstone, 2011]|. Dabei wurden die Schnitte durch Polyethylenglykol-
Behandlung und Lésungen mit hohen Konzentrationen an Metaboliten und Antioxidanzien
erfolgreich am Leben gehalten. In der vorliegenden Arbeit wurde eine andere Strategie ge-
wahlt. Die kardiale Perfusion der Maus mit einer erregungsdampfenden und kiihlenden,
Sucrose-haltigen Losung und vorsichtiger Préaparation, die im Zuge meiner Diplomarbeit

entwickelt und wahrend der Doktorarbeit optimiert wurde, reichte aus, um vitale Schnitte
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zu erhalten. Eine starke Modifikation der Badlosung war nicht erforderlich. Dieses Vorge-
hen war ein fiir MN angepasstes, in der Arbeitsgruppe in Frankfurt etabliertes Protokoll fiir
adulte dopaminerge Neurone [Lammel et al., 2008]. Mittels des Patch-Clamp-Verfahrens
gelang so erstmals eine Beschreibung elektrophysiologischer Eigenschaften adulter Moto-
neurone im Hirnschnitt der Maus.

Eine Schnittpraparation ermdglicht die Analyse intrinsischer Eigenschaften von Zellen, ei-
ne modulatorische Verdnderung dieser durch synaptische Eingdnge war aber durch das
praparatorische Entfernen der Projektionen und der zusétzlichen pharmakologischen Blo-
ckade von GABAergen und glutamatergen Rezeptoren nicht messbar. Auferdem werden
durch das Schneiden Dendriten und Axone auf unterschiedlicher Lénge durchtrennt, was
die biophysikalische Variabilitdt von Zelle zu Zelle erhohte [Bekkers and H&usser, 2007;
Kole, 2011|. Unphysiologisch, jedoch Standard, war der hohe Sauerstoffanteil von 95% in
der Badlosung. Gemessen wurde bei physiologischen Temperaturen von 36 °C. Auch eine
Verdanderung des intrazelluldren Milieus ist ein Nachteil der Methode. Das grofse Volumen
der Pipettenlosung im Gegensatz zu dem kleinen Volumen der Zelle fithrt zum Auswaschen
von Signalmolekiilen durch Diffusion. Um ATP-abhéngige Prozesse der Calciumhomdosta-
se dadurch nicht zu verédndern, wurde der Pipettenlésung bei den fluorometrischen Mes-
sungen ATP zugefiigt. Durch all diese experimentellen Faktoren wurden unter Umsténden
Neuroneneigenschaften verfilscht oder entzogen sich einer Analyse. Eine bessere, wenn
auch deutlich schwierigere Methode wire eine Patch-Clamp-Messung im lebenden Tier,
die bisher aber fiir Motoneurone noch nicht beschrieben wurde. Erste elektrophysiologi-
sche in vivo-Messungen adulter anésthesierter Mause mit intrazelluliren Ableittechniken
im Spinalmark versprechen hier Fortschritt [Manuel et al., 2009; Meehan et al., 2010b].
Auch eine fluorometrische in vivo-Messung von Motoneuronen wurde aufgrund schlechter
anatomischer Zugéinglichkeit noch nicht durchgefiihrt. Die Patch-Clamp-Methode im Hirn-
schnitt ist somit die zur Zeit am besten etablierte Moglichkeit der elektrophysiologischen
und fluorometrischen Charakterisierung von Motoneuronen und die Weiterentwicklung der
Praparation fiir adulte murine Hirnschnitte ein grofer Fortschritt, um neurodegenerative
Krankheiten mit spdtem Symptombeginn besser untersuchen zu kénnen.

Zusétzlich zur generellen Charakterisierung adulter Motoneuroneigenschaften wurden diese
mit den Eigenschaften der Neurone im SOD1-G93A Mausmodell der ALS verglichen. Die
transgene Mauslinie ist bisher der Standard in der ALS-Grundlagenforschung und das meist
verwendete Modell fiir die Testung von Therapeutika, gerdt aber immer mehr in Kritik.
Neben der generellen Problematik, neurodegenerative Krankheiten in Tiermodellen nach-
zustellen, wird angemerkt, dass dieses Mausmodell nur den Teil der Patienten mit familidrer
SOD1-begriindeter ALS repréisentiere und fiir die sporadischen Félle nicht aussagekriftig
sei [Rothstein, 2009]. Der Befund eines Vorkommens von TDP-43 in ubiquitindren Ab-

lagerungen aller ALS-Patienten aufser der Patienten mit SOD1-Mutation sowie ebenfalls
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einer Abwesenheit von TDP-43 Aggregaten im SOD1-Mausmodell [Mackenzie et al., 2007;
Robertson et al., 2007] bestéarkt diesen Kritikpunkt und beschrénkt die Ubertragbarkeit
des Modells weiter. Studien {iber Pathomechanismen in jungen Tieren und Verzégerun-
gen des Symptombeginns werden daher kritisch gesehen [Kiernan et al., 2011]. Da in der
vorliegenden Arbeit allerdings M&ause in einem sehr spéaten Krankheitsstadium verwendet
wurden, ist eine Ubertragbarkeit auf sporadische Formen wahrscheinlich méglich, wenn von
einer gemeinsamen Endstrecke aller Formen bei der Motoneurondegeneration ausgegangen
werden kann, wie es immer wieder postuliert wird [Bosco et al., 2010; Kwak et al., 2010].
Zur Bestétigung sollten aber in zukiinftigen Arbeiten die neuen Mausmodelle mit TDP-43
Mutationen [Wegorzewska and Baloh, 2010] zusétzlich analysiert werden.

Um die Variabilitdt der Messungen so klein wie moglich zu halten, wurden einige experi-
mentelle Einschrankungen vorgenommen. Es wurden nur mannliche Mause verwendet, da
zum einen der Hormonzyklus weiblicher M&ause die elektrophysiologischen Eigenschaften
beeinflussen kénnte [Scharfman et al., 2003] und zum anderen das Fortschreiten der Neu-
rodegeneration und die Symptomentwicklung bei ménnlichen Tieren in der Regel schneller
ablauft als bei Weibchen |Alves et al., 2011]. Weiterhin wurden die G93A-Tiere nicht nur
nach ihrem Alter fiir die Versuche ausgewéahlt. Bei der Heterozygotenzucht des transge-
nen Stammes mit gemischtem genetischen Hintergrund (C57Bl6 und SJL) kann es nicht
nur zu einem Kopienverlust des Transgens kommen [Alexander et al., 2004|, sondern auch
zu Varianzen im Hintergrund, was sich unter anderem an den unterschiedlichen Fellfarben
festmachen ldsst. Es konnte gezeigt werden, dass SOD1-G93A transgene Tiere unterschied-
lichen Hintergrunds und je nach exprimierter Kopienzahl deutliche Unterschiede in der
Schwere der Symptomatik und in der Lebensdauer zeigen [Alexander et al., 2004; Heiman-
Patterson et al., 2005; Henriques et al., 2010]. Um diese Variabilitdt auszugleichen, wurde
das Endstadium der Krankheit auch anhand der Symptomatik festgelegt. Am besten be-
schrieben war dafiir die Beobachtung des Paralysestatus der Hinterbeine [Solomon et al.,
2011]. Nach einer kompletten Lahmung versterben die Tiere innerhalb weniger Tage, aus
ethischen Griinden wurde mit der funktionellen Paralyse mit vorhandenem Aufrichtreflex
ein préfinales Stadium gewéhlt.

Untersucht wurden aber nicht die Eigenschaften der lumbalen Motoneurone, die die Mus-
keln der Hinterbeine innervieren, sondern die Neurone fiir Zungen- und Augenbewegung.
Aus der Symptomatik der Beinmuskulatur auf den Krankheitsstatus der Neurone des Ncl.
Hypoglossus zu schlieffen ist nicht direkt moglich, ein Test der Zungenfunktion wére no6-
tig. Mit Hilfe der publizierten physiologischen und anatomischen Beobachtungen ist aber
eine Abschétzung durchfithrbar, was die komplizierten Tests verzichtbar macht. Um P77
wurden erste Einschrénkungen der Motilitdt anhand einer Verringerung der Leckfrequenz
beobachtet [Fuchs et al., 2010a]. Mit P125, dem ungefihren Alter der hier verwendeten

G93A-Méuse, war eine zusétzliche deutliche Verschlechterung sichtbar. Die Zunge konnte
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noch mit einer Frequenz von ca. 8 Hz herausgestreckt werden, im Gegensatz zu ca. 10 Hz
bei Wildtyptieren, war also zu dem Zeitpunkt einer kompletten Lahmung der Hinterbeine
nicht komplett paralysiert. Dieses frithere Stadium lasst sich auch durch die Ergebnisse
einer Zellzéhlung belegen, nach der im Endstadium spinal eine Abnahme der Zellzahl um
weit iber 50% [Jaarsma et al., 1996; Kieran et al., 2004], im Ncl. Hypoglossus aber nur um
etwa 30% beobachtet wurde [Haenggeli and Kato, 2002]. Man kann somit schlieffen, dass
im verwendeten Mausmodell ein Endstadium der spinalen Motoneurone einem fritheren
Krankheitsstadium der bulbéren Neurone entspricht.

Als Folge unterschiedlich schneller Reifung der Neurone, unterschiedlicher Zelltypen und
Entladungseigenschaften und ungleichen Stressoren auch in einer vermeintlich homogenen
Zellpopulation in einem Kern kommt es wiahrend des Krankheitsfortschritts der ALS zu
Varianzen in der Belastung und dem Gesundheitsstatus der einzelnen Zellen. In dem un-
tersuchten Kern zu dem definierten Zeitpunkt ist deshalb zu erwarten, dass man eine sehr
inhomogene Zellpopulation vorfindet: Zellen, die sich bereits im Endstadium des Degenera-
tionsprozesses befinden (diese lassen sich nicht mehr mit den hier verwendeten Methoden
untersuchen, da die Zellmembran zu fragil wird) und einen fliekenden Ubergang von Zel-
len, die deutlich geschéadigt sind, aber noch eine stabile Membran haben, bis hin zu Zellen,
die noch weitestgehend gesund und eventuell komplett resistent sind. Es war bei den hier
durchgefiihrten Messungen nicht moglich, die eine Préparation iiberlebenden Zellen durch
einen Marker oder histologische Auffalligkeiten in gesund und krank zu klassifizieren. Eine
hohe Variabilitdt der Daten war daher zu erwarten. Eine Analyse der noch vorhande-
nen spinalen Motoneurone zum gleichen Zeitpunkt wiirde iiberwiegend resistente Zellen
beschreiben und man kénnte dort die Ursache der differentiellen Vulnerabilitét besser un-
tersuchen. Diese Messung ist mit der vor kurzem verdffentlichten Methode von Mitra und
Brownstone zur Praparation adulter spinaler Schnitte wahrscheinlich durchfithrbar [Mitra
and Brownstone, 2011]. Ein Aufdecken der Degenerationsmechanismen verlangt aber ei-
ne Analyse degenerierender Zellen, was im Ncl. Hypoglossus im Endstadium der ALS im
verwendeten Mausmodell moglich ist. Trotz eines finalen Stadiums konnten also im Ncl.
Hypoglossus Unterschiede entdeckt werden, die zum Zelltod fiihren kénnten. Die Wahl
eines fritheren Stadiums wére in dieser Hinsicht weniger aussagekraftig. Zum Vergleich
wurden einige der Messungen auch bei Tieren im prasymptomatischen Stadium (P65-P75)
unter meiner Anleitung von Sylvie Kutterer im Rahmen ihrer Diplom- und weiteren wissen-
schaftlichen Arbeit durchgefiihrt [Kutterer, 2011]. Die Ergebnisse aus prasymptomatischen

Tieren sollen zum Vergleich auch ausschnittsweise dargestellt und hier diskutiert werden.
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4.2 Deutung und Einordnung der elektrophysiologischen

Charakterisierung

Eine elektrophysiologische Charakterisierung dient dazu, Eigenschaften von Neuronen zu
beschreiben, die Auskunft iiber den Kanalbesatz liefern und deren Verhalten auf synapti-

sche Eingénge und aktive Informationsgenerierung und -weiterleitung vorhersagen.

4.2.1 Weitere Reifung der Motoneurone nach P10

Bisher gab es kaum elektrophysiologische Daten von adulten Motoneuronen [Meehan et al.,
2010b; Manuel et al., 2009; Mitra and Brownstone, 2011|. Die Patch-Clamp-Messungen im
Schnittpraparat beschrankten sich v.a. auf frith postnatale Mause (<P10). Eine Ausnah-
me ist die Beschreibung der Eigenschaften weniger lumbaler Motoneurone bis P68, die vor
kurzem veroffentlicht wurde [Mitra and Brownstone, 2011]. Elektrophysiologische Charak-
teristika von Motoneuronen des Ncl. Hypoglossus und des Ncl. Oculomotorius oder Neurone
im ALS-Mausmodell wurden noch nie in adulten M&usen analysiert. Die Entwicklung der
Neurone ist aber sicher nicht mit zehn Postnataltagen abgeschlossen, was in Ratten auch
durch eine Verédnderung der Elektrophysiologie bis zu P20 gezeigt wurde [Viana et al.,
1995; Berger et al., 1996; Carrascal et al., 2005]. Uber P20 hinaus existieren keine Patch-
Clamp-Studien von Hirnstamm-Motoneuronen, weder in der Maus noch in der Ratte.

In Tabelle 4.1 sind die Ergebnisse der Arbeiten zusammengestellt, die von der Durchfiih-
rung (Patch-Clamp-Messung in einer Schnittpraparation) am ehesten mit den bei dieser
Arbeit gewonnenen Daten verglichen werden kénnen. Ein Vergleich friith postnataler Daten
mit denen der adulten Tiere zeigt bei den meisten Parametern einen deutlichen Unterschied
und somit eine Weiterentwicklung und Ausreifung der Neurone, die ansatzweise zwischen
der ersten und zweiten postnatalen Woche schon zu sehen sind. Zum Beispiel wird der Ein-
gangswiderstand kleiner und die Rheobase dementsprechend grofer. Die Aktionspotentiale
werden um mehr als die Hélfte kiirzer mit grofserer Nachhyperpolarisation und die Erreg-
barkeit (Steigung der Frequenz-Strom-Kurve) und Maximalfrequenz steigen. Die adulten
Motoneurone kénnen somit bei geringer synaptischer Erregung deutlich mehr Impulse pro
Sekunde generieren, was zu einer fliissigeren und feiner abgestimmten Bewegung im ausge-
reiften System fiihrt. Als Grund fiir die Verédnderungen kann ein deutlich unterschiedlicher
Kanalbesatz zwischen frith postnatalen und adulten Motoneuronen postuliert werden. Mehr
Leckkanile kénnen den Eingangswiderstand verringern |Lesage, 2003], eine andere Zusam-
mensetzung und eine schnellere Erholung aus der Inaktivierung von spannungsabhéngigen
Natriumkanélen und die Expression von Kaliumkanélen z.B. vom Typ K,3 beschleunigen
das Aktionspotential und die mogliche Frequenz [Rudy and McBain, 2001; Zona et al.,
2006]. Zum Nachweis der genauen Kanalverdnderungen fehlen Voltage-Clamp- und Genex-

pressionsdaten, die Current-Clamp-Ergebnisse liefern aber bereits Hinweise.
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Auch noch zwischen P70 und P120 verdndern sich in Wildtypm&usen einige Parameter
wie die Membrankapazitdt und die AP Dauer [Kutterer, 2011], was auf eine dynamisch
mit dem Alter variierende Aktivitdtsdnderung der untersuchten Motoneuronpopulation
schlieffen lasst. Zwischen Motoneuronsubtypen gleichen Alters aber unterschiedlicher Lo-
kalisation gibt es grofe Unterschiede in der Erregbarkeit, Aktionspotentialparametern und
dem Ruhepotential. So sind z.B. lumbale MN um P65 deutlich hyperpolarisierter in Ruhe
als altersgleiche Neurone des Ncl. Hypoglossus [Kutterer, 2011; Mitra and Brownstone,
2011]. Generell lasst sich allerdings nicht ausschliefen, dass eine Variabilitdt im verwende-
ten Mausstamm, der Praparation, in den verwendeten Losungen und Temperaturen und
insbesondere in der Stichprobengrofe und Art der Datenauswertung einigen Unterschieden
zugrunde liegt.

Eine detaillierte Bestimmung aller Parameter bei je nach Fragestellung passendem Al-
ter und Kerngebiet mit konstanten Messbedingungen ist fiir jede neue Studie essentiell.
So konnten auch die elektrophysiologischen Daten, die im Rahmen meiner Diplomarbeit
gewonnen wurden, hier nicht verwendet werden. Die extrem kleine Stichprobe bei hoher
Variabilitidt (n=6) und eine zu geringe Abtastfrequenz, die einige Parameter wie die AP

Amplitude verfélscht, sind hierfiir der Hauptgrund.

4.2.2 Erregbarkeit und persistierende Einwartsstrome adulter
Motoneurone im ALS-Modell

Die meisten der bisher verdffentlichten elektrophysiologischen Daten zur Beschreibung von
Eigenschaften der Motoneurone bei ALS zeigten eine verstiarkte Erregbarkeit und eine
signifikante Erhohung persistierender Einwértsstrome und begriinden damit die Neuro-
degeneration [Mogyoros et al., 1998; Kuo et al., 2005; Kanai et al., 2006; van Zundert
et al., 2008; Meehan et al., 2010a; Quinlan et al., 2011|. Gewonnen wurden diese Daten
in embryonalen Motoneuronkulturen und Schnitten aus ALS-Mausmodellen bis zu einem
Alter von P10, auch im Ncl. Hypoglossus, allerdings aber auch durch Messungen huma-
ner Axone. Mit den hier vorgestellten Ergebnissen aus deutlich &lteren Tieren in einem
fortgeschrittenen Stadium der Krankheit lassen sich diese Befunde nicht bestatigen. Die
Steigungen der Frequenz-Strom-Kurven waren nicht unterschiedlich zwischen Wildtyp und
G93A hMN und auch in allen ausgewerteten Parametern der Messung von persistierenden
Natriumeinwértsstromen glichen sich gesunde und kranke Tiere.

Durch die Analyse zu einem Zeitpunkt starker Neurodegeneration kann man folglich schlie-
Ren, dass eine intrinsisch erhéhte Erregbarkeit und persistierende Natriumstrome eher nicht
direkt zur Degeneration der Neurone im verwendeten Mausmodell beitragen. Eine erhohte
Erregbarkeit in frith postnatalem Alter konnte jedoch zu frithem Zellstress und adaptiven
Verdanderungen der intrinsischen Eigenschaften fithren, die dann spéter letal sind. Ein bei

dieser Arbeit gezeigtes signifikant hyperpolarisierteres Membranpotential und eine depo-
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larisiertere Aktionspotentialschwelle in G93A hMN koénnten Auswirkungen der Anpassung
sein, da beides eher auf eine verringerte Erregbarkeit hinweist. Eine hohere Kaliumleckleit-
fahigkeit konnte diesem Effekt zugrunde liegen [Lesage, 2003]. Ein verstirkter Strom durch
hyperpolarisationsaktivierte Kaliumkanéle (HCN) wiirde die Verdnderung ebenfalls erkla-
ren, ist aber unwahrscheinlich, da die Reaktion auf Hyperpolarisation nicht unterschiedlich
ist. Calciumabhéngige Kaliumkanéle modifizieren auch Schwelle und Ruhepotential [Deis-
ter et al., 2009]. Eine Tendenz zu einer kleineren AHP-Amplitude aber zu einer groferen
cAHP-Amplitude ldsst allerdings ohne genaue Analyse der zugrundeliegenden Stréme keine
Aussage zu. Die gezeigten Storungen der Calciumhomoostase konnten das Ruhemembran-
potential durch eine Modifikation calciumabhéngiger Kanéle und Signalwege verdndern.
In hippocampalen CA1 Neuronen konnte ein altersbedingter Anstieg der cAHP-Amplitude
beobachtet werden. Als Grund wurde eine verstérkte calciuminduzierte Calciumfreiset-
zung durch RyR aufgrund von oxidativer Schidigung gezeigt [Bodhinathan et al., 2010].
Auch sind BK-Kaniéle durch oxidative Prozesse direkt modulierbar |[DiChiara and Rein-
hart, 1997|, die wegen der mutierten SOD1 in den transgenen Tieren hier auch den Unter-
schieden zwischen wt und G93A zugrunde liegen kénnten. Ein Anstieg von Strémen durch
calciumabhéngige Kaliumkanéle wiirde auch erkléaren, wieso die Frequenz-Strom-Kurven
bei adulten G93A Neuronen nicht steiler sind als bei wt Neuronen, wie es bei juvenilen
Tieren noch der Fall ist. In einem Motoneuron-Modell konnte gezeigt werden, dass diese
Kaliumstréome die Generierung von neuen Aktionspotentialen bei gleichem Strom deutlich
verringern [Wada and Sakaguchi, 2007|, was auch in vitro bestétigt werden konnte [Lape
and Nistri, 2000].

Die Messungen dieser Arbeit beschrinken sich auf Motoneurone im Hirnstamm. Im Ge-
gensatz zu spinalen Motoneuronen finden sich im Ncl. Hypoglossus keine Typ S Motoneu-
rone [Volz et al., 2007], es konnte bisher keine Bistabilitdt nachgewiesen werden [Bayliss
et al., 1997]. Auch persistierende Calciumstrome sind weniger stark ausgeprigt als im
Riickenmark, was durch die nahezu komplette Ausschaltung einer Einwartsstromkompo-
nente durch TTX bestétigt werden konnte (sieche Abb. 3.5). Ob die friith postnatal gezeigte
Erhohung persistierender Stréme bei adulten M&usen im Spinalmark bei Typ S MN eine
Rolle bei der hoheren Vulnerabilitdt dieser Neuronenpopulation spielt, kann nicht ausge-
schlossen werden. Auch die Verstdrkung der persistierenden Strome durch modulatorische
Einfliisse wie Serotonin kénnte unterschiedlich sein, wurde hier aber nicht untersucht.

Bei den Auswertungen der PIC gilt anzumerken, dass der Vergleich der Maximalstréme
schwierig ist, da je nach zusétzlich auftretendem Auswértsstrom die PIC iiberlagert und
verringert werden. Besser ist die Darstellung der Boltzmannkurven. Fiir eine bessere quan-
titative Aussage wére eine pharmakologische Blockade der Auswartsstrome sinnvoll. Fiir
die Vergleichbarkeit mit Literaturdaten wurden Messung und Analyse aber wie in |[van
Zundert et al., 2008] beschrieben durchgefiihrt.
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Die erhohte Erregbarkeit und der starkere persistierende Strom sowie ein verringerter Ein-
gangswiderstand wurde auch als mogliche Auswirkung einer schnelleren Entwicklung von
Motoneuronen mit mutierter SOD1 angesehen [Quinlan et al., 2011; Amendola et al., 2007;
Elbasiouny et al., 2010|. Ein Angleichen der Werte auf dem Niveau der kranken Zellen bei
fortgeschrittenem Alter wiirde diese These unterstiitzen. Vergleicht man die hier gemesse-
nen Stromdichten persistierender Natriumstréme mit denen aus hMN von G93A-Mé&usen
im Alter von P4-P10 [van Zundert et al., 2008], liegen die bei adulten Tieren gemessenen
Werte aber im Bereich der juvenilen Wildtypzellen, was eher gegen diese Theorie sprechen
wiirde. Andere Messbedingungen, wie eine héhere Temperatur, kénnten jedoch zu Unter-
schieden im Absolutwert des Stroms fiihren.

Wie bereits diskutiert kann man wegen der Unterschiede im Gesundheitszustand einzel-
ner Zellen eine hohe Variabilitat in allen krankheitsrelevanten Parametern erwarten. Die
gemessenen elektrophysiologischen Daten weisen bei den G93A hMN aber kaum einen Un-
terschied in der Standardabweichung des Mittelwerts im Vergleich zu wt hMN auf. Dies
und die generell geringen Unterschiede in den Mittelwerten zeigen, dass alle gemessenen
Zellen aus kranken Tieren sich kaum in ihren biophysikalischen und Entladungseigenschaf-
ten verandern. Thre Aufgaben im Netzwerk konnen sie scheinbar noch erfiillen (muss mit in
vivo-Messungen noch nachgepriift werden) und isolierte elektrophysiologische Verdnderun-
gen werden nicht die Degenerationsursache sein. Aus den elektrophysiologischen Analysen
lief sich kein direkter Pathomechanismus ableiten. Ausschliefsen lasst sich aber nicht, dass
nur gesunde oder resistente Zellen in G93A-M&ausen gemessen wurden, da evtl. nur diese
den Stress der Praparation iiberstehen, die fluorometrischen Messungen zeigen aber deut-
liche Unterschiede zwischen etwa einem Drittel der analysierten G93A Zellen im Vergleich
zu wt Neuronen, womit sich diese Kritik widerlegen lasst. Die Funktionstiichtigkeit der
gemessenen iiberlebenden Motoneurone scheint trotz Stérungen der Calciumhomdoostase

weitestgehend erhalten zu bleiben.

4.2.3 Unterschiede zwischen vulnerablen und resistenten Motoneuronen

Beim Vergleich der Motoneuronpopulationen des Ncl. Hypoglossus und des Ncl. Oculo-
motorius wurde eine andere Stichprobe der hMN verwendet, da die Messbedingungen fiir
die Datenerfassung der oMN andere waren als fiir die Grundcharakterisierung der hMN.
Bei den fluorometrischen Messungen wurden auch elektrophysiologische Daten aufgezeich-
net, die fiir diesen Vergleich Anwendung fanden. Im Gegensatz zu den rein elektrophy-
siologischen Messungen waren bei den kombinierten Ableitungen die Badlosung und die
Pipettenlosung modifiziert. In der Badlosung befand sich mit PPADS ein pharmakologi-
scher Blocker fiir P2X-ATP-Rezeptoren, da die hMN vieler dieser ionotropen Rezeptoren
exprimierten und das ATP in der Pipettenlosung zu einer starken Depolarisation der Zel-

len fithrte. P2X-Rezeptoren haben bei ATP-Bindung eine tonisch erregende Wirkung und
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spielen eine grofe Rolle bei der Modulation inspiratorischer Aktivitdt der MN des Ncl. Hy-
poglossus [Funk et al., 1997]. Bei Testmessungen von hMN bis P14 mit einer ATP-haltigen
Pipettenlosungen wurde keine Depolarisation beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die
P2X-Rezeptoren erst spater in der Entwicklung exprimiert werden.

Auflerdem war in der Pipettenlosung statt EGTA als Calciumpuffer der calciumbindende
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, der laut durchgefiihrter Kalibrierung eine etwa dreifach ho-
here Dissoziationskonstante als EGTA aufwies. Somit war ein groferer Anteil an freiem
Calcium in den fluorometrischen Messungen vorhanden und die Signale hatten physio-
logischere, schnellere Kinetiken. Unterschiede in elektrophysiologischen Parametern der
hMN wie ein hyperpolarisierteres Ruhepotential, eine depolarisiertere Schwelle, eine gerin-
gere cAHP-Amplitude und langere cAHP-Zeitkonstanten lassen sich mit Verdnderungen
calciumabhéngiger Prozesse wie einer geringeren Aktivierung calciumabhéngiger Kalium-
kanéle durch schnellere Erholung des Calciumsignals erklaren. Auch die ldngere Wartezeit
zwischen den Stimulationsschritten verdnderte die Erregungseigenschaften. Die signifikant
hoéhere Maximalfrequenz konnte daher riithren, dass die Zellen sich zwischen den Aktivie-
rungen auf ein stabileres Ruheniveau begeben, die Erholung des Calciumsignals komplett
abgeschlossen ist und sich mehr spannungsabhéngige Prozesse in einem Zustand der Ak-
tivierbarkeit befinden. Die Zeitkonstante der Erholung des Calciumsignals von bis zu 12s
bei einem Stimulationsabstand von 5 s bei den rein elektrophysiologischen Messungen un-
terstiitzt diese These. Unterschiede zwischen wt und G93A hMN, die unter den ersten
Bedingungen auftraten (Ruhepotential, AP Schwelle) konnten bei den kombinierten Mes-
sungen nicht beobachtet werden. Dies kdnnte an der zufilligen Auswahl der Stichprobe
liegen. So waren die Zellen der kombinierten Messung auch stichprobenbedingt signifikant
grofer als bei den ersten Messungen. Der neu auftretende signifikante Unterschied in der
cAHP Amplitude war bei den rein elektrophysiologischen Messungen nur tendenziell zu
erkennen und koénnte durch die unterschiedlichen Calciumpuffereigenschaften der zweiten
Messreihe deutlicher geworden sein. Dieser Unterschied zwischen wt und G93A gab bereits
erste Hinweise auf eine Storung der Calciumhomoostase bei G93A hMN, die anschliefsend
mit fluorometrischen Methoden bestéitigt werden konnte.

Der Vergleich der elektrophysiologischen Daten zwischen den verschieden vulnerablen Neu-
ronenpopulationen zeigte deutliche Unterschiede auf. So war das Ruhemembranpotential
in den resistenten oMN etwa 4 mV hyperpolarisierter, die AP Schwelle hyperpolarisierter
und die Steigung der Frequenz-Strom-Kurve signifikant grofier, was auf héhere Erregbar-
keit mit anderer Kanalzusammensetzung aber auch auf ein stabileres Ruheniveau in den
resistenten Zellen hindeutet. Auch sind oMN in der Lage schnellere Aktionspotentialfre-
quenzen zu generieren. Das cAHP in den oMN hatte eine signifikant kleinere Amplitude
mit langeren Zeitverlaufen im Vergleich zu den hMN und war nicht unterschiedlich zwi-

schen wt und G93A. Dies konnte auf der hoheren Calciumpufferkapazitéit beruhen.
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Abbildung 4.1: Aktivierung von SK- und BK-Kanilen durch unterschiedliche Calciumdomaé-
nen

BK-Kanile sind in Nanodoménen mit Calciumquellen (spannungsabhéngige Calciumkanile, Ca,) lokali-
siert und niedrig calciumaffin, SK-Kanéle sind hoch calciumaffin und 6ffnen bei der Erh6hung von globalem
Calcium. Die Calciumchelatoren BAPTA (bis(Aminophenoxy)-Ethan-Tetraessigsdure) und EGTA haben
unterschiedliche Calciumaffinitédten und ermdoglichen die Analyse der Lokalisation calciumabhingiger Ka-
liumkanaéle. (verdndert aus [Fakler and Adelman, 2008])

Diese Unterschiede in der Elektrophysiologie zwischen den vulnerablen Neuronen fiir die
Zungenbewegung und den resistenten Neuronen fiir die Augenbewegung geben Hinweise
auf Grinde fiir die differentielle Vulnerabilitdt, aber auch auf unterschiedliche Aktivitéts-
und Integrationseigenschaften der Populationen wie die extrem schnelle Augenbewegung
bei einer Sakkade im Gegensatz zu einer deutlich feiner abgestuften Zungenbewegung (sie-
he 4.3.2). Aus der cAHP Amplitude lassen sich Aussagen iiber die Calciumhoméostase von
Neuronen treffen. Das cAHP wird unter anderem generiert durch die calciumabhéngige
Aktivierung von Kaliumkanélen vom Typ SK [Lima and Marrion, 2007|. BK-Kaniéle sind
eher fiir die schnelle Nachhyperpolarisation nach einzelnen Aktionspotentialen verantwort-
lich [Storm, 1989|. Es wurde gezeigt, dass BK-Kanéle in der Regel in rdumlicher Nahe zu
Calciumquellen in der Membran lokalisiert sind (20-50 nm) und daher bei einer lokalen
Calciumerhohung aktiviert werden. SK-Kanile reagieren eher auf eine globale Calciumer-
hohung (siehe Abb. 4.1) [Fakler and Adelman, 2008|. Auch haben diese Kanalfamilien eine
unterschiedliche Calciumaffinitat (deutlich hohere Calciumkonzentration notig zur Akti-
vierung von BK-Kanélen als von SK-Kanilen [Xia et al., 1998; Brenner et al., 2000]) und
andere Aktivierungseigenschaften (BK-Kanile sind nicht nur calcium- sondern auch span-
nungsabhéngig |Barrett et al., 1982; Xia et al., 1998|). Eine grofere Amplitude bei G93A
hMN bei angenommener gleicher Calciumbeladung der Zelle (40 Hz Stimulation) weist so-

mit eher auf eine grofere globale Calciumbelastung in vulnerablen Zellen kranker Tiere
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hin, die kleineren langsamen cAHP in oMN auf eine lokal beschrankte Calciumbelastung
in Zellen mit hoherer Calciumpufferkapazitdt und folglich héherer Stressresistenz. Dieser
Schluss lasst sich mit den Pufferkapazitdtsmessungen in frith postnatalen oMN bestétigen
[Vanselow and Keller, 2000] und bekraftigt das Argument der unterschiedlichen Calcium-
homdostase als Grund fiir differentielle Vulnerabilitdt und einer Calciumiiberladung als

Degenerationsursache bei ALS [von Lewinski and Keller, 2005].

4.2.4 Zusammenfassung der elektrophysiologischen Charakterisierung
und Ausblick

Die Charakterisierung von Motoneuronen im Gewebe adulter Mause hat gezeigt, dass die
Entwicklung der Neurone nicht mit P10 abgeschlossen ist und die Eigenschaften bis in ein
hoheres Alter variabel bleiben [Mitra and Brownstone, 2011; Kutterer, 2011]. Interessant
wire eine Analyse von wt MN bei noch #lteren Miusen, um eine eventuelle Anderung
aufzudecken, die durch normales Altern bedingt ist und Neurodegeneration im Alter er-
kldren konnte. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Transgen-verursachte Anderun-
gen in juvenilen Tieren im adulten Stadium nicht mehr sichtbar sind. Zur Bestimmung
einer direkten Degenerationsursache ist somit die Analyse der adulten Tiere essentiell. Al-
lerdings konnten kaum Unterschiede in der Elektrophysiologie zwischen adulten wt und
G93A hMN im Endstadium festgestellt werden, was auf eine gute Funktionstiichtigkeit der
iiberlebenden Neurone noch im Endstadium der Krankheit hindeutet. Vergleiche zwischen
vulnerablen und resistenten Populationen gaben aber Hinweise dafiir, dass die Calcium-
homoostase ein Grund fiir Degeneration und differentielle Vulnerabilitét sein kénnte. Dies
liefs sich mit den fluorometrischen Messungen, die im Anschluss diskutiert werden sol-
len, bestéitigen. Keine genauen Aussagen liefien sich iiber Subtypen, Leitfahigkeiten oder
Schalteigenschaften der exprimierten Kanéle machen. Hierzu wéren Einzelkanalmessungen,
Analysen im Current-Clamp-Modus und spezifische Pharmakologie notig. Ebenso wéren
Analysen der synaptischen Eingénge sowie der modulatorischen Verdnderungen intrinsi-
scher Figenschaften wie der serotonergen Verstarkung persistierender Strome interessant
und hétten Potential fiir eine weiterfithrende Beschreibung der hMN und einer Aufklérung

von Degenerationsmechanismen bei ALS.
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4.3 Deutung und Einordnung der fluorometrischen

Messungen

Zur weiteren Untersuchung der Hinweise aus den elektrophysiologischen Messungen auf
eine verdnderte Calciumhomoéostase in G93A hMN wurden fluorometrische Messungen
der Calciumkonzentration und -kinetik durchgefiihrt. Fura-2-Fluoreszenz wurde mit einer
CCD-Kamera aufgezeichnet, wobei eine Verlangsamung der Erholung des Calciumsignals
bei hoher Calciumbelastung in G93A hMN auffiel. Bei niedriger Belastung durch eine elek-
trische Stimulation, die zu einer Aktionspotentialgenerierung mit einer Frequenz von 40 Hz
fiihrte, bestand kein Unterschied zwischen wt und G93A.

Auch mit dieser Methode wurden bereits in Zellkultur und an friih postnatalen M&au-
sen ahnliche Versuche durchgefiihrt (siehe 1.3.2.5), aber auch auf Populationsbasis bei
adulten Tieren |[Jaiswal and Keller, 2009]. Mit dem bei dieser Arbeit angewandten Stimu-
lus einer Depolarisation von einzelnen Zellen mittels der Patch-Clamp-Methode sind aber
keine vergleichbaren Studien publiziert. Oft wird bei Experimenten an Gewebeschnitten
eine Erhohung der extrazellularen Kaliumkonzentration oder die Aktivierung von AMPA-
Glutamatrezeptoren als Stimulus verwendet |Grosskreutz et al., 2007; Jaiswal and Keller,
2009]. Guatteo und Kollegen konnten sogar in Motoneuronkultur zeigen, dass eine ver-
langsamte Erholung des Calciumsignals in G93A Zellen, wie sie auch hier bestand, nur
nach Stimulation der Glutamatrezeptoren mit Kainat auftritt, nicht jedoch nach Depo-
larisation der Zellen um 50 mV fiir 25s [Guatteo et al., 2007]. Eine Degeneration von
spinalen und kortikalen Neuronen nach NMDA-Rezeptoraktivierung, nicht aber nach Ak-
tivierung spannungsabhéngiger Calciumkanéle bei gleicher Calciumbelastung [Tymianski
et al., 1993; Sattler et al., 1998], bekraftigt diesen Befund einer Calciumquelle-spezifischen
Problematik. Trotzdem konnte bei der in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten elektri-
schen Stimulation und der hervorgerufenen Aktionspotentialgenerierung ein differentieller
Effekt zwischen wt und G93A hMN beobachtet werden. Eventuell ist die Calciumbelastung
der Zellen hier so grofs, dass sie eine lokale doménenspezifische Konzentrationserhéhung
iibersteigt, die bei den anderen Studien nur durch andere Calciumquellen erreicht werden
konnte. Auch Unterschiede zwischen intakten Neuronen im Hirnschnitt und dissoziierten
Zellen in Kulturen konnten eine Rolle spielen.

Im Gegensatz zu den elektrophysiologischen Messungen konnten bei den hier durchgefiihr-
ten Calciummessungen grofere Varianzen zwischen den einzelnen Zellen aus G93A-Tieren
als zwischen wt Zellen beobachtet werden. Etwa ein Drittel der G93A hMN zeigten lang-
samere Zeitkonstanten der Erholung des Calciumsignals und grofsere, auf die Amplitude
normierte Flachen der Calciumkurven als alle gemessenen wt Zellen. Dies weist auf die
bereits diskutierten Unterschiede im Krankheitsstatus innerhalb der G93A-Population hin

und bestirkt die Hypothese einer Calciumhomoostasestorung als Degenerationsursache
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bei der ALS. Unterschiede in der Amplitude des Calciumsignals kénnen auf einen héheren
Calciuminflux bei gleicher elektrischer Stimulation hindeuten. Eine Analyse der Strome
durch spannungsgesteuerte Calciumkanéle miisste zur Abkldrung folgen. Die Unterschie-
de konnten auch in der schlechteren Calciumtransportkapazitit begriindet sein. Wenn die
Extrusions- und Speichermechanismen bereits greifen bevor der maximale Influx erreicht
ist, verringern diese die Amplitude des Signals. Eine Storung der Extrusion und Speiche-
rung bei gleicher externer Calciummenge fithrt dann zu einer groferen Amplitude. Dieser
Effekt begriindet wahrscheinlich auch die generell hdheren Amplituden bei allen Versuchen

mit pharmakologischer Blockade einzelner Calciumtransportmechanismen.

4.3.1 Ursachen fiir die verlangsamte Erholung des Calciumsignals

Mit den spezifischen Blockaden einzelner Calciumtransporter sollte der Hauptbefund der
verlangsamten Erholung des Calciumsignals mechanistisch aufgeklart werden. Aufgrund
der Vorbefunde bei ALS-Patienten und im Mausmodell war eine Verringerung der mito-
chondrialen Calciumaufnahme wahrscheinlich (siehe 1.2.3.2 und [Kawamata and Manfredi,
2010]). Die Experimente mit Entkopplung der Mitochondrien durch FCCP zur Verhinde-
rung der mitochondrialen Calciumaufnahme wahrend der Stimulation bestétigten diese
Vermutung. Zeitkonstante und Fliache der Signale in wt hMN wurden mit FCCP unab-
héngig von der Stérke der Calciumbelastung etwa um das Doppelte bis Dreifache grofer,
was einen hohen Anteil der Mitochondrien an der Calciumspeicherung in gesunden Mo-
toneuronen zeigt, entsprechend der Werte in der Literatur [Jaiswal and Keller, 2009]. Die
hier vorherrschenden héheren Temperaturen machten den Anteil evtl. noch grofer |[Da-
vid and Barrett, 2000]. Bei 40 Hz, also niedriger Calciumbelastung, verdnderten sich die
Kinetiken bei G93A hMN durch FCCP aber nicht. Mitochondrien scheinen bei niedrigen
Calciumkonzentrationen in G93A Zellen nicht an der schnellen Calciumspeicherung betei-
ligt zu sein. Ein anderer Exportmechanismus, wie beispielsweise der Transport iiber die
Plasmamembran, wird hieran beteiligt sein, wie von Wanaverbecq und Kollegen fiir andere
Neuronenpopulationen beschrieben [Wanaverbecq et al., 2003|. Bei maximaler Entladungs-
frequenz konnte nur eine geringe Beeinflussung der hMN durch FCCP beobachtet werden.
Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieffen, dass Mitochondrien wihrend des Zeitpunktes
der Neurodegeneration im ALS-Mausmodell kaum Anteil an der Calciumextrusion haben
und dies zu einer Stérung der Calciumhomoostase fiihrt, die degenerationsurséchlich sein
koénnte. Ein direkter Nachweis der Calciumkonzentrationen in Mitochondrien mit fluorome-
trischer Messung der Fluoreszenz von Rhod-2 [Minta et al., 1989] oder genetisch codierter
mitochondrienspezifischer Calciumindikatoren [Rizzuto et al., 1992| konnte zur Bestéti-
gung des Befundes noch ergénzt werden.

Bei den Experimenten wurde eine relativ niedrige Konzentration von 200 nM FCCP ver-

wendet. Diese Konzentration wird vermutlich die Mitochondrien nicht komplett entkop-
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peln, was auch durch Vorversuche fiir die Mitochondrienpotentialmessungen gezeigt werden
konnte. Es ist moglich, dass G93A-Mitochondrien wegen einer Vorschiadigung weniger auf
diesen Entkopplungsversuch reagierten als gesunde Zellen, weiterhin Calcium aufnehmen
konnten und sich deshalb die Parameter kaum verdnderten. Das mit den Rh123-Analysen
gezeigte intakte Membranpotential macht dies aber unwahrscheinlich. Eben dieser Befund
steht allerdings im Kontrast zu bereits veroffentlichten Studien, die im Zellkulturmodell
[Carri et al., 1997 aber auch im Ncl. Hypoglossus bei adulten G93A-Mausen eine Depola-
risation des mitochondrialen Membranpotentials nachweisen konnten |Jaiswal and Keller,
2009]. Eine Erklarungsmoglichkeit fiir diese Diskrepanz wére, dass bei der vorliegenden
Arbeit nur Zellen gemessen werden konnten, die intakte Mitochondrien hatten und alle
anderen Zellen der Analyse entgingen. In der Vergleichsstudie wurde die Fluoreszenz iiber
dem kompletten Schnitt gemessen, nicht iiber einzelnen Zellen. Eine Analyse der Rh123-
Fluoreszenz bei der vorliegenden Arbeit zeigte aber auch keine Unterschiede zwischen dem
Gewebe von Wildtyp- und G93A-Ma&usen, so dass diese Kritik abgewiesen werden kann.
Moglich wire noch eine hohere Anzahl depolarisierter Mitochondrien, die insgesamt die
gleiche Menge Rh123 aufnehmen kénnten. Dies wére durch histologische Farbungen von
Mitochondrien in Wildtyp- und G93A-Hirnschnitten untersuchbar. Generell ist die Rh123-
Fluoreszenzmessung aber nur ein indirektes Mafs fiir das mitochondriale Membranpotential
und in einer komplexen Schnittpraparation miissen die hier erbrachten Befunde noch an-

derweitig bestéatigt werden.

4.3.1.1 Verringerung der Transportleistung des mitochondrialen

Calciumuniporters als Ursache der mitochondrialen Stérung

Eine Storung der Calciumaufnahme in die Mitochondrien wegen einer geringeren Triebkraft
bei den hier durchgefiihrten Experimenten ist mit den Ergebnissen der Rh123-Messungen
eher unwahrscheinlich. Der wichtigste Transporter fiir Calcium in den Mitochondrien ist
der mitochondriale Calciumuniporter (mCU), der durch Ru360 blockierbar ist. In Neuro-
nen des sympathischen Nervensystems konnte gezeigt werden, dass ein schneller Import von
Calcium in Mitochondrien durch diesen Aufnahmeweg vor allem in der Phase der héchsten
Calciumbelastung vorhanden ist (siche Abb. 4.2c) |Colegrove et al., 2000]. Dies lésst sich
auch mit der niedrigen Calciumaffinitéit des Transports in Einklang bringen |[Kirichok et al.,
2004|. Dementsprechend kann man das auftretende Fluoreszenzplateau bei Ru360 Blockade
in den bei der vorliegenden Arbeit durchgefithrten Experimenten erkldren. Ein Ausschalten
des mCU und somit einer frithen schnellen Calciumaufnahme in die Mitochondrien fiihrte
zu einer konstant hohen Calciumkonzentration in den Zellen bei Beendigung des Stimulus,
die nur langsam durch andere Mechanismen verringert werden konnte. Bei 40 Hz konnte
weder bei G93A hMN noch im Wildtyp eine Verdnderung der Calciumhomdostase durch

die Transporterblockade beobachtet werden. Vermutlich ist die Calciumerhéhung durch
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diesen geringen Stimulus zu klein, um den mCU zu aktivieren. Im wt ist jedoch wahr-
scheinlich ein anderer, hier nicht identifizierbarer, mitochondrialer Aufnahmemechanismus
vorhanden, da die Ausschaltung der Mitochondrien durch FCCP eine Verénderung ergab.
Bei hoher Calciumbelastung trat das Plateau sowohl bei wt als auch bei einigen G93A
Zellen auf. Jedoch war die Flache der Calciumkurve nur bei wt hMN signifikant grofer
nach Ru360 Blockade und die Werte fiir wt und G93A glichen sich an. Somit kann davon
ausgegangen werden, dass die Stérung der mitochondrialen Calciumaufnahme durch eine
Verringerung der Transportkapazitidt des mitochondrialen Uniporters zustande kommt und
die G93A hMN andere Mechanismen zur Erholung des Calciumsignals bevorzugen. Eventu-
ell ist die Expression einer Untereinheit dieses Transporters verringert oder modulatorische
Mechanismen wurden aufgrund des Zellstresses verédndert. UCP3 wird als modulatorische
Untereinheit des mCU diskutiert [Trenker et al., 2007] und eine Expressionserhéhung in
Muskelgewebe konnte bei ALS-Patienten und im Mausmodell bereits gezeigt werden [Du-
puis et al., 2003|. Eine Analyse der Expression und Funktion bei der Calciumhomdoostase
in Motoneuronen bei ALS fehlt aber.

Eine andere Erklarungsmoglichkeit wére noch, dass zwar Triebkraft und Leitfahigkeit fiir
Calcium bei wt und G93A primér gleich sind, dass aber in G93A hMN schon durch eine
geringe Calciumaufnahme die Triebkraft sehr viel geringer wird, dadurch, dass die Mito-
chondrien stark depolarisieren und somit eine weitere Calciumaufnahme verhindert wird.
Eine grofere Potentialdnderung bei Calciumeinstrom als im Wildtyp wurde bereits an der
neuromuskuldren Endplatte in G93A-Mé&usen gezeigt [Nguyen et al., 2009] und miisste bei
der Hirnstammpréparation noch untersucht werden. Vorversuche zeigten aber keine wesent-
liche Anderung der Rh123-Fluoreszenz bei den elektrischen Stimulationen, wahrscheinlich
aufgrund technischer Probleme, die die Registrierung sehr kleiner Fluoreszenzénderungen
nicht erlaubte oder weil die Calciumbelastung nach und nach erfolgte, was weniger Poten-
tialanderung hervorruft [Chalmers and Nicholls, 2003|. Letzteres wiirde das Argument fiir

eine potentialbedingte verringerte mitochondriale Calciumaufnahme abschwéchen.

4.3.1.2 Der mitochondriale Natrium-Calcium-Austauscher transportiert Cal-

cium in Mitochondrien

Von Colegrove und Kollegen konnte weiterhin gezeigt werden, dass der mitochondriale
Natrium-Calcium-Austauscher (mNCX) in einer spateren, der Aktivitdt des mCU folgen-
den Phase der Erholung des Calciumsignals aktiv ist [Colegrove et al., 2000]. In den von
dieser Gruppe analysierten Neuronen fithrte der mNCX zu einem Plateau im mittleren
Drittel der Kurve, das bei Blockade verschwand (siehe Abb. 4.2b). Wenn der mNCX in
dieser Phase Calcium aus den Mitochondrien in das Zytoplasma transportiert, steht diese
Calciumerhéhung im Gleichgewicht zu einer Calciumerniedrigung durch Extrusion iiber

die Plasmamembran und Transport in das ER und ein Plateau entsteht. Ein solcher Effekt
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konnte in den Motoneuronen nicht beobachtet werden. Es war im Gegenteil eine Verlangsa-
mung der Signalerholung nach Blockade zu sehen. Dies weist darauf hin, dass der mNCX in
diesen Zellen unter den verwendeten Bedingungen Calcium in die Mitochondrien transpor-
tiert, statt aus diesen heraus. Diese Transportrichtung verlangt entweder eine Depolarisa-
tion des mitochondrialen Membranpotentials oder eine hohe intramitochondriale Natrium-
konzentration bei niedriger zytoplasmatischer [Chinopoulos and Adam-Vizi, 2010]. In der
Pipettenlosung befand sich als einzige Natriumquelle das Natriumsalz von ATP mit einer
Konzentration von 100 uM. Das mitochondriale Membranpotential lief sich zwar mit den
Rh123-Messungen nicht quantitativ beschreiben, eine massive Depolarisation ist aber un-
wahrscheinlich, da eine deutliche Rh123-Fluoreszenzerhchung bei Entkopplung beobachtet
werden konnte. In der inneren Mitochondrienmembran befindet sich ein Natrium-Protonen-
Austauscher, der fiir den Export von Natrium in die Mitochondrienmatrix verantwortlich
ist auf Kosten von Protonenverlust und Depolarisation [Numata et al., 1998]. Dieser ist
bei ischdmischen Zusténden in seiner Aktivitdt gestort, was zu einer Umkehr der Trans-
portrichtung des mNCX fiihrt [Smets et al., 2004; Castaldo et al., 2009|. Ein dhnlicher
durch die experimentellen Bedingungen verursachter Zustand wére hier als Erklarung der

ungewohnlichen Transportrichtung auch denkbar.
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Abbildung 4.2: Verschiedene Transporter bestimmen die Phasen der Erholung des Calcium-
signals

(a) In Neuronen des Sympatikus lassen sich nach Depolarisation der Zellen mit einer hohen Kaliumkon-
zentration vier Phasen der Erholung erkennen. (b) Nach Blockade des mNCX mit CGP37157 verschwindet
die Plateauphase (II), die durch ein Gleichgewicht des Transports von Calcium in das Zytosol mit dem
mNCX und der Extrusion iiber die Plasmamembran entsteht. Letztere iberwiegt dann in Phase III und
VI. (¢) Durch eine Entkopplung von Mitochondrien durch FCCP verschwindet auch die erste Phase (I),
die dementsprechend einer schnellen Aufnahme von Calcium in die Mitochondrien entspricht. (verédndert
aus [Colegrove et al., 2000])
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Es war weder bei wt noch bei G93A Neuronen eine signifikante Anderung der Signalfli-
che bei mNCX-Blockade zu beobachten, weswegen dieser Transportmechanismus bei der
Beschreibung der Degenerationsursachen im ALS-Mausmodell vernachlassighar ist. Eine
Calciumaufnahme in die Mitochondrien durch den mNCX statt einer Abgabe konnte die
Motoneurone aber spezifisch vulnerabel fiir eine Calciumiiberladung der Mitochondrien

und somit extrem anfillig fiir exzitotoxische Stimuli machen.

4.3.1.3 Die Rolle der mitochondrialen Permeabilitdtstransitionspore bleibt

unklar

Histologische Nachweise von geschwollenen Mitochondrien weisen auf ein Offnen der mito-
chondrialen Permeabilitatstransitionspore (mPTP) bei ALS hin [Martin et al., 2009|. Auch
wurde gezeigt, dass die Blockade der Offnung der mPTP in Motoneuronen bei exzitotoxi-
schem Stimulus protektiv sein kann |[Martin, 2011]. Dieser Notmechanismus bei Calcium-
iiberladung von Mitochondrien wire eine Degenerationsursache, eine Offnung der mPTP
nach Stimulation im ALS-Mausmodell konnte schon gezeigt werden [Nguyen et al., 2011].
Mit Cyclosporin A (CsA) kann man eine Offnung der mPTP verhindern und es sollte
damit herausgefunden werden, ob unter den bei dieser Arbeit verwendeten Bedingungen
eine Offnung stattfand. Bei 40 Hz war mit CsA kein Unterschied zu Kontrollmessungen zu
erkennen. Diese geringe Calciumbelastung reicht sehr wahrscheinlich nicht fiir eine Uber-
ladung der Mitochondrien aus. CsA fithrte bei Maximalfrequenz zu einer Verringerung der
Signalfliche bei G93A hMN, was mit einer Blockade der Offnung zu vereinbaren wire. Es ist
moglich, dass unter Kontrollbedingungen eine Calciumiiberladung geschidigter Mitochon-
drien stattfindet, die zu einer Offnung der mPTP fithrt. Eine Calciumfreisetzung durch
die Pore wiirde dann die langsameren Erholungskinetiken unter Kontrollbedingungen er-
kldren. Die signifikant grofsere Flache bei wt hMN lésst sich aber nicht mit einer Wirkung
von CsA auf die mPTP vereinbaren. CsA ist ein unspezifisches Immunsuppressivum, das
auch die Phosphatase Calcineurin blockiert, einen Modulator von spannungsabhéngigen
Calciumkanélen [Xu et al., 2010|. Dies konnte den Effekt auf die wt Zellen verursachen.
Auch ist CsA nicht immer effektiv bei der Blockade der Offnung [He and Lemasters, 2002].
Aufgrund der unzureichenden Spezifitidt sind die Ergebnisse der G93A Zellen somit frag-
wiirdig. Eine Studie zum Beispiel mit Cyclophilin-knock-out-Méausen, bei denen die mPTP
nicht 6ffnet [Baines et al., 2005|, miisste zur endgiiltigen Klarung des Beitrags der mPTP

an der Motoneurondegeneration folgen.

4.3.1.4 Das Endoplasmatische Retikulum tragt nur einen kleinen Anteil zu

der Calciumspeicherung bei

Neben den Mitochondrien ist das Endoplasmatische Retikulum der zweite intrazellula-

re Calciumspeicher. Diese Calciumspeicherung wird mit Thapsigargin, einem Blocker der
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SERCA, verhindert und so konnte der Anteil des ER an der Calciumspeicherung der Moto-
neurone untersucht werden. Auch hier war bei 40 Hz kein Effekt der Blockade zu erkennen.
Bei niedrigen Calciumkonzentrationen ist eine Beteiligung des ER an der Erholung des Cal-
ciumsignals somit unwahrscheinlich. Aber auch bei hoher Calciumbelastung gab es keine
signifikanten Unterschiede zu den Kontrollmessungen. Das ER hat somit unter den hier vor-
handenen Bedingungen kaum Anteil an der Calciumhomdoostase weder in wt noch in G93A
hMN. Dieser Befund stimmt iiberein mit &hnlichen Messungen von hMN friih postnataler
und adulter M&use |Balakrishnan, 2006; Jaiswal and Keller, 2009]. Allerdings nimmt unter
Thapsigargin bei Maximalfrequenz die Signalfliche bei wt hMN tendenziell zu, bei G93A
hMN eher ab. Mit dem Hintergrund des gezeigten mitochondrialen Phanotyps wére eine
Erklarungsmoglichkeit in der ER-Mitochondrien-Kopplung zu suchen. Im Ncl. Hypoglos-
sus konnte gezeigt werden, dass mitochondriales Calcium sehr stark zur Fiillung des ER
in Motoneuronen beitragt [Ladewig et al., 2003]. Bei wt Zellen kann bei SERCA-Blockade
weder das externe Calcium noch das aus den Mitochondrien wieder freigesetzte in das
ER aufgenommen werden. Die zytosolische Calciumkonzentration bleibt, wie bei der hier
gezeigten Messung, langer erhoht. Es wird bei ER Blockade vermehrt Calcium in Mito-
chondrien gespeichert [Pozzo-Miller et al., 1997], nach und nach in Zytosol freigesetzt und
nur langsam iiber die Plasmamembran endgiiltig entfernt. Bei G93A hMN wére denkbar,
dass ohne Blockade ein Teil des einfliefenden Calciums in das ER aufgenommen wird und
langsam iiber RyR und IP3R wieder in das Zytosol gelangt, was die Kinetiken verlédngert.
Bei einer SERCA-Blockade wiirde nun weder Calcium in die geschédigten Mitochondrien
noch in das ER aufgenommen, sondern alles iiber die Plasmamembran transportiert. Eine
signalvergrofernde sekundére Calciumfreisetzung aus dem ER kdnnte so nicht stattfinden
und die Signalfliche wére, wie gezeigt, kleiner als ohne Blockade.

Beachtet werden muss aufserdem, dass Thapsigargin in den hier verwendeten Konzentra-
tionen auch spannungsabhingige Calciumkanile hemmt [Shmigol et al., 1995] und die
tatsdchliche Calciumkonzentration somit evtl. nicht mit denen bei den anderen Messungen

vergleichbar ist.

4.3.1.5 Der Calciumtransport iliber die Plasmamembran ist bei G93A hMN

wahrscheinlich gesteigert

Die Daten aus Messungen, bei denen sowohl mit FCCP die mitochondriale Calciumaufnah-
me, als auch mit Thapsigargin die SERCA blockiert wurde, zeigen, dass auch in G93A hMN
die intrazelluldre Calciumspeicherung eine Rolle spielt. Vor allem bei geringer Calciumbe-
lastung verlangsamt sich die Erholung des Calciumsignals enorm, wenn beide Organellen
ausgeschaltet sind, was bei den einzelnen Blockaden so nicht vorherzusehen war. Evtl. iiber-
nimmt der eine Calciumspeicher die Aufgabe des anderen bei dessen Blockade. Deutlicher

ist die Storung der Calciumhoméostase bei wt Zellen durch die doppelte Blockade. Sowohl
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bei 40 Hz als auch bei Maximalfrequenz ist die Erholung des Calciumsignals bei wt hMN
langsamer mit groferer Signalfliche als bei G93A hMN. Der Unterschied bei hoher Calci-
umbelastung zwischen Kontrollbedingungen und doppelter Blockade ist nur bei wt hMN
signifikant. Es gibt leider keine spezifischen, unter diesen experimentellen Bedingungen ver-
wendbaren Blocker fiir die Plasmamembran-Calciumtransporter PMCA und NCX. Somit
lasst sich aus den Ergebnissen nur indirekt schliefen, dass diese Transporter bei G93A
hMN eine gréfere Rolle bei der Calciumextrusion spielen als bei wt Zellen. Dies kénnte ein
Kompensationsmechanismus der kranken Zellen sein, um die mangelhafte mitochondriale
Calciumaufnahme auszugleichen und somit die Motoneurone bei Calciumbelastungen vor
einer Calciumiiberladung zu schiitzen. Wahrend der Messungen konnte beobachtet wer-
den, dass die wt hMN deutlich instabiler bei doppelter Blockade waren als die G93A hMN.
Auch das ist ein Hinweis dafiir, dass die G93A Zellen durch Kompensationsmechanismen
besser auf einen Ausfall von intrazellularen Calciumspeichern reagieren kénnen. Fiir sehr
hohe Calciumbeladungen ist dieser Mechanismus aber zu langsam oder zu friith geséttigt,
so dass die hier bei Maximalfrequenz beobachtete langsamere Erholung des Calciumsignals
erklarbar wird. Eine Aktivitdtssteigerung und Expressionserh6hung der PMCA bei einer
Blockade der SERCA und folgende langsamere Calciumkinetiken konnten bereits in meh-
reren Zelltypen gezeigt werden [Kuo et al., 1997; Pottorf et al., 2000; Pottorf and Thayer,
2002]. Eine dhnliche Reaktion bei mitochondrialer Fehlfunktion ist wahrscheinlich.

4.3.2 Unterschiede zwischen vulnerablen und resistenten Motoneuronen

Wenn die verringerte mitochondriale Calciumaufnahme eine Ursache fiir die Neurodege-
neration bei ALS ist, diirften in den resistenten Neuronen des Ncl. Oculomotorius die
verlangsamten Kinetiken der Erholung nicht sichtbar sein. In der Tat zeigten die Verglei-
che der Calciumsignale nach Stimulation zwischen hMN und oMN eine signifikant geringere
Zeitkonstante und Signalfliche bei G93A oMN. Der Unterschied zwischen wt und G93A
war bei Motoneuronen des Ncl. Oculomotorius nicht sichtbar, diese Neurone haben kei-
ne Storung der Erholung des Calciumsignals. Dieser Befund bestérkt die Hypothese einer
Calciumiiberladung der hMN als subtypspezifische Degenerationsursache bei ALS.
Zusétzlich konnte aus den Werten aber auch geschlossen werden, dass die oMN generell
andere Calciumkinetiken aufweisen. Bei niedriger Calciumbelastung waren Zeitkonstante
und Signalflache sowohl bei wt also auch bei G93A tendenziell grofser als bei hMN. Dies
ist vereinbar mit der gezeigten hoheren Calciumpufferkapazitit der oMN [Vanselow and
Keller, 2000| und ist somit ein Grund fiir die hohere Resistenz dieser Population.

Es gibt Hinweise aus Versuchen vor allem in Primaten und Katzen sowie aus Computersi-
mulationen, dass Neurone des Ncl. Oculomotorius Signale empfangen, die zeitlich integriert
wurden [Moschovakis, 1997|. Physiologische Anwendung ist die Generierung von Sakkaden,

also schnellen Augenbewegungen zu einem bestimmten Punkt und dann dessen Fixierung.
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Eine Integration der Eingénge ermoglicht die Verrechnung und die prézise Antwort mit
stabiler Haltefunktion am Zielort. Die hohe Calciumpufferkapazitéit der oMN sowie eine
extrem hohe Maximalfrequenz kénnte diese Funktion unterstiitzen. Eine Augenbewegung
kann schnell durch hochfrequente Entladung veranlasst werden und die Aktivitat bleibt in
den Neuronen durch den langsamen Calciumkonzentrationsabfall bei hoher Pufferkapazi-
tat lange gespeichert. Durch diese Speicherung ist es moglich, weitere geringere Eingénge
energiesparend aufzusummieren und es muss keine komplett neue Aktivierung veranlasst
werden. Im Gegensatz dazu unterstiitzt die geringe Calciumpufferung in hMN eine flexible
Anpassung und fein abgestufte Bewegung ohne Halteaufgaben, die fiir filigrane Zungen-
bewegungen z.B. fir die Artikulation notig ist [Ladewig et al., 2003]. Die Auswirkung
einer veranderten Expression von Calciumpufferproteinen wurde an einer knock-out-Maus
fiir Calbindin-D28K gezeigt, die deutliche motorische Koordinationsprobleme wegen einer
Storung der Kleinhirnfunktion aufweist [Barski et al., 2003].

Die hohere Entladungsfrequenz der oMN lésst sich auch bei in vivo-Messungen der entspre-
chenden Axone oder innervierten Muskeln beobachten. So konnte in Primaten eine mittlere
Entladungsfrequenz der oculomotorischen Neurone von 337 Hz mit hoher Variabilitat (150-
620 Hz) gemessen werden [Robinson, 1970]. Aufzeichnungen eines Elektromyogramms der
Zunge beim Menschen ergab maximale Frequenzen von nur 28 Hz wahrend der Bewegung,
die fiir ein Freihalten der Atemwege sténdig notig ist [Saboisky et al., 2007|. Bei der Ratte
wurden wahrend der Inspiration rhythmische Entladungen mit einer Frequenz innerhalb
der einzelnen Gruppen von 40-50 Hz im M. Genioglossus gemessen [Rice et al., 2011]|. Auch
bei den hier fiir die Calciumkinetiken analysierten Frequenzen wurde die 40 Hz Stimulation
zum Vergleich mit den Maximalfrequenzen ausgew#hlt als eine Belastung, die wohl wei-
testgehend einer sténdig wiederkehrenden physiologischen Aktivitéat entspricht. Zukiinftig
wére es interessant, die genauen in vivo-Aktivitdten der zwei Kerne wahrend physiolo-
gischer Bewegungen in der Maus zu untersuchen. Diese Aktivitdtseigenschaften kénnten
dann im Hirnschnitt den Zellen als Stimulation vorgegeben und die Calciumsignale beob-
achtet werden.

Die hier verwendete 40 Hz-Stimulation fiir eine Sekunde fiihrte zu einem Calciumsignal
mit einer Dauer von etwa 6s bis zur vollstindigen Erholung im Ncl. Hypoglossus, wo-
bei Fura-2 die physiologische Signalerholung etwas verzogert [Klingauf and Neher, 1997].
Bei einer Atemfrequenz von etwa 2-3 Hz in der Maus, also einer ungefdhren Entladungs-
dauer von ca. 200 ms mit 40 Hz konnte sich ein Calciumsignal gerade erholen [Ladewig
and Keller, 2000]. Ist nun die Erholung des Signals wie gezeigt bei G93A hMN verlang-
samt, wire eventuell die normale stédndige physiologische Aktivitdt schon ein Grund fiir
eine toxische Calciumiiberladung der Zellen, die diese Integration des Calciums im Gegen-
satz zu oMN nicht puffern kénnen. Dies gilt es zu beweisen, um die Relevanz der Daten,

gewonnen aus unphysiologisch starken Calciumbelastungen, zu sichern. Auch eine direk-
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te in vivo-Messung der Calciumsignale wahrend physiologischer Aktivitdt wire denkbar
und wiirde die real auftretenden Calciumdynamiken darstellen [Garaschuk and Konnerth,
2010]. Dieser Ansatz konnte die Hypothesen der in vitro-Messungen einer calciumbeding-
ten Neurodegeneration bei ALS stiitzen, wenn in vivo ein Aufsummieren des Calciums
oder eine akut hohe Calciumbelastung auftritt, die nicht mehr kompensiert werden kann.
Um eine gut kompensierte mitochondriale Schidigung der oMN auszuschliefen, wurde
auch hier eine Entkopplung der Mitochondrien mit FCCP vorgenommen und die Calci-
umsignale nach Stimulation gemessen. Auffillig war, dass mit der bei hMN gewéhlten
FCCP-Konzentration von 200 nM, die eine stabile Messung der hMN iiber mehr als eine
Stunde erlaubte, sowohl wt als auch G93A oMN zu instabil fiir eine Patch-Clamp-Messung
waren. Deshalb wurde eine geringere Konzentration von 80 nM verwendet. Diese erlaub-
te eine stabile Messung, fithrte aber zu einer geringeren Entkopplung der Mitochondrien.
Eine Anderung der Calciumkinetiken war jedoch sichtbar. Im Gegensatz zu hMN verlang-
samte sich die Zeitkonstante der Erholung des Calciumsignals bei G93A oMN signifikant
und sogar stéarker als bei wt oMN. Eine kompensierte mitochondriale Schadigung ist so-
mit unwahrscheinlich. Eventuell ist aber die mitochondriale Calciumaufnahme bei oMN
essentieller fiir eine Funktionstiichtigkeit als bei hMN. G93A oMN reagieren etwas stérker
auf die Entkopplung als wt oMN. Eine Beeinflussung der Mitochondrienfunktion durch die
mutierte SOD1 kann nicht ausgeschlossen werden.

Vulnerabler als die hMN im verwendeten Modell sind die Motoneurone im Spinalmark
(siehe 1.2.6.2). Die Bistabilitdt mit grofen persistierenden Calciumstromen [Hounsgaard
and Kiehn, 1989 und unterschiedliche biophysikalischen Eigenschaften (siehe 4.2.1) kénn-
ten zu einer generell hoheren Calciumbelastung wéhrend physiologischer Aktivitét fiihren.
Die Calciumpufferkapazitét der spinalen MN ist dhnlich gering wie die der hMN [Palecek
et al., 1999]. Eine Ausweitung der hier angewandten Analysen auf spinale Motoneurone im
ALS-Mausmodell ist zur Generalisierung der aufgestellten Degenerationshypothesen notig

und konnte weitere Mechanismen differentieller Vulnerabilitat aufdecken.
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4.3.3 Die Storung der Calciumhomoostase ist spezifisch fiir das
Endstadium der ALS

Im Rahmen einer Ergénzung zu ihrer Diplomarbeit generierte Sylvie Kutterer mit ver-
gleichbaren experimentellen Bedingungen unter meiner Anleitung auch fluorometrische Da-
ten in prasymptomatischen Mausen um P70. Diese sollen im Folgenden mit den Daten der
Tiere im Endstadium verglichen werden, um eine Einschédtzung des Zeitverlaufs der Calci-
umhomdostasestorung zu ermoglichen. In Abb. 4.3 sind die Daten der Kontrollmessungen
aus den &lteren Tieren denen von P70 gegeniibergestellt. Die Amplituden der Calciumsi-
gnale bei P70 Tieren sind signifikant grofser als bei den &lteren Tieren ohne Unterschied
zwischen den verschiedenen Genotypen. Grund konnte eine generelle altersabhingige Ver-
ringerung von Calciumstromen sein. Zeitkonstante und Fliche der Signale bei niedriger
Stimulationsfrequenz sind sowohl bei wt als auch bei G93A P70 Zellen grofier als bei P130
Tieren. Eine mit dem Alter geringere Calciumpufferkapazitit wére eine Erklarungsmoglich-
keit. Sowohl die Verringerung von Calciumstromen als auch die der Calciumpufferkapazitéat
mit dem Alter ist umstritten. Es gibt Verdffentlichungen, die diese zeigen, aber auch Stu-
dien, die das Gegenteil darstellen [Thibault et al., 1998]. Die Entwicklung in den hMN
miisste zur Abklarung iiber eine umfassendere Altersstudie untersucht werden.

Die bei Maximalfrequenz beobachtete verlangsamte Erholung des Calciumsignals bei G93A
Tieren im Endstadium konnte bei P70 nicht beobachtet werden. Hier unterschieden sich
wt und G93A Zellen nicht signifikant. Die tendenziell geringeren Werte bei P70 G93A
hMN konnten auf eine bereits beginnende Kompensation einer mitochondrialen Schadi-
gung durch Leistungssteigerung der Plasmamembrantransporter hindeuten, die in diesem
Alter noch iiberkompensiert ist. Zur Betrachtung des mitochondrialen Anteils der Calci-
umspeicherung zum prasymptomatischen Zeitpunkt wurden auch hier Versuche mit dem
Entkoppler FCCP durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 4.4 dargestellt.

Durch die Entkopplung wurden sowohl die Zeitkonstanten als auch die normierten Signal-
flichen wie bei den &lteren Tieren grofer, allerdings bei P70 auch bei G93A hMN. In diesem
prasymptomatischen Stadium sind die Mitochondrien der G93A Tiere somit noch an der
Calciumspeicherung beteiligt, bei niedriger Calciumbelastung sogar stérker als wt hMN.
Dieser Unterschied zwischen wt und G93A konnte darauf hinweisen, dass prasymptoma-
tisch die Mitochondrien in dem ALS-Modell starker mit Calcium beladen werden, was zu

einer Schédigung oder kompensatorischen Gegenwirkung fiihren kénnte.
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Abbildung 4.3: Keine Calciumhomdostasestérung um P70

Vergleich der Daten aus fluorometrischen Calciummessungen von Tieren im Alter um P70 und Tieren im
Alter um P130. Die Calciumhomdostasestérung ist im prasymptomatischen Stadium noch nicht sichtbar.
(a) Représentative Fura-2-Fluoreszenzkurven nach Stimulation mit 40 Hz und Maximalfrequenz von wt
und G93A hMN aus Tieren mit einem Alter um P70. (b) Signalamplituden sind signifikant grofer als bei
P130. (c) Die Zeitkonstanten sind um P70 nicht unterschiedlich zwischen wt und G93A, aber grofer als
bei P130. (d) Die Flichen der Kurven bei P70 sind nicht unterschiedlich zwischen wt und G93A. Tukey
Post-Hoc-Test nach ANOVA: * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; wt P70: n=34, N=6; G93A P70: n=26,
N=3
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Abbildung 4.4: Entkopplung der Mitochondrien von Tieren um P70

Vergleich der Daten aus fluorometrischen Calciummessungen von Tieren im Alter um P70 mit und ohne

200 nM FCCP. Mitochondrien aus G93A Tieren in einem prasymptomatischen Stadium reagieren stérker

auf Entkopplung als wt Zellen. (a) Représentative Fura-2-Fluoreszenzkurven nach Stimulation mit 40 Hz

und Maximalfrequenz von wt und G93A hMN aus Tieren mit einem Alter um P70 mit 200 nM FCCP.

(b) Signalamplituden &ndern sich nicht durch die Entkopplung der Mitochondrien. (c) Die Zeitkonstanten

sind sowohl bei 40 Hz als auch bei Maximalfrequenz genotypunabhéngig grofer bei Entkopplung. Bei 40 Hz
reagieren die G93A hMN mit P70 deutlich stirker als die wt hMN. (d) Die Flachen der Kurven bei P70
sind nach Entkopplung signifikant grofer, wieder ausgepragter bei G93A bei 40 Hz. Tukey Post-Hoc-Test
nach ANOVA: * p<0.05, *** p<0.001; wt P70 FCCP: n=23, N=4; G93A P70 FCCP: n=25, N=4
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4.4 Zusammenfassung der postulierten Degenerations-

mechanismen und Therapieansatze
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Abbildung 4.5: Zusammenfassung der Ergebnisse

Graphische Veranschaulichung der moglichen Schliisse aus den fluorometrischen und elektrophysiologi-
schen Messungen. In wt hMN aktiviert Calcium durch spannungsabhingige Calciumkanile (Ca,) BK-
Kaliumkanéle in unmittelbarer anatomischer Nahe zur Quelle [Fakler and Adelman, 2008]. Freies Cal-
cium wird in Mitochondrien gespeichert oder iiber die Plasmamembran exportiert. In G93A hMN im
Endstadium ist die Calciumaufnahme in Mitochondrien durch weitestgehenden Funktionsverlust des mit-
ochondrialen Calciumuniporters (mCU) verringert. Das mitochondriale Membranpotential kann somit sta-
bil gehalten werden. Kompensatorisch sind die Plasmamembrantransporter (Plasmamembran Calcium-
ATPase (PMCA) und Natrium-Calcium-Austauscher (NCX)) hochreguliert, die aber eine Calciumiiberla-
dung final nicht verhindern kénnen. Die globale zytosolische Calciumerh6hung aktiviert SK-Kanéle. Evtl.
kommt es zusitzlich im spéaten Stadium zu einer Offnung der mitochondrialen Permeabilititstransitions-
pore (mPTP). ETC=Elektronentransportkette, mNCX=mitochondrialer Natrium-Calcium-Austauscher,

VDAC=spannungsgesteuerter Anionenkanal

Der Hauptbefund der vorliegenden Arbeit ist die Verlangsamung der Erholung des Calci-
umsignals bei hoher Calciumbelastung. Diese Verlangsamung ist fiir das Endstadium der
Krankheit bei vulnerablen hMN spezifisch und kommt durch den Wegfall der Calciumauf-
nahme in die Mitochondrien zustande. Letzterer ist mit einer verringerten Transportleis-
tung des mitochondrialen Calciumuniporters bei urspriinglich gleicher Triebkraft erklarbar.
Partiell kompensiert wurde dieser Mangel wahrscheinlich durch verstérkten Transport von
Calcium tiber die Plasmamembran, der aber bei hoher Belastung fiir eine schnelle Cal-
ciumextrusion nicht ausreichte. Die Verdnderung der cAHP-Amplitude durch verstérkte
Aktivierung calciumabhéngiger Kaliumkanéle vom Typ SK ist die folgende elektrophysio-
logische Konsequenz, was in vivo zu einer Verringerung der Aktionspotentialgenerierung
wihrend repetitiver Entladung fithren kann [Lape and Nistri, 2000]. Dies wére zellprotektiv
und wiirde die tendenziell geringere Erregbarkeit von G93A hMN erkldren. Dieser Schluss
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ist in Abb. 4.5 graphisch dargestellt.

Eine Verlangsamung der Erholung des Calciumsignals durch mitochondriale Verdnderun-
gen wurde bereits bei normalen Alterungsprozessen nachgewiesen und mit kumuliertem
zelluldrem Stress in Verbindung gebracht [Xiong et al., 2002]. Die G93A hMN miissen friih
in der Entwicklung auftretende Stressoren wie eine erhohte Erregbarkeit [Pieri et al., 2003;
Kuo et al., 2004; Bories et al., 2007; Pambo-Pambo et al., 2009] zum Erhalt der Zellen und
der Funktion kompensieren. Eine Verringerung der Erregbarkeit durch Expression anderer
Kanéle oder Kanalmodifikationen, welche die Verdnderungen in Ruhepotential und Ak-
tionspotentialschwelle erkldren, ist denkbar. Auch kénnte die Ubererregbarkeit zu einem
hoheren Energieverbrauch der Zellen und so zu einer héheren Aktivitdt der Atmungskette
fithren [Heath and Shaw, 2002|. Ein hoherer Energieverbrauch wurde bei ALS-Patienten
nachgewiesen [Dupuis et al., 2010]. Dies belastet die Mitochondrien bereits frith in einer
Phase der Entwicklung, in der sie auch als Calciumspeicher wichtiger werden (gezeigt als
mCU-abhéngige Steigerung mitochondrialer Calciumaufnahmekapazitdt in hippocampa-
len Kornerzellen zwischen der vierten und sechsten postnatalen Woche [Lee et al., 2009]).
Das unverénderte mitochondriale Membranpotential bei den G93A hMN weist auf funk-
tionstiichtige Mitochondrien hin. Trotzdem sind diese im Endstadium kaum mehr an der
Calciumaufnahme beteiligt. Auch Mitochondrien von Alzheimerpatienten haben eine re-
duzierte Calciumaufnahmeféhigkeit [Kumar et al., 1994].

Mit den gezeigten Daten vereinbar wére die Theorie einer kompensatorischen Expressions-
verringerung des mCU, um zusétzlichen Stress durch Calciumaufnahme in die Mitochondri-
en und ndtige ausgleichende Regeneration des durch die Calciumaufnahme depolarisierten
mitochondrialen Membranpotentials [Duchen, 1992; Loew et al., 1994| zu verringern und
einem Zelltod vorzubeugen. Auch eine oxidative Schédigung der Calciumaufnahmewege
entweder durch ROS aus der Atmungskette oder durch die mutierte SOD1 wére denkbar.
Zum Ausgleich der Verringerung der Calciumspeicherkapazitéit wire dann eine Expressions-
oder Funktionssteigerung der Calciumtransporter der Plasmamembran vorhanden. Die Zel-
len kénnten so die frithen Stressoren gut kompensieren, sie iiberleben einige Monate. Eine
Steigerung der Expression oder Funktion des NCX ist dabei wahrscheinlicher, da die PMCA
durch eine geringere Calciumaffinitdt der Hauptextrusionsweg bei niedrigen Calciumkon-
zentrationen ist und der NCX erst bei hohen Konzentrationen dazu kommt [Wanaverbecq
et al., 2003]. Aukerdem wurde bereits in Gehirnen von Alzheimer-Patienten eine verstérkte
Aktivitat des NCX nachgewiesen |Colvin et al., 1994| und im Gegensatz zur reinen Hem-
mung von SERCA [Kaplan et al., 2003] und PMCA [Zaidi and Michaelis, 1999] konnte auch
eine Aktivierung des NCX durch ROS gezeigt werden |Goldhaber, 1996]. Allerdings wurde
auch eine neuroprotektive Rolle der PMCA postuliert [Kurnellas et al., 2005] und eine
Expressionssteigerung bei Calciumhomoostasestorungen gezeigt [Kuo et al., 1997]. Sowohl
die PMCA direkt also auch der NCX indirekt iiber die Natrium-Kalium-ATPase benoti-
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gen weitere Energie und sind séttigbare Transporter. Der Energiemangel konnte zu einem
fiir die Mitochondrien toxischen Teufelskreis fiihren, die unzureichende Transportkapazi-
téat der Plasmamembrantransporter bei sehr hoher Calciumbelastung (z.B. durch verstérkte
glutamaterge Erregung) zu einer Calciumiiberladung der Zellen. Wenn die Kompensations-
mechanismen nicht mehr ausreichen, fiihrt dies dann zum Zelltod durch eine Aktivierung
von calciumabhéingigen Enzymen oder mitochondrialer Apoptoseinduktion.

Zur Uberpriifung dieser Hypothese wird im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeits-
gruppe Molekulare Neurophysiologie unter Leitung von Frau Prof. Dr. Birgit Liss in Ulm
eine Genexpressionsstudie durchgefiihrt. Dabei sollen die Expressionslevel der mitochon-
drialen und Plasmamembrantransporter von hMN und oMN in wt und G93A Ma&usen
mittels quantitativer Einzelzell-PCR verglichen werden. Auch eine humane Studie zur Ex-
pression der Transporter beim Gesunden und ALS-Patienten ist geplant.

Gelingt der Nachweis einer Expressionsverringerung des mCU bei gleichzeitiger Expressions-
steigerung der Plasmamembrantransporter wére dies ein weiterer Grund, die Calciumho-
moostase als Ansatzpunkt fiir ein therapeutisches Eingreifen intensiv zu untersuchen. Ein
Fortschritt in der Therapieentwicklung ist dringend nétig, um den ALS-Patienten eine
lainger anhaltende, bessere Lebensqualitdt zu ermoglichen. Ein Eingreifen in das durch
zelleigene Prozesse aufgebaute sensible Calciumgleichgewicht ist schwierig. Eine Erhéhung
der Calciumpufferkapazitit der Neurone wurde aber bereits im Mausmodell als positiv ge-
wertet [Beers et al., 2001|. Eine Unterstiitzung der Kompensationsbemithungen der Zellen
durch Aktivierung des Calciumtransports iiber die Plasmamembran hétte grofies Potential
fiir ein degenerationsverzogerndes Medikament. Auch die Mitochondrientransporter waren
ein moglicher Angriffspunkt. Kaempferol, eine Flavonoid aus Ginkgo oder roten Weintrau-
ben, wurde als Aktivator des mCU identifiziert [Montero et al., 2004|. Eine Studie zur
Wirkung im ALS-Mausmodell wére auf dem Hintergrund der hier vorgestellten Befun-
de wegen des direkten mechanistischen Nachweises zu einem Zeitpunkt des Zellsterbens

vielversprechend.
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- Gilinther Amrhein, Anja Gerlach, Dittmar Ludwig, Blazenka Jordan, An-
nika Parg, Harald Schalk, Thomas Wulf: Technische und strukturelle Hilfe ist

essentiell fiir jedes Forschungsprojekt. Ohne euch wére nichts gelaufen.

- Heimo, Nina, Stephan: Manchmal war auch auferhalb des Labors dringend mo-

ralische Unterstiitzung und Ablenkung notig.

- Meine Eltern, meine Briider, meine Grofseltern und meine Patentante:
Auch wenn ich mich manchmal sehr rar gemacht habe: Ich habe euren Riickhalt

immer gespiirt.





