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1 Einleitung

1.1 Spreading Depression

1.1.1 Grundlegende Bemerkungen

Unter dem von Aristides Ledo im Jahr 1944 erstmals beschriebenen
elektrophysiologischen Ereignis einer Spreading Depression (SD) versteht man die
nahezu vollstindige und schnelle Depolarisation von Neuronen und Gliazellen im
Hirngewebe einhergehend mit einem Verlust der neuronalen Aktivitit (Miiller und
Somjen 2000a, Somjen 2001). Man unterscheidet die klassische normoxische SD,
welche durch erhohte Kaliumkonzentration, Glutamat, mechanische Reizung,
Hypotonie, alkalische pH-Werte und Hyperthermie ausgelost werden kann, von der
hypoxieinduzierten SD (Somjen 2001). Letztere wird durch Sauerstoffentzug oder
durch Cyanid in Form einer chemischen Anoxie erzeugt (Somjen 2001, Gerich et al.
2006). Dabei kommt es zu einer massiven Umverteilung der Ionen zwischen Zytosol
und Interstitium. Andere in der Literatur synonym verwendete Begriffe sind ,,terminale
Depolarisation®, ,,anoxische Depolarisation® und ,,schnelle Depolarisation* (Somjen

2001, S. 1066).

In der extrazelluldren Ableitung des DC (direct current)-Potenzials konnen wéhrend
einer SD Spannungsverianderungen in der GroBenordnung von -15 bis -30mV registriert
werden, die die massive Depolarisation von Neuronen und Gliazellen widerspiegeln. In
Neuronen tritt nach der anfinglichen Depolarisation kurzzeitig eine Repolarisation ein,
welcher eine massive terminale Depolarisation folgt (Somjen 2001). Neurone und
Gliazellen sind in unterschiedlicher Weise an diesen Vorgingen beteiligt (Miiller und

Somjen 2000a).

Fir die Wertung einer Messung als authentische SD gilt eine rasche

DC-Potenzialnegativierung von mehr als -10mV als Bedingung, sofern die Messung in



Standard—ACSF-Losung (ACSF-artificial cerebrospinal fluid) erfolgt (Miiller und
Somjen 2000a).

Bisher wurde von der Spreading Depression (SD) gesprochen und nihere
Bezeichnungen wie ,hypoxisch® oder ,,normoxisch® wurden hinzugefiigt, um dieser
Unterscheidung durch manche Autoren gerecht zu werden. In der weiteren Arbeit
verwende ich fiir die SD iiberwiegend das Kiirzel ,,HSD* (hypoxieinduzierte Spreading
Depression), weil durch die angewendeten Methoden entweder eine Hypoxie durch
Sauerstoffentzug oder eine chemisch induzierte Anoxie, z. B. mit Cyanid, durch

Blockierung mitochondrialer Strukturen zum Eintritt der Spreading Depression fiihrt.
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Abb. 1: DC-Potenzialdnderung wihrend einer HSD in Standard—ACSF. Ergéinzend ist
die Anzahl der Belichtungsreihen fiir die Registrierung der Lichtreflexion im Gewebe
dargestellt.

1.1.2 Tonenumverteilung bei einer HSD und die Rolle der Mitochondrien

Zundchst mochte ich auf die einer HSD zugrunde liegenden ionalen Verdnderungen an

den Neuronen eingehen. Sauerstoffentzug fithrt wie auch eine Minderdurchblutung zu



einem Riickgang der ATP-Synthese (Adenosintriphosphat-Synthese). Somit kann die
Na'/K*-ATPase ihrer stabilisierenden Funktion auf das Membranpotenzial nicht mehr
im ausreichenden Malle nachkommen. Die Neurone Offnen zum Eigenschutz
K*-Kaniile, bevor ATP depletiert ist (Miiller 2005). Das fiihrt zu einem Kaliumausstrom
ins Interstitium iiber Katp— und / oder K.,—Kanile (Miiller und Somjen 2000b). Die
Aktivierung der Karp—Kanidle kann dabei unabhingig vom Vorhandensein von ATP
erfolgen (Miiller 2005). Es kommt zu einer allméhlichen extrazelluliren Akkumulation
von Kaliumionen auf eine Konzentration von etwa 15mM vor der HSD und iiber 50mM
am Gipfel der HSD, was mehr als dem Vierzehnfachen der normalen
Kaliumkonzentration von 3,5mM im Ruhezustand entspricht (Miiller und Somjen
2000a, Miiller 2005). Diese bedingt eine hohere Erregbarkeit der Neurone und fiihrt zu
deren Depolarisation (Miiller und Somjen 2000b).

Der Kaliumverlust aus den Neuronen setzt einen selbst regenerativen Prozess in Gang.
Die Kaliumionen im Interstitium fithren zur weiteren neuronalen und glialen
Depolarisation, welche wiederum einen Kaliumausstrom zur Folge hat. Zudem kommt
es zu einem Na'-Einstrom in die Neurone. Letztlich geht dadurch die neuronale
Erregbarkeit komplett verloren (Somjen 2001). Der Kaliumausstrom beginnt bereits vor
Eintritt der HSD. Die Natriumkonzentrationen im Zellinneren und im Interstitium
bleiben zu diesem Zeitpunkt noch unverdndert. Wahrend der HSD fillt die interstitielle
Natriumkonzentration von einem Ausgangswert, der etwa 155mM betrdgt, auf
durchschnittlich ca. 65mM ab und nihert sich im zeitlichen Verlauf nach ein bis zwei
Minuten mittleren Werten von ungefihr 90mM an. Dieser Natriumeinstrom ist ebenso
wie eine initial ausreichend hohe Konzentration von Natriumionen im interzelluldren
Raum noétig, um eine HSD auszulésen. Der Natriumeinstrom erfolgt u. a. tiber TTX-

sensitive Na*-Kanile und Glutamatrezeptoren (Miiller und Somjen 2000a,b).

In den hippokampalen Pyramidenzellen der CAl-Region kommt es durch die
Depolarisation auch zum Kalziumeinstrom in die Neurone, welcher eine irreversible
Zellschiadigung hervorrufen kann (Somjen 2001, Miiller 2005). Das geschieht zum
einen iiber die positive Riickkopplung auf die Depolarisation und zum anderen durch

die Aktivierung proteolytischer Enzyme (Miiller und Somjen 2000b, Miiller 2005). Die



Entstehung und Ausbreitung einer HSD ist aber nicht an das Vorhandensein von
Kalziumionen im Interstitium gebunden. Auch in kalziumfreier Losung konnen HSDs
erzeugt werden. Die extrazellulire Konzentration von Ca®*-Ionen sinkt wihrend der
HSD von einem Ausgangswert von 1,2-1,5mM auf <0,3mM ab. Die
Kalziumfreisetzung aus intrazelluldren Speichern, wie z. B. den Mitochondrien,
wihrend einer HSD trigt ebenfalls zum Anstieg des intrazellulidren Ca®* bei (Somjen

2001).

Des Weiteren steigt die extrazellulire Konzentration der Magnesiumionen im
Hippokampusgewebe wihrend einer HSD an. Das ist durch das Ablosen von
ATP-gebundenen Magnesiumionen und durch die Freisetzung von Mg”* aus
Zytoplasma, Mitochondrien und Zellkern ins Interstitium zu erkldren. Chlorid— und
Hydrogencarbonationen stromen in die Neurone ein und fithren zu einer deutlichen
Zellschwellung (Miiller und Somjen 2000a). Der Neurotransmitter Glutamat wird von
den Neuronen freigesetzt (Somjen 2001). Er ist dazu in der Lage, eine HSD zu
induzieren, und scheint wesentlich zum Neuronenverlust beim Schlaganfall beizutragen
(Glutamat Excitotoxizitit). Die Aktivierung von Glutamatrezeptoren hat einen positiven
Riickkopplungseffekt auf den K*-Ausstrom und den Na'-Einstrom zur Folge (Miiller
und Somjen 2000b).

Die beschriebene Ionenumverteilung ist nicht stochiometrisch (Somjen 2001). Sie ist
bei rechtzeitiger Reoxygenierung, d. h. Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung
innerhalb von einigen Minuten, reversibel (Miiller 2005). Nach Reoxygenierung kommt
es auch zu einer Normalisierung der Summenaktionspotenziale, d. h. die Synapsen sind
wieder funktionell. Dies geschieht in etwa drei bis fiinf Minuten, wobei die interstitielle
Na'-Konzentration ihren Ausgangswert erreicht und die K'-Konzentration zunichst
1,7mM darunter liegt (Ausgangswert [K]=3,5mM) (Miiller und Somjen 2000a). Es ist
moglich, am gleichen Hippokampusgewebe mehrere HSDs auszulésen (Miiller und

Somjen 1998).

Zellmorphologisch gesehen beginnen die elektrophysiologischen Verdnderungen einer

HSD im Dendritenbaum der Neurone und breiten sich von dort in Richtung Zellsoma



aus (Somjen 2001). Die Mitochondriendichte ist in den Dendriten und in deren
Verzweigungen besonders hoch. Mitochondrien spielen wahrscheinlich bei der

Reaktion auf die Hypoxie eine entscheidende Rolle (Miiller und Somjen 2000a).

1.1.3 Rolle der Gliazellen

Auch Gliazellen beeinflussen die Entstehung und Ausbreitung einer Spreading
Depression. Sie spielen aber keine aktive Rolle. Sie nehmen Kaliumionen aus dem
Interstitium auf und mildern somit den massiven Konzentrationsanstieg dieses Kations
ab. Das hat vermutlich einen protektiven Effekt auf die Neurone und verzogert das
Auftreten der SD bzw. HSD. Dennoch ist die Pufferkapazitit der Gliazellen auf ein
gewisses Mal} begrenzt. Die SD wird verzogert, aber nicht verhindert (Miiller und

Somjen 2000a).

Gliazellen nehmen auBBerdem Chloridionen auf, was dhnlich wie bei den Neuronen zur
Zellschwellung fiihrt. Auch Gliazellen depolarisieren deutlich, wenn die extrazellulire
Kaliumkonzentration ansteigt. Die Amplitude dieser glialen Depolarisation ist im
Hippokampusgewebe kleiner als die der neuronalen Depolarisation. Das
Ruhemembranpotenzial der Gliazellen ist negativer und stabiler als das der Neurone
(Somjen 2001). Es liegt mit -85mV unter dem der Neurone (-66,3 bis -62,6mV) und es
werden auch am Gipfel der hypoxischen Depolarisation Potenziale von -25,0mM nicht
tiberschritten (Miiller und Somjen 2000a). Die Gruppe der Gliazellen reagiert wihrend
der HSD einheitlich mit einer Depolarisation, aber es depolarisieren nicht alle Neurone.
Anzumerken ist, dass die Gliazellen eher eine passive Rolle wihrend einer HSD spielen
und ihre Depolarisation durch die strikte Kaliumabhéngigkeit ihres Membranpotenzials

bestimmt wird (Somjen 2001).

1.2 Intrinsische optische Signale

Das elektrophysiologische Ereignis einer HSD wird von gleichzeitig auftretenden
intrinsischen optischen Signalen (IOS) begleitet (Miiller und Somjen 1998, Miiller und

Somjen 1999). Diese Signale entsprechen dem vom Nervengewebe reflektierten Anteil



des eingestrahlten Lichtes. Die IOS sind sowohl als verminderte Transmission als auch
als gesteigerte Lichtreflexion des Gewebes messbar (Miiller und Somjen 1999). Bei den
fiir diese Arbeit durchgefiihrten Versuchen wurde ausschlieBlich die Lichtreflexion des
Gewebes gemessen, wobei sich fiir Reflexion und Transmission ein gegenséitzliches
Verhalten ergibt (Miiller und Somjen 1999). Fiir die Messung von IOS sind somit eine
zusitzliche Lichtquelle sowie die entsprechende Optik (Mikroskop und CCD-Kamera)
zur Registrierung der Signale notig. Wéhrend einer Spreading Depression werden
,milchig weille” Gewebeauthellungen beobachtet, die sich langsam {iber den
Hirnschnitt ausbreiten und die von der SD bzw. HSD betroffenen Areale identifizieren
(Somjen 2001, S. 1071). Fiir diese Beobachtungen sind keine Fluoreszenzfarbstoffe

oder dhnliche Substanzen notig. Daher riithrt die Bezeichnung intrinsische optische

Signale.
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Abb. 2: Zeitliche Verzogerung zwischen SD-Beginn und Zunahme der IOS. Die im
Text beschriebenen Phasen der IOS—Entwicklung sind im zeitlichen Zusammenhang
mit den DC-Potenzialverinderungen dargestellt. Die Abweichung in der
Lichtreflexion wird in % beziiglich des anfangs ermittelten Referenzwertes
angegeben.



IOS eroffnen die Moglichkeit, eine HSD auf nicht invasivem Weg zuverldssig zu
messen. Zudem kann man eindeutig die Gewebeareale bestimmen, die von der HSD
erfasst werden. Die Ausbreitung einer HSD kann im rdumlichen und zeitlichen Verlauf
nichtinvasiv analysiert werden (Miiller und Somjen 1998). Somit ist die detaillierte
Beobachtung einer HSD in ihrer zeitlichen und rdumlichen Entwicklung nicht von der

Anzahl der verwendeten Elektroden abhingig (Somjen 2001).

Im Detail zeigen die I0OS einen mehrphasigen Verlauf. Es ist zu beobachten, dass es
kurz vor der HSD zunichst zu einem Riickgang der Reflexion kommt (Phase 1)
(Abb. 2). Dieser Phase 1 schlieft sich ein schlagartiger Anstieg der Reflexion wéhrend
der HSD an (Phase 2) (Miiller und Somjen 1998). Die Reflexionszunahme beginnt mit
einer geringen zeitlichen Verzogerung von etwa 10 Sekunden nach dem
DC-Potenzialsprung bei HSD-Beginn und erreicht das Maximum etwas nach dem
DC-Peak (Miiller und Somjen 1999). Nachdem die Sauerstoffzufuhr wieder hergestellt
wurde, bildet sich der Reflexionsanstieg allmihlich wieder zuriick (Phase 3). Er liegt
aber immer noch etwas iiber dem vor der HSD ermittelten Ausgangswert (Hepp und
Miiller 2008). Die Verdnderungen der 10S bleiben somit viel ldnger erhalten als die
registrierten DC-Potenzialverdnderungen (Phase 4) (Miiller und Somjen 1998). Die
Erholung in der Phase 4 erfolgt langsamer als die Erholung des DC—Potenzials.

Nun stellt sich die Frage, wie die IOS mechanistisch entstehen. Diese Frage lésst sich
bis jetzt nicht eindeutig beantworten. Verdnderungen im Zytoskelett und in den
Zellorganellen, wie z. B. den Mitochondrien, werden vermutet (Hepp und Miiller 2008).
AuBerdem ist die Zunahme der IOS wihrend einer HSD strikt vom Vorhandensein von
Chloridionen abhingig. Die urspriingliche Annahme, dass die Zellschwellung wéhrend
einer HSD fiir die 10S verantwortlich ist, gilt mittlerweile als widerlegt (Miiller und
Somjen 1999). Wenn man sich ndmlich eine Zelle als einfache Kugel vorstellt, deren
Durchmesser zunimmt, dann wiirde diese das eingestrahlte Licht weniger reflektieren,
weil ihre Oberfliche dann eine geringere Kriimmung aufweist. Zudem wird bei der
Zellschwellung der Zellinhalt verdiinnt. Somit wiirden die Zellen ebenfalls

lichtdurchléssiger und die Reflexion vermindert.



1.3 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit soll es sein, die zur Beobachtung einer HSD genutzten 10S
mechanistisch genauer zu verstehen. lhre genaue Entstehung ist derzeit noch
weitestgehend ungekldrt. Dennoch werden Registrierungen der I0S nahezu

standardmiBig eingesetzt.

0 s HSD onset

0

Abb. 3: Entstehung und Ausbreitung der IOS wihrend einer HSD im Hippokampus
(so stratum oriens, sp stratum pyramidale, st stratum radiatum, DG Gyrus dentatus).
Die Lichtreflexion wird in % des eingangs bestimmten Referenzwertes in Form
verschiedener Graustufen dargestellt. Vor allem die CAl-Region zeigt eine
Reflexionszunahme.

Ein genaueres Verstindnis der IOS konnte so weitere wichtige Hinweise auf den

Mechanismus und die Ausbreitung der HSD liefern. Dies wiederum ist von Interesse fiir



die Erforschung von Ereignissen wie cerebraler Ischdmie, Schlaganfall, Migrine und
Epilepsie (Somjen 2001). Die Reaktion von Nervengewebe auf Hypoxie konnte

ebenfalls besser verstanden werden.

Bisher wurde das zu untersuchende Gewebe in der Regel mit weilem Licht bestrahlt
und die IOS registriert. Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmals eine spektral definierte
Beleuchtung iiber das gesamte sichtbare Spektrum und angrenzende
Wellenldangenbereiche von A=320-680nm durchgefiihrt. Mit der Belichtung in
definierten Wellenldngen soll untersucht werden, ob die IOS in einem oder in mehreren
Wellenldngenbereichen besonders stark oder schwach ausgeprigt sind. So kann man
moglicherweise durch die genaue Analyse die IOS bestimmten Molekiilen,

Zellorganellen oder zelluldren Ereignissen zuordnen.

1.4 Pharmakologische Modulation der HSD und der 10S

Die Auswahl der verwendeten Chemikalien beriicksichtigt die verschiedenen Stimuli,
durch die eine HSD ausgelost werden kann. Hier gibt es zum einen die Moglichkeit
iiber eine Reduktion der Sauerstoffzufuhr eine HSD zu erzeugen. Eine HSD kann aber
auch auf chemischem Weg hervorgerufen werden, indem die Mitochondrien als
Energielieferanten der Zelle direkt in ihrer Funktion behindert werden, so dass sie O,
nicht mehr verwenden konnen. Zudem tragen die Mitochondrien als Zellorganellen

moglicherweise zur Entstehung der IOS bei (siehe Kapitel 1.2, Abschnitt 4).

Es sollen sowohl die HSDs als auch die 10S durch gezielte ionale Manipulation der
Losungszusammensetzung unter Verwendung von kalziumfreier und chloridarmer
Losung in ihrer Auspragung moduliert werden. Auch Effekte, die sich aus
unterschiedlichen Losungsosmolarititen ergeben, sollen beobachtet werden. Vor allem
ist der Aspekt der Zellschwellung zu nennen, der erwartungsgemdll zu verminderten
IOS fiihren wiirde. Ebenso soll der Beitrag der Gliazellen zu den IOS durch deren
chemische Vergiftung und somit funktionelle Ausschaltung betrachtet werden. Die
Rolle der Mitochondrien bei der IOS-Entwicklung soll durch deren Blockade mit
Cyanid und die Entkopplung der Atmungskette mit FCCP



(Carbonylcyanidtrifluormethoxyphenylhydrazon) beleuchtet werden (Karlson et al.
2005).

1.4.1 Ionale Verinderungen der Losungszusammensetzung

In der Einleitung ist u. a. die schidigende Wirkung von Ca**-Ionen auf die Nervenzellen
beschrieben. Der massive Kalziumeinstrom bei der SD soll nun durch die Verwendung
von kalziumfreier ACSF-Losung unterbunden werden. Somit hat nur noch das Kalzium
aus intrazelluldren Speichern FEinfluss auf den Verlauf einer SD und die etwaige
Zellschiadigung. Das Auftreten einer HSD kann aber durch den Kalziumentzug nicht

verhindert werden (Miiller und Somjen 2000b, Somjen 2001).

Wihrend einer HSD kommt es zu einer Zunahme der 10S, welche den durch die
Zellschwellung verursachten initialen Reflexionsriickgang wieder authebt. Die starke
Zunahme der IOS ist strikt chloridabhingig (Miiller und Somjen 1999). Durch die
Verminderung der Chloridkonzentration in der ACSF-Losung wird erwartet, dass die
Zunahme der IOS ausbleibt und der parallel stattfindende Reflexionsriickgang durch
Zellschwellung deutlich in Erscheinung tritt. Chloridionen sollen fiir das Anschwellen
von Mitochondrien wihrend einer HSD verantwortlich sein, was zu einer
Reflexionsdnderung des hippokampalen Gewebes fiihrt (Miiller und Somjen 1999). Mit
der Verwendung von chloridarmer Losung sollen die Aspekte Zellschwellung und

Mitochondrienschwellung ndher betrachtet werden.

1.4.2 Anderung der Losungsosmolaritiit

In hypertoner ACSF-Losung kommt es zum Schrumpfen von Neuronen und Gliazellen.
Das Volumen des interzelluldiren Raumes vergroflert sich, so dass die gleiche
Stoffmenge an Ionen wie z. B. K* eine geringere Stoffmengenkonzentration hat. Das
Interstitium hat daher eine grofere Pufferkapazitit fiir ionale Verdnderungen. In
hypertoner Losung kann sogar das Auftreten von HSDs verhindert werden und die
Regenerationsfahigkeit der Zellen nach stattgefundener HSD ist verbessert (Miiller und

Somjen 2000b).
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In hypotoner Losung hingegen schwellen die darin befindlichen Zellen an. Das
Interstitium und sein Puffervermogen fiir Ionenverschiebungen werden verkleinert.
Zudem werden vermutlich durch die entstehenden Scherkrifte mechanisch sensitive
Ionenkanile aktiviert, die zum Na'-Einstrom und zum K'-Ausstrom beitragen.
Allerdings sind diese bisher nur in Gliazellen und nicht in Neuronen nachgewiesen
(Somjen 2001). Mit der Verdanderung der Osmolaritdt in der Badlosung soll dieser
Einfluss auf die Entstehung und den Verlauf der SDs sowie der daraus resultierende

Effekt auf die IOS betrachtet werden.

1.4.3 Gliazellintoxikation

Auch der Beitrag der Gliazellen zu den 10S soll ndher untersucht werden. Fluoracetat
(FAC) ist ein Pharmakon, das in erster Linie zundchst auf Gliazellen wirkt (Miiller und
Somjen 2000a). Durch seine hemmende Wirkung auf den Zitronensidurezyklus
(Blockade der Aconitase) werden die glialen Stoffwechselvorginge gehemmt. Neurone
bleiben davon anfangs unberiihrt (Hepp und Miiller 2008). Mit Hilfe von FAC sollen
die Gliazellen in ihrer Funktion als K*- und CI- Puffer ausgeschaltet und somit ihr

Beitrag zu den IOS niher beleuchtet werden.

1.4.4 Mitochondriale Intoxikation

Der mitochondriale Entkoppler FCCP und Cyanidionen bewirken eine chemisch
induzierte Anoxie, da sie das mitochondriale Membranpotenzial bzw. die
physiologischen Abldufe in der mitochondrialen Atmungskette beeintriachtigen. Beide
Substanzen fithren zu einer HSD, obwohl die Zellen eine ausreichende
Sauerstoffversorgung erhalten (Gerich et al. 2006). Der Protonengradient, der durch die
Komplexe I-IV der Atmungskette zwischen der Matrix und dem Intermembranraum der
Mitochondrien aufgebaut wurde, wird durch FCCP gestort. Die Protonen werden am
Komplex V (ATP-Synthase) vorbeigeleitet. Demzufolge sinkt die ATP—Produktion der

Zellen. FCCP fiihrt zudem zum Anstieg der intrazelluliren Kalziumkonzentration
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(Foster et al. 2006). In einigen Neuronen fiihrt die Applikation von FCCP dhnlich wie
die Anoxie zur Aktivierung von K*-Kanilen (Miiller 2005).

Cyanidionen inhibieren den Komplex IV der Atmungskette. Es kommt zu einem
Verlust von K™-Ionen aus den Mitochondrien und den Neuronen sowie zu einer
erhohten Kalziumkonzentration im Zytoplasma. Das beruht auf der Freisetzung von
Kalziumionen aus den Mitochondrien selbst, einem verminderten Abtransport von
Kalzium aus dem Zytoplasma und einer erhohten Erregbarkeit der Zellen durch den

Kalziumeinstrom (Foster et al. 2006).
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchsaufbau

Herzstiick des Versuchsaufbaus war die Interface—Kammer (Oslo style) (Abb. 4). Sie
wurde von der Abteilung Neuro- und Sinnesphysiologie, Zentrum Physiologie und
Pathophysiologie der Georg—August—Universitiat Gottingen (Arbeitsgruppe Prof. Dr.
rer. nat. M. Miiller) selbst konstruiert. Sie war in zwei kleinere vollstindig voneinander
getrennte Kammern aufgeteilt. In der einen wurden die Messungen durchgefiihrt, die
andere diente der
Aufbewahrung zusitzlicher
Hirnschnitte. Unter beiden
Kammern befand sich eine
Heizspirale, die iiber einen
auBerhalb gelegenen Regler
gesteuert werden konnte und
konstante Temperaturen
gewdhrleistete.  An  den
Seiten der Kammern stromte

das jeweilige Gasgemisch

durch kleine Bohrungen ein.

Abb. 4: Interface—Kammer (Oslo style)

In der Aufbewahrungskammer handelte es sich hierbei stets um Carbogen (95% O,
5% COy), in der Messkammer wurde das Gasgemisch wihrend der Messungen variiert.
Die Menge der Begasung betrug ca. 400ml pro Minute und wurde iiber einen
Durchflussregler (HOSCO LPM AIR, MI 48150, USA), der zwischen Gasflasche und
den Kammern eingebaut war, reguliert (Abb. 5). Die Hirnschnitte lagen in beiden
Kammern auf einem Netz aus Nylon, welches von der Unterseite stindig mit frischer,
vorgewarmter ACSF-Losung umspiilt wurde. Der ACSF-Fluss betrug je Kammer
3—4 ml pro Minute und wurde mit einer Mehrkanal-Rollenpumpe (Typ: 205 S, Watson

Marlow GmbH, Rommerskirchen) eingestellt.
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Den Kammern und der Pumpe war jeweils ein
Windkessel zwischengeschaltet, der zu starke
Schwankungen des Fliissigkeitspegels in den
Kammern und einen ruckartigen
Fliissigkeitseinstrom sowie Druckschwankungen
vor allem wihrend der Messungen verhindern
sollte (Abb. 6). Die Windkessel wurden von der
institutseigenen Werkstatt der Abteilung Neuro-
und Sinnesphysiologie der Universitdt Gottingen
angefertigt. Der Abfluss des verbrauchten ACSF
erfolgte iiber eine Unterdruckpumpe (WiSA Modell
300), die die Losung in eine groBe Glasflasche

absaugte. Der Fliissigkeitspegel in den Kammern

Abb. 5: Durchflussregler

konnte iiber zwei Kaniilen an den Abflussoffnungen der Kammern exakt eingestellt

werden. Diese waren iiber ein Schlauchsystem mit der o. g. Glasflasche verbunden. Die

ACSF-Losungen wurden mit Hilfe eines Wasserbades (HAAKE DC 10-V26, Thermo

Fisher Scientific GmbH, Dreieich) vorgewidrmt und schon dort mit Carbogen begast

(Abb. 7). Das diente der pH-Werteinstellung der Losung auf einen Wert von pH=7 4.

Abb. 6: Windkessel Abb. 7: Wasserbad (rechts) und

Mehrkanal-Rollenpumpe (links)
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Die Sauerstoffversorgung der Hirnschnitte wurde vor allem durch die Gasphase in der
Interface-Kammer gewéhrleistet. Der im ACSF geloste Sauerstoff spielte hier nur eine

untergeordnete Rolle.

Uber der Messkammer befand sich ein Mikroskop (Axiotech mit 5 x Objektiv, Carl
Zeiss Micro Imaging GmbH, Gottingen) mit integrierter Kamera (IMAGO-QE, TILL
Photonics GmbH, Grifelfing). Die Kamera zeichnete wihrend der Messung zusammen
mit der Steuerungssoftware Verianderungen der Intensitit des vom Gewebe reflektierten
Lichtes in einer festgelegten Area of Interest (AOI) auf. Zum Versuchsaufbau gehorten
des Weiteren eine Kaltlichtquelle (KL 1500 LCD, Schott AG, Mainz) und eine weitere
Lichtquelle zum Generieren von Licht in verschiedenen Spektralbereichen (Polychrome
V, TILL Photonics GmbH, Grifelfing). Fiir die elektrischen Ableitungen des DC-
Potenzials wurden eine Glas-Mikro-Elektrode mit Messkopf und ein Verstirker genutzt.
Die Aufzeichnung der DC—Potenziale erfolgte iiber einen AD—Wandler (Digidata
1322A) mit Hilfe der PClamp 9.2-Software (Molecular Devices, Sunnyvale, USA).
Sowohl die Lichtquelle fiir die verschiedenen Spektralbereiche (Polychrome V, TILL
Photonics GmbH, Grifelfing), als auch die Kamera und die Gerite zur Messung des
elektrischen Signals waren mit einem Computer verbunden. Dies diente zum einen der
Aufzeichnung der gewonnenen Daten, zum anderen der Einstellung der Belichtung
(Wellenldnge, Belichtungszeit, Dauer der Messung, Anzahl der erzeugten

Belichtungsreihen).

2.2 Priparation der Ratte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden ausschlieBlich Untersuchungen an isoliertem
Hirngewebe durchgefiihrt. Dieses wurde aus ménnlichen Sprague-Dawley-Ratten im
Alter von fiinf bis zehn Wochen (Korpergewicht: 180-300g, n=77) gewonnen. Die
Tiere wurden nach einer tiefen Ether—Betdubung dekapitiert (Diethylether,
Sigma—Aldrich Laborchemikalien GmbH, Miinchen). Haut und Fell am Kopf wurden
mit einer Schere entfernt. Ebenso wurden Reste des Halses abgeschnitten. Anschlieend
wurden ausgehend vom Foramen magnum am Os occipitale drei Entlastungsschnitte

gesetzt, damit man diesen Teil des knochernen Schidels im nichsten Arbeitsschritt mit
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einem Rangeur gut abnehmen konnte. Mit einer kleinen Schere habe ich nun der Sutura
sagittalis entlang geschnitten und beide Ossa temporalia sowie Teile der Ossa frontalia
ebenfalls mit dem Rangeur abgehoben. Als das Gehirn weitestgehend offen lag, wurde
es mit gekiihlter Standard-ACSF-Losung iibergossen. So konnte das Hirngewebe
bereits gekiihlt und Blut abgespiilt werden. Dann hob ich das Gehirn mit einem Spatel
aus den Schidelgruben und kiihlte es fiir einige Minuten mit auf Eis stehender und mit

Carbogen begaster Standard—ACSF-Losung herunter.
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Abb. 8: Priparationsbesteck

2.3 Herstellen der Hirnschnitte

Es wurden akute Hirngewebsschnitte mittels Vibroslicer hergestellt. Dazu wurden bei
dem in ACSF gekiihlten Gehirn die Hemisphéren voneinander getrennt (Abb. 9). Von
der Hemisphidre habe ich dann Kleinhirn, Hirnstamm und das vordere Drittel des

GroBhirns entfernt. Das verbliebene Gewebe klebte ich mit Sekundenkleber auf einen
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Kunststoffblock, wobei die kaudale Seite als Klebefldche diente. Der Kunststoffblock
wurde in ein Plastikgefid eingespannt und mit gekiihltem Standard—ACSF iibergossen,

so dass das Gewebe vollstindig mit Fliissigkeit bedeckt war.

Anschlieend konnten mit einem Vibroslicer (NVSLM 1, Motorized Advance
Vibroslice, Campden Instruments, Loughborough, UK) vier bis sechs 400um starke
Schnitte vom Hippokampus gewonnen werden (Abb. 10). Dabei wurde in der Regel nur
eine Hemisphire geschnitten, da sie bereits ausreichend Material fiir die Messungen

eines Tages lieferte.

e

licial

Abb. 9: Hemisphire des Gehirns einer Abb. 10: Vibroslicer beim Herstellen
adulten Ratte der Hirnschnitte

2.4 Verwendete Losungen und Chemikalien

Fir die Messungen habe ich die in der Tabelle 1 aufgefiihrten Losungen in den

angegebenen Konzentrationen verwendet.
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Tab. 1: Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Standard- Nominell Hypotoner
ACSF Kalziumfreier Chloridarmer ACSF

ACSF ACSF (-30mM NaCl)

130mM Natrium-

130mM NaCl 130mM NaCl methylsulfat 100mM NaCl
3,5mM KClI 3,5mM KCI 3,5mM KClI 3,5mM KCI
1,25mM 1,25mM 1,25mM 1,25mM
NaH2P04 NaH2P04 NaH2P04 NaH2P04
24mM 24mM 24mM
NaHCO; NaHCO; 24mM NaHCO; NaHCO;
1,2mM MgSQO, 1,2mM MgSO, 1,2mM MgSQO, 1,2mM MgSO,
10mM 10mM 10mM
Dextrose Dextrose 10mM Dextrose Dextrose
1,2mM CaCl, | e 1,2mM CaCl, 1,2mM CaCl,

Bei den nun folgenden Losungen wurden die verwendeten Pharmaka zusitzlich in
Standard—ACSF gelost, so dass man 10uM FCCP-, 5SmM FAC- und 1mM oder 10uM
Natriumcyanidlosung erhielt. Fiir die hypertone ACSF-Losung wurde der
Standard—Losung 60mM  Mannitol zugegeben. Die Losungen wurden aus
demineralisiertem Wasser und den angegebenen Chemikalien zubereitet, welche von

den nun aufgefiihrten Herstellern bezogen wurden:

Natriumchlorid, Merck, Darmstadt
Kaliumchlorid, Merck, Darmstadt
Natriumhydrogenphosphat, Merck, Darmstadt
Natriumbicarbonat, Sigma—Aldrich, Steinheim
D (+)-Glucose (wasserfrei) Merck, Darmstadt
Calciumchlorid, Sigma—Aldrich, Seelze

Magnesiumsulfat, Merck, Darmstadt

® N kAL DhD =

Natriummethylsulfat, TCI Europe nv, Zwijndrecht (Belgien)
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9. Natriumcyanid, Sigma—Aldrich, Steinheim

10. D-Mannitol, Sigma—Aldrich, Steinheim

11. Natriumfluoracetat, Sigma—Aldrich, Steinheim

12. FCCP (Carbonylcyanidtrifluormethoxyphenylhydrazon), TOCRIS bioscience,
Bristol (UK).

2.5 Verwendete Gasgemische

Um in der Messkammer eine sauerstoffhaltige Atmosphdre zu schaffen, wurde
Carbogen genutzt (5% CO; in O, AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Diisseldorf). Fiir
die Simulation des Sauerstoffentzuges kam ein Gasgemisch von 5% CO; in N, zum

Einsatz (AIR LIQUIDE Deutschland GmbH, Krefeld).

2.6 Vorgehensweise bei den Messungen

2.6.1 Vorbereitung der Messungen

Die Hirnschnitte legte ich mit Hilfe eines Pinsels auf Filterpapierstiickchen, die sich auf
den Netzen in Aufbewahrungs- und Messkammer befanden. Dabei kamen vier
Hirnschnitte in die Aufbewahrungskammer und ein bis zwei Hirnschnitte in die
Messkammer. Danach mussten die Hirnschnitte etwa 90 Minuten ruhen, um sich vom
Préparationstrauma zu erholen und um sich an das Mikroklima in den Kammern zu
gewohnen (Temperatur, Begasung, ACSF-Fluss). Fiir beide Kammern wurde dann eine
Temperatur zwischen 35,3°C und 35,6°C eingestellt, die auch wihrend des

Versuchstages durch hiufige Kontrollen in diesem Bereich gehalten wurde.

Als néchstes habe ich eine mit Standard-ACSF gefiillte Elekrode (Borsilikat
Glaskapillaren GC150F-10, Harvard Apparatus LTD, Edenbridge Kent, UK) zum
Ableiten des elektrischen Signals im Stratum radiatum (CAl) des Hippokampus
positioniert und mit Hilfe der Kamera (5 x Objektiv) und des EDV-Programms
TillVision® (TILLvisION real time software, TILL Photonics GmbH, Grifelfing) eine

Ubersichtsaufnahme angefertigt.
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Abb. 11: Hirnschnitt mit
plazierter Elektrode und
festgelegter AOI (Area of
Interest) fiir die optischen
Aufzeichnungen

Elektrodenposition

In unmittelbarer Nihe der Einstichstelle der Elektrode wurde eine Area of Interest
(AOI) bestimmt, in der die Intensitit des vom Hirnschnitt reflektierten Lichtes wihrend
der optischen Aufzeichnungen gemessen werden sollte. Anschlieend bereitete ich am
Rechner die Aufzeichnung der elektrischen und optischen Messungen vor. Mit dem
EDV-Programm PClamp 9.2® konnte das elektrische Signal der Elektrode sowohl
aufgezeichnet als auch wihrend des Versuches stindig beobachtet werden. Fiir die
Generierung der Belichtungsreihen, mit denen die Gewebeschnitte alle 15 Sekunden
iiber 15 Minuten im Wellenldngenbereich von 320nm bis 680nm in einem Winkel von
a=45° bestrahlt wurden, konnte iiber das Steuerprogramm des Imaging-Systems
TillVision® die Belichtungszeit von 20ms sowie die Anzahl der Spektren
(Belichtungsreihen) eingestellt werden. Die erzeugten Lichtsignale hatten ein Inkrement
von 20nm, so dass sich die Schritte 320nm, 340nm, ..., 680nm ergaben. 60 derartige
Spektren und eine eingangs generierte Belichtungsreihe, die mit einer Leerwertmessung
vergleichbar ist, wurden erzeugt. Lichtquelle, Kamera, Mikroskop und das
Steuerprogramm sind als eine funktionelle Einheit zu betrachten. Die Aufzeichnungen
der optischen und elektrischen Ableitungen wurden zu Versuchsbeginn gleichzeitig

gestartet.
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2.6.2 Durchfiihrung der Messungen

Bei den durchgefiihrten Messreihen liegt mit Ausnahme der Messung in FAC-Losung
das Prinzip zu Grunde, dass immer erst eine erfolgreiche Test-HSD in
Standard—-ACSF-Losung ausgelost wurde, bevor nachfolgend die Effekte der jeweiligen
experimentellen Behandlung untersucht wurden. Bei der Test-HSD wurde das
Carbogen in der Messkammer nach einer Vorlaufzeit von zwei Minuten durch das
stickstoffreiche Gasgemisch ersetzt und somit fiir die Hirnschnitte schwere Hypoxie
simuliert. Der Zeitpunkt der Stickstoffgabe ist in der elektrischen Aufzeichnung fiir die
spitere Auswertung mit einem so genannten ,,Time-Tag* gekennzeichnet (Programm

PClamp 9.2®).

Wenn durch den Sauerstoffentzug eine HSD eingetreten war, reoxygenierte ich die
Messkammer 30 Sekunden nach dem Gipfel der HSD durch die
Begasungsumstellung auf Carbogen, um eine vollstindige Erholung der Hirnschnitte zu
gewihrleisten. Die gewihlte Zeitspanne basiert auf Erfahrungen aus vorherigen
Messungen (Hepp und Miiller 2008). Auch hier wurde ein ,,Time-Tag* gesetzt. Die
elektrischen und optischen Signale wurden unabhingig vom Eintrittszeitpunkt der HSD

fiir insgesamt 15 Minuten aufgezeichnet.

Zur Beurteilung und als Referenz fiir Drogeneffekte wurden auch unter
Kontrollbedingungen mehrfach HSDs ausgelost. Das Vorgehen entsprach dem der eben
beschriebenen Test—-HSD. Zudem wird hier die erste HSD der Test—-HSD in den anderen
Versuchsreihen gleichgesetzt. Zwischen erster und zweiter bzw. zwischen zweiter und
dritter HSD wurde dem Gewebe in Anlehnung an die Messungen von Hepp und Miiller
jeweils 20 Minuten Zeit zur Erholung von dieser Stresssituation (Hypoxie) gegeben
(Hepp und Miiller 2008). Alternativ wurden nach der Kontroll-HSD Losungen mit
veranderter Zusammensetzung (kalziumfrei, chloridarm, hypoton, hyperton)

eingewaschen.

Zur Vergiftung der Gliazellen wurden sowohl Mess- als auch Aufbewahrungskammer

mit FAC-haltiger Losung versorgt. Auf diese Weise erfolgte eine Vorinkubation des

21



Gewebes mit dem Gliazellgift tiber ca. drei Stunden. Diese Zeitspanne orientiert sich im
mittleren Bereich der von Miiller und Somjen angewendeten Inkubationszeiten
zwischen 1,5-6 Stunden (Miiller und Somjen 1999). Aufgrund dieses langen
Zeitraumes verzichtete ich bei diesen Versuchen auf die Test-HSD in Standard—ACSF-
Losung. Pro Hirnschnitt habe ich durch das Einstellen hypoxischer Bedingungen zwei
Minuten nach Versuchsbeginn je eine HSD ausgelst. Nur diese HSD geht in die

Auswertung ein.

Eine Blockade der Mitochondrienfunktion erfolgte durch FCCP bzw. Cyanidionen. Fiir
die HSDs in 10uM FCCP-haltiger Losung wurden die Hirnschnitte 15 Minuten in
dieser inkubiert. Danach fiihrte die zusitzliche Stickstoffgabe zur zweiten HSD. Bei der
niedrig konzentrierten Cyanidlosung (10uM) begannen die Messungen nach einer
Einwaschzeit von 20 Minuten. Um eine zweite HSD in dieser Losung zu erzeugen, war

die zusitzliche Gabe von Stickstoff zwei Minuten nach Versuchsbeginn notwendig.

Nach erfolgreicher Test—-HSD in Standard—ACSF-Losung konnte man eine zweite HSD
direkt durch das Einwaschen der hoher konzentrierten cyanidhaltigen Losung (1mM)
hervorrufen. Die Carbogenbegasung der Messkammer blieb bestehen. Der Zeitpunkt
des Einwaschens entspricht hier dem Versuchsbeginn und dem Start der elektrischen
und optischen Messungen. Fiir die Ableitung des elektrischen Signals der Messreihen
wurde in der ImM Cyanidlosung zusitzlich eine Agarbriicke an der Erdungselektrode
der Messkammer angeschlossen, um eine zu starke Potenzialdrift in den elektrischen
Aufzeichnungen zu vermeiden. Dabei befand sich ein chlorierter Silberdraht in 3%igem

Agar und 3M KCI.

2.7 Vorgehensweise bei der Auswertung

2.7.1 Auswertung der elektrischen Messungen

Die Daten aus den elektrischen Ableitungen wertete ich mit den Programmen PClamp
9.2® und Microsoft-Excel® aus. Die gesetzten ,,Time—Tags* ermoglichten es, dass die

Zeitspanne At vom Beginn der Hypoxie bis zu Eintritt der HSD ausgemessen werden
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konnte. At stellt ein MaB fiir die Empfindlichkeit des Gewebes dar. Je kleiner At ist,
desto grofer ist die Vulnerabilitit des Nervengewebes unter Sauerstoffentzug bzw.

unter den anderen chemischen Einfliissen und umso frither geht die neuronale Funktion

verloren.
At
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Abb. 12: Auswertung der DC-Potenzialableitung (nach Hepp und Miiller 2008, S.906)

Als  ndchstes habe ich die Amplitude AV der HSD-assoziierten
DC-Potenzialveranderung vermessen. Dazu wurde die DC-Potenzialdifferenz vom
Zeitpunkt des Sauerstoffentzuges (prihypoxische Baseline) bis zum negativen Peak des
DC-Potenzials bestimmt. Von diesem Parameter kann man Riickschliisse auf den Grad
der Synchronisation der beteiligten Neurone und Gliazellen ziehen. Je grofler AV ist,
desto mehr dieser Zellen depolarisieren gleichzeitig. Des Weiteren wurde die
Halbwertsbreite At;, der HSDs bestimmt. Fiir At;,, habe ich beim halbierten Wert von
AV~ den Zeitabstand zwischen auf- und absteigendem Schenkel der
DC-Potenzialinderung gemessen. At;,, macht eine Aussage fiir die Zeit, die das Gewebe
zur Erholung von der induzierten Stresssituation (Hypoxie) bendtigt (Abb. 12). Die

weitere Bearbeitung der ausgemessenen Werte fiihrte ich mit Microsoft-Excel® durch.
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2.7.2 Auswertung der optischen Messungen

Mit Hilfe des Programms TILLVision® konnte ich nun fiir jede generierte
Belichtungsreihe und jeden darin vorkommenden Wellenldngenbereich die Intensitéiten
der Reflexion innerhalb der definierten AOI einsehen. Diese Daten kopierte ich in das
Programm Microsoft-Excel® und normierte sie auf die Intensititen der eingangs
ermittelten Leerwertmessungen. Das Ergebnis daraus wird in dieser Arbeit als
Reflexionsquotient (R/Rp) bezeichnet und soll eine bessere Vergleichbarkeit der
verschiedenen Messreihen untereinander ermdoglichen, weil alle Werte auf den
normoxischen Ausgangswert im jeweiligen Hirnschnitt normiert sind und somit
individuelle Unterschiede zwischen den einzelnen Hirnschnitten nicht ins Gewicht

fallen.

Da fiir die Spektren (Belichtungsreihen) eine feste Zeiteinstellung erfolgte, konnten jetzt
die HSD-Ereignisse aus den elektrischen Ableitungen mit den optischen Signalen zu
den entsprechenden Zeitpunkten in Beziehung gesetzt werden. Alle 15 Sekunden wurde
ein Spektrum generiert. Die zu Beginn durchgefiihrte Referenzmessung geht hier mit
zwel Spektren ein. Vor der Stickstoffgabe bzw. dem Einwaschen von 1mM
Cyanidlosung wurde jeweils das Reflexionsverhalten des Hirnschnittes unter den

Ausgangsbedingungen registriert.

Die Reflexionsquotienten wurden zu vier definierten Zeitpunkten bestimmt.
Messzeitpunkt 1, 30 s vor der HSD, entspricht dabei nahezu dem Ausgangsniveau der
Reflexion. Anschliefend war eine leichte Abschwichung der Lichtreflexion zwischen
diesem Messzeitpunkt und der elektrisch registrierten HSD zu beobachten. Die
minimalen Reflexionsquotienten wurden hier abgelesen und gehen als Messzeitpunkt 2,
IOSyin, in die Auswertung ein. Mit geringer zeitlicher Verzogerung zur HSD zeichnete
sich eine mitunter massive Steigerung der Reflexion ab. Die Reflexionsquotienten zu
diesem dritten Messzeitpunkt, [0S,., wurden ebenfalls ermittelt. Nach
Reoxygenierung nihern sich die Reflexionsquotienten dem Ausgangsniveau wieder an.
Drei Minuten nach Reoxygenierung bzw. nach der HSD in 1mM Cyanidlésung, dem

vierten Messzeitpunkt, wurden sie nochmals bestimmt.
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Bei den Messungen in chloridarmer ACSF-Losung ergeben sich aufgrund des
abweichenden Reflexionsverhaltens im Oberflichendiagramm einige charakteristische
Besonderheiten (sieche Kap. 3.2, Abb. 17A). Da es kurz nach der HSD nicht zu einer
Zunahme der IOS kommt, sondern sich nur ein deutlicher Riickgang der optischen
Signale abzeichnet, wird hier als Messzeitpunkt 3 das zweite Reflexionsminimum
[0Sin2 angenommen. Ein Messzeitpunkt 10S,,,«x entfillt fiir diese Versuchsreihe. Der
Zeitpunkt 2 wird in chloridarmer Losung als 10S,,;,1 bezeichnet und ist analog zu den

in den anderen Losungen als 10S,,;, angegebenen Werten.

Es wurden die Reflexionsquotienten zu den vier genannten Zeiten iiber den gesamten
Wellenldangenbereich von 320-680nm bestimmt. Die statistische Auswertung dieser
Daten habe ich mit Microsoft-Excel® durchgefiihrt. Dabei kam u. a. ein zweiseitiger

gepaarter bzw. ungepaarter t—Test nach Student zur Anwendung.
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3 Darstellung der eigenen Untersuchungen

3.1 Verinderungen im Reflexionsverhalten des Hippokampusgewebes

wihrend repetitiver HSDs in Standard-A CSF-Losung

Die IOS wurden grundsitzlich zusammen mit den DC—Potenzialen gemessen, um beide
Parameter miteinander abgleichen zu konnen. So konnen Verédnderungen des
DC-Potenzials zu bestimmten Veridnderungen der 10S in Beziehung gesetzt werden.
Am Beispiel von Abb. 13 soll der charakteristische Verlauf des DC—Potenzials wéhrend
einer HSD aufgezeigt werden. Wie bereits im Kapitel 1.1 ,,Spreading Depression*
beschrieben, ist eine leichte anfidngliche Positivierung im DC-Potenzial gefolgt von
einer raschen und deutlichen Negativierung zu erkennen. Im Anschluss kommt es zu
einer langsameren Normalisierung des DC-Potenzials, welche zunidchst den
Ausgangswert iiberschieft, um sich dann allméhlich diesem anzundhern. Fiir die
Kontroll-HSDs (1. HSD) ergibt sich eine durchschnittliche Latenzzeit zwischen
Stickstoffgabe und dem Beginn der HSD von At=128s. Es wird im Mittel eine
Amplitude von AV=-14,8mV erreicht. Die Halbwertsbreite betrigt At,,=65s. Eine
vollstandige Dateniibersicht iiber die DC-Potenzialparameter aller Versuchsreihen
enthdlt die Tabelle 2. Die zweiten HSDs in Standard-Losung treten nach einer
Zeitspanne von At=151s auf. Die DC-Potenzialverdnderung betrdgt durchschnittlich
-14,4mV. At, misst 62s. Die dritte HSD am gleichen Nervengewebe kann nach einer
mittleren Latenzzeit von 154s nach Stickstoffgabe beobachtet werden. Es ergeben sich

fiir Amplitude und Halbwertsbreite Mittelwerte von AV=-12,0mV und At,,=56s.

Im gleichen Zeitfenster von 15 Minuten wurde das Reflexionsverhalten des Gewebes in
der AOI aufgezeichnet. Um zu untersuchen, ob wiederholter hypoxischer Stress
Einfluss auf die Reflexionseigenschaften des Hippokampusgewebes wihrend der HSD
hat, wurden am gleichen Hirnschnitt bis zu drei HSDs induziert. Das Gewebe hatte
zwischen den einzelnen Messungen 20 Minuten Zeit, um sich von den durch die
Hypoxie bedingten Veridnderungen zu erholen. Exemplarisch sei dies in der Abb. 14

(S. 30) fiir drei nacheinander provozierte HSDs am selben Hirnschnitt dargestellt.
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Abb. 13: Zeitlicher Verlauf des DC-Potenzials wihrend einer HSD in Standard—ACSF-Losung
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Tab. 2: Zusammenfassung iiber die charakteristischen DC-Potenzialparameter Zeitspanne At, Amplitude AV und
Halbwertsbreite At 4, fiir die durchgefiihrten Versuchsreihen

Verwendete Lisung At (s) AV {mV) Atz (s) Stichprobenumfang
Mittelwertx Standardabweichung
Standard - ACSF (1. H3D) 1258 + 30 -14d5+2 3 b5 £17 n =52
Standard - ACSF (2. HSD) 151 + 44 -144+33 B2 +£13 n=7y
standard - ACSF (3. HSD) 154 + 44 -120+3)1 5B £ 7 n=~h
Kalziumfreier ACSF (2. HSD) 108 + 16 -141+40 35 +29 n=~h
Chloridarmer ACSF (2. HSD) 194 + 51 -150+3530° B £33 n=~h
Hypotoner ACSF (-30mhd) (2. HSD) 178 +71 -16H+47 BB + 29% n=7y
Hypertoner ACSF (+#50mM) (2. HSDY 162 + 587 -120+607 36 + 30 n==6a
FAC Bmh) + My (1. HSO) 1859 £ 29 -leb 36 18 £19 n==5
FCCP (10ph) + Ny (2. HED) 45 £ 12 -102+31 28 +2R H=7
CH(10pht) + Mg (2. HSO) 182 + 447 -1B1+£21 78 +£147 n==8
CM (1) (2. HSD) 284 £ 97 -132+£317 110 £ 55 n==5

* Signifikanzschranke p=005
™ Signifikanzschranke p = 0,01




In den Oberflichendiagrammen der 10S ist ein Riickgang der Reflexion in der Zeit
zwischen Stickstoffgabe und dem Beginn der HSD zu erkennen. Dieser ist im
Wellenldangenbereich um A=440nm besonders deutlich ausgeprigt. Etwas zeitverzogert
zur HSD kommt es zu einer generellen Steigerung der Lichtreflexion. Davon sind vor
allem die Wellenldngen von A=360-460nm betroffen. Der Bereich A=440nm ist von der
Intensitétssteigerung nahezu ausgeschlossen. Nach Reoxygenierung wird die Reflexion
wieder schwicher. Gefolgt wird diese Reflexionsabnahme erneut von einem leichten
Reflexionsanstieg, der ein Plateau erreicht. Auf diesem bleibt die Gewebereflexion bis
zum Ende des Aufzeichnungszeitraums stabil. Sie hilt sich tiber dem zu Beginn der

Aufzeichnungen erkennbaren Ausgangsniveau.

Zum Zeitpunkt der zweiten HSD zeigt sich eine &dhnliche Entwicklung in der
Lichtreflexion. Es treten, wie schon bei der ersten HSD, der initiale Reflexionsverlust,
der bei A=440nm quantitativ am stédrksten ist, und die [OS—Zunahme wéhrend der HSD
in Erscheinung. Die Intensititssteigerung wihrend der HSD ist bei dieser
exemplarischen Messung vor allem im Wellenlingenbereich A=320-480nm zu
erkennen. Dabei ist der deutliche Einschnitt im Reflexionsprofil bei A=440nm erneut
vorhanden. Nach Reoxygenierung fallen die Reflexionsquotienten ab und zeigen Werte

etwas oberhalb der Referenzmessung zu Aufzeichnungsbeginn.

Auch das Reflexionsprofil der dritten HSD #hnelt denen der vorangegangenen HSDs
am gleichen Hirnschnitt (Abb. 14). Es gibt keine wesentlichen Abweichungen zu den

vorher beobachteten Reflexionsveridnderungen.

Im Vergleich der optischen und elektrischen Signale der HSD fillt auf, dass der Anstieg
in der Lichtreflexion mit einer zeitlichen Verzdgerung nach dem elektrisch registrierten
DC-Potenzialsprung auftritt. Fiir die Kontroll-HSDs ergibt sich fiir das elektrische
Signal ein Vorlauf von 32s. Die maximalen Reflexionszunahmen wihrend der zweiten
und dritten HSDs in Standard-Losung treten im Mittel 9s bzw. 20s spiter als die

elektrischen Verdnderungen auf.
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Abb. 14: Oberflichendiagramme des Reflexionsverhaltens von neuronalem
Gewebe wihrend repetitiver HSDs in Standard-ACSF-Losung



Anhand dieser charakteristischen und unter Standardbedingungen reproduzierbaren
IOS-Verldufe und in Anlehnung an frithere Beobachtungen von Miiller und Somjen
wurden die unter Kapitel 2.7.2 ,, Auswertung der optischen Messungen* festgelegten
Messzeitpunkte 1 bis 4 bestimmt (Miiller und Somjen 1999). Messzeitpunkt 1 ist
zeitlich 30s vor der HSD einzuordnen. Der Zeitpunkt 2, I0S,, erfasst den initialen
Reflexionsriickgang kurz vor der HSD-assoziierten DC-Potenzialverdnderung. 10S .y,
der dritte Messzeitpunkt, wird kurz nach dem Peak der DC-Potenzialnegativierung
abgelesen. Der Messzeitpunkt 4 wird im Zeitraster 3 Minuten nach der Reoxygenierung
der Messkammer bzw. 3 Minuten nach der HSD in 1mM Cyanidlésung bestimmt. Fiir
die Messungen in chloridarmer Losung gelten, wie bereits erldutert, teilweise

abweichende Messzeitpunkte.

In der Abb. 15 sind die Reflexionsquotienten zu den vier definierten Messzeitpunkten
fiir die jeweils ersten HSDs in Standard—ACSF-Losung dargestellt. Sie errechnen sich
aus den Intensitidten des vom Gewebe reflektierten Lichtes in Bezug auf die eingangs
ermittelte Reflexion des untersuchten Hirnschnittes unter normoxischen Bedingungen
(R/Rp). Die aufgetragenen Mittelwerte ergeben sich aus den Test—-HSDs aller
Versuchsreihen (n=52). Bereits 30s vor der elektrisch registrierten HSD
(Messzeitpunkt 1) zeigt sich ein Profil, das in seiner Form bis nach der Reoxygenierung
erhalten bleibt. Als markante Punkte fallen die gesteigerte Lichtreflexion bei A=400nm
und die abgeschwichte Reflexion bei A=440nm auf. Durchschnittlich 21s vor der HSD
wird die initiale Reflexionsabschwichung, [0S, beobachtet. Es kommt zu einer
Reflexionsverminderung in den betrachteten Wellenldngenbereichen von A=320-680nm
mit Ausnahme von A=340nm und A=400nm. Diese betridgt maximal 14,3% (A=440nm)
verglichen mit dem unter normoxischen Bedingungen ermittelten Ausgangswert
R/Rp=1. Wihrend der HSD kommt es zu einer Zunahme der Gewebereflexion bis zum
Messzeitpunkt 3, I0S.c. Der stirkste Reflexionszuwachs wird mit +22,0% bei
A=400nm erzielt. Die iibrigen Wellenldngenbereiche zeigen zwar auch eine
Reflexionssteigerung, diese ist aber weniger stark ausgeprigt. Eine halbe Minute nach
der elektrisch registrierten HSD wurde die Gasversorgung in der Messkammer wieder
auf Carbogen umgestellt. Drei Minuten nach dieser Reoxygenierung wurden erneut die

Reflexionsquotienten R/Ry bestimmt. Zu diesem vierten Messzeitpunkt ist der
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Reflexionsanstieg bereits weitestgehend zuriickgebildet. Das Reflexionsmaximum liegt
unverdndert bei A=400nm (R/R¢=1,071). Die Reflexionsquotienten haben sich zum
vierten Messzeitpunkt zwar wieder an das Ausgangsniveau R/Rp=1 angenihert, halten

sich aber noch stabil dariiber.

Wihrend der zweiten HSD in Standard—Losung zeigt sich in Grundziigen eine dhnliche
Dynamik im Reflexionsverhalten (Abb. 15). Das bei der ersten HSD beschriebene Profil
der optischen Veridnderungen bleibt bis auf geringe Intensititsanderungen erhalten. 30s
vor der zweiten HSD wird Licht mit der Wellenlinge A=400nm am stirksten vom
Gewebe reflektiert (R/Ry=1,053). Bei A=440nm ist die Reflexion wieder abgeschwicht.
Der Reflexionsquotient liegt 15,7% unter dem Ausgangswert R/Rp=1 (R/R¢=0,843). Die
Reflexion nimmt bis zum Messzeitpunkt 2, IOS i, tendenziell weiter ab. Maximum und
Minimum liegen wiederum bei A=400nm und A=440nm. 10S,,;, wird im Mittel 24s vor
der HSD abgelesen. Um den Zeitpunkt der HSD kommt es zu einem generellen

Reflexionsanstieg, welcher je nach Wellenldngenbereich unterschiedlich stark ausfillt.

Vor allem bei A=400nm wird die Lichtreflexion intensiver. Sie ist um 22,2% stérker als
zu Beginn der Aufzeichnungen. Der Bereich A=380—400nm und die Wellenldnge
A=460nm verzeichnen einen Intensititsgewinn von mehr als 10%. Am schwichsten
wird das eingestrahlte Licht bei A=440nm zuriickgeworfen (R/R¢=0,930). Nach dem
zum Teil kréftigen Anstieg der Reflexion wihrend der HSD ist dieser zum Zeitpunkt 4
fast vollstdndig zuriickgebildet. Am stirksten nimmt die Gewebereflexion bei A=400nm
ab (-21,7%). Mit Ausnahme des Reflexionsquotienten bei A=400nm ist R/R( nun stets
kleiner als der eingangs ermittelte Referenzwert R/Ro=1. Auch bei der dritten HSD am
selben Gewebe &dndert sich das Reflexionsverhalten iiber den Beobachtungszeitraum
kaum 1im Vergleich zu den vorangegangenen HSDs. Es zeichnet sich eine
Verminderung der Lichtreflexion vor der HSD ab. 30s vor Beginn der dritten HSD ist
die Reflexion aufler in den Bereichen A=320-360nm und A=400nm geringer als der
Ausgangswert R/Rop=1. Bei A=400nm ist die Reflexion am stdrksten (R/Ryp=1,046). Am
schwichsten ist sie bei A=440nm (R/R(=0,840). Bis zum zweiten Messzeitpunkt kommt
es zur weiteren Abnahme der Reflexion. Am meisten geht diese bei A=440nm zuriick

(-17,6%).
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repetitiver HSDs in Standard—ACSF-Losung (Mittelwerte + Standardabweichung)
(* p<0,05, ** p<0,01)
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Wihrend der HSD gewinnen die IOS im gesamten Wellenldngenbereich von
A=320-680nm an Stirke (Abb. 15). Besonders hervorzuheben sei an dieser Stelle die
Wellenldnge A=400nm mit einem Zuwachs von +18,8%. Es handelt sich zugleich um
das Reflexionsmaximum. Die Reflexion ist bei A=440nm wiederum am geringsten. Hier
ist auch 3 Minuten nach Reoxygenierung das Reflexionsminimum angesiedelt, obwohl
in diesem Wellenldngenbereich ein Reflexionsanstieg beziiglich des Messzeitpunktes 3
stattgefunden hat. Am intensivsten wird zum Messzeitpunkt 4 Licht mit der
Wellenldange A=340nm reflektiert. Bei A=400nm, wo zu den ersten drei Messzeitpunkten

das Reflexionsmaximum lokalisiert war, geht die Reflexion entsprechend stark zuriick.

3.2 HSDs bei ionaler Verinderung der Losungszusammensetzung

Um den Mechanismus der IOS—Entstehung genau zu untersuchen, wurden gezielt
Veridnderungen in der ionalen Losungszusammensetzung vorgenommen (siehe Kap. 2.4
,Verwendete Losungen und Chemikalien* Tab. 1). Es wurden zum einen Kalzium
entzogen, zum anderen groBe Mengen des gelosten Chlorids durch das nicht
membrangédngige Anion Methylsulfat ersetzt. Vor ionaler Manipulation wurde eine
Referenz-HSD in Standard-ACSF generiert. Im Anschluss erfolgte die Messung in der
verdnderten ACSF-Losung.

Die HSD in kalziumfreier ACSF-Losung stellt sich mit At=108s etwas friiher ein als die
repetitiven HSDs in Standard—ACSF. Thre Amplitude erreicht einen Mittelwert von
AV=-14,1mV. Die Halbwertsbreite misst durchschnittlich 35s. Die Parameter der
DC-Potenzialableitung unterscheiden sich nicht signifikant von den Test-HSDs in

Standard-Losung.

Die Abb. 16A zeigt die zeitliche Entwicklung des Reflexionsverhaltens um den
Zeitpunkt der HSD in kalziumfreier Losung. Der initiale Reflexionsriickgang sowie der
sich anschlieBende Intensititszuwachs der Lichtreflexion sind deutlich zu erkennen. Die
anfianglichen Reflexionseinbuflen betreffen, wie schon bei den Kontrollen, v. a. die

Wellenlidnge A=440nm.
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Abb. 16: (A) Oberflichendiagramm der Lichtreflexion wihrend einer HSD in
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den Zeitpunkt der HSD sowie eine sekundire Reflexionszunahme nach
Reoxygenierung unterscheiden diese Versuchsreihe etwas von den
korrespondierenden Kontrollmessungen. (B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den

vier definierten Messzeitpunkten (Mittelwerte + Standardabweichung) (* p<0,05).
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Die Reflexionssteigerung wihrend der HSD ist hier etwas intensiver als in
Standard—ACSF. Nachdem die HSD abgelaufen ist und das Gewebe reoxygeniert
wurde, halten sich die Reflexionsquotienten iiber dem Ausgangswert R/Ro=1. Nach
anfianglicher Erholung kommt es im ganzen betrachteten Wellenldngenbereich von
2=320nm bis A=680nm, aber besonders im Bereich A>460nm, zu einem sekundiren
Anstieg der Reflexion, welcher im Aufzeichnungszeitraum nicht mehr reversibel ist. Ein
tiefer Einschnitt im Reflexionsprofil bei A=440nm, wie er wihrend der HSD auftritt,

findet sich hier nicht.

Die beschriebenen Verdnderungen zeigen sich auch in den gemittelten
Reflexionsquotienten zu den 4 Messzeitpunkten. In der kalziumfreien ACSF-Losung
wird 30s vor der zweiten HSD das Licht mit der Wellenldnge A=400nm besonders stark
reflektiert (Abb. 16B). Auch zu den drei folgenden Messzeitpunkten sind die Maxima
bei A=400nm lokalisiert. Das Minimum findet sich 30s vor der HSD unveréndert bei
A=440nm. Bis zum Messzeitpunkt 2, welcher im zeitlichen Rahmen durchschnittlich
58s vor der HSD einzuordnen ist, werden die IOS iiber alle Wellenldngen bis auf
A=440nm schwicher. Dennoch ist bei A=440nm die Reflexion am geringsten

(R/Rp=0,901).

Nach diesem initialen Reflexionsriickgang kommt es durchschnittlich 43s nach
Registrierung des elektrischen Signals fiir die HSD zu einer generellen und starken
Steigerung der Lichtreflexion. Am stérksten ist diese bei A=400nm mit einem Zuwachs
von +34,1% in Bezug auf das normoxische Ausgangsniveau. Am schwichsten wird das
eingestrahlte Licht bei A=340nm zuriickgeworfen (R/R¢=1,043). Drei Minuten nach
Reoxygenierung hat die Reflexion aufler bei A=440nm wieder abgenommen. Die Werte
liegen im Bereich A=360-680nm aber immer noch iiber dem Ausgangswert R/Ry=1. Die
grofiten Reflexionsquotienten werden wieder bei A=400nm aufgezeichnet (R/Ro=1,120).

Am schwichsten wird Licht der Wellenldnge A=340nm reflektiert (R/Ry=0,974).

Die Substitution von Chloridionen in der ACSF-Losung durch Natriummethylsulfat ist
in der Lage, das Reflexionsverhalten des Gewebes wihrend der HSD umzukehren

(Miiller und Somjen 1999, Bahar et al. 2000).
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Fiir die elektrischen Ableitungen des DC—Potenzials ergeben sich unter diesen ionalen
Bedingungen die folgenden Werte: Im Vergleich zu den Test—-HSDs tritt die HSD in
chloridarmer Losung mit geringer Verzogerung, nimlich erst nach 194s, ein. Fiir ihre
Amplitude und Halbwertsbreite wurden Mittelwerte von AV=-15,0mV und At,=67s

bestimmt.

Das Oberflichendiagramm (Abb. 17A) zeigt die zeitliche Entwicklung der
Lichtreflexion wihrend einer HSD in chloridarmer ACSF-Losung. Besonders auffillig
sind die zwei Reflexionseinbriiche 10Sy,1 und I0S.;,2, sowie die kurzzeitige
Normalisierung der Reflexion zwischen beiden Ereignissen. Zu beiden Zeitpunkten sind
die Wellenldngenbereiche A>360nm deutlich davon betroffen. Am stédrksten ist die
Reflexionsabnahme bei A=440nm ausgeprigt. Da in chloridarmer Losung
erwartungsgemdl keine Intensitétssteigerung der IOS wiéhrend der HSD zu beobachten

war, wird der sonst als [0S,,.x bezeichnete Messzeitpunkt 3 hier als I0S,;,2 angegeben.

30s vor der HSD in chloridarmer ACSF-Losung ist die Reflexion bei A=320nm am
stirksten (Abb. 17B). Bei A=440nm wird der Ausgangswert R/Ro=1 zu diesem
Messzeitpunkt am deutlichsten, d. h. um 12,0%, unterschritten. Bis zum Messzeitpunkt
2, 1I0Spinl, nimmt die Intensitit der IOS im gesamten beobachtetem
Wellenldangenbereich ab. Am stidrksten ist A=440nm mit einem Intensitétsriickgang um
18,9% betroffen. Bei dieser Wellenldnge ist zugleich der kleinste Reflexionsquotient
zum Zeitpunkt 2 zu beobachten (R/R¢=0,812). Der Messzeitpunkt 2 liegt
durchschnittlich 10s vor Eintritt der HSD.

Zum Zeitpunkt 3, I0S.i,2, liegen die Reflexionsquotienten etwas iiber den zum
Zeitpunkt IOS,,1 ermittelten Durchschnittswerten. Lediglich bei A=320-340nm und
A=620nm ist die Reflexion geringfiigig schwicher geworden. Das Reflexionsverhalten
unterscheidet sich fiir die Messzeitpunkte 10S,,,1 und 10S;;,2 in den Wellenldngen

A>360nm deutlich von den Kontrollmessungen in Standard—L&sung.
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Abb. 17: (A) Oberflichendiagramm der Lichtreflexion am Hippokampusgewebe
wihrend einer HSD in chloridarmer ACSF-Losung. Das Ausbleiben der
Reflexionssteigerung im Zuge der HSD ist das fithrende Charakteristikum. Das
Reflexionsprofil erscheint verglichen mit den Kontrollmessungen spiegelbildlich.
(B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den vier definierten Messzeitpunkten

(Mittelwerte + Standardabweichung). (* p<0,05, ** p<0,01)
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Drei Minuten nach Reoxygenierung, dem vierten Messzeitpunkt, normalisiert sich die
Reflexion im Bereich A=360-680nm wieder. Am Messzeitpunkt 4 liegen die
Reflexionsquotienten generell noch unter dem Ausgangsniveau. Sie ndhern sich diesem

aber an, so dass nur noch ein maximaler Unterschied von 3,8% bei A=600nm besteht.

3.3 HSDs bei verinderter Losungsosmolaritit

Ebenso wie ionale Verdnderungen konnen auch osmotische Verdnderungen die 10S und
die HSD deutlich modulieren. Daher wurden auch diese Effekte hier untersucht. Bei
hypotoner Lésungsosmolaritit (-30mM NaCl) ist die Zeitspanne At etwas grofler als in
Standard—ACSF. Es vergehen 178s bis Neurone und Gliazellen mit einer schnellen
synchronen Depolarisation auf den Sauerstoffentzug reagieren. Die Halbwertsbreite und
die Amplitude betragen At,=66s bzw. -16,9mV. Dabei unterscheidet sich nur der

Parameter Aty, signifikant von den korrespondierenden Test-HSDs in Standard-Losung.

Die Abb. 18A stellt die Intensitdtsentwicklung der Gewebereflexion wihrend einer
HSD in hypotoner ACSF-Losung dar. Der starke Intensitdtszuwachs wihrend der HSD
ist besonders gut zu erkennen. Er bezieht sich vornehmlich auf den Bereich
A=360-620nm. Die Veridnderungen sind etwa doppelt so stark ausgepridgt wie in
Standard—ACSF. Bereits zwischen Stickstoffgabe und HSD ist ein leichter und
kontinuierlicher Reflexionsanstieg zu erkennen. Zudem werden die geringen
Intensititsdnderungen zwischen den ersten zwei Messzeitpunkten offensichtlich. Nach
der HSD wird das normoxische Ausgangsniveau nicht wieder erreicht. Nach
anfianglicher Riickbildung der IOS steigt die Reflexion wieder an und bleibt im

Beobachtungszeitraum auf diesem erreichten Niveau.

Bereits 30s vor der HSD in hypotoner ACSF-Losung liegen die Reflexionsquotienten
bis zu 8,1% iiber dem Referenzwert R/Ry=1 (A=400nm). Im Gegensatz dazu ist die
Reflexion bei A=440nm 9,9% geringer als zu Aufzeichnungsbeginn (Abb. 18B). Auch
zum Messzeitpunkt 2 bleiben Maximum und Minimum bei diesen Wellenldngen

bestehen. Der Zeitpunkt [0S, wurde durchschnittlich 19s vor der HSD bestimmt.
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Abb. 18: (A) Oberflichendiagramm der Gewebereflexion wihrend einer HSD in
hypotoner Losung. Es kommt zu einem ausgeprigten Anstieg der Reflexion wihrend
der HSD. (B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den vier definierten Zeitpunkten
(Mittelwerte + Standardabweichung). Auffillig ist der massive Reflexionsanstieg im
Wellenldngenbereich A>340nm mit einem Einbruch bei A=440nm. Schon 30s vor der
HSD ist die Reflexion bei A>380nm signifikant hoher als bei den Kontrollen.Die
Riickbildung der Reflexionszunahme ist zum Zeitpunkt 4 unvollstindig. Dennoch gibt
es nach Reoxygenierung keine signifikanten Unterschiede im Reflexionsverhalten

verglichen mit den Kontrollmessungen (* p<0,05, ** p<0,01).
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54s nach der HSD wird die stirkste Gewebereflexion gemessen. Es kommt zu einem
kréftigen Intensitéitsanstieg. Bei A=400nm ist die Reflexion mit R/Ry=1,391 am gr6Bten.
Das bedeutet zugleich einen Intensititszuwachs von +39,1% in Bezug auf den
Ausgangswert unter normoxischen Bedingungen. Drei Minuten nach Reoxygenierung
kam es zur Erholung der Lichtreflexion. Besonders stark ist diese bei A=400nm
ausgepragt, der Wellenlinge, die zuvor eine grofle Intensititssteigerung erfahren hat.
Die I0OS werden hier merklich abgeschwicht. Trotz Reflexionsriickgang liegen die
Reflexionsquotienten im gesamten Spektralbereich von A=320-680nm iiber dem Wert
R/Rp=1. Im Bereich A=460nm ist die Reflexion immer noch 10,6% groBer als der

Ausgangswert.

Hypertone ACSF-Losung (+60mM Mannitol) hat einen gegenteiligen Effekt auf die
Gewebereflexion. In der DC-Potenzialableitung treten durchschnittlich 162s nach
Sauerstoffentzug die HSDs in hypertoner Losung ein. Sie haben eine mittlere

Amplitude von AV=-12,0mV. Ihre Halbwertsbreite ergibt einen Wert von At,=36s.

Im Oberflichendiagramm wird vor allem der geringe Intensititsanstieg in der
Lichtreflexion wihrend der HSD sichtbar (Abb. 19A). Gut zu erkennen sind auch die
nur geringen Verdnderungen in der Intensitit der IOS iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum. Des Weiteren ist der initiale Reflexionsriickgang vor der HSD
kaum noch vorhanden. Eine Reflexionsminderung in den Wellenldngen A=380nm und
A=440nm zieht sich durch weite Teile des Beobachtungszeitraums. Der Einschnitt bei

A=440nm ist nach Reoxygenierung wieder aufgehoben.

In hypertoner ACSF-Losung liegen die Reflexionsquotienten 30s vor der HSD auf3er bei
A=320-360nm und A=400nm unter dem Ausgangswert (Abb. 19B). Das Maximum liegt
bei A=400nm (R/R¢=1,046). Am schwichsten wird Licht der Wellenlinge A=440nm
reflektiert (R/Ry=0,874). Diese Konstellation von Maximum und Minimum hélt sich bis
einschlieBlich des Messzeitpunktes 3 stabil. Bis zum Messzeitpunkt 2, welcher im
Mittel Ss vor der HSD abgelesen wird, kommt es zur weiteren Intensititsminderung der
Gewebereflexion. Durchschnittlich 33s nach dem HSD-Beginn wird der dritte

Messzeitpunkt, 10S,,.x, erreicht. Es kommt zu einem generellen Anstieg der Reflexion.
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Abb. 19: (A) Oberflichendiagramm der Lichtreflexion wihrend einer HSD in
hypertoner Losung. Es ist nur ein schwacher Anstieg in der Gewebereflexion bei der
HSD zu erkennen, welcher sich kaum von den ermittelten Reflexionsquotienten im
restlichen Aufzeichnungszeitraum abhebt. (B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den
vier definierten Messzeitpunkten (Mittelwerte + Standardabweichung). Obwohl nur
geringe Intensititsschwankungen zwischen den einzelnen Messzeitpunkten zu
erkennen sind, bleibt das Grundmuster in der Reflexion mit groeren
Reflexionsquotienten bei A=400nm und kleinen Reflexionsquotienten im Bereich

A=440nm wie bei den ersten HSDs in Standard-ACSF erhalten (* p<0,05).
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Die Wellenlinge A=400nm hat mit einem Zuwachs von 6,4% beziiglich des
normoxischen Ausgangsniveaus die gro3te Intensitétssteigerung zu verzeichnen. Diese
ist aber deutlich geringer als unter Kontrollbedingungen. Nach Reoxygenierung
gleichen sich die Reflexionsquotienten ziigig dem Ausgangswert R/Ro=1 an. Dieser
wird zu groBen Teilen, nimlich in den Bereichen A=360-380nm und A=420-680nm,
unterschritten. Der Einschnitt in den Kurven bei A=440nm ist nach Umstellung der

Gasversorgung auf Carbogen nahezu aufgehoben.

3.4 HSDs bei ausgeschalteter Gliazellfunktion

Um den Beitrag der Gliazellen zur Entstehung der IOS zu analysieren, wurden diese mit
SmM  FAC-Losung vergiftet. Unter Verwendung von FAC st die
DC-Potenzialnegativierung zu HSD-Beginn mit AV=-18,6mV am stédrksten ausgepragt.
Die HSDs treten 159s nach Hypoxieinduktion auf und haben eine Halbwertsbreite von

18s.

Im Oberflachendiagramm ist die Gewebereflexion um den Zeitpunkt der HSD nach
FAC-Behandlung dargestellt (Abb. 20A). Gut zu erkennen ist vor allem der
Intensitétsanstieg der Lichtreflexion um den Zeitpunkt der HSD, sowie dessen nur
unvollstindige Riickbildung nach Reoxygenierung. Die Reflexionssteigerung erfasst
einen groBBeren Wellenldngenbereich als bei den Kontrollen in Standard-Losung und sie
ist zudem auch stirker ausgeprigt. Die Riickbildung der Reflexionsverianderungen
scheint langsamer zu erfolgen, was dem Reflexionsprofil einen massiven Charakter

verleiht.

Nachdem das Gewebe fiir mindestens drei Stunden dem Gliazellgift FAC ausgesetzt
war, befindet sich der maximale Reflexionsquotient 30s vor der 1. HSD bei A=400nm
(R/Rp=1,037) und bleibt unter hypoxischen Bedingungen dort angesiedelt. Das
Minimum liegt bei A=440nm (R/R(=0,880) (Abb. 20B).

43



A)

Reflexionsquotient R/R,

Anzahl der Spektren
B)
1,60 1
1,50
1,40
1,30
1,20
1,101

1,00 4

Reflexionsquotient R/R,

0,90 1

0,80 1

3 Re8388 888 EBE8 888 0>

Wellenliinge A (nm)

—=—30svor HSD 10Smin —s— I0Smax —=—3min. nach
Reoxygenierung

Abb. 20: (A) Oberflichendiagramm der Gewebereflexion wihrend einer HSD in
FAC-haltiger ACSF-Losung. Es kommt zu einer deutlichen Zunahme der Reflexion
wihrend der HSD bei den Wellenldngen 2>380nm. (B) Mittlere Reflexionsquotienten
zu den vier definierten Messzeitpunkten (Mittelwerte + Standardabweichung).Die
Intensitétssteigerung der Lichtreflexion zum Zeitpunkt [0S« ist bei A>400nm
signifikant groBer als unter Standard-Bedingungen. Auch nach Reoxygenierung
bleiben die Reflexionsquotienten sichtbar iiber dem Referenzwert R/Ro=1

(* p<0,05, ** p<0,01).
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Bis zum Zeitpunkt 2, IOS,;,, welcher durchschnittlich 39s vor der
DC-Potenzialnegativierung zu HSD-Beginn liegt, wird die Lichtreflexion tendenziell
schwicher. Im Durchschnitt 42s nach elektrisch registriertem HSD-Beginn wird der
Messzeitpunkt 3, 10S,,.x, erreicht. Im Wellenldngenbereich A=380-680nm nimmt die
Reflexion um durchschnittlich 18,6% zu. Am stédrksten wird das eingestrahlte Licht bei
A=400nm reflektiert (R/Rp=1,285). Bei der Wellenlinge A=440nm ist zwar wie in den
Kontrollmessungen ein Einschnitt in der Kurve zu erkennen, dieser ist aber deutlich
kleiner als in Standard-ACSF. Nach Reoxygenierung wird die Reflexion im
Wellenlidngenbereich A>340nm wieder schwicher. Im Bereich A=380-680nm liegen die
Reflexionsquotienten drei Minuten nach Reoxygenierung aber dennoch iiber dem

Ausgangswert R/Rop=1.

3.5 HSDs bei mitochondrialer Intoxikation

Vorherige Untersuchungen suggerieren eine mogliche Rolle der Mitochondrien bei der
I0S-Generierung (Hepp und Miiller 2008). Um diese zu untersuchen, wurde gezielt die
Mitochondrienfunktion durch Pharmaka manipuliert. Das geschah zum einen durch
verschieden stark konzentrierte Cyanid-Losung. Cyanid ist ein Hemmstoff der
mitochondrialen Atmungskette (Komplex IV). Zum anderen wurde FCCP, ein

Entkoppler der oxidativen Phosphorylierung, eingesetzt.

Fiir die Messungen in 10uM FCCP-Losung ergeben sich fiir die elektrischen
Ableitungen die folgenden Mittelwerte: Es vergeht nur eine kurze Zeitspanne zwischen
Stickstoffgabe und Beginn der HSD (At=45s). Die durchschnittliche
DC-Potenzialamplitude ist mit AV=-10,2mV kleiner als bei allen anderen
Versuchsreihen und die Halbwertsdauer At, liegt bei 28s. Nur die Latenzzeit At weicht

dabei signifikant von den Kontrollen ab.

Im Diagramm (Abb. 21A) ist die Intensitdt der Lichtreflexion in Anwesenheit von
FCCP im Beobachtungszeitraum von 15 Minuten iiber die Wellenldngen A=320—-680nm
dargestellt. Es sind der initiale Reflexionsriickgang vor der HSD und der

Intensitdtszuwachs der Reflexion um den Zeitpunkt der HSD zu erkennen.
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Abb. 21: (A) Oberflichendiagramm der Gewebereflexion wihrend einer HSD unter
Einfluss von FCCP (5mM). Die Reflexion nimmt weniger zu als bei den Kontrollen.
(B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den vier definierten Messzeitpunkten
(Mittelwerte + Standardabweichung). Die initiale Reflexionsminderung vor der HSD
ist hier nur leicht angedeutet. Wihrend der HSD steigert sich die Lichtreflexion im

Bereich A>500nm weniger als in Standard-ACSF (* p<0,05, ** p<0,01).
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Unter Sauerstoffentzug zeigt das Reflexionsprofil einen tiefen Einschnitt bei der
Wellenlidnge A=440nm. Auch nach Reoxygenierung und Erholung von der HSD halten

sich die Reflexionsquotienten iiber dem Niveau R/Ry=1.

Nach einer Einwaschzeit von 15 Minuten zeigen die Reflexionsquotienten 30s vor der
HSD in FCCP-haltiger ACSF-Losung ein Maximum bei A=340nm (R/R¢=1,002). Bei
A=440nm ist die Reflexion in Bezug auf den Aufzeichnungsbeginn am meisten, genau
um 5,0%, zuriickgegangen. Bis zum Messzeitpunkt IOS,;, geht dort die Reflexion noch
weiter zuriick (R/Ry=0,882) (Abb. 21B). Das Reflexionsminimum befindet sich fiir die
gesamte  Hypoxiedauer bei A=440nm. Man sieht {iber den gesamten
Wellenldngenbereich A=320-680nm eine Reflexionsminderung zum Zeitpunkt 1OS ;.
Der Messzeitpunkt 2, 10S,,, liegt im Mittel 9s vor der HSD. Zum Messzeitpunkt 3,
IOSyax, hat die Reflexion in allen erfassten Wellenldngenbereichen zugenommen.
Dieser Intensitidtszuwachs der Lichtreflexion ist bei A=400nm mit einem Anstieg von
+17,3% verglichen mit dem Ausgangswert R/Rp=1 am stirksten ausgeprigt. Hier sind
zugleich die maximalen Reflexionsquotienten zu finden. Der Messzeitpunkt I0S;,.x ist
im Zeitraster 30s nach dem elektrisch registrierten DC-Potenzialsprung bei der HSD
einzuordnen. Drei Minuten nach Reoxygenierung nimmt die Stdrke der IOS in den
Wellenldngen 2A=340-420nm und A=460—680nm ab. Am meisten biilen die
Reflexionsquotienten bei A=400nm an Stirke ein. Bei A=440nm nimmt die Reflexion
leicht zu. Die Wellenldngenbereiche A=400—420nm und A=460—-680nm zeigen auch drei
Minuten nach Reoxygenierung noch eine Reflexion, die iiber dem Ausgangswert

R/Rp=1 liegt.

Cyanid fiihrt ebenso wie Sauerstoffentzug zu einer Blockade der Atmungskette. Es
blockiert den Komplex IV. Es wurden die Effekte von niedrig konzentrierter
Cyanidlosung (10uM) in Kombination mit N, und von hoher konzentrierter
Cyanidlosung (ImM) unter sonst normoxischen Bedingungen auf die HSD und die
I0S-Entwicklung untersucht. In 10uM Cyanidlosung tritt die
DC-Potenzialnegativierung frither auf als bei den Kontrollmessungen in
Standard-ACSF (At=182). Die Amplitude bewegt sich im Mittel bei —16,1mV. Die

Halbwertsbreite ist mit At,,=78s ebenfalls groer als bei den Kontrollen.
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Abb. 22: (A) Oberflichendiagramm der Lichtreflexion wihrend der HSD in 10uM
Cyanidlosung. Die Reflexion nimmt weniger zu als bei den Kontrollen. Der initiale
Reflexionsverlust bleibt wie bei den Kontrollen erhalten. Im Zuge der HSD steigt die
Reflexion generell an, um nach Reoxygenierung wieder abzufallen. Im Anschluss
werden die Reflexionsquotienten wieder grofler und erreichen ein Plateau.

(B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den vier definierten Messzeitpunkten
(Mittelwerte + Standardabweichung). Die Reflexionssteigerung bei A<400nm
withrend der HSD ist auffillig (* p<0,05, ** p<0,01).
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Das Oberflachendiagramm in Abb. 22A stellt exemplarisch die Intensititsentwicklung
der Gewebereflexion fiir die Versuchsreihe mit 10uM Cyanidlosung dar. Der initiale
Reflexionsriickgang ist wie bei den Messungen in Standard-ACSF bei A=440nm
besonders ausgeprdgt. Wihrend der HSD steigt die Reflexion im ganzen
Beobachtungsspektrum von A=320-680nm an. Dabei scheint A=440nm aullen vor
gelassen. Nach Reoxygenierung kommt es zu einer Riickbildung dieses
Reflexionsanstieges auf Werte nahe dem normoxischen Ausgangsniveau. Dann folgt
allerdings erneut ein leichter Anstieg der Reflexion, welcher ein Plateau erreicht, das bis
zum Ende des Aufzeichnungszeitraums stabil bleibt. Hier ist kein so deutlicher

Einschnitt im Profil bei A=440nm mehr zu beobachten.

Das Reflexionsmaximum liegt 30s vor der HSD in 10uM Cyanidlosung bei A=400nm
(R/R¢=1,051). Das Minimum ist bei A=440nm mit R/R¢=0,929 zu finden (Abb. 22B).
Zum Zeitpunkt 2, I0S,,;,, welcher durchschnittlich 11s vor der HSD liegt, werden die
Reflexionsquotienten zwischen A=320nm und A=680nm schwicher. Die grofiten
Reflexionsquotienten werden fiir alle 4 Zeitpunkte bei A=400nm bestimmt. Unter
hypoxischen Bedingungen, d. h. zu den Messzeitpunkten 1 bis 3, sind die geringsten
Reflexionsquotienten bei A=440nm zu finden. Bis zum dritten Messzeitpunkt, IOS,x,
nimmt die Intensitdt der Gewebereflexion zwischen A=320nm und A=540nm um mehr
als 10% zu. Nur bei A=440nm ist ein Einschnitt im Reflexionsprofil zu beobachten.
Besonders stark ist der Intensititszuwachs bei A=400nm mit einer Steigerung von
+23,3% beziiglich des Aufzeichnungsbeginns. Drei Minuten nach Reoxygenierung
nimmt die Lichtreflexion in ihrer Intensitit im gesamten Wellenldngenbereich von
A=320-680nm ab. Dennoch sind zum vierten Messzeitpunkt alle Mittelwerte der
Reflexionsquotienten groBer als der Ausgangswert R/Rp=1. Das Reflexionsmaximum
liegt bei A=400nm (R/R¢=1,064). Bei A=320nm ist die Reflexion am geringsten
(R/Rp=1,019).

Fiir die Versuchsreihe mit der ImM Cyanidlésung wurde die HSD abweichend zu den
anderen Messreihen allein durch das Einwaschen der Cyanidldsung hervorgerufen. Die
Sauerstoffversorgung der Messkammer blieb erhalten. Hoher konzentrierte

Cyanidlosungen sind in der Lage auch in Anwesenheit von O, eine HSD zu induzieren
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(Gerich et al. 2006). Unter diesen Bedingungen zeigt sich im DC-Potenzial nach einer
Latenzzeit At von durchschnittlich 284s eine HSD. Die DC-Potenzialdnderung erreicht
Werte von —13,2mV. Die Halbwertsbreite misst 110s, wobei man das von den anderen
Versuchsreihen abweichende methodische Vorgehen beriicksichtigen muss. FEin

schnelles Auswaschen der Cyanidionen ist nicht moglich.

Die Abb. 23A stellt den zeitlichen Verlauf der Gewebereflexion in 1mM Cyanidlosung
exemplarisch dar. Der friihe Intensititsanstieg der Reflexion zum Messzeitpunkt 1
zwischen A=380nm und A=420nm und der initiale Reflexionsverlust vor der HSD sind
erkennbar. Als markanter und bis zum Ende des Aufzeichnungszeitraumes
fortbestehender Wellenberg tritt die durch die HSD bedingte Reflexionssteigerung vor
allem im Bereich A=360—-460nm in Erscheinung. Der initiale Reflexionsriickgang ist
durchschnittlich 132s vor der im DC-Potenzial gemessenen HSD am deutlichsten

ausgepragt. Dieser Zeitpunkt, [0Sy, liegt somit vor dem Zeitpunkt 1, 30s vor der HSD.

Die Reflexion zum Messzeitpunkt 10S,,, hat in den Wellenldingenbereichen A>340nm
merklich abgenommen (Abb. 23B). Es fehlt aber der deutliche Reflexionsverlust bei
A=440nm im Vergleich zu den Kontrollmessungen. Dieser war dort klar von den

benachbarten Wellenldngen abgrenzbar.

Bereits 30s vor der HSD, ausgelost durch 1mM Cyanidlosung, liegen die
Reflexionsquotienten im Bereich A=380-420nm mehr als 10% tiber dem Ausgangswert
R/Ry=1. Das Maximum befindet sich bei A=400nm mit R/Ry=1,188. Die Wellenlidngen
A=320nm und A=680nm haben eine leichte Reflexionsminderung beziiglich des
Ausgangswertes erfahren. Durchschnittlich 39s nach der HSD ist die maximale
Intensitétssteigerung der Lichtreflexion zu verzeichnen, welche zwischen A=380nm und
A=580nm wiederum groBer als 10% beziiglich des Aufzeichnungsbeginns ist. Das
Reflexionsmaximum liegt bei A=400nm (R/R¢y=1,197). In allen betrachteten
Wellenldangenbereichen mit Ausnahme von A=680nm liegen die Reflexionsquotienten
iiber dem Ausgangsniveau. Bis zum Messzeitpunkt 4, drei Minuten nach der HSD,

nimmt die Gewebereflexion leicht ab, mit Ausnahme der Wellenldnge A=340nm.
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Abb. 23: (A) Gewebereflexion wihrend einer HSD ausgelost durch ImM
Cyanidlosung. Es kommt v. a. in den Wellenldngen A=360—-460nm zu einer
Reflexionszunahme, welche sich im Zeitverlauf nur sehr langsam zuriickbildet.
(B) Mittlere Reflexionsquotienten zu den vier definierten Messzeitpunkten
(Mittelwerte + Standardabweichung). Die Reflexion dndert sich nach der HSD nur

sehr langsam (* p<0,05, ** p<0,01).
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3.6 Vergleich der Messreihen untereinander zu den vier definierten

Messzeitpunkten

3.6.1 Messzeitpunkt 1 (30s vor der HSD)

In der Abb. 24A sind die fiir die verschiedenen Losungen ermittelten
Reflexionsquotienten zum Messzeitpunkt 1 in einem Wellenldngenbereich von
A=320-680nm dargestellt. Die Reflexionsmaxima liegen mit Ausnahme der Messungen
in chloridarmer und FCCP-haltiger ACSF-Losung bei A=400nm. Im Vergleich zu den
tibrigen Messreihen ist die Reflexion 30s vor den durch 1mM Cyanidlosung

provozierten HSDs am stérksten (R/Ro=1,188).

30s vor den durch Sauerstoffentzug eingeleiteten HSDs hat die Gewebereflexion bei
A=440nm die geringste Intensitit. Vor der dritten HSD in Standard-ACSF sind die
Reflexionsquotienten iiber alle Messreihen gesehen am kleinsten (R/Ry=0,840). Vor
allem heben sich die Reflexionsquotienten fiir die Messungen mit ImM Cyanidlésung
von den Kontrollmessungen in Standard-ACSF ab. Bei A=440nm ist dieser Unterschied
mit +22,8% am stirksten ausgeprdgt. Auch bei den anderen Messreihen ist die
Wellenldnge A=440nm als markanter Punkt im Diagramm anzusehen, da sich hier in

den meisten Fillen das Reflexionsminimum befindet.

Die Reflexion unterscheidet sich in den durchgefiihrten Messreihen in den Mittelwerten
nur gering von den Kontrollen. Es gibt einzelne Ausnahmen, ndmlich die Messungen
einiger Reflexionsquotienten in 1mM Cyanidlosung und in FCCP-haltiger
ACSF-Losung. Die groBten Unterschiede sind in der ImM Cyanidlosung zu erkennen.
Dort sind die Reflexionsquotienten im Wellenldngenbereich A=320-680nm um
durchschnittlich 8,0% iiber den Kontrollmessungen angesiedelt. In ImM Cyanidlosung

ist der sonst so tiefe Einschnitt in der Kurve bei A=440nm nur leicht angedeutet.
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3.6.2 Messzeitpunkt 2 (IOSy,in bzw. IOS,inl)

Zum zweiten Messzeitpunkt, [0S, weichen die Reflexionsquotienten in den
Messreihen der repetitiven HSDs, der HSDs in hypertoner, FAC-haltiger,
FCCP-haltiger und in der 10uM Cyanidldsung kaum von den Vergleichsmessungen,
den ersten HSDs in Standard-Losung, ab (Abb. 24B).

In der chloridarmen Losung zeigen sich deutliche Unterschiede (IOSyi,1). Dort werden
die Werte der Kontrollmessungen um bis zu 7,7% bei A=480nm unterschritten. Im
Mittel ist die Reflexion fiir diese Messreihe im Wellenldngenbereich A=340-680nm um
6,0% kleiner. Bei den Messungen in hypotoner Losung ist die Reflexion besonders in
den Bereichen A=400nm und A=460-480nm grofler als in den Vergleichsmessungen.
Dasselbe gilt fiir die Versuchsreihe in 1mM Cyanidlosung fiir die Wellenldngen

2=440-480nm.

Alle Versuchsreihen haben ein gemeinsames Reflexionsminimum bei A=440nm,
welches im Diagramm als tiefer Einschnitt in allen Reflexionsprofilen imponiert
(Abb. 24B). Der absolut kleinste Reflexionsquotient fiir diesen Messzeitpunkt wird bei
A=440nm in chloridarmer Losung gemessen (R/R¢=0,812). Die Reflexionsmaxima sind
iiber mehrere Wellenldngen verteilt. Im Vergleich iiber alle Versuchsreihen ist die

Lichtreflexion bei A=400nm in hypotoner Losung am stérksten.

3.6.3 Messzeitpunkt 3 (IOSy,ax bzw. 10S,,in2)

Zum dritten Messzeitpunkt, dem Reflexionsmaximum unmittelbar nach dem elektrisch
registrierten HSD-Beginn, zeigen sich die hochsten Reflexionsquotienten mit
Ausnahme der chloridarmen Losung immer bei A=400nm. Davon ist der Mittelwert iiber
die Messungen in hypotoner Losung mit R/Ry=1,391 am groBten. In hypertoner Losung
ist die Lichtreflexion verglichen mit den anderen Reflexionsmaxima bei A=400nm am

geringsten ausgepragt (R/Ro=1,064) (Abb. 24C).
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Ein nicht ganz so einheitliches Bild beziiglich der Wellenldngenzuordnung zeigen die
Reflexionsminima. Diese sind iiber den gesamten Wellenldngenbereich A=320-680nm
verteilt. Das absolute Reflexionsminimum ldsst sich fiir die Mittelwerte der Messungen
in chloridarmer Losung bei A=440nm mit R/R(=0,862 bestimmen. Den wohl
deutlichsten Reflexionsunterschied findet man bei der chloridarmen Losung im Bereich
A=400nm. Hier liegen die Reflexionsquotienten durchschnittlich 13,4% unter denen der
Vergleichsmessungen. Im Wellenldngenbereich A=440nm zeigen sich in FAC-haltiger
ACSF-Losung dhnliche Abweichungen. Bei A=440nm ist dort der Reflexionsquotient
durchschnittlich 18,2% groBer als bei den Kontrollen. Dennoch liegt das absolute
Reflexionsmaximum fiir den Zeitpunkt 3 bei A=400nm in der Messreihe mit der
hypotonen ACSF-Losung. Beim Betrachten der Kurven in der Abb. 24C fillt der tiefe
Einschnitt bei A=440nm auf. Er ist bei den Versuchen mit ImM Cyanidlésung

schwiicher ausgepragt.

Fiir die HSDs in chloridarmer Losung wird zum Zeitpunkt 3 der zweite Einbruch im
Reflexionsprofil beobachtet. Deshalb wird hier, mit etwas zeitlicher Verzogerung zur
HSD, ein zweites Reflexionsminimum abgelesen (I0Syiy2). In chloridarmer Losung
wird zu diesem Zeitpunkt Licht der Wellenlinge A=340nm am meisten reflektiert

(R/Rp=0,997).

3.6.4 Messzeitpunkt 4 (3 Minuten nach Reoxygenierung bzw. nach der HSD)

Drei Minuten nach Reoxygenierung bzw. nach der HSD liegen die Maxima der
Reflexion bei den ersten und zweiten HSDs in Standard-ACSF, in kalziumfreier und
chloridarmer sowie in den beiden Cyanidlosungen bei A=400nm. Die absolut stérkste
Lichtreflexion wird in 1mM Cyanidlosung mit R/Ry=1,166 bei A=400nm aufgezeichnet
(Abb. 24D).

Die Reflexionsminima liegen je nach verwendeter Losung iiber den gesamten
Wellenlidngenbereich A=320-680nm verteilt. Fiir die dritte HSD in Standard-ACSF wird
bei A=440nm der kleinste Reflexionsquotient zu diesem Zeitpunkt gemessen

(R/R¢=0,944).
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Im Wellenldngenbereich A=320-360nm zeigen alle Versuchsreihen mit ihren
Reflexionsquotienten nur geringe Abweichungen von den Kontrollmessungen. Gleiches
gilt fiir die gesamten Versuchsreihen mit 10uM Cyanidlosung und FAC-haltigem
ACSF. Die grofite Abweichung von den Kontrollen liegt bei A=460nm wihrend der
Messungen fiir die dritte HSD in Standard-Losung mit einem Reflexionsverlust von
—9,1% vor. Im Gegensatz dazu unterscheidet sich die Reflexion in hypotoner Losung
bei A=320nm nicht von den Vergleichsmessungen. Der zum Messzeitpunkt 3 deutlich
ausgepragte Einschnitt bei A=440nm ist drei Minuten nach Reoxygenierung bzw. nach

der HSD nur noch dezent angedeutet.
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4 Besprechung der Ergebnisse im Zusammenhang mit den

Angaben in der Literatur

4.1 10S-Verlauf und DC-Potenzialinderungen wihrend repetitiver

HSDs in Standard-A CSF-Losung

Wie bereits aus dem Kapitel 3.1 , Verdnderungen im Reflexionsverhalten des
Hippokampusgewebes wihrend repetitiver HSDs in Standard-ACSF-Losung*
hervorgeht, betridgt die Latenzzeit zwischen Stickstoffgabe und der ersten HSD in
Standard-ACSF 128s. Die DC-Potenzialnegativierung ergibt eine mittlere Amplitude
von —14,8mV. Die Halbwertsbreite Aty, der HSD wurde durchschnittlich mit 65s
bestimmt. Miiller und Somjen sowie Gerich et al. und Hepp und Miiller fiihrten
elektrische HSD-Messungen unter Anwendung einer dhnlichen Methodik durch. In den
drei Arbeiten wurden ebenfalls die charakteristischen Parameter At, AV und Aty
ermittelt (Miiller und Somjen 1998, Gerich et al. 2006, Hepp und Miiller 2008). Die
Abb. 25 stellt vergleichend die Mittelwerte dieser MessgroBen der jeweils ersten HSDs
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Abb. 25: Vergleich der charakteristischen DC-Potenzial-Parameter At, AV und At
mit den aufgefiihrten Literaturquellen
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korrespondierenden Kontrollmessungen (* p<0,05, ** p<0,01)
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Die Latenzzeit zwischen Hypoxiebeginn und HSD ist bei den Versuchen von Miiller
und Somjen mit At=210s am ldngsten. Im Vergleich zu den eigenen Messungen ist sie
um 64,0% groBer. Hepp und Miiller ermittelten mit At=114s eine etwas kiirzere
Zeitspanne, welche 11,0% unter der in dieser Arbeit bestimmten Latenz lag. Fiir die
Amplitude liegen die Vergleichswerte in der Literatur durchgehend iiber den Werten der
eigenen Messungen. Am stirksten werden diese durch die von Miiller und Somjen
bestimmten DC-Potenzialspriinge AV iibertroffen (+27%). Die Halbwertsbreite ist in
den drei fiir die Vergleiche zu Grunde liegenden Versuchsreihen stets geringer
ausgepragt als in den hier durchgefiihrten Messungen (1. HSD). In den Messungen von
Gerich et al. ist At;, um 28% kleiner (Miiller und Somjen 1998, Gerich et al. 2006,
Hepp und Miiller 2008). Ursachen dafiir konnten auch moderate Unterschiede der

verwendeten Messapparaturen und Versuchsbedingungen sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals I0S im Detail spektral definiert gemessen.
Bisherige Arbeiten verwandten fast immer nur weilles Licht, so dass Vergleichswerte
nicht vorliegen. Fiir die IOS-Entwicklung ergeben sich folgende Charakteristika. Bereits
nach Hypoxiebeginn, 30s vor der HSD, ist ein massiver Einbruch der spektral
aufgelosten IOS-Intensitidt bei A=440nm zu beobachten. Fiir die ersten HSDs betrigt
dieser durchschnittlich —12,9%. Zugleich nehmen die I0S bei A=400nm an Stirke zu.
Dieser Intensititszuwachs ist vor der ersten HSD mit +5,1% beziiglich des
normoxischen Ausgangswertes zu beziffern. Vor der ersten HSD kommt es im ganzen
beobachteten Wellenldngenbereich von A=320-680nm zu einer Reflexionsabnahme,
welche quantitativ eher gering ausféllt, wenn man sie mit dem sich anschlieBenden
Reflexionsanstieg wihrend der HSD vergleichen mochte. Die Reflexion nimmt
lediglich um maximal 0,2% ab (A=480nm). 10S,,;, wird im Mittel 21s vor der HSD
bestimmt. Der Reflexionsriickgang kurz vor der HSD ldsst sich mit der eine
Depolarisation begleitenden Zellschwellung erklédren, die in der Frithphase der HSD

v. a. in den Gliazellen auftreten diirfte (Somjen 2001).

Gefolgt wird die Reflexionsabnahme von einer generellen Reflexionszunahme bei der

HSD. Diese tritt mit einer zeitlichen Verzogerung von 32s nach der HSD auf. Dabei
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sind die Wellenldngen A=380—420nm sowie A=460-480nm wéhrend der ersten HSD mit

Intensitétssteigerungen von mehr als 10% besonders hervorzuheben.

Die stirksten IOS werden zu den ersten drei Messzeitpunkten bei A=400nm ermittelt.
Bei A=400nm sind die Reflexionsquotienten zudem verglichen mit dem Zeitpunkt
IOSyin am deutlichsten angestiegen. Aus diesem Reflexionsmuster ist zu schlussfolgern,
dass es Strukturen oder Molekiile gibt, die unter hypoxischen Bedingungen bzw.
wihrend der HSD ihr Reflexionsverhalten derart dndern, dass in Summe bedeutend
mehr Licht im Bereich A=400nm reflektiert wird als unter normoxischen Bedingungen.
Ahnliches gilt fiir die Minima bei A=440nm. Hier miissen Zellorganellen oder Molekiile
dazu beitragen, dass unter den eben genannten Voraussetzungen die Reflexion abnimmt

und das eingestrahlte Licht offenbar absorbiert wird.

Potenzielle Kandidaten dazu wiren die Cytochrome a, as, und ¢ der mitochondrialen
Atmungskette. Diese zeigen abhingig von ihrem oxidativen Status charakteristische
Absorptionsbanden. Unter reduzierenden Bedingungen kommt es zu einem Anstieg der
Absorption (Foster et al. 2006). Die Absorptionsidnderung von Cytochrom ¢ kann als
Marker fiir die O,-Verfiigbarkeit angesehen werden (Foster et al. 2006).
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Abb. 27: Komplexe I-IV der mitochondrialen Atmungskette;

I NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase, /I Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase,
111 Ubihydrochinon-Cytochrom c-Oxidoreduktase, IV Cytochrom c-Oxidase
(nach Karlson et al. 2005, S. 191)
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Um den Spektralbereich um A=400nm sind die so genannten Soret-Banden lokalisiert.
Diese beschreiben ein sich verdnderndes Absorptionsverhalten von Porphyrinen, wie sie
auch in den Cytochromen der Mitochondrien vorkommen (Shkirman et al. 1999). Unter
hypoxischen Bedingungen steigt v. a. die Absorption der Cytochrome a und a; etwa bei
der Wellenlidnge A=440nm an. Im Bereich von ungefiahr A=420nm erfihrt Cytochrom c
eine Absorptionssteigerung (Sick und Perez-Pinzon 1999). Das erklirt den tiefen

Einschnitt in den Reflexionsprofilen bei A=440nm unter Sauerstoffentzug.

Die oxidative Phosphorylierung in der Atmungskette ist an das Vorhandensein von
Sauerstoff gebunden. Demnach sind hier sehr frith nach Hypoxiebeginn Veridnderungen
zu erwarten. Man sollte sich dabei vor Augen fiihren, dass bereits nach
siebenminiitigem Sauerstoff- und Glucoseentzug der ATP-Gehalt in hippokampalen
Nervenzellen um ca. 70% abnimmt (Foster et al. 2006). Sowohl bei den
Kontrollmessungen als auch bei den anderen Versuchsreihen, mit Ausnahme der
Messungen in 1mM Cyanidlosung, steigt die Gewebereflexion bei der Wellenldnge
A=400nm unter hypoxischen Bedingungen im Vergleich zu den angrenzenden
Wellenldngenbereichen stirker an. Somit liegt dieser Effekt am ehesten in der Reaktion
auf den Sauerstoffentzug begriindet. Durch die Hypoxie werden die normalen Abliufe
in der Atmungskette gestort. So reichert sich u. a. das Ausgangssubstrat NADH an,
welches Licht im Bereich von A=400-460nm emittiert, wenn es mit UV-Licht
(A=340-360nm) angeregt wurde (Foster et al. 2006). Sick und Perez-Pinzon zeigen
sogar fiir den Wellenldngenbereich A=380-580nm eine Steigerung der Autofluoreszenz
unter Hypoxie auf. Zudem weisen sie auf eine Riickbildung der Fluoreszenz nach
Reoxygenierung hin (Sick und Perez-Pinzon 1999). Karlson et al. beschreiben die
Absorptionssteigerung von NADH in reduzierter Form fiir den Wellenldngenbereich

von etwa 300-380nm (Karlson et al. 2005).

Diese Autofluoreszenz des NADHs kann eine mogliche Begriindung fiir die starke
Reflexionssteigerung unter hypoxischen Bedingungen sein. Die NADH-
Autofluoreszenz steigt innerhalb weniger Minuten unter hypoxischen Bedingungen um
etwa 25% an (Foster et al. 2006). Eine gesteigerte NADH-Menge gilt als Indikator fiir

einen anaeroben Energiestoffwechsel (Foster et al. 2006). Die Anreicherung von NADH
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unter Sauerstoffentzug und die damit einhergehende Storung der mitochondrialen
Atmungskette kann das Entstehen der IOS in den kurzen Wellenldngenbereichen
erkldren. Der tiefe Einschnitt bei A=440nm wird vermutlich durch die gesteigerte
Absorption der Cytochome a und a3 verursacht, welche den durch NADH bedingten
Reflexionsanstieg iiberdecken. Auch bei A=420nm kommt es vermutlich zu einer

Uberlagerung des NADH-Signals mit der Absorption des Cytochrom c.
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Abb. 28: Absorptionsspektum aus den Differenzen von Messungen unter
Normoxie und Hypoxie an hippokampalen Hirnschnitten. Die Absorptionsspitzen
werden Strukturen der mitochondrialen Atmungskette, nimlich verschiedenen
Cytochromen, zugeschrieben (nach Sick und Perez-Pinzon 1999, S. 106).

Drei Minuten nach Reoxygenierung kommt es nach der ersten HSD in den meisten
Wellenlidngen zu einem Riickgang der 10S. Lediglich bei A=440nm und A=600nm steigt
die Reflexion an. Bei A=440nm betrdgt dieser Anstieg sogar +5,9%. Zum
Messzeitpunkt 4 gibt es zudem weniger gro3e Abweichungen der Reflexionsquotienten
untereinander. Die Kurve wirkt geglittet. Die vermutlich durch Hypoxie und die HSD
verursachten Verdnderungen scheinen riickldufig zu sein, nachdem die Reoxygenierung
erfolgte. Auch das deutet darauf hin, dass die dargelegten Veridnderungen im
Reflexionsmuster an Hypoxie und HSD gebunden sind. Die schnelle Riickbildung der
durch den Sauerstoffentzug verursachten Veridnderungen lédsst sich ebenfalls mit dem

Molekiil NADH begriinden. Sobald die Atmungskette nicht mehr in ihrer Funktion
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gehemmt ist, wird NADH wieder verbraucht. Der Riickgang der Autofluoreszenz des
NADHs erfolgt genau wie ihr Anstieg innerhalb weniger Minuten (Foster et al. 2006).
Dieser Riickgang ist dhnlich schnell wie der Intensititsriickgang der IOS nach

Reoxygenierung.

Nach der ersten HSD nihern sich die Reflexionsquotienten dem Ausgangswert R/Ro=1
an, erreichen ihn aber nicht ganz. Deshalb kann man hier nicht von einer vollstdndigen
Erholung im Beobachtungszeitraum sprechen. Anhand der Abb. 14 und Abb. 15 (S. 30
u. S. 33) ergibt sich ein typischer IOS-Verlauf iiber die Zeit. Dieser besteht aus dem
initialen Reflexionsriickgang gefolgt von der raschen Reflexionszunahme bei der HSD.
Kurz danach werden die IOS schwicher, zeigen nochmals einen geringen Anstieg und

gleichen sich dann langsam dem Wert R/Ro=1 an (Abb. 29) (Miiller und Somjen 1999).

Abb. 29: Entwicklung der
IOS im Zeitverlauf wihrend
repetitiver HSDs (nach
Miiller und Somjen 1999,
S.1822)

Reflexion (normiert auf 1)

-1 -05 0 05 1 156 2 25 3 35
Zeit (min)

—o— Kontrolle —— SD2
—a— SD3 —— SD4

Die nicht vollstindige Erholung des Nervengewebes von der HSD bzw. der nochmalige
Intensititsanstieg der IOS im Anschluss an die HSD weisen auf eine mogliche
irreversible Schadigung der Strukturen hin, die fiir die Entstehung der IOS nétig sind.
Da die HSDs ihren rdumlichen Ursprung im Dendritenbaum nehmen, im Bereich der
Dendriten auch die IOS am deutlichsten ausgeprigt sind und die Mitochondrien dort in
hoher Dichte vorkommen, sind diese morphologischen Strukturen vermutlich einer

Schiddigung durch die Hypoxie und die HSD ausgesetzt (Miiller und Somjen 2000a,
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Somjen 2001). Eine Dendritenschddigung unter Ischdmie wird von Andrew und
Kollegen beschrieben. Sie zeigt sich mit strukturellen Verdnderungen am
Dendritenbaum (,,dendritic beading®) (Andrew et al. 1999, S.193). Es resultiert ein
gesteigertes und nicht reversibles Reflexionsverhalten (Andrew et al. 1999). Eine

derartige Schidigung der Dendriten ist nicht vollstindig reversibel (Somjen 2001).

Bei repetitiven HSDs in Standard-Losung zeichnet sich von der ersten bis zur dritten
HSD ein immer wiederkehrendes Muster in der Entwicklung der IOS ab. Bereits nach
Hypoxiebeginn, 30s vor der HSD, ist ein massiver Einbruch der IOS-Intensitédt bei
A=440nm zu beobachten. Fiir die ersten HSDs betrigt dieser durchschnittlich —12,9%.
Fiir die jeweils zweiten und dritten HSDs sind Intensitédtsverluste von —15,7% und
—16,0% zu erkennen. Zugleich nehmen die IOS bei A=400nm an Stirke zu. Dieser
Intensitédtszuwachs ist vor der ersten HSD mit +5,1% beziiglich des Ausgangswertes zu

beziffern. 30s vor der zweiten HSD betrégt er +5,3% und vor der dritten HSD +4,6%.

Wie schon bei den ersten HSDs in Standard-ACSF zeichnet sich auch vor den zweiten
HSDs in Standard-Losung tendenziell ein leichter Reflexionsriickgang zum Zeitpunkt 2
ab. Auch vor der dritten HSD ist wieder ein genereller Reflexionsriickgang zu
verzeichnen, der bei A=320nm am deutlichsten ausgeprigt ist (-2,7%). [0S, wird im
Mittel 24s bzw. 18s vor den zweiten und dritten HSDs bestimmt. Der initiale
Reflexionsverlust, welcher sowohl bei den Kontrollmessungen als auch bei den
Messreihen in verdnderter ACSF-Losung zu beobachten war, wird von Miiller und
Somjen auf die Zellschwellung wihrend der neuronalen Erregung zuriickgefiihrt
(Miiller und Somjen 1999). Zudem tragen die Gliazellen ebenfalls dazu bei (Somjen
2001).

Eine Reflexionsabnahme bedingt durch Zellschwellung bei neuronaler Erregung ist mit
den im Kapitel 1.2 ,Intrinsische optische Signale* getroffenen Voriiberlegungen
vereinbar. Zudem unterscheiden sich die Reflexionsriickgdnge zum Zeitpunkt 10S,;, in
ithrem Ausmal nicht so stark bei den verschiedenen Losungen wie die darauf folgenden
Reflexionsanstiege bei den HSDs. Das deutet darauf hin, dass der initiale

Reflexionsriickgang fester mit der neuronalen Erregung verkniipft ist, als dass die
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Losungszusammensetzung einen  grolen  Einfluss auf die  Stirke der

Reflexionsminderung hat.

Gefolgt wird die initiale Reflexionsabnahme von einer generellen Reflexionszunahme
bei allen drei HSDs. Diese tritt mit einer zeitlichen Verzogerung von 32s, 9s und 20s
nach der HSD auf. Dabei sind die Wellenldngen A=380-480nm wihrend der ersten
HSD mit Intensititssteigerungen von mehr als 10% besonders hervorzuheben. Bei der
zweiten HSD ist ein dhnlich starker Intensititszuwachs zwischen A=380-520nm und bei
der dritten HSD zwischen A=380—-460nm angesiedelt. A=440nm ist grundsétzlich davon
ausgenommen. Hieran ist der enge zeitliche Bezug zwischen den elektrisch registrierten
HSDs und der Entstehung der I0OS zu erkennen. Eine leichte Zeitverzogerung zwischen
HSD-Beginn und Reflexionssteigerung geht bereits aus den Beobachtungen von Miiller

und Somjen hervor (Miiller und Somjen 1999).

Die intensivsten IOS werden bei den drei Versuchsdurchgingen zu den ersten drei
Zeitpunkten bei A=400nm gemessen. Bei A=400nm sind die Reflexionsquotienten
zudem, verglichen mit dem hypoxischen Ausgangswerten, am deutlichsten angestiegen.
Bei der ersten HSD misst dieser Anstieg +22,0%. Bei den nachfolgenden HSDs betrégt
er +22,2% und +18,8%. Die Minima sind alle bei A=440nm zu finden.

Das entstehende Reflexionsprofil der ersten HSD in Standard-Losung kehrt bei den
wiederholten HSDs am gleichen Hippokampusgewebe in nahezu gleicher Form wieder.
Es entstehen in enger zeitlicher Beziehung zur Hypoxie und der HSD zunichst eine
Abschwichung der IOS vor der HSD sowie eine deutliche Steigerung der Reflexion

wihrend der HSD.

Nach Wiederherstellung der Sauerstoffversorgung werden die 10S schwicher und
nidhern sich dem Ausgangswert an. Bei allen drei Messreihen wird die Reflexion im
Bereich A=400nm besonders stark abgeschwicht, was sicherlich in dem zuvor
beobachteten starken Reflexionsanstieg begriindet liegt. Es erfolgt eine schwache, aber
lang bestehende Reflexionssteigerung nach Reoxygenierung. Auf die reproduzierbaren

Anderungen im Reflexionsverhalten wird durch Miiller und Somjen hingewiesen
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(Abb. 29, S. 63) (Miiller und Somjen 1999). Nicht reversible Anteile der 10S treten
offenbar kaum auf, weil Sauerstoff ca. 30s nach HSD-Auftreten bereits wieder

zugefiihrt wurde.

Die dargestellte Dynamik in der IOS-Intensitdt ldsst sich, wie bereits aufgefiihrt,
zumindest teilweise mit dem Molekiil NADH und den Cytochromen a, a3 und c
erkldren. Der initiale Reflexionsriickgang ist durch Zellschwellung im Zuge der

neuronalen Erregung zu begriinden.

Die Parameter At, AV und At;;, weisen bei den repetitiven HSDs in Standard-ACSF
eher geringe Unterschiede beziiglich der ersten HSDs auf. Die Zeitspanne At ist bei der
zweiten HSD um 3,3% (22,8s) groBer. Es wird eine durchschnittlich 0,4mV (-7,5%)
kleinere Amplitude gemessen. Die Halbwertsbreite ist um 5,3% vermindert. Im
Vergleich dazu sind die Abweichungen bei der dritten HSD etwas groBer. So ist At um
9,0% linger als bei der ersten HSD. Die Amplitude und die Halbwertsbreite sind um
17,1% bzw. 12,3% geringer als bei der ersten HSD in Standard-Losung. Somit kann
man sagen, dass bei den wiederholten HSDs am gleichen Nervengewebe die Latenzzeit
At bis zum HSD-Beginn tendenziell etwas linger wird. Die Amplitude AV schwécht
sich tendenziell mit der Anzahl der Wiederholungen ab. Gleiches gilt fiir die
Halbwertsbreite. Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen der ersten und den

zwei folgenden HSDs beziiglich der Werte At, AV und Aty,.

4.2 HSDs bei ionaler Verinderung der Losungszusammensetzung

In kalziumfreier ACSF-Losung sind alle Messgroflen der elektrischen Ableitungen im
Vergleich zur Test-HSD im gréeren Mall vermindert als bei den Kontrollmessungen in
Standard-ACSF. At ist 24,9% kleiner, AV ist um 15,1% abgeschwicht. Diese
Abweichungen sind zwar stirker ausgeprigt als bei den zweiten HSDs in
Standard-ACSF, aber sie sind dennoch nicht signifikant (Abb. 26, S. 58). Das Gewebe
scheint anfilliger gegeniiber Hypoxie zu sein als in Standard-ACSF, es erholt sich aber
auch etwas schneller. Ursache dafiir diirfte die Steigerung der neuronalen Aktivitit in

kalziumfreier ACSF-Losung sein.
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Die Entwicklung der IOS bei den HSDs in kalziumfreier ACSF-Losung weist viele
Parallelen zu den Kontrollmessungen in Standard-Losung auf. Besonders auffillig ist
dabei die Verteilung der Reflexionsmaxima und -minima zu den ersten zwei
Messzeitpunkten. Die Maxima befinden sind wie in Standard-ACSF bei
A=400nm. Die Minima liegen bei A=440nm. Man kann also davon ausgehen, dass
diesen frithen Intensitdtsdnderungen der I0S vermutlich die gleichen Mechanismen zu
Grunde liegen, unabhingig davon, ob die verwendete Losung Ca®*-Ionen enthilt oder

nicht.

Eine weitere Gemeinsamkeit ist der initiale Reflexionsriickgang vor der HSD, welcher
auch hier den gesamten beobachteten Wellenldngenbereich A=320-680nm erfasst.
Dieser tritt in kalziumfreier Losung frither und im gréBeren zeitlichen Abstand zu der
sich anschlieBenden HSD auf. Die Zeitdifferenz zur HSD betrédgt mit 58s mehr als das
Doppelte im Vergleich zur ersten HSD der Kontrollmessungen (Quotient=2,73). Sie ist
auBerdem um das 2,4 fache und um das 3,3 fache groBer als bei den zweiten oder dritten
HSDs in Standard-Losung. Somit scheint die Verfiigbarkeit von Kalzium den initialen
Reflexionsriickgang vor der HSD zu verzogern. Mit einer Latenz von 43s kommt es
nach der HSD in kalziumfreiem ACSF zu einem generellen Intensititsanstieg der 10S.
Dieser tritt aber spiter auf als bei den Kontrollen (Quotienten der Latenzzeiten: 1. HSD
1,32, 2. HSD 4,96, 3. HSD 2,13). Daraus ergibt sich zum einen, dass Kalzium zum
schnellen I0S-Anstieg nach der HSD beitrigt, und zum anderen, dass diese
Beobachtung vermutlich wirklich auf die verdnderten Ca”*-Konzentrationen und nicht

auf die Wiederholung der HSDs am gleichen Gewebe zuriickzufiihren ist.

Der mit der HSD einhergehende Reflexionsanstieg ist in kalziumfreier Losung
tendenziell stirker ausgepridgt als in Standard-ACSF. Er betrdgt durchschnittlich
+16,9%. In den Kontrollmessungen wurden iiber die Wellenlingen A=320-680nm
Durchschnittswerte von +6,2% bei der ersten, +5,1% bei der zweiten und +2,9% bei der
dritten HSD ermittelt. Demnach ist die Intensitétssteigerung der 10S in kalziumfreier
Losung mehr als doppelt so stark ausgeprigt. Als Konsequenz ergibt sich die Annahme,
dass das Vorhandensein von Ca**-Ionen die neuronale Erregbarkeit und so auch die

Intensititssteigerung der IOS limitiert. Vermutlich werden Ca®*-aktivierte K*-Kaniile
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aktiviert, was zu einer Einschrinkung der neuronalen Erregbarkeit fithrt (Sah 1996).
Kalziumionen konnen wihrend einer Depolarisation zu einer nicht reversiblen
Schidigung der Neurone fiihren (Somjen 2001, Miiller 2005). Dabei stammen die Ca**-
Ionen nicht nur aus dem Interstitium. Sie konnen auch aus intrazelluldren Speichern,
wie den Mitochondrien, freigesetzt werden (Somjen 2001). Kalzium trigt zur
Aktivierung proteolytischer Enzyme bei, die die Neurone schiddigen, wenn dauerhaft

eine Kalziumlast besteht (Miiller und Somjen 2000b, Miiller 2005).

Unter der Voraussetzung, dass die ACSF-Losung in dieser Versuchsreihe kalziumfrei
war, sollte der schddigende Effekt des Kalziums eher abgeschwicht sein. Dennoch sind
die Zellen von einer massiven Depolarisation betroffen. Die IOS wéhrend der HSD sind
tendenziell deutlicher ausgeprigt, treten aber erst spiter als unter Standard-Bedingungen
in ihrer Maximalform in Erscheinung. Das beweist, dass der Kalziumeinstrom in die
Dendriten nicht Ausloser der 10S sein kann. Der initiale Reflexionsriickgang stellt sich
frither ein als bei den Kontrollen. Das alles spricht fiir einen modulierenden Effekt des
Kalziums auf die Entwicklung der HSD und der IOS. Kalzium stellt aber keine kausale
Ursache fiir die HSD- oder die IOS-Entwicklung dar.

Drei Minuten nach Reoxygenierung ist es auch hier mit Ausnahme der Wellenlidnge
A=440nm (+0,4%) zu einer Abschwichung der Reflexion gekommen. Die Kurve wirkt
ausgeglichener, die Maxima und Minima stechen nicht mehr so hervor, wie es vor allem
zu den Zeitpunkten 2 und 3 der Fall ist. Im Bereich A=360-680nm sind die
Reflexionsquotienten aber immer noch erkennbar grofler als der Referenzwert R/Ro=1.
Auch in den meisten Oberflachendiagrammen der Einzelmessungen ist eine erneute
Reflexionszunahme zu erkennen, die Werte nahe den maximalen 10S erreicht. Diese
bleibt zudem erhalten (Abb. 16A, S. 35). Das ldsst vermuten, dass Kalzium bei der
Riickbildung der durch Hypoxie und die HSD bedingten Verdnderungen im
Reflexionsverhalten eine wichtige Rolle spielt. Moglicherweise unterstiitzt eine
verminderte Kalziumkonzentration, z. B. durch die erhohte neuronale Erregbarkeit in
den Zellen, die durch Hypoxie bedingte, partiell irreversible Dendritenschiddigung,
welche von den Arbeitsgruppen von Andrew und Somjen beschrieben wird (Andrew et

al. 1999, Somjen 2001).
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Eine starke Reduktion des Chloridgehaltes in der ACSF-Losung fiihrt wie die
kalziumfreie Losung zu einem Riickgang der HSD-Parameter At und AV. At ist 14,1%
kleiner als bei den entsprechenden Test-HSDs. Die Amplitude ist um 22,2%
abgeschwicht. Im Gegensatz zur kalziumfreien Losung dauert die HSD bei geringer
Chloridkonzentration 5,0% der Zeit linger an als unter Kontrollbedingungen. Das
deutet auf eine Einschrinkung des Regenerationsvermogens hin. Zudem kann von der
Verkiirzung von At auf eine erhohte Anfilligkeit des Gewebes gegeniiber Hypoxie
geschlossen werden. Allerdings ldsst eine verminderte Amplitude auch vermuten, dass
die HSDs in chloridarmer Losung mnicht in vollem Umfang wie unter
Kontrollbedingungen ablaufen. Die Abschwichung in der DC-Potenzialnegativierung
ist im Vergleich zu den korrespondierenden Test-HSDs signifikant. Da die
Abweichungen von der vorangegangenen Test-HSD teilweise groBer sind als die bei
den Kontrollmessungen, ist davon auszugehen, dass CI'-Ionen zumindest modulatorisch
durch Kontrolle der neuronalen Erregbarkeit auf die Entstehung und Entwicklung einer
HSD wirken. Dieser Einfluss wurde bereits 2000 von Miiller beschrieben (Miiller
2000).

In chloridarmer ACSF-Losung sind die Reflexionsminima zu den Zeitpunkten 1 bis 4
analog zu den Kontrollen bei A=440nm zu beobachten. Bei dieser Wellenlidnge scheinen
die gleichen Strukturen, wie schon fiir die Kontrollmessungen erwihnt, das
eingestrahlte Licht zu absorbieren. Sie werden durch die Abwesenheit von Cl-lonen

offenbar wenig oder gar nicht beeinflusst.

Die Reflexionsmaxima liegen zu den Zeitpunkten 30s vor der HSD und IOS,,,1 bei
A=320nm, sowie zum Zeitpunkt 10S;;,2 bei A=340nm. Im Gegensatz zu anderen
Messreihen gibt es keine Maxima bei A=400nm unter hypoxischen Bedingungen. 10s
vor der elektrisch registrierten HSD erfolgt wie bei den Test-HSDs in Standard-ACSF
ein generalisierter initialer Reflexionsriickgang. Dieser befindet sich zeitlich nidher an
der HSD (Quotienten At: 1. HSD 0,47, 2. HSD 0,42, 3. HSD 0,57). Chloridionen
scheinen somit zum frithen Reflexionsriickgang vor der HSD beizutragen. 33s nach der
HSD in chloridarmer Losung kommt es zu einem moderaten Reflexionsanstieg

zwischen A=360nm und A=680nm. Die Reflexionsquotienten sind aber auch dabei
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kleiner als der Ausgangswert R/Rp=1. Der Anstieg der Reflexion ist nur von kurzer
Dauver. Er wird von einem erneuten Reflexionsriickgang gefolgt, welcher alle
Wellenldngenbereiche aufler A=440nm erfasst (IOS;;;2). Drei Minuten nach
Reoxygenierung gewinnen die IOS erneut an Stirke, v. a. bei A=440nm. Maximum und
Minimum liegen bei A=400nm und A=600nm. Alle Reflexionsquotienten sind zu diesem
Zeitpunkt kleiner als der Wert R/Rg=1. Es gibt signifikant geringere Verinderungen der
IOS zum Zeitpunkt I0S,;,1 verglichen mit den HSDs in Standard-Losung. Die Kurven
zu den einzelnen Messzeitpunkten zeigen eine dhnliche Verlaufsform und unterscheiden
sich in ihren Messwerten nicht so stark voneinander wie die HSDs in Standard-ACSF.
Drei Minuten nach Reoxygenierung wirkt die Kurve fast schon parallel zur x-Achse und
weist keine markanten Punkte wie den in den Kontrollen beobachteten Einschnitt bei
A=440nm unter hypoxischen Bedingungen auf. Dieser Einschnitt ist aber bei den

vorangegangenen Messzeitpunkten sichtbar.

Ein mit der HSD einhergehender starker Anstieg der Intensitit der IOS bleibt in
chloridarmer ACSF-Losung aus. Die Oberflaichendiagramme geben oft ein nahezu
spiegelbildlich wirkendes Bild verglichen mit den Kontrollmessungen ab (Abb. 17A,
S. 38). Demnach ist der deutliche Reflexionsanstieg bei der HSD im hohen Malle
chloridabhédngig. Chloridionen tragen wesentlich zur Schwellung von Mitochondrien
bei, die wiederum ein verdndertes Reflexionsverhalten des hippokampalen Gewebes
nach sich zieht (Miiller und Somjen 1999). Die Mitochondrien machen ungeféhr 17,3%
des Volumens der Neurone bei der Ratte aus (Foster et al. 2006). Somit ist es
vorstellbar, dass eine Verianderung im Volumen und in den optischen Eigenschaften

dieser Zellorganellen auch einen Einfluss auf die registrierten IOS hat.

Lediglich der leichte Reflexionsriickgang vor der HSD und die starke Abschwichung
der IOS wihrend einer HSD in chloridarmer Losung werden der Zellschwellung
zugeschrieben, nicht aber die Entstehung der starken I0S wéihrend der HSD in
chloridhaltiger ACSF-Losung (Miiller und Somjen 1999).

70



4.3 HSDs bei verinderter Losungsosmolaritit

Hypotone ACSF-Losung bewirkt eine Verkiirzung der Latenzzeit zwischen
Stickstoffgabe und Beginn der HSD. Im Vergleich zu den Test-HSDs tritt die zweite
HSD in hypotoner Losung 8,0% der Zeitspanne At frither auf. Die HSDs haben nicht
nur eine um mehr als ein Fiinftel (22,9%) grofere Amplitude als in Standard-Losung,
sie halten auch mehr als ein Fiinftel der Zeit At;, (21,6%) lianger an. Fiir Aty sind
diese Abweichungen signifikant. Eine verminderte Osmolaritit des ACSFs, die hier
durch eine geringere Menge von NaCl in der Losung bedingt ist, fiihrt zu einer
gesteigerten ,,synaptischen Ubertragung® und somit zu einer Modulation der HSD
(Somjen 2001, S. 1081). Fiir stark hypotone Badlosungen wird sogar das Auftreten
zahlreicher spontaner SDs beschrieben (Fayuk et al. 2002). SDs konnen bei
verminderter Losungsosmolaritit auch unter normoxischen Bedingungen auftreten
(Somjen 2001). Demnach wird das Gewebe durch niedrige Losungsosmolaritit fiir eine
SD sensibilisiert, zumal auch das Interstitium kleiner und damit die ionale Homdostase

noch anfilliger wird.

Bereits nach kurz andauernder Hypoxie haben sich 30s vor der zweiten HSD in
hypotoner ACSF-Losung das Reflexionsmaximum bei A=400nm und das Minimum bei
A=440nm ausgebildet. Der Reflexionsanstieg unter hypoxischen Bedingungen
unterscheidet sich fiir die Wellenlingen A=380-680nm signifikant von den

Kontrollmessungen.

Der initiale Reflexionsverlust fillt mit maximal 1,0% (A=440nm) eher gering aus und
begrenzt sich auf die Wellenldngen A=440nm, A=560nm, A=620—640nm und A=680nm.
Der Messzeitpunkt 10S,,;, befindet sich 19s vor der HSD. Damit ist er etwas enger mit
der HSD assoziiert als bei den Kontrollen (Quotienten At: 1. HSD 0,92, 2. HSD 0,82).
54s nach der HSD wird der Zeitpunkt 10S,,.x erreicht. Die stéirksten I0OS werden somit
spater erreicht als in Standard-Losung (Quotienten der Latenzzeit: 1. HSD 1,66, 2. HSD
6,25, 3. HSD 2,68). Das bedeutet, dass eine verminderte Losungsosmolaritit (-30mM)
sowohl den initialen Reflexionsriickgang verzogert und abschwicht als auch einen

Anstieg der IOS-Intensitit wihrend der HSD spéter zuldsst. Dennoch ist der
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Reflexionsanstieg bei der HSD mit durchschnittlich +18,1% viel intensiver als unter
Standard-Bedingungen. Dort werden fiir die erste und zweite HSD mittlere Anstiege
von +6,2% und +5,1% erzielt. Wie bei den Kontrollen sind auch in hypotoner Losung
alle betrachteten Wellenldngen von A=320nm bis A=680nm an der Reflexionssteigerung
beteiligt. Drei Minuten nach Reoxygenierung werden die IOS zwischen A=340nm und
A=680nm zwar schwicher, aber kehren bei keiner Wellenlinge zum Ausgangswert
R/Rgp=1 zuriick. Die Reflexionsminderung ist bei A=400nm bedingt durch den vorher
starken Anstieg besonders ausgeprigt. Maximum und Minimum sind zu den
Wellenldngen A=460nm und A=340nm verschoben. Die beschriebenen Verinderungen
unterscheiden sind fiir die Wellenldngen A=380nm bis A=680nm signifikant von den

korrespondierenden Test-HSDs (Abb. 18B, S. 40).

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu der Uberlegung, dass Zellschwellung zu einer
starkeren Transmission und somit einer Abschwichung der Reflexion fiihrt (Miiller und
Somjen 1999). Dem zufolge sind die IOS bei einer HSD auf andere Ursachen
zuriickzufiihren als auf reine Verdnderungen des Zellvolumens. Von Miiller und Somjen
wurde festgestellt, dass Zellschwellung und das Auftreten der IOS nicht zueinander in

Beziehung stehen (Miiller und Somjen 1999).

Bei Zellschwellung ist das Gewebe aber anfilliger gegeniiber einer HSD, da das
Interstitium verkleinert ist. Hypertone ACSF-Losung hat den gegenteiligen Effekt. Die
Verwendung von hypertoner Losung bedingt eine lingere Latenzzeit At (+25,3%). AV
ist in Bezug auf die Test-HSD um 28,1% kleiner, At;;, ist um 6,9% groBer. Fiir At und
AV sind die Unterschiede signifikant. Eine groflere Latenzzeit spricht fiir einen
protektiven Effekt von erhohter Losungsosmolaritdt gegeniiber der Entstehung einer
HSD. Eine mogliche Erkldrung dafiir ist die Zellschrumpfung und die damit
einhergehende VergroBerung des interstitiellen Raums. Im Interstitium kdnnen nun
beispielsweise mehr K*-Ionen aufgenommen werden, bevor sich deren Konzentration
im gleichen Mal3 wie in isoosmolarer Losung dndert. Die kleinere Amplitude und
kiirzere Dauer der HSD zeigen, dass weniger Zellen gleichzeitig depolarisieren und sich
dann schneller vom hypoxischen Stress erholen. Die hohe Osmolaritit schiitzt das

Gewebe zum gewissen Grad vor einer HSD, was neben der Tatsache, dass eine
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verminderte Losungsosmolaritit das Gewebe anfilliger fiir eine HSD macht, logisch

erscheint.

In hypertoner Losung bilden sich bereits nach kurzer Hypoxiedauer das
Reflexionsmaximum und das Reflexionsminimum bei A=400nm und A=440nm aus und
bleiben bei diesen Wellenlidngen auch bis zum Messzeitpunkt 3 unverindert bestehen.
Es kommt kurz vor der HSD zu einer generellen Reflexionsabnahme zum zweiten
Messzeitpunkt (IOS,,) in den Wellenldingen A=380nm und A=420-680nm. 1O0S;,
wurde 5s vor der HSD bestimmt. Das entspricht gerade etwas mehr als einem Fiinftel
der Zeit, die zwischen IOS,,;, und der zweiten HSD in Standard-ACSF vergeht
(Quotient=0,21). Dem schlieBt sich 33s nach der HSD ein Reflexionsanstieg beziiglich
des normoxischen Ausgangswertes R/Rp=1 an, welcher auf die Spektralbereiche
A=320-360nm und A=400nm begrenzt bleibt. Obwohl dieser nahezu zeitgleich zur
Reflexionszunahme wihrend der ersten HSD stattfindet, fillt er in hypertoner Losung
quantitativ deutlich geringer aus (1. HSD Kontrolle +6,2%). Zudem ist die Zeitspanne
zwischen der HSD und I10S,,.x hier fast vier Mal so lang wie bei der zweiten HSD in
Standard-Losung (Quotient der Latenzzeit=3,79). Zum Messzeitpunkt 3 wird nur bei
A= 320-360nm und bei A=400nm der Ausgangswert R/Ro=1 iiberschritten. Auch drei
Minuten nach  Reoxygenierung sind die Reflexionsquotienten in  den
Wellenldangenbereichen A>340nm kleiner als der normoxische Ausgangswert R/Ro=1, es
erfolgt aber bei A=440nm und zwischen A=500nm und A=680nm ein Reflexionsanstieg,

der als Anniherung an den Ausgangswert zu verstehen ist.

In hypertoner Losung ist wihrend der HSD in allen Wellenldngenbereichen eine
Intensititssteigerung der I0S zu verzeichnen, wenn man den Messzeitpunkt IOS;, zum
Vergleich nimmt. Diese ist aber deutlich schwicher als bei den repetitiven HSDs in
Standard-Losung oder in hypotoner Losung. Diese Unterschiede sind zwischen
A=380nm und A=640nm im Vergleich zu den Test-HSDs signifikant (Abb. 19, S. 42).
Der sich fortsetzende Anstieg der IOS nach Reoxygenierung und die Anndherung an
R/Rp=1 deuten auf eine langsame Erholung des Gewebes vom hypoxieinduzierten
Stress hin. Der Einschnitt in der Kurve bei A=440nm ist nach Reoxygenierung

aufgehoben.
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4.4 HSDs bei ausgeschalteter Gliazellfunktion

Nachdem das Nervengewebe fiir mindestens drei Stunden einer Losung des
Gliazellgiftes FAC (5SmM) ausgesetzt war, steigen sowohl die Latenzzeit als auch die
Amplitude der ersten HSD um ca. ein Viertel im Vergleich zu den Kontrollmessungen
in Standard-ACSF an (At=+24,8%, AV=+25,7%). Die HSD dauert aber nur noch knapp
ein Drittel der Zeit in Standard-Losung (Quotient At,;,,=0,27).

Wihrend der frithen Phase der Hypoxie, zu den Messzeitpunkten 1 und 2, liegt das
Reflexionsmaximum bei A=400nm. Auch das Minimum befindet sich wie bei den
Kontrollmessungen in Standard-ACSF bei A=440nm. 39s und damit fast doppelt so
lange vor der HSD, verglichen mit den Test-HSDs, findet ein initialer
Reflexionsriickgang statt (Quotient=1,85). Das bedeutet, intakt funktionierende
Gliazellen verzogern den Beginn des initialen Reflexionsriickganges. Die IOS werden
mit Ausnahme der Bereiche A=340nm und A=680nm schwicher. Dennoch ist dieser
Reflexionsriickgang weniger stark ausgeprigt als bei den Kontrollen. Er betrédgt hier
maximal -0,7%. Im Vergleich dazu wird in Standard-ACSF eine maximale
Abschwichung von -1,8% erzielt (A=480nm). Der initiale Reflexionsriickgang ist somit
in FAC-haltiger ACSF-Losung um bis zu 60,0% schwécher als bei den ersten HSDs in
Standard-Losung. Daraus ergibt sich, dass die Gliazellen malgeblich zum
Reflexionsriickgang vor der HSD beitragen. Der Reflexionsriickgang ist auf das
Anschwellen von Neuronen und Gliazellen wihrend der neuronalen Erregung

zuriickzufiihren.

42s nach dem DC-Potenzialsprung zu HSD-Beginn wird eine deutliche Zunahme der
IOS um durchschnittlich +16,3%, verglichen mit dem Ausgangswert, beobachtet. In
Bezug auf die ersten HSDs in Standard-ACSF, welche einen mittleren
Reflexionsanstieg von +6,2% erreichen, ist das ein etwa dreifach so starker Anstieg.
Allerdings betrifft dieser in FAC-Losung nur den Wellenldngenbereich A>360nm.
Zudem werden auch die Wellenlingen A>500nm deutlich sichtbar vom
Reflexionsanstieg  erfasst, welche bei den  Kontrollen eher  geringe

Intensititssteigerungen der IOS erkennen lieBen. Bereits ab 2>420nm sind diese
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Unterschiede signifikant (Abb. 20, S. 44). Der Reflexionsanstieg wihrend der HSD tritt
unter Ausschaltung der Gliazellen spdter auf und ist zudem auf die
Wellenldangenbereiche A>500nm ausgeweitet. Das deutet darauf hin, dass die Gliazellen
zu einem schnelleren Anstieg der IOS nach der HSD fiihren. Das kann durch ihre
passive Teilnahme an der Depolarisation und einer damit einhergehend gréeren
Zellzahl im beobachteten Gewebe begriindet werden. Trotzdem ist das Auftreten von
IOS nicht an das Vorhandensein funktionstiichtiger Gliazellen gekoppelt. Auch der
schnellere HSD-Eintritt und die verstirkten IOS bei der Verwendung von FAC werden
durch die Beobachtungen von Miiller und Somjen gestiitzt (Miiller und Somjen 1999).
IOS treten auch bei glialer Intoxikation auf. Sie sind dann sogar stidrker, was wiederum
fiir eine regulatorische und protektive Funktion der Gliazellen spricht. Sie dimpfen die
Intensititsanstiege der 10S. Weiterhin scheinen sie die Reflexionssteigerungen im

Bereich A>500nm fast zu unterdriicken.

Drei Minuten nach Reoxygenierung nehmen die I0S bei A>340nm ab. Das Minimum
liegt bei A=320nm, das Maximum bei A=460nm. In den Wellenlingenbereichen
A=360nm bis A=680nm bleibt die Reflexion um bis zu 8,2% bei A=460nm iiber dem
Ausgangswert R/Rp=1. Wie bei den Kontrollen wirkt die Kurve geglittet. Der bei
Hypoxie sichtbare Einschnitt bei A=440nm ist aufgehoben. Da in den
Wellenldangenbereichen A=400-680nm die Reflexionsquotienten etwas iiber denen der
Kontrollmessungen liegen, scheint die Erholung des Gewebes langsamer zu erfolgen.
Somit ergibt sich, dass die Gliazellen wahrscheinlich einen Beitrag zur Riickbildung der

durch die HSD hervorgerufenen Verdanderungen im Reflexionsverhalten leisten.

4.5 HSDs bei mitochondrialer Intoxikation

Die Exposition der Zellen gegeniiber 10uM FCCP-Losung fiihrt dazu, dass sich die
Latenzzeit At auf 29,9% des Vergleichswertes in Standard-ACSF verkiirzt. Ebenso zeigt
sich ein Riickgang fiir den Parameter At;/,, welcher um 46,3% vermindert ist. Geringere
Verluste sind fiir die durchschnittliche Amplitude zu verzeichnen (-11,4%). Gerich et al.
konnten bei Versuchen mit 10uM FCCP-Losung einen um 31,0+11,6% fritheren Beginn
der HSD aufzeigen. Die Amplituden dieser HSDs waren um 28,3+15,5% gemindert.
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Die Dauer der HSD ging um 28,0+25,0% zuriick (Gerich et al. 2006). Die Reduktion
aller drei DC-Potenzialparameter deckt sich mit den in dieser Arbeit ermittelten
Ergebnissen. FCCP, das die Funktion der Mitochondrien beeintriachtigt, besitzt somit
die Fahigkeit, die Hypoxietoleranz des Hirngewebes signifikant einzuschrianken (Gerich
et al. 2006). Zudem ist eine sich gegenseitig potenzierende Wirkung der Noxen FCCP
und Hypoxie zu vermuten, die zu einem so frithen HSD-Beginn verglichen mit den
Kontrollmessungen fiihrt. Die Verminderung der Amplitude im DC-Signal deutet auf

eine geringere Anzahl synchron depolarisierender Neurone hin.

Unter Verwendung von FCCP, einem Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette,
liegen das Reflexionsmaximum und das Reflexionsminimum anfinglich bei A=340nm
bzw. A=440nm. Im Mittel 9s vor der HSD stellt sich auch in FCCP-Losung ein initialer
Reflexionsverlust ein, der den gesamten Bereich von A=320nm bis A=680nm mit
Ausnahme von A=400nm erfasst. Die Zeitspanne zwischen HSD und
Reflexionsriickgang ist kiirzer als bei den jeweils ersten und zweiten HSDs in
Standard-Losung (Quotienten Latenzzeit: 1. HSD 0,41, 2. HSD 0,37). Das spricht dafiir,
dass FCCP den anféanglichen Reflexionsriickgang hinauszogert und die Mitochondrien
einen Beitrag zur frilhen Phase des I0S-Verlaufs leisten. Laut Gerich und Kollegen
existiert ein klarer Zusammenhang zwischen der Geschwindigkeit des HSD-Beginns
und der Depolarisation der Mitochondrien. Daher werden den Mitochondrien wichtige

protektive Funktionen in der Frithphase der Hypoxie zugeschrieben (Gerich et al. 2006).

Durchschnittlich 30s nach der HSD kommt es zu einer generellen Zunahme der I0S im
beobachteten Spektralbereich um +4,1%. Die Wellenlinge A=400nm sticht mit einer
Zunahme von +17,8% deutlich hervor. Der durchschnittliche Reflexionsanstieg ist mit
dem unter Kontrollbedingungen vergleichbar. Bei den ersten HSDs betrug er dort
+6,2% und bei den zweiten HSDs in Standard-Losung +5,1%. Die Latenz zwischen
HSD und 10S,,.x dhnelt ebenfalls der der Kontrollmessungen. Sie ist nur um 7,2%
kleiner. Im Vergleich zu den zweiten HSDs in Standard-Losung ergibt sich allerdings
eine um den Faktor 3,5 langere Zeitspanne. Demnach hat FCCP wenig Einfluss auf die

Entstehungsgeschwindigkeit und die Stirke der IOS im Anschluss an die HSD, wenn
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man dafiir den Vergleich mit den ersten HSDs zu Grunde legt. Man sollte aber

beachten, dass die HSDs in FCCP-haltigem ACSF wesentlich frither beginnen.

Maximum und Minimum sind zum Zeitpunkt 3 bei A=400nm und A=440nm anzutreffen,
was eine weitere Gemeinsamkeit mit den Kontroll-HSDs darstellt. Drei Minuten nach
Reoxygenierung sind die IOS im Bereich von A=320nm bis A=680nm wieder riickldufig.
Vor allem bei A=400nm nehmen die IOS ab, was mit dem vorangegangenen starken
Anstieg bei dieser Wellenldnge zu begriinden ist (-14,2%). Das Reflexionsmaximum ist
zu A=480nm verschoben. In den Wellenlingenbereichen A=400—-420nm und
A=460-680nm sind die Reflexionsquotienten immer noch groBer als R/Ry=1, was auf
eine noch nicht abgeschlossene Erholungsphase des Gewebes hindeutet. Es sollte aber
bedacht werden, dass die Riickbildung der IOS im Bereich A=400nm im Gegensatz zu

den Kontrollen nahezu vollstindig erfolgt. Die Kurve verlduft fast parallel zur x-Achse.

In den Oberflichendiagrammen (Abb. 21, S. 46) ist erneut ein sich anschlieender
leichter Reflexionsanstieg zu erkennen. Der Einschnitt in den Kurven bei A=440nm
wirkt zu allen 4 Messzeitpunkten nicht so deutlich wie in den Kontrollmessungen. Das
deutet darauf hin, dass moglicherweise die Stoffwechselvorginge der Mitochondrien
zur starken Absorption bei dieser Wellenlinge beitragen. Die Entkopplung der
Atmungskette  fiihrt dazu, dass der Protonengradient iiber die innere
Mitochondrienmembran schnell abgebaut wird. Demzufolge wird die Erhaltung dieses
Gradienten durch die Komplexe I-IV der Atmungskette angeregt und die
Atmungskettenaktivitdt maximiert. Somit sind auch die Cytochrome, welche zu einer
verstirkten Absorption v. a. in den Bereichen A=420nm und A=440nm fiihren, von einer
Verschiebung ihres Redoxstatus hin zur Oxidation betroffen. Das schwécht
moglicherweise den Einschnitt im Reflexionsprofil bei A=440nm ab, welcher bei den
Messungen in Standard-ACSF, bei verdnderter ionaler Losungszusammensetzung und
unterschiedlicher Losungsosmolaritit unter hypoxischen Bedingungen deutlich zu

erkennen ist.

Cyanidionen hemmen den Komplex IV der mitochondrialen Atmungskette und greifen

somit erheblich in den Stoffwechsel dieser Zellorganellen ein. Das Einwaschen von
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niedrig konzentrierter Cyanidldsung in Verbindung mit Stickstoffgabe fiihrt zu einem
auf dem 5%-Niveau signifikant fritheren HSD-Beginn (-18,2%) (Abb. 26, S. 58). Die
Amplitude der DC-Potenzialnegativierung ist etwas schwicher (-3,6%) und das Gewebe
braucht ldngere Zeit, um sich von der durch Cyanid und Sauerstoffentzug induzierten
HSD zu erholen. Aty ist 19,0% und damit signifikant linger als bei den Kontrollen. Ein
fritherer HSD-Beginn und eine langsamere Erholung nach der HSD deuten dhnlich wie
bei den Messungen in FCCP-haltiger Losung auf einen sich potenzierenden Effekt von
CN'-Ionen und O,-Mangel hin. Die mitochondriale Atmungskette wird gleich zweifach

angegriffen.

In Kombination von 10uM Cyanidlosung und Stickstoffgabe bleiben die
Reflexionsmaxima und -minima zu den ersten 3 Messzeitpunkten, d. h. unter
hypoxischen Bedingungen bei A=400nm und A=440nm. Bereits zu Beginn, 30s vor der
HSD, steigt die Reflexion bei A=400nm um +5,1%. Bei A=440nm ist der
Reflexionsriickgang mit —7,1% nicht ganz so stark wie bei den Kontrollen (-12,9%). Bis
zum Messzeitpunkt 2, 10S,,,, nehmen die Reflexionsquotienten in allen registrierten
Wellenldngenbereichen leicht ab. Das &dhnelt der Reflexionsabnahme in Standard-
ACSF. Nur die Zeitspanne zwischen 10S,i, und HSD ist in 10uM Cyanidlosung mit
11s kiirzer als bei den Kontrollen (Quotienten der Latenzzeit: 1. HSD 0,53,
2. HSD 0,48).

Somit beschleunigt auch die niedrig konzentrierte Cyanidlosung den initialen
Reflexionsverlust in einer @hnlichen GroéBenordnung wie die FCCP-Losung. Das
erhidrtet die Vermutung, dass diese friihe Phase der IOS-Entwicklung u. a. auf die
Mitochondrien zuriickzufiihren ist. Die sich gegenseitig unterstiitzende Wirkung von

Cyanid und Hypoxie wird hier @hnlich wie bei den elektrischen Messungen erkennbar.

Der Intensitidtszuwachs der I0S wihrend der HSD ist mit durchschnittlich +13,6%
starker ausgepriagt als bei den HSDs in Standard-Loésung (1. HSD +6,2%, 2. HSD
+5,1%). Es wird ebenfalls der ganze Bereich von A=320nm bis A=680nm erfasst.
Besonders stark ist der Anstieg bei A=400nm (+23,3%). Im Gegensatz zu den

Test-HSDs liegt der durchschnittliche Reflexionsquotient auch bei A=440nm erkennbar
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iiber dem Ausgangswert (R/Rp=1,061). In Standard-ACSF wird lediglich ein
Reflexionsquotient von R/Ry=0,971 erreicht. Diese Unterschiede bei A=440nm sind zu

den ersten drei Messzeitpunkten signifikant.

Wabhrscheinlich tragen auch hier die Mitochondrien mit ihren Cytochromen zum
Riickgang der IOS in normaler ACSF-Losung bei. Weiterhin ist auffillig, dass die IOS
auch in den Wellenldngenbereichen A<400nm stirker ansteigen als bei den anderen
verwendeten Losungen. A=320nm unterscheidet sich sogar signifikant von den
Test-HSDs. Demnach fiihrt die Kombination von 10uM Cyanid und Sauerstoffentzug
zu einer ausgeprigten Beeintrichtigung der Mitochondrien, die den Anstieg der I0S
zwischen A=320nm und A=400nm noch verstérkt. Die Zeitverzogerung zwischen 10S .«
und HSD betrdgt mit 36s 10,3% mehr als bei den ersten HSDs. Im Vergleich mit den
zweiten HSDs unter Kontrollbedingungen ist die Zeitspanne mehr als vier Mal so lang

(Quotient der Latenzzeit=4,18).

Drei Minuten nach Reoxygenierung bleibt das Maximum bei A=400nm, das Minimum
wandert zu A=320nm. Die Reflexionsquotienten werden wie unter Kontrollbedingungen
iber alle Wellenldngen kleiner, v. a. bei A=400nm (-13,7%). Dennoch bleiben sie iiber
dem Ausgangswert R/Rp=1, was auf eine noch nicht abgeschlossene Erholung des
Nervengewebes von der Hypoxie hindeutet. Maximum und Minimum haben sich wie

bei den anderen Messungen aneinander angenéhert.

Bei den Messungen, bei denen nur durch das Einwaschen von 1mM Cyanidlésung eine
HSD generiert wurde, ist die Latenzzeit zwischen Cyanidgabe und HSD-Beginn fast
doppelt so gro} wie bei den Test-HSDs (Quotient At=1,89). Die Amplitude ist im Mittel
13,2% kleiner. Sowohl fiir At als auch fiir AV weisen die Werte signifikante
Unterschiede zu den Kontrollen auf (p<0,05) (Abb. 26, S. 58). Die lange Latenz im
Vergleich zu den anderen Versuchsreihen liegt sicherlich v. a. in der gednderten
Methodik begriindet, die darin besteht unter normoxischen Bedingungen 1mM
Cyanidlosung einzuwaschen. Die Cyanidionen miissen erst in das Gewebe diffundieren,
was Zeit in Anspruch nimmt. Ebenso kann die kleinere Amplitude AV mit dem anderen

Diffusionsverhalten von N, und CN° ins Gewebe begriindet werden. Gerich und
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Kollegen losten u. a. durch Einwaschen von 1 mM Cyanidlosung unter sonst
normoxischen Bedingungen HSDs aus. Diese hatten mit At=251+34s eine dhnlich lange
Latenzzeit wie die entsprechende Messreihe dieser Arbeit. At betrdgt hier
durchschnittlich 284s (siehe Kapitel 3.5 ,,HSDs bei mitochondrialer Intoxikation* und
Tab. 2). Die Amplitude von -13,2mV ist mit den von Gerich et al. publizierten
AV-Werten von -11+1mV vergleichbar (Gerich et al. 2006).

In ImM Cyanidlosung ist zu den Messzeitpunkten 1, 3 und 4 das Reflexionsmaximum
bei A=400nm zu finden. Nur zum Zeitpunkt 10S,;, kommt es zu einer Verlagerung zu
A=340nm fiir das Maximum und A=440nm fiir das Minimum. Die Besonderheit bei
dieser Messreihe ist, dass der sonst als Zeitpunkt 2 bezeichnete Messzeitpunkt [0Sy,
schon vor dem Messzeitpunkt 1, 30s vor der HSD, abgelesen wurde. [0S, liegt im
Mittel 132s vor der HSD. Das ist ein Mehrfaches der Zeitspanne, die unter
Kontrollbedingungen bestimmt wurde (Quotienten der Latenzzeit: 1. HSD 6,27,
2. HSD 5,60). Dieser Zeitunterschied lisst sich am ehesten dadurch erklidren, dass hier
die HSD nur durch das Einwaschen von ImM Cyanidlosung unter sonst normoxischen
Bedingungen ausgelost wurde. Das Gewebe reagierte darauf langsamer als auf den
Sauerstoffentzug, was auch in der verlingerten Zeitspanne At der elektrischen

Messungen zu erkennen ist (siche Abb. 26, S. 58).

Dennoch kommt es zum Zeitpunkt IOS;, zu einem deutlichen Riickgang der Reflexion
um maximal 9,2% bei A=440nm. Dieser weicht bei A=400nm, A=440-540nm, A=580nm
und A=620-680nm signifikant von den Kontrollen ab. Das spricht wiederum fiir eine
Beteiligung der Mitochondrien an der Frithphase der Hypoxie, wie bereits fiir die

FCCP-haltige Losung beschrieben wurde (Gerich et al. 2006).

30s vor der HSD befinden sich die I0S schon im Intensitédtsanstieg. Dieser betrifft die
Wellenldangen A=340-660nm und ist zwischen A=380—420nm grofler als 10% in Bezug
auf I0Sin. [0S« wird 39s nach der HSD und damit gut ein Fiinftel der Zeit spéter als
bei den Kontrollen gemessen (Quotient der Latenzzeit: 1,21). Es kommt zu einem
Reflexionsanstieg bei A>340nm, welcher im Vergleich zum Messzeitpunkt 10S,

durchschnittlich +12,8% betrigt, sich aber nur um 0,5% zum Zeitpunkt 30s vor der

80



HSD unterscheidet. Auch im Hinblick auf den Zeitpunkt drei Minuten nach der HSD
sind die Verdnderungen mit einem maximalen Reflexionsriickgang bei A=420nm von
-2,7% gering. Es scheint als wiirde das Gewebe auf die chemisch hervorgerufene
Hypoxie durch Cyanid triger reagieren als auf den direkten Sauerstoffentzug. Man
sollte aber gerade bei der Beurteilung des Messzeitpunktes 4 beriicksichtigen, dass das
Gewebe nicht reoxygeniert wurde, sondern weiterhin dem Cyanid ausgesetzt war. In
den Oberflichendiagrammen bleiben die Reflexionsquotienten im Zeitverlauf hoch
ohne vorher kleiner zu werden und erneut anzusteigen, wie es bei den Kontrollen und

den anderen Messreihen der Fall ist (Abb. 23, S. 51).

Dieses Verhalten ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass die Mitochondrien vor allem in
der frithen Phase der HSD zur Riickbildung der IOS-Intensitit beitragen. In den Kurven
ist zu keinem Zeitpunkt so ein markanter Einschnitt bei A=440nm zu erkennen wie bei
den anderen Versuchsreihen. Eine suffiziente Intoxikation der Mitochondrien durch
Cyanid scheint diesen aufzuheben. Somit tragen diese Zellorganellen zum Anstieg der
Absorption bei A=440nm bei. Die Cytochrome, die vermutlich zu einer starken
Absorption bei A=440nm und A=420nm fiihren, sind in der Atmungskette der
Mitochondrien zu finden. So kann eine direkte Beeintrichtigung der Atmungskette
durch die Hemmung des Komplex IV mit Cyanid offenbar dazu beitragen, dass die
Menge der in reduzierter Form vorliegenden Cytochrome vermindert ist. Dann wiirde
die Absorption bei der Wellenldnge A=440nm geringer sein. Das zeigt sich wiederum in

einem fast nicht mehr erkennbaren Einschnitt im Reflexionsverhalten.

4.6 Methodenkritik

An dieser Stelle soll auf mogliche Schwankungen und die daraus eingeschrinkte
Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Messwerte eingegangen werden. Dies liegt
u. a. an den individuellen Unterschieden der Tiere, von denen das
Untersuchungsmaterial gewonnen wurde. Auch die Hippokampusformation war nicht in
jedem Hirnschnitt identisch. Es wurde sowohl Gewebe untersucht, das den vorderen
Teil des Hippokampus enthielt, als auch Gewebe, das eher kaudal gelegene

Hippokampusstrukturen beinhaltete. Daraus ergibt sich weiterhin, dass die Position der
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fiir die elektrischen Ableitungen eingestochenen Elektrode leicht variiert. Sie wurde
zwar vor jeder Messung in die CAl-Region des Stratum radiatum eingestochen, aber

traf sicherlich nicht jedes Mal exakt die gleichen Neuronengruppen.

Bei den eigentlichen Messungen habe ich einen Zeitraum von 15 Minuten pro Versuch
in den elektrischen und optischen Aufzeichnungen festgehalten. Dieser stellte die
Grundlage fiir die Auswertung der Daten dar. Mogliche Ereignisse elektrischer oder
optischer Art, die aullerhalb dieser Zeitspanne stattfanden, konnten nicht erfasst und
bewertet werden. Bei der Auswertung der optischen Signale wurden diese im zeitlichen
Zusammenhang mit den elektrischen betrachtet und der Reflexionsquotient bestimmit.
Da die Intensititen des reflektierten Lichtes aber nur alle 15 Sekunden gemessen
wurden (daraus ergibt sich die Anzahl der Spektren), war auch das die Zeitauflosung,
mit der man die Reflexionsquotienten ablesen konnte. Somit ist mitunter keine zeitlich
hoch aufgeloste Aussage iiber die zum Zeitpunkt der HSD entstandenen I0S moglich.
Da IOS aber langsame Signale sind, die sich im Bereich von Minuten ausbilden, sollte

eine zeitliche Auflésung von 15s/Spektrum dennoch ausreichend sein.
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S Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit ist es, die Entstehungsmechanismen von intrinsischen optischen
Signalen (IOS) wihrend einer HSD im Hippokampusgewebe von Ratten genauer zu
analysieren. IOS wurden dazu erstmals spektral definiert gemessen. Dabei wurde zum
einen die ionale Losungszusammensetzung des ACSF variiert und zum anderen wurden
gezielt Zellorganellen, ndmlich die Mitochondrien, in ihrer Funktion gehemmt. Des

Weiteren wurden Gliazellen mit FAC intoxikiert.

IOS entstehen grundsitzlich im Zusammenhang mit einer HSD. Dabei sind sie im
zeitlichen Rahmen einige Sekunden nach der HSD einzuordnen. Eine korrelative
Beziehung zwischen der Stirke der abgeleiteten DC-Potenzialnegativierung fiir die

HSD und der Intensitét der IOS konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

In der Entwicklung der IOS sind mehrere markante Phasen zu unterscheiden. Bevor es
im Anschluss an die HSD zu einer Intensitétssteigerung der IOS kommt, ist zunichst
eine geringe Abschwichung der optischen Signale zu beobachten. Diese ldsst sich auf
die Schwellung von Neuronen und Gliazellen wihrend der neuronalen Erregung
zuriickfithren. Der HSD folgt unmittelbar eine deutliche Intensitdtszunahme der IOS,
die vor allem die Wellenldngenbereiche A=380-560nm erfasst (Abb. 30). Das kann
teilweise mit dem Anstieg der Autofluoreszenz von NADH unter hypoxischen
Bedingungen begriindet werden. Betroffen sind vorrangig die Wellenldngen
A=400-460nm. Ein tiefer Einschnitt im Bereich um A=440nm im Reflexionsprofil ist auf

die gesteigerte Absorption der mitochondrialen Cytochrome a, a; und ¢ zuriickzufiihren.

Nach Reoxygenierung nimmt die IOS-Intensitit wieder ab. Das Ausgangsniveau vor der
Hypoxie wird aber nicht erreicht. Die IOS werden danach im gesamten beobachteten
Wellenldangenbereich A=320-680nm erneut kriftiger. Dafiir ist vermutlich die partiell
irreversible Schadigung der Dendriten verantwortlich (dendritic beading). Dieser
charakteristische Verlauf in der IOS-Entwicklung ist am gleichen Gewebe mehrfach

reproduzierbar.
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Ionensubstitutionsexperimente beweisen, dass Kalziumionen den Intensitdtszuwachs der
IOS limitieren. Zudem ist die Intensitdtszunahme der IOS strikt chloridabhédngig. In
chloridarmer Losung kommt es an dieser Stelle zu einem Reflexionsriickgang.
Hypotone ACSF-Losung intensiviert die IOS. Im Gegensatz dazu werden die optischen

Signale in hypertoner Losung abgeschwicht.

Mitochondrien:
tochrome
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Abb. 30: Zeitliche Entwicklung der IOS-Intensitit wihrend einer HSD.
Die vermutlich fiir die Entstehung der IOS verantwortlichen Strukturen sind
zeitlich in das Reflexionsprofil eingeordnet.

IOS treten auch bei pharmakologisch ausgeschalteter bzw. verminderter
Gliazellfunktion auf, was ihren iiberwiegend neuronalen Ursprung beweist. Gliazellen

tragen aber offenbar deutlich zum initialen Reflexionsriickgang vor der HSD bei.
Mitochondrien sind am initialen Reflexionsriickgang ebenfalls maBgeblich beteiligt.

Zudem beeinflussen die Cytochrome der Atmungskette und NADH die IOS in

entscheidender Weise. Eine mitochondriale Schiadigung koénnte zum sekundiren
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Anstieg bzw. zur unvollstdndigen Riickbildung der 10S-Intensitét beitragen. Die 10S
haben zu groflen Teilen ihr morphologisches Korrelat in den Mitochondrien. Diese
Zellorganellen werden rasch durch Hypoxie in ihrer Funktion beeinflusst. Intrinsische
optische Signale zeigen als typische Reaktion des neuronalen Gewebes auf Hypoxie die

metabolische Situation der Mitochondrien auf.

Wihrend die Ableitung des DC-Potenzials eher ein quantitatives Messverfahren fiir den
hypoxischen Stress und die elektrische Erregbarkeit des Nervengewebes ist, liefern die
IOS in ihrem zeitlichen Verlauf eine qualitative, ergéinzende Aussage iiber metabolische

Parameter sowie die ggf. stattfindende Gewebeschiddigung.

Der Wellenldangenbereich A>460nm ist am Besten geeignet fiir [OS-Messungen, da hier

die stabilsten Signale auftreten.
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