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ZUSAMMENFASSUNG

. Zusammenfassung

Die Atmung ist ein komplexer Vorgang, dessen koordinierte Funktion durch verschiedene
Zentren im Hirnstamm reguliert wird. Die Kommunikation der in Medulla oblongata und Pons
verteilten Areale wird durch eine Vielzahl unterschiedlichster Neurotransmitter gewahrleistet.
Organische Phosphorverbindungen fiihren Uber eine Hemmung der Acetylcholinesterase
(AChE) zu verschiedenen schwerwiegenden zentralen und peripheren Stérungen, die her-
vorgerufen werden durch eine Uberstimulierung der Rezeptoren mit Acetylcholin.

In dieser Arbeit wurde mit immunhistochemischen Methoden die Verteilung unter-
schiedlicher Acetylcholin-Rezeptoren im Hirnstamm der Ratte untersucht. Im Anschluss dien-
ten physiologische Experimente unter Anwendung der perfundierten Hirnstammpréparation
dazu, mit Hilfe verschiedener Agonisten und Antagonisten, Einblicke in die Funktion der Ace-
tylcholin-Rezeptoren (AChR) bei der Regulierung der Atmung zu erlangen. Des Weiteren
wurde der Effekt des Organophosphats Crotylmethylphosphonofluoridat (CRS) auf die
Atemparameter bei kontinuierlicher Sauerstoffversorgung und simulierter Hypoxie untersucht

Durch Antikorperfarbungen konnte nicht nur gezeigt werden, dass verschiedene
muskarinische und nikotinische Subtyen in der dorsalen (DRG), ventralen (VRG) und ponti-
nen respiratorischen Gruppe (PRG) vorhanden sind, sondern auch, dass Neuronen gleich
mehrere Rezeptoren co-exprimieren. So wurde mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen,
dass innerhalb einer Zelle G-Protein gekoppelte muskarinische Acetylcholinrezeptor-
Subtypen und nikotinische Liganden-gesteuerte lonenkanale co-lokalisieren. Ein Rezeptor-
Subtyp eines konvergierenden Transmittersystems, der 5-HT1, Rezeptor, konnte ebenfalls
zusatzlich in selbigen Zellen mittels Antikdrpern angefarbt werden.

Physiologische Experimente in der perfundierten Hirnstammpraparation zeigten eine
Beteiligung sowohl muskarinischer als auch nikotinischer Acetylcholinrezeptoren, dabei Ub-
ten Agonisten und Antagonisten unterschiedliche, teils signifikante Einflisse auf die Atempa-
rameter aus. Das Organophosphat CRS fiihrte in der perfundierten Hirnstammpraparation zu
einer kurzen Apnoephase von einigen Sekunden, gefolgt von einem pathologischen Atem-
muster, welches sich jedoch innerhalb von 60 min spontan regenerierte. Durch einen zuséatz-
lichen simulierten Kollaps des Herzkreislaufsystems verlangerte sich die Apnoephase auf bis
zu 3 min. Die Zugabe eines 5-HT1, Rezeptor Agonisten fihrte zu einer Reduzierung dieser
Phase ohne Nervus Phrenicus Aktivitat.

Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit erstmalig nachgewiesen, dass die Organo-
phosphate ihre zentralen Wirkungen auf die Atmung in sémtlichen bislang klassifizierten
Atemzentren der Ratte ausiiben kénnen. Die hohe Rezeptordichte unterschiedlicher AChR-
Subtypen in den Kerngebieten von DRG, VRG und PRG und die physiologischen Experi-

mente zeigten, dass ACh bei der Atemregulation ein hoher Stellenwert beikommt. Durch die
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Untersuchungen mit CRS konnte nachgewiesen werden, dass sich die Atemparameter bei
gewahrleisteter Sauerstoffversorgung trotz dauerhafter Hemmung der Acetylcholinesterase
wieder normalisieren. Mit dem Einsatz verschiedener Agonisten und Antagonisten, speziell
fur das cholinerge und serotonerge System, erdffnen sich durch diese Arbeit neue Therapie-

ansatze bei der Behandlung von Organophosphatvergiftungen.



ABSTRACT

II. Abstract

Breathing is a very complex process being regulated via the coordinated activity of different
areas scattered in the brainstem. Communication between these areas in medulla oblongata
and pons is warranted by different neurotransmitters.

Organophosphorous compounds cause severe effects in the central nervous system and in
the periphery. By inhibition of the enzyme acetylcholinesterase they lead to over stimulation
of the receptors due to an excess of acetylcholine.

In this work the distribution of acetylcholine receptor subtypes in the rat brainstem
was investigated with immunhistochemical methods. By the use of different muscarinic and
nicotinic receptor agonists and antagonists in the perfused brainstem preparation of the rat
the effect on breathing patterns was tested to gather knowledge for their possible use in the
therapy of organophosphate poisonings. To directly test the effects of an organophosphoric
compound in the perfused brainstem preparation CRS was applied once using normal oxy-
genation, the second time using simulated hypoxia.

With antibody-stainings it was shown that not only muscarinic and nicotinic acetylcho-
line receptors are present in the dorsal, ventral and pontine respiratory group but also neu-
rons expressing multiple receptor subtypes. Using immunfluorescence it was verified that
neurons express muscarinic G-protein coupled receptors and nicotinic ligand-gated ionchan-
nels. 5-HT1, receptors of the converging serotonin transmitter system were also shown to be
colocalized in the same cell with the acetylcholine receptors.

Physiological experiments using the perfused rat brainstem preparation proofed the
involvement of muscarinic and nicotinic receptors in the regulation and modulation of breath-
ing. Agonists and antagonists caused differently, sometimes significantly, changes in the
breathing pattern. The organophosphate CRS induced a small apnoea, lasting several se-
conds, followed by a pathological breathing pattern which recovered within 60 min.

By simulation of a cardiac-arrest the apnoea was elongated to 3 min but it could be reduced
by application of the 5-HT1, receptor agonist 8-OH-DPAT.

Concluding this work it is likely that organophosphates exert influence on every part
of the respiratory centre due to the high number of different acetylcholine receptor subtypes
being expressed there. The experiments with CRS showed a normalization of the breathing
pattern under constant oxygenation of the preparation despite complete inhibition of AChE. It
might be a great chance to test specific muscarinic and nicotinic receptor antagonists for

their potential in the therapy of nerve agent poisoning.
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Abkilrzung Definition

5-HT 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

ABC Avidin-Biotin-Komplex

ACh Acetylcholin

AChE Acetylcholinesterase

AChR Acetylcholinrezeptor

ACSF artificial cerebrospinal fluid (artifizielle Zerebrospinalflissigkeit)

AEC 3-Amino-9-Ethylcarbazol

ATP Adenosin-Triphosphat

BHS Blut-Hirn-Schranke

CRS Crotylmethylphosphonofluoridat

cVRG caudal respiratory group (caudale respiratorische Gruppe)

Da Dalton

DAB Diaminobenzidin

DAPI 4’,6 Diamindin-2-phenylindol

DRG dorsale respiratorische Gruppe

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EKG Elektrokardiogramm

FACS fluorescence activated cell sorting (Fluoreszenzaktivierte Zell-
sortierung)

FOV field of view

GABA y-aminobutyric acid (y-Aminobuttersaure)

HPLC high performance liquid chromatography (Hochleistungsflissig-
keitschromatographie)

Ig Immunglobulin

LTD laterale tegmentale Kerne

MAChR muskarinischer Acetylcholinrezeptor

MRNA messenger ribonucleic acid (Messenger Rinbonukleinséure)

nAChR nikotinischer Acetylcholinrezeptor

NTS Nucleus Tractus Solitarius

OP Organophosphat

PBS phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzldsung)

PCR polymerase chain reaction (Polymerase Kettenreaktion)

PFA Paraformaldehyd



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkilirzung Definition

pFRG parafaciale respiratorische Gruppe

PLC Phospholipase C

PN phrenic nerv (Nervus Phrenicus)

PNA phrenic nerve activity (Aktivitéat des Nervus Phrenicus)

PPT Pedunklopontine Kerne

PRG pontine respiratorische Gruppe

RT Raumtemperatur

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

RT-PCR reverse transkriptase polymerase chain reaction (Reverse Tran-

skriptions Polymerase Kettenreaktion)

RTN Nucleus Retrotrapezoides

r'VRG rostrale ventrale respiratorische Gruppe

SDS Sodiumdodecylsulfat

Te time of expiration (Expirationszeit)

T time of inspiration (Inspirationszeit)

Thot total time (Zykluslange)

UE Untereinheit

VRG ventrale respiratorische Gruppe

WHBP working heart brainstem preperation (perfundierte Hirnstam-
mpraparation)

ZNS Zentrales Nervensystem
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1 Einleitung

1.1 Atmung

Die Atmung ist eine lebenswichtige Grundfunktion, die der Aufrechterhaltung der Sauer-
stoffversorgung samtlicher Korperzellen dient. Kommt es zu einem Atemstillstand, Apnoe
genannt, setzt ein Zellsterben ein, welches ohne Behandlung zu Organschaden und letzt-
endlich zum Tode fuhrt.

Das komplexe Atemmuster bei S&ugern lasst sich in drei Phasen unterteilen: Inspira-
tion, Postinspiration und Expiration, deren Koordination durch ein Zusammenspiel verschie-
dener motorischer Ausgange gewahrleistet wird.

Die Kontraktion des Diaphragmas, des wichtigsten inspiratorischen Muskels, durch
Innervation von im zervikalen Rickenmark entspringenden paarigen Nervi Phrenici (PN),
fuhrt zum Absinken der Zwerchfellkuppe. Gleichzeitig wird der Brustkorb durch die inspirato-
rische Interkostalmuskulatur erweitert, so dass sich die Lunge ausdehnen kann und der ent-
stehende Unterdruck die Ventilation wahrend der Inspiration ermdéglicht. Des Weiteren
kommt es zur Aktivierung von Larynx-Abduktoren durch motorische Ausgangsstrukturen in
der Medulla oblongata, dem verlangerten Riuckenmark. Die nachfolgende Weitung der
Stimmlippe fuhrt zur Abnahme des inspiratorischen Atemwiderstands.

In der spaten Inspirationsphase kommt es durch afferente Rickkopplung von Lun-
gendehnungsrezeptoren zu einem Phasenwechsel (Hering and Breuer, 1868) und auf moto-
rischer Ebene beendet eine kurze Kontraktion der Stimmritze die Inspiration. So wird die
Ventilation unterbrochen und der Gasaustausch in den Lungenblaschen begunstigt (Richter,
1995). Im Verlauf der friihen Expirationsphase nimmt die Kontraktion der Stimmritze kontinu-
ierlich ab und die eingeatmete Luft kann kontrolliert werden. Diese Phase der Expiration wird
automatisch durch Adaption beendet und es schliel3t sich die spate Expirationsphase an, die
jedoch motorisch so lange unterschwellig bleibt, bis durch erhéhte Atemfrequenz oder Atem-
zugvolumen aktiv Luft aus den Lungen gepresst werden muss.

Die Koordination dieser motorischen Ausgénge, welche die peripheren Atmungsor-
gane steuern, wird durch Ubergeordnete Zentren im Hirnstamm gewdhrleistet, die im folgen-

den Abschnitt ndher erlautert werden.

1.1.1 Atemzentren

Julien Jean César Legallois war der erste Wissenschaftler, der im 19. Jahrhundert, durch
Tierversuche, in denen er die Verbindung zwischen Gehirn und Rickenmark durchtrennte,

ein Atemzentrum in der Medulla oblongata lokalisierte (Fye, 1995).
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Mittlerweile ist eine Vielzahl von Arealen im Gehirn entdeckt worden, die mit der At-
mung in Verbindung gebracht werden und teils essentielle, teils modulierende Funktionen
haben (siehe Abb. 1).

A

sC

NDNX .

NTS

PB

Rpa RM

10am

Abb. 1: Schematische Darstellungen der Atemzentren im Rattenhirn, bearbeitet nach (Wong-Riley and Liu, 2005).

Gelb: Pontine Respiratorische Gruppe (PRG), rot: Dorsale Respiratorische Gruppe (DRG), blau: Ventrale Respiratorische
Gruppe (VRG)

(A) Parasagitalschnitt, (B) - (D) Coronale Schnitte durch den Ratten-Hirnstamm in den Ebenen der Pons, der rostralen und
caudalen Medulla

Abkirzungen: Amb: Nucleus Ambiguus; B6tK: Botzinger Komplex; KF: Kélliker-Fuse Nucleus; NTS: Nucleus Tractus Solitarius;
PBK: PraBotzinger Komplex; PBL: lateraler Nucleus Parabrachialis; PBM: Medialer Nucleus Parabrachialis; pFRG: parafaciale
Respiratorische Gruppe; RTN: Nucleus Retro-Trapezoides.

Zur Orientierung: Amb: Nuclues Ambiguus; CN: Nucleus Cuneatus; I0: Nucleus olivaris inferior; I0am: Nucleus olivarif acces-
sorius medialis; LRt: lateraler Nucleus reticularis; NDNX: Nucleus dorsalis nervi vagi; SPV: Nucleus spinalis nervi trigeminii; nV:
Nucleus motorius nervi trigeminis; nVIl: Nucleus Facialis; nVe: Nucleus Vestibularis; RF: Nucleus retrofacialis; RM: Nucleus
raphe magnus; Rpa: Nucleus raphe pallidus; Rob: Nucleus raphe obscurus; scp: Pedunculus cerebellaris superior; SO: Nucle-
us olivarius superior

Die bislang klassifizierten bilateral angelegten Atemzentren (siehe Abb. 1) kénnen auf Grund
ihrer Lage im Hirnstamm in drei Gruppen unterteilt werden. Caudal in der Medulla oblongata
gelegen, existieren zwei sich gegeniuberliegende Bereiche die als dorsale und ventrale respi-
ratorische Gruppe bezeichnet werden (DRG, VRG) weiter rostral in der Pons befindet sich

die pontine respiratorische Gruppe (PRG).
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Die DRG umfasst Zellen des Nucleus Tractus Solitarius (NTS), der eine wichtige Rolle in der
Verarbeitung autonomer Funktionen spielt und verschiedenste Informationen integriert (siehe
Abb. 1A und D). Er erhalt Input Gber Afferenzen aus dem cardiovaskularen System, dem
Verdauungstrakt und den Atmungsorganen (Le Brun et al., 2008). So projizieren der IX. und
X. Kranialnerv, Nervus glossopharynx und Nervus vagus, in dieses Kerngebiet. Sie Ubertra-
gen Informationen Uber den arteriellen Sauerstoff, Kohlendioxid und pH sowie Uber den sys-
temischen arteriellen Blutdruck, die sie Gber Chemorezeptoren in Karotis und Aorta erhalten.
Der Nervus Vagus verarbeitet au3erdem Informationen von Dehnungs- und anderen senso-

rischen Rezeptoren, die sich in der Lunge befinden (Levitzky, 2002).

Die VRG umfasst verschiedene Kompartimente, die saulenférmig die ventrolaterale Medulla
durchziehen, und sich auf Grund ihrer Zellzusammensetzung unterscheiden (siehe Abb. 1A,
C und D) Im Gegensatz zur DRG, die als Integrationsstelle verschiedene autonome Informa-
tionen verschaltet, enthalt die VRG das postulierte neuronale Netzwerk zur Generierung des
Atemrhythmus. Sie enthélt sowohl Pramotorneurone des Nucleus Phrenicus, der das
Zwerchfell innerviert, als auch verschiedene Pramotorneurone, die Informationen an expira-
torische Motoneurone weiterleiten (Alheid et al., 2002). Auf Grund physiologischer Unter-
schiede lasst sich die VRG in verschiedene Bereiche unterteilen.

Wahrend der rostrale Teil (rVRG) hauptséchlich inspiratorische Neuronen enthélt, die
aktiv wahrend der Inspirationsphase des Atemzyklus entladen, sind im Botzinger Komplex
und im caudalen Teil (cVRG) expiratorische Neuronen angeh&uft. Der Boétzinger Komplex
wird daher auch als Hauptquelle der expiratorischen Aktivitat angesehen (Ezure, 1990;
Ezure et al., 2003; Jiang and Lipski, 1990; Long and Duffin, 1986; Shen et al., 2003; Smith et
al., 2007).

Dem mehr caudal gelegenen, sogenannten PraBoétzinger Komplex, in dem sich inspi-
ratorische, expiratorische und phasen-iberspannende Neurone befinden, wird zugeschrie-
ben, mafgeblich fur die Generierung der Inspirationsphase verantwortlich zu sein (Johnson
et al., 1994; Koshiya and Smith, 1999; Smith et al., 1991). So konnte gezeigt werden, dass
die vollkommen von anderen Strukturen isolierte Region in-vitro autorhythmische Aktivitat
aufweist (Johnson et al., 2001; Koshiya and Smith, 1999; Smith et al., 2007; Smith et al.,
2009).
Der PréaBotzinger Komplex steuert unter anderem die Aktivitat inspiratorischer Neuronen der
rostralen VRG, die wiederum zu Motorneuronen des Nervus Phrenicus projizieren und so
direkt das Atemmuster beeinflussen. Der Botzinger Komplex ist fur die Inhibierung selbiger
Neuronen der rVRG verantwortlich (Smith et al., 2007).

Die Rolle der parafacialen Respiratorischen Gruppe (pFRG) ist bis heute nicht voll-

kommen geklart. So besteht die Hypothese, dass sich in der Region der pFRG ein vollkom-
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men autonomer zweiter Rhythmusgenerator befindet, der allerdings nur die Expiration steu-
ert (Feldman and Janczewski, 2006a, b; Onimaru and Homma, 2003). Die Region Uberlappt
zum Teil mit dem Nucleus Retrotrapezoides (RTN), der vor allem chemosensorische Neuro-
nen aufweist, die zu vielen medullaren Strukturen, wie dem Boétzinger und Pré&Botzinger
Komplex projizieren (Smith et al., 2007).

Die Zugehorigkeit des Nucleus Facialis zur VRG wird ebenfalls diskutiert. Der Nu-
cleus Facialis ist ein Motornucleus, der Informationen durch motorische Efferenzen in der
Peripherie an die Facialis Muskulatur des Gesichts weiterleitet. Allerdings konnte in der Ratte
gezeigt werden, dass er sowohl Inputs von der caudalen VRG erhalt, wie auch selber Projek-

tionen zur rostralen VRG und zur DRG sendet (Zheng et al., 1998).

Rostral gelegen im Bereich der Pons findet sich die Pontine Respiratorische Gruppe (PRG),
welche aus mindestens vier benachbarten Regionen besteht, die unterschiedliche modulie-
rende Einflisse auf den Atemrhythmus ausiiben (siehe Abb. 1A und B). Von caudal nach
rostral sind das die A5-Region (Hilaire and Duron, 1999), die Intertrigeminale Region
(Chamberlin, 2004) und der Parabrachiale Komplex inklusive des Nucleus Koélliker Fuse
(Alheid et al., 2004).

Die PRG nimmt hauptsachlich modulierende Funktionen wahr, sie spielt zum Beispiel
eine wichtige Rolle bei der reflektorischen Begrenzung der Inspiration, auch Hering-Breuer-
Reflex genannt, der verhindert, dass die Ausdehnung der Lunge ein gewisses Mal3 Uber-
schreitet. Diesen modulierenden Einfluss auf die Respiration konnen die Zentren der PRG
ausliben, da sie sowohl zu Pramotoneuronen als auch zu Motoneuronen des Pharynx, Hy-
poglossus und Phrenicus, projizieren (Alheid et al., 2004). Des Weiteren konnte durch Lasi-
onsversuche verschiedener Bereiche im Hirnstamm der Ratte beobachtet werden, dass
durch Entfernung der PRG der dreiphasige Atemrhythmus verloren geht und es zu einem

Verlust der Postinspiration kommt (Smith et al., 2007).

1.1.2 Neuromodulation der Atmung

Wie in den vorangegangenen Abschnitten erwahnt, ist die Atmung ein auf3erst komplexer
Vorgang, der die Verschaltung und Verarbeitung verschiedenster Informationen gewahrleis-
ten muss. Die Kommunikation der verschiedenen Hirnareale via Neuronen kann daher nur
Uiber eine grofRe Anzahl von Neurotransmittern und Neuromodulatoren gewéhrleistet werden.
Sowohl in Bereichen, die Uber Projektionen mit Atemzentren verknipft sind, als auch in
Kompartimenten der DRG, VRG und PRG selbst, wurde eine Vielzahl an Neurotransmittern

und -modulatoren entdeckt.
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Abb. 2: Darstellung der verschiedenen modulierenden Einfliisse, denen das respiratorische Netzwerk unterworfen ist (Doi and
Ramirez, 2008).

Abkirzungen: NA: Nucleus Ambiguus; A5: Noradrenerge Neuronen in der PRG; TM: Nucleus Tuberomamillaris; A6: Locus
Ceruleus; PAG: Periaquéaduktales Grau; VM: Ventrale Medulla; SST: Somatostatin; CCK: Cholekcystokinin; SP: Substanz P;
NE: Norepinephrin; DA: Dopamin; 5-HT: Serotonin

Abb. 2 gibt einen Uberblick iber Neuromodulatoren, die mit der Atmung assoziiert werden.
Abhangig von dem jeweiligen Rezeptortyp der im Zielneuron exprimiert wird, kann ein- und
derselbe Modulator verschiedene Signalkaskaden initieren und somit zu unterschiedlichen
Effekten auf die Atmung filhren. So hat z. B. Serotonin (5-HT), falls es an die Rezeptoren 5-
HT, und 5-HT, bindet, einen steigernden Effekt auf den Atemrhythmus, wahrend die dem 5-
HT,; Rezeptor nachgeschaltete Signalkaskade die rhythmische Aktivitat der Atmung hemmt
(Doi and Ramirez, 2008).

Bis heute ist der modulierende Einfluss einer ganzen Reihe von Substanzen bestéatigt
worden, wie Dopamin, Norepinephrin, Somatostatin, Serotonin und Substanz P (Doi and
Ramirez, 2008). Sie entfalten ihre Wirkung sowohl auf der Ebene der Motoneurone, Prdmo-
toneurone wie auch in den respiratorischen Neuronen der Atemzentren. Hieraus ergibt sich
eine momentan noch uniberblickbare Vielzahl an Einfliissen, denen das respiratorische

Netzwerk unterworfen ist, und derer es sich bedient, um Plastizitat zu gewahrleisten.

1.2 Das zentrale cholinerge System

Acetylcholin (ACh) ist ein wichtiger Neurotransmitter, dessen bekannteste Funktion die Reiz-
tibertragung zwischen Nerv und Muskel an der motorischen Endplatte ist. Acetylcholin Gbt
allerdings auch in verschiedenen anderen Organen und Geweben wichtige Funktionen aus,

die jedoch bis heute nicht komplett nachvollzogen werden kénnen. So hat man ACh in Blase,
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Gastro-Intestinaltrakt, Reproduktionsorganen, Herz, Auge sowie in Krebszellen, Immunzellen
und diversen Epithelien von Saugern gefunden (Kawashima and Fujii, 2008).

Im Gehirn finden sich die wichtigsten cholinergen Neuronenpopulationen in den pe-
dunclopontinen (PPT) und lateralen tegmentalen Kernen (LTD) (Bellingham and Funk, 2000;
Bellingham and Ireland, 2002). Diese Strukturen im rostralen Hirnstamm stehen mit zahlrei-
chen anderen Kerngebieten, sowohl Gber Afferenzen als auch tber Efferenzen, in Verbin-
dungen. So ist es nicht verwunderlich, dass Acetylcholin auch im Gehirn an einer Vielzahl
von Funktionen beteiligt ist, abhdngig von der Zielstruktur, dem vorhandenen Rezeptor an

den es bindet und der sich anschlieRenden Signalkaskade.

1.2.1 Acetylcholinrezeptoren

Grundsatzlich werden die Acetylcholinrezeptoren (AChR) in zwei grof3e Gruppen unterteilt, je
nachdem ob sie neben ACh durch Muskarin, ein Alkaloid des Fliegenpilzes, oder Nikotin, ein
Alkaloid der Tabakpflanze, stimuliert werden. Wahrend es sich bei den muskarinischen
AChRs um G-Protein gekoppelte Rezeptoren handelt, die je nach Subtyp ein bestimmtes
second messenger System initiieren, handelt es sich bei den nikotinischen AChR um ligand-
engesteuerte lonenkanéle fir zweiwertige Kationen, die eine Membrandepolarisation bewir-
ken und so eine wesentlich schnellere Signallibertragung gewéahrleisten.

In Wirbeltieren sind bis heute 17 verschiedene Untereinheiten (UE) des nAChR be-
kannt, die sich je nach Gewebe und Zelltyp zu verschiedenen funktionellen Rezeptoren zu-
sammensetzen. So ist der Muskeltyp ein Heteropentamer, zusammengesetzt aus afyd Un-
tereinheiten, wobei im ausgewachsenen Tier die y Untereinheit durch € ersetzt wird. Die neu-
ralen nAChRs sind auch Pentamere, jedoch kommen im zentralen Nervensystem (ZNS) so-
wohl Heteromere aus a- und B- als auch Homomere aus verschiedenen a-UE vor. Jede UE
bestimmt dabei entscheidend die pharmakologischen und funktionellen Eigenschaften des
Rezeptors. Abb. 3, entnommen und verandert aus (Gotti et al., 2006), gibt einen Uberblick

Uber das Vorkommen verschiedener nikotinischer AChRs im Nagerhirn.
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Abb. 3: Schematische Zeichnung eines Nagerhirns, farbig gekennzeichnet sind die Bereiche in denen nAChRs gefunden wur-

den, angegeben sind die jeweiligen Subtypen. Zeichnung entnommen und verandert aus (Gotti et al., 2006).

Abhangig von ihrer Lokalisation innerhalb des ZNS variieren zusatzlich ihre Funktionen. So
sind nAChRs, exprimiert in der prasynaptischen Membran, an der Modulation der synapti-
schen Signaltbertragung durch ACh, Dopamin oder Glutamat beteiligt. Finden sie sich da-
gegen postsynaptisch, fuhrt ihre Aktivierung zu intrazellularen Prozessen, wie Initiierung der
Genexpression oder Zelldifferenzierung (Zouridakis et al., 2009). Eine Aussage Uber eine
grundsatzliche Funktion von nAChRs im ZNS ist daher nicht mdglich.

Auch muskarinische Rezeptoren lassen sich weiter unterteilen. Mit bislang funf ent-
deckten Subtypen ist ihre Anzahl jedoch uberschaubar. Wahrend M;, M; und Ms an Gg/1;
Proteine gekoppelt sind und so dieselben Signaltransduktionsketten in Gang setzen, sind M,
und M, hauptsachlich an Gi/, gebunden (Boudinot et al., 2008). Im Gehirn werden alle mus-
karinischen Rezeptoren exprimiert und es kdnnen ihnen einige Subtyp-spezifische Funktio-
nen zugeschrieben werden. So spielen zum Beispiel M; und M, wichtige Rollen bei der Ver-
arbeitung kognitiver Funktionen wie Lernen und Erinnerungsverarbeitung (Abrams et al.,
2006).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick {iber die bislang entdeckten mAChR Subtypen, ihre

Lokalisation, mdgliche Funktion und die an eine Aktivierung gekoppelten Signalwege.
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Tabelle 1: Uberblick tiber G-Protein, Signalkaskade, Lokalisation und Krankheiten die mit den einzelnen mAChR Subtypen

assoziiert werden. Entnommen und veréndert aus (Langmead et al., 2008).

MAChR Subtyp

M1 M2 M3 M4 M5
Gy _ Gy : Gg1
g.e"orlzugter PLC IPJDAG /?&Hemmun ) PLC IP/DAG ﬁ'g(H emmung) PLC IPs/DAG
ignalweg caZ’IPKC 9 caZ’IPKC 9 caZ’IPKC

Expressionsprofil

Assoziierte
Krankheitsbilder

Cerebraler Cortex,
Hippocampus,
Striatum, Thalamus,
Driisengewebe,
sympathische
Ganglien

Alzheimer,
Schizophrenie,
kognitive Dysfunktion

Medulla oblongata,
Thalamus,
Cerebraler Cortex,
Hippocampus,
Striatum,

glatte Muskulatur,
Herz, Lunge

Alzheimer, Schmerz,
kognitive Dysfunktion

Cerebraler Cortex,
Hippocampus,
Driisengewebe,
glatte Muskulatur

Chronisch obstuktive
Lungenerkrankungen
Inkontinenz,
Reizdarm-Syndrom

Striatum,

Cerebraler Cortex,

Hippocampus

Parkinson,
Schizophrenie,
neuropathischer
Schmerz

Substantia nigra

Drogenabhangigkeit,
Parkinson,
Schizophrenie

1.2.2 Rolle des Acetylcholins bei der Atemregulation

Der Einfluss von ACh auf die Atmung auf physiologischer Ebene ist in verschiedensten Stu-
dien untersucht worden. Die Ergebnisse unterscheiden sich jedoch teilweise grundlegend, je
nach Art der in-vivo oder in-vitro Praparation und der untersuchten Tierspezies. So gibt es
nicht nur kontrare Aussagen lber den Einfluss von ACh auf die Atmung, sondern auch tber
die Beteiligung der verschiedenen Rezeptor-Subtypen.

In isolierten Hirnstamm-Rickenmark-Praparationen neugeborener Ratten konnte
durch die Applikation von ACh ein Anstieg der Atemfrequenz beobachtet werden. Durch
Atropin, einen kompetitiven mAChR-Hemmer, konnte dieser Effekt stark abgeschwacht wer-
den. Zu einer vollstandigen Normalisierung der Atemfrequenz kam es jedoch nur bei gleich-
zeitiger Gabe von Dihydro-B-erythroidine (DHBE), einem nAChR Antagonist (Murakoshi et
al., 1985). Diese Untersuchungen an neugeborenen Ratten lassen auf eine Beteiligung so-
wohl muskarinischer als auch nikotinischer AChR bei der Generierung des Atemrhythmus
schlieBen. Weiterhin zeigen sie, dass ACh eine stimulierende Wirkung auf die Atemfrequenz
ausubt, ein Effekt, der auch in Schnittpraparaten neugeborener Mause und Ratten beobach-
tet werden konnte (Shao and Feldman, 2001).

Fir Muskarin sind jedoch im Gegensatz zu ACh und Nikotin auch hemmende Einflis-
se auf die Atemfrequenz beobachtet worden (Zanella et al., 2007). Auch &ltere in-vivo Ver-
suche an Katzen aus den frihen 80er Jahren zeigen heterogene Effekte von ACh auf die
Atmung. So wurden sowohl hemmende, als auch erregende Einfliisse auf inspiratorische
und expiratorische Neuronen in der Medulla oblongata beobachtet (Bohmer et al., 1987;
Foutz et al., 1987; Jordan and Spyer, 1981).



EINLEITUNG

Neben den widersprichlichen Befunden tber die cholinerge Modulation der Atmung ist auch
das Expressionsmuster der verschiedenen Acetylcholinrezeptorsubtypen nicht eindeutig ge-
klart. Durch radioaktive Bindungsstudien, in-situ Hybridisierungen, RT-PCR und immunhisto-
chemische Methoden konnte bislang das Vorhandensein bestimmter AChR fir einzelne
Spezies in Atemzentren beschrieben werden. Das Laborteam um Jack L. Feldman wies die
MRNA aller muskarinischen Rezeptor-Subtypen im PraBotzinger Komplex und angrenzen-
den Arealen in neugeborenen Ratten nach (Lai et al., 2001). Mit Hilfe spezifischer Antikdrper
konnte aulRerdem das Vorhandensein der a; und a, Untereinheiten des nAChR im rostralen
Teil der VRG und in der caudalen Pons gezeigt werden (Dehkordi et al., 2007).
Die heterogene Verteilung von M; bis Mz in den respiratorischen Zentren der Katze wurde
mit Hilfe radioaktiver Isotope nachgewiesen (Mallios et al., 1995).

Eine allgemeingiltige Aussage, wie sich Acetylcholin, Muskarin und Nikotin auf das
Atemmuster auswirken und in welchen Kerngebieten des Hirnstamms sie ihre Wirkung ent-

falten, konnte bis heute nicht eindeutig getroffen worden.

1.3 Organophosphate und Atmung

Um eine Dauer- und Uberstimulation an den Synapsen zu vermeiden und eine schnelle Sig-
nalverarbeitung zu ermdglichen, wird ACh unmittelbar nach der Freisetzung in den synapti-
schen Spalt durch AChE abgebaut. Es entstehen hierbei durch Hydrolyse Essigsaure und
Cholin.

Organophosphate (OP), bei denen es sich um Phosphor- oder Phosphonsaureester
handelt, fihren durch kovalente Bindung an Serin im aktiven Zentrum der AChE zu deren
Inaktivierung. Hierdurch kommt es zu einer Akkumulation von Acetylcholin im synaptischen
Spalt und einer gestdrten Reizweiterleitung. OPs werden sowohl in der Landwirtschaft als
Insektizide eingesetzt als auch im militarischen Bereich als Nervenkampfstoffe. Die Effekte
einer akuten Vergiftung reichen dabei von Pupillenverengung, Muskelschwéache und ver-
mehrtem Speichelfluss bis hin zu epileptischen Krampfanfallen, Atemversagen und Tod.

Das Atemversagen, hervorgerufen sowohl durch die periphere LAhmung der Atem-
muskulatur, Verkrampfungen und erhéhte Sekretion in den Luftwegen als auch durch zentra-
le Effekte auf die Atemzentren im Hirnstamm, gilt als Haupttodesursache (Houze et al.,
2008). Wie genau sich dieser zentrale Effekt darstellt und was er fur einen Anteil am akuten
Atemversagen einnimmt, ist seit langem Gegenstand der Forschung und ist wie schon die
Wirkung des AChs auf die Atmung, nicht eindeutig geklart.

In-vivo Experimente mit Meerschweinchen zeigen nach Vergiftung mit dem Organophosphat
Soman einen Shift in der sonst synchronen Aktivitdt des Zwerchfells mit der Aktivitat einzel-
ner respiratorischer Neurone in der Medulla (Chang et al., 1990), so dass die sonst so wich-

tige Synchronitat in dem respiratorischen Netzwerk durch OPs unterbrochen zu sein scheint.
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Auch in Soman-vergifteten Katzen, konnte eine solche Phasenverschiebung beobachtet
werden, der sich Erh6hung der Atemfrequenz, Blutdruckabfall und Verringerung des Herz-
schlages anschlossen (Bay et al., 1973).

Die Vergiftungserscheinungen spiegeln sich jedoch nicht nur in der Asynchronitét von respi-
ratorischen Neuronen und respiratorischen Muskeln wieder, sondern auch an den respirato-
rischen Parametern selbst. So kam es bei Katzen, intracerebroventrikular vergiftet mit dem
Insektizid Paraoxon, zu gravierenden Auswirkungen auf die Atemfrequenz, abhéngig von
ihrem Bewusstseinszustand. Waren die Tiere narkotisiert, verringerte sich nach Intoxikation
die Atemfrequenz und es kam zum Atemstillstand. Waren die Katzen dagegen bei vollem
Bewusstsein, kam es zu einer Atembeschleunigung (Foutz et al., 1987; Haji et al., 2000).

Es gibt eine Vielzahl an Experimenten, die zeigen, dass Organophosphate einen
zentralen Effekt auf respiratorische Neurone und die Aktivitat des Nervus Phrenicus ausiben
und weitere Symptome einer akuten Vergiftung nach sich ziehen (Bay et al., 1973; Nambiar
et al., 2007; Rickett et al., 1986; Worek and Szinicz, 1993). Auf der anderen Seite gibt es
jedoch auch Untersuchungen an VX-vergifteten Meerschweinchen die mit peripher wirken-
den mAChR-Antagonisten behandelt wurden und eine 100 %-ige Uberlebensrate zeigten
(Nambiar et al., 2007). Eine spontane Wiederherstellung der Atemaktivitat nach Soman- und
Sarinvergiftung die sich trotz persistierender Hemmung der AChE innerhalb einer Stunde
einstellte, wurde ebenfalls in Meerschweinchen beobachtet (Adams et al., 1976).

Anhand dieser Ergebnisse wird ersichtlich, dass sich der cholinerge Einfluss auf die
Atmung nicht nur in verschiedenen Spezies unterscheidet, sondern auch von Faktoren wie
Narkose und Stress beeinflusst wird. Auch wenn ein zentraler Effekt nach OP-Vergiftung
nachgewiesen wurde, lassen sich die bisherigen Untersuchungen auf Grund unterschiedli-
cher experimenteller Designs nicht zu einer grundlegenden Aussage zusammenfassen. Ob
der Atemstillstand allein durch Hemmung der AChE in den Atemzentren zu Stande kommt
und nachfolgend Auswirkungen auf das Herz-Kreislauf-System induziert oder sich periphere

und zentrale Effekte summieren ist bislang nicht eindeutig geklart.
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2 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit entstand im Rahmen eines Forschungsvorhabens welches sich mit
der Aufklarung zentraler Effekte durch Organophosphatvergiftungen und der Entwicklung
neuer Therapiemaoglichkeiten fir die Behandlung beschaftigt. In dem hier vorgestellten Teil-
projekt geht es darum, ein grundlegendes Versténdnis tber die mogliche Wirkung von OPs
in den Atemzentren der Ratte zu erlangen. Dazu soll die Verteilung der verschiedenen Sub-
typen nikotinischer und muskarinischer AChRs in den Atemzentren der Ratte mittels Immun-
histochemie untersucht werden.

Weiterhin von Interesse sind konvergierende Transmittersysteme, deren Verteilung
im Verhaltnis zu den AChRs bestimmt werden soll. Von besonderem Interesse ist hierbei
Serotonin, flr das gezeigt werden konnte, dass 5-HT Rezeptor Agonisten potentielle thera-
peutische Wirkung bei der Kompensation von Atemstdrungen erzielen. So kénnen Opiat-
induzierte Atemstillstande durch die systemische Applikation von Agonisten fir 5-HT1, und 4
kompensiert werden (Manzke et al., 2009; Manzke et al., 2003; Richter et al., 2003).

Parallel erfolgen Versuche mit spezifischen Rezeptor-Agonisten und -Antagonisten,
um mit Hilfe der perfundierten Hirnstammpraparation (WHBP) die Effekte auf das zentral
generierte Atemmuster zu untersuchen. Diese Préaparation wird durch eine modifizierte
ACSF (artificial cerebrospinal fluid) tber die Aorta perfundiert. Dabei erfolgt die Oxygenie-
rung Uber das GefalRsystem mittels einer externen Perfusionspumpe, und nicht wie bei her-
kommlichen in-vitro Praparaten, durch passive Diffusion. Ein entscheidender Vorteil im Ver-
gleich zu in-vivo Préparationen liegt darin, dass es sich bei der WHBP nicht um einen Tier-
versuch handelt, es kommt daher auch nicht zu Narkoseeffekten auf die Atmung, des Weite-
ren bleibt die Sauerstoffversorgung des Gewebes unter allen experimentellen Bedingungen
durch die externe Perfusionspumpe gewahrleistet. So kann die zentrale Wirkung hochtoxi-
scher Substanzen auf die Atmung beobachtet werden, auch wenn es zu einem Kollaps der
Peripherie kommen sollte.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit soll es zum einen moglich sein, eine grundlegende
Aussage zu treffen welche AChR Subtypen in welchen Hirnstammarealen vorhanden sind.
Des Weiteren kdnnen erste Hinweise Uber ihre jeweilige Funktion mit Hilfe der perfundierten
Hirnstammpré&paration erhalten werden, die es ermdglichen, durch gezielte Beeinflussung

Therapiemdglichkeiten fiir Organophosphatvergiftungen weiterzuentwickeln.
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3 Material

3.1 Tiere

Sowohl zur Perfusion wie auch fur die perfundierte Hirnstammpréparation wurden Albino
Sprague Dawley Ratten, bezogen von Charles River, verwendet. Die Perfusion und an-
schlieBende Organentnahme wurde an adulten Tieren, &lter als 35 Tage, durchgefihrt, die
Praparation mit jungen Ratten im Alter von 3 bis 5 Wochen.

3.2 Chemikalien

Falls nicht anders angegeben, wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma Aldrich, Roth
und Tocris bezogen.

Crotylmethylphosphonofluoridat (CRS) wurde von TNO, Rijswijk Niederlande bezogen.

3.3 L6ésungen und Puffer

Samtliche LOsungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, mit demineralisiertem (VE-
Wasser) oder destilliertem Wasser (dH,O) angesetzt. Zum Einstellen des pH-Wertes wurden

HCI- bzw. NaOH-L6sungen verwendet.

Puffer usammensetzung

4 %-ige Formaldehydlésung 4 % (wWiv) Paraformaldehyd
geldst in 60°C heillem PBS, pH-Wert nach

dem Erkalten auf 7,4 pH einstellen

Probenpuffer 2,4 ml Tris-HCI 1 M pH 6,8
960 mg Sodium dodecyl sulfat (SDS)
4,8 ml Glycerol
4,8 mg Bromphenolblau

740 mg Dithiothreitol (DTT)

vor der Anwendung 6 x verdiinnen
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ACSF

Blockierlosung — Western Blot

Blockierlésung — Farbungen

Citratpuffer

verstarktes DAB

Eindeckmedium

Laufpuffer

1,25 mM MgSO,
1,25 mM KH,SO,
5 mM KCI

25 mM NaHCO;
125 mM NaCl

2,5 mM CaCl

2,5 g Glukose

Odyssey Blocking Buffer

5 % Normalserum in PBS
18 mM Zitronensaure-monohydrat
82 mM Natriumcitrat-dihydrat

pH-Wert auf 6 einstellen

7,5 mg Diaminobenzidin (DAB)

6 mg NH,CI
3,9 mg NiSO4
30 mg Glucose

0,06 mg Glucose-Oxidase Typ VI
(20.000V)
in 15 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,4) I6sen und

vor Gebrauch filtern

6 g Glycerin

2.4 g Moviol 4-88

6 ml dH,O

12 ml 0,2 M Tris-HCI (pH 8,5)

450 mg DABCO

50 ml MES SDS Running 20x,
Invitrogen

addiere (ad.) 1000ml dH,O

13



MATERIAL

Lysis-Puffer

PBS

Stripping-Buffer

Thioninlésung

Transferpuffer

Waschpuffer — Western Blot

Waschpuffer — Farbungen

Tris-HCI pH 7,4
Sucrose
EDTA (Ethylendiamitetra-

Phosphate buffered saline
Tablets, pH 7,4

Tris-HCI, pH 6,7
SDS

2- Mercaptoethanol

Thionin
NaOH

Eisessig

ad 500 ml VE-Wasser, vor jedem Gebrauch

50 mM
10 %
5 mM
essigsaure)
62,5 mM
2 %
100 mM
0,9 g
36 UM
4,5 mi
filtern
50 mi
200 mi

ad 1000 ml dH,O

10 ml

NuPage Puffer 20 x (Invitrogen)

Methanol

Wash Solution 20 x (Invitrogen)

ad 200 ml VE-Wasser

3.4 Rezeptoraktive Wirkstoffe

Agonisten

Cholinerg

Carbachol

PBS, pH 7,4

2-Carbamoyloxyethyl trimethylammonium chlorid,

Agonist an muskarinischen und nikotinischen

AChRs
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Muskarinisch

Nikotinisch

Serotonerg

Antagonisten

Muskarinisch

Nikotinisch

Pilocarpin-hydrochlorid
(3S-cis)-3-Ethyldihydro-4-[(1-methyl-1H-imidazol-
5-yl)methyl]-2(3H)-furanon-hydrochlorid
kompetitiver Agonist, in sehr hohen Dosen nicht
kompetitiv

(-)- Lobelin-hydrochlorid
2-[(2R,6S9)-6-[(2S)-2-Hydroxyphenethyl)]-1-
methyl-2-pipe ridinyl]Jacetophenon-hydrochlorid

8-OH-DPAT
8-Hydroxy-2-(Di-N-Propylamino)Tetralin

selektiver Agonist am 5-HT1,-Rezeptor

AQ-RA 741

11-[[4-[4-(Diethylamino)butyl]-1-
piperidinylJacetyl]-5,11-dihydro-6H-pyrido[2,3b]
[1,4]benzodiazepin-6-on

selektiver kompetitiver M, Antagonist

Telenzepin-dihydrochlorid
4,9-Dihydro-3-methyl-4-[(4-methyl-
piperazinyl)acetyl]-10H-thieno[3,4-b]
[1,5]benzodiazepin-10-on-dihydrochlorid

selektiver kompetitiver M; Antagonist

Dihydro-B-erythroidine hydrobromide (DHBE)
(2S,13bS)-2-Methoxy-2,3,5,6,8,9,10,13-
octahydrolH,12H-benzoli]pyrano[3,4-g]indolizin-
12-on-hydrobromid

kompetitiver Antagonist fur die neurale a,

Untereinheit
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3.5 Organophosphate

Crotylmethylphosphonofluoridat (97%)

3.6 Antikorper

3.6.1 Priméarantikdrper

MAChR M,

MAChR M,

MAChR M3

M35

TMPH-hydrochlorid
2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-4-yl heptanoat
nicht-kompetitiver Antagonist neuraler nAChRs

Methyllycaconitin-citrat (MLA)
[1a,4(S),6b,14a,16b]-20-Ethyl-1,6,14,16-
tetramethoxy-4-[[[2-(3-methyl-2,5-dioxo-1-
pyrrolidinyl) benzoyl]loxy] methyl]aconitane-7,8-
diol-citrat

kompetitiver Antagonist fiir die a; Untereinheit

polyklonaler Antikorper, hergestellt in Ziege
1:50 fir Immunhistochemie (Santa Cruz Bio-
technology, sc-7470)

polyklonaler Antikorper, hergestellt in Kaninchen
1:50 fur Immunhistochemie, 1:200 fir Western

Blot (Santa Cruz Biotechnology, sc-9107)

polyklonaler Antikérper, hergestellt in Ziege 1:50
fir Immunhistochemie (Santa Cruz Biotechnolgy,
sc-7474)

monoklonaler Antikdrper, hergestellt in Maus

1:200 fur Immunhistochemie, 1:700 fir Western
Blot (Argene SA)
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nAChR as

nAChR B,

SHT1A

3.6.2 Sekundarantikorper

Anti-Maus biotinyliert

Anti-Kaninchen biotinyliert

Anti-Kaninchen biotinyliert

Anti-Ziege biotinyliert

Anti-Ziege biotinyliert

Anti-Maus Cy2

monoklonaler Antikdrper, hergestellt in Maus
1:50 fur Immunhistochemie, 1:200 fur Western
Blot (Santa Cruz Biotechnology, sc-65865 )

polyklonaler Antikorper, hergestellt in Kaninchen
1:200 fur Immunhistochemie, 1:1000 fur Western
Blot (Lifespan Biosciences, LS-B937 / 9423)

polyklonaler Antikorper, hergestellt in Kaninchen

1:200 fir Immunhistochemie (Chemicon)

aus Ziege, lgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzadsorbiert, 1:500 fur Immunhistochemie,
1:5000 fiir Western Blot (Jackson Immuno-
Research)

aus Ziege, IgG (H+L), affinitatsgereinigt, 1:100
(Dako Cytomation)

aus Esel, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzadsorbiert, 1:1000 (Jackson Immuno-
Research)

aus Kaninchen, IgG (H+L), affinitatsgereinigt,
1:100 (Dako Cytomation)

aus Esel, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzadsorbiert, 1:1000 (Jackson Immuno-

Research)
aus Esel, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und

kreuzadsorbiert, 1:100 (Jackson Immuno-

Research)
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Anti-Maus IRDye 800

Anti-Maus DyLight 549

Anti-Kaninchen Cy2

Anti-Kaninchen IRDye 680

Anti-Ziege Cy3

Anti-Ziege IRDye 800

3.7 Enzym-Konjugate

Peroxidase-konjugiertes Streptavidin
Cy3-konjugiertes Streptavidin

IR800-konjugiertes Streptavidin

3.8 Chromogene

aus Ziege, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzabsorbiert, 1:5000 fur Western Blot (LI-
COR)

aus Ziege, lgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzadsorbiert, 1:200 (Jackson Immuno-

Research)

aus Esel, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzadsorbiert, 1:100 (Jackson Immuno-

Research)

aus Ziege, IgG (H+L), affinitatsaufgereinigt und
kreuzadsorbiert 1:5000 fur Western Blot (LI-
COR)

aus Esel, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und
kreuzadsorbiert, 1:200 (Jackson Immuno-
Research)

aus Kaninchen, IgG (H+L), affinitatsgereinigt und

kreuzadsorbiert, 1:5000 fur Western Blot (LI-
COR)

1:1000 (Jackson ImmunoReasearch)

1:1000 (Jackson ImmunoResearch)

1:500 (LI-COR)

NOVADetect AEC Substrate System (Dianova)

Verstarktes DAB (eigene Herstellung)
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3.9 Gerate

Immunhistochemie

Dampfgarer Multi Gourmet, Braun GmbH, Kronberg/Taunus,

Deutschland

Kameras Axio-CamHR, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland
PixeLINK, Ottawa, Kanada

Kryostat CM3050S, Leica Microsystems Nussloch GmbH,
Nussloch, Deutschland

Lichtquelle Prior Lumen, Prior Scientific, Rockland, USA

Magnetruhrer IKAMAG RH basic KT/C, IKA Werke, Staufen,

Deutschland

Mikroskope Axioplan, Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutsch-
land
Axiovert 200, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland
Imager Z2, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

TissueFAX, TissueGnostics, Wien, Osterreich

pH-Meter Mettler Toledo Quattro MP230, Mettler-Toledo

GmbH, Giessen, Deutschland

Rollerpumpe MCP Standard, ISMATEC Laboratoriumstechnik
GmbH, Wertheim-Mondfeld, Deutschland

Software Axiovision, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland
AndorlQ, Andor Technology, Belfast, Nordirland
GIMP, The GIMP Development Team
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Western Blot

Blotkammer

Gelkammer

Imager

Mikrotitterplatten Reader

Potter

Schuttler

Ultrazentrifuge

Zentrifuge

Praparation

Analog/Digitalwandler

Audio Monitor

Kaltlichtquelle

HistoQuest, TissueGnostics, Wien, Osterreich

Mini Protein Blotkammer, Bio-Rad Laboratories
Inc., Hercules, USA

Novex Mini Cell Gelkammer, Invitrogen, Carls-
bad, USA

Odyssey Infrarot Imager, LI-COR Biosciences,
Lincoln, USA

MRX, Dynex Technologies, Chantilly, USA

Potter S, B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen, Deutschland

Horizontalschttler KS 250basic, IKA Werke,
Staufen, Deutschland

Optima XL-100K, Beckman Coulter Inc., Brea,
USA

Rotina 35R Hettich Zentrifugen, Andreas Hettich
GmbH & Co.KG, Tuttlingen, Deutschland

AC/DC Differential Amplifier Model 3000, A-M
System Inc., Sequim, USA

Audio Monitor 3300, A-M Systems Inc., Sequim,
USA

KL 1500 LD, Carl Zeiss AG, Oberkochen,

Deutschland
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Rollerpumpe

Stereomikroskop

Watson Marlow 520S, Watson Marlow GmbH,

Rommerskirchen, Deutschland

Stemi DV4 Spot, Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

21



METHODEN

4 Methoden

4.1 Immunhistochemie

Abb. 4 gibt einen Uberblick (iber die einzelnen Schritte der Immunhistochemie, die in den
folgenden Abschnitten ndher erlautert werden.

v

| Mit 4% PFA |

| Immersionsfixierung 2 Std 4 % PFA |

| 48 Std 20 % Sucrose |

4

Demaskierung

h 4

Farbung mit fluoreszenzmarkierten
Antikdrpern oder der ABC-Methode

Abb. 4: Ubersichtsschema uiber die verschiedenen Schritte von der Gewebevorbereitung bis zur Antikdrperfarbung der Ratten-

hirne.

4.1.1 Fixierung

Die Fixierung in der Histologie dient dem Strukturerhalt und der Stabilisierung der Zelle mit
all ihren Bestandteilen. Grundsatzlich gibt es zwei unterschiedliche Verfahren, die routine-
maRig eingesetzt werden: Die Fixierung durch organische Féallungsmittel wie Methanol oder
Aceton und die Fixierung durch Aldehyde.

Bei ersterer Methode entzieht das Fixans dem Gewebe Wasser, es kommt zum
Bruch von Wasserstoffbriicken und Tertiarstrukturen und zur Denaturierung (Cinar et al.,
2006).
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Die zweite Methode beruht auf der Eigenschaft von Aldehyden intra- und intermolekulare
Quervernetzungen auszubilden, wobei es ebenfalls zu Strukturver&nderungen der Proteine

kommen kann.

4.1.1.1 Aldehydfixierung - Intrakardiale Perfusion

Um eine gleichmaRige Fixierung auch grolRer Gewebesticke zu gewahrleisten, reicht eine
Immersionsfixierung meist nicht aus. Gerade bei histologischen Untersuchungen an stark
durchbluteten Strukturen wie dem Gehirn, ist es zudem essentiell den Hintergrund durch Blut
und darin vorhandene Antikorper moglichst gering zu halten. Es bietet sich daher an, eine
Perfusionsfixierung vorzunehmen.

Die adulten Ratten wurden hierzu bis zur tiefen Bewusstlosigkeit mit Halothan be-
taubt. Nach Offnen des Brustkorbes wurde eine 21 G Kanlile, die Anschluss an eine Roller-
pumpe hatte, in den linken Ventrikel eingefiihrt und das rechte Atrium eréffnet. Bei einer an-
fanglichen Pumpgeschwindigkeit von 25 ml/min wurde zuerst mit ca. 100 ml kérperwarmem
PBS perfundiert, bis die aus dem Atrium austretende Korperflissigkeit klar erschien. Im An-
schluss erfolgt die Fixierung mit 200-300 ml kaltem 4 %-igem PFA (pH 7,4), wobei die
Pumpgeschwindigkeit auf 50 ml/min erhéht wurde. Im Anschluss erfolgten die Entnahme der
Gehirne und eine zweistiindige Immersionsfixierung, ebenfalls in 4 %-igem PFA bei 4°C.
AnschlieBend wurden die Gehirne zur Entwéasserung fir mindestens 48 Stunden bzw. bis
zum Absinken bei 4°C in 20 %-iger Sucrose (in dH,0) gelagert.

Zum Einfrieren der Gehirne wurden Einmal-Einbettférmchen (Peel-A-Way, Disposible
Embedding Molds), gefiillt mit Gewebekleber (Jung, Tissue Freezing Medium), verwendet.
Um Schéaden an der Gewebestruktur zu vermeiden, wurden die Einbettférmchen in Aceton-
Trockeneisgemisch-gekihltes Pentan Uberfihrt, um ein moglichst schnelles und gleichmafi-
ges Durchfrieren zu gewahrleisten. Bis zum Schneiden wurden die Probenbldcke nach voll-
stéandigem Durchfrieren bei -80°C gelagert.

An einem Leica-Kryostaten (CM3050S) wurden coronale Schnitte entlang der poste-
rioren-anterioren Achse von Bregma -15,96 mm (Medulla oblongata) bis Bregma -8,40 mm
(Aqueduct) angefertigt. Die Schnitte hatten eine Dicke von 14 um und wurden in Flnfer-
Serien auf beschichtete Objekttrager (Super frost ultra) aufgebracht. Die ersten flnf Schnitte
befanden sich somit auf verschiedenen Objekttragern, erst der sechste Schnitt wurde wieder
auf demselben Objekttrager wie der erste platziert. Somit unterschieden sich alle Schnitte
eines Objekttragers jeweils um 70 pm.

Die Lagerung der Schnitte erfolgte in Objekttragerkasten bei -80°C.

4.1.1.2  Fixierung durch organische Losungsmittel — Aceton

Nicht alle kommerziell erhaltlichen Antikdrper sind fur Aldehyd-fixiertes Gewebe geeignet
und so erfordert ein negatives Farbeergebnis die Fehlersuche auch bei der Fixierungsme-
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thode. Um den Effekt der Aldehyde auf die Proteinstruktur zu umgehen, wurden Schnitte von
frischem Gewebe angefertigt.

Dazu wurden adulte Ratten tief mit Halothan bet&ubt, bis sie keine Reaktion mehr auf
schmerzhafte Stimuli zeigten. Anschliel3end wurden sie mit kdrperwarmem PBS intrakardial
perfundiert, um nahezu blutleeres Gewebe zu erhalten. Anschliel3end wurden die Tiere de-
kapitiert. Das Einfrieren und Schneiden der Hirne erfolgte analog wie im Abschnitt 4.1.1.1
beschrieben. Auch bei den frischen Hirnschnitten bedurfte es einer Fixierung, um die Gewe-
bestruktur fir nachfolgende Farbungen und Auswertungen zu erhalten. Hierzu wurde gekuihl-
tes Aceton benutzt und die Schnitte wurden 15 min bei 4°C inkubiert. Nach einer kurzen Tro-
ckenphase wurden die Schnitte in PBS rehydriert bevor sich direkt die Farbungen anschlos-

sen.
4.1.2 Farbungen

4.1.2.1 Nisselfarbung

Um die einzelnen mit der Atmung assoziierten Zentren lokalisieren zu kénnen, mussten die
Schnitte den korrespondierenden Abbildungen im Rattenatlas (Paxinos, 2007) zugeordnet
werden. Um diese Zuordnung zu erleichtern, wurde jeweils eine der Funfer-Schnitt-Serien
mit Thionin gefarbt, einem basischen Farbstoff, der voranging an saure Zellorganellen bin-
det. Es kommt hierdurch zu einer Anfarbung der Ribosomen und Zellkerne im Soma der
Neuronen.

Die Objekttrager mit den Schnitten wurden 2 min in der Thioninldsung inkubiert und
im Anschluss in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwassert. Als Eindeckmedium diente
Histokit II.

4.1.2.2 Antikdrperfarbung

Bei der AntikOrperfarbung nutzt man die Spezifitdt der Immunglobuline (lg), die auf das Ein-
dringen eines fremden Antigens hin gebildet werden. Man unterscheidet verschiedene Ig-
Klassen, wobei in der Immunhistochemie hauptsachlich 1gGs und IgMs zum Einsatz kom-
men. Zur Produktion dieser Antikorper werden verschiedene Sauger genutzt, von der Maus
bis hin zum Affen. Polyklonale Antikérper werden hierbei von verschiedenen B-Lymphozyten
im Immunsystem des Wirtes produziert und entstehen als Reaktion auf die Immunisierung
mit einem Antigen. Sie erkennen verschiedene Epitope. Der Prozess zur Generierung eines
monoklonalen Antikdrpers ist im Gegensatz dazu wesentlich zeitaufwandiger, er richtet sich
nur gegen ein Epitop des Antigens.

Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikorper (siehe 3.4.1) sind kommerziell erhaltlich,

daher wird auf deren Herstellung nicht néher eingegangen.
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Wahrend sich die muskarinischen AChRs zumindest in einigen Aminoséuresequenzen glei-
chen, sind die nikotinischen Rezeptoren aus mehreren meist verschiedenen Untereinheiten
zusammengesetzt. Es war daher mdglich, fir die mAChRs einen speziellen monoklonalen
Antikdrper M35 zu verwenden, der in der Lage ist, alle finf bislang entdeckten Subtypen zu
detektieren (Carsi-Gabrenas et al., 1997).

Fir die nikotinischen Rezeptoren mussten Untereinheiten-spezifische Antikorper ver-
wendet werden, wobei a7, ein Homomer bestehend aus fiinf identischen Untereinheiten, und
B., reprasentativ fur das Heteromer aus a, und (3, fur die am haufigsten im Sauger ZNS vor-
kommenden Subtypen zum Einsatz kamen. Des Weiteren wurden polyklonale Antikorper flr

drei wichtige mMAChRs M;, M,, M; eingesetzt.

Verschiedene Sekundarantikérper wurden getestet, die sich sowohl in der Wirts-Spezies, in
der Pre-Adsorbtion als auch in den gekoppelten Farbstoffen oder Enzymen unterschieden.

Fur die Auswertung wurden hauptséchlich enzymatische Farbungen durchgefiihrt, da bei
dieser Methode nicht die Gefahr besteht, dass das Signal ausbleicht und so mehr Zeit fur die
Lokalisierung der einzelnen Hirnareale bestand. Parallel wurden jedoch auch Farbungen mit
fluoreszenzmarkierten Antikbrpern durchgefuhrt, um die Technik fir spatere Co-Farbungen

zu etablieren.

ABC Technik

Zur Signalamplifikation wurde die ABC (Avidin-Biotin-Complex) Technik benutzt. Nach der
Inkubation mit einem biotinylierten Sekundarantikdrper folgt hierbei ein weiterer Inkubations-
schritt mit einem gekoppelten Streptavidin-Komplex. Bei Streptavidin handelt es sich um ein
reineres biotechnologisch hergestelltes Protein, im Gegensatz zu dem friiher verwendeten
Avidin, dessen Namen die Methode tragt. Gekoppelt ist dieser Komplex entweder mit einem
Enzym wie Alkalische Phosphatase oder Peroxidase oder mit einem Fluorochrom wie Cy3
oder Cy2. Der Streptavidin-Komplex bindet nun an den biotinylierten Sekundarantikérper und
der Antigen-Antikdrper-Komplex kann entweder direkt visualisiert werden, wie im Fall von
Fluoreszenzfarbstoffen, oder es bedarf der Zugabe eines Chromogens, wie DAB oder AEC.
In dieser Arbeit kamen verschiedene gekoppelte Streptavidine zum Einsatz, je nach-
dem ob eine Fluoreszenz-Farbung durchgeflihrt werden sollte, oder eine Farbung zur Aus-

wertung.

Demaskierung

Paraformaldehyd fuhrt zu einer Quervernetzung der Proteine, weshalb es sehr haufig als
Fixans eingesetzt wird. Der Nachteil ist, dass es durch diese Quervernetzung zu Verande-
rungen an der dreidimensionalen Proteinstruktur oder zur Maskierung bestimmter Proteinbe-
reiche kommen kann, die in nachfolgenden Férbungen fur die Antikdrper nicht mehr zugang-
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lich sind. Eine Mdglichkeit dieses Problem zu umgehen, ist ein Demaskierungsschritt, der der
eigentlichen Antikorperfarbung vorangestellt wird. Dieser Schritt kann entweder enzymatisch
unter Einsatz von Proteasen, wie z. B. Pepsin, erfolgen, oder durch Hitze. So kann die durch
Formalin verursachte Proteinvernetzung durch Erhitzen der Proben in einer kalziumprézipi-
tierenden Losung wie z. B. Citratpuffer zum Teil wieder aufgehoben werden (Noll and
Schaub-Kuhnen, 2000).

Fur alle verwendeten Antikérper erwies es sich als notwendig, bei der Verwendung
von PFA perfundiertem Gewebe einen Hitze-Demaskierungsschritt durchzufiihren. Nur so
konnten konstante und signalstarke Farbungen erzielt werden. Hierzu kam eine 0,01 M
Sodium-Citratpufferlésung mit einem pH-Wert von 6 zum Einsatz. Die Inkubation erfolgte in
einer mit Pufferlosung gefllliten Plastikklvette, die mit Hilfe eines handelstiblichen Dampfga-
rers fur 30 min erhitzt wurde. AnschlieRend wurden die Proben bis zum Abkihlen auf Raum-
temperatur im Puffer belassen, mit PBS gewaschen und den normalen Farbeprotokollen

unterzogen.

Farbeprotokolle

Die einzelnen Parameter der Farbeprotokolle mussten durch zahlreiche Versuchsreihen
etabliert werden.

Sowohl die Antikérperkonzentrationen als auch die Inkubationszeit und -temperatur
wurden experimentell bestimmt und anhand der Signalstarke beurteilt. Des Weiteren wurden
unterschiedliche Block- und Antikérperpuffer in ihrer Auswirkung auf das Farbeergebnis ge-
testet. Die Inkubationsschritte wurden in einer feuchten Kammer durchgefihrt oder in Shan-
don Coverplates (Thermo Scientific), die es erlaubten, die Objekttrager mit einer sehr gerin-
gen Flussigkeitsmenge (100 ul) auch Uber langere Zeit ohne Austrocknen bedeckt zu halten.

Acetonfixiertes Gewebe

Nach der Acetonfixierung und Rehydrierung in PBS wurden die Schnitte fir eine Stunde bei
Raumtemperatur (RT) mit Blockierldsung, die jeweils 5 % des Serums der Wirtsspezies des
Sekundarantikdrpers enthielt, blockiert. Es folgte die Inkubation mit Primarantikdrpern in PBS
Uber Nacht bei RT. Nach 3 Waschschritten mit PBS fir jeweils 5 min folgte die Inkubation fur
2 Std mit dem Sekundéarantikorper, der ebenfalls in PBS verdiinnt wurde.

Zur Kernfarbung wurde 4’,6 Diamidin-2-phenylindol DAPI verwendet.

PFA perfundiertes Gewebe

Der erste Schritt des Farbeprotokolls bestand aus einer Demaskierung fir 30 min. in 0,01 M
Citratpuffer (pH 6). AnschlieRend wurden die Schnitte fiir 30 min. bei Raumtemperatur (RT)
abgekihlt und in PBS Puffer tberfuhrt. Es folgte ein einstindiger Blockierschritt mit 5 %-

igem Normalserum in PBS, woran sich die Inkubation mit Primérantikorper tber Nacht an-
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schloss. Die Inkubationszeit fur den Sekundarantikdrper lag bei 2 Std. bei RT. Falls ein bioti-
nylierter Sekundarantikdrper verwendet wurde, folgte nach drei Waschschritten die einstiin-
dige Inkubation mit gekoppeltem Streptavidin. Das Chromogen wurde auf dem Objekttrager
belassen bis ein Farbumschlag festgestellt werden konnte. Bei Fluoreszenzfarbungen erfolg-
te zumeist eine Kernfarbung mit DAPI, bei immunhistochemischen Farbungen eine Gegen-

farbung mit Hamalaun.

4.1.2.3 Doppelmarkierungen

Mit den eingesetzten Antikorpern wurden Doppelfarbungen durchgefiihrt. Zum einen wurde
Uberpruft, ob in einigen Zellen verschiedene Subtypen der AChRs exprimiert werden. Des
Weiteren war von Interesse, ob AChR-exprimierende Neuronen auch durch andere an der
Atmung beteiligte Transmittersysteme beeinflusst werden. Hierzu wurden Co-Farbungen mit
AChR-Antikdrpern und Antikérpern fir den Serotonin 1, Rezeptor durchgefihrt.

Die eingesetzten Antikdrper wurden hierzu parallel angewendet, so dass die Inkuba-
tionsschritte jeweils mit zwei Primar- und zwei Sekundarantikorpern erfolgten. Hierbei war zu
beachten, dass die Primarantikbrper nicht aus derselben Wirtsspezies stammen durften und

die Sekundarantikérper nicht mit den Primarantikorpern kreuzreagierten.

4124 Kontrollen

Falls erhdltlich, wurden Kontrollpeptide verwendet, um die Spezifitat des Primarantikdrpers
zu Uberprifen. Es handelt sich hierbei um kurze Proteinstiicke mit der Aminosauresequenz,
die bei der Herstellung des Antikorpers zur Immunisierung des Tieres verwendet wurde.
Durch eine Pra-Inkubation von Antikorper und Protein, welches in 5-fachem Uberschuss ein-
gesetzt wurde, erfolgte eine Absattigung der spezifischen Bindestellen.

Die zu erwartende Farbung sollte daher sehr schwach oder gar nicht vorhanden sein.
Fur die restlichen Antikérper wurden bei jeder Farbung Negativkontrollen mitgeftihrt, bei de-

nen anstelle der Primarantikorper eine Inkubation mit PBS und Serum erfolgte.

4.1.3 Auswertung

Die Objekttrager wurden mikroskopisch am Axioplan bzw. am Axiovert 200 ausgewertet. Fur
Fluoreszenz-Aufnahmen wurde eine Uber AxioVision gesteuerte Axio-CamHR verwendet.
Hellfeld-Aufnahmen wurden mit einer PixeLINK und der AndorlQ Software durchgefuhrt. Die
Fotos wurden in Kontrast und Helligkeit mit Hilfe einer Bildbearbeitungssoftware (Gimp) an-
gepasst.

Zum Projektende eroffnete sich die Mdglichkeit ein HistoFAX (TissueGnostics) zum
Einscannen der Objekttrager zu nutzen, um sie im Anschluss mit der HistoQuest-Software
auszuwerten. Die Software erlaubt gefarbte Zellen auf Grund von bis zu neun verschiedenen
Parametern wie z. B. Durchmesser und Farbintensitat zu analysieren. Das Ergebnis wird
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dabei anhand eines DotBlots wie bei konventionellen FACS-Geréaten ausgegeben. Innerhalb
eines Schnitts wurden verschiedene regions of interest (RIOs) definiert, die den Atemzentren
entsprachen. Nach Vorgabe der Farbtone fir Zellkerne (Hamalaun) und Cytoplasma (DAB)
erfolgte durch die Software das Auszéhlen der positiv gefarbten Neuronen im Verhaltnis zur
Gesamtzellzahl in dem entsprechenden Bereich.

4.2 Western Blot

Um die Zuverlassigkeit der eingesetzten Primarantikorper zu Uberprifen, wurden Western
Blots mit Ratten-Gehirn-Extrakten durchgefiihrt. Da sich die Antikérper teilweise spezifisch
gegen nur eine AChR-Untereinheit richten, sollte nur eine Bande mit der entsprechenden
Proteingréf3e im Blot sichtbar werden.

4.2.1 Proteinaufreinigung

Die eingesetzten Proteine wurden aus Gehirnen mannlicher ausgewachsener Ratten ge-
wonnen. Nachdem die Tiere mit CO; betdubt und durch zervikale Dislokation getdtet wurden,
wurde der Schadelknochen gedffnet und das Gesamtgehirn schnellstmdglich in flissigem
Stickstoff schockgefroren.

AnschlieRend wurde das Gewebe in Lysispuffer mit Hilfe eines Potters homaogenisiert.
Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 4°C mit 800 g fir 10 min um die gréberen Zellbestand-
teile abzutrennen. Der Uberstand wurde nun in einer Ultrazentrifuge bei 4°C mit 20.000 g fiir
30 min zentrifugiert und das Pellet anschlieBend in Lysis Puffer resuspendiert, bevor sich ein
weiterer Zentrifugationsschritt bei 4°C mit 20.000 g in der Ultrazentrifuge anschloss. Sowohl
Pellet als auch Uberstand aus diesem letzten Aufreinigungsschritt wurden zur Proteinbe-

stimmung eingesetzt und anschliel3end bei -20°C gelagert.

4.2.2 Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration der verschiedenen Fraktionen erfolgte im Anschluss an die Aufrei-
nigung mit Hilfe des kommerziellen BC Assay protein Quantification Kit, der Firma interchim,

Frankreich.

4.2.3 SDS-Gelelektrophorese

Die aufgereinigten Proteine wurden mit Hilfe eines SDS-Gels (NuPage, 4-12 % Bis-Tris Gel,
Invitrogen) nach ihrer GréR3e aufgetrennt. Dabei wurden unterschiedliche Proteinmengen, im
Bereich von 5 bis 25 pg, eingesetzt. Verglichen wurde des Weiteren die Auswirkung des
Kochens auf die Proteinstruktur. Wahrend Proteine zumeist vor der Gelelektrophorese in
Probenpuffer aufgekocht werden, um durch das enthaltene DTT und die Hitze eine komplette

Denaturierung zu erreichen, neigen Membranproteine bei hheren Temperaturen zur Bildung
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von Aggregaten. Die Proben wurden daher entweder fur 5 min bei 95°C erhitzt oder nur 5
min bei 37°C inkubiert.

Die Gele wurden in die Novex Mini Cell Gelkammer eingespannt, die Kammer im An-
schluss mit Laufpuffer gefillt und die Elektrophorese fur 60 min bei 150V (Bio Rad Power
Supply) gestartet. Geblottet wurde in einer Mini Protean Blotkammer (Bio Rad), gefiillt mit
Transferpuffer und 1 ml NuPage Antioxidant (Invitrogen), fur 60 min bei 350 mA. Im An-
schluss an den Blot wurden die Membranen 3 mal 5 min mit Waschpuffer gewaschen und
anschlieRend 30 min bei RT mit Blockierlésung inkubiert. Die Inkubation mit Primarantikor-
pern erfolgte bei 4°C Uber Nacht, nach vier Waschschritten von jeweils 5 min wurde fir 2 Std
mit dem Sekundarantikérper inkubiert. Falls es sich hierbei um einen Biotin-konjugierten An-
tikbrper handelte, folgte die Inkubation fur weitere 30 min mit Infrarot-gelabeltem-
Streptavidin. AnschlieBend wurde die Membran griindlich gewaschen und bis zu ihrer Aus-
wertung entweder in dH,O belassen oder getrocknet und in selbstklebende Klarsichtfolie
eingefasst.

Die Auswertung der Bandenmuster erfolgte an einem Odyssey Infrarot Imager.

4.3 Perfundierte Hirnstammpraparation

Die weiblichen Ratten wurden initial mit Halothan tief narkotisiert, bis keinerlei Reaktionen
auf nozizeptive Stimuli zu beobachten waren. Der Schadel wurde dorsal geéffnet, und die
Ratte pracollicular decerebriert und cerebellektomiert bevor sie unterhalb des Diaphragmas
durchtrennt wurde. Das Praparat wurde danach sofort in kalte (4 °C), mit Carbogen (95% O,
5% CO,) begaste, kiinstliche Zerebrospinalfliissigkeit (artificial ceresbrospinal fluid, ACSF)
Uberfiihrt. Der pH-Wert der Lésung betrug nach Oxygenierung mit Carbogen 7,35 + 0,05. Um
zu verhindern, dass Haare den Perfusionskreislauf verstopfen, wurde das Préparat gehautet.
Bauchorgane, wie Leber und Magen, wurden entfernt. Der Thorax wurde durch Beseitigung
der Rippenwande gedffnet. Die der Wirbelséule ventral anliegende Aorta wurde frei prapa-
riert und der thorakale Teil der Wirbelsaule weitgehend entfernt, um bessere Sicht auf die
ubrigen Brustorgane zu erhalten. Der linke Ast des Nervus phrenicus (PN) wurde isoliert und
vom umgebenden Gewebe befreit. Nach der Uberfilhrung des Praparates in eine Perfusi-
onskammer wurde die absteigende Aorta mit einem Doppellumenkatheter kanuliert, iber den
das Praparat wéhrend des Versuches uber eines der beiden Lumen mit ACSF retrograd per-
fundiert wurde.

Zur Perfusion wurden 200 ml ACSF mit 2,5 g Ficoll®, einem Saccharose Polymer,
modifiziert. Durch dessen osmotische Eigenschaften wurde verhindert, dass die Perfusions-
I6sung durch die kolloidosmotische Druckdifferenz zwischen Gewebe und Flissigkeit, ins
Gewebe abgepresst wird und sich Odeme bilden. Die Perfusionslésung wurde mit Hilfe eines

Warmetauschers (Eigenbau Werkstatt Georg August Universitat Gottingen, Physiologisches
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Institut) auf 31 °C erwarmt. Uber das 2. Lumen des Aortenkatheters wurde der Perfusions-
druck registriert. Am Anfang der Perfusion sollte eine Flussrate von 28 bis 32 ml/Minute nicht
unterschritten werden, um das Gewebe zu reoxygenieren. Nach etwa 6 bis 8 min kam es im
Praparat zu Kontraktionen der Atmungsmuskulatur, die im weiteren Versuchsverlauf durch
systemische Gabe von 0,3 - 0,5 mg des Muskelrelaxans Pancuroniumbromid unterdriickt
wurden. Abb. 5 zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.

4.3.1  Ableitung kardiovaskuléarer und respiratorischer Parameter

Die Aktivitat des isolierten N. phrenicus wurde mit Hilfe einer Saugelektrode abgeleitet und
die Signale mittels Differenzialverstarker verstarkt. Ein nachgeschalteter Analog-Digital
Wandler digitalisierte die Signale, um sie anschlieRend mit der Chart Software dazustellen.
Durch die Nahe des PN zum Herzen konnte Uiber die Saugelektrode nicht nur seine Aktivitat
(phrenic nerv activity, PNA), sondern auch das Elektrokardiogramm (EKG) aufgenommen
werden. Der Perfusionsdruck wurde Uber ein Lumen des Doppellumenkatheters mit Hilfe
eines Druck-Transducer intra-arteriell gemessen und digitalisiert dargestellt. Dies war vor
allem zu Beginn des Versuches nétig, um die optimale Perfusionsrate des Préaparates zu
tberwachen. Der Druck wurde wahrend der Versuche auf 60-80 mmHg gehalten.

Kraniainerven

(entfernt)

Zwerchfell

«— Perfusion (ACSF)

absteigende
Aorta

N. phrenicus
(PNA)

Abb. 5: Schematische Darstellung der perfundierten Hirnstammpréaparation, die als Grundlage der physiologischen Experimen-
te diente. Das Préparat wird iber die absteigende Aorta mit einer modifizierten ACSF mit Sauerstoff versorgt. Peripher diente

die Aktivitat des Nervus phrenicus (PNA) als Index fur die Atmungsaktivitat.

4.3.2  Auswertung und Statistik.

Um die pharmakologischen Effekte auf die Atmungsaktivitat in der WHBP zu untersuchen,
wurde die Zykluslange Ty (Beginn der PNA Entladung bis Beginn der nachsten PNA), Inspi-
rations- (T;) und Exspirationsdauer (T.) , sowie das Atemzugvolumen/min anhand der inte-

grierten PNA analysiert und statistisch ausgewertet. Abb. 6 zeigt ein Beispiel fur eine abge-
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leitete Nervus Phrenicus Aktivitat unter Kontrollbedingungen. Zur Veranschaulichung sind die

jeweils bestimmten Parameter farbig eingezeichnet.

Atemzug-
volumen

Ti Te

Abb. 6: PNA unter Kontrollbedingungen, farbig eingezeichnet sind die verschiedenen Atemparameter, die wahrend der Versu-

che bestimmt wurden.

Das Atemzugvolumen wurde anhand der integrierten PNA berechnet und in Volumen/min
angegeben. Alle anderen Werte wurden auch fiir eine Minute bestimmt und im Anschluss
gemittelt.

Alle Analysen der Atmungsparameter wurden offline mittels Chart v5.2.2 Software
durchgefuhrt. Die Werte wurden jeweils auf die Kontrollaktivitat normalisiert (= 100 %) und
als prozentuale Abweichung von den Kontrollwerten angegeben. Mittelwert, Standardabwei-
chung und p-Value wurden mit Graph Pad Prism (Version 5.03) berechnet. Dem Kruskal-
Walllis Test folgte eine Dunn’s Multiple Comparison wobei p < 0,05 als statistisch signifikant

angesehen wurde.

4.3.3  Test verschiedener Agonisten und Antagonisten

Sobald sich in der Praparation konstante Atemparameter eingestellt hatten, wurde die Aktivi-
tat fur mindestens 5 min gemessen, so dass die daraus errechneten Parameter (Inspirati-
onszeit, Expirationszeit, Gesamtzykluslange, Atemzugvolumen) als Kontrollaktivitat fir das
jeweilige Préparat dienten. Als normale Aktivitat in der perfundierten Hirnstammpréparation
galt eine durchschnittliche T; von 0,8-1,2 s, eine T, zwischen 2 und 3 s und eine Frequenz
von 15 Atemzyklen pro Minute. Der Blutdruck lag wéhrend der Aufnahme der Kontrollaktivitat
bei ca. 70 mmHg.

Nach Aufnahme der Kontrollaktivitdt wurden verschiedene Konzentrationen der
AChR-Agonisten und Antagonisten (siehe Tabelle 2) in den Sammelbehélter mit Perfusions-

flussigkeit gegeben.
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Tabelle 2: Zusammenstellung der Gruppengréf3en und Konzentrationen fur die verschiedenen AChR Agonisten und Antagonis-

ten

Antagonist Konzentration (uM) GruppengrofRe (n)
TMPH (nACHR) 50 5
DHBE (a4 NAChR) 40 4
MLA (a7 nAChR) 20 3
Telenzepin (M1 mMAChR) 50 2
AQ-RA 741 (M2 mAChR) 25 2
Agonisten
Carbachol (AChR) 100 4
Pilocarpin (mAChR) 320 2
Lobelin (hAAChR) 100 3
8-OH (5HT1x) 10 5
Organophosphat
CRS 1,6 5

Es dauerte ca. 1,5 min bis die Pharmaka tber das GefaRsystem den Hirnstamm erreichten
und erste Effekte zu beobachten waren. Die Atemparameter wurden zu verschiedenen Zeit-
punkten nach Zugabe der Chemikalie bestimmt und mit den Kontrollwerten verglichen.

4.3.4  Organophosphat

Nach dem Test verschiedener Agonisten und Antagonisten der Acetylcholinrezeptoren wur-
de der Effekt eines Organophosphats in der perfundierten Hirnstammpréparation untersucht.
Bei Cortylsarin handelt es sich um ein OP, welches leicht hydrolysiert wird, daher wurde es
nicht, wie die anderen rezeptoraktiven Wirkstoffe in das Perfusat appliziert. Zu diesem Zweck
wurde ein Dreiwegehahn vor dem Doppellumenkatheter eingebaut, der die direkte Injektion
Uber eine Spritze vor dem Hirnstamm erlaubte. CRS wurde aus einer 1 %-igen Stamml6ésung
in DMSO weiterverdiinnt, die Konzentration in dem 1 ml Spritzenvolumen betrug 320 puM.
Nachdem die Substanz den Hirnstamm passiert und sich mit den restlichen 200 ml ACSF
vermischt hatte, lag eine Konzentration von 1,6 uM im Perfusionskreislauf vor. Die Atempa-
rameter wurden 1 min nach Zugabe des Cholinesterasehemmers gemessen und im weiteren

Versuchsverlauf nach 5, 10, 20 und 60 min ausgewertet (siehe Abb.7).
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Applikation
CRS

\
Kontrollaktivitat [1min| 4min 5min 10min 40min

Smin

20min

60min

\ \ \

O O O O

Atemparameter = Q

-

Abb. 7: Zeitverlaufschema furr die Bestimmung der Atemparameter nach CRS-Injektion. Die Kreise kennzeichnen die Zeitpunk-
te zu denen die Atemparameter berechnet wurden. Die farbigen Linien geben die Gesamtzeit an, die seit Versuchsbeginn bis
zur Bestimmung der Parameter verstrichen ist.

Als zusatzlicher Parameter bei Einsatz von CRS wurde die Apnoephase bestimmt, die defini-
tionsgeman die Lange des Zeitraums nach der letzten messbaren Aktivitat des N. Phrenicus

bis zum Beginn einer nachfolgenden Aktivitat darstellt.

4341 CRS & 8-OH-DPAT

Um zu untersuchen, wie konvergierende Transmittersysteme eine Organophosphat-
vergiftung beeinflussen kénnen, wurde der Effekt eines Serotonin-Agonisten auf die Atempa-
rameter nach CRS-Vergiftung untersucht. Dabei kam 8-OH-DPAT zum Einsatz, eine Sub-
stanz welche agonistisch am 5-HT1, Rezeptor wirkt, dessen Vorhandensein und Verteilung
mittels Antikorperfarbungen ebenfalls Gegenstand dieser Arbeit war.

Nach erfolgter Applikation von CRS wie in Abschnitt O beschrieben, wurde 2 min spé-
ter 8-OH-DPAT in einer Konzentration von 10 uM in die Perfusionsfliissigkeit injiziert. Abb. 8
gibt einen Uberblick tber den genauen Zeitverlauf.
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Applikation Applikation 8-

CRS OH-DPAT
Kontrollaktivitat|1min fimin|  3min 5min 10min 40min
Smin
20min
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Y Y Y
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Atemparameter = O

Abb. 8: Zeitverlaufschema fur die Bestimmung der Atemparameter nach CRS-Injektion. Die Kreise kennzeichnen die Zeitpunk-
te zu denen die Atemparameter berechnet wurden. Die farbigen Linien geben die Gesamtzeit an, die seit Versuchsbeginn bis

zur Bestimmung der Parameter verstrichen ist.

4.3.42 Hypoxie

Die perfundierte Hirnstammpraparation hat den Vorteil zentrale Effekte auf die Atmung sepa-
riert von der Peripherie zu betrachten, da die Sauerstoffversorgung des Praparates durch
eine externe Perfusionspumpe gewahrleistet ist. Um nun einen Kombinationseffekt aus der
zentralen Wirkung eines Organophosphats auf die Atmung und zusatzlicher peripherer Effek-
te zu untersuchen, wurde ein Herzstillstand und daraus resultierende Sauerstoffunterversor-
gung simuliert. Zu diesem Zweck wurde ein, bereits in der Arbeitsgruppe etabliertes, Hypo-
xieprotokoll angewandt, welches in Abb. 9 dargestellt ist.

Akute Hypoxie Moderate Hypoxie Leichte Hypoxie Regeneration

Pumpleistung 0% 50 % 75 % 100 %

Dauer 1 min 3 min 3 min 20 min

Abb. 9: Hypoxieprotokoll

Das Protokoll besteht aus 4 Schritten, beginnend mit 1 min ohne Pumpenumdrehung, so
dass kein aktiver Transport von ACSF durch das Praparat stattfindet. Es folgen 3 min mode-
rater Hypoxie, in denen die Pumpleistung bereits wieder auf 50 % gesteigert wird. Es folgen
weitere 3 min mit einer 75 %-igen Pumpleistung gefolgt von einer 20 minitigen Regenerati-
onsphase, bei der die Pumpenleistung wieder den Normalbedingungen entspricht. Im Regel-
fall hiel3 das bei der verwendeten Rollerpumpe 155 rpm.

Wahrend jeder Phase des Hypoxieprotokolls wurden die Atemparameter bestimmt,

ebenfalls der lAngste Zeitraum ohne PNA (Apnoephase).
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Die Injektion von CRS erfolgte unter Normalbedingungen, 1 min nach Injektion wurden wie in
den vorangegangenen Versuchen, die Atemparameter bestimmt und nach einer weiteren
Minute startete das Hypoxieprotokoll.

Auch bei der Untersuchung eines moglichen Zusammenspiels peripherer und zentra-
ler Effekte auf die Atmung nach Organophosphatvergiftungen wurde der Effekt von 8-OH-
DPAT untersucht. Das Hypoxieprotokoll startete 3 min nach CRS-Zugabe, zu diesem Zeit-
punkt befand sich 8-OH-DPAT 1 min im Perfusionskreislauf.
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5 Ergebnisse

51 Immunhistochemie

51.1 Fixierung

Eine Vielzahl von kommerziell erhaltlichen Antikdrpern ist nicht in PFA fixiertem Gewebe
getestet. Die Herstellerfirma gibt daher in ihrem Datenblatt einen Hinweis, fur welche Fixie-
rungsmethode die Antikorper etabliert wurden.

Um zu Uberpriufen, ob sich mit den Antikérpern Signale im Rattengehirn detektieren

lassen, wurden die ersten Versuche mit Aceton-fixierten Gefrierschnitten und fluoreszenz-

markierten Sekundarantikdrpern unternommen, wie vom Hersteller (SantaCruz) empfohlen.

Abb. 10: Aceton-fixierter Coronalschnitt des Rattenhirns, Abb. 11: Aceton-fixierter Coronalschnitt des Rattenhirns,
Cy3-Farbung (rot) fuir mAChR M, Kernfarbung mit DAPI  Cy3-Farbung (rot) fir mAChR M, Kernfarbung mit DAPI
(blau). Balken entspricht 50 pm. (blau). Balken entspricht 50 um.

Abb. 10 und Abb.11 zeigen beispielhaft zwei Farbungen fir M; und Ms in Aceton-fixiertem
Gewebe. Wie zu erkennen ist, wurden gute Farbeergebnisse erzielt, allerdings war der Ge-
webestrukturerhalt nicht zufriedenstellend, wie sich gut in der Ubersicht in Abb. 12 an dem

teils lI6chrigen Gewebe erkennen lasst.
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Abb. 12: Aceton-fixierter Coronalschnitt des Rattenhirns, Abb. 13: Coronalschnitt des PFA-perfundierten Rattenhirns,
Cy3-Farbung (rot) fur mAChR M, Kernfarbung mit DAPI Cy3-Féarbung (rot) fiir nAChR R, Kernfarbung mit DAPI (blau).
(blau). Balken entspricht 100 pm. Balken entspricht 100 pum.

Es wurde daher angestrebt ein Farbeprotokoll zu etablieren, welches den Gebrauch von PFA
perfundiertem und postfixiertem Gewebe ermdglicht.

Mit einem Demaskierungsschritt gelang es nun, neben der guten Gewebestruktur in
PFA perfundiertem Material, auch auswertbare Signale zu erhalten, was eine morphologi-
sche Zuordnung der positiven Rezeptorzellen zu einzelnen Hirnbereichen ermdglichte (siehe
Abb. 13).

Abb. 14: Coronalschnitt des PFA-perfundierten Rattenhirns, Abb. 15: Coronalschnitt des PFA-perfundierten Rattenhirns,
Demaskierungsschritt mit Citratpuffer, Cy3-Farbung (rot) fir Permeabilisierung mit 0,5 % TritonX, Cy3-Farbung fir
mAChR M;. Balken entspricht 100 pm. mAChR M;. Balken entspricht 100 pm.

Obwohl nicht alle Antikorper laut Hersteller einen Demaskierungsschritt bendtigten, um die
Epitope in PFA fixiertem Gewebe wieder zugéanglich zu machen, zeigte ein direkter Vergleich
der Farberesultate dennoch, dass sich nach einer 30 minitigen Behandlung in heiRem Ci-
tratpuffer wesentlich mehr Signale detektieren lieRen. Abb. 14 und Abb. 15 zeigen jeweils
eine Farbung im Bereich der inferioren Olive, wobei in Abb. 14, die sich durch einen Demas-
kierungsschritt von Abb. 15 unterscheidet, wesentlich mehr Signale fir mAChR M; detektiert

werden konnen.
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5.1.2 Negativkontrollen

Mit den Negativkontrollen konnte die Hintergrundféarbung durch unspezifische Bindungen der

Primar- und Sekundarantikorper abgeschatzt werden.

Falls vorhanden wurden Kontrollpeptide, wie unter 4.1.2 beschrieben, eingesetzt.

Die folgenden Fotos zeigen immunhistochemische Farbungen, die mit der ABC-Methode

durchgefihrt und im Anschluss lichtmikroskopisch aufgenommen und ausgewertet wurden.
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Abb. 16: Farbeergebnis fir mMAChR M; nach Absattigung mit
Kontrollpeptid, Kernfarbung mit Hamalaun (blau). Balken
entspricht 50 pm.

Abb. 17: Farbung mit mAChR M3 nach Absattigung mit Kon-
trollpeptid, Kernfarbung mit Hamalaun (blau) Balken ent-
spricht 50 um.

Waren keine Kontrollpeptide kommerziell erhaltlich, wurden samtliche Schritte des Farbepro-

tokolls durchlaufen, jedoch die Inkubation mit dem Primarantikérper ausgespart.

5.1.3 Auswertung der Verteilungsmuster

Die Zuordnung der Schnitte zu den jeweiligen Hirnarealen wurde mit Hilfe des Paxinos Rat
Brain Atlas vorgenommen (Paxinos, 2007). Als Hilfe bei der Zuordnung der einzelnen Schnit-
te zu den korrespondierenden Seiten im Hirnatlas dienten mit Thionin gefarbte Schnitte der
jeweiligen Serie (vergleiche Abschnitt 4.1.2.1).

Fur jeden Antikorper wurden mindestens 3 komplette Schnittserien, Medulla oblonga-
ta bis Pons abdeckend, angefarbt. So konnten im Anschluss repréasentative Schnitte des
gesamten Hirnstammes ausgewertet werden. Fur jeden Rezeptorsubtypen wurden n = 3
Schnittserien von unterschiedlichen Tieren angefarbt.

Die Auswertung erfolgte anhand der mikroskopischen Aufnahmen nach visuellen Gesichts-
punkten.

Den Kameraaufnahmen vorangestellt, ist jeweils eine schematische Darstellung eines
Sagitalschnitts durch das Rattenhirn, in welchen zur Orientierung mittels roter Linien der im
Folgenden dargestellte Bereich eingezeichnet ist. Weiterhin angegeben ist die Lage der
Schnitte im Verhaltnis zu Bregma, definitionsgemal der Punkt auf dem Schadeldach, bei

dem die Sutura Coronalis, die das Stirnbein vom Scheitelbein trennt, und die Sutura Sagita-

38



ERGEBNISSE

lis, die die beiden Scheitelbeine trennt, zusammentreffen. In einer weiteren schematischen
Darstellung ist die Lokalisation des untersuchten Bereichs in einem Coronalschnitt farbig
gekennzeichnet.

5.1.3.1 DRG

Die folgenden Abbildungen sind beispielhaft flr positive Farbeergebnisse, die im NTS mit
den getesteten Antikdrpern erzielt wurden. Sie erstrecken sich von Bregma -13,56 bis Breg-
ma -12,36. Abb. 18 zeigt in einem schematischen Sagitalschnitt den Bereich, welchem die

folgenden Fotos zuzuordnen sind.

Abb. 18: Schematische Zeichnung eines Sagitalschnitts des
Rattenhirns. Die roten Linien grenzen den Bereich zwischen
Bregma -12,36 und -13,65 ein, die den Figuren 136 bis 146 im
Rat Brain Atlas entsprechen.

Zur Auswertung wurden hauptsachlich immunhistochemische Farbung mit der ABC-Methode
durchgefuhrt und DAB oder AEC als Substrat eingesetzt. Diese Farbungen bleiben auch
Uber sehr lange Zeitraume stabil, im Gegensatz zu Farbungen mit Fluoreszenzfarbstoffen,
die, um ein Ausbleichen zu vermeiden, im Dunkeln und kihl gelagert werden missen. Auf

den folgenden reprasentativen Fotos ist der NTS jeweils umrandet dargestelit.

Abb. 19: Schematische Darstellung eines Coronalschnitts Abb. 20: Farbung fir nAChR a; mit DAB (braun). Balken
des Rattenhirns, rot eingezeichnet der NTS. entspricht 100 pm.
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Abb. 21: Farbung fir mMAChR M, mit DAB (braun), Balken Abb. 22: Farbung fir alle mMAChR Subtypen mit M35 und Cy3
entspricht 100 pm. markiertem Streptavidin (rot). Balken entspricht 200 um.

Abb. 23: Farbung fir mMAChR M; mit Cy3 (rot), Balken ent- Abb. 24: Farbung fir nAChR B, mit AEC (rot). Balken ent-
spricht 100 um. spricht 100 pm.

Abb. 25: VergroRerter Bereich aus Abb. 18; dargestellt sind Abb. 26: VergroRRerter Bereich aus Abb. 24, dargestellt sind
positiv gefarbte Neuronen im NTS. Balken entspricht 50 pum. mit AEC angefarbte fir B, positive Neuronen im NTS. Der
Balken entspricht 50 pum.

Wie in den Abbildungen 20 bis 26 zu erkennen, konnten mit allen getesteten Antikorpern,

sowohl fir muskarinische als auch fir nikotinische AChRs, Neuronen im Bereich des NTS
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angefarbt werden. Die DRG enthielt eine Vielzahl positiver Zellen, die allerdings homogen
Uber den gesamten NTS verteilt waren.

5.1.3.2 VRG

Die folgenden Abbildungen zeigen positive Neuronen im Bereich der Ventralen Respiratori-
schen Gruppe. Die Schnitte decken den Bereich von Bregma -11,88 bis - 13,8 ab (Verglei-
che Abb. 27). Von caudal nach rostral werden Abbildungen fiir die verschiedenen Kerngebie-
te in der VRG gezeigt.

Abb. 27: Schematische Zeichnung eines Sagitalschnittels des
Rattenhirns. Die roten Linien grenzen den Bereich zwischen Breg-
ma -11,88 und -13,8 ein, die den Figuren 132 bis 148 im Rat Brain

Atlas entsprechen.

Abb. 28: Schematische Zeichnung eines Coronalschnitts des  Abb. 29: Der obere Bereich entspricht dem rVRG, der untere
Rattenhirns, blau eingezeichnet die rVRG. der C1/A1 Region. Farbung fur nAChR a; mit DAB (braun).
Balken entspricht 100 um.

Abb. 29 zeigt eine positive Farbung fur die nikotinische a; UE, der obere umrandete Bereich
entspricht der rVRG, der untere Bereich entspricht der A1/C1 Zellgruppe, den noradrenergen

und adrenergen Neuronen.
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Abb. 30: Farbung fir mAChR Mz, mit Cy3 markierten Strept-  Abb. 31: Farbung fir mAChR M, mit Cy3 markiertem Strept-

avidin (rot). Balken entspricht 200 um avidin (rot). Balken entspricht 100 pum.

Die in Abb. 30 umrandeten Bereiche entsprechen von links dem caudoventrolateralen Nu-
cleus reticularis, gefolgt von der rVRG, welche lateral an den Nucleus linearis und dorsal an

den subcompakten Teil des Nucleus Ambiguus grenzt. In Abb. 31 ist die rVRG eingekreist.

PraBotzinger Komplex

Der PraBotzinger sowie der Botzinger Komplex lie3en sich auf Grund des Nucleus Ambiguus

zuzuordnen war.
/—\/__
- q

eingrenzen, der anhand seiner Form und durch positive Zellen fir jeden Rezeptorsubtyp gut

Abb. 32: Schematische Zeichnung eines Coronalschnitts des Abb. 33: Farbung fir mMAChR My.mit Cy3 (rot). Balken ent-

Rattenhirns, blau eingezeichnet der PraBotzinger Komplex. spricht 100 pm.
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Abb. 34: Farbung fir mMAChR M, mit Cy3 (rot). Balken ent-
spricht 100 um.

Vi S T 3 X

Abb. 36: Farbung fur nAChR a; mit DAB (braun). Balken
entspricht 100 um.

Botzinger Komplex

Abb. 37: Schematische Zeichnung eines Coronalschnitts des
Rattenhirns, blau eingezeichnet der Bétzinger Komplex.

—

Abb. 35: Farbung fir nAChR B, mit AEC (rot). Balken ent-
spricht 100 pm.

Abb. 38: Positive Zellen im Bereich des Botzinger Komplex,
fir nAChR a; mit DAB (braun). Balken entspricht 100 pm.
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2 A . R
Abb. 39: Farbung fir mAChR M, mit DAB (braun). Balken Abb. 40: Farbung fir nAChR B, mit AEC (rot). Balken ent-
entspricht 50 pm. spricht 50 pm.

Abb. 41: Farbung fir mMAChR M35 mit DAB (braun), Kernfar-  Abb. 42: Farbung fir mAChR M35 mit DAB (braun), Kernfar-
bung mit Hamalaun (blau). VergroRerter Ausschnitt positiver bung mit Hamalaun (blau). Balken entspricht 100 pm
Zellen im Bétzinger Komplex. Balken entspricht 100 pm.

RTN, Parafaciale Respiratorische Gruppe (pFRG) und Nucleus Facialis

Wahrend sich der Nucleus Facialis sehr gut als motorisches Kerngebiet auf Grund grof3er
positiver Neuronen abgrenzen liel3, waren die pFRG und der RTN nicht exakt zu lokalisieren.
Die genaue Unterscheidung dieser, sich teilweise lberlappenden Kerngebiete, war daher
nicht maoglich.
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Abb. 43: Schematische Zeichnung eines Coronalschnitts des Abb. 44: Farbung fir nAChR a; mit DAB (braun). Balken
Rattenhirns, blau eingezeichnet die Parafacialis Region. entspricht 100 pm. Kleiner eingekreister Bereich Nucleus
motorius nervi facialis.

Abb. 45: Farbung fir mAChR M3 mit DAB (braun), Kernfar-  Abb. 46: Bereich des Parafacialis aus Abb. 45 vergroRert
bung mit Hdmalaun (blau). Balken entspricht 100 pm. dargestellt. Balken entspricht 100 pm.

Im Vergleich zur DRG waren in den ventralen Atemzentren fur die einzelnen untersuchten
Rezeptorsubtypen weniger positive Zellen zu finden. Grundsétzlich waren im NTS allerdings
wesentlich kleinere Neuronen mit weniger Cytoplasma vorhanden, verglichen mit den Neu-
ronen der ventralen Areale. Des Weiteren wurde in nur wenigen Féllen eine Kernfarbung mit
Hamalaun an die Antikdrperfarbung angeschlossen, so dass sich keine genaue Aussage
treffen lasst, wie in der VRG das Verhdltnis von positiven zu negativen Zellen ist und ob dort
tatsachlich weniger AChR-exprimierende Neuronen vorhanden sind.
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PRG

Die folgenden Abbildungen zeigen positiven Farbeergebnisse fir Atemzentren im Bereich
der Pons. Eingekreist ist jeweils der Pedunculus cerebellaris superior, der umgeben ist von
dem lateralen bzw. medialen Nucleus Parabrachialis und dem Kélliker fuse Nucleus.

Abb. 47: Schematische Zeichnung eines Sagitalschnitts des Rat-
tenhirns. Die roten Linien grenzen den Bereich zwischen Bregma
-8,76 und -9,48 ein, der den Abbildungen 106 bis 112 im Rat Brain
Atlas entspricht.

Abb. 48: Schematische Zeichnung eines Coronalschnitts des ~ Abb. 49: Farbung fir nAChR a7 mit DAB (braun). Balken
Rattenhirns, gelb eingezeichnet der Kolliker fuse Nucleus und ~ entspricht 100 um.

der Nucleus Parabrachialis.
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-3 SR St

Abb. 50: Farbung fir mAChR M, mit DAB (braun). Balken Abb. 51: Farbung fir mAChR M; mit AEC (rot). Balken ent-
entspricht 100 um. spricht 100 pm.

Abb. 52: Farbung fir mAChR M35 mit DAB (braun), Kernfar-
bung mit Hdmalaun (blau). Balken entspricht 100 um (Aufnah-

me Histoquest).

Zusammenfassend lasst sich Uber die Farbungen in den Atemzentren sagen, dass jedes
Kerngebiet, welches eindeutig zugeordnet werden konnte, sowohl muskarinische AChRs, als
auch nikotinische AChRs exprimierende Zellen enthélt. Anhand der Aufnahmen wurde der
Eindruck gewonnen, dass die DRG und die PRG wesentlich mehr positive Zellen enthalten.
Aufgrund der Grol3e der Zellkdrper kann es aber auch durchaus sein, dass in den Bereichen
der VRG grundsétzlich weniger Neuronen vorhanden sind.

5.1.3.3 HistoQuest

Die sich gegen Ende des Projekts ergebende Mdglichkeit, ein HistoFAX mit HistoQuest-
Software zur Analyse zu nutzen, wurde flrr einige gut erhaltene Schnittserien genutzt. Mit
Hilfe der Software war es moglich, eine genaue Aufstellung Uber die positiven Zellen in vor-
her mit Hilfe des Rat Brain Atlasses definierten regions of interest (ROIs) zu erhalten. Des
Weiteren konnten alle Objekttrager auf diesem Wege digitalisiert und archiviert werden. Die
Software speicherte samtliche Schnitte eines Objekttragers als Ubersicht wie in Abb. 53 zu
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erkennen und nutzt eine starkere Vergrof3erung zur Detailaufnahme, so dass im Anschluss
ein gezieltes Zoomen in einzelne Bereiche des Schnitts moglich ist. In dem folgenden Bei-
spiel wurde die Kernregion des Nucleus retro-ambiguus (RAmb) fur die Farbung mit dem
M35 Antikorper ausgewertet.

7 - Region 002: RAmb

Area: 0,053506 mm2

Abb. 53: Ubersichtaufnahme eines Coronalschnitts des Rattenhirns, angefarbt sind die mAChRs mit dem M35 Antikorper,
visualisiert mittels DAB (braun) und einer Kernfarbung mit Hamalaun (blau). Die eingekreiste Region entspricht dem RAmb mit

einer Flache von 0,053mm?>.

Abb. 54 veranschaulicht, die durch die HistoQuest Software erhaltenen Ergebnisse. Darge-
stellt ist ein Scattergramm in welchem die Gro3e der Hamalaun-gefarbten Zellen gegen die
Farbintensitat aufgetragen wurde. Jeder Punkt in dem Scattergramm entspricht einem Zell-
kern in der untersuchten Region und kann individuell in der Region dargestellt werden. So
l&sst sich anhand der Struktur vor der Auswertung manuell bestimmen, welche Signale er-
fasst und gezahlt werden sollen. In diesem Beispiel wurden sehr kleine Kerne ausgeschlos-
sen, da sie im Gewebe Endothelzellen der Kapillaren im Hirn entsprachen und daher fir die

weitere Analyse der positiven Neuronen nicht von Interesse waren.
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Abb. 54: Scattergramm und Ergebnisse fur die Anzahl der Zellkerne im Ramb

Von Interesse und fir die weitere Auswertung entscheidend in dieser Auswertung ist der
obere rechte Quadrant (UR) mit einem Count von 55, was der Anzahl an Zellkernen im
RAmb entspricht. Die 55 Hamalaun-gefarbten Zellkerne aus dem Skattergramm in Abb. 54
wurden nun auf Grund der Cytoplasma-Féarbung fir DAB weiter unterteilt. In dem Skatter-
gramm aus Abb. 55 nimmt die Hamalaun-Intensitat von unten nach oben zu, die DAB Inten-
sitat von links nach rechts. Die Einteilung in die Quadranten erfolgte anhand der Darstellung
der einzelnen Zellen in dem histologischen Préaparat. Das abschlieRende Ergebnis fir diese
Region bedeutet, dass von 55 im RAmb angeschnittenen Zellkernen 31 eine DAB Farbung

des Cytoplasmas aufwiesen und damit einen muskarinischen Rezeptorsubtyp exprimieren.
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Abb. 55: Scattergramm und Ergebnisstabelle fir die Anzahl positiver Zellen mit braunem Cytoplasma (oben rechter Quadrant
UR)

5.1.4  Co-Farbungen

Um zu testen, ob die Neuronen, die durch Acetylcholin beeinflusst werden, auch einem an-
deren Transmittersystem unterworfen sind, wurden Co-Farbungen mit den zuvor getesteten
Antikdrpern und einem fir den Serotonin-Rezeptor 5-HT1, spezifischen Antikdrper durchge-
fuhrt. Die nachfolgenden Bilder zeigen exemplarische Aufnahmen aus den Atemzentren des

Rattenhirns. Es wurden samtliche Kernregionen untersucht, die auch schon bei den Einzel-

farbungen von Interesse waren.

Abb. 56: Von links nach rechts: Farbung fur 5-HT1, mit Cy3-markiertem Streptavidin (rot); Féarbung fur M35 mit Cy2 (grun);
Overlay mit Kernfarbung (DAPI/blau); Balken entspricht 50 pm.
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Abb. 57: Farbung fiir M1 mit Cy3 (rot); Farbung fur 5-HT1, mit Cy2 (griin), Overlay; Balken entspricht 100 pm.

Abb. 58: Farbung fir Mz mit Cy3 (rot); Farbung fir 5-HT14 mit Cy2 (griin), Overlay mit Kernfarbung (DAPI/blau); Balken ent-
spricht 100 um.

Abb. 59: Farbung fir nAChR a; mit Cy3 (rot); Farbung fur 5-HT1, mit Cy2 (grin); Overlay mit Kernfarbung (DAPI/blau); Balken
entspricht 100 um.

Fur alle getesteten Antikdrperkombinationen wurde jeweils ein vollstandiges Overlay beo-
bachtet. So lieRen sich keine Zellen finden, die nur fir einen Rezeptor positiv angefarbt wur-
den. Da der 5HT1, Antikdrper ebenso wie der M, und der nAChR 3, Antikdrper im Kanin-
chen hergestellt wurden, waren diese Kombinationen nicht maglich.

Da durch die vorangegangenen Ergebnisse die Vermutung bestand, dass auch ver-
schiedene Acetylcholin-Rezeptoren co-lokalisiert sein konnten, wurden auch mit den AChR

Antikérpern untereinander Co-Farbungen durchgefihrt.
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Abb. 60: Co-Farbung fiir die mAChRs M; (mit Cy3) und M35 Abb. 61: Co-Farbung fir die mAChRs M; (mit Cy3) und M,
(mit Cy2). Balken entspricht 50 pm (mit Cy2). Balken entspricht 50 pm

Abb. 60 zeigt beispielhaft eine Co-Farbung fir einen spezifischen muskarinischen AChR M;
mit dem M35 Antikorper, der unspezifisch an alle Subtypen bindet. Es war zu erwarten, dass
alle M, positiven Zellen mit M35 co-lokalisieren. Allerdings gab es keine M35, in diesem Fall
Cy2 positiven griinen Zellen, die nicht auch positiv fir M; waren. Die Ergebnisse in Abschnitt
5.1.3 zeigen, dass M; nicht der einzige Subtyp ist, der in den Atemzentren der Ratte vertre-
ten ist, was darauf hindeutet, dass tatsachlich, wie auch schon nach den ersten Auswertun-
gen der Verteilungsmuster vermutet, mehrere AChRs von einzelnen Neuronen exprimiert
werden. Abb. 61 zeigt eine Co-Farbung fur M; und M, und es zeigt sich auch hier eine kom-
plette Co-Lokalisation der positiven Signale.

Fur die nikotinischen AChRs wurde ebenfalls Uberpruft, ob die beiden untersuchten

Untereinheiten co-exprimiert werden.

Abb. 62: Co-Farbung fiir die nAChRs a7 (Cy3) und B2 (Cy2). Abb. 63: Co-Farbung fir M; (mit Cy2) und o7 (mit
Balken entspricht 50 pum. Cy3).Balken entspricht 100 um.

Wie in Abb. 62 zu sehen ist, gab es auch bei den beiden nikotinischen Untereinheiten eine
Co-Lokalisation der Signale. Allerdings fiel die Fluoreszenzfarbung fur a; wesentlich schwa-

cher aus als fur (3,.
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In einem letzten Ansatz sollte Uberprift werden, ob auch nikotinische und muskarinische
Rezeptoren in einer Zelle co-exprimiert werden. Wie in Abb. 63 zu sehen, Uberlagerten sich

auch hier die roten und griinen Signale vollkommen.

5.2 Western Blot

Um die Spezifitat der Antikérper zu Uberprifen und um anhand der detektierten Proteingréf3e
Ruckschlisse auf den Rezeptor-Subtyp zu erhalten, wurden Western Blots durchgefihrt.

Die Auswertung der Blots erfolgte am Odyssey, mittels Infrarotfarbstoff-markierten Sekun-
darantikdrpern bzw. Infrarotfarbstoff-gekoppeltem Streptavidin. Die Aufnahmen wurden an-
schlieRend in Schwarz-Weil3-Bilder umgewandelt.

Abb. 64 zeigt das Ergebnis fir den M35 Antikorper, aufgetragen wurden jeweils 5 pg pro
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Abb. 64: Western Blot fiir mAChR M35, links aufgetragen ist Abb. 65: Negativkontrolle fir mAChR M35, Inkubation erfolg-
der Marker. te ohne Priméarantikorper.

Obwohl M35 samtliche Subtypen der muskarinischen Rezeptoren detektiert und mit den be-
nutzten polyklonalen Antikdrpern fir M; bis M3 positive Farbeergebnisse erzielt wurden, lie-
ferte der Western Blot nur eine Bande, entsprechend einem Protein der GrofRe zwischen 60
und 70 kilo Dalton (kDa). Die erwarteten Grof3en der einzelnen Subtypen sind 51 kDa fur My,
52 kDa fur M,, 66 kDa fur M3, 53 kDa fur M, und 60 kDa fiir Ms, so dass es sich bei dem de-

tektierten Protein vermutlich um M3 handelt.
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Abb. 66: Western Blot fir nAChR 8, Abb. 67: Negativkontrolle, Inkubation ohne Primar-

antikorper

Fur die B, Untereinheit des nAChRs konnte mit Hilfe des Chemicon Antikorpers eine Protein-
bande detektiert werden, die in etwa der zu erwartenden GréRe von 85 kDa entspricht. Die
Bande fand sich in beiden Fraktionen, sowohl im Pellet als auch im Uberstand und war un-
abhangig von der Temperatur, mit der die Proben vor der SDS-Geleketrophorese behandelt
wurden.

Fur die anderen Antikoérper konnte auch mit einem zuséatzlichen Amplifikationsschritt, durch
den Einsatz biotinylierter Sekundéarantikdrper und IR-markiertem Streptavidins, keine Ergeb-
nisse erzielt werden. Abb. 67 zeigt beispielhaft ein Ergebnis, welches mit dem Einsatz infra-

rot-markiertem Streptavidins erzielt wurde.
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Abb. 68: Western Blot fir nAChR a5 Abb. 69: Negativkontrolle fir a;

Auf dem Western Blot, inkubiert mit dem monoklonalen nAChR a, lasst sich jeweils im Pro-
tein-Pellet eine einzelne Bande bei ca. 32 kDa erkennen, was jedoch nicht der erwarteten
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GroRRe der Untereinheit von 56 kDa entspricht. Die anderen Banden entsprechen in ihrer
GrolRRe biotinylierten Carboxylasen, wie sie im Hirn zu finden sind. Sichtbar gemacht werden
sie nicht durch einen spezifisch gebundenen Antikorper, sondern durch das Infrarot-
markierte Streptavidin, was auch ihr Vorhandensein in der Negativkontrolle erklart.

5.3 Perfundierte Hirnstammpraparation

Mit Hilfe der perfundierten Hirnstammpraparation wurden rezeptoraktive Wirkstoffe und ein
Organophosphat auf ihre Wirkung auf das zentrale Atemmuster der Ratte untersucht. Die
verwendeten Konzentrationen der einzelnen Substanzen sind in Tabelle 2 zusammengestellt
und orientieren sich an bislang veréffentlichen Studien oder Erfahrungen aus der eigenen
Arbeitsgruppe. Gab es keine Anhaltspunkte fur die zu verwendende Konzentration, wurde
die Substanz kumulativ der Perfusionsfliissigkeit zugegeben, bis Effekte zu beobachten wa-

ren.

5.3.1 Rezeptoraktive Wirkstoffe

TMPH

Die Blockierung der neuronalen nikotinischen Rezeptoren mit dem nicht-kompetitiven Rezep-
tor-Antagonisten TMPH wurde in n = 5 Experimenten durchgefthrt. TMPH wurde kumulativ
bis zu einer Konzentration von 50 uM in die Perfusionslésung gegeben. Die Atemparameter

wurden im Anschluss daran bestimmt und mit Kontrollwerten verglichen.

Wahrend die mittlere Inspirationsdauer T; unter Kontrollbedingungen 0,69 + 0,06 Sekunden
(s) betrug, kam es zu einer geringfiigigen Verlangerung der T; nach der Applikation von
TMPH auf 0,83 = 0,19 s. Parallel war jedoch eine gravierende Verlangerung von Ty, zu be-
obachten. Die durchschnittliche Zyklusl&ange unter Kontrollbedingungen betrug 3,34 + 0,52 s
und verlangerte sich auf 13,23 + 2,09 s, gemessen 5 min nach TMPH-Zugabe in den Perfu-
sionskreislauf. Zeitgleich kam es zu einer Abnahme der Atemfrequenz, was auf Grund un-
veranderter Inspirationsdauer zu einem Abfall des Atemzugvolumens (V/min) um 80 % fihr-
te.

Abb. 70 fasst die prozentuale Abweichung der Atemparameter von den Kontrollwer-
ten grafisch zusammen. Der Anstieg der Expirationszeit und der Zyklusldnge 5 min nach
Zugabe von TMPH auf ca. 400 % ist statistisch signifikant mit p-Werten von 0,0214. Der
Blutdruck bleibt wahrend der Versuchsreihe mit TMPH konstant bei ca. 60 mmHg.
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Abb. 70: Atemparameter im Vergleich zur Kontrollaktivitat nach Applikation von 50 uM TMPH

DHBE

Der kompetitive Antagonist DHBE ist selektiv fiir die neuronale a4-Untereinheit des nikotini-
schen AChR. Die n = 4 Versuche wurden mit einer Konzentration von 40 uM in der Perfusi-
onsflussigkeit durchgefiihrt. Die Atemparameter wurden ebenfalls 5 min und 20 min nach
Erreichen der Gesamtkonzentration gemessen.

BTi Te ¥ Ttot
140

120

100
8
6
4
2

Kontrolle 5min nach DHRE 20min nach DHRE

Prozent
o o o

o

o

Abb. 71: Atemparameter im Vergleich nach der Applikation von 40 uM DHRE.

Weder bei der Inspirationsdauer, noch bei der Zykluslange waren Unterschiede im Vergleich
zu den Kontrollwerten zu erkennen. Die T, reduzierte sich um ca. 7 % von 0,7 + 0,059 s auf
0,66 £ 0,026 s bzw. 0,64 + 0,026 s, gemessen 5 bzw. 20 min nach der letzten DHBE Zugabe.
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Die Zykluslange blieb mit einer Erhéhung um ca. 0,7 % nahezu unveréndert (siehe Abb. 71).
Der Blutdruck sank nach Zugabe von DHBE um 10 % ab und lag damit durchschnittlich bei
53 mmHg.

Nach 20 min war ein Anstieg in der Atemfrequenz zu beobachten und bedingt dadurch eine
leichte Zunahme im Atemvolumen (siehe Abb. 73). Aufgrund der groRen Abweichungen bei
den unterschiedlichen Praparationen, die Atemfrequenz betreffend, war jedoch keine statis-

tisch gesicherte Aussage bei diesem Versuchsumfang maéglich.

MLA

MLA ist ebenfalls ein kompetitiver Antagonist, allerdings im Gegensatz zu DHBE selektiv fir
die neuronale a;-Untereinheit. Die Konzentration in der Perfusionslésung betrug 20 uM. Das
Atemzugvolumen / min war 20 min nach MLA Gabe um 7 % erhoht (siehe Abb. 73). Die In-
spirationszeit veranderte sich ebenfalls nur geringflgig. Wahrend sie 5 min nach Erreichen
der Gesamtkonzentration an Antagonist mit 0,71 + 0,019 s identisch zur Kontrollaktivitat von
0,71 £ 0,059 s war, konnte nach 20 min eine geringfligige Verringerung auf 0,66 + 0,047 s
beobachtet werden. Ebenso sah es bei T, und der Zykluslange T aus: Es kam bei beiden
Parametern zu einer Verringerung um ca. 8%. Der Blutdruck nahm nach MLA Zugabe um
ca.10 % ab und verringerte sich auf durchschnittlich 50 mmHg.

Abb. 72 zeigt die prozentuale Abweichung der Atemparameter nach MLA-Gabe im Verhaltnis

zu den Kontrollwerten.
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Abb. 72: Atemparameter im Vergleich zu Kontrollaktivitat nach Applikation von 20 uM MLA

Abb. 73 fasst noch einmal die Werte fir V/min der getesteten nikotinischen Rezeptor-
Antagonisten zusammen. Wahrend der nicht-kompetitive Antagonist TMPH zu einer enor-
men Verringerung des Atemvolumens (nach 20 min p = 0,0106) fuhrt, kommt es nach Blo-
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ckade einzelner nikotinischer Untereinheiten mit kompetitiven Antagonisten zu einem leich-
ten Anstieg des Atemvolumens, durch eine leichte Atemfrequenzerhéhung. Die grolien
Standardabweichungen bei DHBE kommen durch die unterschiedlichen Effekte des Antago-
nisten auf die Atemfrequenz zu stande.

Die Verringerung des Atemvolumens durch TMPH kann zum einen auf die starke
Verringerung der Atemfrequenz zuruckgefuhrt werden, zum anderen kommt es zu einem

enormen Anstieg der Expirationszeit bei gleichbleibender Inspirationszeit (siehe Abb. 70).
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Abb. 73: Mittleres Atemzugvolumen pro Minute nach Applikation der verschiedenen Antagonisten. Die Werte sind jeweils pro-

zentuale Angaben im Verhaltnis zur Kontrolle.

Lobelin

Der nikotinische Agonist Lobelin wurde kumulativ bis zu einer Konzentration von 100 pM in
die Perfusionsflissigkeit verabreicht. Bereits zwei Minuten nach Erreichen der Endkonzent-
ration waren gravierende Auswirkungen auf die untersuchten Atemparameter feststellbar. Im
Vergleich zu den Kontrollwerten kam es zu einer Zunahme der Atemfrequenz, wahrend sich
der Herzschlag um 50 % verringerte. Parallel verringerte sich die Amplitude der PNA stark
(siehe Abb. 74 B), so dass sich nach 5 min keine N. Phrenicus Aktivitdt mehr feststellen liel3
(Abb. 74 C).
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C

Abb. 74: Die Abbildung zeigt beispielhaft die PNA tiber 30 s nach Zugabe von 100 pM Lobelin. (A) Phrenicus Aktivitat vor
Zugabe von Lobelin, (B) Aktivitdét 2 min nach Zugabe von 100 pM des nikotinischen Agonisten (C), 5 min nach Applikation ist
keine PNA mehr messbar.

Pilocarpin

Der kompetitive muskarinische Agonist Pilocarpin wurde kumulativ zur Perfusionsflissigkeit
gegeben und bei einer Gesamtkonzentration von 320 uM traten die im Folgenden beschrie-
benen Effekte auf.

Pilocarpin fihrte zu einer um 50 % verminderten Pulsfrequenz bei gleichbleibendem arteriel-
len Druck und einer Verdopplung der Atemfrequenz. Zwanzig Minuten nach Erreichen der
Endkonzentration von 320 puM hatte sich die Expirationszeit um 50% reduziert, wahrend die

anderen Atemparameter nicht auffallig verandert waren.

Telenzepin und AQ-RA 741

Die beiden muskarinischen kompetitiven Antagonisten Telenzepin und AQ-RA 741, hemmen
jeweils den M; bzw. den M, Subtyp. Die Spezifitdt bei muskarinischen Agonisten und Anta-
gonisten ist allerdings im Vergleich zu den nikotinischen nicht gleichermalRen gegeben, da
sich die mAChR in ihren Bindestellen fir ACh nur geringfiigig unterscheiden. Die Antagonis-
ten sind daher nur in bestimmten Konzentrationen wirklich selektiv. Da es fur die perfundierte
Hirnstammpréaparationen keine Anhaltspunkte fiir die einzusetzende Konzentration gab, wur-
den verschiedene Antagonisten kombiniert, um eine generelle Aussage Uber die Beteiligung

muskarinischer Rezeptoren an der Atemgenerierung zu erhalten.
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Bei dem hier vorgestellten Versuch zeigten sich nach systemischer Gabe von 25 pM AQ-RA
741 keine Auswirkungen auf die Atemparameter, so dass zusatzlich Telenzepin in einer
Konzentration von 50 pM in die Perfusionsldsung verabreicht wurde.

Die Atemparameter anderten sich daraufhin hinsichtlich der Atemfrequenz, die um 35
% anstieg (siehe Abb. 75), sowie Inspirations-und Expirationszeit, die bereits nach 2 min um
15 % absanken. Dies fihrte trotz steigender Atemfrequenz zu einem konstanten Atemzugvo-
lumen (siehe Abb. 76). Die Veranderung der Atemparameter blieb wéhrend des gesamten
Versuchsablaufs konstant.
Parallel zu Effekten auf die Atmung nahm die Pulsfrequenz nach Applikation der muskarini-

schen Antagonisten um 20 % ab, der arterielle Druck blieb hierbei konstant.

A B

Abb. 75: Aktivitat des Nervus Phrenicus jeweils fir die Dauer von 30 s. (A) Kontrollaktivitat, (B) Aktivitat nach Zugabe von 25
UM AQ-RA 741 und 50 pM Telenzepin

Bei zusatzlicher Gabe der nAChR-Antagonisten MLA und DHBE, um einen Block nikotini-
scher und muskarinischer AChR-Subtypen zu simulieren, waren die Auswirkungen auf die
Atmung identisch. Inspirations- und Expirationszeit nahmen im Vergleich zur Kontrollaktivitat
um ca. 20 % ab Diese Effekte waren auch bei Versuchsende nach 20 min noch zu beobach-
ten. Die Atemfrequenz anderte sich jedoch bei zusatzlicher Gabe von nikotinischen Antago-
nisten nur geringfligig, so dass es zu einer leichten Abnahme des Atemzugvolumens im Ver-

gleich zur Kontrolle kam (siehe Abb. 76).
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Abb. 76: Prozentuale Veranderung des Atemzugvolumens im Verhdltnis zu den Kontrollwerten nach Applikation von 50 pM
Telenzepin, 25 uM AQ-RA 741, 5u M DHBE und 40 uM MLA.

Carbachol und Telenzepin

Um die Auswirkungen muskarinischer Antagonisten auf das Atemmuster nach vorangegan-
gener Stimulation zu untersuchen, wurde Carbachol dem Perfusat zugesetzt (Endkonzentra-
tion 100 uM). Carbachol ist ein Strukturanalogon des Acetylcholins und wie vorherige Expe-
rimente zeigten, fuhrt die Zugabe von Carbachol zu einer pathologischen Atmung, gekenn-
zeichnet durch verlangerte Inspirations- und Expirationsphasen, Verlust der rampenférmigen
Aktivitdt des N. Phrenicus und Reduzierung des Atemvolumens. Die ersten Reaktionen auf
Carbachol lie3en sich bereits eine Minute nach Applikation feststellen, waren allerdings nur
transient und nach einer weiteren Stunde hatten sich die Atemparameter in der Praparation
nahezu vollstandig erholt.

Bei den im Folgenden dargestellten Versuchen wurde Telenzepin, ein M; AChR Antagonist
eine Minute nach erfolgter Carbachol-Applikation ebenfalls in das Perfusat injiziert.

Die Herzfrequenz, die nach Carbachol-Gabe auf bis zu 20 % abnahm, erholte sich
bereits 2 min nach Telenzepin-Zugabe nahezu vollstdndig. Auch auf die Atmung wirkte sich
die Telenzepingabe positiv aus. Die erhohten Inspirations- und Expirationszeiten, die nach
Carbachol-Gabe zu beobachten waren (siehe Abb. 77) wurden durch den muskarinischen
Antagonisten wieder reduziert. Die T; lag 5 min nach Telenzepin-Zugabe mit einer 1 %-igen
Abweichung wieder beim Ausgangswert. Die Atemzykluslange und die Expirationszeit unter-
schieden sich ebenfalls statistisch nicht von den Kontrollwerten, jedoch stark von den nach
Carbachol-Zugabe ermittelten Daten. So sank die Expirationszeit von 141 % nach Carba-
chol-Zugabe durch Telenzepingabe auf 77 % ab und liegt somit noch deutlich unter dem

Kontrollwert.
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Abb. 77: Prozentuale Verénderung der Inspirations- (links) und Expirationszeit (rechts) nach Zugabe von Carbachol und nach

zusétzlicher Gabe des M; AChR Antagonisten Telenzepin.

In drei weiteren Versuchen wurde nach der Zugabe von Telenzepin erneut Carbachol bis zu
einer Endkonzentration von 150 uM verabreicht. Die zuvor beobachteten Effekte des Agonis-
ten blieben bei dieser Versuchsanordnung aus, es zeigten sich weder Auswirkungen auf die

Atmung noch auf die Herzfrequenz.

Carbachol und weitere nikotinische Antagonisten

Um zu testen, ob der positive Einfluss Telenzepins auch mit nikotinischen Antagonisten er-
zielt werden kann, wurde je ein Versuch mit MLA und DHBE unternommen. Beide Substan-
zen zeigten keine Auswirkung auf das Atemmuster nach Carbachol-Zugabe und auch die
Herzfrequenz blieb mit nur 30 % des Kontrollwertes auf dem fir Carbachol-Vergiftung typi-

schen Niveau.

5.3.2 Organophosphat

CRS wurde tber einen vor dem Doppellumenkatheter angebrachten Dreiwegehahn direkt
vor dem Hirnstamm injiziert Die zu verabreichende Menge wurde auf eine 1 ml-Spritze auf-
gezogen und Uber 30 s in den Kreislauf injiziert. Die hier dargestellten Ergebnisse wurden
bei einer Konzentration von 1,6 pM CRS im Perfusionskreislauf erzielt. Als direkte Folge der
CRS-Injektion kam es zu einer Apnoephase ohne PNA, die mit durchschnittlich 11,83 s deut-
lich Gber der Zeit einer normalen Expirationsphase lag (3,29 s). Danach setzte die Aktivitéat

wieder ein und es zeigten sich die in Abb. 78 dargestellten Effekte.
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Abb. 78: Vergleich der Atemparameter nach CRS-Zugabe Uber einen Zeitraum von 60 min.

Durch die Injektion von CRS kam es zu einem ca. 50 %-igen Anstieg sowohl von Inspirati-
ons- als auch Expirationszeit und resultierend daraus ein Anstieg der Gesamtzykluslange
(Twr). Die beobachteten Effekte waren allerdings transient und nach ca. einer Stunde waren
die Atemparameter wieder nahezu identisch zu den Kontrollwerten. Abb. 78 zeigt eine statis-
tisch signifikante Abweichung der Expirationszeit sowie der Gesamtzyklusdauer 1 min nach
Zugabe von CRS. Sechzig Minuten spater sind beide Werte wieder abgesunken, die Ge-
samtzykluslange unterscheidet sich signifikant von dem Wert direkt nach der Vergiftung und
befindet sich wieder bei 100 %. Begleitet werden die Veranderungen der Atemparameter
durch ein pathologisches Aktivitatsmuster des N. phrenicus. Die rampenférmig ansteigende
Aktivitat, die unter Kontrollbedingungen zu beobachten ist, ist einer abfallenden Aktivitat
wahrend der Inspirationszeit gewichen. Hierdurch bedingt und durch eine Frequenzverringe-
rung nach CRS-Zugabe ergibt sich ein reduziertes Atemzugvolumens wie in Abb. 79 darge-
stellt. Auch diese Effekte sind nur transient und nach 60 min hat das Atemzugvolumen wie-

der einen Wert von Uber 90 % des Kontrollvolumens erreicht.
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Abb. 79: Veranderungen des Atemzugvolumens nach CRS-Zugabe (ber einen Zeitraum von 60 min.

Auf den arteriellen Blutdruck wirkte sich die CRS-Vergiftung zu keinem Zeitpunkt aus. Der
durchschnittliche Druck betrug 56 mmHg Uber den gesamten Versuchsablauf. Bei der Puls-
frequenz kam es zu einer Verringerung um 20 %, die direkt nach Applikation des Giftes ein-
trat. Im Gegensatz zu den Atemparametern blieb die Herzfrequenz auch nach 60 min weiter-

hin verringert.

53.2.1 CRSund 8-OH-DPAT

Bei dem im Folgenden dargestellten Versuch wurde ebenfalls, nach Aufnahme der Kon-
trollaktivitét, CRS uber einen Dreiwegehahn direkt vor den Hirnstamm appliziert. Eine Minute
spater wurden die Atemparameter bestimmt, bevor 2 min nach CRS-Zugabe die Injektion
von 8-OH-DPAT in den Perfusionskreislauf erfolgte. Eine Minute nach Zugabe des Sero-
toninrezeptor-Agonisten wurden die Atemparameter ausgewertet, zu diesem Zeitpunkt be-
fand sich CRS bereits 3 min im Perfusionskreislauf (siehe Abb. 8 fir eine genaue Darstellung
des zeitlichen Ablaufs). Die folgenden Abbildungen fassen die Ergebnisse vergleichend zu-
sammen um den Einfluss des 5-HT1, Rezeptor-Agonisten nach CRS-Vergiftung darzustel-

len.
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Abb. 80: Vergleich der Inspirationszeiten nach Zugabe von CRS und bei zusatzlicher Gabe des 5-HT1, Rezeptor Agonisten 8-
OH-DPAT.

Wie in Abb. 80 zu erkennen, war die Inspirationszeit 1 min nach Zugabe von 8-OH-DPAT
immer noch ca. 40 % erhdht im Vergleich zum Kontrollwert. Nach 5 min hatte sich, durch
Zugabe des Agonisten, die T; allerdings auf 90 % des Ausgangswertes verringert. Dieser
Trend setzte in den folgenden 55 min des Auswertungszeitraums fort. Wéhrend sich die In-
spirationszeit nach CRS-Vergiftung wieder dem Kontrollwert anglich, blieb sie nach 8-OH-
DPAT-Gabe leicht verringert. Die Unterschiede zwischen den Inspirationszeiten waren aller-
dings zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Beim Vergleich der Expirationszeiten in Abb. 81 bietet sich ein ahnliches Bild. Es
kommt sowohl mit als auch ohne Gabe des Serotonin-Agonisten 5 min hach CRS-Zugabe zu
einer Reduzierung der durch das Organophosphat erhdhten Expirationszeit. Die T, war nach
Gabe von 8-OH-DPAT jedoch durchschnittlich 10 % kirzer wéhrend der gesamten 60 min.
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Abb. 81: Vergleich der Expirationszeiten nach Zugabe von CRS und bei zusatzlicher Gabe des 5-HT1, Rezeptor Agonisten 8-
OH-DPAT.

Abb. 81 zeigt die Auswirkungen der Gabe des Serotonin-Agonisten auf das Atemzugvolu-
men. Nach OP-Vergiftung kam es zu einer Reduktion auf 60 %, es erholte sich bei Gabe von
8-OH-DPAT in den Perfusionskreislauf schneller, wie auch schon fir die Inspirations- und
Expirationszeit beobachtet (siehe Abb. 80 und 81).
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Abb. 82: Vergleich des Atemzugvolumens nach Zugabe von CRS und bei zusétzlicher Gabe des 5-HT1, Rezeptor Agonisten 8-
OH-DPAT.

Mit und ohne Agonist kehren die Werte jedoch 60 min nach CRS-Vergiftung auf das Niveau
der Kontrollbedingungen zurtck.

66



ERGEBNISSE

Die zuséatzliche Gabe von 8-OH-DPAT wirkte sich nicht auf den arteriellen Druck oder
die Pulsfrequenzveranderungen, die nach CRS-Vergiftung beobachtet wurden, aus.

5.3.2.2 CRS-Vergiftung und Hypoxie

Um einen Kollaps der Peripherie in der perfundierten Hirnstammpraparation zu simulieren,
wurde ein Hypoxieprotokoll angewandt, welches durch Regulation der externen Pumpe zur
Sauerstoffunterversorgung des Hirnstammes fihrt. Der genaue Ablauf ist in Abschnitt 4.3.4.2
beschrieben. Abb. 83 zeigt, wie sich die Atemparameter bei Anwendung des Hypoxieproto-
kolles veradndern. Als Perfusionslésung diente in diesem Experiment ACSF, ohne Zugabe
jeglicher rezeptoraktiver Wirkstoffe, was im Folgenden als Normalbedingung bezeichnet

wird.
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Abb. 83: Darstellung der Atemparameter bei Anwendung des Hypoxieprotokolls.

Es zeigt sich, dass es bereits wahrend der akuten Hypoxie (1 min ohne Pumptatigkeit) zu
einer Verdopplung der Expirationszeit kommt. Wahrend der Phase der moderaten Hypoxie
(3 min mit 50 % verringerter Pumpleistung) steigt die Expiration weiter an, ebenso die Inspi-
ration, es kommt zu einer drastisch verringerten Atemfrequenz. Wéhrend der leichten Hypo-
xie (3 min bei 75 % der Ausgangspumpleistung) normalisieren die Atemparameter sich wie-
der und in der Regenerationsphase, 20 min nach Ende der leichten Hypoxie, befinden sich
die Atemparameter wieder auf dem Ausgangshiveau. Die langste Apnoephase ohne PNA
betragt bei Normalbedingungen 15,5 s.

Um die Auswirkungen einer kollabierenden Peripherie auf die Atmung nach Organophos-
phatvergiftung zu untersuchen, wurde CRS wie in den vorangegangenen Experimenten Uber

einen Dreiwegehahn appliziert und 2 min spéater wurde das Hypoxieprotokoll gestartet. Die
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folgenden Abbildungen zeigen den kombinierten Effekt von CRS und Hypoxie auf die Atem-
parameter.
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Abb. 84: Inspirationsdauer bei Anwendung des Hypoxieprotokolls im Vergleich zur Inspirationszeit nach vorangegangener
CRS-Vergiftung und gleichzeitiger Hypoxie.

Wie aus Abb. 84 ersichtlich gibt es einen signifikanten Unterschied zwischen den Inspirati-
onszeiten wahrend moderater Hypoxie. Wéahrend es unter Normalbedingungen, ohne Zusatz
rezeptoraktiver Substanzen oder Giften im Perfusat, zu einer Verdopplung der T; kommt,

verringert sich die Inspirationszeit durch vorangegangener CRS-Intoxikation auf etwa 80 %.
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Abb. 85: Darstellung der Expirationsdauer bei Anwendung des Hypoxieprotokolls im Vergleich zur Expirationszeit nach voran-
gegangener CRS-Vergiftung.
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Die in Abb. 85 dargestellten Ergebnisse sind, sind durch grof3e Abweichungen in den ge-
messenen Werten wahrend der moderaten Hypoxiephase gekennzeichnet. Es kommt bei
allen Versuchen zu einem deutlichen Anstieg der Expirationszeit, diese schwankt allerdings
zwischen 100 und 3000 %. Erklarbar ist dies durch extrem lange Phasen ohne jegliche PNA,
die als Apnoephasen bezeichnet werden und mit 182,6 s um das 12 fache hoéher sind als
unter Normalbedingungen.

Die Kombination aus simuliertem Herzstillstand und ungentigender Sauerstoffversor-
gung zusammen mit einer OP-Vergiftung flhrt zu einem ca. 3 min andauernden Atemstill-

stand, der zum Teil noch wahrend der moderaten Hypoxie persistierte.

5.3.2.3 CRS-Vergiftung, Hypoxieprotokoll und 8-OH-DPAT

Nachdem gezeigt werden konnte, dass sich der CRS-Effekt auf die Atmung durch einen si-
mulierten peripheren Kollaps intensivieren lasst, wurde im Folgenden untersucht, wie sich
die Gabe von 8-OH-DPAT hierauf auswirkt. Abb. 86 zeigt eine Gegeniberstellung der Effek-

te auf die Inspiration bei Anwendung des Hypoxieprotokolls.
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Abb. 86: Inspirationsdauer wahrend des Hypoxieprotokolls im Vergleich zu Hypoxie nach Vergiftung mit CRS und bei zusétzli-

cher Gabe eines Serotoninrezeptor-Agonisten.

Wie aus Abb. 86 ersichtlich wird, unterscheiden sich die Hypoxieeffekte auf die Inspirations-
zeit bei zusatzlicher Gabe eines 5-HT1,-Rezeptor Agonisten nicht signifikant von den Werten
nach CRS-Vergiftung. Wahrend es in der Phase akuter Hypoxie zu einer erhghten Inspirati-
onsdauer kam, fiel die T; von 140 % auf knapp 90 % wahrend der moderaten Hypoxie. Die-

ser Effekt ist auch bei alleiniger CRS-Vergiftung zu beobachten, wahrend die Inspirationszeit
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unter Normalbedingungen wahrend der auf 50 % reduzierten Pumpleistung weiterhin an-

steigt. Die Ergebnisse fir die durchschnittliche Expirationszeit sind in Abb. 87 dargestellt.
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Abb. 87: Expirationsdauer wahrend des Hypoxieprotokolls, nach Vergiftung mit CRS und bei zuséatzlicher Gabe eines Sero-
toninrezeptor-Agonisten.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen fir die Inspirationszeit unterschieden sich die Werte fur T,
mit und ohne Serotoninrezeptor-Agonist nach CRS-Vergiftung deutlich voneinander. Wah-
rend der akuten Hypoxiephase kam es zu einer Abnahme der Expirationszeit auf 70 % des
Wertes, der unter Normalbedingungen gemessen wurde. Dieser Trend setzt sich wahrend
der gesamten Versuchslaufzeit fort. Selbst in der 20 minitigen Regenerationsphase blieb die
Expirationszeit bei nur 50 %, verglichen mit dem T.-Wert unter Normalbedingungen. Auch
auf die Apnoephase, die zu Beginn des Hypoxieprotokolls in allen Versuchsansétzen eintrat,
wirkte sich die zusatzliche Gabe von 8-OH-DPAT aus (siehe Abb. 88).
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Abb. 88: Apnoephasen wéhrend des Hypoxieprotokolls im Vergleich.
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Wahrend die Phase ohne N. phrenicus Aktivitat bei der Vergiftung mit CRS annéhernd 3 min
betrug, wurde sie durch die Gabe von 8-OH-DPAT in den Perfusionskreislauf auf ca. 1 min

reduziert.
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6 Diskussion

6.1 Verteilungsmuster der AChR Subtypen

6.1.1 Muskarinische Acetylcholin Rezeptoren

Die Verteilung der Acetylcholin-Rezeptoren im Kdrper, vor allem von Saugetieren, wird seit
vielen Jahren mit verschiedenen Techniken auf der physiologischen und molekularen Ebene
untersucht. So konnten bereits in den 80er Jahren durch Radioligandenbindung in Schnitten
des Gehirns mannlicher Ratten, Bindestellen der muskarinischen AChR in bestimmten Regi-
onen des Hirnstamms nachgewiesen werden (Wamsley et al., 1981). Durch molekularbiolo-
gische Methoden wies die Gruppe um Buckley 7 Jahre spater die mRNA flr die soeben iden-
tifizierten und klonierten M;-M, Subtypen, ebenfalls im Rattenhirn, nach (Buckley et al.,
1988). Anfang der 90er Jahre wurden schlie3lich erste Versuche mit selektiven Antikérpern
unternommen und es konnte mittels Immunprazipitation gezeigt werden, dass samtliche
muskarinische Subtypen im Hirnstamm der Ratte prasent sind (Levey et al., 1991). Es folg-
ten zahlreiche Publikationen zur Verteilung bestimmter Subtypen, eine genaue Charakteri-
sierung der Verteilungsmuster mit Hinblick auf bestimmte physiologische Funktionen, wie der
Atmung, ist fur die Ratte bislang allerdings nicht erfolgt.

Die hier vorgestellte Arbeit zeigt nun erstmalig, das Vorhandensein muskarinischer

Acetylcholin-Rezeptoren in den mit Atmung assoziierten einzelnen Kerngebieten der VRG,
DRG und PRG unter Anwendung einer einheitlichen Methode und in einer Spezies.
Hierzu wurden immunhistochemische Farbungen in perfundierten Rattenhirnschnitten durch-
gefihrt. Der monoklonale Antikérper M35, der durch die Gruppe um Luiten charakterisiert
und als unselektiv gegenulber den verschiedenen muskarinischen AChR Subtypen beschrie-
ben wurde (Carsi-Gabrenas et al., 1997; van der Zee and Luiten, 1999) kam hauptséachlich
zum Einsatz. Mit diesem Antikdrper wurden positive Neuronen in jedem untersuchten Areal
festgestellt, die Anzahl der angefarbten Zellen war fir die DRG und die PRG besonders
hoch. Auf Grund der mit der HistoQuest Software ausgewerteten Schnitte, liegt die Vermu-
tung nah, dass auch in den verschiedenen Kompartimenten der VRG ca. 50% der vorhande-
nen Zellen positiv sind. Die Zelldichte scheint nicht vergleichbar zu sein mit z. B. dem Nu-
cleus Parabrachialis oder dem Nucleus Tracuts Solitarius.

Ahnliche Ergebnisse wurden von Mallios et al. bei der Untersuchung der Atemzentren
der Katze mit radioaktiv markierten Sonden fiir M;-M3 erhalten. Sie beschreiben eine hetero-
gene Verteilung der einzelnen Subtypen in den analysierten Hirnstammarealen mit den meis-
ten Signalen im Bereich des NTS und dem lateralen Nucleus parabrachialis. In der VRG sind

laut ihren Beobachtungen, ebenfalls nur wenige mAChRs lokalisiert (Mallios et al., 1995).
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Die Gruppe um Wamsley untersuchte ebenso den Hirnstamm der Ratte und fand
Bindestellen fur das radioaktiv-markierte Quinuclidinyl Benzilat (BZ), einen muskarinischen
kompetitiven Antagonisten, in verschiedenen Arealen. Die beschriebenen Kerngebiete sind
sehr gut vergleichbar mit den unter 4.1.3 vorgestellten Antikdrperfarbungen. So wurden An-
reicherungen radioaktiver Isotope in Nucleus Facialis, Nucleus Tractus Solitarius, Nucleus
spinalis nervi trigemini und im Nucleus Parabrachialis gefunden (Wamsley et al., 1981). Die
mit dem monoklonalen M35 Antikérper erhaltenen Ergebnisse passen daher in den wissen-

schaftlichen Kontext und zu Ergebnissen, die in anderen Spezies erzielt wurden.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Farbungen mit Subtyp-spezifischen Antikérpern fir M;-Ms
lieferten ein nicht voneinander zu unterscheidendes Expressionsmuster. Die Vermutung,
dass sich ein Subtyp als vorherrschend darstellen wirde, wurde nicht bestéatigt.

Wahrend Buckley et al. hauptsachlich die mRNA des M, Rezeptors im Hirnstamm nachwie-
sen (Buckley et al., 1988) und auch Levey mit Immunprazipitation mehrheitlich M, aus dem
Hirnstamm anreicherte (Levey et al., 1991), zeigten die in dieser Arbeit vorgestellten Antikor-
perfarbungen in den Atemzentren der Ratte nicht diese Tendenz. Mit Doppelmarkierungen
wurde daher versucht, den subjektiv gewonnenen Eindruck eines &hnlichen Expressions-
musters zu verifizieren.

Auf Grund der Wirtsspezies der verwendeten Antikdrper war es maglich, M35 jeweils
mit den Antikdrpern fiir M;-Ms, zu kombinieren. Hier zeigte sich, wie auch bei der Kombinati-
on von M; mit M3 ein vollstdndiges Overlay der Signale (siehe Abb. 60 und 61). Die hieraus
gewonnene Erkenntnis lasst darauf schlieen, dass die Neuronen in den Atemzentren der
Ratte verschiedene muskarinische AChRs co-exprimieren.

Far intrinsische Neuronen im Ratten- und Meerschweinchen-Herz, sowie fur striatale
Neuronen im Rattenhirn ist diese Co-Expression verschiedener mAChR Subtypen in ein- und
derselben Zelle auf Ebene der mRNA nachgewiesen worden (Bernard et al., 1992; Hassall et
al., 1993). Auch wenn das Vorhandensein von mRNA noch nicht die Prasenz funktioneller
Proteine bedeutet, erscheinen die hier gezeigten Ergebnisse daher durchaus plausibel.

Die muskarinischen Subtypen unterscheiden sich in den Signalwegen, die sie bei
Bindung ihres Liganden initiieren. M;, M3 und Ms aktivieren tber G-Proteine der Gy,; Familie
Phospholipase C (PLC) und initieren so den Phosphoinositid-Stoffwechsel. Im Gegensatz
dazu inhibieren M, und M, Uiber G-Proteine der Gi/G, Familie die Bildung der Adenylylcyklase
und damit die Umwandlung von ATP zu cAMP (Nathanson, 2008). Wahrend M;, M3 und Ms
also eine stimulierende Wirkung auf die Signaltransduktion vom Zellau3eren ins Zellinnere
ausutben, inhibieren M, und M, die Signalweiterleitung. Weitere Diversitat innerhalb der
Gruppe der mAChRs kommt durch die unterschiedliche Verteilung des Rezeptors auf der

Zelloberflache zustande. So scheinen M; Rezeptoren meist postsynaptisch und M, Rezepto-
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ren meist prasynptisch exprimiert zu werden (Levey et al., 1991; Nathanson, 2008), aber
auch das ist abhangig von Gewebe und Zelltyp. So wurden bislang sowohl Funktionen fir
MAChRs als Autorezeptoren, die prasynaptisch exprimiert die Synthese und Freisetzung von
ACh regulieren, beschrieben, wie auch als Heterorezeptoren, die postsynaptisch exprimiert,
die Freisetzung anderer Transmitter beeinflussen (Nathanson, 2008; Rouse et al., 2000).
Durch diese Vielfalt an Funktionen, die den muskarinischen Acetylcholin Rezeptoren
zugeschrieben wird, ist es also durchaus vorstellbar, dass, wie in dieser Arbeit gezeigt wur-
de, verschiedene Subtypen in einem Neuron exprimiert werden, um dort verschiedene Sig-

nalkaskaden zu initiieren.

Auf den in Abschnitt 5.1.3 gezeigten Bildern, lasst sich das positive Signal nicht nur in der
Plasmamembran, wie bei einem membranstandigen Rezeptor zu erwarten, finden, sondern
auch im Cytoplasma. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist die unspezifische Bindung sowohl
der Primarantikdrper, wie auch der markierten Streptavidine, die an moéglicherweise vorhan-
denes endogenes Biotin binden. Letzteres wurde Uberprift, indem Gewebeschnitte ohne
vorherige Antikérperbehandlung direkt mit markiertem Streptavidin inkubiert wurden. Im An-
schluss konnten keine gefarbten Zellen entdeckt werden. Des Weiteren wurde auch bei Ver-
wendung eines Biotin-Block-Schrittes kein anderes Farbeergebnis erzielt. Dass die Cyto-
plasmafarbung auf endogenes Biotin zurtickzufiihren ist, scheidet daher als Erklarung aus.

Das Ph&nomen der Cytoplasmafarbung fir mAChRs wurde allerdings auch schon
von anderen Gruppen fir verschiedene Subtypen im ZNS beschrieben (Levey et al., 1991).
So fand sich der M, Rezeptor in cholinergen Interneuronen hauptsachlich cytoplasmatisch
(Bernard et al., 1999). Auch M, wurde in Neuronen des Nucleus basalis magnocellularis zu
50% in intrazellularen Kompartimenten gefunden. Eine mogliche Erklarung fir das tatséachli-
che Vorhandensein des Rezeptors im Cytoplasma ist, dass es lokal zu dem Zeitpunkt ent-
weder zur Synthese, zum Transport oder zur Internalisation des Rezeptors kommt
(Nathanson, 2008).

Wo der Rezeptor hauptsachlich lokalisiert ist, scheint von Subtyp, dem Zelltyp in dem
er exprimiert wird, und vom Alter des Versuchstieres abhéngig zu sein. So konnten De-
cossas et al. zeigen, dass mit zunehmendem Alter in Ratten die Anzahl an M, mAChRs in
unterschiedlichem Mal3e im Cytoplasma oder in der Zellmembran abnimmt, je nach Hirnareal
(Decossas et al., 2005).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die mit mMAChR Antikérpern erlangten
Ergebnisse vollstandig in den wissenschaftlichen Kontext eingliedern lassen und in keinem
Widerspruch zu den bisher veroéffentlichten Erkenntnissen auf dem Gebiet stehen. Eine ge-

nauere Analyse, ob in den Atemzentren tatsachlich verschiedene mAChRs von einzelnen
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Neuronen exprimiert werden, kénnte mittels in-situ Hybridisierung oder single cell RT-PCR

weiter untersucht werden.

6.1.2 Nikotinische Acetylcholin Rezeptoren

Der nikotinische Acetylcholinrezeptor ist der typische Rezeptor der neuro-muskuléaren End-
platte. Hier befindet er sich post-synaptisch und leitet so die eintreffenden Signale der Mo-
torneuronen an den Muskel weiter (Zouridakis et al., 2009). 1972 benutzte die Gruppe um
Bosmann a-Bungarotoxin, ein Schlangengift, welches selektiv an den peripheren nikotini-
schen AChR band, im ZNS und zeigte so das Vorhandensein von nAChRs im Gehirn von
Meerschweinchen (Bosmann, 1972; Morley et al., 1979). In den 80er Jahren gelang es Clar-
ke, Patrick und Heinmann Einsicht auf molekularer Ebene in die Diversitat der nikotinischen
Rezeptoren im Gehirn zu erlangen (Boulter et al., 1987; Boulter et al., 1986; Goldman et al.,
1987; Goldman et al., 1986; Patrick et al., 1987). Mittlerweile wurde eine Vielzahl an neura-
len NAChRs gefunden, die sich aus verschiedenen Untereinheiten zu Pentameren zusam-
mensetzen. So wurden bis jetzt Homomere (a;, ag, as und a,o, Heteromere aus a- und [3-
Untereinheiten (a4B,, asB4 und a,a,B3) und Heteromere, die nur aus a-Untereinheiten beste-
hen (a,0g und ag0y,), beschrieben (Zouridakis et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurden die zwei haufigsten im ZNS vorkommenden
nAChRSs untersucht, zum einen das a; Homomer und das Heteromer bestehend aus a, und
B2 Untereinheiten. Letzteres wurde mit einem Antikdrper gegen die B, -Untereinheit lokali-
siert, deren Vorkommen bislang nur fiir diesen Subtypen beschrieben wurde.

Bei den Farbungen ergab sich dasselbe Bild wie fir die muskarinischen AChR Subtypen.

Es fanden sich positive Zellen in jedem untersuchten Kerngebiet, das mit Atmung
assoziiert wird. Ebenso wie fur die muskarinischen AChRs waren vor allem positive Neuro-
nen im PRG und in der DRG zu finden. Auch in den motorischen Kerngebieten waren, wie
schon Arbeiten anderer Arbeitsgruppen (Wada et al., 1989; Zaninetti et al., 1999) zeigten,
beide Untereinheiten vorhanden. Mit immunhistochemischen Methoden hatten Dehkordi et
al. a; und a, Untereinheiten in der rostralen ventralen Medulla und der caudalen Pons nach-
gewiesen. In Bereichen, die in etwa der parafacialen respiratorischen Gruppe entsprechen,
sowie im NTS und in der rostralen VRG fanden sie positive Zellen (Dehkordi et al., 2004,

Dehkordi et al., 2007), was ebenfalls den hier vorgestellten Ergebnissen entspricht.

Die Uberpriifung der Spezifitat der beiden benutzten Antikbrper mittels Western Blot fiihrte
nur fur den die B, Untereinheit detektierenden Antikorper zu einem Ergebnis. Die Protein-
bande entsprach der zu erwartenden GréRe von 85 kDa und fand sich sowohl im Uberstand

als auch im Pellet nach dem letzten Zentrifugationsschritt der Aufreinigung.
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Fur den monoklonalen Antikérper, der an die a; UE binden sollte, fand sich auch nach einem
zusatzlichen Amplifikationsschritt keine Bande.

Wie in Abschnitt 5.1.4 dargestellt, wurde anhand von Co-Farbungen festgestellt,
dass, ahnlich den muskarinischen AChRs, auch die beiden uberpriften nikotinischen Un-
tereinheiten co-exprimiert werden. Selbiges wurde auch schon fir cholinerge Neuronen des
medialen Septums mittels Doppel-in-situ Hybridisierungsexperimenten nachgewiesen (Azam
et al., 2003), sowie flr Neuronen des Hippocampus (Sudweeks and Yakel, 2000; Zarei et al.,
1999). Die Prasenz beider Untereinheiten in einer Zelle spricht zum einen fur das Vorhan-
densein des a; Homomers sowie des a4, Heteromers, lasst aber auch die Vermutung zu,
dass es eine Kombination aus a; und B, gibt, die ebenfalls einen funktionellen heteromeren
Rezeptor formt (Azam et al., 2003; Khiroug et al., 2002), in-vivo jedoch bislang nicht nach-

gewiesen werden konnte.

6.1.3 Co-Farbungen

Durch die sehr @hnlichen Expressionsmuster der untersuchten nAChRs und mAChRs lag die
Vermutung nahe, dass nicht nur verschiedene nikotinische UE und muskarinische Subtypen
co-exprimiert werden, sondern in einer Zelle sowohl muskarinische als auch nikotinische
Rezeptoren zur Signalweiterleitung genutzt werden. Um dies zu uberprifen wurden Co-
Farbungen mit nikotinischen und muskarinischen AChR Antikérpern durchgefihrt, die, wie
beispielhaft in Abb. 62 und 63 gezeigt, darlegen, dass sowohl der G-Protein-gekoppelte Re-
zeptor, wie auch der ligandengesteuerte lonenkanal in einem Neuron co-exprimiert werden.
Dieses Phanomen ist auch fir andere Hirnbereiche beschrieben worden. So wird im Hippo-
campus und im Cortex die Acetylcholin-Ausschittung durch die Kontrolle co-exprimierter
muskarinsicher und nikotinischer prasynaptischer Autorezeptoren reguliert.

Wahrend die muskarinischen Rezeptoren auch als negative Autorezeptoren bezeich-
net werden und die ACh-Ausschiittung inhibieren (Vannucchi and Pepeu, 1995), steigern die
nikotinischen AChRs in denselben Neuronen die Freisetzung des Neurotransmitters und
werden daher auch als positive Autorezeptoren bezeichnet (Rowell and Winkler, 1984)
(Araujo et al., 1988; Azam et al., 2003).

Auch in Zellen des Corpus Striatum konnte gezeigt werden, dass a48, und M, zu-
sammen exprimiert werden und gegenteilige Effekte auf die GABA-Ausschiittung austiben.
So ruft die Aktivierung des nikotinischen Rezeptors die GABA-Freisetzung hervor, die durch
die Aktivierung des muskarinsichen Rezeptors inhibiert wird (Grilli et al., 2009).

Da es sich bei den nikotinischen AChRs, im Gegensatz zu den G-Protein-
gekoppelten mAChRs, um ligandengesteuerte lonenkanéle handelt, ermdglichen sie nach
Offnung der Kanalpore einen Kationenfluss entlang des elektro-chemischen Gradienten und

damit eine wesentlich schnellere Signalweiterleitung als mMAChRs Uber den G-Protein ge-
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koppelten Signalweg. Auf Grund der in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse, ergibt sich die
Hypothese, dass in den Atemzentren der Ratte unterschiedliche Signalkaskaden durch mus-
karinische und nikotinische AChRs aktiviert werden. Es ergibt sich eine enorme Vielfalt an
initiierbaren Signalkaskaden aus dem Vorhandensein sowohl verschiedener muskarinischer

wie auch nikotinischer Subtypen in einer einzelnen Zelle.

Mit 15 verschiedenen Rezeptorsubtypen, die zudem noch pré-oder postsynaptisch lokalisiert
sein kbénnen, wird Serotonin die Beteiligung an einer Vielzahl von Kérperfunktionen zuge-
schrieben wie Appetit, Schmerz, synaptische Plastizitat, Schlaf, Thermoregulation und At-
mung. Der hier untersuchte 5-HT1, Rezeptor erlangte klinische Bedeutung durch pharmako-
logische Untersuchungen, bei denen festgestellt wurde, dass Rezeptor Agonisten gegen
Angst und Beklemmungsgefuihle wirken, wahrend Antagonisten die Wirkung von Serotonin-
Wiederaufnahmehemmern beschleunigen (Artigas et al., 1996).

Seit den 80er Jahren wurde gezeigt, dass die Neuronen der Atemzentren im Gehirn

von der kleinen Population Serotonin-sekretierender Zellen in den Raphé Nuclei des Hirn-
stamms innerviert werden (Connelly et al., 1989; Hodges and Richerson, 2008; Holtman et
al., 1984; Steinbusch, 1981; Voss et al., 1990). Mittlerweile ist der 5-HT1, Rezeptor im respi-
ratorischen Netzwerk gut untersucht. So fuhrt die Applikation von Serotonin in respiratori-
schen Neuronen zu einer verringerten Erregbarkeit (Bonham, 1995; Lalley et al., 1994a;
Lindsay and Feldman, 1993) und es konnte gezeigt werden, dass Atemstdrungen durch Se-
rotonin-Agonisten behoben werden kénnen (Feldman et al., 1992; Lalley et al., 1994b;
Manzke, 2004; Sahibzada et al., 2000; Wilken et al., 1997). Eine Co-Lokalisation von 5-HT1,
und p-Opoid Rezeptoren fir Neuronen des PraBotzinger Komplexes konnte bereits gezeigt
werden, aul3erdem, dass 80% der Zellen im Pr&Botzinger Komplex den Serotonin-Rezeptor
exprimieren (Manzke, 2004). Die hier prasentierten Daten, die ergeben, dass 5-HT1, in allen
Atemzentren der DRG, VRG und PRG exprimiert wird, waren daher durchaus zu erwarten.
Die Co-Lokalisation von muskarinischen wie auch nikotinischen Untereinheiten mit dem 5-
HT1, Rezeptor ist fr den Hirnstamm allerdings zuvor noch nicht bewiesen worden.
Fur den 5-HT3 Rezeptor, der im Gegensatz zu dem 5-HT1, zu den ligandengesteuerten lo-
nenkanélen gehdrt, wurde in striatalen Neuronen ebenfalls eine Co-Lokalisation mit der niko-
tinischen a4 Untereinheit und eine wechselseitige Regulierung beschrieben. (Dougherty and
Nichols, 2009; Nayak et al., 2000).

Die Neuronen im respiratorischen Netzwerk scheinen einer sehr komplizierten Ver-
schaltung unterworfen zu sein, da sie, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte,
nicht nur Rezeptoren fir verschiedene Neurotransmitter exprimieren, sondern durch unter-
schiedliche Subtypen und Lokalisation der Rezeptoren in der Zelle eine enorme Vielfalt an

SignalUbertragungsmoglichkeiten aufweisen.
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Zusammenfassend lasst sich zu den immunhistochemischen Untersuchungen sagen, dass
klar gezeigt werden konnte, dass wichtige nikotinische und muskarinische Subtypen sowohl
in VRG und DRG als auch in den pontinen Atemzentren zu finden sind. Vor dem medizini-
schen Hintergrund dieser Arbeit I&sst sich daher klar sagen, dass es Angriffpunkte fir Orga-
nophosphate in den Atemzentren der Ratte gibt, die zentrale Effekte auf die Atmung nach
Vergiftung erklaren.

Die Ergebnisse der Co-Farbungen deuten auf einen aul3erst komplexen Regelme-
chanismus, bei dem sowohl nikotinische als auch muskarinische Rezeptoren eine Rolle spie-
len und nicht nur die Transmitter-Freisetzung sondern auch die Rezeptor-Regulierung beein-
flussen. In diesem Zusammenhang ware es durchaus von Interesse mit hochauflésenden
Mikroskopieverfahren, wie der konfokalen Laser-Scanning Methode oder Elektronenmikro-
skopie, einen Einblick in die genaue Lokalisation der Rezeptoren in den Neuronen zu erlan-
gen. Da beide Acetylchlinrezeptortypen pra- und postsynaptisch im ZNS gefunden wurden,
lieRe sich durch ihre Lokalisation in den Neuronen der Atemzentren ein genauerer Hinweis
auf ihre Funktion erhalten. Dass auch der Serotonin Rezeptor 5-HT1, mit den AChRs co-
lokalisiert ist, erdffnet eventuell einen neuen Ansatzpunkt bei der Therapie von OP-
Vergiftungen und bedarf genauerer Untersuchung mittels physiologischer Experimente.

6.2 Effekte rezeptoraktiver Wirkstoffe in der perfundier-

ten Hirnstammpraparation

Auf Grund der positiven Farbeergebnisse, die das Vorhandensein sowohl muskarinischer als
auch nikotinischer AChRs in den Atemzentren der Ratte zeigten, wurden physiologische Ex-
perimente mit der perfundierten Hirnstammpréaparation durchgefiihrt. Die Methode ist nicht
nur eine Alternative zu Tierversuchen, sondern eréffnet im Vergleich zu in-vivo Versuchen
die Mdglichkeit, die zentralen Effekte auf die Atmung unabhangig vom Herz-Kreislauf-
System zu analysieren. Gerade bei dem Einsatz von Acetylcholin-Agonisten und -Antagoni-
sten kommt dem eine besondere Bedeutung zu, da sich die Rezeptoren nicht nur zentral im
ZNS befinden, sondern auch in diversen Organen in der Peripherie gefunden wurden.
Dadurch dass die Oxygenierung des Gewebes und vor allem des Hirnstamms durch eine
externe Pumpe ermoglicht wird, kénnen die beobachteten Effekte klar zentralen Vorgangen

im Gehirn zugeschrieben werden.

6.2.1 Nikotinische Antagonisten und Agonisten

Nachdem der Nachweis gelang, dass sowohl die a; wie auch die 3, Untereinheit der nikotini-
schen AChRs in DRG, VRG und PRG exprimiert werden (siehe Abschnitt 5.1.3), wurde mit-
tels physiologischer Experimente versucht einen tieferen Einblick in ihre Funktion bei der
Regulierung der Atmung zu erlangen.
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Als Antagonisten dienten die beiden Untereinheit-spezifischen kompetitiven Blocker
DHBE und MLA, sowie der nicht-kompetitive Antagonist TMPH.

Methyllycaconitin (MLA) ist ein selektiver Blocker der a; Untereinheit der nikotinischen
AChRs (Ward et al., 1990) und wurde in diversen Experimenten verwendet, um den Einfluss
Nikotins auf kognitive Funktionen wie Lernen oder Ged&chtnis zu untersuchen (Dani and
Bertrand, 2007). Auch im Zusammenhang mit respiratorischen Funktionen sind bereits meh-
rere Studien durchgefuhrt worden. So konnten Hatori et al. zeigen, dass durch Applikation
von 0,1 — 100 uM MLA die Atemfrequenz signifikant verringert wird (Hatori et al., 2006). Im
Gegensatz dazu war MLA in einer Arbeit der Feldman-Gruppe ineffektiv, bei der Reduzie-
rung einer erhodhten Atemfrequenz durch vorangegangene Nikotin-Applikation (Shao and
Feldman, 2002).

In der perfundierten Hirnstammpraparation wurden nach Aufnahme der Kontrollaktivi-
tat 20 uM MLA der Perfusionslosung zugesetzt. Es kam jedoch zu keinen signifikanten Aus-
wirkungen auf die Atemparameter (siehe Abb. 72 und 73), obwohl durch die immunhisto-
chemischen Experimente und Verdffentlichungen anderer Arbeitsgruppen das Vorhanden-
sein der a; Untereinheit in den Atemzentren bewiesen wurde. Eine mogliche Erklarung far
das Ausbleiben von Effekten mag die Struktur von MLA sein, die darauf hindeutet, dass das
Molekdl nicht Blut-Hirn-Schranken-gangig ist. Die zuvor zitierten Arbeiten von Hatori und
Shao verwenden Gewebebldcke bzw. isolierte Hirnstamm-Ruckenmark-Praparationen, beide
werden nicht tber ein Gefal3system perfundiert und mit Sauerstoff versorgt, sondern durch
Diffusion. Die Behinderung durch die Blut-Hirn-Schranke (BHS) ist daher nicht gegeben. Ob
die BHS in der perfundierten Hirnstammpraparation allerdings intakt ist, wurde bislang nicht
untersucht. Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch auch Substanzen wie Carbachol ver-
wandt, die, obwohl nicht BHS-gangig, Effekte erzielten.

Um auszuschliel3en, dass die a; UE bei der zentralen Regulierung der Atmung eine
Rolle spielt, sollten daher sowohl Versuche mit hheren MLA Konzentrationen durchgefihrt
werden, als auch Versuche, bei denen zuvor ein NnAChR Agonist gegeben wurde, um mog-
licherweise die Rezeptoren zu aktivieren. Vergleichbar sind die hier erhaltenen Ergebnisse

mit den zuvor zitierten Arbeiten auf Grund der unterschiedlichen Praparationen nur bedingt.

Dihydro-B-Erythroidin Hydrobromid (DHBE) ist ebenfalls ein kompetitiver Antagonist, aller-
dings spezifisch fur den nikotinischen a4, Subtyp. Auch er fand bereits Anwendung bei Un-
tersuchungen zur Beteiligung des nAChRs an der zentralen Atemregulierung. So nutzte ihn
die Gruppe um Kuwana bei ihren Experimenten in heugeborenen Ratten und erreichte mit
dem Einsatz von 20 pM eine Verringerung der Atemfrequenz (Hatori et al., 2006). Shao und

Feldman konnten ebenfalls mit DHBE die durch Nikotin gestiegene Atemfrequenz, in
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medullaren Blockpraparaten neugeborener Ratten wieder reduzieren (Shao and Feldman,
2002). Die bei den hier vorgestellten Versuchen eingesetzten 40 pM fihrten zu keinen aus-
gepragten Effekten auf die Atemparameter (siehe Abb.71 und 73). Dass die Substanz jedoch
die BHS tberwinden kann, konnten Damaj et al. bei Experimenten an Mausen zeigen. DHBE
konnte einige, durch Nikotin hervorgerufene, zentral induzierte Verhaltensénderungen auf-
heben (Damaj et al., 1995). Dass die Substanz die nikotinischen AChRs im Hirnstamm nicht
erreicht, ist also sehr unwahrscheinlich.

Die Literatur zu DHBE und dessen Auswirkungen auf die Atmung liefert allerdings auch wi-
dersprichliche Ergebnisse. Wahrend Hatori et al. einen Effekt auf die Atemfrequenz beo-
bachteten, wandten Murakoshi et al. dieselbe Praparation an und erzielten mit DHBE keine
Reduzierung der zuvor durch ACh gesteigerten Atemfrequenz (Murakoshi et al., 1985). Es
bleibt daher zu Uberprifen, ob DHBE in héheren Konzentrationen oder nur nach vorheriger

Stimulation der AChRs Wirkung in der perfundierten Hirnstammpraparation zeigen kann.

TMPH ist der einzige getestete nicht-kompetitive Antagonist und wurde erstmalig 2005 be-
schrieben. Inm wird eine hohere Affinitat fir heteromere Subtypen zugesagt, vor allem wenn
sie aus asz/a, und B./Bs zusammengesetzt sind (Papke et al., 2005). In Mausen wurde von
selbiger Arbeitsgruppe gezeigt, dass TMPH die BHS durchdringt, aber nur einige der zuvor
durch Nikotin hervorgerufenen Effekte blockiert, also auch in-vivo eine gewisse Selektivitat
besitzt (Damaj et al., 2005). In ihrem Versuch setzten sie dabei 1-5 mg TMPH pro kg Kor-
pergewicht ein, was bei den hier verwendeten Ratten 100-500 pg in 6 ml Blutvolumen ent-
sprache. Bei der perfundierten Hirnstammpraparation befindet sich der Antagonist jedoch in
der Perfusionsflissigkeit, die mit 200 ml ein Vielfaches des normalen Blutvolumens darstellt.
Die dem Perfusat zugesetzten 3 mg entsprechen daher in etwa derselben Konzentration in
der zirkulierenden Flussigkeit. Wahrend die Gruppe um Papke jedoch keine Auswirkungen
auf die Atmung in ihrem Versuch bei Mausen beschreibt, waren die Effekte auf die Atempa-
rameter bei der WHBP mit Ratten enorm. Wahrend die Expirationsdauer signifikant um das
Vierfache anstieg, kam es zu einem enormen Abfall der Atemfrequenz und dadurch zu einer
Reduzierung des Atemvolumens um 80 % (siehe Abb. 70 und 73).

Dass die Aktivierung der a, UE im PréaBotzinger Komplex zu einer Steigerung der
Atemfrequenz fuhrt, wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen gezeigt (Shao and Feldman,
2009; Shao et al., 2008). Dass die Blockade eben dieses Rezeptors eine Verringerung der

Atemfrequenz bewirkt passt daher sehr gut zu bislang veroéffentlichten Ergebnissen.

Da sowohl DHBE als auch TMPH die BHS durchdringen und antagonistisch an denselben
nikotinischen UEs binden, lasst sich der enorme Unterschied in der Effektivitat der beiden

Substanzen nur durch ihre unterschiedlichen Kinetiken erklaren. Wéhrend es sich bei DHBE
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um einen kompetitiven Antagonisten handelt, der mit Acetylcholin oder Nikotin konkurrieren
muss und durch hohere Konzentrationen vom Rezeptor verdrangt werden kann, ist TMPH
ein nicht-kompetitiver Antagonist. Es ist in der Lage, irreversibel an den Rezeptor zu binden
und ihn so dauerhaft zu inaktivieren. Auch héhere ACh oder Nikotin-Konzentrationen vermo-
gen diese Hemmung nicht zu reversieren.

Die hier mit nikotinischen Antagonisten in der WHBP erlangten Ergebnisse zeigen
also, dass sich eine dauerhafte Blockade nikotinischer AChRs im Hirnstamm, insbesondere
des a4, Subtyps, auf die Expirationsdauer und die Atemfrequenz auswirkt. Unter normalen
physiologischen Bedingungen ist soviel ACh vorhanden, dass kompetitive Antagonisten von
den nAChRs verdrangt werden kénnen. Die zentral exprimierten nikotinischen AChRs schei-

nen also kontinuierlich durch endogenes Acetylcholin stimuliert zu werden.

Lobelin ist ein natlrlich vorkommendes Alkaloid der Pflanze Lobelia inflata, ist leicht lipophil
und fahig die BHS zu Uberwinden (Reavill et al., 1990). Fir Lobelin ist eine stimulierende
Wirkung auf die Atmung beschrieben, wodurch es in der Human- und Veterinarmedizin An-
wendung findet. Es bewirkt eine Beschleunigung der Atmung und eine Verkurzung der Inspi-
rations- und Expirationszeit Uber eine Erregung peripherer Chemorezeptoren der Carotis und
Aorta. In héheren Konzentrationen ist auch eine direkte Wirkung auf die Medulla oblongata
beschrieben worden (Bureau et al., 1999; cliniPharm, www.vetpharm.uzh.ch; Frey and L06-
scher, 2007; Sloan et al., 1988).

Bevor es bei den hier vorgestellten Versuchen in der Préaparation zu einem Kollaps
der N. Phrenicus Aktivitdt kommt, ist kurzzeitig eine Abnahme der Expirationszeit und eine
Erhohung der Atemfrequenz feststellbar, begleitet durch eine drastische Verringerung der
PN-Amplitude wéhrend der Inspiration (siehe Abb. 74). Dies sind die mit dem nikotinischen
Agonisten zu erwartenden Auswirkungen und sie stehen exakt den Effekten nach Applikation
von TMPH, welches die Zunahme der Expirationszeit und eine Erniedrigung der Atemfre-
guenz bewirkte, gegeniber. Auch die beobachtete Verringerung der Herzfrequenz ist eine
fir Lobelin beschriebene Wirkung (Sloan et al., 1988). Allerdings finden sich in der Literatur
keine Angaben zu einem zentralen Atemkollaps, wie in der Préaparation beobachtet.

Die normale Dosisempfehlung zur Wiederherstellung normaler Atemparameter betragt 0,1
mg/kg, was umgerechnet auf die hier verwendeten Ratten 1,7 ug/ml Blut entsprechen wirde.
Die hier verwandte Menge betragt 37,5 pg/ml Perfusionsldsung, liegt also ca. 20-fach Uber
dem empfohlenen Wert, allerdings immer noch weit unter der LDs, von Lobelin, die umge-
rechnet mit 1,8 mg/ml Blut bzw. Perfusionslésung angegeben ist.

Die Werte lassen sich jedoch von in-vivo Versuchen nicht eins zu eins auf die perfundierte
Hirnstammpré&paration Ubertragen. Es lasst sich aber anhand der Versuche festhalten, dass

die Uberstimulation durch Lobelin an den nAChRs zu einem zentralen Atemversagen fuhrt.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine Beteiligung der nikotinischen
AChRs bei der Aufrechterhaltung der gesunden Atmung. Der Einsatz eines Agonisten unter
physiologischen Bedingungen fiihrt zu einem kurzzeitigen Frequenzanstieg und einer ver-
kirzten Expiration, bereits nach wenigen Minuten jedoch zu einem Kollaps der N. Phrenicus
Aktivitat.

Der nicht-kompetitive nikotinische Antagonist TMPH reduziert im Gegensatz dazu die Atem-
frequenz enorm. Hieraus ergibt sich die Hypothese, dass nikotinische AChRs bei der Regu-
lierung der Atemfrequenz eine entscheidende Rolle spielen und unter physiologischen Be-
dingungen standig durch ACh aktiviert werden, so dass es zu einer Verdrangung kompetiti-

ver Antagonisten vom Rezeptor kommt.

6.2.2 Muskarinische Antagonisten und Agonisten

Telenzepin ist ein Anticholinergicum, welches Einsatz zur Hemmung vermehrter Magensau-
reproduktion findet. Auf Grund seiner Struktur kann es die BHS nicht penetrieren. Wie bereits
im vorangegangenen Abschnitt diskutiert, wurden in dieser Arbeit auch andere Substanzen
verwandt, die nicht BHS-géngig sind, jedoch in der perfundierten Hirnstammpré&paration.
Wirkung erzielten. Es gibt bis lang keine wissenschaftliche Untersuchung, die sich mit der
BHS in dieser Praparation beschéftigt und so besteht, auf Grund vorhandener Ergebnisse,
die Vermutung, dass die BHS in der perfundierten Hirnstammpraparation nicht intakt ist.
AQ-RA 741 wurde bereits in Neuronen des Hippocampus und Cortex benutzt, um die
dort exprimierten mAChR-Subtypen zu klassifizieren (Stillman et al., 1996; Stoll et al., 2009;
Stoll et al., 2003). Beide Substanzen zeigten, einzeln in das Perfusat verabreicht, keinen
Effekt auf die Atemparameter und wurden daher miteinander kombiniert. Doch auch durch
den gleichzeitigen Block des mAChR M; und des M, Rezeptors liel3en sich keine eindeutigen

Veranderungen hervorrufen (siehe Abb.75).

Es schloss sich daher ein Versuch mit einem AChR Agonisten an, um die Rezeptoren
vor dem Einsatz muskarinischer Antagonisten zu stimulieren. Als Agonist wurde Carbachol
verwandt, ein ACh-Analog, welches wesentlich unanfalliger fir den Abbau durch AChE ist
als Acetylcholin selber.

Auf Grund seiner Struktur (quartandre Ammoniumverbindung) kann Carbachol die
BHS nicht penetrieren, fuhrte aber in den gezeigten Versuchen zu gravierenden Auswirkun-
gen auf die Atemparameter. So kam es zu einem Anstieg von Inspirations- und Expirations-
zeit, bei gleichzeitig verringertem Atemvolumen durch Abnahme der Frequenz (siehe
Abb.77).
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Die Kombination dieses ACh-Agonisten, gefolgt von dem M; Antagonisten Telenzepin, er-
moglichte eine Reversion der Carbachol-Effekte und fuhrte zu der Wiederherstellung norma-
ler Atemparameter.

Ob der Effekt des Telenzepins tatsachlich durch die selektive Blockade von M;-
Rezeptoren zustande kam, lasst sich auf Grund fehlender Referenzwerte fur die einzuset-
zende Konzentration nicht genau bestimmen. Da séamtliche mAChRs dieselbe Bindetasche
aufweisen, unterscheiden sich die bekannten Antagonisten in ihrer Selektivitat nur gering
und binden ab héheren Konzentrationen samtliche Subtypen (Servent and Fruchart-Gaillard,
2009). Aus diesem Grund wurde auch darauf verzichtet, diesen Versuch mit AQ-RA 741 zu
wiederholen.

Obwohl daher der muskarinische Subtyp, auf den Telenzepin einwirkt, in diesem Ver-
such nicht genau bestimmt werden kann, zeigt sich, dass die Blockade von mAChRs nach

Uberstimulation der Rezeptoren zu einer Normalisierung der Atmung fuhrt.

Fur Versuche mit einem muskarinischen Agonisten kam Pilocarpin, ein Alkaloid aus den
Blattern des Pilocarpus jaborandi, eines siidamerikanischen Strauches, zum Einsatz. In der
Medizin findet es Anwendung als Pupillen verengendes Mittel zur Behandlung bei Glauko-
men, wirkt jedoch auch besonders schweildtreibend und speichelfluBanregend (cliniPharm,
www.vetpharm.uzh.ch). Der Stoff penetriert die BHS und fuhrte zu einer Atemfrequenzer-
niedrigung, wie auch fir Carbachol beschrieben. Im Gegensatz dazu fiihrt Pilocarpin jedoch
wie Lobelin zu einer erhdhten Expirationszeit, welche durch Carbachol, einen unselektiven
Agonisten, verringert wird.

Der Effekt nach Stimulation sowohl muskarinischer als auch nikotinischer Rezeptoren auf die
Atmung lasst sich daher durchaus, von der selektiven Uberstimulation einzelner Subtypen
unterscheiden. Auch wenn sich die Effekte eines muskarinischen Agonisten und Carbachol
unterschieden, war es dennoch mdoglich, die Carbachol-Effekte durch einen mAChR Antago-

nisten zu revidieren.

Deutlich wird durch diese Ergebnisse, dass sowohl muskarinische, als auch nikotinische
AChRs an der Regulation der Atmung beteiligt sind und vor allem auf die Frequenz einwir-
ken. Auf ihre genauen Einflisse kann auf Grund der vorgestellten Ergebnisse nicht ge-
schlossen werden, zumal sich die Aufgaben von mAChRs und nAChRs unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen unterscheiden. Diese Arbeit gewéahrt einen Einblick, wie kom-
pliziert die Verschaltung der Neurotransmitter ablauft und wie viele zusatzliche Experimente
von Noéten sein werden, um einen genaueren Einblick in die zugrunde liegenden Signalwege

zu erlangen.
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6.3 CRS

Nachdem sowohl das Vorhandensein als auch die Beteiligung muskarinischer und nikotini-
scher AChRs an der Regulation der Atmung gezeigt werden konnte, wurde zusatzlich der
Effekt eines AChE-Hemmers in der perfundierten Hirnstammpraparation untersucht. Durch
die Hemmung der Acetylcholinesterase kommt es zur Akkumulation von ACh im synapti-
schen Spalt und so ebenfalls zu einer Uberstimulation der Acetylcholinrezeptoren.

Die hier vorgestellten Versuche wurden mit CRS, einem Organophosphat, durchgefihrt, wel-
ches auf der einen Seite sehr schnell zu einer irreversiblen Hemmung der AChE fihrt, zum
anderen in, mit ACSF-vergleichbaren, Puffern eine sehr geringe Halbwertszeit von 1,2 min
aufweist (Busker et al., 1991). Daher wurde CRS nicht in die Perfusionsflissigkeit, sondern
uber einen Dreiwegehahn direkt vor den Hirnstamm appliziert.

Als direkter Effekt konnte zuerst eine Apnoephase von ca. 12 s beobachtet werden, in
welcher keine PNA zu messen war. Diese 12 s liegen deutlich Gber der durchschnittlichen
Expirationszeit unter Kontrollbedingungen. Des Weiteren kommt es in den darauffolgenden
Minuten zu einem Anstieg der Inspirations- und Expirationszeit, begleitet durch eine Redukti-
on der Atemfrequenz und eine pathologische Atmung, gekennzeichnet durch den Verlust der
rampenformigen N. phrenicus Aktivitat. Diese Effekte entsprechen ziemlich genau den beo-
bachteten Auswirkungen die Carbachol in der perfundierten Hirnstammpréparation erzielte.
Wie auch bei diesem unselektiven AChR-Agonisten, waren die durch CRS aufgetretenen
Effekte nur transient und 60 min nach Applikation kam es zur Regeneration der Atempara-
meter.

Dies ist eine aulierst interessante Beobachtung, vor dem Hintergrund des zentralen

Atemversagens als Todesursache nach Organophosphatvergiftungen. Die hier dargestellten
Experimente legen die Vermutung nah, dass es nach Vergiftung mit CRS zwar zu gravieren-
den Effekten auf die Atmung kommt, der Atemstillstand, wie auch die beobachteten Effekte
jedoch nur transient sind und nicht die alleinige Todesursache darstellen.
Zu beobachten ist in der WHBP nur eine kurze Apnoephase von wenigen Sekunden, die
jedoch ausreicht, um 98 % der im Hirnstamm vorhandenen AChE zu hemmen, was im An-
schluss an diese Versuche mit einem modifizierten Ellman-Assay in den Hirnstamm-
Homogenaten getestet werden konnte. Ob die verbleibenden 2 % aktiver AChE ausreichen,
um die Signalubertragung durch Acetylcholin in den Atemzentren aufrecht zu erhalten, oder
ob es konvergierende Transmittersysteme gibt, die die Uberstimulation durch ACh kompen-
sieren, bleibt unklar.

Adams et al. fuhrten in den 70-iger Jahren Experimente an Meerschweinchen durch,
die sie mit Soman oder Sarin vergifteten. Direkt nach OP-Intoxikation wurden die Tiere
kunstlich beatmet und es zeigte sich nach ca. 54 min eine spontane Reaktivierung der At-

mung, sichtbar sowohl am Atemstrom als auch an der in-vivo abgeleiteten N. Phrenicus Akti-
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vitat. Parallel kam es wéahrend dieses Zeitraums zum Absinken der AChE-Aktivitat auf unter
10 %. Die sich anschliel3ende zuséatzliche Soman bzw. Sarinvergiftungen zeigten keine Ef-
fekte mehr auf die wiederhergestellte PNA, so dass Adams et al. zu dem Schluss gelangten,
dass die Regeneration der Atmung nicht auf der Restaktivitdt oder der Reaktivierung von
AChE beruht (Adams et al., 1976).

Diese spontane Erholung nach kinstlicher Beatmung ist vergleichbar mit den in der
WHBP erhaltenen Ergebnissen. Auch hier wurde durch das begaste ACSF eine kontinuierli-
che Sauerstoffversorgung gewahrleistet, so dass sich die Atemparameter Uber einen Zeit-

raum von einer Stunde regenerieren konnten.

Auf der Suche nach konvergierenden Transmittersystemen, die eine mogliche Uberstimulati-
on durch ACh in den Atemzentren kompensieren kénnten, wurden in dieser Arbeit Versuche
mit einem Serotoninrezeptor-Agonisten durchgefuhrt. Nachdem mittels immunhistochemi-
scher Methoden nachgewiesen werden konnte, dass 5-HT1, Rezeptoren mit muskarinischen
und nikotinischen AChR co-exprimiert werden, wurde anhand der perfundierten Hirnstamm-
praparation ein Effekt auf die Atemparamter nach CRS-Vergiftung untersucht. 8-OH-DPAT,
der eingesetzte Agonist, ist bekannt flr seine stimulierenden Effekte auf die Atmung nach
Opiat-induzierter Atemdepression (Manzke et al., 2009).

Anhand der hier gezeigten Ergebnisse (siehe Abb. 80 bis 82) ist ein geringer Einfluss
des Serotoninrezeptor-Agonisten auf die zentrale Atmung nach OP-Vergiftung zu erkennen.
Inspirations- und Expirationszeit waren nach 8-OH-DPAT-Gabe im Vergleich zu den erhdh-
ten Werten nach CRS um ca. 10 %. Allerdings blieben die beiden Parameter auch nach 60
min noch unter dem Kontrollniveau. Auch das reduzierte Atemzugvolumen erholte sich nach
Gabe des Serotoninrezeptor-Agonists schneller, allerdings waren alle beobachteten Effekte
statistisch nicht aussagekraftig. Auch wenn sich die Atemparameter verbessern, wird die
Gesamtzeit, die bis zur vollstéandigen Erholung von T;, T, und des Atemzugvolumens benotigt

wird, nicht verklrzt.

Ein groRer Vorteil der perfundierten Hirnstammpraparation gegentber konventionellen in-
vivo Versuchen, ist zum einen der Wegfall narkosebedingter Effekte und zum anderen die
kontinuierliche Oxygenisierung des Gewebes durch eine externe Pumpe ohne Beeinflussung
durch periphere Stérungen. Um dennoch einen Kollaps des Herzkreislaufsystems in der
Praparation zu simulieren, um die Kombination peripherer und zentraler Effekte auf die At-
mung nach Organophosphatvergiftung zu untersuchen, wurde ein etabliertes Hypoxieproto-
koll angewandt. Durch die Reduktion bzw. den Stopp der externen Pumpleistung wird der

Weitertransport sauerstoffhaltiger Flissigkeit durch das Kreislaufsystem unterbrochen.
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Die Reaktionen in der WHBP auf diesen Sauerstoffmangel sind unter Normalbedingungen
eine sofortige Hypoxieantwort mit verkirzter Inspiration, erhéhter Atemfrequenz sowie PNA-
Amplitude. Nach wenigen Sekunden andauernder Sauerstoffunterversorgung verlangern
sich Inspirations- und Expirationszeit und es kommt zur Verringerung der Frequenz. Wé&h-
rend der leichten Hypoxiephase, in der die Pumpleistung 75 % betragt, stabilisieren sich die
Atemparameter und kehren auf die Ausgangswerte zurtick. Wahrend der akuten Hypoxie
kommt es zu einer Apnoephase, gekennzeichnet durch ein Ausbleiben der N. Phrenicus Ak-
tivitat, von 15,5 s und einer rapide verringerten Atemfrequenz.

Wourde das Praparat mit CRS vergiftet und als sekundarer Effekt ein Kollaps der Peri-
pherie mit Hilfe des Hypoxieprotokolls simuliert, verlangerte sich die Apnoephase auf durch-
schnittlich ca. 3 min, in denen keine PNA zu erkennen war. Erst zum Ende der leichten Hy-
poxiephase konnten erste Reaktionen des N. Phrenicus in der Praparation festgestellt wer-
den. Sie unterschieden sich in ihrer Dauer jedoch stark von T; und T, unter Normalbedingun-
gen.

Eine mogliche Ursache fur die beobachteten Effekte stellt die verlangerte Intoxikati-
onszeit mit CRS, durch die Unterbrechung der Pumpaktivitéat, dar. Der Hirnstamm ist somit
einer langeren Zeit dem Organophosphat ausgesetzt, bevor dieses im Perfusionskreislauf
nicht nur hydrolysiert sondern auch weiter verdinnt wird. Allerdings stellen sich auch bei
dieser Versuchsanordnung wahrend der Regenerationsphase nahezu normale Atemparame-
ter ein, was fir einen Kompensationsmechanismus unter Zuhilfenahme anderer Transmitter-
systeme spricht.

Diese Ergebnisse lassen sich auch mit Hinblick auf einen massiven Einfluss der Peri-
pherie bei dem Tod durch Atemversagen nach Organophosphatvergiftung deuten. Wahrend
bei gleichbleibender Sauerstoffversorgung die Atemzentren in der Lage sind, den Ausfall der
AChE zu kompensieren, kommt es durch ein kollabierendes Herzkreislaufsystem zu lang
anhaltenden zentralen Ausféllen. Selbst nach dieser mehrminitigen Apnoephase kommt es
allerdings zu keinen irreversiblen Schaden an den Neuronen der Atemzentren, so dass sich
ein normaler Atemrhythmus wéahrend der Regenerationsphase einstellt.

Die Wertigkeit zentraler und peripherer Effekte beim akuten Atemversagen nach OP-
Vergiftung wird seit langem untersucht. So finden sich viele Vergffentlichungen die die zent-
ralen Wirkungen auf die Atmung als ursachlich ansehen (Fleming et al., 1991; Gaspari and
Paydarfar, 2007; Rickett et al., 1986). Auf Grund der hier vorgestellten Ergebnisse, die mit
der perfundierten Hirnstammprdparation erhalten wurden, ist es sehr wahrscheinlich, dass
zentrale und periphere Effekte zusammen einen todlichen Atemstillstand herbeiftihren.

Auch bei der Kombination aus Hypoxieprotokoll und CRS-Vergiftung wurde untersucht, ob
der Serotoninrezeptor-Agonist 8-OH-DPAT einen Einfluss auf die veranderten Atemparame-

ter ausubt. Dazu wurde 2 min nach CRS-Zugabe 8-OH-DPAT in die Perfusionsldésung appli-
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ziert und eine weitere Minute spéter das Hypoxieprotokoll mit einem Stopp der externen
Pumpe gestartet.

Wahrend die Inspirationszeit unverandert blieb (siehe Abb. 86), zeigten sich bei der
Expirationszeit enorme Unterschiede zwischen den Werten nach alleiniger OP-Vergiftung
und bei zuséatzlicher Gabe des Serotoninrezeptor Agonisten. Bereits wahrend der akuten
Hypoxie verringerte sich die T, auf 70 % verglichen mit dem Kontrollwert (siehe Abb. 87).
Diese Verringerung setzte sich wahrend des gesamten Versuchs fort und auch wahrend der
20 min Regenerationsphase blieb die Expirationszeit verkirzt. Ein weiterer Effekt zeigte sich
auf die Apnoephase, welche nach CRS-Vergiftung fur 3 min zu beobachten war. Durch die
Gabe von 8-OH-DPAT wurde die Zeit ohne PNA auf ca.l min verringert, was zwar immer
noch das 4 fache der Zeit unter Normalbedingungen darstellt, allerdings eine signifikante
Verbesserung im Vergleich zur OP-Vergiftung bedeutet. Die Uberstimulation der Rezeptoren
durch im synaptischen Spalt verbleibendes Acetylcholin scheint daher zu einem gewissen
Teil durch Serotonin kompensiert werden zu kdnnen.

Dass das cholinerge und das serotonerge System mit einander verschaltet sind, wur-
de schon fir verschiedene ZNS Regionen beschrieben, so konnte mit 8-OH-DPAT im Nu-
cleus Accumbens die Konzentration an extrazellularem ACh verringert werden (Rada et al.,
1993), wahrend die Stimulation von 5HT Rezeptoren im Spinalkanal zu einer vermehrten
Freisetzung von ACh fihrte (Kommalage and Hoglund, 2005). Auf Grund der hier gezeigten
Daten ist eher ein hemmender Einfluss auf die ACh-Ausschittung wahrscheinlich, so dass
durch eine Verringerung des Transmitters der Enzymausfall nach CRS-Vergiftung kompen-
siert werden kann. Dieser Effekt ist allerdings nur unter hypoxischen Bedingungen zu be-
obachten, wahrend 8-OH-DPAT bei konstanter Sauerstoffversorgung der Préparation keinen
Einfluss auf die Regeneration der Atemparameter nach OP-Vergiftung ausibt.
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7 Fazit

Diese Arbeit soll einen Beitrag zum besseren Verstandnis und zur besseren Therapierbarkeit
von Organophosphatvergiftungen leisten. Im Rahmen dieses Projektes sind einige wichtige
Erkenntnis sowohl auf Protein- als auch auf physiologischer Ebene erlangt worden. So konn-
te durch die immunhistochemische Farbungen das Vorhandensein sowohl muskarinischer,
als auch nikotinischer AChR in den Atemzentren der Ratte nachgewiesen werden. Diese
Information zusammen mit den physiologischen Experimenten mittels der perfundierten
Hirnstammpraparation zeigen Ansatzpunkte flr neue Therapiemdglichkeiten anhand spezifi-
scher rezeptoraktiver Substanzen

Die momentane Standardtherapie nach Organophosphatvergiftungen erfolgt mit pa-
rallel durchgefuhrten Mainahmen. Zum einen werden Oxime zur Enzymreaktivierung gege-
ben. Sie sind in der Lage Uber einen nucleuphilen Angriff das Organophosphat von der Ace-
tylcholinesterase zu spalten und so ihre Funktion wieder herzustellen. Diese Reaktivierung
ist allerdings zum einen zeitlich limitiert, so dass die Oxime in einem frihen Stadium der
Vergiftung gegeben werden missen, zum anderen sind diese Substanzen nicht BHS-gangig,
so dass die zentrale AChE nicht reaktiviert werden kann. (Forth 2001). Als weiteres Medika-
ment zur Behandlung von OP-Vergiftungen wird Atropin eingesetzt, ein muskarinischer
AChR Antagonist, der die durch AChE-Hemmung Uberstimulierten Rezeptoren blockiert.
Atropin wirkt nicht nur gegen die peripheren muskarinischen Effekte wie erhdhte Drisensek-
retion, GefaRdilatation, Blutdrucksenkung und Spasmen des Magen-Darm-Traktes, sondern
erzielt auch im ZNS eine Wirkung, wodurch mogliche Effekte auf die Atemzentren unterbun-
den werden kénnen. Diazepam wird zur symptomatischen Behandlung der Krampfe gege-
ben (Eddleston et al., 2002).

Auf Grund der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit besteht jedoch auch die Méglich-
keit, dass durch die Hemmung der AChE zentrale nikotinische AChR Uberstimuliert werden,
was bei den aktuellen Therapieansatzen nicht berlicksichtigt wird. So konnte gezeigt werden,
dass nicht nur verschiedene nAChR Subtypen in den Atemzentren exprimiert werden, son-
dern nikotinische Agonisten- und Antagonisten die zentral generierten Atemparameter beein-
flussen. Durch Versuche in der perfunderten Hirnstammpréaparation sollte daher der Effekt
von spezifischen nikotinischen Antagonisten nach Organophosphatvergiftung untersucht
werden, um deren Therapiepotential abzuschatzen.

Durch Co-Farbungen wurde im Rattengehirn nachgewiesen, dass der 5-HT1, Rezep-
tor sowohl mit muskarinischen als auch nikotinischen AChR co-lokalisiert ist. Die physiologi-
schen Experimente deuten ebenfalls auf einen Zusammenhang zwischen cholinerger und
serotonerger Neuromodulation der Atmung hin. Aber auch wenn durch Zugabe des Seroto-

nin-Agonisten 8-OH-DPAT die Apnoephase nach OP-Vergiftung verkirzt werden konnte,

88



FaziT

scheint Serotonin nicht der verantwortliche Neurotransmitter fir den zu beobachteten Kom-
pensationsmechanismus zu sein.

So stellt das Ergebnis, dass sich die Atemparameter nach CRS-Vergiftung zwar pa-
thologisch verandern, aber nach ca. einer Stunde wieder auf Kontrollniveau zuriickkehren,
einen aulerst interessanten Aspekt dar. Solange die Sauerstoffversorgung gewahrleistet ist,
weisen die Atemzentren eine Plastizitat auf, die eine Anpassung an erhohte ACh-
Konzentrationen ermdglicht. Solch ein Mechanismus ist auch von AChE-Knock-Out Mausen
bekannt, bei denen es zur Downregulierung der AChR kommt. Es finden sich bei diesen Tie-
ren nur wenige funktionelle Rezeptoren in der Zellmembran, aber vermehrt im Golgi-
Komplex und dem Endoplasmatischen Retikulum. Die Auswirkungen auf die Atmung, die das
Fehlen der AChE trotz Adaptionsmechanismus austibt, sind eine verléangerte Inspirationszeit
und ein erhdhtes Atemzugvolumen (Boudinot et al., 2009; Chatonnet et al., 2003). Die Tiere
sind aber trotzdem lebensféhig und erreichen problemlos das Erwachsenenalter.

Wahrend bei den Knock-Out Tieren das Nicht-Vorhandensein bestimmter Gene von

Geburt an besteht, ist das zentrale respiratorische System aber auch in der Lage in spateren
Stadien nach abgeschlossener Entwicklung Verluste zu kompensieren. So kénnen sich Zie-
gen auch nach der fast vollstandigen Zerstérung des PraBoétzinger Komplexes insoweit erho-
len, dass sich wieder ein stabiler nur leicht verlangsamter Atemrhythmus mit normalen Blut-
gaswerten einstellt (Krause et al., 2009).
Auch wenn uber den Adaptionsmechanismus nur spekuliert werden kann, bleibt festzuhal-
ten, dass eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff, z. B. mit kiinstlicher Beatmung, die
Effekte der CRS-Vergiftung verringern kann und es zu einer spontanen Reaktivierung der N.
Phrenicus Aktivitat kommt.

Als Fazit dieser Arbeit lasst sich festhalten, dass gezeigt werden konnte, dass Acetylcholin
ein wichtiger Neurotransmitter bei der Atemregulierung ist und sowohl muskarinische als
auch nikotinische Acetylcholinrezeptoren fir die Signalweiterleitung verantwortlich sind.
Durch Co-Lokalisation miteinander und mit serotonergen Rezeptoren ergibt sich eine enorme
Vielfalt in der Signalverarbeitung, die mit den physiologischen Methoden nur ansatzweise
untersucht werden konnte. Des Weiteren konnte die Wirkung des Organophosphats CRS auf
das Atemzentrum untersucht werden mit dem Ergebnis, dass ein Zusammenspiel zentraler
und peripherer Effekte zu einer Verstarkung der Symptome fihrte.

Inwieweit sich diese Ergebnisse auf den Menschen Ubertragen lassen, lasst sich nur
schwer abschétzen. So gibt es selbst bei Ratten und Mausen, zwei sehr nah verwandte
Spezies, enorme Unterschiede in der Reaktion auf Nikotin oder Muskarin (Shao and
Feldman, 2000, 2001, 2002; Zanella et al., 2007). Bei dem direkten Vergleich zwischen Ratte
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und Mensch zeigte sich, dass das Organophosphat Soman bei Menschen wesentlich schnel-
ler zu einer irreversiblen Hemmung der AChE fuhrt als bei Ratten (Busker et al., 1991;
Wolthuis et al., 1981).

Trotz dieser vorhandenen Spezies-Unterschiede, sind die grundlegenden Mechanis-
men der Atemregulation in Wirbeltieren jedoch identisch und so liefern diese Experimente

wichtige Erkenntnisse auch fur die Therapie am Menschen.
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