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ZUSAMMENFASSUNG

Wirkungen von Dimethylarsinsaure auf glutamaterg-synaptische Ubertragungs-

prozesse im Hippokampus der Ratte

Repges, Hendrik

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen war die Analyse der Wirkung von pen-
tavalenter Dimethylarsinsdure auf glutamaterge Synapsen des Hippokampus von Rat-
ten. In vorausgegangenen Untersuchungen an heterolog expremierten Glutamat-
Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass diese Verbindung glutamaterge Synapsen in

ihrer Funktion beeintrachtigt.

Die Wirkungen der Dimethylarsinsaure auf erregende Glutamat-vermittelte synaptische

Prozesse wurde an akut isolierten Hirngewebsschnitten detailliert analysiert.

Durch elektrophysiologische Methoden an der Schafferkollateral/CA1- Synapse adulter
und juveniler Ratten wurde die Wirkung der Substanz auf evozierte postsynaptische
Potenziale, auf Langzeitpotenzierung, sowie auf verstarkende Effekte untersucht. Fur
die Untersuchungen wurden insgesamt 13 adulte und juvenile Ratten (12 mannlich, 6
adult) verwendet. Die Ergebnisse der adulten sowie juvenilen Tiere zeigten, dass durch
die verwendeten Stoffe in dem hier untersuchten Konzentrationsbereich von 100 umol/l
keine Beeinflussung der synaptischen Potenziale beobachtet wurde und somit an die-

sen Stellen keine neurotoxischen Wirkungen zu erwarten sind.

Die tierexperimentelle Arbeit wurde vom Regierungsprasidenten Minster mit dem
Schreiben vom 19.12.2002, Aktenzeichen: 50.0835.1.0. (G 79/2002) genehmigt (siehe
Anhang).

Tag der Mindlichen Prifung: 11.06 2008
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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition der Neurotoxizitat

Neurotoxizitat bezeichnet die Schadigung von Nervenzellgewebe durch chemi-
sche Stoffe, in deren Folge es zur Stérung komplex vernetzter Nervenzell- und
Gliazellverbande und damit zu Stérungen in peripheren oder zentralen Teilbe-
reichen des Nervensystems kommt. Schaden der Gliazellen des Nervengewe-
bes konnen indirekt zu Neurotoxizitat fiuhren, beispielsweise durch Veranderun-
gen der Extrazellularflussigkeit. Eine direkte Neurotoxizitat entsteht dagegen
durch Schadigung der Nervenzellen selbst. Substanzen, die das Nervengewebe
bezeichnet man als Neurotoxine. Eine funktionelle Stérung kann beispielsweise
durch die Beeinflussung von lonenkanalen hervorgerufen werden (Muf3hoff et
al., 1995). Anderungen der Zellmorphologie kénnen dagegen strukturelle Defek-
te bzw. die Zelle funktionell oder strukturell stéren kdnnen, bedingen. Beide Ar-
ten von Stérungen kdénnen die Zelle in ihrer Aktivitat bzw. Vitalitat derart beeinf-
lussen, dass letztendlich der Zelltod erfolgt. Beispiele fur exogene Neurotoxins-
toffklassen sind Halogenkohlenwasserstoffe, Schwermetalle, Dioxine und
Chlorphenole. Daruber hinaus existiert eine Vielzahl endogener, d.h. vom Kor-
per produzierter, potenziell neurotoxischer Substanzen, welche nur bei geregel-
tem Um- und Abbau bzw. ihrer Elimination zu keiner Schadigung des Organis-

mus fuhren.

1.2 Neurotoxizitiat von Schwermetallen

Neurotoxische Stérungen entstehen haufig aus Vergiftungen durch anorgani-
sche Metalle. Blei kann beispielsweise zu einer verzogerten Leitgeschwindigkeit
peripherer Nerven oder gar zu einer vollstandigen Unterbrechung der Nerven-
leitung sowie zu Ausfallerscheinungen im Versorgungsgebiet des entsprechen-
den Nervs fuhren (Binding et al., 1991 und 1992). Des Weiteren wurden bei
bleiexponierten Erwachsenen Demenz und Enzephalopathie beobachtet, sowie
bei Kindern mit chronischer Bleivergiftung Entwicklungsstérungen (Needleman
et al., 1979, Needleman/Bellinger 1991; Pocock et al., 1994). Ein ebenfalls neu-
rotoxisch wirkendes Metall ist u. a. Quecksilber, das Konzentrationsschwache,

Schlaflosigkeit und diffuse motorische Stérungen verursachen kann. Anorgani-
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sches Arsen verursacht schmerzhafte Parasthesien und Taubheitsgefihl in den
Extremitaten, also Ausfalle im sensorischen Bereich (Mazumder et al., 1992;
Luong/Nguyen, 1999). Nach Intoxikation mit Schwermetallen sind die Pathome-
chanismen, die zu diesen Symptomen fuhren, oft unklar und Hinweise auf die
Ursache eines neurologischen Symptomkomplexes selten. Einige Schwermetal-
le bewirken durch den Angriff auf lonenkanale ihre Neurotoxizitat. So reduziert
z. B. Blei den Calciumstrom uber spannungsabhangige Calciumkanale sehr
stark (BUsselberg et al., 1991) und beeinflusst zudem die spannungsabhangi-
gen Kaliumkanale (Madeja et al., 1995). Die AMPA-Rezeptorkanale (Muf3hoff et
al., 1995) sowie die NMDA-Rezeptorkanale (Alkondon et al., 1990; Uteshev et

al., 1993) konnen ebenfalls durch Blei blockiert werden.

1.3 Toxizitat und Ursprung mteallorganischer Verbindungen

1.3.1 Metallorganische Verbindungen biogenen und anthropogenen Urs-
prungs
Viele Produkte, die im Rahmen von verschiedenen industriellen Herstellungs-
verfahren gefertigt werden, enthalten metallorganische Verbindungen anthro-
pogenen Ursprungs, dass fruher benutzte ,verbleite” Benzin sowie heute ver-
wendete Zusatze in PVC, Holzimpragnierungsmitteln, Farben und Pestiziden
(Thayer 1995; Appel et al., 2000). Da der Abbau vieler dieser Schadstoffe in der
Regel Jahre bis Jahrzehnte dauert, sind in Erdablagerungen haufig metallorga-
nische Altlasten zu finden, die noch auf den Einsatz von chemischen Kampf-
stoffen und Giftgasen (z. B. Diphenylaminchlorarsen) aus den beiden Weltkrie-
gen zuruckzufuhren sind (Thayer, 1995; Feldmann et al., 1993). Nach starken
Regenfallen kdnnen Veranderungen in Schichtung und Zusammensetzung des
Bodens metallorganische Verbindungen aus den Sedimenten freisetzen. Bei
der Flutkatastrophe in Mitteldeutschland im Jahr 2002 wurden zahlreiche Sied-
lungen, durch mit unzahligen Schadstoffen ,kontaminierter® Ackererde uber-

schwemmt (Umwelt Forschungszentrum 2002; Greenpeace 2002).

Durch Stoffwechselprodukte in Mikroorganismen, besonders in Algen, Pilzen
und Bakterien, entstehen metallorganische Verbindungen biogenen Ursprungs

(Biomethylierung). Insbesondere Mulldeponien und Klarwerke weisen optimale
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Bedingungen fir die Biomethylierung auf (Hirner et al., 1994; Feldmann/Hirner,
1995). Die Anwesenheit eines Metallgruppendonators ist Vorraussetzung fir die
enzymatisch ablaufende Metallmethylierung (Choi/Bartha 1993; Thayer 1995;
Pongartz/Heumann 1998; Turpeinen et al., 1999; Craig et al, 1999). Die Mikro-
organismen speichern die entstandenen metallorganischen Verbindungen oder

geben diese an die Umwelt ab.

1.3.2 Toxizitat von metallorganischen Verbindungen

Die Haut und Schleimhaut hoch entwickelter Lebewesen resorbiert organische
Metallverbindungen aufgrund ihrer Lipophilie besser als anorganische Verbin-
dungen. Die vom Organismus aufgenommenen metallorganischen Verbindun-
gen werden zu monovalenten Kationen umgewandelt. Da diese Kationen so-
wohl in polarer als auch in unpolarer Materie I6slich sind, wird die Toxikokinetik
durch die Umwandlung beeinflusst und biologische Membranen koénnen leicht
uberwunden werden. Intrazellular kdnnen Schwermetallkationen Stickstoff-,
Schwefel- und Sauerstoffliganden an aktive Zentren von Enzymen wie Cytoch-
rom p450 und an Proteinen wie Hamoglobin binden und diese so blockieren
(Craig 1986; Cheung/Verity 1985; Denny et al., 1993; Komulainen et al., 1995).
Stérungen des Immunsystems und der Proteinbiosynthese sowie Schaden an
der DNA konnten ebenfalls nachgewiesen werden (Cheung/Verity 1985; Kutz-
netsov/Richter 1987).

1.3.3 Neurotoxizitat von metallorganischen Verbindungen

Das vielfach beobachtete neurotoxische Potenzial metallorganischer Verbin-
dungen ist der erhdhten Lipophilie und dem damit leichteren Uberwinden der
Bluthirnschranke zuzuschreiben (Craig 1985). Ein gutes Beispiel daflr ist Me-

thylquecksilberchlorid.

Das Methylquecksilberchlorid ist eine metallorganische Verbindung, die 1950 in
der japanischen Kustenstadt Minamata bekannt wurde: Durch kontaminierten
Fisch kam es zu einer epidemischen Vergiftung der Bevodlkerung. Die Erkrank-
ten litten an HOr- und Sehstérungen, Tremor, Ataxien, Psychosen, emotionalen

Veranderungen und Parasthesien, wobei einige Ausfalle irreversibler Natur
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waren (Takeuchi 1982 und 1986). Genauere nachfolgende Untersuchungen zur
Klarung des Pathomechanismus lieRen Lasionen im Kleinhirn, im Bereich des
visuellen Kortex, sowie im Spinalganglion der Radices dorsales erkennen (Ta-
keuchi 1982). Als Angriffsort des Methylquecksilberchlorids sind u. a. liganden-
gesteuerte lonenkanale, d.h. Rezeptorkanale von Nervenzellen, zu nennen. Es
konnte im Hippokampus eine gehemmte Erregungstbertragung an GABA-
Rezeptorkanalen nachgewiesen werden (Yuan/Atichson 1997). Neben dem
Methylquecksilberchlorid sind noch weitere potenziell neurotoxische metallor-
ganische Verbindungen bekannt, beispielsweise Blei, Zinn und Arsen. So wur-
den bei accidetiellen Trimethylzinn-Vergiftungen komplexe Anfallsleiden, Affekt-
storungen, raumliche Desorientiertheit, persistierende Gedachtnisstorungen
und kognitive Fehlfunktionen beschrieben (Feldmann et al., 1993). Aufgrund der
hohen Komplexitat der Hirnstruktur konnten die Pathomechanismen fur viele
Substanzen mit erheblichem neurotoxischem Potenzial noch nicht vollstandig
geklart werden, oder sind noch ganzlich unbekannt. Diesen Substanzen zuge-

horig sind die metallorganischen Arsenverbindungen.

1.4 Arsenverbindungen

1.4.1 Entstehung und Vorkommen des anorganischen Arsens

Beim Schmelzprozess und der Legierung von Blei und Kupfer entstehen anor-
ganische Arsenverbindungen anthropogen als Nebenprodukt. In der industriel-
len Produktion finden sie eine weite Verbreitung z. B. bei der Herstellung von
Glas, Halbleitern und Farbpigmenten oder als Zusatz in Pestiziden (Hathaway
et al., 1991). Ein geogenes Vorkommen von Arsenverbindungen in diversen
Mineralien, wie z. B. Erz und Arsenpyrit wird ebenfalls beschrieben (Hindmarsh
1986; WHO 1981; Nadakavukaren et al., 1984). Bei Verwitterung des Gesteins

kann das Arsen freigesetzt werden (Boyle/Jonasson 1973).

1.4.2 Toxizitat von anorganischen Arsenverbindungen

Gastrointestinale Symptome wie Diarrh6 und Emesis, Muskelschmerzen und
Muskelkrampfe, Taubheit der Extremitaten, Schwache und Flushs wurden bei

akuten Intoxikationen mit anorganischem Arsen beobachtet. Nach etwa einem
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Monat kdonnen u.a. Verlangsamungen im motorischen und sensorischen Be-
reich, palmoplantare Hyperkeratosen und brennende Parasthesien auftreten
(Murphy et al., 1981; Wesbey/Kunis 1981; Fennell/Stacy 1981). Eine chroni-
sche Arsenexposition aulRert sich in Hautlasionen oder diversen Krebserkran-
kungen (Haut-, Lungen-, Leber-, Nieren- und Blasenkrebs) (Tseng 1977). Des
Weiteren wurden periphere Neuropathien und periphere vaskulare Erkrankun-
gen beschrieben (Chen et al., 1992 und 1998; U.S. Enviromental Protection
Agency 1988).

1.4.3 Neurotoxizitdt von anorganischen Arsenverbindungen

Neurotoxische Zeichen nach einer Intoxikation durch anorganisches Arsen tra-
ten z. B. in Kalkutta auf, wo nach chronischer Exposition durch kontaminiertes
Trinkwasser periphere Neuropathien auftraten (Mazumder et al., 1992). Nach
haufigem Verzehr von arsenverschmutzten Vogelnestern klagten die Patienten
uber Taubheitsgeflihl, Parasthesien in den Fingerspitzen und FufRen, sowie
verminderte Muskelkraft (Luong/Nguyen 1999). In einer chinesischen Studie
wiederum werden das Auftreten von Gehdrlosigkeit, der Verlust des Ge-
schmackssinns, eine Taubheit der Extremitaten und Halluzinationen nach Ar-
senvergiftung beschrieben. Bei anschlielenden in vitro-Experimenten wurde
Apoptose nach Applikation von anorganischem Arsen beobachtet (Nam-
gung/Xia 2000; Chattopadhyay et al., 2002). Allerdings ist der exakte Pathome-

chanismus nach Arsenexposition noch nicht geklart.

1.4.4 Entstehung und Vorkommen von organischen Arsenverbindungen

Ebenso wie die anorganischen, sind die organischen Arsenverbindungen grof3-
tenteils anthropogenen Ursprungs. Sie werden als Zusatze in Holzschutzmitteln
und Bioziden, als Kraftstoffadditive und Stabilisatoren in Kunststoffen verwendet
(Thayer 1995; Broome et al., 1988; Appel et al., 2000).

Ebenfalls neurotoxische Symptome wurden fir Arsen und seine organischen
Verbindungen beschrieben, wobei jene von Delirium und Enzephalopathie bei
beruflicher Arsenbelastung (Morton/Caron 1989) Uber subklinischen Nerven-

schaden bei schwedischen Kupferschmelzern (Lagerkvist/ Zetterlund 1994) bis
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hin zu peripheren Neuropathien bei chronischer Exposition gegenuber arsenbe-
lastetem Trinkwasser (Mazumder et al., 1992) reichen. Die so genannte Biome-
thylierung spielt bei der Entstehung von organischen aus anorganischen Arsen-

verbindungen eine entscheidende Rolle.

1971 wurde zum ersten Mal durch McBride und Wolfe die bakterielle Methylie-
rung von Arsen dokumentiert, die aus dem Methanobakterium MoH Dimethylar-
senhydrid extrahierten (McBride/Wolfe 1971). Seitdem sind viele Mikroorganis-
men, die anorganisches Arsen methylieren, entdeckt worden. Bekannte Pilzkul-
turen, die Arsen unter anaeroben Bedingungen methylieren sind u.a. Scopula-
riopsis brevicaulis (Gosio 1892; Challenger 1945) und Candida humicula. Be-
sonders umfassend sind die Methylierungsprozesse sowohl in Algen
(Klumpp/Peterson 1981; Francesconi/Edmonds 1997) als auch in Fischen und
Saugetieren (Kurowa et al., 1994, Vahter 1981) erforscht. Endprodukte der Me-
thylierung von anorganischem Arsen sind Uberwiegend Monomethylarson-, Di-
methylarsin- und/oder Trimethylarsensauren (Vahter 1983; Mozier 1990). Thiole
wie Glutathion sind bei Menschen am Methylierungsprozess beteiligt. Das
anorganische Arsen wird aus der Atemluft Uber die Alveolen oder durch den
Gastro-Intestinal resorbiert und daraufhin in der Leber methyliert. Aus diesem
Methylierungsprozess entsteht beim Menschen zumeist Dimethylarsinsaure als
Endprodukt, welches mit dem Urin ausgeschieden wird (Hopenhayn-Rich et al.,
1993 und 1996). Die Kontamination von Trink- und Grundwasser stellt neben
der teilweise hohen Belastung der Nahrungsmittel z. B. DMA in Fisch und Algen
(Shiomi et al., 1992) ein gro3es Problem dar. In Bangladesch wurde 1993 in
Trinkwasserbrunnen stark erhéhte Arsenkonzentration festgestellt, wobei es bis
heute nicht gelungen ist, die verstarkte Exposition von 20 Mio. Menschen in
diesem Gebiet zu beseitigen (Smith et al., 2000).

1.4.5 Toxizitat von organischen Arsenverbindungen

In den meisten lebenden Organismen wird die Methylierung von anorganischem
Arsen beobachtet und ist daher als Endgiftungsprozess allgemein akzeptiert
(Goyer 1996; Fischer et al., 1985; Vahter/Marafante 1983). Neuere Studien er-

gaben, dass auch organische Arsenverbindungen vermutlich biologische Sys-
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teme schadigend beeinflussen (Styblo et al., 2000; Petrick et al., 2000; Vega
2001). Unter Anderem wurde die Zytotoxizitdt von anorganischen und organi-
schen Arsenverbindungen an humanen Hepatozyten verglichen, wobei das or-
ganische trivalente Monomethylarsen die hdchste Toxizitat aufwies (Petrick
2000). Da der Methylierungsprozess unmittelbar nach Arsenaufnahme beginnt,
kann anhand der klinischen Symptome schwer nachvollzogen werden, ob die
Arsenintoxikation auf organische oder anorganische Verbindungen zurickzu-

fUhren ist.

1.5 Fehlfunktion neuronaler Rezeptorkanéle in Folge von Neurotoxizitat

1.5.1 Funktion neuronaler lonenkanale

Das Nervensystem ist in der Lage, Informationen aufzunehmen, zu verarbeiten
und weiterzuleiten, wobei diese Leistungen grotenteils von Nervenzellen Uber-
nommen werden. Durch die Modulation der in der Nervenzellmembran entste-
henden bioelektrischen Aktivitat werden Informationen codiert im Nervenzell-
verband weitergeleitet, wobei alle Veranderungsprozesse bioelektrischer Aktivi-
tat direkt von lonenkanalen abhangig sind. Als lonenkanale bezeichnet man in
die Zellmembran eingelassene Proteine, durch welche ein Transport von lonen
in die und aus der Zelle stattfinden kann. Bereits im Ruhezustand besteht ein
unterschiedliches Konzentrationsverhaltnis der lonen im intra- und extrazellula-
ren Raum und damit an der Nervenzellmembran eine elektrische Spannung —
das so genannte Membranpotenzial. Die lonenkanale beinhalten die Funktionen
von Ventilen, welche geodffnet bzw. geschlossen werden und somit Uber Regu-
lation transmembraner lonenstrdome das Membranpotenzial andern kénnen. Die
Membranpotenzialveranderung dient also als Signal einer codierten Informati-
on. Die Schwankungen des Membranpotenzials, welche durch die Aktivitat der
lonenkanale entstehen, werden als Aktionspotenzial bezeichnet. Diese dienen
der Erregungsweiterleitung entlang einer Nervenzelle. Sie werden von span-
nungsgesteuerten lonenkanalen erzeugt, welche sich 6ffnen, wenn sich das
Membranpotenzial verringert. Aulerdem sind sie selektiv permeabel fur Kalium-
, Natrium- und Calciumionen. Die Weiterleitung einer neuronalen Erregung (Ak-

tionspotenzial) von einer Nervenzelle auf eine zweite Nervenzelle geschieht
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durch eine chemische Erregungsubertragung. Wenn ein Aktionspotenzial im
Nerv bis zum synaptischen Endknopf weitergeleitet worden ist, 6ffnen sich
durch Verschiebungen des Membranpotenzials unter anderem Calciumkanale.
Das in die Zelle einstromende Calcium bewirkt eine Kaskade, an deren Ende
die Ausschuttung des exzitatorischen Botenstoffes Glutamat steht. Sobald das
Glutamat auf eine Membran der nachfolgenden Nervenzellen ftrifft, wird wiede-
rum eine zweite Gruppe von lonenkanalen, die Rezeptorkanale, aktiviert. Die
folgende Offnung dieser Kanale filhrt zum so genannten postsynaptischen Po-
tenzial und somit zur Auslésung eines Aktionspotenzials. Das elektrische Signal
der Information ist somit hergestellt. Die Informationsweitergabe ist von jeder

einzelnen Nervenzelle, insbesondere von den lonenkanalen, abhangig.

1.5.2 Einteilung neuronaler Rezeptorkanale

Die sich in der postsynaptischen Membran befindlichen, ligandengesteuerten
lonenkanale reagieren mit Offnung, wenn sich ein Ligand (z.B. Glutamat) an
den lonenkanalrezeptor bindet und diesen so aktiviert. Die ligandengesteurten
Rezeptorkanale werden in die inhibitorischen GABA-Rezeptorkanale und in die
exzitatorischen Glutamat-Rezeptorkanale unterteilt, bei denen chemische Sig-
nale wieder in Aktionspotenziale umgewandelt werden (und die Zelle depolari-
siert wird). Der am haufigsten im Zentralnervensystem auftretende exzitatori-
sche Neurotransmitter ist die Aminosaure Glutamat. Dementsprechend ist in
der postsynaptischen Membran eine Vielzahl an Glutamatrezeptorkanalen vor-
handen: NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-, Kainat- und AMPA (Alpha-Amino-3-
Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionat)-Rezeptorkanédle sowie die metabotro-

pen Glutamatrezeptoren.

1.5.3 Bedeutung und Physiologie des AMPA-Rezeptorkanals

Die an vielen erregenden Nervenzellen und besonders haufig im Neokortex und
Hippokampus (Boulter et al., 1990; Keinanen et al., 1990) vorkommenden AM-
PA-Rezeptorkanale sind, im Gegensatz zu den NMDA-Rezeptorkanalen, direkt
durch den erregenden Transmitter Glutamat aktivierbar und bilden somit die

erste Phase des postsynaptischen Potenzials. Sie sind fur Natrium- und Kalium-
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lonen permeabel, wobei der verstarkte Einstrom von Natriumionen zu einer Ver-
ringerung des Membranpotenzials und somit zur Depolarisation der Zelle fuhrt.
Nur durch diese Depolarisation ist es moglich, dass auch Glutamat an den
NMDA-Rezeptoren wirken kann. Daher kommt den AMPA-Rezeptoren eine ge-

nerelle Bedeutung fiir schnelle synaptische Ubertragungen zu.

1.5.4 Bedeutung und Physiologie des NMDA-Rezeptorkanals
Die durch N-Methyl-D-Aspartat aktivierbaren NMDA-Rezeptorkanale sind be-

sonders in den Nervenzellen des Kortex und im Hippokampus lokalisiert (Mo-
nyer 1994) und nach ihrer Aktivierung fur Natrium-, Calcium- und Kalium- lonen
permeabel. Das einstromende Calcium besitzt eine Schllsselfunktion in der
Entstehung kognitiver Prozesse und setzt Kaskaden in Gang, welche die Erstel-
lung von Langzeitpotenzierung (Long Term Potention, LTP) und Langzeitdep-
ression (Long Term Depression, LTD) erméglichen. (Larkman/Jack 1995). Als
LTP bezeichnet man die Fahigkeit bestimmter hippokampaler Synapsen, auf
eine experimentell induzierte elektrische, hochfrequente Reizung afferenter
Nervenbahnen mit einer lang anhaltenden Steigerung der synaptischen Aktivitat
zu antworten. Die LTP hat sich seit ihrer Entdeckung, als zellulares (in-vitro-)
Modell fur Lern- und Gedachtnisprozesse etabliert (Bliss/Lomo 1973). Diese
experimentelle LTP steht in engem Zusammenhang mit den beim naturlichen
Lernen ablaufenden Prozessen: es konnte gezeigt werden, dass bei Lernpro-
zessen im Hippokampus von Tieren ahnliche LTP-Veranderungen stattfinden
(Frey/Morris 1998). In den meisten Fallen sind die hippokampalen LTP-
Veranderungen der synaptischen Ubertragungsstérke in der NMDA-Rezeptor-
Aktivierung begrindet. (Bliss/Collingridge 1993). Daher fuhren genetische oder
pharmakologische Veranderungen der NMDA-Rezeptorfunktion zu einer St6-
rung in der Entstehung von LTP und somit zu einer Verschlechterung raumli-
cher Gedachtnisleistungen. Ebenfalls unerlasslich fir die normale neuronale
Entwicklung sind NMDA-Rezeptoren (Cull-Candy et al., 2001). Im Verlauf der
frihen Ontogenese kommt es zu deutlichen und schwerwiegenden Verande-
rungen in Zahl und Zusammensetzung der heteromeren NMDA-Rezeptoren,

welche sich in persistierenden Veranderungen in der weiteren kognitiven Ent-
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wicklung auRern. So wird beispielsweise beschrieben, dass die friihe postnatale
Applikation von Toxinen (z.B. Blei, Ethanol) eine deutlich starkere Stérung kog-
nitiver Leistungen zur Folge hatte, als sie in adulten Stadien der Fall war (Need-
leman et al., 1990; White et al., 2004). Diese ausgepragte Toxizitat der frihen
Entwicklungsphase kann u. a. durch die im frihen postnatalen Entwicklungs-
stadium besonders stark ausgepragte Genexpression und die Funktion der glu-
tamatergen Rezeptoren im Hippokampus, vor allem der NMDA-Rezeptoren,
erklart werden. Jene ist deutlichen Umbauprozessen unterworfen und wird so-
mit durch die Giftstoffe beeintrachtigt. Besonders hervorzuheben in der Be-
schreibung dieses lonenkanals ist der spannungsabhangige Magnesiumblock,
der unter physiologischen Bedingungen zu einer Unerregbarkeit des Rezeptors
durch Glutamat fuhrt. (Nowak et al., 1984). Erst bei Depolarisation der Zelle mit
einem Membranpotential von -30 mV wird das Magnesiumion aus der lonopho-
re entfernt, wodurch ein positives Feedback entsteht: Mit steigender Anzahl of-
fener NMDA-Rezeptoren nimmt die Depolarisation der Zelle zu, was wiederum
zur weiteren Offnung von NMDA-Rezeptorkanalen fiihrt. Jene Rezeptorkanale
spielen fur Lern- und Gedachtnisprozesse (Maren/Baudry 1995; Aszte-
ly/Gustafsson 1996) sowie flr weitere kognitive Fahigkeiten eine entscheiden-
de Rolle. Ebenso stark beteiligt ist der Rezeptor bei der Pathogenese diverser
neurologischer und neurotoxischer Erkrankungen, wie z.B. Epilepsie, Demenz
und zerebralem Insult. Durch Daueraktivierung der NMDA-Rezeptorkanale
konnte epileptische Aktivitat induziert werden (Collins/Olney 1982). Ein wirksa-
mer Antagonist dieses Kanals ist Ethanol - die Symptome einer Alkoholvergif-
tung charakterisieren die Ausfélle bei Blockade eines NMDA-Rezeptorkanals:
Stupor, Ataxie, Benommenheit, Stérungen im visuellen, auditiven und proprio-
zeptiven Bereich, Halluzinationen und reduzierte Schmerzempfindung (Tsai et
al., 1998; Fraser 1996; Hargreaves/Chain 1992; Loscher/Honack 1991; Meld-
rum 1995; Rogawski 1992).

1.5.5 Bedeutung und Physiologie des Hippokampus

Der Hippokampus spielt eine wesentliche Rolle bei der Verarbeitung von Kon-

textinformationen (Maren/Fanselow 1997) und von komplexen Informationen
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(Jeffrey/Morris 1993). In experimentellen Tierversuchen wurde gezeigt, dass
der Hippokampus an konfiguralen und deklarativen Lernversuche essentiell be-
teiligt ist, prozedurales Lernen jedoch vom Hippokampus unabhangig ablauft
(Squire 1992). Die Rolle des Hippokampus ist besonders eingehend bei Nage-
tieren untersucht worden. Altemus/Almj (1997) kamen zu dem Ergebnis, dass
hippokampale Lasionen zu einer Beeintrachtigung des raumlichen Lernens flh-

ren, wobei die Gro3e der Lasion mit dem Grad der Beeintrachtigung korreliert.

So fuhren teilweise oder vollstandige Hippokampuslasionen, z. B. bei einer
Temporallappen-Epilepsie, zu Beeintrachtigung im Erlernen neuer Gedachtnis-
inhalte, wahrend das Abrufen von Gedachtnisinhalten aus dem Langzeitspei-

cher weitestgehend unbeeintrachtigt bleibt (Miller et al., 1993).

1.6 Fragestellung

FUr eine Reihe von Metallen und ihre Metaboliten wurde eine neurotoxische
Wirkung beschrieben und nachgewiesen. Die Pathogenese der neurologischen
Symptomatik ist aber nur bei den wenigsten geklart. Dies gilt gerade fur (an-)

organisches Arsen.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Reaktion glutamaterger NMDA-
Rezeptoren im Hippokampus von Ratten auf organische, pentavalente Dimethy-
larsinsaure zu untersuchen. Dabei gilt es insbesondere zu klaren, ob die Saure,
welche an AMPA- und NMDA-Rezeptoren von Oozyten eine nachgewiesene
signifikante Hemmung hervorruft, ebenfalls an hippokampalen Rezeptoren, in-
sbesondere an der Schaffer-Kollateral/CA1-Synapse, durch eine Stérung des
Nervenzellverbands schadigenden Einfluss nehmen kann. Die Rolle des neuro-
toxischen Potenzials der Arsensaure ist fur die Zielsetzung der Arbeit eine ent-
scheidende: Es soll geklart werden, inwieweit jenes Potenzial Gber Glutamatre-
zeptoren vermittelt werden kann und Uber welche Mechanismen eine mogliche

Toxizitat entfaltet wird
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2 Material und Methode

21 Versuchstierhaltung und Praparationstechnik

Bei den Versuchstieren handelte es sich um adulte (2 bis 4 Monate alte) und
juvenile (14 bis 21 Tage alte) Ratten, die dem institutseigenen Inzuchtstamm
(Wistar) entnommen wurden und somit im Tierstall aufwuchsen. Sie wurden in
Kafigen von 55cm Lange, 32cm Breite und 19cm Hohe untergebracht und mit
Nahrung sowie Wasser ad libitum versorgt. Die Raumtemperatur schwankte
zwischen 21 und 25°C, wobei sich Abweichungen wahrend eines Tages auf
eine Spanne von 0,5°C beschrankten. Fur die Versuche wurden insgesamt 13
Ratten (12 mannliche, 6 adult), deren Gewicht zwischen 220 und 300g — in
Ausnahmefallen bis zu 340g — schwankte, verwendet. Sie unterlagen einem

Hell- Dunkel- Rhythmus von jeweils 12h.
2.2 Erfassung der bioelektrischen Aktivitat

2.2.1 Praparation der Hippokampus-Gewebeschnitte

Primares Untersuchungsziel war der Hippokampusbereich der Versuchstiere.
Die zu diesem Zweck erforderlichen Hirngewebeschnitte wurden durch voran-
gehende Narkotisierung der Tiere mit Ether oder 15mg Methohexital-Natrium
(Brevimytal®-Natrium) sowie anschlieRender Dekapierung mittels einer Guilloti-
ne ermdglicht. Nach der Schadeleréffnung wurde das Gehirn in eisgekuhlte, mit
Carbogen (5% CO; in O;) begaste kinstliche Zerebrospinalflissigkeit (ACSF)
getaucht, eine halbe Minute spater wurde der Hippokampus freiprapariert. Mit
Hilfe eines Mcllwain Tissue Choppers wurden 500um dicke Gewebsschnitte
parallel zu den Alveusfasern geschnitten. Es wurden Schnitte aus dem ventra-
len, medialen sowie dem dorsalen Hippokampusbereich verwendet. Vor Beginn
der elektrophysiologischen Untersuchungen lagen die Schnittpraparate mindes-
tens 30 Minuten bei 28 °C in Losung 1, danach wurde die Calciumkonzentration
fir weitere 30 Minuten von 1 auf 2 mmol/l erhéht (Lésung 2). Die Uberfiihrung

der Schnitte in die Versuchskammer erfolgte mittels Pasteurpipette. Fur die
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Tierversuche lag eine Genehmigung des Regierungsprasidenten Munsters vor
(Schreiben vom 19.12 2002, Aktenzeichen: 50.0835.1.0. G 79/2002).

2.2.2 Versuchskammer

FUr die Versuche wurde eine konventionelle Perfusionskammer des Typs
~,Ssubmerged” verwendet. Die Gewebeschnitte lagen dem Boden der Kammer
auf und wurden mit carbongesattigter ACSF Uberspdilt. Die Kammer mal® 10 x
40mm und war aus kunststoffbeschichtetem Aluminium gefertigt. Aus einem
vorgegebenen Losungsstand von 3mm resultierte somit ein Badvolumen von
ca. 1,0 ml. Eine vorgeschaltete Tropfenfalle wurde zur fortlaufenden Messung
der Durchflussrate (Flow) verwendet und auf 70 bis 80 Tropfen pro Minute jus-
tiert (Durchflussrate: ca. 4ml/min). Temperatur sowie pH-Wert des Bades wur-

den kontinuierlich gemessen und konstant auf 32°C bzw. pH 7,4 gehalten.

2.2.3 Evozierte Feldpotenzialableitungen

Zur Registrierung der synaptischen Aktivitat aus dem Stratum radiatum der
CA1-Region, wurden Feldpotenzial-Ableitungen durchgefihrt. Die Stimulation
an den Schaffer-Kollateralen erfolgte durch eine bipolare Reizelektrode. Die
Registrierung im dendritischen Bereich der CA1-Pyramidenzellen (Stratum ra-
diatum) stellte sich als extrazellular gemessenes, exitatorisches postsynapti-
sches Potenzial (field EPSP, fEPSP) dar. Eine mit Kaliumchloridldsung (3mol/l)
geflllte und in der Versuchskammer eingebrachte Glaskapillare wurde als Refe-
renzelektrode verwendet. Die Feldpotenzialelektrode bestand aus Borosilikatg-
las mit einem Innendurchmesser von 0,87mm, die Spitze der Elektrode wurde
mit einer Pinzette auf einen Innendurchmesser von 8 bis 10um zuruckgebro-
chen (0,5 bis 1,5 MQ). Fur die Versuchsdurchfihrung wurden die experimentel-
len Parameter (Reizstarke und Elektrodenplatzierung) so eingestellt, dass

fEPSPs registriert wurden, die folgenden Kriterien entsprachen:

1. Das fEPSP sollte keine Aktivitat summierter Aktionspotentiale enthalten, die
im somatischen Bereich generiert werden. Diese als population-spike (pop-
spike) bezeichneten Komponenten stellen keine unmittelbare synaptische
Aktivitat dar.

13
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2. Die Amplitude musste mindestens 0,2 mV betragen. Zur Vergleichbarkeit
verschiedener Versuchsserien wurde die Reizintensitat so eingestellt, dass
die Reizantwort (fEPSP) die halbmaximale Amplitude erreichte. Die Reiz-
starke der bipolaren Elektrode war an einem Pol dabei zwischen 0,1 und
0,2 mA festgelegt, die Stromstarke des anderen Pols wurde dann entspre-
chend variiert. Die Reizstarke lag bei den verschieden Experimenten zwi-
schen 0,1 mA und 1,3 mA.

3. Es wurden nur Versuche ausgewertet, die keine Latenzverschiebung der
Reizantwort im Versuchsverlauf aufwiesen. Eine solche Latenzverschie-

bung tritt allerdings nicht auf.

CA1-Region

Reizelektrode
an den Schaffer-
Kollateralen

Ableit-
elektrode

CA3-Region

Gyrus dentatus

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Elektrodenanordnung zur Ableitung des fEPSP.

Die Reizung erfolgt an den Schaffer-Kollateralen, die Ableitung extrazellular an den CA1-

Synapsen. Die Referenzelektrode befindet sich im Bad.

2.2.4 Versuchsprotokolle

Wesentlich flr die Sicherstellung der Vergleichbarkeit der einzelnen Versuche
war die Einhaltung eines exakten Zeitrasters: 1. Vorlauf mit anschlieRender
Applikation der Losung. 2. Die dabei erfolgte die Reizung der Schaffer-
Kollateralen alle 30 Sekunden bei gleichzeitiger fEPSP-Registrierung im Stra-

tum radiatum der CA1-Region.
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2.2.5 Kontrollversuche

Um die Effekte von DMAY beurteilen zu kénnen wurden Kontrollversuche ohne

Substanzgabe unter gleichen experimentellen Bedingungen durchgeflhrt.

2.2.6 Auswirkung von DMA" auf evozierte Feldpotenziale (fEPSP)

Zur Analyse der Wirkung von DMAY (100umol/l) auf evozierte Potenziale
wurden mehrere Versuchsreihen durchgefuhrt, die sich wiederum in
verschiedene Versuchsphasen unterteilten. Der Einhaltung des Zeitrasters kam
eine besondere Bedeutung zu und wurde daher zu jeder Zeit strikt befolgt. Mit
einer den Versuchen vorausgehenden 30-minutigen Kontrollphase, innerhalb
derer ein stabiles bioelektrisches Signal auftreten musste, wurde eine
kontrollierte Versuchsanordnung durchgefuhrt. Erst danach wurde fir 60
Minuten mit der DMAV-Applikation begonnen. Um zu iberpriifen, ob die
beobachteten Effekte in diesem Rahmen reversibel waren, wurde zudem eine
weitere, 30-minutige  Kontrollphase (Auswaschphase) angeschlossen.
(Wahrend der Zugabe des DMAY wurden wie unter Vorlaufbedingungen alle 30
Sekunden fEPSPs aufgezeichnet). Die aufgezeichneten fEPSPs wurden
hinsichtlich Amplitude und Steigung quantifiziert. Aufgrund der weitgehenden
Proportionalitat beider Parameter, wird in der weiteren Darstellung nun
ausschliesslich die Amplitude angegeben. Die wahrend der Giftgabe
gewonnenen fEPSP-Amplituden, wurden in Beziehung gesetzt, zu der
Durchschnittsamplitude, welche in der Kontrollphase vor Giftapplikation

aufgezeichnet wurde.

1. Alle Versuche wurden einzeln analysiert, d.h. die werte der letzen 15 min
des Vorlaufs wurden gleich 100% (1) gesetzt und die folgenden Reaktionen

darauf normiert.
2. Alle Versuche einer Reihe wurden gemittelt (=Mittelkurve).

3. Die Mittelkurven der Kontrollversuche und der Versuche mit Giftapplikation

wurden verglichen.

Zur besseren Vergleichbarkeit werden in allen folgenden Darstellungen relative

Daten wiedergegeben. Dazu wurde der Mittelwert der letzten 5 Minuten der
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Kontrollphase gebildet und dieser gleich 1 gesetzt. Alle Messwerte werden jetzt

auf diesen Mittelwert bezogen.

Zur zusatzlichen statistischen Auswertung wurde von den Versuchen einer
Versuchsreihe nach Ausbilung eines Plateaus eine Ausgleichsgerade gebildet.
Der mittlere y-Wert dieser Ausgleichsgerade mit Standardabweichung kann mit

dem mittleren y-Wert der Kontrollen verglichen werden.

2.2.7 Auswirkung von DMAY auf Doppelreiz-Verstarkung (paired-pulse-
fascilitation, PPF)

Auch bei den PPF-Versuchen wurde der zeitliche Ablauf genau festgelegt.

Nach einer 15-minutigen Stabilisierungsphase folgen eine 15- minltige Phase
der Substanzapplikation (DMAY, 100 pmol/l) und eine zweite, 15-miniitige
Auswaschphase.

Die Schaffer-Kollateralen wurden mit zwei aufeinanderfolgenden Stimuli (mit
einem Interwall von 40 ms) in jeweils 30-sekindigem Abstand gereizt und
somit f(ield)EPSPs vom stratum radiatium der CA1-Region generiert und
aufgezeichnet wurden. Der gewonnene Durchschnitt von sechs aufeinander-
folgenden einzelnen Antworten wurde berechnet, graphisch aufgezeichnet und
fur weiterfuhrende Analysen festgehalten. Das Ausmald der Facilitation wurde
interpretiert, indem die Durchschnittsamplituden der zweiten fEPSP-Antworten
auf Stimulierung, zu den Durchschnitttsamplituden der ersten fEPSP-Antworten

in Beziehung gesetzt wurden.

2.2.8 Auswirkung von DMAY auf Langzeitpotenzierung (Long Term Poten-
tiation, LTP)
Es wurde ebenfalls nach einem genauen Zeitschema vorgegangen und die
Elektroden wurden entsprechend den evozierten Feldpotenzial-Versuchsreihen
positioniert (siehe Kapitel 2.2.5). Die Reizelektrode (0,033 Hz) stimulierte die
Schaffer-Kollateralen, wohingegen die Ableitelektrode im Stratum radiatum der
CA1-Region platziert war. In einer wiederrum 15-minutigen Kontrollphase
musste ein stabiles bioelektrisches Signal auftreten, bevor der hochfrequenter

Reiz (HFS: High-Frequency-Stimulus) gesetzt wurde. Dieser hatte die Dauer
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von einer Sekunde und eine Frequenz von 100 Hz (3 mal 100 HZ, 1s Dauer,
10s Intervall). Um die Versuche fortfiiheren zu kénnen, wurde eine konstante
Steigerung der Reizantwort innerhalb der folgenden 30 Minuten vorausgesetzt.
DMA wurde in einer Konzentration von 100 pymol/l 15 Minuten vor Setzen des
Stimulus zugegeben und weitere 15 Minuten spater ausgewaschen. Die
Auswertung dieser Versuche erfolgt genauso wie die Auswertung der Versuche
uber die Wirkung von DMA auf evozierte Feldpotenziale. Zur besseren
Ubersichtlichkeit werden jedoch die direkten Reizantworten auf den
hochfrequenten tetanischen Reiz nicht dargestellt. Es werden ebenfalls die
wahrend der Giftapplikation enstandenen Amplituden, zur Durchschnitts-

amplitude der Kontrollphase normalisiert.

2.3 Applikation von Substanzen

DMAY wurde in den verschiedenen Versuchsreihen in der Konzentration von
100 pmol/l getestet. Das DMAY wurde in einer Stammlésung von 1mmol/l ange-

setzt und jeweils zu den Versuchen auf 100umol/l verdinnt.

2.4 Statistische Auswertung der Versuchsdaten

Alle bei den Versuchen entstandenen Reizantworten wurden unter Zuhilfe-
nahme eines Personalcomputers bei Verwendung des LTP-Programms,
Version 2.30 D (Anderson und Collingridge,2001) und einem digitalen

Oszilloskop aufgezeichnet.

Die zur statistischen Auswertung der Daten gebildeten Mittelwerte, werden im
folgenden als Mittelwert + mittlerer Fehler des Mittelwertes (S.E.M.) angegeben.
Verschiedene Zeitpunkte wurden ausgewertet (fEPSP: t = 30, 60, 90, 150 min;
LTP: t = 15, 30, 45, 60, 90 min; PPF: t = 15, 30, 45 min). Anhand des
ungepaarten Student-t-Test wurde bei normal verteilten Daten und mit Hilfe des
Mann-Whitney-Rank-Sum-Test bei nicht normal verteilten Daten gepruft, ob
statistisch signifikante Unterschiede bei den Versuchsgruppen vorlagen. Bei

p = 0,05 wurden die Werte als signifikant betrachtet.
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2.5 Losungen

Inhaltsstoffe Kontroll-Lsg. DMA-Lsg.in
in mmol/| mmol/l
NaCl 124 124
KCI 4 4
NaH,PO4 1,24 1,24
MgCly 1,3 1,3
NaHCOs3 26 22
CeH1206 10 10
CaCl, 2 2
DMA 0 1

Tab.2.1: Verwendete Losungen wahrend der Versuche
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3 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse aller durchgeflhrten Versuche
dargestellt. Es galt zu untersuchen, ob DMAY die synaptische Transmission an
der Schafferkollateral/CA1-Synapse beeinflusst. Die Substanzen wurden dazu
in einer Konzentration von 100um gemessen. Das Kapitel ist in drei Teile ge-
gliedert:

1.  Wirkungen von DMAY auf evozierte synaptische Potenziale (fEPSP)
2. Wirkungen von DMA" auf Langzeitpotenzierung (LTP)
3. Wirkungen von DMA" auf Doppelreizverstarkung (PPF)

3.1 Untersuchungen zur Wirkung von DMA" auf evozierte Feldpotenziale
(FEPSP)

Im Folgenden sind zwei Originalregistrierungen von Feldpotenzialen aus adul-
ten und juvenilen Ratten dargestellt.

fEPSP adulte Ratten Abb. 3.1: Wirkungen von DMA" auf fEPSPs adul-

~ ter Ratten. Typische Originalregistierungen post-

}’ \ FI\ E synaptischer Antworten (fEPSPs) der CA1-Region
_{_, *f“! pry nach Stimulation der Schaffer-Kollateralen, ohne
und mit Zugabe von 100 uM DMA" bei adulten

ohne DMAY mit 60 min 100 uM DMA"
Ratten.

fEPSP juvenile Ratten Abb. 3.2: Wirkungen von DMA" auf fEPSPs juveniler
o Ratten. Typische Originalregistierungen postsynapti-
\\ ;’{\ ﬂ scher Antworten (fEPSPs) der CA1-Region nach
\"\,.‘ .«r/ e, oms Stimulation der Schaffer-Kollateralen, ohne und mit

v v Zugabe von 100 uM DMA" bei juvenilen Ratten.
ohne DMA mit 60 min 100 yM DMA
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3.1.1 Kontrollversuche:

Es wurden Experimente mit sechs adulten und sieben juvenilen Ratten
durchgefuhrt.

Um zu Uberpriifen, ob pentavalente Dimethylarsinsdure (DMAY, 100uM) die
Schafferkollateral-CA1-Synapsen beeinflusst, wurden die bereits erwahnten,
evozierten Feldpotentialableitungen (fEPSPs) unter Kontrollbedingungen
(ACSF), d.h. ohne Zugabe von pentavalenter Dimethylarsinsaure gemessen.
Unter Kontrollbedingungen blieb der Umfang der fEPSPs, welche Uber die voll-
standige Strecke von 90 Minuten verglichen wurden, stabil. In Bezug auf die
Nulllinie blieben die Werte sehr einheitlich — sowohl bei den Gewebepraparaten
adulter Ratten (Abb. 3.3), als auch bei den Gewebepraparaten juveniler Tiere
(Abb. 3.4). In Abb. 3.7 sind die Kurven adulter und juveniler Tiere unter Kont-
rollbedingungen dargestellt. Lediglich im zweiten Kontrollversuch waren bei den
adulten Tieren leichte UnregelmaRigkeiten in der 50. und 80. Minute zu erken-
nen (Abb. 3.3, Diagramm 2).
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Abb. 3.3: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrolllésung auf evozierte Feld-
potenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie
entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der

ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen.
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Abb. 3.4: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung auf evozierte Feld-

potenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die waagerechte Linie

entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der

ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen
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EPSP: Kontrollversuche, Ratte adult, n=6

relative Amplitude
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o
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Abb. 3.5: Sechs gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung auf
evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waage-
rechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten flinf Minuten, auf den sich alle weiteren Mes-

sungen beziehen. n=6 = Mittelwert.
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Abb. 3.6: Sieben gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung
auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die
waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren

Messungen beziehen. n=7 = Mittelwert.
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Abb. 3.7: Gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung auf evo-
zierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus adulter (n=6) und juveniler Ratten
(n=7).

Wie man in Abb. 3.7 deutlich sieht, unterscheiden sich die Ergebnisse der Kont-

rollversuche bei adulten und juvenilen Ratten nicht.

3.1.2 Wirkung von Dimethylarsinsdure (DMAY, 100uM) auf fEPSP:
Getestet wurden 13 adulte und juvenile Ratten (6 davon waren adult).

Das Vorgehen bei den Versuchen mit Zugabe des DMA" war identisch mit den
Versuchen unter Kontrollbedingungen. Nach einer 15 minttigen Stabilisierungs-
phase wurde das Gift (DMAY, 100uM) in die Kontrollldsung (ACSF) geleitet und
nach 60 Minuten wieder ausgewaschen. Die sogenannte Badanwendung von
100 pmol/l DMAY hatte keinen bedeutenden Effekt auf den Umfang der fEPSPs
— weder in den Schnitten junger Ratten (Abb.3.710) noch in denen adulter Ratten
(Abb.3.8). Die acht Versuche der juvenilen Tiere und die sechs Versuche der
adulten Tiere werden jeweils in einem Mittelwertgraph dargestellt. Dabei
bestatigt sich, dass DMAY keinen signifikanten Effekt hat (3.9 und 3.11).
Abb.3.12 zeigt die gemittelten Kurven adulter und juveniler Ratten nach
Giftapplikation. Abb.3.13 stellt die Uberlagerung des DMAY und der
Kontrollldsung dar. Durchschnittliche Amplituden der fEPSPs sind in Tab. 3.1
dargestellt.
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Abb. 3.8: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure
(DMAV, 100 um) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von adul-
ten Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feld-
potenzialableitungen innerhalb der ersten flinf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen
beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMA"-

Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten).
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Abb. 3.9: Gemittelte Kurven der sechs Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von pen-
tavalenter Dimethylarsinsgure (DMAY, 100 um) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fFEPSP)
des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der
relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der ersten fiinf Minuten, auf den
sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeich-
net den Beginn der DMA"-Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausge-

waschen wird (60 Minuten).
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Abb. 3.10: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure
(DMAY, 100 um) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von juveni-
len Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feld-
potenzialableitungen innerhalb der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen
beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMA"-

Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten).
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EPSP: Ratte juvenil, DMA", n=8
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Abb. 3.11: Gemittelte Kurven der acht Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von penta-
valenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP)
des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der
relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der ersten fiinf Minuten, auf den
sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeich-
net den Beginn der DMA"-Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausge-
waschen wird (60 Minuten). Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Messungen mit angege-

ben.
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Abb. 3.12: Vergleich der gemittelten Kurven von adulten und juvenilen Ratten zur Wirkung von
pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pum) auf evozierte Feldpotenzialableitungen
(fEPSP) des Hippokampus. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amp-
lituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der ersten funf Minuten, auf den sich alle weite-
ren Messungen beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn
der DMA"-Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird

(60 Minuten). Fur alle Punkte ist der Standardfehler der Messungen mit angegeben.
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Abb. 3.13: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrollldsung und Gift) Kurven adulter Ratten mit Dar-
stellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf evozierte Feld-
potenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mit-
telwert der ersten fiinf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang
des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMAV-AppIikation, sein Ende den
Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten). Fur alle Punkte ist der
Standardfehler der Messungen mit angegeben.
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Abb. 3.14: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrollldsung und Gift) Kurven juveniler Ratten mit
Darstellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 um) auf evozierte
Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus. Die waagerechte Linie verdeutlicht den
Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang
des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMA"-Applikation, sein Ende den
Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten). Fur alle Punkte ist der

Standardfehler der Messungen mit angegeben.
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fEPSP juvenile Ratten

Zeitpunkte t=15 t=30 t=45 t =60 t =90
CTRL 103+2% | 100+2% | 100+£2% | 103+2% | 105+ 5%
DMAV 103+3% | 104+4% | 104+3% | 104+ 5% | 105+ 7%
p < 0,949 < 0,489 < 0,755 < 0,308 < 0,341

Tab. 3.1: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden +/- S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu

verschiedenen Zeitpunkten, juvenile Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle. Es sind

anhand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltieren und

Schnitten von DMA"-Tieren auszumachen.

fEPSP juvenile Ratten

Zeitpunkte t=15 t=30 t=45 t =60 t =90
CTRL 100+ 3% | 100 £3% | 100 £3% | 106 +3% | 108 £ 5%
DMAV 9% +£3% | 96+3% 9% +3% |101+£2% 106 + 7%
p < 0,544 < 0,468 <0,435 < 0,266 < 0,341

Tab. 3.2: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden +/- S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu

verschiedenen Zeitpunkten, adulte Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle. Es sind an-

hand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltieren und

Schnitten von DMA"-Tieren auszumachen.
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3.2 Untersuchungen zur Wirkung von DMA" auf Langzeitpotenzierung

(Long Term Potentiation, LTP)

LTP adulte Ratten

post

pre

CTRL 60 min 60 min mit
ohne DMAY 100 uM DMAY

LTP juvenile Ratten

post 0.2
post mv
re
p ore 5ms
v'l

CTRL 60 min 60 min mit
ohne DMAY 100 uM DMAY

3.2.1 Kontrollversuche:

Abb. 3.15: Wirkungen von DMAY auf
LTP-Versuche adulter Ratten. Typische
Originalregistrierungen postsynapti-
scher Antworten (fEPSPs) der CA1-
Region nach Stimulation der Schaffer-

Kollateralen, ohne und mit Zugabe von

100 pM DMA" bei adulten Ratten.

Abb. 3.16: Wirkungen von DMAY auf
LTP-Versuche juveniler Ratten. Typi-
sche Originalregistrierungen postsyn-
aptischer Antworten (fEPSPs) der
CA1-Region nach Stimulation der
Schaffer-Kollateralen, ohne und mit
Zugabe von 100 pM DMA" bei juveni-

len Ratten.

Es wurden Experimente mit sechs adulten und sieben juvenilen Ratten durch-

gefuhrt. Es konnte weder in den Schnitten juveniler Ratten (3.19) noch in den

Schnitten adulter Tiere (3.17) eine signifikante Verstarkung des fEPSP-

Umfangs, als Antwort auf HFS, ausgemacht werden. Durchschnittliche fEPSP-

Amplituden werden in Tab.3.3 fur unterschiedliche Zeitpunkte, direkt nach dem

HFS (wird nach zehnminutiger Stabilisierungsphase gesetzt) verzeichnet. Es

war eine Steigerung von ungefahr 185% in den Schnitten der adulten Ratten

und 170% in denen der juvenilen Tiere zu beobachten. Abb. 3.21 zeigt die ge-

mittelten Kurven von jeweils sechs Versuchen adulter und juveniler Tiere.
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Abb. 3.17: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Steigung der

fEPSPs) von Kontrollldsung auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) auf evo-

zierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waage-

rechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen

innerhalb der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen (in Form der

relativen Steigung der fEPSPs)
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LTP: Kontrollversuche, Ratte adult, n=7

relative Amplitude
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Abb. 3.18: Gemittelte Kurven der sieben Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in
Form der relativen Steigung der fEPSPs) von Kontrollldsung auf Langzeitpotenzierung (Long
Term Potentiation, LTP) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus
von adulten Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Minuten,

auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der
Messungen mit angegeben. n=7 = Mittelwert
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Abb. 3.19: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Steigung der
fEPSPs) von Kontrolllésung auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) auf evo-
zierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die waage-
rechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen
innerhalb der ersten fiinf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen (in Form der
relativen Amplitude der fEPSPs).
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LTP: Kontrollversuche, Ratte juvenil, n=6
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Abb. 3.20: Gemittelte Kurven der sechs Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form
der relativen Steigung der fEPSPs) von Kontrolllésung auf Langzeitpotenzierung (Long Term
Potentiation, LTP) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von ju-
venilen Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten fiinf Minuten, auf
den sich alle weiteren Messungen beziehen. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Mes-
sungen mit angegeben. n=6 = Mittelwert.
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Abb. 3.21: Gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrolllésung auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) auf evozierte Feldpotenzialableitungen
(fEPSPs) des Hippokampus von juvenilen und adulten Ratte. Die waagerechte Linie verdeut-
licht den Mittelwert der ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Fir

alle Punkte ist der Standardfehler der Messungen mit angegeben. auf evozierte Feldpotenzial-
ableitungen (fEPSP) des Hippokampus von adulten Ratten.
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3.2.2 Wirkung von Dimethylarsinsdure (DMAY, 100uM) auf LTP:

Getestet wurden 13 adulte und juvenile Ratten (6 davon waren adult). Die neu-
ronalen Strukturen des Hippokampus sind fur die Konsolidierung bestehender
Gedachtnisinhalte sowie flr das Kurzzeitgedachtnis unabdingbar. In dieser
Versuchsreihe wurde die Wirkung der pentavalenten Dimethylarsinsaure auf
LTP untersucht, da das Auslosen einer LTP ein bewahrtes neurophysiologi-
sches Modell darstellt, anhand dessen zellulare Lernprozesse im Hippokampus

beschrieben werden (Bliss et al.,1973).

Um zu priifen ob DMAY die Induktion des NMDA-abhéngigen Rezeptors an der
Schafferkollateral-CA1-Synapse beeinflusst, wurde nach 15 Minuten (Kontroll-
phase), ein hochfrequente Reiz (1s, 100 Hertz) gesetzt und 15 Minuten spater
100 umol/l DMAY zugegeben. Die Zugabe von 100 umol/l DMAY beeinflusste
weder den fEPSP- Umfang in den Hippokampusschnitten der juvenilen (Abb.
3.24), noch in den der adulten Tiere (Abb.3.22) erheblich. Es konnte somit kei-
ne signfikante Veranderung der Reizantwort festgestellt werden. Die Verande-
rung der fEPSPs ist somit allein auf die Wirkung der LTP zurtckzufuhren. Le-
diglich die Versuche eins und drei (Abb.3.24) zeigten Abweichungen in Bezug
auf die restlichen Versuche. Abb.3.27 zeigt die gemittelten, Uberlagerten (Kont-
rolllosung und Gift) Kurven der insgesamt 24 Versuche adulter und juveniler
Tiere. Dabei bestétigt sich, dass DMAY nach Auslésung einer LTP keinen weite-

ren, signifikanten Effekt hat.
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Abb. 3.22: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der
fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsdure (DMAY, 100 um) auf Langzeitpotenzierung
(Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie
verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen be-
ziehen. Der Beginn des grauen Kastens kennzeichnet das Ende der 15-minutigen Kontrollpha-
se und das Setzen des hochfrequenten Stimulus an. Das Ende des grauen Kastens kennzeich-
net die Zugabe des Giftes, 15 Minuten nach Setzen des Stimulus. Dargestellt sind nur die letzen
zehn Minuten der Kontrollphase, da diese zur Normierung der Mittelwerte herangezogen wer-

den.
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LTP, Ratte adult, DMAY, n=6
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Abb. 3.23: Gemittelte Kurven der sechs Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form
der relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 ym) auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus adulter Ratten. Die
waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren
Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-miniitige Stabilisierungsphase,
bevor pentavalente Dimethylarsinsdure zugegeben wurde. Die Zugabe des Giftes bewirkte kei-
ne signifikante Veranderung der Reizantwort. Fur alle Punkte ist der Standardfehler der Mes-

sungen mit angegeben.
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Abb. 3.24: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der

fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf Langzeitpotenzierung

(Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die waagerechte Linie

verdeutlicht den Mittelwert der ersten fiinf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen be-

ziehen. Der Beginn des grauen Kastens kennzeichnet das Ende der 15-minutigen Kontrollpha-

se und das Setzen des hochfrequenten Stimulus an. Das Ende des grauen Kastens zeigt die

Zugabe des Giftes, 15 Minuten nach Setzen des Stimulus. Dargestellt sind nur die letzen zehn

Minuten der Kontrollphase, da diese zur Normierung der Mittelwerte herangezogen werden.
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Abb. 3.25: Gemittelte Kurven der elf Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der
relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAY, 100 um) auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus juveniler Ratten. Die
waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren
Messungen beziehen. n=11 = Mittelwert. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-minltige
Stabilisierungsphase, bevor pentavalente Dimethylarsinsdure zugegeben wurde. Die Zugabe
des Giftes bewirkte keine signifikante Veranderung der Reizantwort. Fir alle Punkte ist der
Standardfehler der Messungen mit angegeben.
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Abb. 3.26: Gemittelte Kurven der Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der
relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus juveniler und adulter
Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Minuten, auf den sich
alle weiteren Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-mindtige Stabili-
sierungsphase, bevor pentavalente Dimethylarsinsaure zugegeben wurde Die Zugabe des
Giftes bewirkte keine signifikante Verédnderung der Reizantwort. Fur alle Punkte ist der Stan-
dardfehler der Messungen mit angegeben.
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Abb. 3.27: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrolllésung und Gift) Kurven Originalversuche mit
Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dime-
thylarsinsaure (, 100 um) auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippo-
kampus adulter Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten flinf Minu-
ten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-
mindtige Stabilisierungsphase, bevor DMAY zugegeben wurde Die Zugabe des Giftes bewirkte
keine signifikante Veranderung der Reizantwort. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Mes-
sungen mit angegeben,
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Abb. 3.28: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrolllésung und Gift) Kurven der Originalversuche mit
Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dime-
thylarsinsaure, (100 ym) auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippo-
kampus juveniler Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Mi-
nuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine
15-minitige Stabilisierungsphase, bevor DMAY zugegeben wurde. Die Zugabe des Giftes be-
wirkte keine signifikante Veranderung der Reizantwort. Fur alle Punkte ist der Standardfehler
der Messungen mit angegeben.
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LTP juvenile Ratten

Zeitpunkte t=15 t=30 t=45 t =60 t =90
CTRL 100+£3% | 100+£3% | 100£3% | 106+3% | 108 £ 5%
DMAV 96 + 3% 96 + 3% 96+3% | 101+ 2% | 106+ 7%
p < 0,601 < 0,900 <0,787 < 0,601 <0,482

Tab. 3.3: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden +/- S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu

verschiedenen Zeitpunkten, vor HFS, juvenile Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle, es

sind anhand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltie-

ren und Schnitten von DMAV-Tieren auszumachen.

LTP adulte Ratten

Zeitpunkte t=15 t=30 t=45 t =60 t =90
CTRL 184+6% | 186+5% | 100+3% | 182+6% | 182+ 7%
DMAV 183+5% | 181+11% | 96+3% | 186+12% | 182+ 10%
p < 0,867 < 0,680 <0,435 <0,778 < 0,857

Tab. 3.4: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden +/- S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu

verschiedenen Zeitpunkten, vor HFS, adulte Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle, es

sind anhand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltie-

ren und Schnitten von DMA"-Tieren auszumachen.
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3.3 Untersuchungen zur Wirkung von DMAY auf Doppelreizverstirkung

(Paired - Pulse Fascilitation, PPF)

Vorlauf A

AN\

04
60 min DMAY [

/\ 2ms
Y N

3.3.1 Kontrollversuche:

Abb. 3.29: Wirkung von Kontrollldsung und
DMAY (100uM) auf PPF, Ratte adult ,
Originalregistrierungen mit dem Nicolet
aufgezeichnet, dargestellt sind die fEPSP-
Amplituden nach Gabe des ersten bzw.
zweiten Stimulus. mV= Millivolt;

ms=Millisekunde

Getestet wurden 6 adulte Tiere. Weder bei den Versuchen unter Kontrollbedin-

gungen, noch bei Gabe des DMAY waren signifikante Effekte erkennbar. Aus

diesem Ergebnis lasst sich schlussfolgern, dass die Effekte der Gifte anorgani-

scher Art, an der postsynaptischen Membran sichtbar werden.
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PPF, DMAV (100 M), Ratte adult

Versuchsdatum EP1 EP2 Ergebnis
16.11.2004 | Ctrl 218 340 1,56
Gift 190 316 1,66
Ctrl 173 306 1,77
17.11.2004 11 Ctrl 176 359 2,04
Gift 200 400 2,00
Ctrl 191 404 212
17.11.2004111 Ctrl 321 624 1,94
Gift 319 606 1,90
Ctrl 298 634 213
17.11.2004 IV Ctrl 209 412 1,97
Gift 280 534 1,91
Ctrl 265 522 1,97
17.11.2004 V Ctrl 200 378 1,89
Gift 218 419 1,92
Ctrl 220 434 1,97
17.11.2004 VI Ctrl 114 210 1,84
Gift 108 221 2,05
Ctrl 102 206 2,02

Tab. 3.5: Statistische Auswertung der Doppelverstarkungsversuche (Paired-Pulse- Facilitation,

PPF). Sechs Versuche sind aufgeflihrt. Bei allen erhobenen Werten ist keine signikante Ver-

starkung auszumachen. EP= evoked Peak.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einfluss der pentavalenten Dimethylar-
sinsaure auf Gewebepraparate des Hippokampus adulter sowie juveniler Rat-
ten. Die Untersuchungen haben ergeben, dass die Dimethylarsinsaure keine
signifikanten Effekte auf glutamaterg synaptische Ubertragungsprozesse im
Hippokampus von Ratten zeigt.

4.1 Diskussion der verwendeten Untersuchungsmethoden

4.1.1 Versuchstiere

Es wurden fur die Versuche adulte sowie juvenile Tiere verwendet, die dem in-
stitutseigenem Inzuchtstamm entstammten. Die juvenilen Ratten waren 14 bis
21 Tage, die adulten Tiere zwei bis vier Monate alt. Sie waren beiderlei Ge-
schlechtes. Die Werte von Alter und Gewicht entsprechen dabei Standardwer-
ten (Donaldson, 1924). Die Geschlechterverteilung war zwar unausgeglichen,
die getrennte Auswertung der Geschlechterversuche zeigte allerdings keinen
signifikanten Unterschied. Die Tiere unterlagen einem Hell-/Dunkel-Rhythmus
von 12h. Es wurde darauf geachtet, dass Praparation und Versuche immer zu
gleichen Zeitpunkten stattfanden, da auch hippokampale neuronale Aktivitat in
Abhangigkeit vom circadianen Rhythmus deutliche Unterschiede zeigt (Muf3-
hoff, 1997).

4.1.2 Untersuchungen an der Schafferkollateral/CA1-Synapse

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit Untersuchungen an der Schafferkollate-
ral/CA1-Synapse. Der grolde Vorteil dieses Synapsentyps liegt darin, dass be-
reits sehr detaillierte morphologische und pharmakologische Kenntnisse vor-
handen sind (Shepherd, 1990). Ebenfalls sind die in dieser Arbeit verwendeten,
weiterfihrenden Untersuchungsmethoden, wie das Auslésen einer LTP (Bliss

und Lemo, 1973) an dieser Synapse erfolgreich durchgefuhrt worden.
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4.1.3 Das Hippokampus-Schnittpraparat

Das Hippokampus-Schnittpraparat ist ein Standardpraparat in der Neurophysio-
logie, z.B. zur Untersuchung glutamaterger Synapsen. Der Hippokampus ist
hinsichtlich seiner Struktur und Funktion intensiv untersucht, wobei seine syn-

aptischen Umschaltungen genau bekannt sind.

Die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Schnittpraparate ist gut er-
probt und die Verwendung dieser Gewebeschnitte hat sich vielfach bewahrt
(Dunwiddie et al., 1983). Es handelt sich daher um ein etabliertes, organotypi-
sches Schnittpraparat, welches Uber Stunden ohne funktionelle Beeintrachti-
gung Uberlebensfahig ist. Die in vitro- Ergebnisse stimmen dabei grundsatzlich
mit in vivo- Ergebnissen Uberein (Draguhn et al., 1998). Ein weiterer Vorteil die-
ser Versuchsanordnungen ist die Moglichkeit, eine zu testende Substanz
schnell applizieren zu kénnen, ohne die Grundversorgung des Gewebes zu un-
terbrechen. Eine sehr geringe Schnittdicke (max. 500um) gewahrleistet die ste-
te Versorgung der Zellen mit Sauerstoff und Glucose. Bei Kontrolle dieser Pa-
rameter war es bei allen Versuchen moglich, ein stabiles, evoziertes synapti-
sches Antwortsignal, ohne elektrophysiologische Zeichen einer Unterversor-

gung des zu testenden Gewebes, auszuldsen.

4.1.4 Feldpotenzial-Ableitmethoden

Samtliche Versuche dieser Arbeit wurden mittels extrazellularer Ableitmethoden
durchgefuhrt. Das Verwenden dieser Technik hat den entscheidenden Vorteil,
den Versuchsaufbau problemlos erweitern zu kénnen, so dass ebenfalls Dop-
pelreizversuche und LTP-Auslosung maoglich sind. Des Weiteren kommt es bei
dieser Art der Versuchsdurchfihrung zu einer sicheren und stabilen Registrie-
rung, so dass auch langere Versuchsprotokolle durchfuhrbar sind. (Bliss et
al.,1973)

4.1.5 Verwendete Substanzen

In der vorliegenden Arbeit wurde mit pentavalenter Dimethylarsinsdure (DMAY)
gearbeitet. Die Konzentration der eingesetzten Substanz betrug wahrend samt-

licher Versuche 100 umol/l. In vorangegangenen Studien wurde die Wirkung
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des DMA" auf heterolog exprimierte Rezeptorkanale des Glutamat- und GABA-
Typs von Xenopus Oozyten getestet (Kriger et al., 2006). Bei diesen Studien
konnte eine signikante Hemmung durch DMAY an diesen Rezeptoren beobach-

tet werden.

DMA" zeigte in den vorliegenden Versuchsreihen an Gewebeschnittpraparaten
des Hippokampusbereichs von Ratten, genauer gesagt an Rezeptoren des
AMPA- und NMDA- Typs keine signifikanten Hemmungseffekte. Aufgrund die-
ser Ergebnisse mussen verschiedene Ursachenmoglichkeiten diskutiert wer-

den.

1. Die Substanz ist durch Abbau inaktiviert worden.

Dagegen spricht die Vorsorgemalinahme der Herstellung einer Stammlo-
sung, die gekuhlt und nicht langer als eine Woche gehalten wurde. Aus die-
ser Stammlésung wurden die Testldsungen jeweils akut zum Versuch her-

gestellt.
2. Konzentrationsprobleme

Dagegen sprechen die Ergebnisse anderer Versuchsreihen an Gewebe-
praparaten des Hippokampus, bei denen in geringerer oder gleicher Kon-
zentration gearbeitet wurde und signifikante Effekte erzielet werden konn-
ten. Der Vergleich effektauslosender Konzentrationen dieser Arbeit mit de-
nen von zyto- und genotoxischer Konzentrationen dieser Substanz bei
CHO-Zellen (Dopp et al., 2004) zeigt, dass die entsprechenden Konzentra-
tionen im gleichen Bereich sind.

3. Diffusionsprobleme

Fur die Wirkung einer Substanz ist es entscheidend, dass die Substanz an
die jeweiligen Wirkorte Uber Diffusion gelangt. In den vorliegenden Experi-
menten ist dies in Betracht zu ziehen, wenn die Applikationszeit zu gering
war. Dies ist aber eher unwahrscheinlich, da andere Substanzen, wie z.B.
DMA" relativ rasch im Hippokampuspraparat Wirkungen zeigten (Kriiger et.
al., 2007).
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4. Rezeptorzusammensetzung der Untereinheiten

Im heterologen Expressionssystem der Oozyten ist eine genaue Kontrolle
der Zusammensetzung der aus mehreren Untereinheiten bestehenden Re-

zeptorkanalkomplexe nicht moglich.

Es ist durchaus wahrscheinlich, dass diese Zusammensetzung der Rezeptoren
in nativen Geweben zum Teil ganz andersartig sein kann und dartber die feh-

lende Wirkung von DMAY erklarbar ist.

Deshalb lassen sich die Wirkungen von DMA" auf diese Rezeptorkanale nicht

wirklich auf molekularer Ebene erklaren.

4.2 Ergebnis- und Funktionsdiskussion

Um die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutieren zu kdnnen, ist es sinn-
voll die Zytotoxizitat, d.h. strukturelle Effekte der organischen Arsenverbindun-
gen von funktionellen Effekten der organischen Arsenverbindungen abzugren-
zen. Organische und anorganische Arsenverbindungen zeigen einen deutlichen
zytotoxischen Effekt, wie viele Untersuchungen und experimentelle Daten bele-
gen. Da Arsenverbindungen die Blut-Hirn-Schranke passieren und so das Ge-
hirn erreichen kdénnen (Zheng et al., 1991; Rodriguez et al., 2001), kénnen
nach Intoxikation zentrale neurologische Funktionsstorungen, wie z.B. Nerven-
leiden, Gehirnleiden, Verwirrtheit und Desorientierung auftreten (Franzblau und
Lilis, 1989; Ghariani et al., 1991; Luong und Nguyen, 1999). Bezlglich der To-
xizitat anorganischer Arsenverbindungen und derer trivalenter und besonders
pentavalenter metabolischer Zwischenstufen MMA und DMA (Petrick et al.,
2000; Styblo et al., 2000; Vega et al., 2001) lasst sich folgern, dass die pentava-
lent und besonders die trivalent methylierten Arsenverbindungen einen deutli-
chen Beitrag zur Zytotoxizitat anorganischer Arsenverbindungen liefern (Styblo
et al.,2000; Vather, 2000).

Durch Versuche an Zelllinien (z.B. Cerebellumneurone) konnte gezeigt werden,
dass DMA" Harnblasenkrebs (Li et al.,1998) induziert und die Lebensfahigkeit
der Zellen herabgesetzt wird (Florea et al., 2005).
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Es schliel3t sich die Frage an, ob organische Arsenverbindungen, neben struk-
turellen, auch funktionelle Beeintrachtigungen nach sich ziehen kénnen. Es gibt
zahlreiche Belege dafur, dass der Ausfall des Hippokampus (Squire, 1986; Zo-
la-Morgan et al., 1986) oder auch nur der CA1-Region (Davies et al., 1986) zu
irreversiblen Pathomechanismen in Bezug auf Lernprozesse und Gedachtnis-
bildung flhrt.

Die blockierenden Effekte von DMA" stimmen mit diesen Krankheitssymptomen
weitgehend Uberein. Dennoch kann anhand der Schnittpraparat-Versuche kein
eindeutiger Beweis geliefert werden. Weiterhin sollte erwahnt werden, dass die
wahrend der Experimente verwendeten Arsenverbindungen nur kurzzeitig (20
bis 90 min) appliziert wurden und die daraufhin aufgetretenen Effekte (bei DMA
" als akute neurotoxische Effekte klassifiziert werden sollten. Es ist somit
denkbar, dass ebenfalls DMAY bei chronischer Applikation und bei langerer
Wirkungszeit ebenfalls neurotoxische Effekte hervorrufen kdnnte (DMA" kénnte
eventuell deutlich ausgepragtere Ausfallerscheinungen hervorrufen). Um chro-
nische Bedingungen zu schaffen, waren jedoch Versuche am lebenden Tier
notwendig, da die in vitro- Gewebepraparate eine zu geringe Lebensdauer be-

sitzen.

Bedauerlicherweise gibt es nur wenige Informationen bezuglich arsenhaltiger
Konzentrationen in menschlichem Gewebe. In Bangladesch wurde bei Einwoh-
nern, welche arsenkontaminiertes Wasser tranken, ein Hautgewebewert von
annahernd 76umol/l berechnet (Chowdhury et al., 1999). Mandal et al. be-
schreiben in einer Studie aus dem Jahr 2001, dass bei 41 Menschen in West-
Bengalen in Indien, nach dem Verzehr kontaminiertem Trinkwassers im Urin
(47%), im Haar und Fingernageln (3%), im Blutplasma (35%) und in Blutzellen
(77%), DMAY nachgewiesen werden konnte (Mandal et al., 2004). Korrelierend
mit diesen Ergebnissen wird die Bindung des DMAY an Hamoglobin (bei Rat-
tenversuchen) beschrieben (Lu et al., 2007). Neuere Untersuchungen belegen,
dass DMAY in menschlichen Zellverbanden, Apoptose induzieren kann (Xie et
al., 2004).

Bei Arsenvergiftungen ist der Arsengehalt im Blut auf bis zu 4mg/kg und der

Arsengehalt im Gehirn auf bis zu 1,9 mg/kg erhdht (International Agency for
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Research on Cancer, 1980). Somit entsprechen die Arsenkonzentrationen der

Versuche dieser Arbeit den Normalwerten einer Intoxikation.

Obwohl Arsenverbindungen pathologische Veranderungen an Gehirngeweben
in vivo ausgelost haben, sind Angaben bezuglich Ablagerung und Verhaltnis

verschiedener Stoffe nicht verfugbar (Fengyuan et al., 2005).

Neben den sehr gut untersuchten zytotoxischen Effekten der organischen Ar-
senverbindungen, kann durch die Studien rund um diese Arbeit angenommen
werden, dass funktionelle Ausfalle der synaptischen Aktivitdt zu den Sympto-
men einer neurotoxischen Intoxikation beitragen. Im Gegensatz zu dem in die-
ser Arbeit behandelten DMAY, 16st DMA" hemmende Effekte an den exitatori-
schen Synapsen aus (Muldhoff et al., 2006) und kdnnte somit zu einer generel-
len Minderung und Funktionseinschrankung der neuronalen Aktivitat im Hippo-
kampus sowie im gesamten Nervensystem flhren. Dies hat bedeutende Ver-
wicklungen in Bezug auf neuronale Funktionen und kénnte den Ausfall bzw. die
Verminderung von Prozessen erklaren, welche mit Lernen und Gedachtnis in
Verbindung stehen. Dies steht im Einklang mit kurzlich erhobenen Studien
(Wassermann et al., 2004; Wright et al., 2006), welche eine signifikante Korrela-
tion zwischen dem Intellekt und dem Gedachtnis von Kindern und dem Level
von AS beschreibt.

Wenn man die erhaltenen, aktuellen Daten vom Nervengewebe der Ratte mit
menschlichen toxikologischen Daten vergleichen will, muss man allerdings be-
rucksichtigen, dass Ratten generell weniger sensitiv auf Arsenverbindungen
und ihre Metaboliten reagieren als dies beim Menschen der Fall ist (Odanaka et
al., 1980).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass DMAY keinerlei signifikante Effekte
auf Ubertragungsprozesse an glutamatergen Synapsen hat — DMA" jedoch be-
sitzt ein betrachtlich hoheres neurotoxisches Potential unter akuten und mogli-
cherweise auch chronischen Bedingungen, auf welches die Effekte an hippo-

kampalen Synapsen hinweisen. (Kruger et al., 2006).

Das bedeutendste Ergebnis der gesamten Versuchsreihen (fEPSP, LTP und

PPF) ist die Beobachtung, dass die pentavalente Dimethylarsinsdure (DMAY,
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100 uM) die exitatorischen Ubertragungsprozesse an den untersuchten hippo-

kampalen Schafferkollateral-CA1-Synapsen nicht signifikant blockiert.

Die Versuche haben gezeigt, dass weder in Gewebepraparaten juveniler Rat-
ten, noch in denen adulter Ratten eine Blockierung der Ubertragungsprozesse
stattfindet. Bei den Schnitten juveniler Tiere trat ein starkerer Blockierungseffekt

auf, als bei Schnitten adulter Tiere.

Die Minderung der exitatorischen synaptischen Ubertragung an der Schaffer-
kollateral-CA1-Synapse zeigt, dass dieser Effekt auf direkte oder indirekte
Interaktion dieses Stoffes an der postsynaptischen Membran glutamaterger Re-
zeptoren zurlckzuflhren ist. Die pentavalente DMA ist komplett uneffektiv in
Bezug auf die hippokampalen Schnitte. Dies ist deshalb erstaunlich, da ander-
weitig beschrieben wird, dass DMAY (ebenso wie DMA") sowohl AMPA- (a-
Amino-3-hydroxy-5-methylisoxazol-4-propionat) als auch NMDA (N-Methtyl-D-
aspartat)-abhangige Membranstrome im heterologen Expressionssystems der

Xenopus Oozyten blockiert (Gruner et al., 2003; Kruger et al., 2006).

Das Ausbleiben der Effekte zeigt, dass das Wirken eines Giftes, welches bei
isolierten Zellen zu beobachten ist, keine Ruckschliusse auf komplexere Zu-
sammenhange des zentralen Nervensystems zulasst. Vergleicht man die Er-
gebnisse bezuglich der trivalenten und pentavalenten Dimethylarsinsaure mit
vorangegangenen Untersuchungen, so zeigt sich auch bei den vorliegenden
Versuchen, dass auch hier DMA" einen starkeren toxischen Effekt als DMAY
besitzt (Cohen et al., 2002; Styblo et al., 2000; Vather et al., 2002).
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5 Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen war die Analyse der Wirkung
von pentavalenter Dimethylarsinsaure auf glutamaterge Synapsen des Hippo-
kampus von Ratten. In vorausgegangenen Untersuchungen an heterolog ex-
premierten Glutamat-Rezeptoren konnte gezeigt werden, dass diese Verbin-

dung glutamaterge Synapsen in ihrer Funktion beeintrachtigt.

Die Wirkungen der Dimethylarsinsaure auf erregende Glutamat-vermittelte syn-
aptische Prozesse wurde an akut isolierten Hirngewebsschnitten detailliert ana-
lysiert.

Durch elektrophysiologische Methoden an der Schafferkollateral/CA1- Synapse
adulter und juveniler Ratten wurde die Wirkung der Substanz auf evozierte
postsynaptische Potenziale, auf Langzeitpotenzierung, sowie auf verstarkende
Effekte untersucht. Fur die Untersuchungen wurden insgesamt 13 adulte und
juvenile Ratten (12 mannlich, 6 adult) verwendet. Die Ergebnisse der adulten
sowie juvenilen Tiere zeigten, dass durch die verwendeten Stoffe in dem hier
untersuchten Konzentrationsbereich von 100 pmol/l keine Beeinflussung der
synaptischen Potenziale beobachtet wurde und somit an diesen Stellen keine

neurotoxischen Wirkungen zu erwarten sind.
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8. Anhang

8 Anhang

8.1 Abbildungsverzeichnis

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Elektrodenanordnung zur Ableitung des fEPSP. Die
Reizung erfolgt an den Schaffer-Kollateralen, die Ableitung extrazellular an den CA1-Synapsen.

Die Referenzelektrode befindet sich im Bad.

Abb. 3.1: Wirkungen von DMA" auf fEPSPs adulter Ratten. Typische Originalregistierungen
postsynaptischer Antworten (fEPSPs) der CA1-Region nach Stimulation der Schaffer-
Kollateralen, ohne und mit Zugabe von 100 uM DMAYV bei adulten Ratten.

Abb. 3.2: Wirkungen von DMA auf fEPSPs juveniler Ratten. Typische Originalregistierungen
postsynaptischer Antworten (fEPSPs) der CA1-Region nach Stimulation der Schaffer-

Kollateralen, ohne und mit Zugabe von 100 yM DMA" bei juvenilen Ratten.

Abb. 3.3: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrolllésung auf evozierte Feld-
potenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie
entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der

ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen.

Abb. 3.4: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrolllésung auf evozierte Feld-
potenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die waagerechte Linie
entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der

ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen.

Abb. 3.5: Sechs gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrolllésung auf
evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waage-
rechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Mes-

sungen beziehen. n=6 = Mittelwert.

Abb. 3.6: Sieben gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung
auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die
waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren

Messungen beziehen. n=7 = Mittelwert.

Abb. 3.7: Gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung auf evo-
zierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus adulter (n=6) und juveniler Ratten
(n=7). Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten flinf Minuten, auf den sich
alle weiteren Messungen beziehen.

Abb. 3.8: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure

(DMAY, 100 pm) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von adul-

ten Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feld-




potenzialableitungen innerhalb der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen
beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMA"-

Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten).

Abb. 3.9: Gemittelte Kurven der sechs Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von pen-
tavalenter Dimethylarsinsdure (DMAY, 100 um) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP)
des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der
relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der ersten fiinf Minuten, auf den
sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeich-
net den Beginn der DMA"-Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausge-

waschen wird (60 Minuten).

Abb. 3.10: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure
(DMAV, 100 um) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von juveni-
len Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feld-
potenzialableitungen innerhalb der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen
beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMAY-

Applikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten).

Abb. 3.11: Gemittelte Kurven der acht Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von penta-
valenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 ym) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSP)
des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der
relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der ersten fiunf Minuten, auf den
sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeich-
net den Beginn der DMAV-AppIikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausge-
waschen wird (60 Minuten). Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Messungen mit angege-

ben.

Abb. 3.12: Vergleich der gemittelten Kurven von adulten und juvenilen Ratten zur Wirkung von
pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf evozierte Feldpotenzialableitungen
(fEPSP) des Hippokampus. Die waagerechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amp-
lituden der Feldpotenzialableitungen innerhalb der ersten funf Minuten, auf den sich alle weite-
ren Messungen beziehen. Der Anfang des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn
der DMAV-AppIikation, sein Ende den Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird

(60 Minuten). Fur alle Punkte ist der Standardfehler der Messungen mit angegeben.

Abb. 3.13: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrolllésung und Gift) Kurven adulter Ratten mit Dar-
stellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 um) auf evozierte Feld-
potenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittel-
wert der ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang des
grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMA"-Applikation, sein Ende den Zeit-
punkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten). Fir alle Punkte ist der Stan-

dardfehler der Messungen mit angegeben.




Abb. 3.14: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrollldsung und Gift) Kurven juveniler Ratten mit
Darstellung der Wirkung von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 ym) auf evozierte
Feldpotenzialableitungen (fEPSP) des Hippokampus. Die waagerechte Linie verdeutlicht den
Mittelwert der ersten flinf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Der Anfang
des grau unterlegten Kastens kennzeichnet den Beginn der DMA"-Applikation, sein Ende den
Zeitpunkt, an dem das Gift wieder ausgewaschen wird (60 Minuten). Fur alle Punkte ist der

Standardfehler der Messungen mit angegeben.

Abb. 3.15: Wirkungen von DMA" auf LTP-Versuche adulter Ratten. Typische Originalregistrie-
rungen postsynaptischer Antworten (fEPSPs) der CA1-Region nach Stimulation der Schaffer-
Kollateralen, ohne und mit Zugabe von 100 uM DMA" bei adulten Ratten.

Abb. 3.16: Wirkungen von DMA" auf LTP-Versuche juveniler Ratten. Typische Originalregistrie-
rungen postsynaptischer Antworten (fEPSPs) der CA1-Region nach Stimulation der Schaffer-

Kollateralen, ohne und mit Zugabe von 100 uM DMA" bei juvenilen Ratten.

Abb. 3.17: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Steigung der
fEPSPs) von Kontrolllésung auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) auf evo-
zierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waage-
rechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen
innerhalb der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen (in Form der

relativen Steigung der fEPSPs).

Abb. 3.18: Gemittelte Kurven der sieben Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in
Form der relativen Steigung der fEPSPs) von Kontrollldsung auf Langzeitpotenzierung (Long
Term Potentiation, LTP) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus
von adulten Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Minuten,
auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der

Messungen mit angegeben. n=7 = Mittelwert.




Abb. 3.19: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Steigung der
fEPSPs) von Kontrolllésung auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) auf evo-
zierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die waage-
rechte Linie entspricht dem Mittelwert der relativen Amplituden der Feldpotenzialableitungen
innerhalb der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen (in Form der
relativen Amplitude der fEPSPs).

Abb. 3.20: Gemittelte Kurven der sechs Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form
der relativen Steigung der fEPSPs) von Kontrolllésung auf Langzeitpotenzierung (Long Term
Potentiation, LTP) auf evozierte Feldpotenzialableitungen (fEPSPs) des Hippokampus von ju-
venilen Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten funf Minuten, auf
den sich alle weiteren Messungen beziehen. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Mes-

sungen mit angegeben. n=6 = Mittelwert.

Abb. 3.21: Gemittelte Originalversuche mit Darstellung der Wirkung von Kontrollldsung auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) auf evozierte Feldpotenzialableitungen
(fEPSPs) des Hippokampus von juvenilen und adulten Ratte. Die waagerechte Linie verdeutlicht
den Mittelwert der ersten funf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Fiir alle
Punkte ist der Standardfehler der Messungen mit angegeben. auf evozierte Feldpotenzialablei-

tungen (fEPSP) des Hippokampus von adulten Ratten.

Abb. 3.22: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der
fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf Langzeitpotenzierung
(Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus von adulten Ratten. Die waagerechte Linie
verdeutlicht den Mittelwert der ersten fiinf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen be-
ziehen. Der Beginn des grauen Kastens kennzeichnet das Ende der 15-minutigen Kontrollpha-
se und das Setzen des hochfrequenten Stimulus an. Das Ende des grauen Kastens kennzeich-
net die Zugabe des Giftes, 15 Minuten nach Setzen des Stimulus. Dargestellt sind nur die letzen
zehn Minuten der Kontrollphase, da diese zur Normierung der Mittelwerte herangezogen wer-

den.

Abb. 3.23: Gemittelte Kurven der sechs Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form
der relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus adulter Ratten. Die
waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren
Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-miniitige Stabilisierungsphase,
bevor pentavalente Dimethylarsinsaure zugegeben wurde. Die Zugabe des Giftes bewirkte kei-
ne signifikante Veranderung der Reizantwort. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Mes-

sungen mit angegeben.

Abb. 3.24: Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der
fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsdure (DMAY, 100 um) auf Langzeitpotenzierung

(Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus von juvenilen Ratten. Die waagerechte Linie




verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren Messungen be-
ziehen. Der Beginn des grauen Kastens kennzeichnet das Ende der 15-minutigen Kontrollpha-
se und das Setzen des hochfrequenten Stimulus an. Das Ende des grauen Kastens zeigt die
Zugabe des Giftes, 15 Minuten nach Setzen des Stimulus. Dargestellt sind nur die letzen zehn

Minuten der Kontrollphase, da diese zur Normierung der Mittelwerte herangezogen werden.

Abb. 3.25: Gemittelte Kurven der elf Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der
relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus juveniler Ratten. Die
waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich alle weiteren
Messungen beziehen. n=11 = Mittelwert. Nach Ausldsung einer LTP folgte eine 15-minltige
Stabilisierungsphase, bevor pentavalente Dimethylarsinsdure zugegeben wurde. Die Zugabe
des Giftes bewirkte keine signifikante Veranderung der Reizantwort. Fur alle Punkte ist der

Standardfehler der Messungen mit angegeben.

Abb. 3.26: Gemittelte Kurven der Originalversuche mit Darstellung der Wirkung (in Form der
relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dimethylarsinsaure (DMAV, 100 pm) auf
Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippokampus juveniler und adulter
Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Minuten, auf den sich
alle weiteren Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-mindtige Stabili-
sierungsphase, bevor pentavalente Dimethylarsinsaure zugegeben wurde Die Zugabe des
Giftes bewirkte keine signifikante Veranderung der Reizantwort. Fir alle Punkte ist der Stan-

dardfehler der Messungen mit angegeben.

Abb. 3.27: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrollldsung und Gift) Kurven Originalversuche mit
Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitudeder fEPSPs) von pentavalenter Dime-
thylarsinsaure (, 100 um) auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippo-
kampus adulter Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten flinf Minu-
ten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehen. Nach Auslésung einer LTP folgte eine 15-
minltige Stabilisierungsphase, bevor DMAY zugegeben wurde Die Zugabe des Giftes bewirkte
keine signifikante Veranderung der Reizantwort. Fir alle Punkte ist der Standardfehler der Mes-

sungen mit angegeben.

Abb. 3.28: Gemittelte und Uberlagerte (Kontrollldsung und Gift) Kurven der Originalversuche mit
Darstellung der Wirkung (in Form der relativen Amplitude der fEPSPs) von pentavalenter Dime-
thylarsinsaure, (100 ym) auf Langzeitpotenzierung (Long Term Potentiation, LTP) des Hippo-
kampus juveniler Ratten. Die waagerechte Linie verdeutlicht den Mittelwert der ersten finf Mi-
nuten, auf den sich alle weiteren Messungen beziehenn. Nach Auslésung einer LTP folgte eine
15-mindtige Stabilisierungsphase, bevor DMAY zugegeben wurde. Die Zugabe des Giftes be-
wirkte keine signifikante Verdnderung der Reizantwort. Flr alle Punkte ist der Standardfehler

der Messungen mit angegeben.




Abb. 3.29: Wirkung von Kontrolllésung und DMAY (100pM) auf PPF, Ratte adult |,
Originalregistrierungen mit dem Nicolet aufgezeichnet, dargestellt sind die fEPSP-Amplituden

nach Gabe des ersten bzw. zweiten Stimulus. mV= Millivolt; ms=Millisekunde.

Abb. 3.30: Graphische Darstellung der sechs PPF-Versuche. Es lasst sich anhand dieser Bal-
kendiagramme, die nur gering unterschiedliche, nicht signifikante Wirkung des DMAV im Ver-
haltnis zur Kontrollldsung erkennen (rechtes Bild). Im linken Bild ist die relative Verstarkung der
PPF in Form der fEPSP-Amplituden nach Setzen des ersten und zweiten Stimulus dargestellt.

Es ist keine signifikante Verstarkung vorhanden.

8.2 Tabellenverzeichnis

Tab.2.1: Verwendete Losungen.

Tab. 3.1: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden £+ S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu
verschiedenen Zeitpunkten, juvenile Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle. Es sind
anhand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltieren und

Schnitten von DMA"-Tieren auszumachen.

Tab. 3.2: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden + S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu
verschiedenen Zeitpunkten, adulte Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle. Es sind an-
hand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltieren und

Schnitten von DMA"-Tieren auszumachen.

Tab.3.3: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden + S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu
verschiedenen Zeitpunkten, vor HFS, juvenile Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle, es
sind anhand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltie-

ren und Schnitten von DMAV-Tieren auszumachen.

Tab.3.4: Durchschnittliche fEPSP-Amplituden + S.E.M in Beziehung gesetzt zur Nulllinie zu
verschiedenen Zeitpunkten, vor HFS, adulte Ratten, p = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle, es
sind anhand der p-Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen Schnitten von Kontrolltie-

ren und Schnitten von DMA"-Tieren auszumachen.

Tab.3.5: Statistische Auswertung der Doppelverstarkungsversuche (Paired-Pulse Facilitation,
PPF). Sechs Versuche sind aufgefuhrt. Bei allen erhobenen Werten ist keine signikante Ver-

starkung auszumachen. EP= evoked Peak.
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8.3  Abkiirzungsverzeichnis

pmol/l: mikromol pro Liter

MM: mikromolar

MQ: Megaohm

Abb. : Abbildung

AMPA: (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-acid)
cm: Zentimeter

DMA: Dimethylarsen

fEpsp: (field) exitatorisches postsynaptisches Potenzial
g: Gramm

GABA: Gamma-amino-butryc-acid
LTP: Long-Term-Potentiation
min.: Minute(n)

mm: Millimeter

MMA: Monomethylarsen

NMDA: N-methy-D-aspartat

PPF: Paired-pulse-fascilitation
S.: siehe

Tab.: Tabelle

vgl. vergleiche

z.B.: zum Beispiel

z.T. zum Teill
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Bezirksregierung Miinster » 48128 Minster Dienstgebande:
Demplatz 1-3
Gegen Empfangshekenntnis Telefon: (02513 411-0
Durchwahl: 211¢
Herrn - : . Telefex: 2115
Prof. Dr. med. Erwin-Josef Speckmann Raum: 431
: . . . . Auskunft erteilt;
Institut fiir Physiologie ’ Frau Mollers
-Institut fiir Experimentelle Epilepsie- . , E-Mail: :
] E penm ‘ pIieps ‘ imgard. moellers@bezreg-muenster.nrw. de
forschung- - T ' Aktenzeichen:
des Universititsklinikums Miinster 30.0835.1.0 (G 79/2002)
Robert-Koch-Str. 27 a : ' 7 & ‘
48149 Miinster A7 Dez 2002
Tierschutz;

‘Durchfithrung von Versuchen an Wirbeltieren

Ihr Antrag vor 10. 10.2002, hier eingegangen am 06.11.2002

Genehmisungsbhescheid:
Sehr geehrter Herr Professor Speckmann,

gemdl § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) vom 25. Mai 1998 (GBGL I S. 1105) in der zur Zeit
geltenden Fassung wird Ihnen die Genehmj gung zur Durchfiihrung nachstehenden Ver-
suchsvorhabens erteilt: ‘ '

»Experimentelle Epilepsieforéchung“. (10 Teilprojekte gem. Anti*a‘g)

Leiter des Versuchsvorhabens und seine Stellvertreter sind:

Herr - ' ' Frau ,

Prof. Dr. med. E.-J. Speckmann - Prof. Dr. rer. nat. Heidrun Straub
Testitut fiir Physiologie Institut fiir Physiologie

~Institut fiir Experimentelle - des Universitatsklinikums Miihster
Epilepsieforschung- - | Robert-Koch=Str, 27 a

des Universitatsklinikums Miinster - 48149 Miinster

Robert-Koch-Str. 27 a ' ‘

48149 Miinster

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300 _

E-Mail: poststelle@bezreg-muenster arw.de » Internet: www. bezreg-muenster.nrw.de
zentrale Telefaknummer: (0251) 411-2525

Konten der Landeskasse Munster: )

Deuitsche Bundesbank - Filiale Miinster - BLZ: 400'600 00 Konto: 40001 520 .
Westdeutsche Landesbank Girozentrale Minster BLZ: 400 500 00 Konto: 61820
OPNV ab Hbf: Linien 14 » 20 bis Haltestellc Domplatz, Linien 2+ 10« 11 » 12° biz
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Herr _

Prof. Dr. med. Ulrich Altrup
Institut flir Experimentelic
Epilepsieforschung

des Universititsklinikums Miinster
Robert-Koch-Str. 27 a

48149 Miinster

Herr ,

Prof. Dr. rer. nat. Ulrich MuBhoff
Institut fiir Physiologie

des Universititsklinikunis Miinster
Robert-Koch-Str. 27 a

48149 Mimnster

Dicse Genehmigung gilt bis zum 31, 12, 2005,
Zur Durchfihrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere verwendet werden:

100 Miuse,
500 Ratten,

30 Frische, .
500 Landschnecken.

. Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser Genehmigung begonnen werden,

Sofern. der Leiter des Versuchsvorhabens oder seine _Stellvertretejr wechseln, ist mir diesbr

Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese Genehm-igﬁng' wird zuriickgenommen, wenn bei der Erteilung die Voraussetzungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben waren. :

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzﬁﬁgen nach § 8§ Abs. 3"TierSchG nicht mehr

gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb einer von mir zu bestimmenden Frist

~abgeholfen wird; sie kann widerrufen werden, Wénn ihre Bedingungen und Auflagen nicht.
erflillt. werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG wiederholt oder grob

zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag-auf Verléngemng der Genehmigung ist rechtzeifcig vor Ablauf der Frist bei mir zu

' stellen. :

Erhebung einer Verwaltungsgebiihr Abstand genommen.

Da das Versuchsvorhaben Uberwiegend im &ffentlichen Interesse erfolgt, wird von der -
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Rechtsbehelfsh elehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe Widerspruch erhoben
werden. Der Widerspruch ist bei mir unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur

Niederschrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines ﬁron Ihnen Bevollméchtigten versaumt werden, so
wiirde dessen Verschulden Ihnen zugerechnet werden.

Ich bitte um uingehende Riickgabe des beiliegenden Empfangsbekennmisses.

Mit freundlichen GriiBen
Im Auftrag
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Dr. Pibntkowski




