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1 Einleitung

1.1 EinfUhrung

Eine Spreading Depression (SD) wurde erstmals 1944 durch den Brasilianer
Aristides Ledo im Kortex von Kaninchen beschrieben (Le&do 1944). Unter Spreading
Depression (SD) versteht man eine massive Membrandepolarisation von Neuronen
und Gliazellen mit zeitweiligem Funktionsverlust. Nach Auslosung einer Spreading
Depression kommt es zu einer plotzlichen Negativierung des extrazellularen DC-
Potentials (des Elektroenzephalogramm-Potentials (EEG)) um 10-40 mV, welches
unter normoxischen Bedingungen nach 1-2 min selbststandig wieder repolarisiert
(Lauritzen 1994). Diese lokale, voribergehende Ausléschung der neuronalen und
glialen Aktivitat breitet sich wellenférmig mit einer Geschwindigkeit von 3-5 mm pro
Minute Uber das neuronale Gewebe innerhalb der ipsilateralen Hemisphéare aus
(Ledo 1944). Das Phanomen Spreading Depression, das u.a. mit Hilfe eines EEG
oder mittels eines Elektrokortikogramms (ECoG) registriert werden kann, wird mit der
Pathogenese von Migréne, Epilepsie und Apoplex in Verbindung gebracht (Somjen
2001).

Die Entstehung und Ausbreitung der Spreading Depression ist an einen enormen
Anstieg der extrazellularen Kalium-Konzentration gekoppelt. Zugleich sinkt die Na'-,
Ca?*- und CI- Konzentration im Extrazellularraum. Dies lasst annehmen, dass K*
gegen Na* und Ca** ausgetauscht wird und CI" dem Natriumionenfluss passiv folgt
(Muller 2005). Die Neuronen und Gliazellen schwellen durch die gestorte
lonenverteilung an, wodurch sich der Extrazellularraum zunehmend vermindert und
das Ungleichgewicht der lonenverteilung verstarkt wird (Hansen und Olsen 1980).
Trotz jahrzehntelanger Forschung an verschiedenen Tiermodellen war die Existenz
der Spreading Depression im menschlichen Gehirn lange Zeit umstritten. Erste
klinische Studien mit elektrokortikographischen Ableitungen in der Umgebung von
Hirnverletzungen bei neurochirurgischen Patienten konnten einen positiven
Nachweis erbringen (Strong et al. 2002).

Im ersten Kapitel dieser Arbeit wird die Thematik um das Phanomen Spreading
Depression eingefiihrt. Kapitel 2 stellt die experimentellen Methoden vor und benennt
die verwendeten Materialien. Im Kapitel 3 werden die erzielten Ergebnisse
vorgestellt, anschlieRend werden im Kapitel 4 diese Ergebnisse und ihre Bedeutung
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diskutiert. Das letzte Kapitel fasst abschlieBend die wichtigsten Aussagen

Zusammen.

1.2 Geschichte der SD-Entdeckung

Die Spreading Depression (SD) wurde vor mehr als 65 Jahren von dem
brasilianischen Forscher Aristides Le&o entdeckt, der die epileptische Aktivitdt im
Kortex des Kaninchens analysierte. Auf der kortikalen Oberflache der Kaninchen
wurde wahrend dieser Experimente die sich langsam ausdehnende Abnahme der
Amplitude des Elektroenzephalogrammes (EEG) festgestellt (Ledo 1944). Die
Experimente zeigten, dass alle kortikalen Antworten auf elektrische oder
physiologische Stimuli gleichzeitig verschwinden (Grafstein 1956). Durch Ledo wurde
gezeigt, dass man die Spreading Depression reproduzieren und gut untersuchen
kann. So ist es mdglich, nicht nur mit elektrischen Impulsen, sondern auch mittels
mechanischer Stimulation und der lokalen Anwendung einer KCI-Lésung eine SD zu
erzeugen (Ledo und Morrison 1945). Das Vorhandensein der SD wurde schon drei
Jahre vor der eigentlichen Entdeckung des Phanomens von dem Physiologen K.S.
Lashley prophezeit. Er untersuchte mégliche Ursachen fur Migréane-Anfalle. Er ging
von einer Welle aus, die sich mit einer Geschwindigkeit von ca. 3 mm pro min Uber
den Kortex ausbreitet (Lashley 1941). Im Saugetier-Kortex kann die SD durch
verschiedene Stimuli ausgelost werden. Dazu gehéren mechanische, elektrische,
chemische und thermische Stimuli. Moéglicherweise wurde die SD von anderen
Forschern schon einige Male registriert, aber als ein Artefakt aufgrund von Gewebe-

oder Zellschaden gewertet.
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1.3 Allgemeine Eigenschaften einer SD-Welle

SD-Wellen kénnen sowohl durch chemische Stimuli, wie z.B. durch die Applikation
von KCI, als auch durch ein mechanisches Trauma erzeugt werden. In den
Bereichen des ZNS sinkt die Anfalligkeit flr SD in folgender Reihenfolge:
Hippokampus > Neokortex > subkortikale Nuclei > graue Substanz des Hirnstamms
> Cerebellum (Bures et al. 1984) > Riuckenmark (Czéh und Somjen 1990). SD breitet
sich trotz Tetradoxin-Blockade mit einer Geschwindigkeit von ca. 1,5-7 mm/min
durch die graue Substanz aus und stoppt an der Grenze zur weil3en Substanz
(Sugaya et al. 1975). Je hoher ein Tier in der phylogenetischen Skala steht, desto
komplexer ist der Kortex und desto problematischer wird die Erzeugung von SD. So
wurde z.B. bei Experimenten mit Ratten und Kaninchen festgestellt, dass SD dort
leichter zu induzieren waren als bei Experimenten mit Affen und Katzen (McLachlan
und Girvin 1994).

1.4 Elektrophysiologische Eigenschaften der SD

Wahrend der SD-Ausbreitung sind Gliazellen und Neuronen stark depolarisiert. Am
Anfang konnen die Aktionspotentiale noch erfasst werden, da die Gliazellen und
Neuronen in der Anfangsphase noch aktiv sind. Dabei kann eine begleitende
Umverteilung der lonen zwischen extra- und intrazellularem Raum registriert werden.
K* stromt aus, wahrend Na*, CI, Ca®" und Wasser in die Zellen strémen. Die Folge
ist eine Zellschwellung (Abbildung 1). Die elektrophysiologischen Eigenschaften der
SD wurden seit der Entdeckung ausfihrlich untersucht. Das elektrische Signal weist
nur eine Phase auf, welche im Raum der inneren plexiformen Schicht am grof3ten ist.
Zu Beginn andert sich das extrazellulare DC-Potential langsam und die maximale
Depolarisation kommt erst nach 0,5-4 Sekunden zustande. Nach 1-2 Minuten
repolarisieren die Zellen und hyperpolarisieren dann auch einige Minuten. Die
Amplitude des DC-Signals betragt - 10-25 mV. Diese Amplitude ist viel groRRer als die
Amplitude anderer extrazellularer elektrischer Signale, welche selten groRRer als -1

mV sind.
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Abbildung 1 Modifizierte schematische Darstellung der lonenbewegung wahrend
der SD-Ausbreitung (nach Klinke et al. 2005, S. 94)

Solche ausgepragten Potentialdifferenzen werden nur bei hochgradig simultaner
Depolarisation zahlreicher Neuronen generiert. In dieser Zeit sind die Neuronen nicht
mehr erregbar. Das intrazellulare Potential &ndert sich gegenlaufig zum extra-
zellularen. Es wurde auch gezeigt, dass sich solche Depolarisationen nicht nur in
Neuronen abspielen. Deutliche Potentialdifferenzen von Gliazellen (Sugaya et al.
1975, Higashida et al. 1974, Collewijn und Harreveld 1966) fallen mit dem

extrazellularen SD-Signal zusammen.

1.5 Metabolische Anderungen in der Zelle wahrend der SD -
Ausbreitung

Es gibt zwei Thesen zur Initierung von SD in vivo. Beide Thesen besagen, dass sich
eine SD-Welle ausdehnt, wenn depolarisierende Substanzen wie K* und Glutamat
(Harreveld 1978) aus Gliazellen oder Neuronen in den Extrazellularraum freigesetzt
werden. Im Regelfall ist die K*-Konzentration im extrazellularen Raum ca. 3-4 mM
und intrazellular ca. 140 mM. Nach intensiver Erregung oder unter Voraussetzungen,

bei denen K* nicht schnell genug aus dem Extrazellularraum abtransportiert werden



5 Einleitung

kann, fuhrt die Konzentrationserhéhung von K* zu einer neuronalen Depolarisation.
Diese Depolarisation fuhrt dann zu einer Erh6hung der Erregbarkeit der Membranen,
woraufhin eine Kaskade von Prozessen initiiert wird.

Eine andere Mdoglichkeit zur Initiierung von SD in vivo ist die Anh&ufung von
Glutamat im extrazellularen Raum wahrend der SD-Ausbreitung. Glutamat wird aus
den prasynaptischen Vesikeln freigesetzt und von Glutamat-Transportern zurlck in
die Zellen (Gliazelle oder Neuron) gepumpt (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Modifizierte schematische Darstellung der Glutamatbewegung zwischen
Neuronen, Gliazellen und Extrazellularraum unter normalen Bedingungen und wéhrend der
SD-Ausbreitung (nach Klinke et al. 2005, S. 616)

Durch die globale Zelldepolarisation wahrend der SD-Ausbreitung werden die Na'-

und K'-Gradienten vermindert. Als Folgereaktion wird die Transportrate der
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Glutamat-Transporter in Neuronen und Gliazellen kleiner. Glutamat wird zwischen
den Synapsen angehauft und behindert die Informationsverarbeitung im ZNS. Einige
Autoren vertreten sogar die Ansicht, dass diese Glutamat-Transporter umkehren und
Glutamat aus der Zelle pumpen (Rossi et al. 2000).

Seit der SD-Entdeckung wird immer wieder diskutiert, welche Umstande die Dauer
der SD determinieren und ob andauernde Effekte nach der Wellenausbreitung
existieren. Inzwischen steht fest, dass die drastischen elektrophysiologischen
Anderungen nur ein paar Minuten anhalten. Die entscheidende Frage ist, welche
biochemischen Reaktionen die SD-Welle aktivieren oder inhibieren kénnen. Wahrend
der SD-Ausbreitung werden etwa 10% der Blutglukose und ca. 50% des
Blutsauerstoffs wahrend der SD-Ausbreitung vom Gehirn verbraucht (Ueki et al.
1988). Es stellte sich bei den Versuchen heraus, dass als Folge der
intramitochondrialen Oxidationserhohung (Rosenthal und Somjen 1973) beachtliche
Mengen Laktat (Anstieg um 200% (Gault et al. 1994)) erzeugt werden (Bures et al.
1974). Die Konzentration energiereicher intrazellularer und extrazellularer Substrate
verringert sich deutlich: ATP sinkt auf 62%, die interstitielle Glukosekonzentration auf
etwa 50% (Csiba et al. 1985) und Phosphokreatin auf 24%. Ebenfalls wurde ein auf
200-300% gestiegener Glukoseverbrauch gemessen (Gjedde et al. 1981,
Nedergaard und Astrup 1986) sowie eine Erhdhung des Sauerstoffverbrauchs um
etwa 50% (Mayevsky und Weiss 1991). Eine Vielfalt von Neurotransmittern
(Glutamat, Stickoxid (Goadsby et al. 1992)) und Calcitonin Gene-Related Peptide
(CGRP) werden freigesetzt. Auch die Konzentration des c-fos (nerve growth factor)
und des Glial Fibrillary Acidic Protein (GFAP) ist erhoht.

1.6 Physikalische und molekulare Grundlagen der intri n-
sischen optischen Signale

Der experimentelle Teil dieser Arbeit beruht auf Messungen der elektrischen und
optischen Signale einer SD. Das intrinsische optische Signal (I0S) zeigt die
Anderungen der reflektierten Lichtstrahlen. Dadurch muss kein exogenes
Kontrastmittel benutzt werden (Villringer und Chance 1997). Solch eine optische
Registrierung ist eine nicht invasive und wertvolle Methode, die abhangig von der

Erregung des Gewebes ist. Sie kann in vivo und in vitro verwendet werden, um
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raumlich-zeitliche Anderungen der Aktivitat im intakten Gewebe zu visualisieren. Ein
Teil des auf das Gewebe fallenden Lichtes wird gebeugt, ein anderer absorbiert, ein
weiterer Teil gestreut. Bei der Streuung werden die Lichtstrahlen in alle Richtungen
reflektiert. Streuung beeinflusst die Reflektion und die Beugung in entgegengesetzte
Richtungen. Je mehr ein Medium streut, desto mehr Lichtstrahlen werden reflektiert.
Folglich werden weniger Lichtstrahlen gebeugt (Aitken et al.1999).

Es gibt drei Mechanismen, die das IOS beeinflussen kdénnen:
« Anderungen im Blutfluss und Sauerstofftransport (Grinvald et al. 1988).

« Anderungen in Absorption oder Fluoreszenz der intrinsischen
Chromophoren (Hamoglobin (J6bsis 1977)), Cytochrom (LaManna et
al. 1987) oder NADH (Chance und Willams 1955).

» Osmotische Anderungen im Volumen der Zelle (Schwellung oder
Schrumpfung) (Aitken et al. 1999), Anderungen an Membranen
wahrend der Ausbreitung des Aktionspotentials (Stepnoski et al. 1991)
und die morphologischen Anderungen wahrend der Neurosekretion
(Salzberg et al. 1993).

Abhangig von den biochemischen Mechanismen wie Anderungen des Zellvolumens,
die in der Zelle stattfinden, kbnnen die optischen Signale nur Millisekunden oder

Sekunden bis Minuten dauern.

1.7 Der Vergleich einer SD und HSD in verschiedenen

Hirnarealen

Bei der SD kommt es zu einer Depolarisation von Neuronen und Glia, die sich von
einem Punkt aus wellenartig durch das neuronale Gewebe ausbreitet. Zwischen den
betroffenen Zellen und dem umgebenden Extrazellularraum kommt es zu einer
starken Verschiebung des lonengleichgewichts. Aristides Le&do beschrieb bereits
1944 das wiederauftretende und reversible physiologische Phanomen auf der

Kortexoberflache von Kaninchengehirnen (Le&do 1944).
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Eine SD kann durch diverse Stimuli ausgelost werden. Dazu zahlt z.B. die
mechanische Belastung oder Beschadigung des Gewebes (Roitbak und Bobrov
1975, Somjen et al. 1992) oder die tetanische elektrische Stimulierung (Le&o 1944).
Zusatzlich kann eine SD durch eine Vielzahl von chemischen Einflissen,
beispielsweise Kalium (Reid et al. 1988) und Glutamat (Hossmann 2003), oder durch
eine Hypoxie ausgelost werden.

Obwohl eine SD in fast allen Bereichen des Zentralnervensystems ausgeltst werden
kann, gibt es einige Bereiche, die besonders anfallig fir eine SD sind. Dazu zahlen
vor allem die CAl-Region des Hippokampus und der Neokortex. Im Ruckenmark und
Cerebellum lasst sich eine SD nur unter gewissen nicht-physiologischen
Bedingungen auslosen (Streit et al. 1995). Bedingt durch den gro3en
Extrazellularraum in den frihen Stadien der Entwicklung lasst sich in fotalem und
neonatalem Gewebe eine SD nicht oder nur sehr schwer auslosen (Lehmenkuhler et
al. 1993). Im Kortex bleibt die SD in der Regel auf eine Hemisphare beschrankt
(Le&do 1944).

Bei der Ausldsung einer SD kommt es zu einem enormen Anstieg der extrazellularen
Kaliumkonzentration. Gleichzeitig verringern sich Na*, Ca®* und CI". Diese Tatsache
lasst den Verdacht aufkommen, dass K* gegen Na* und Ca?" ausgetauscht wird,
wobei CI" passiv dem Natriumionenfluss folgt (Muller 2005). Aufgrund der gestorten
lonenverteilung wahrend der SD kommt es zu einer Schwellung der Neuronen und
der Gliazellen. Dies hat zur Folge, dass der Intrazellularraum weiter verkleinert und
somit das Ungleichgewicht der lonenverteilung noch verstarkt wird (Hansen und
Olsen 1980). Wahrend einer SD lasst sich eine charakteristische Veranderung der
Lichtstreuung an der Oberflache von Hirnschnitten feststellen.

Zwischen einer Spreading Depression und einer hypoxieinduzierten Spreading
Depression (HSD) bestehen einige Unterschiede. Die durch die zellulare Respiration
bereitgestellte Energie wird zur Regeneration und zur Wiederherstellung des
lonengleichgewichts benétigt. Aus diesem Grund ist die Zeitdauer einer HSD direkt
von der Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung abhangig. SD und HSD
unterscheiden sich ebenfalls im Zeitverlauf der Stérung der synaptischen Funktion.
Bei einer SD verlieren die Synapsen ihre Funktion erst mit dem Eintritt der massiven
Depolarisation der Zellmembran. Bei der HSD hingegen verlieren die Synapsen ihre
Funktion schon einige Minuten vor der Depolarisation (Somjen et al. 1993). Eine SD
lasst sich durch N-Methyl-D-Aspartat-Antagonisten (NMDA) blockieren, wohingegen
eine HSD nicht blockiert werden kann (Somjen 2001).
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Es lassen sich aber auch Gemeinsamkeiten zwischen einer SD und HSD
herausstellen. Diese Gemeinsamkeiten treten bei einer rechtzeitig wieder-
hergestellten Sauerstoffversorgung auf. Hierbei zeigen sich Ubereinstimmungen im
Verlauf der Membranpotentialanderung, der Verkleinerung des Extrazellularraumes,
der intrinsischen optischen Signale und deren Ausbreitungsgeschwindigkeit.

Das Auftreten von SD und HSD ist mit den Krankheitsbildern von Epilepsie, Migrane,
Hirnédemen und Hirnverletzungen sowie der Apoplexia cerebri (Schlaganfall) in

Zusammenhang gebracht worden (Somjen 2001).

1.8 Zielsetzung

In dieser Arbeit wird untersucht, ob eine HSD im Hirnstamm der Ratte ausldsbar ist

und wie sie sich ausbreitet.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere und Gewebe

Alle Versuche wurden an akuten Hirnstammschnitten durchgefiihrt. Das Hirngewebe
fur die Experimente wurde von Ratten entnommen. Diese Tiere wurden in der
zentralen tierexperimentellen Einrichtung der Universitdt Goéttingen gehalten und

gezichtet.

2.2 Praparation der Hirnschnitte

Mannliche neonatale (5-13 Tage postnatal), juvenile (19-21 Tage postnatal) und
adulte Ratten (4-6 Wochen postnatal) wurden mit Ether betaubt und dekapitiert. Mit
einem Skalpell wurde die Kopfhaut dorsomedial zerteilt und vom Schadeldach geldst.
Danach wurde die Schadeldecke mittig bis zur Frontalplatte aufgeschnitten und
vorsichtig entfernt, ohne das Gehirn zu verletzen. Die Parietal- und Okzipitalplatte
wurde ebenfalls mittig eingeschnitten. Durch eine kaudale Schéadel6ffnung und
mithilfe einer scharfen Knochenzange konnte durch laterale Einschnitte die
Schadelkalotte gelockert und, ohne kortikale Strukturen zu verletzen, abgel6st
werden. Um Isch&mieschaden zu minimieren, wurde das Gehirn mithilfe eines
Spatels zlgig entnommen und fir 2-3 min in eiskalter, begaster artifizieller
cerebrospinaler Flussigkeit (ACSF) abgekuhlt. Der Hirnstamm, der aus Medulla
oblongata, Pons und Mesencephalon besteht, wurde dann vom Cerebrum und
Cerebellum mit einem glatten Schnitt einer Skalpellklinge auf Hohe des Pons
abgetrennt. Der verbliebene Hirnstamm wurde vertikal auf einen vorgekihlten
Agaroseblock geklebt und mit einem tissue slicer (752M Vibroslice, Campden
Instruments, Loughborough, UK) in 400 um dicke Schnitte geschnitten.

Aus jedem Hirnstamm konnten so etwa 3-4 fir die spatere Messung geeignete
Hirnschnitte gewonnen werden, die mit einem Haarpinsel und einem kleinen, leicht
gebogenen Spatel in eine Interfaceversuchskammer vom Oslo-Typ (Croning und
Haddad 1998) uberfuhrt wurden. Um eine Erholung vom Pré&parationstrauma zu

ermoglichen, wurden sie fur 90 Minuten ungestort gelassen.
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2.3 Messaufbau

Abbildung 3  Eigenphotographie des Messaufbaus (Mikroskop + Messkammer)

Die Interface-Messkammer (Abbildung 3) bestand aus Plexiglas und war auf der
Metallarbeitsplatte eines erschitterungsgeddmpften Tisches angebracht. Die
Hirnschnitte lagen in dieser Versuchskammer auf einem Netz an der Grenzflache
zwischen artifizieller cerebrospinaler Flussigkeit (ACSF) und der Gasphase. Die
beiden Perfusionskammern der Interface-Messkammer dienten sowohl als Mess- als
auch als Aufbewahrungskammer. In jeder der beiden von einander getrennten
Kammern fanden 3-4 Gehirnschnittpraparate Platz. Die Hirnschnitte ruhten in der
Mitte der Kammern auf Linsenreinigungspapier. Auf 36C erwdrmte, oxygenierte
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ACSF wurde mit einer Rollenpumpe in Polyethylenschlauchen durch eine feine
Offnung in den hinteren Teil der Kammer gepumpt. Die ACSF durchtrankte das
Linsenreinigungspapier und verteilte sich gleichmafig in der Kammer, bis es im
vorderen Bereich der Messkammer passiv abflieen konnte. Die Hirnschnitte
erhielten ihre nahezu komplette Sauerstoffversorgung aus der Luft und nicht aus der
begasten Losung. Daher ermoglichte dieser Versuchsaufbau, ohne grofie
Zeitverzogerung zwischen normoxischen und hypoxischen Bedingungen zu
wechseln. Da die Messungen unter Interface-Bedingungen stattfanden, wurde der
hierfur erforderliche hohe Sauerstoffpartialdruck durch Besprudeln des im unteren,
beheizten Teil des Kammergehauses eingefillten, destillierten Wassers mit
Carbogen aus 95% O, und 5% CO, gewahrleistet, welches mit einer Flussrate von
ca. ~400 ml/min begast wurde. Das erwarmte, wasserdampfgesattigte Gas wurde
dann dber Schlitze in die Perfusionskammer (300-400 ml/min) tber die Oberflache
der Gehirnschnitte geleitet. Die Temperatur in der Perfusionskammer wurde bei 34C
— 35T gehalten. Es wurde mittels Thermostat sicher gestellt, dass sowohl das
eingeleitete Gasgemisch als auch die ACSF die gewlnschte Temperatur besal3en.
Die Interfacekammer bestand aus zwei komplett voneinander getrennten Kammern
mit ACSF-Zufluss und eigener Gasversorgung. Dadurch konnten die Hirnschnitte in
einer Kammer untersucht werden. In der zweiten Kammer konnten die Hirnschnitte
unter Carbogenbegasung fur die nachfolgenden Versuche aufbewahrt werden. Der
gesamte Aufbau war von einem Faraday-Kéafig umgeben, um elektronisches
Rauschen zu reduzieren. In der so konstruierten Kammer konnten die
Stoffwechselvorgange der Gehirnschnittpraparate aufrechterhalten werden, wobei
die Schnitte circa 6 — 8 Stunden vital blieben. Bei den Versuchen wurde durch das
Umschalten der Gasversorgung der Kammer auf 95% N,/ 5% CO, eine Hypoxie

induziert.
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der Interface-Messkammer. Das Kammergehause
ist etwa bis zur Halfte mit destilliertem Wasser (aqua dest.) gefullt. Im unteren Teil befinden
sich eine Heizspirale und ein Begasungssteine, durch dessen Offnungen Carbogen bzw
N,/CO, ausflieen kann. Im oberen Bereich der Kammer liegen die Messkammern, in denen
die Hirnschnittpraparate gelagert sind. Uber dem Hirnschnitt ist ein binokulares Mikroskop,
mit dessen Hilfe die in den Manipulatoren eingespannten Elektroden platziert werden

kdénnen.

2.4 Allgemeines zur Arbeit mit der ,Interface“-Messkamm er

Die Temperatur, Erndhrung, Luftzusammensetzung und Luftfeuchtigkeit sind fur die
Vitalitdt der Hirnschnittpraparate von enormer Bedeutung und mussen daher auf
einem konstanten Niveau gehalten werden. Des Weiteren ist aufgrund der
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auf eine exakte
Dokumentation und Einhaltung dieser Faktoren zu achten. Es ist von besonderer
Wichtigkeit, dass das Niveau des destillierten Wassers im unteren Teil der
Perfusionskammer, das Flussigkeitsniveau der ACSF in der Messkammer und vor
allem die Temperatur konstant sind. Durch die FlieRgeschwindigkeit der ACSF wird

das Flussigkeitsniveau in der Messkammer bestimmt. Durch feine Schlauche wird
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die ACSF Uber eine Rollenpumpe aus den Vorratsbehaltern in die Messkammer
gepumpt. Die FlieRgeschwindigkeit der ACSF wird Uber die Rollenpumpe gesteuert.
Fur die Gewahrleistung einer konstanten Pumpleistung wurde die pro Zeiteinheit
beforderte Flissigkeitsmenge von Zeit zu Zeit Uberprift. Um den Sauerstoff-
partialdruck, die Luftfeuchtigkeit und die Temperatur in der direkten Umgebung der
Hirnschnitte auf einem gleichbleibenden Niveau zu halten, wurden die Messkammern
bestmoéglich abgedeckt und gleichmafig begast. Die Temperatur wurde immer an
derselben Stelle in der Kammer gemessen und an dieser Stelle auch regelmalig
Uberprift, da die Temperatur auch innerhalb der Messkammer unterschiedlich ist.
Nach jedem Versuchstag wurde die Versuchskammer grindlich mit Aqua dest.

gereinigt.

2.5 Artifizielle cerebrospinale Flussigkeit (ACSF)

Die Zusammensetzung der artifiziellen cerebrospinalen Flissigkeit (ACSF), die ihrer
chemischen Eigenschaft weitestgehend dem Liquor entspricht, ist in Tabelle 1
dargestellt. In allen Versuchen wurde der Hirnstamm mit ACSF umspult. Um die
Vitalitat des Gewebes beizubehalten, wurde das Gehirn nach der Entnahme sofort in

einem begasten ACSF-Behalter abgekdhilt.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Gebrauchslésung

Substanz NaCl | KCI | NaH,PO, | NaHCO3; | CaCl, | MgSO, | Dextrose

Konzentration 115 3,5 1,25 24 1,2 1,2 10
mM

Diese Gebrauchslosung wurde aus 10facher ACSF und destilliertem H,O erstellt. Es
wurden insgesamt 2 Behalter mit jeweils 2 Liter Gebrauchslosung verwendet. Bei

einem Behélter wurde das KCI auf 8 mM hochgesetzt.
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2.6 ph-Wert- Einstellung

Um eine Hypoxie zu induzieren und einen stabilen pH-Wert von 7,4 zu
gewahrleisten, wurde die ACSF mit 95% O, und 5% CO, (Carbogen) begast.

2.7 Chemische Substanzen

2.7.1 Strychnin

Abbildung 5 : Strukturformel von Strychnin

Strychnin ist ein giftiges basisches Alkaloid, welches als Toxin in den Samen des in
Indien vorkommenden Baumes Strychnin nuxvomica vorkommt. Schon geringe
Dosen bewirken eine Muskelstarre. Es wurde friher auch in Rattengift verwendet.
Ungeachtet seiner hohen Toxizitat wurde Strychnin in der Heilkunde als Analeptikum
eingesetzt und z&hlt heute noch zu den beliebtesten homdopathischen Arzneimitteln.
Strychnin ist ein geruchsloses, aber stark bitter schmeckendes, weil3es, kristallines
Pulver.

Im zentralen Nervensystem gibt es zwei wesentliche inhibitorische Neurotransmitter
GABA (Gamma-Aminobuttersaure) und Glycin. Strychnin wirkt im Rickenmark als
kompetitiver Antagonist des inhibitorischen Neurotransmitters Glycin an seinem

Rezeptor, einem inhibitorischen Chloridkanal. Hierdurch unterdriickt es die Aktivitat
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von inhibitorischen Neuronen und fuhrt zu tonischen Kontraktionen und Spasmen der
Skelettmuskulatur.

Bei einer Intoxikation mit Strychnin treten zuerst eine Steifheit der Gesichts- und
Nackenmuskulatur sowie Hyperreflexie auf. Geringe sensorische Reize kdnnen zu
starken Muskelspasmen fihren. Durch die tonische Kontraktion wird bei der
Muskelschadigung vermehrt Myoglobin freigesetzt. Durch die konsekutive
Myoglobinurie kann ein akutes Nierenversagen entstehen. Der Tod tritt meistens im
Rahmen einer spasmusbedingten Atemldhmung oder durch die auftretende
Hyperthermie ein. Zur Behandlung einer Strychnin-Vergiftung werden in der Regel
Benzodiazepine oder Barbiturate eingesetzt (Forth et al. 2006 a).

In den Versuchen wurde eine 5 pM Strychnin-Stammldésung in einer 0,9%ige NacCl

Losung angesetzt und bei -20C gelagert.

2.7.2 Bicucullin

Abbildung 6: Strukturformel von Bicucullin

Das Alkaloid und Krampfgift Bicucullin ist ein kompetitiver Antagonist von GABA am
GABAAa-Rezeptor. Im Tiermodell ruft Bicucullin Krampfe hervor. Auf die
Benzodiazepin-Bindungsstelle des GABAA-Rezeptors wirken inverse Benzodiazepin-
Agonisten, die die GABA-bedingte Offnungsfrequenz des CI -Kanals nicht steigern,
sondern vermindern und so die Erregbarkeit erhéhen (Forth et al. 2006 b). Als
GABAa-Rezeptor-Antagonist  hat Bicucullin  die  Fahigkeit, Ca®*-gesteuerte
Kaliumkanale zu blockieren (Khawaled et al. 1999). Bicucullin unterdriickt die im

Hintergrund ablaufende tonische GABAa-vermittelte Inhibition.
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In den Versuchen wurde eine 20 uM Bicucullin-Stammlésung in eine 0,9%igen NaCl-
Ldsung angesetzt. Daraufhin wurde der pH-Wert auf 3,0 mit HCI eingestellt und bei -

20C gelagert.

2.8 Elektrophysiologische Feldpotentialmessung

Die Hirnschnittpréparate wurden nach der Praparation in eine Interface-Messkammer
uberfuhrt. Wahrend der Aquilibrierungsphase wurden die Hirnschnitte fir 90 Minuten
unberiihrt gelassen. Nach der Aquilibrierungsphase wurden unter mikroskopischer
Sichtkontrolle (Axiotech - Carl Zeiss, Jena, BRD) die Ableitelektro-den ca. 20-50 um
tief in die Hirnstammschnitte positioniert. In den Versuchen wurden dabei die
Ableitelektroden mit Hilfe des Mikromanipulators in die VRG (ventrale respiratorische
Gruppe), den Nucleus hypoglossus, den Nucleus trigeminus und in den NTS
(Nucleus tractus solitarii) positioniert. Um von einer konstanten Zellanzahl, die die
aufgezeichneten Signale bewirken, ausgehen zu kénnen, verblieb jede Elektrode an
ihrem urspriinglichen Ort und ihre Position wurde im Laufe der Messung nicht
verandert.

Die extrazellulare Messung ermdglichte es elektrische Summenpotentialanderungen
zu messen, die aufgrund transmembranaler lonenstréme entstehen. Diese
Potentialanderung wurde auf die ACS-L6sung im Inneren der Messelektrode und
Uber den chlorierten Silberdrant auf einen Vorverstarker (Eigenbau,
Elektronikwerkstatt, Zentrum Physiologie, Universitat Gottingen) tUbertragen.

2.9 Aufbau der Messapparatur

In dieser Arbeit wurden sowohl elektrophysiologische als auch optische Messungen
durchgeflhrt. Mit extrazellularen Feldpotentialmesssungen ist es meist nicht mdglich,
transmembranale Strome einer einzelnen aktivierten Zelle aufzuzeichnen. Jedoch
kommt es durch die Aktivierung einer Vielzahl von Zellen zu einer Summation der
Einzelzellantworten. Dieses Summenpotential ist stark genug, um registriert zu
werden.

Die Messelektroden zur Messung extrazellularer DC-Potentiale wurden aus

dinnwandigem Borosilicate-Glass (GC150TF-10, Harvard Apparatus, Edenbridge,
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UK) an einem horizontalen Elektrodenziehgerat (Horizontal-Puller, P-97,
Flaming/Brown Micropipette Puller, Sutter Instrument Co., Novato, USA) ausge-
zogen. Die Spitze der Kapillare wurde auf einen Durchmesser von ca. 30-50 pm
zurtckgebrochen. Nachdem die Kapillaren bis zur Halfte mit ACSF geflllt waren,
wurden die Messelektroden an einem Mikromanipulator befestigt und in die
Kapillarlumina ein chlorierter Silberdraht eingetaucht.

Das Imaging-System zur Messung der 10S bestand aus einer monochromatischen
Lichtquelle (Polychrome II), PCO Kamera (Sensi-CamQE), Mikroskop (Carl Zeiss,
Jena, BRD) und Auswertungssoftware (Tillvision). Die DC-Potentiale wurden mit
einem  DC-Extrazellularverstarker  (Eigenbau, Elektronikwerkstatt, Zentrum
Physiologie, Universitdt Gottingen) gemessen, digitalisiert und mit dem
Softwarepaket PClamp 9 (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) gesteuert.

Die ACS-Losung wurde in einem wassergeflllten Warmebad (DC10, Haake) auf
40,2C erwarmt, anschliel3end lber eine Walzenpumpe (Watson Marlow 205U) mit

34 RPM (revolutions per minute) in die Messkammer gepumpt.

2.9.1 Auslosen der Hypoxie-induzierten Spreading

Depression

Nach der Préparation wurden die Hirnschnitte fir ca. 90 Minuten in der Interface-
Kammer aufbewahrt. Die Ableitelektroden wurden, wie bereits oben beschrieben
platziert und die Begasung der Versuchskammer wurde von Carbogen auf 95% N
und 5% CO, umgestellt. Dies ermoéglichte die Auslésung einer schweren Hypoxie.
Die Carbogenbegasung der Versuchslésungen wurde weiterhin fortgefihrt. Aus
diesem Grund wird hier durchgangig der Begriff Hypoxie gebraucht, obwohl im
Gewebe faktisch anoxische Bedingungen vorherrschten. Durch den Sauer-
stoffmangel kam es in den Slices in der Regel nach 2-4 Minuten zu einer Hypoxie-
induzierten Spreading Depression (HSD). Das Erscheinen einer HSD wurde durch
eine abrupte Negativierung des extrazellularen DC-Potentials angezeigt. Um die
schadensfreie Erholung der Gewebeschnitte zu gewahrleisten, wurde die Begasung
20 Sekunden nach Beginn der HSD wieder auf Carbogen umgestellt. Zu diesem
Zeitpunkt hatte die Potentialanderung ihre maximale Amplitude erreicht. Unter diesen

Versuchsbedingungen konnten mehrere HSD-Episoden nacheinander ausgeltst
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werden. Wenn zwischen den HSD-Episoden eine ausreichende Erholzeit von ca. 30
Minuten eingehalten wird, kommt es bei den ersten drei HSD zu keinen signifikanten
Abweichungen in den gemessenen Parametern (Muller und Somjen 1998).

Des Weiteren wurden die Slices mit den Chemikalien Strychnin und Bicucullin und
mit einer Fluoracetat-LOosung behandelt. Diese wurden Uber die Perfusionsliésung
zugegeben. Die Hirnschnitte wurden erst ca. 25 Minuten behandelt, bevor eine HSD
ausgelost wurde. Dadurch konnte eine ausreichende Diffusion der Pharmaka in das
Gewebe gewahrleistet werden. Mit den Werten einer zuvor induzierten Kontroll-HSD
wurden am selben Slice die gemessenen Ergebnisse einer HSD unter
Inhibitoreinfluss verglichen.

2.9.2 Statistik

Fir die Versuche wurden bis zu drei neonatale oder bis zu funf adulte Slices aus
jedem Hirnstamm verwertet. Um die Unabhangigkeit der Beobachtungen zu
gewahrleisten, wurden fir jede experimentelle Serie mindestens drei verschiedene
Ratten verwendet. Die Berechnung der Signifikanz der beobachteten Veranderungen
fand anhand eines zweiseitigen t-Tests fur unverbundene Stichproben statt. Das
Signifikanzniveau wurde als P < 0,05 definiert. In den Diagrammen wurden die

Signifikanzveranderungen durch Asterisks markiert (* P < 0,05).
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der Experimente

In den Experimenten wurde untersucht, wie sich eine verminderte Sauerstoffzufuhr
auf das neuronale Netzwerk auswirkt und ob eine SD durch schwere Hypoxie in
akuten medullaren Gewebeschnitten (400 pum) des Hirnstamms ausgeldst werden
kann. Um die Altersabhangigkeit der SD zu untersuchen, wurden Gewebeschnitte
neonataler (P5-P13), juveniler (P19-P21) und adulter (4-6 Wochen) Ratten
verwendet. Die Versuche wurden an akuten Gewebeschnitten in vitro durchgefihrt.
Dies ermoglichte, multiparametrische Aufnahmen und nichtinvasive optische
Analysen (I0S) durchzufuhren. Durch die 10S konnte die raumzeitliche Analyse der
Entstehung, Ausbreitung und Gewebeinvasion der HSD realisiert werden. Alle
Versuche wurden in einer Interface-Versuchskammer bei einer Temperatur von 34 —
35° C durchgefuhrt. Durch die Umschaltung der Gaszu fuhr von Carbogen auf 95%
N2 und 5% CO, konnte eine schwere Hypoxie induziert werden.

An neonatalen Ratten wurde das Phanomen Spreading Depression unter
hypoxischen Voraussetzungen in den Kerngebieten Hypoglossus, Trigeminus und in
der ventralen respiratorischen Gruppe (VRG) untersucht. Um die Anderungen der SD
zu analysieren, wurden die Gewebeschnitte mit den Chemikalien Strychnin und
Bicucullin behandelt.

An juvenilen Ratten wurden ebenfalls die Kerngruppen Hypoglossus, Trigeminus und
die ventrale respiratorische Gruppe (VRG) untersucht. Auch hier wurden die
Hirnschnitte in einer separaten Versuchsreihe mit den Chemikalien Strychnin und
Bicucullin inkubiert.

An adulten Ratten wurde zusatzlich zu den zuvor genannten Kerngruppen der
Nucleus tractus solitarii (NTS) untersucht. Auch diese Gewebeschnitte wurden mit
Strychnin und Bicucullin inkubiert. Hier wurden die Slices zusétzlich noch mit einer 5

mM Fluoracetat-L6sung behandelt und hypoxischen Bedingungen ausgesetzt.
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3.2 Ausbreitungsmuster der Spreading Depression

In dieser Versuchsgruppe wurden die elektrophysiologischen Parameter Amplitude
einer SD (in mV), die Latenzzeit (in s) bis zur Auslésung SD-Welle und die Dauer
einer SD (in s) erfasst. Die Digitalisierung auf einem Labor-PC gestattete die
Identifizierung einer SD anhand der typischen Form (siehe Abbildung 7).

MNucleus Trigeminus

Amplitude

Hypoxie

Mucleus hypoglossus

Hypoxie
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VRG

Hypoxie

Abbildung 7 In dieser Abbildung wird der abrupte Beginn der Negativierung
des DC-Potentials 2-4 Minuten nach dem Sauerstoffentzug im Nucleus trigeminus,
Nucleus hypoglossus und in der ventralen respiratorischen Gruppe dargestellt. Die
grol3e negative Amplitude zwischen durchschnittlich -15 und -25 mV und die
Ruckkehr der SD-assoziierten Negativierung des DC-Potentials zur Ausgangslinie
innerhalb von 1-2 Minuten lassen sich ebenfalls durch die Abbildung verdeutlichen.
Die Skalierung gilt fir alle drei Spuren.

3.3 Die anatomische Struktur der Gewebeschnitte

Abbildung 8: Transversaler Gewebeschnitt nach Nissl -Farbung
A: Nucleus hypoglossus, B: NT S, C: Nucleus trigeminus, D: VRG
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3.4 HSD in verschiedenen Hirnstammregionen

3.4.1 HSD in neonatalen Ratten

Ventrale Nucleus Nucleus
respiratorische Gruppe hypoglossus trigeminus
AV (mV) -18,2+9,2 -17,3+9,0 -15,9+4,0
(n=12) (n=8) (n=19)
At (S) 412,0+345,7 387,2+425,6 291,1+332,9
t% (s) 27,5+19.3 26,8+ 13,6 52,8+32,9
Tabelle 2

Zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte der DC-Potentialanderungen

(Amplitude in mV, Latenzzeit At in s, Dauer t¥2 in s) wahrend der HSD-Ausbreitung in der

ventralen respiratorischen Gruppe, im Nucleus hypoglossus und im Nucleus trigeminus

neonataler Gewebeschnitte. + Standardabweichung; n = Anzahl der Slices




24 Ergebnisse

Neonatal
=30 00
T = - 800
= - 700
2 X | :
c =20 60D
% - B00  E
2 - 400 E
a -0 - 300
.E - 200
* * - 100
1] . . 1]
VRG Mel. hypoglossus  Mcl. trigeminus
Oamplitude in m
B atenzzeitin s
ODauerin s
Abbildung 9 Die statistische Auswertung zeigt, dass die in verschiedenen

Hirnstammkernen (VRG, Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus) aufgenommenen
Parameter des DC Potentials (Amplitude in mV, Latenzzeit in s, Dauer in s) keine
signifikanten Unterschiede in der Amplitude (mV) und Latenzzeit (s) aufweisen. Lediglich die
Dauer (s) des DC Potentials ist im Nucleus hypoglossus und in der ventralen

respiratorischen Gruppe signifikant niedriger als im Nucleus trigeminus (*P < 0,05).

Die Slices, die aus den neonatalen Ratten im Alter zwischen 5-13 d gewonnen
wurden, wurde der Sauerstoff entzogen und im Nucleus trigeminus, Nucleus
hypoglossus und in der ventralen respiratorischen Gruppe des Hirnstamms wurden
die SD gemessen. In der Abbildung 9 werden die Relationen der 3 Parameter
Amplitude in (mV), Latenzzeit in (s) und die Dauer in (S) zueinander und zu den drei
Kerngebieten (Trigeminus, Hypoglossus, ventraler respiratorischer Gruppe)
anschaulich dargestellt. Gut ausgepragte DC-Potentialanderungen fanden sich im
Nucleus trigeminus in 44,2 % der Gewebeschnitten (19/43), Nucleus hypoglossus zu
22,9 % (8/35) und in der ventralen respiratorischen Gruppe zu 42,9 % (12/28).

Am zuverlassigsten lieBen sich DC-Potential-Anderungen im Nucleus trigeminus
beobachten. Wie aus der Tabelle 2 ersichtlich wird, fuihrte die schwere Hypoxie
innerhalb von 291,1 + 332,9 s (Latenzzeit) zu DC-Potentialverschiebungen innerhalb

des trigeminalen Kernes. Die durchschnittliche Amplitude betrug -15,9 + 4,0 mV und
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die HSD dauerte 52,8 + 32,9 s. Nach der Reoxygenierung, die 20 s nach der HSD-
Entstehung eingeleitet wurde, erholte sich die DC-Potentialverschiebung innerhalb
einer Minute. Aus der Abbildung 9 lasst sich entnehmen, dass die Dauer (s) der HSD
im Nucleus trigeminus signifikant am langsten war (*P < 0,05). Die restlichen HSD-
Parameter Amplitude (mV) und Latenzzeit (s) unterschieden sich nicht signifikant in

den verschiedenen Hirnstammkernen.

3.4.2 Wiederholte Induktion der HSD im Hirnstamm

Von den 19 erfolgreich durchgefiihrten HSD im Nucleus trigeminus lieRen sich 14
SD-Wellen zum zweiten Mal und 10 weitere HSD zum dritten Mal auslésen. Die
HSDs wurden in Abstanden von 20 min ausgeldst, um jeweils eine Erholung
sicherstellen. Bei den drei hervorgerufenen HSD-Episoden gab es keinen nennens-
werten Unterschied in den DC-Potentialen (Abbildung 10). Lediglich die Dauer (s) der
HSD fiel nicht signifikant auf 47,1 s (zweite HSD, n = 14) und auf 45,2 s (dritte
HSD, n = 10).

Nucleus 1. HSD 2. HSD 3. HSD
trigeminus
-15,9+4.,0 -14,6 +4,6 -155+5,0
AV (mV) (n=19) (n=14) (n=10)
At (S) 291,1 £332,9 245,3 +326,7 261,2 +248,3
t%2 (S) 52,8 +32,9 47,1+31,1 452 +9,1
Tabelle 3 Zusammenfassung der Mittelwerte der DC-Potentialanderungen (Amplitude in

mV, Latenzzeit At in s, Dauer t¥2 in s) der wiederholten hypoxie-induzierten SD im Nucleus

trigeminus neonataler Gewebeschnitte. + Standardabweichung; n = Anzahl der Slices
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Abbildung 10 Graphische Darstellung der wiederholt induzierten HSD im Nucleus

trigeminus neonataler Gewebeschnitte. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in

den gemessenen Parametern (Amplitude in mV, Latenzzeit in s, Dauer in s).
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3.4.3 HSD in juvenilen Ratten

Ventrale Nucleus Nucleus
respiratorische Gruppe hypoglossus trigeminus
AV (mV) -11,6+5,3 Keine HSD -12,1+8,8
(n=05) (n=5)
At (S) 67,3+11,3 Keine HSD 60,2+11,0
t% (s) 47,4 +£ 25,9 Keine HSD 41,7+5,0
Tabelle 4 Darstellung der gemessenen Mittelwerte der DC-Potentiale (Amplitude in mV,

Latenzzeit At in s, Dauer t¥2in s) wahrend der HSD in der ventralen respiratorischen Gruppe,
im Nucleus hypoglossus und im Nucleus trigeminus juveniler Gewebeschnitte. Im Nucleus

hypoglossus konnte keine HSD ausgeldst werden. + Standardabweichung; n = Anzahl der

Slices
Juvenil
-30 100
E - &0
g -4 —T n
% - B0 c
;E - 40 :E
= M
[ -
£
<< - 20
o T T o
VRG Mel. hypoglossus  Mel. trigeminus
OAmplitude in my
B atenzzeitin 5
ODauerins
Abbildung 11 Graphische Gegentberstellung der hypoxieinduzierten SD im Nucleus

trigeminus und VRG juveniler Gewebeschnitte. Im Nucleus hypoglossus liel3 sich keine HSD

auslésen.




28 Ergebnisse

K*-induzierte SD kann im in vivo Hirnstamm nur bis zum Alter von ungefahr zwei
Wochen ausgeldst werden (Richter et al. 2003). Es sei denn, die Gewebeschnitte
wurden vor der HSD-Auslésung mit chemischen Substanzen behandelt (Richter et al.
2008). Um zu klaren ob diese Tatsache auch auf HSD in vitro zutrifft, wurden
Gewebeschnitte juveniler Ratten (P19-P21) einer schweren Hypoxie (mit 8 mM K*)
ausgesetzt. Es lie3en sich im Nucleus trigeminus und im VRG ausgepragte HSD-
Wellen auslosen. Im Nucleus hypoglossus konnte keine HSD ausgeldst werden
(Abbildung 11 und Tabelle 4). Im Nucleus trigeminus (-12,1 £ 8,8 mV, n = 5) und im
VRG (-11,6 + 5,3 mV, n = 5) waren die DC-Potentialanderungen im Vergleich zu
neonatalen Slices aufgrund des erhthtem K* geringer ausgepragt. Die Latenzzeit (s)
bis zum Auftreten einer HSD war sowohl im Nucleus trigeminus (60,2 + 11,0 s) als
auch im VRG (67,3 + 11,3 s) ebenfalls aufgrund des erhéhtem K* kiirzer als in

neonatalen Slices.

3.4.4 HSD in adulten Ratten

Nucleus Nucleus NTS
hypoglossus trigeminus
AV (mV) -5,1 -9,5 -17,1
(n=4) (n=4) (n=4)
At (s) 60,7 37,4 33,2
t%2(s) K.A. 28,1 51,2
Tabelle 5 Zusammenfassende Darstellung der Mittelwerte der DC-Potentialanderungen

(Amplitude in mV, Latenzzeit At in s, Dauer t% in s) wahrend der HSD-Ausbreitung im
Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus und NTS adulter Gewebeschnitte. Es liel3 sich von
den jeweils 4 Slices nur jeweils eine HSD in den drei Kerngebieten auslésen.

Standardabweichung; n = Anzahl der Slices; k.A. = keine Angabe
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Abbildung 12 Die graphische Darstellung zeigt, dass sich jeweils nur eine HSD im

Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus und NTS adulter Gewebeschnitte auslosen liel3.

In adulten (4-6 Wochen) Gewebeschnitten wurden nach 8 mM K*-Behandlung neun
Versuche durchgefiihrt. Dabei lieR sich jeweils eine HSD im NTS, Nucleus
hypoglossus und im Nucleus trigeminus auslésen (Tabelle 5 und Abbildung 12). Die
Amplitude (mV) der HSD betrug im NTS -17,1 mV und erholte sich nach der
Reoxygenierung. Trotz lang anhaltender Hypoxie (< 20 min) konnte keine
charakteristische HSD im Nucleus hypoglossus und Nucleus trigeminus ausgeldst
werden.
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3.5 Modulation der Hirnstammschnitte mit 0,5 uM Strychn in
und 20 pM Bicucullin

In frlheren Experimenten mit Mausen wurde belegt, dass die GABAa-Rezeptor-
vermittelten Potentiale in der ersten postnatalen Woche von einer Depolarisation zu
einer Hyperpolarisation umkehren. Nach dem vierten Tag hat GABA, im Hirnstamm
nur noch eine inhibitorische Wirkung und regelt die Frequenzmodulation fir die
Atmungsregulation (Ritter und Zhang 2000). Falls die GABAx—Rezeptoren bei der
Entstehung von SD eine bedeutende Rolle spielen, konnte diese Tatsache dazu
fuhren, dass sich beim adulten Hirnstamm SD schwieriger auslosen lassen als im
neonatalen Hirnstamm. Um diese Vermutung zu dberprifen, wurden die
Gewebeschnitte im neonatalen, juvenilen und adulten Alter zunachst mit einer ACS-
Losung behandelt. Im zweiten Versuchsdurchgang wurden die gleichen Slices mit
dem GABAAa-Rezeptor-Antagonisten Bicucullin (20 uM) und dem Glycinantagonisten
Strychnin (0,5 uM) 20 Minuten behandelt.
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3.5.1 HSD in neonatalen Ratten mit Strychnin und Bicu-

cullin
Ventrale Nucleus Nucleus
respiratorische hypoglossus trigeminus
Gruppe
AV (mV) -17,3+13,1 -16,2 £ 3,9 -17,2+5,2
(n=4) (n=4) (n=19)
&
&E) At (S) 142,4 £1354 243,0 £ 185,7 164,8 £148,4
t¥2(s) 47,2 £ 24,8 24,3 +£19,3 50,8 £ 26,6

= | AV (mV) -15,2 £ 13,2 -13,0 £ 6,4 -14,3£6,0
3 (n=4) (n=2) (n=13)
-
Q
m
-I(_; At (s) 145,9 £101,7 205,5+71,0 115,7+91,0
f=
S
> |17 (s) 47,2 + 28,8 33,4+17,3 52,6 +32,2
)
Tabelle 6 Statistische Zusammenfassung der Mittelwerte der DC-Potentialanderungen

(Amplitude in mV, Latenzzeit At in s, Dauer t¥2 in s) wahrend der HSD-Ausbreitung in der

ventralen respiratorischen Gruppe, im Nucleus hypoglossus und im Nucleus trigeminus

neonataler Gewebeschnitte mit ACSF und nach Behandlung mit Strychnin und Bicucullin. +

Standardabweichung; n = Anzahl der Slices
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Abbildung 13 Graphische Darstellung der HSD-Parameter (Amplitude in mV,

Latenzzeit in s, Dauer in s) in den Kerngebieten (VRG, Nucleus hypoglossus,
Nucleus trigeminus) neonataler Gewebeschnitte mit ACSF und nach Behandlung mit

Strychnin und Bicucullin.

Zusatzlich zu den vorher durchgefiihrten Versuchen wurden die Gewebeschnitte der
neonatalen Ratten mit 0,5 uM Strychnin und 20 uM Bicucullin inkubiert. Von den
insgesamt 25 durchgefihrten Versuchen (siehe Tabelle 6 und Abbildung 13) wurden
zuerst die Gewebeschnitte lediglich mit einer ACS-Losung behandelt. Hierbei liel3en
sich im Trigeminuskerngebiet, Nucleus hypoglossus und in der ventralen
respiratorischen Gruppe HSD-Wellen auslosen. Jedoch gab es zwischen den drei
Kerngebieten keine nennenswerten Amplitudenveranderungen (AV). Auch die
Latenzzeit bis zum Eintreten der HSD-Wellen (At) und die Dauer der HSD-Wellen (t
%) waren nach Durchfihrung eines t-Tests nicht signifikant verschieden. Die
Behandlung der Slices mit Strychnin und Bicucullin (Tabelle 6 und Abbildung 13)
zeigten eine im Vergleich zu den davor mit einer ACS-L6sung durchgefihrten
Versuchen keine signifikanten Veranderungen in den drei Parametern (Amplitude,

Latenzzeit, Dauer).



33 Ergebnisse
3.5.2 HSD in juvenilen Ratten mit Strychnin und Bic  ucullin
Ventrale Nucleus Nucleus
respiratorische hypoglossus trigeminus
Gruppe
AV (mV) 9,4 +3,3 -9,5+ 3,0 52+1,9
(n=4) (n=2) (n=5)
LL
0p)
(<.E) At (s) 72,1 +£15,8 74,2 £ 20,4 49,4+94
tY2(s) 54,7+5,8 K.A. 75,7 £ 25,6
é AV (mV) -8,5+3,1 -8,9+2,8 -43+1,9
3 (n=4) (n=2) (n=5)
-]
Q
M
E At (s) 81,7+14,8 80,7 £ 34,2 55,0+145
c
S
b tY2(s) 52,2+1,8 K.A. 56,7 +4,5
o
Tabelle 7 Zusammenfassung der Mittelwerte der DC-Potentiale (Amplitude in mV,

Latenzzeit At in s, Dauer t¥ in s) wahrend der HSD-Ausbreitung in den Kerngebieten

(ventrale respiratorische Gruppe, Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus) neonataler

Gewebeschnitte mit ACSF und nach Behandlung mit Strychnin und Bicucullin.

Standardabweichung; n = Anzahl der Slices; k.A.= keine Angabe.

+
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Abbildung 14 Graphische Darstellung der HSD-Parameter (Amplitude in mV,

Latenzzeit in s, Dauer in s) in den Kerngebieten (VRG, Nucleus hypoglossus, Nucleus
trigeminus) juveniler Gewebeschnitte mit ACSF und nach Behandlung mit Strychnin und

Bicucullin.

In juvenilen Gewebeschnitten konnten von sechs durchgefihrten Versuchen in
Anwesenheit von Strychnin und Bicucullin finf HSD-Wellen im Nucleus trigeminus
ausgelost werden (Tabelle 7 und Abbildung 14). Nach Durchfluihrung eines t-Tests
stellte sich heraus, dass die drei Parameter (Amplitude, Latenzzeit, Dauer) keine

nennenswerten Unterschiede aufwiesen (Tabelle 7 und Abbildung 14).
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3.5.3 HSD in adulten Ratten mit Strychnin und Bicuc  ullin

Nucleus Nucleus NTS
hypoglossus trigeminus
AV (mV) -45+14,4 -6,6 -17,5+12,9
(n=2) (n=1) (n=2)
LL
0p]
&() At (s) 52,9 + 3,8 15,4 39,4+5,8
t2(s) K.A. 113,2 62,9 +18,6
E | av(mv) -3,9+28 -6,0 -16,6 + 11,4
3 (n=2) (n=1) (n=2)
-
Q
m
£ late) 819+17 20,5 53,8+ 6,3
f=
5
> | t%(s) K.A. 118,3 87,1+5,6
n
Tabelle 8 Statistische Zusammenfassung der Mittelwerte der DC-Potentiale (Amplitude

in mV, Latenzzeit At in s, Dauer t%2in s) wahrend der HSD-Ausbreitung in den Kerngebieten

(Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus, NTS) adulter Gewebeschnitte mit ACSF und mit

Strychnin und Bicucullin. £ Standardabweichung; n = Anzahl der Slices; k.A.= keine Angabe.
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Abbildung 15 Graphische Darstellung der HSD-Parameter (Amplitude in mV,

Latenzzeit in s, Dauer in s) in den Kerngebieten (Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus,

NTS) juveniler Gewebeschnitte mit ACSF und nach Behandlung mit Strychnin und Bicucullin.

In adulten Ratten wurde zusatzlich zum Trigeminus- und Hypoglossuskerngebiet der
NTS untersucht. Wie bereits bei den vorherigen Versuchen wurden zunachst die
Gewebeschnitte, die mit einer ACS-L6sung behandelt worden waren, einer Hypoxie
ausgesetzt (Tabelle 8 und Abbildung 15). Im Anschluss an diese Versuche wurden
die Gewebeschnitte mit einer 0,5 uM Strychnin- und 20 puM Bicucullinlosung inkubiert
und die Losung fur 20 Minuten einwirken lassen. Die SD-Wellen, die mit einer
Strychnin- und Bicucullinlésung inkubiert wurden, zeigten in der Regel ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied zu den davor durchgefiihrten Versuchen mit ACS-

Losung (Tabelle 8 und Abbildung 15).
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3.6 HSD in Slices adulter Ratten nach Behandlung mi  t5
mM Fluoracetat

Nucleus Nucleus NTS
hypoglossus trigeminus
AV (mV) -45+4,4 -6,6 -17,5+12,9
(n=2) (n=1) (n=2)
LL
N
&E) At (S) 52,9+3,8 154 39,4+5,8
t%(s) K.A. 113,2 62,9 +£18,6
AV (MV) 2,9 -3,1+16 5,7+16
I (n=1) (n =5) (n = 6)
Q
&
§ At (s) 35,0 46,8+8,9 48,6+ 18,5
[T
t % (s) k.A k.A k.A
Tabelle 9

Statistische Zusammenfassung der Mittelwerte der DC-Potentiale (Amplitude

in mV, Latenzzeit At in s, Dauer t%2in s) wahrend der HSD-Ausbreitung in den Kerngebieten

(Nucleus hypoglossus, Nucleus trigeminus, NTS) adulter Gewebeschnitte mit ACSF und
Fluoracetat. + Standardabweichung; n = Anzahl der Slices; k.A = keine Angabe
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Abbildung 16 Graphische Darstellung der HSD-Parameter (Amplitude in mV,
Latenzzeit in s, Dauer in s) in den Kerngebieten (VRG, Nucleus hypoglossus,
Nucleus trigeminus, NTS) adulter Gewebeschnitte mit ACSF und nach Behandlung

mit 5 mM Fluoracetat.

In den folgenden Versuchen wurde versucht zu ergrinden, welche Faktoren die
HSD-Entstehung im adulten Hirnstamm unterbinden kénnten. Um herauszufinden,
ob die Reifung der Gliazellen im adulten Hirnstamm einen Einfluss auf die HSD-
Anfalligkeit hat, wurden die Gliazellen mit Fluoracetat vergiftet (FAC, 5 mM, 3 — 5 h).
Die Vergiftung mit Fluoracetat fihrt dazu, dass das Ruhemembranpotential
sukzessiv abnimmt (Largo et al. 1997 a). Als Kontrollgruppe wurden die HSD
zunachst nur in ACSF induziert (Tabelle 9). Daraufhin wurden diese Hirnschnitte mit
einer 5 mM Fluoracetat-Losung behandelt (Tabelle 9). Von den insgesamt neun
durchgefuhrten Versuchen konnten im NTS (n = 6, -5,7 £ 1,6 mV) und im Nucleus
trigeminus (n =5, -3,1 £ 1,6 mV) lediglich langsame HSD-ahnliche Wellen ausgelost
werden (Abbildung 16). Im Nucleus hypoglossus konnte nur eine HSD ausgelost
werden. Die Latenzzeit bis zur Auslésung einer HSD mit der Fluoracetat-Losung

unterschied sich kaum von der der Kontrollgruppe.
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3.7 Intrinsische optische Signale (10S)

Die intrinsischen optischen Signale ermoglichen die Visualisierung der SD-
Ausbreitung im Gewebe. Durch die Auslésung einer SD oder HSD im Gewebeschnitt
steigt begleitend zum Auftreten der SD die Lichtbrechung im betroffenen Gewebe.
Dem Absinken des extrazellularen DC-Potentials folgen die intrinsischen optischen
Signale (I0S). Das Aufnehmen der 10S hat den Nutzen, dass es sich um eine
nichtinvasive Methode handelt, die zudem die simultane Analyse des gesamten
Schnittpraparates ermdglicht. So kénnen der Ursprungsort der SD aul3erhalb der
Elektrodenreichweite detektiert und ihre Ausbreitungsgeschwindigkeit nachvollzogen
werden. Hinzu kommt, dass das betroffene Areal visualisiert werden kann. Bei der
Messung intrinsischer optischer Signale kann auf den Einsatz von Farbstoffen oder
anderen Substanzen verzichtet werden. Mit einem 5fach 0,13-NA Objektiv (Epiplan,
Zeiss) wurden Bilder in 2-Sekunden-Intervallen aufgezeichnet. Durch offline
Bildsubtraktion konnten die Hypoxie- und Chemikalien-induzierten Effekte visualisiert
werden (Muller und Somjen 1999). Kurz vor dem Wechsel der Begasung von
Carbogen auf Stickstoff wurde ein Referenzbild aufgenommen.

Eine hypertone Losung kann zu einer Steigerung der intrinsischen optischen Signale
fuhren. Ein Abfall der extrazellularen K*-Konzentration und eine hypotonische
Losung hingegen bewirken den gegenteiligen Effekt. Durch die durch Zufuhr von
Stickstoff eingeleitete Gewebehypoxie kam es zu erhdhten intrinsischen optischen
Signalen. Bei der Reoxygenierung kehrte das intrinsische optische Signal wieder auf
die Ausgangswerte zurlck.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die hypoxische 10S-Antwort maoglicher-
weise als ein Ergebnis der Mitochondrienschwellung interpretiert werden kann
(Aitken et al. 1999). Die intrinsischen optischen Signale waren in der Region des
Nucleus trigeminus am grof3ten und hielten auch langer an (siehe Abbildung 17). In
dieser Abbildung sind die intrinsischen optischen Signale des Nucleus hypoglossus,
des NTS und der ventralen respiratorischen Gruppe aufgetragen. Aus der Abbildung
lasst sich entnehmen, dass die intrinsischen optischen Signale im Nucleus

trigeminus am grol3ten waren.



40 Ergebnisse

3.8 Intrinsische optische Signale in verschiedenen Hirn-
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Abbildung 17 Diese Grafik zeigt die Darstellung der intrinsischen optischen Signale
(I0S) im Nucleus trigeminus, Nucleus hypoglossus, NTS und in der ventralen
respiratorischen Gruppe der neonatalen Ratte. Die Markierung auf der X-Achse setzt die
Ausltsezeit der Hypoxie fest. Aus der Grafik lasst sich entnehmen, dass im Nucleus

trigeminus die relative Lichtreflektion am gréf3ten und die Dauer des I0S am langsten war.
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3.9 Bildsequenz der Entstehung und Ausbreitung eine r
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Abbildung 18 Die intrinsischen optischen Signale (I0S) ermoglichen die
Visualisierung der HSD-Ausbreitung im Gewebe. Durch die Auslésung einer HSD im
Gewebeschnitt steigt begleitend zum Auftreten der HSD die Lichtbrechung im betroffenen
Gewebe. Diese Bildsequenz zeigt die ausfihrliche raumzeitliche Darstellung der HSD im
Hirnstamm der neonatalen Ratte. Ungefahr 20 Minuten vor der Hypoxie-Induktion wurde das
K" im Gewebeschnitt auf 8 mM erhoht. Nach 182 s wurde die Begasung von Carbogen auf
Stickstoff umgestellt. Das erste Bild zeigt das Hirnstammgewebe nach Stickstoffgabe und 60
s vor der Auslosung der HSD. Ab dem zweiten Bild wird die Entstehung der HSD im Nucleus
trigeminus und die Ausbreitung in Richtung Mittellinie verdeutlicht. Dabei dringt die HSD im
Verlauf in den Nucleus hypoglossus und in die ventrale respiratorische Gruppe ein und geht
Uber die Mittellinie in die kontralaterale Hemisphare tber. 640 s nach Stickstoffgabe wurde
die Reoxygenierung eingeleitet. Das letzte Bild zeigt den Gewebeschnitt 2,5 min nach der

Reoxygenierung.
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4 Diskussion

Die aktuelle Studie konzentriert sich auf die Fragestellung, ob eine HSD im
Hirnstamm der Ratte auslosbar ist und wie sie sich ausbreitet. Es ist die erste Studie,
die das Auftreten der hypoxieinduzierten Spreading Depression (HSD) von
Hirnstammschnitten in vitro beschreibt und eine detaillierte und multiparametrische
Auswertung der SD-Wellen ermdglicht. Im lebenswichtigen Hirnstamm auftretende
SD werden mit Komplikationen in der Atmungs- sowie Herz- und Kreislaufregulation

in Zusammenhang gebracht.

4.1 HSD-Ausl6sung im Hirnstamm

Da im Gegensatz zu chemischen Verbindungen hypoxieinduzierte SD schneller
auszulésen sind und durch Sauerstoffgabe wieder auf das Ausgangsniveau
zuruckgefuhrt werden konnen, wurden in den einzelnen Hirnstammarealen durch
Sauerstoffentzug SD-Wellen ausgel6st. Hinzu kommt, dass durch transiente Hypoxie
keine mechanische und chemikalische Verletzung des Gewebes stattfindet. Dies ist
wichtig, wenn man wiederholt SD-Episoden auslésen oder pharmakologische Effekte
untersuchen will. Das Hirnstammgewebe weist eine geringe Anfalligkeit fir die
Entstehung von SD auf. Es wird angenommen, dass dies auf das grol3e interstitielle
Volumen und auf die hohe Gliazelldichte im Hirnstamm zuriickzufiihren ist, welches
einer SD- und HSD-Entstehung entgegenwirkt (Bures et al. 1974). In friheren
Versuchen wurden die Hypoxieeffekte und andere metabolische Veranderungen im
Hirnstammnetzwerk (Ballanyi et al. 1992, Cowan and Martin 1992, Jiang et al. 1992,
Xia et al. 1992) in Perfusionskammern mit niedrigen Temperaturen und erhéhtem
Glukosespiegel (30 mM) analysiert. Sowohl die niedrigen Temperaturen als auch der
erhohte Glukosespiegel wirken sich ungunstig auf die Entstehung einer HSD aus
(Gerich et al. 2006, Schurr et al. 1987, Takaoka et al. 1996). Durch Richter et al.
wurde erstmals belegt, dass SD in anasthesierten infantilen Ratten durch KCI-
Applikation hervorgerufen werden kann (Richter et al. 2003), vorausgesetzt die
vorherige Zufuhr einer Lésung mit Natriumacetat setzt die CI" vermittelte Inhibition

herab. KCI und Natriumacetat werden ebenfalls benétigt, um SD im Kleinhirn
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auszulosen (Nicholson 1984) und in der Retina die SD-Ausbreitung zu erleichtern
(Martins-Ferreira et al. 1974).

In dieser Untersuchung wurde das K" in den Gewebeschnitten ungefahr 20 Minuten
vor der Hypoxie-Induktion auf 8 mM erhoht. Eine K'-Erhohung in den
Gewebeschnitten wird oft vorgenommen, um die neuronale Erregbarkeit zu erhéhen
(Funke et al. 2007, Smith et al. 1991). Dadurch wird das neuronale
Membranpotential naher zur Reizschwelle verschoben, wodurch eine SD schneller
ausgelost werden kann. AuRerdem verstarkt eine K*-Erhéhung einen persistierenden
Na*-Strom (Somjen und Miiller 2000), welcher wiederum die neuronale Erregbarkeit
erhoht. In der Tat konnte durch die K*-Erhohung die HSD-Ausbreitung erleichtert
werden und die HSD traten viel zuverlassiger auf. Die einzelnen HSD-Episoden
unterschieden sich kaum in ihren Parametern.

Wie bereits belegt, lassen sich HSD bei normalem K*-Niveau (3,5 mM) in neonatalen
Gewebeschnitten auslésen. Im Gegensatz dazu reicht bei anasthesierten Ratten
Hypoxie alleine nicht aus, um eine SD auszulésen. Nur in Kombination mit einer KCI-
Zufuhr l&sst sich eine SD-Welle auslosen. Dies lasst vermuten, dass HSD in akuten
Hirnstammschnitten eine niedrigere Schwelle zur Auslosung einer SD haben, als
unter in-vivo-Bedingungen. Ein méglicher Grund kdnnte die Betaubung wahrend der
in-vivo-Aufnahmen sein. Die durch das Fehlen der Durchblutung bedingte
Unterbindung der Sauerstoffzufuhr und die weniger wirksame K*-Clearance aus dem
Extrazellularraum konnten ebenfalls Faktoren fur die erhéhte Anfalligkeit fur HSD in
in-vitro-Gewebeschnitten sein. Trotzdem liegt ein gro3er Vorteil der Slicepraparation
darin, dass dadurch multiparametrische Aufnahmen und eine nichtinvasive optische
Analyse ermdéglicht werden. Die aufgezeichneten DC-Potentialverschiebungen von
neonatalen Hirnstammschnitten zeigten einen typischen Verlauf, welcher auch von
anderen Hirnregionen bekannt ist. Deren Amplituden von bis zu -26 mV beweisen,
dass ungeachtet ihrer heterogenen zellularen Hirnstammstruktur ein ausreichend
hoher Grad an neuronalen Depolarisationen beobachtet werden kann. Anhaltende
negative DC-Potentialverschiebungen wie bei KCI induzierten SDs (Richter et al.
2003) konnten nicht beobachtet werden. Nach Reoxygenierung konnten sich alle
Slices komplett erholen.
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4.2 Die raumzeitliche Analyse durch intrinsische optisc he
Signale (10S)

Die Aufzeichnung der intrinsischen optischen Signale (I0S) ermdglichte die
ausfuhrliche raumzeitliche Analyse der HSD im Hirnstamm. Durch die alleinige
Verwendung der Mikroelektroden in den Versuchen waren viele HSD-Episoden
unentdeckt geblieben. Speziell in adulten Hirnstamm, wo HSD auf den NTS begrenzt
waren, hatten sonst die SDs nicht registriert werden kénnen. Durch die I0S-Analyse
wurde der Nucleus trigeminus im neonatalen Hirnstamm als bevorzugter
Entstehungsort der HSD identifiziert. Die 10S-Analyse lieferte ebenfalls den Beweis
fur die Ausbreitung der HSD in den NTS, VRG, Nucleus hypoglossus und
gelegentlich in die kontralaterale Hemisphare. Das bevorzugte Auftreten der HSD im
Nucleus trigeminus deckt sich mit den in-vivo-Experimenten von Richter und
Kollegen (Richter et al. 2003). AufRerdem wurden Veranderungen in der
Herzfrequenz, beim arteriellen Blutdruck sowie eine gestdrte Atmung beobachtet
(Richter et al. 2008). Dadurch lasst sich feststellen, dass SD-Wellen in vivo eine
Auswirkung auf das kardiorespiratorischen Zentrum im Hirnstamm haben. Eine
raumzeitliche Analyse konnte von Richter und Kollegen aufgrund ihrer
Elektrodenanordnung nicht durchgeftihrt werden. Eine Ausbreitung der SD-Welle in
die kontralaterale Hemisphare wurde ausgeschlossen (Richter et al. 2003). Dennoch
sollte beachtet werden, dass die genaue Ausbreitung der HSD-Episoden in vivo
aufgrund der komplexen Gewebebeschaffenheit und der effizienteren Sauerstoff-

versorgung von in vitro abweichen kann.

4.3 HSD-Ausl6sung im Hirnstamm adulter Ratten

Im Gegensatz zu anderen Hirnregionen muss der Hirnstamm als Atmungs- und
Kreislaufzentrum bereits bei der Geburt funktionsfahig sein. Dies konnte erklaren
warum im neonatalen Hirnstamm HSD zuverldssig ausgeldst werden kénnen.
Jedoch entwickelt der Hirnstamm mit seiner Reifung eine relative Resistenz gegen
SD-Wellen. Die Anfalligkeit des neokortikalen und hippokampalen Gewebes fir HSD
ist ebenfalls altersabhéngig. Der kompetitive GABAA-Rezeptor-Antagonist Picrotoxin,
4-Amonopyridin und niedrige Mg**-Lésungen lésen SD am stérksten in juvenilen
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(P13-P16) neokortalen Slices aus (Wong und Yamada 2001) und 4-Aminopyridin 10st
SD im Hyppokampus im Alter von P11-P20 aus (Psarropoulou und Avoli 1993). In
beiden Studien nahm die SD-Wahrscheinlichkeit mit zunehmendem Alter ab. In
friheren Versuchen wurde von Richter und Kollegen dargelegt, dass am Hirnstamm
durch die Applikation von KCI SD ausgeldst werden konnen. Laut der Studie sei es
nur bei juvenilen Ratten bis zum postnatalen Tag 13 (Richter et al. 2003) moglich.

In dieser Versuchsreihe wurde eine SD durch die Zufuhr einer Lésung, bestehend
aus Acetat anstatt von Chloridionen, ausgeldst. Die Hypoxie durch 2 Minuten Atmung
mit 6% O, in N, hatte denselben Effekt. In den Versuchen stellte sich heraus, dass
es nicht moglich ist, zuverlassig SD in adulten Tieren auszulésen. Im Gegensatz zu
den Versuchen von Richter und Kollegen, die den gesamten Hirnstamm mit einer
KCI-Lésung behandelt haben, wurde bei den Versuchen zu dieser Arbeit bei
Gewebeschnitten in verschiedenen Kerngebieten die Sauerstoffzufuhr unterbunden.
Desweiteren bot sich die Maoglichkeit, sowohl elektrische als auch optische
Messungen an den Gewebeschnitten durchzufuhren. In den Experimenten an
adulten Gewebeschnitten konnten durch Hypoxie mit 8 mM K*-Lésung nur langsame
DC-Potentialveranderungen registriert werden.

Lediglich im Nucleus tractus solitarii (NTS) kam es zu typischen DC-
Potentialverdnderungen. Dies legt nahe, dass nur im NTS durch einen
ausreichenden Grad an neuronalen Depolarisationen HSD ausgelost werden

kdnnen.

4.4 Fluoracetatvergiftung der Gliazellen im Hirnsta ~ mm

Fluoracetat und sein toxischer Metabolit Fluorcitrat verursachen eine Inhibition der
Aconitase (Fonnum et al. 1997). Aconitase katalysiert die Umwandlung von Citrat in
Aconitat und umgekehrt und es ist ein lebensnotwendiges Enzym des Citratzyklus
(Horn et al. 2005). Beide Substanzen werden im Hirngewebe von den Gliazellen
aufgenommen und fuhren zur Inhibition des glialen Citratzyklus. Es wurden bereits
diverse Versuche mit Fluoracetat durchgefuhrt. Im Neokortex durchgefiihrte
Versuche hatten gezeigt, dass es durch das gliaspezifische Gift Fluoracetat zum
Absinken der glialen Funktion kommt. Durch die Energieknappheit in den Gliazellen
wird das neuronale Gewebe anfallig fir eine SD und somit erh6ht sich das Risiko

eines neuronalen Schadens (Largo et al. 1997 a). In einem weiteren Versuch wurde
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der Effekt des Fluoracetats auf das hippokampale Gewebe untersucht. Durch den
Einsatz von Fluoracetat kam es zu keiner Anderung in der SD-Entstehung. Die
Ergebnisse lieBen den Schluss zu, dass normal funktionierende Gliazellen nicht
bedeutsam fiir das Auftreten und die Ausbreitung einer SD sind (Largo et al. 1997 b).
Um die Anfalligkeit der Hirnstammneurone auf Fluoracetat zu testen, wurden die
Gliazellen der adulten Tiere mit Fluoracetat vergiftet. Es wurde angenommen, dass
die erhdhte Anzahl der Gliazellen bei adulten Tieren eventuell protektiv gegen die
Auslésung einer SD-Welle wirken und sich somit eine SD schwieriger auslésen lasst
als bei neonatalen Tieren. Zunachst wurden die Versuche mit einer ACS-L6sung
durchgefuhrt. In weiteren Versuchen wurden die Gewebeschnitte mit einer 5 mM
Fluoracetatlésung behandelt. Die Fluoracetat-Intoxikation der Gliazellen rief jedoch
keinen wesentlichen Unterschied in der Auslésung der SD hervorgerufen. Daraus
lasst sich schlieRen, dass bei adulten Tieren die erhdhte Anzahl der Gliazellen
keinen protektiven Effekt darstellten und somit keinen Einfluss auf die Auslésung und
Ausbreitung einer SD hatten. Die bereits schwer eingeschrankte Ausbreitung der
HSD im adulten Hirnstamm schien durch die Vergiftung noch weiter eingeschrankt zu
sein. Dies lasst annehmen, dass Fluoracetat auch funktionell die Hirnstammneurone

beeintrachtigt.

4.5 Die Beteiligung GABA-und glycinerger Rezeptoren

Als wesentlichste Vertreter inhibitorischer Transmitter des zentralen Nervensystems
seien Glycin und Gammaaminobuttersdure (GABA) erwéhnt. Die betreffenden
Rezeptorkandle sind Glycinrezeptoren, die vorwiegend im Hirnstamm und
Ruckenmark exprimiert sind und GABAa-Rezeptoren, die hauptsachlich im Kortex
und Cerebellum vorkommen. Glycin- und GABAAa-Rezeptoren zdhlen zu den
transmittergesteuerten Chloridkanalen, da sie eine hohe Selektivitat fir negativ
geladene Chloridionen besitzen. Die intrazellulare Chloridkonzentration ist
ausschlaggebend dafir, wie die Wirkung von Glycin- und GABAa-Rezeptoren auf
das Membranpotential ausfallt. Ist die intrazellulare Chloridkonzentration niedrig,
fuhrt die Offnung dieser ligandengesteuerten Kanale zu einer Hyperpolarisation der
postsynaptischen Membran und somit zu einer Stabilisierung des Ruhezustands.

Wenn jedoch die intrazellulare Chloridkonzentration erhodht ist, wie es z.B. bei
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pathologischen Zustanden und wahrend der Embryonalentwicklung der Fall ist, dann
hat die Aktivierung ligandengesteuerter Chloridkanale entweder eine geringer
ausgepragte Inhibition zur Folge oder kann sogar zu einer Depolarisation der
postsynaptischen Membran fihren (Schmidt et al. 2004). Die GABAa vermittelten
postsynaptischen Potentiale wirken in vielen Hirnbereichen wahrend der
Embryonalentwicklung und in der frihen postnatalen Phase exzitatorisch. Wie
bereits erwahnt, wirken bei neonatalen Tieren die GABA- und glycinergen Synapsen
aufgrund des Ungleichgewichts des Chlorid-lonenverhaltnisses zunachst
exzitatorisch und erst bei fortschreitender Entwicklung inhibitorisch. Nach dem
vierten postnatalen Tag dreht sich das Chlorid-Gleichgewichtspotential um und wirkt
fortan nur noch inhibitorisch (Ritter und Zhang 2000).

Um herauszufinden, ob die GABAa- und Glycin-Rezeptoren im Zusammenhang mit
der Entstehung einer SD-Welle stehen, wurde die exzitatorische und inhibitorische
Wirkung der neonatalen GABAa- und Glycinrezeptoren durch die Antagonisten
Bicucullin und Strychnin aufgehoben. Bicucullin ist ein GABAa-Antagonist und
Strychnin ist ein Glycinantagonist. Bei den durchgefuhrten Versuchen hat sich weder
eine Verdnderung in der Zeit bis zur Auslosung einer SD (At) noch eine
Amplitudenveranderung (AmV) gezeigt. Bei adulten Tieren wirken die GABAa-
Rezeptoren und die Glycinrezeptoren inhibitorisch. Falls die GABAa-
beziehungsweise Glycinrezeptoren einen ausschlaggebenden Effekt auf die
Auslosung einer SD-Welle haben sollten, miusste durch die Aufhebung der
inhibitorischen Wirkung bei adulten Tieren durch die Antagonisten Bicucullin und
Glycin eine SD-Welle friher auftreten als bei Versuchen, die lediglich in einer ACS-
Losung durchgefihrt worden sind. Die durchgefuihrten Versuche haben jedoch
gezeigt, dass auch bei adulten Tieren durch die Blockade der GABAa- und
Glycinrezeptoren die SD-Wellen nicht friher auftraten.

Das Ergebnis lasst die Vermutung zu, dass die GABAa- und Glycinrezeptoren weder
bei neonatalen noch bei adulten Tieren eine ausschlaggebende Rolle bei der

Auslésung einer SD-Welle spielen



48 Diskussion

4.6 Funktionelle Auswirkungen der HSD im Hirnstamm

4.6.1 Migrane und Basilarismigrane

Bei Migrane handelt es sich um eine erblich bedingte Funktionsstérung des Gehirns,
die zu einer Fehlfunktion der Sinnesverarbeitung fuhrt. Zu den typischen klinischen
Symptomen zahlen Kopfschmerzen, Photophobie und Ubelkeit (Sprenger und
Goadsbhy 2009). Zu dieser Sinnesbeeintrachtigung kommt es durch das Auftreten
einer SD, die sich tber den Kortex ausbreitet (Lauritzen 1994). Seit langerem werden
auch SD-Wellen im Hirnstamm fir die Entstehung von Migrdne verantwortlich
gemacht (Cutrer und Baloh 1992). Entgegen friherer Ansicht handelt es sich bei der
Migrane um eine neurogene Funktionsstérung. Genetische Studien brachten hervor,
dass einige Migraneformen durch Genmutation zum transmembranen
lonenungleichgewicht fuhren. Dieses Ungleichgewicht kann die Ursache fir die
Migraneattacken sein. Durch neurobildgebende Versuche konnte gezeigt werden,
dass es wahrend der Migraneattacken nicht nur im Kortex, sondern auch im
Hirnstamm zu unregelmafigen Aktivitaten kommen kann. Laut dieser Studie kann es
bei einer Migraneattacke durch Trigemniusreizung zum trigemino-vaskularen Reflex
und dadurch bedingter Dilatation der Meningealgefal3e kommen. In den Wanden
dieser Blutgefale kommen Schmerz- und Dehnungsrezeptoren des Nervus
trigeminus vor, die bei einem Migraneanfall aktiviert werden und zum Kopfschmerz
fuhren kénnen (Martins 2009). In einer weiteren Studie konnte ebenfalls festgestellt
werden, dass der Hirnstamm an der Pathophysiologie der Migrane malfigeblich
beteiligt ist. Anhand der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) wurde bei
Menschen wahrend eines Migraneanfalls die Blutflussanderung aufgezeichnet. Dem
PET nach zu urteilen fuhrte ein Migraneanfall zu erhohtem Blutfluss im Hirnstamm
(Weiller et al. 1995).

Die Basilarismigrane ist eine besondere und sehr seltene Migraneform. Man
bezeichnet sie auch als basilare Migrane oder Bickerstaff Syndrom. Sie wird von
fokalen neurologischen Symptomen begleitet, die aus dem Hirnstamm resultieren.
Diese filhren zu einer Dysfunktion der Regionen, die durch die Basilarisarterie und
ihre Aste versorgt werden (Moreno et Diez-Tejedor 1997). Uber die Haufigkeit der
Basilarismigrane gibt es keine genauen Angaben. Von der Basilarismigrane sind

meist junge Menschen, sprich Kinder, Jugendliche und junge Erwachsene betroffen.
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Der Ausbruch der Krankheit tritt in den meisten Fallen vor dem 25. Lebensjahr auf.
Wahrend der Aura, die einer Basilarismigraneattacke voraus geht, konnen rever-
sible Symptome, wie z.B. Dysarthrie, Vertigo, Tinnitus, Doppelbilder, Sehstérungen
auf beiden Augen, Ataxie sowie Bewusstseinsbeeintrdchtigungen auftreten
(Kozubski 2005). Die Basilarismigrane entsteht durch eine Durchblutungsstérung in
bestimmten Hirnbereichen. In den von Kirchmann und Kollegen durchgefihrten
Versuchen trat die Basilarismigréane bei 10 % der Migrane-Patienten mit Aura auf.
Die Basilarismigrane hatte eine durchschnittiche Dauer von 60 Minuten und
beinhaltete in 61 % Schwindel, 53 % Dysarthrie, 45 % Tinnitus, 45 % Diplopie, 40 %
bilaterale visuelle Symptome, 24 % bilaterale Parasthesien, 21 % herabgesetzte
Schwelle zu Bewusstlosigkeit, Hypakusie und 5 % Ataxie. Diese Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Basilarismigrane offensichtlich bei jedem Migrane-Patienten
mit typischer Aura auftreten kann. Es gibt somit keinen Beweis, dass die
Basilarismigrane eine unabhangige Krankheit von Migrane ist (Kirchmann et al.
2006).

Die Tatsache, dass SD-Wellen im Hirnstamm fir die Entstehung der Migrane bzw.
der Basilarismigrane verantwortlich gemacht werden, waren der Anlass, fur diese
Arbeit die verschiedenen Nervenkerne des Hirnstamms in Hinblick auf Hypoxie zu
untersuchen. Durch die hierzu durchgefiihrten Versuche konnte festgestellt werden,
dass in adulten Tieren im NTS-Bereich SD-Wellen ausgelost werden kdnnen. Dieser
Bereich konnte daher eine wichtige Rolle bei der Entstehung der Migrane bzw.

Basilarismigrane spielen und bedarf weiterer Untersuchungen.

4.6.2 Der plotzliche Kindstod

Der plétzliche Kindstod ist ein unerklarlicher Tod eines Sauglings im ersten
Lebensjahr. Der Begriff ist auch unter der englischen Abkirzung SIDS (Sudden
Infant Death Syndrome) bekannt (Huang und Cheng 2006). Er gilt in den
Industriestaaten als haufigste Todesursache von Kleinkindern. Trotz des Riuckgangs
der Pravalenz in den letzten zwei Jahrzehnten ist der plétzliche Kindstod in den
Industriestaaten eine der fihrenden Todesursachen bei Kindern zwischen einem
Monat und einem Jahr. Der plétzliche Kindstod ist durch einen spontanen
Atemstillstand gekennzeichnet und wird auf die genetische Disposition zurtickgefihrt.

Ferner hat sich in epidemiologischen Untersuchungen gezeigt, dass die seitliche und
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geneigte Position der Kleinkinder im Schlaf, ein weiches Bett und das Uberheizen
Grunde fur einen plétzlichen Kindstod sein kénnen. Der Grund dafir ist zwar nicht
bekannt, dennoch sind das unreife kardiorespiratorische Kontrollsystem und der
Verlust der Schlafempfindlichkeit wichtige Faktoren (Moon et al. 2007). Die
tatsachliche Ursache fur den plétzlichen Kindstod bleibt jedoch unbekannt.

In postmortalen Hirnstammstudien wurden Verdnderungen in den Serotonin-
neuronen solcher Kinder nachgewiesen. Mechanismen, durch die die Serotonin-
homdoostase den plotzlichen Kindstod verursachen kdnnte, sind nicht bekannt. Durch
Versuche an Mausen wurde bewiesen, dass es durch die Anderung der
autoinhibitorischen Kapazitat von serotonergen Neuronen und einer Uberexpression
von Serotonin 1A Autorezeptoren zu einer Hypothermie und Bradykardie in gewissen
Entwicklungsstadien kam, die schlussendlich zum Tod flhrten. Diese Ergebnisse
zeigen, dass die UberméafRige Serotoninautoinhibition ein Risikofaktor fir autonome
Dysregulation ist, und liefern einen mdglichen Mechanismus fir die Rolle von
veranderter Serotoninhomoostase beim plétzlichen Kindstod. Es sind jedoch
detaillierte Untersuchungen erforderlich, um die Ursachen aufzudecken (Audero et
al. 2008). In einer weiteren Untersuchung wurde entdeckt, dass Jungen flr den
plotzlichen Kindstod anfélliger sind als Madchen (Paterson et al. 2006).
Uberraschenderweise schwacht die Aktivierung des 5-HT1A-Rezeptors die SD im
kortikalen Gewebe ab (Kruger et al. 1999). Dies lasst vermuten, dass die intakte
Serotoninsignalibertragung die Anfélligkeit des neuronalen Gewebes fur SD
herabsetzt. Au3erdem fiihrt Hyperthermie zur erh6hten SD-Anfalligkeit und kann so
spontane SD-Wellen auslésen (Wu und Fisher 2000).

In den durchgefiuihrten Versuchen hat sich gezeigt, dass der neonatale Hirnstamm
eine mogliche Rolle bei der Entstehung des plotzlichen Kindstod spielen kénnte.
Durch die Aufnahme des intrinsischen optischen Signales hat sich herausgestellt,
dass der Nucleus trigeminus einen bevorzugten Ursprung der hypoxieinduzierten SD
im neonatalen Hirnstamm darstellt. Diese Erkenntnis konnte fir die weitere
Forschung nach der Ursache des plotzlichen Kindstods eine bedeutende Rolle

spielen.
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5 Zusammenfassung

—
0,5 mm
Abbildung 19 Der schematische Verlauf einer typischen HSD-Welle am

Transversalschnitt eines Gewebeschnittes nach Nissl-Farbung. Die HSD wird innerhalb des
Trigeminuskerns ausgeldst und breitet sich medial und ventral in den VRG und Nucleus
hypoglossus aus. Gelegentlich Gberschreitet die HSD die sagittale Mittellinie und dringt in die
kontralaterale Hemisphére ein.

Die SD ist eine sich langsam von einem Punkt aus wellenartig durch das neuronale
Gewebe ausbreitende massive Depolarisation von Neuronen und Gliazellen. Das
Auftreten der SD wird mit den Krankheitsbildern der Epilepsie, der Migrane, des
plotzlichen Kindstods und Hirnverletzungen sowie der Apoplexia Cerebri
(Schlaganfall) in Zusammenhang gebracht. Das Phanomen der Spreading
Depression wurde bereits ausgiebig im Kortex und Hippokampus untersucht. Uber
die Anfalligkeit des Hirnstammes fur SD-Wellen ist bis jetzt jedoch relativ wenig
bekannt.

Um die Anfalligkeit des Hirnstammes zu untersuchen, wurden transversale
Gewebeschnitte (400 um) neonataler, juveniler und adulter Ratten in einer Interface-

Versuchskammer einer schwere Hypoxie ausgesetzt. In neonatalen Ratten
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erschienen nach 4-6 Minuten schwerer Hypoxie HSD-Wellen, wohingegen in adulten
Gewebeschnitten sich sogar nach 20 minitiger Hypoxie keine SD-Wellen mit
vergleichbaren Amplituden auslésen liel3en. In neonatalen Slices kam es zu starken
DC-Potential-Auslenkungen, jedoch war die Ausbreitungsgeschwindigkeit der
Hypoxie-induzierten Spreading Depression (HSD) geringer als in anderen
Hirnregionen. Die pl6tzliche extrazellulare DC-Potential-Veranderung von ca. -20 mV
zeigte das typische Profil, welches auch von anderen Hirnregionen bekannt ist und
wurde von einem intrinsischen optischen Signal (I0S) begleitet. Sobald eine HSD
auftrat, kam es zu einem intrinsischen optischen Signal, das von einem pl6tzlichen
Anstieg der Lichtreflexion gepragt war. Es lie3en sich fur jeden einzelnen Slice bis zu
jeweils drei HSD-Episoden auslésen. Die Elektroden wurden in verschiedene
Hirnstammkerne positioniert. Um die raumlich-zeitliche Komponente zu analysieren,
wurde das intrinsische optische Signal einer SD aufgenommen. Im Laufe der
Versuche zeichnete sich ab, dass sich die HSD hauptsachlich innerhalb des
Trigeminuskerns auslésen lieBen und sie sich danach medial und ventral
ausbreiteten sowie in den Nucleus hypoglossus und in die ventrale respiratorische
Gruppe eindrangen. Gelegentlich Uberschritten die HSD-Episoden die sagittale
Mittellinie und drangen in die kontralaterale Hemisphére ein (Abbildung 19). Im
Vergleich dazu bleibt die SD im Kortex in der Regel auf eine Hemisphére beschréankt
(Le&do 1944). Nach den optischen Signalen zu urteilen, breiteten sich die HSD-Wellen
diskontinuierlich und oft von verschiedenen Orten aus aus. Dies konnte auf die
unterschiedliche Struktur des Hirnstammes zurlckzufiihren sein. Nach der Re-
Oxygenierung erholte sich der Hirnstammschnitt von der HSD rasch und es konnte in
der elektrischen Messung eine Riuckkehr auf die prahypoxische Ausgangslinie
beobachtet werden.

Um herauszufinden, ob die GABA- und Glycin-Rezeptoren im Zusammenhang mit
der Entstehung einer SD-Welle stehen, wurden sowohl die exzitatorische und
inhibitorische Wirkung der neonatalen als auch die inhibitorische Wirkung der adulten
GABA- und Glycinrezeptoren durch die Antagonisten Bicucullin und Strychnin
aufgehoben. Es zeigte sich, dass GABA- und Glycin-Rezeptoren einer Entstehung
der SD nicht entgegenwirken.

Des Weiteren stellte sich heraus, dass durch die Gliazellintoxikation mit Fluoracetat
keine Veranderung in der Entstehung einer SD zu beobachten ist und dass

Gliazellen im Hirnstamm nicht der einzige protektive Faktor gegen SD sind.



53 Zusammenfassung

Bei adulten Tieren beschréankte sich die SD auf den Nucleus tractus solitarii (NTS)
und breitete sich nie ins Atemzentrum aus, wohingegen sich die SD bei neonatalen
Tieren bis ins Atemzentrum ausbreitete. Es konnte gezeigt werden, dass sich im
neonatalen Hirnstammgewebe zuverlassig HSD-Wellen erzeugen lassen. Es konnte
ebenfalls beobachtet werden, dass sich im Nucleus tractus solitarii (NTS) der adulten
Tiere HSD-Wellen ausldsen lassen. Diese Erkenntnis konnte von grof3er Wichtigkeit
fur die pathologischen Zustande wie Basilaris-Migrane, Hirnstamminfarkt und den

plétzlichen Kindstod sein.
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6 Abklrzungsverzeichnis

ACSF: Atrtifizielle cerebrospinale Flussigkeit
ATP: Adenosintriphosphat

CGRP: Calcitonin Gene-Related Peptide
ECoG: Elektrokortikogramm

EEG: Elektroenzephalogramm

GABA: Gamma-Aminobuttersaure

GFAP: Glial Fibrillary Acidic Protein

HSD: hypoxic spreading depression (Hypoxie-induzierte spreading depression)
IOS: intrinsische optische Signale

NCL: Nucleus

NMDA: N-Methyl-D-Aspartat

NTS: Nucleus tractus solitarii

PET: Positronen-Emissions-Tomographie
SD: Spreading Depression

VRG: Ventrale respiratorische Gruppe
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