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1. EINLEITUNG

Die Aufrechterhaltung einer kontinuierlichen zerebralen Perfusion ist eine Vitalfunktion und ihre
Beeintrachtigung durch eine Ischdmie oder Blutung fuhrt zum klinischen Syndrom des akuten
Schlaganfalls (Apoplexia cerebri, stroke [engl.], apoplektischer Insult).

Abb. 1. Links: T2-gewichtete Magnetresonanztomographie (MRT)-aufnahme einer 45jahrigen Frau 8
Stunden nach Einsetzen eines fokalen neurologischen Defizts (rechtsseitige Hemiparese, Dysarthrie).
Das von der A. cerebri media versorgte Gebiet der linken Hemisphére zeigt zu diesem Zeitpunkt mit
der verwendeten Aufnahmetechnik nur geringe Signalveranderungen. Rechts: Prasentation des aku-
ten Gefaldverschlusses im Versorgungsgebiet der A. cerebri media 4 Tage nach Beginn der neurologi-
schen Symptomatik mit deutlichen T2-Signalverdnderungen in der linken Hemisphére (aus:
www.med.harvard.edu, 1998).

Der klinische Begriff umschreibt den meist abrupten Beginn (,,vom Schlag getroffen”) eines cha
rakteristischen neurol ogischen Defizits, welches die gestdrte Funktion des betroffenen Hirnareals
widerspiegelt. Der zerebrale Insult ist nach der koronaren Herzkrankheit und den malignen Tu-
moren die dritthdufigste Todesursache der Uber 60jahrigen in den Industriestaaten. Ursache der
akuten Hirndurchblutungsstérung beim Schlaganfall ist in 85 % ein arterieller embolischer oder
thrombotischer Geféverschlul3, in den verbleibenden 15 % eine spontane Gefal3ruptur mit nach-
folgender intrazerebraler oder subarachnoidaler Blutung (Fieschi et al. 1989). Die Inzidenz dieser
Erkrankung ist stark altersabhangig und betragt durchschnittlich 42,4-88/100000 Einwohner/Jahr
und steigt in Deutschland von 10,1/100000 in der Altersgruppe der 30-39jdhrigen auf
159,2/100000 Einwohner/Jahr bel den tber 60jahrigen (Berger et al. 1998). Die algemeine Pr&
valenz wird in den westlichen Landern mit 500-600/100000 Einwohner angegeben und weist
eine seit Jahren sinkende Mortalitdt auf. Unabhangige Risikofaktoren, die die Wahrscheinlich-



keit, am Schlaganfall zu erkranken, deutlich erhéhen, sind (1) systolischer Blutdruck tber 140
mm Hg, (2) Zigarettenrauchen, (3) Diabetes mellitus sowie als nicht beeinfluRbare Faktoren (4)
positive Familienanamnese und (5) mannliches Geschlecht. Die auch gegenwartig limitierten
therapeutischen Optionen zur Minimierung der Schlaganfallfolgen unterstreichen die Bedeutung
einer Schlaganfallpréavention durch eine Modifikation beeinfluf3barer Risikofaktoren. Wéhrend
etwa 10 % der Patienten bereits in der Akutphase versterben, behalten Uber 50 % der Patienten
lebenslang neurologische Defizite im Sinne mentaler und physischer Beeintrachtigungen. Dies
kann dauerhafte Hilfe im tagtéglichen Leben, Pflege, Invalidisierung oder Frihverrentung erfor-
dern. Vor diesem individuellen aber auch soziodkonomischen Hintergrund stellen die umfangrei-
chen Forschungsarbeiten zum akuten Schlaganfall eine Moglichkeit dar, neue Strategien zur im-
mer besseren Therapie der Akutphase und damit auch zur verbesserten Langzeitprognose dieser
Erkrankung zu entwickeln. Ende 1995 wurde die Therapie der akuten, fokalen zerebralen Isché
mie beim Menschen, die lange Zeit ausschliefdlich auf supportive Mal3nahmen beschrankt war,
durch die Einfihrung des Fibrinolytikums Alteplase (humaner rekombinanter Plasminogen-
Aktivator, t-PA, Actilyse®) zur Lysetherapie beim ischdmischen Hirninfarkt fir einen Teil der
Schlaganfallpatienten bereichert (The NINDS t-PA Stroke Trial). Nach Verabreichung dieses
Medikaments innerhalb von 3 Stunden nach Einsetzen der neurologischen Symptomatik steigt
mit dieser nicht ungeféhrlichen Therapie der Patientenanteil, der durch einen akuten ischami-
schen Schlaganfall nach 3 Monaten kein neurologisches Defizit aufweist, von 38 % um absolut
12 % auf 50 % (Marler, 1995). Da jedoch nur etwa 50 % der akuten Schlaganfallpatienten ein
Krankenhaus innerhalb von 3 Stunden erreicht (Smith et al. 1998) und eine spétere thrombolyti-
sche Therapie (3-6 h) mit Alteplase den klinischen Verlauf nicht mehr signifikant verbessert,
sind neue oder erganzende neuroprotektive Strategien winschenswert, die das therapeutische
Fenster erweitern und das endgultige Ausmal3 der Hirninfarzierung weiter verringern.

1.1 Pathogenese und Mechanismen der ischamischen Zellschadigung

Eine immer genauere Erforschung der zelluldren Mechanismen bel akuter fokaler Ischdmie ist
von Bedeutung, da nur so eine rationale Methode bel der Suche nach neuen, potentiell neuro-
protektiven Strategien moglich ist.

Grundlage gegenwaértiger Vorstellungen zur Pathophysiologie der zerebralen Ischamie ist das
Konzept der ischdmischen Penumbra (Astrup et al. 1981). Inzwischen ist allgemein akzeptiert,
daid in der Peripherie einer ischémischen Zentralzone (engl. ischemic core) mit irreversibel ge-
schédigten Zellen, abhangig von Kollateralgeféf3en und lokalem Perfusionsdruck, eine weitere
Zone mit gestorter Perfusion, die Penumbra, existiert. Positronenemissionstomographie (PET)-
Studien ergaben, dal3 die Penumbra hdmodynamisch durch einen reduzierten Blutfluf3 bei erhdh-
ter Sauerstoffextraktionsfraktion gekennzeichnet ist, da das Gewebe bestrebt ist, die Sauer-



stoffstoffwechselrate aufrecht zu erhalten (Obrenovitch, 1995). Im Gegensatz zur Zentralzone,
deren Zusammenbruch des oxidativen Stoffwechsels sich in einer verringerten Perfusion und
verminderten Sauerstoffstoffwechselrate widerspiegelt, sind die Neurone und Gliazellen der
Penumbra zwar elektrisch ,,stumm®, aber prinzipiell in der Lage, die Ischamie zu Uberleben, da
der zelluldre Energiestoffwechsel und die transmembranalen lonengradienten basal (noch) intakt
sind.

Klinisch wird ein ischamischer Schlaganfall durch die neurologischen Folgen der embolischen
oder thrombotischen Gefél3okklusion im Versorgungsgebiet der haufig betroffenen A. cerebri
media manifest. Das Ausmal’ der Blutfluf3reduktion, Grad der Kollateralisierung und die Dauer
des Gefal3verschlusses bestimmen die Grof3e der ischdmischen Region. Dabei konnen der Haupt-
stamm, zentrale Aste (Aa. centrales, lenticulo-striate arteries) oder oberflachliche kortikale En-
daste betroffen sein. In jedem dieser Félle sind es jedoch insbesondere neokortikale Strukturen,
die infolge spérlicher pialer Kollateralen von einer kritischen Reduktion des zerebralen Blutflus-
ses (, misery perfusion®) betroffen sind (Hatashita et a. 1990). Bei einem Drittel der Patienten
tritt eine Eigen-Rekanalisation des okkludierten Geféal3es eines Mediainfarktes innerhalb von 6
Stunden nach Einsetzen der klinischen Symptomatik ein (Fieschi et a. 1989). Minderperfun-
diertes Gewebe bei erhaltener Sauerstoffstoffwechselrate - die Penumbra - existiert bei der Halfte
der Patienten bis zu 17 Stunden. Es kann vom endguiltigen Infarktvolumen einen Anteil von 6 -
50 % ausmachen und bietet deshalb eine M6glichkeit therapeutischer Interventionen (Marchal et
al. 1996; Heiss et a. 1999). Das Volumen von nicht-infarziertem, ehemaligem Penumbragewebe
korreliert direkt mit der moglichen Verbesserung der neurologischen Symptomatik und steht
deshalb im Zentrum therapeutischer Bemihungen (Furlan et al. 1996). Ohne Behandlung wird
das variable Volumen der Penumbra im Verlaufe der Zeit jedoch kleiner - das Gebiet der Infar-
zierung breitet sich aus.

Weas sind die Faktoren des ischdmischen Zelltodes? Anhand von Tierexperimenten ist deutlich
geworden, dal? die transiente fokale zerebrale Ischamie eine kurzzeitige und langfristige Modula-
tion zahlreicher Zellfunktionen audl6st, die zu ischdmisch-hypoxisch induzierten zelluléren Dys-
funktionen und zum akuten oder verzégerten Zelltod fihren kénnen. Die Zellveranderungen be-
ginnen innerhalb weniger Minuten und halten bis zu 10 Tagen beim Menschen an (Saunders et
al. 1995). Verschiedene Mechanismen scheinen daran beteiligt: Exzitotoxizitét, Periinfarktdepo-
larisationen, freie Radikale und Stickstoffmonoxid, mitochondriale Dysfunktion, immunologi-
sche Faktoren, Serotonin, spezieller Bedarf an neurotrophen Wachstumsfaktoren, apoptotischer
Zelltod - die Schadigungskaskade des ischamischen Zelltodes ist multifaktoriell. Um die Quer-
verbindungen und teilweise positiven Feed-back Schleifen dieser Mechanismen untereinander
aufzuzeigen, soll auf die Konsequenzen dieser Faktoren eingegangen werden.

1.1.1 Exzitotoxiztat

Nach einem Gefal3verschlul? fihren Sauerstoff- und Glukosemangel in der ischdmischen Zentral-
zone zu einem intrazellul&ren Energiemangel, der den Erhalt des zellul&ren Membranpotentials



beeintrachtigt. Besonders rasch ist die Nat/K+-ATPase betroffen, die einen Groliteil des durch
oxidative Phosphorylierung bereitgestellten ATPs fur den energieabhangigen Nat/K+-Antiport
(Erecinska, Silver, 1994) bendtigt. Weitere gestorte, energieabhangige Transportprozesse sind
der im Austausch fur K+-lonen erfolgende Nat/Glutamatkotransport neuronaler und glialer Zel-
len, der Na/Ca*-Austauscher und die Ca?*/Mg?+-ATPase (Madl, Burgesser, 1993; Bickler,
Hansen, 1994). Der Einstrom von Ca2*-lonen an prasynaptischen exzitatorischen Terminalen
Uber spannungsaabhéngige Kalziumkandle vom Q-, P- und N-Typ, die durch eine Membrande-
polarisation infolge der erhdhten extrazelluldren K+-Konzentration ([K*]e) im ischamischen Ge-
biet aktiviert werden konnen, fuhrt zur Glutamatexozytose und verstérkten exzitatorischen
synaptischen Transmission (Cousin et al. 1997). Die erhdhte extrazellulére K+-Konzentration
selbst resultiert aus den gestorten energieabhéngigen ionalen Transportprozessen (Ekholm et al.
1992). Die Aktivierung Glutamatrezeptor-assoziierter (NMDA-, AMPA-, Kainatrezeptor) als
auch spannungsabhangiger onenkandle an postsynaptischen Membranen bewirkt einen Einstrom
von Na+- und Ca2*-lonen, dem passiv Wasser, Cl -lonen und eine ischamische Zellschwellung
folgt (Choi, 1992). Diese Zelldehnung bewirkt zusétzliche Membranlecks fir den Eintritt von
Caz*-lonen und eine Aktivierung dehnungsempfindlicher, mechanosensitiver Kationenkande
(Sackin, 1995). Eine pathologische intrazellulére Ka ziumuberladung und mangelnde Sequestrie-
rung von Ca2*-lonen im endoplasmatischen Retikulum aktiviert in Neuronen und Astrozyten die
zytosolische Protease Calpain (kal ziumaktivierte neutrale Protease), die durch Spektrinproteolyse
zur Zytoskelettdegradation und Stérung axonaler Transportprozesse beitragt (Siman, Noszek,
1988; Waxman et al. 1991). Weiterhin konvertiert Calpain | das Enzym Xantindehydrogenase
zur Xantinoxidase, deren Reaktion von Hypoxanthin und Xantin zur Harnsdure eine weitere
Quelle freier Radikale (ROS) wie Hyperoxid-Anion (O,) ist. Die aktivierten Phospholipasen
(PLA,, PLC) und Endonukleasen fuhren einerseits zur Destruktion von Membranen und zur Ara-
chidonsdureproduktion, andererseits zur DNA Fragmentation. Die induzierbare Sickstoffmon-
oxidsynthase (iNOS) kann neuroprotektive und/oder neurotoxische Aktivitéten entfalten (Ver-
recchia et al. 1995). Zink - wie Kazium ein divalentes Kation - kann bei Zelldepolarisationen
oder aktivierten Glutamatrezeptoren vermehrt in die Zelle durch spannungsabhangige Kalzium-
kandle, aktivierte NMDA- und AMPA-/Kainat-Rezeptoren oder Umkehr des Na/Ca2*-Aus-
tauschers gelangen und toxische intrazellulére Konzentrationen erreichen (Sensi et a. 1997). Die
Summe der ausgel dsten Sekundérprozesse fuhrt zu irreversiblen Zellschéaden, so dal3 alle Struktu-
ren der ischamischen Zentralregion (Neurone, Glia, Endothelzellen der Blutgefélie) in einem
nekrotischen Zelltod untergehen. Dieser Zelltod ist morphologisch von ischdmischer Zytoplas-
maschwellung, Zytoplasmavakuolisierung, Dilatation des endoplasmatischen Retikulums (ER),
der Mitochondrien und Ablésung einzelner Ribosomen vom rauhen ER gekennzeichnet. Am
Ende des nekrotischen Prozesses ist die Plasmamembran (Plasmolyse) und die Membran des
Zellkerns (Karyolyse) zerstort (Van Lookeren Campagne, Gill, 1996).



1.1.2 Spreading depression (SD) und Periinfarktdepolarisationen

Am Rand der ischamischen Zentralzone - der Penumbra - treten unter experimentellen Bedin-
gungen nach Verschluld der A. cerebri media oder photothrombotischer Infarzierung im Ratten-
kortex wellenformige Erhéhungen des extrazelluléaren Kaliums (Branston et al. 1977) sowie re-
petitive, temporére starke Depolarisationen auf (Nedergaard, Astrup, 1986; Back et al. 1994), die
sich in kortikale Regionen ausbreiten, die nicht direkt von der akuten Infarzierung betroffen sind
(Dietrich et a. 1994) und in vielen Merkmalen Leao’s ,spreading depression‘ (SD)-
Depolarisationen (Leao, 1944) dhneln. Die massiven SD-Depolarisationen werden in zunehmen-
den Mal3e als ein entscheldender Faktor angesehen, der zum neuronalen Zelltod in der Penumbra
und zum Ausbreiten der Hirninfarzierung nach fokaler zerebraler Ischamie beitragt (Nedergaard,
1996).

Die Ausbreitung einer SD-Welleist von (1) einer starken Depolarisation des Membranpotentials
neuronaler und glialer Zellen, (2) einer Negativierung des extrazellularen DC-Potentials zwi-
schen ca. -10 und -40 mV, (3) einer gravierenden Stérung der lonenhomdostase sowie von Ver-
anderungen auf (4) metabolischer und (5) genetischer Ebene begleitet. Die Anzahl, Amplitude
und Dauer von SD-Wellen korreliert dabei mit dem endgultigen Infarktvolumen (Mies et al.
1993; Back et a. 1996). Die eingetretene Umverteilung extra- und intrazelluldrer lonen erhéht
den Energiebedarf ATP-abhangiger lonenpumpen und stimuliert die Glukoseverwertung (Shino-
hara et al. 1979). Der Anstieg des Glukosemetabolismus ist unter Zellkulturbedingungen in Neu-
ronen und Astrozyten nachweisbar und mit Ouabain (g-Strophanthin), einem Herzglykosid mit
hochaffiner Hemmung der Na/K+-ATPase, zumindest in Astrozyten blockierbar (Sokoloff et al.
1996). Unter adaquater Blutversorgung erhéhen SD-Wellen den Glukosebedarf im Kortex um 77
% (Kocher, 1990) sowie den Sauerstoffverbrauch um 45 % (Mayevsky, Weiss, 1991), dem mit
reaktiver Hyperperfusion entsprochen wird, um das Glukoseangebot und die Sauerstofftrager
(das oxygenierte Hamoglobin der Erythrozyten) zu erhthen. Dennoch reicht die metabolische
Aktivierung auch unter normoxischen und physiologischen hdmodynamischen Bedingungen
nicht aus. es kommt wahrend der SD zu einem Anstieg des L aktatgehalts um 66% und einer Ab-
nahme des pH-Werts um 0,3 Einheiten (Kocher, 1990) im Sinne einer Gewebsazidose bei ana-
erober Glykolyse (Csiba et al. 1985) mit geringer Energieausbeute. Weiterhin verbleibt im Ver-
lauf einer SD ein Teil des intramitochondrialen NADH* und Cytochroms im reduzierten Zustand,
so dal3 der ATP-Gewinn in der Atmungskette vermindert ist (Haselgrove et a. 1990). Unter
ischamischen Bedingungen ist jedoch diese metabolische Entkopplung nach SD-induzierten lo-
nenumverteilungen drastisch verstérkt, da die reaktive BlutfluRerhdhung in der Penumbra auf die
h&modynamische Kapazitét vorhandener Kollateralkreisléufe begrenzt ist: die limitierte Sauer-
stoff- und Glukosezufuhr fuhrt durch zusétzlich ausgel 6ste SDs und den dadurch erhdhten Ener-
giebedarf in der Penumbra zu transienten Hypoxien (Back et al. 1994). Die Dauer einer SD ist
unter ischamisch-hypoxischen Bedingungen deutlich verlangert, was die beeintrachtigte Funktion
der Na/K+-ATPase, die veranderten lonengradienten wieder auszugleichen, widerspiegelt. Die




zahlreichen zelluléren Veranderungen im Verlauf einer SD werden in einem gesonderten Kapitel
detaillierter beschrieben.

Es treten in den neokortikalen Strukturen an mehreren Stellen weitere Periinfarktdepol arisationen
auf - die Hypoxie-induzierte pl6tzliche anoxische Depolarisation, bei der es @nlich wie bel der
SD auch zu einem Natrium- und Kalziumeinstrom in die depolarisierten Zellen kommt (Luh-
mann, 1996). Dies erhtht den Energiebedarf in der Penumbra weiter und verandert das kritische
Verhdltnis zwischen Aufrechterhaltung eines basalen zelluldren Membranpotentials bzw. ischéa
mischen Zelltods in Richtung einer Zerstérung der zelluléren Energiehomdostase und eines irre-
versiblen Zellschadens weiter, da die depolarisierten Zellen in der Penumbra die fur die zellulére
Integritét notwendigen energieabhéngigen Transportprozesse zur Repolarisation nicht bewéaltigen
konnen (Riepe et al. 1995). Besonders Neurone der Schicht 11/111 sind fr hypoxisch-ischémische
Schadigungen sensibel (Nedergaard, Diemer, 1987). Ein Natrium- und Kalziumeinstrom erfolgt
u.a auch am NMDA-Glutamatrezeptor, der durch SD-Wellen, eéinem verminderten spannungs-
abhangigen Mg2+-Block unter ischamischen Bedingungen oder durch extrazelluldres Glutamat
aktiviert werden kann (Obrenovitch, 1995). Es konnte gezeigt werden, dal3 unter in vivo Bedin-
gungen der globalen Ischamie als auch der MCA-Okklusion Glutamatantagonisten am N-Methyl-
D-aspartat- (NMDA-) Rezeptor (lijima et a. 1992) sowie am (x)-a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-
isoxazol-4-propionsdure (AMPA-) Rezeptor (Gill et al. 1992) neuroprotektiv wirken und das
Infarktvolumen verringern. Die Ergebnisse und auch der Effekt einer kombinierten NMDA- und
AMPA-Rezeptor Blockade waren z.T. jedoch auch widersprichlich, da verschiedene Autoren der
NMDA- oder AMPA-Rezeptorblockade eine gréf3ere neuroprotektive Wirkung bel der zerebra-
len Ischdmie zuschreiben (Sheardown et al. 1993; Buchan et a. 1993; Swan, Meldrum, 1990). Im
zeitlichen Verlauf gesehen, ist exzitotoxisches Glutamat in der Penumbra jedoch nur gering er-
hoht und im MCA-Okklusionsmodel der transienten fokalen zerebralen Ischémie auf die Zeit der
Ischamie begrenzt - dennoch setzen sich die Gewebeschéden auch nach Reperfusion fort (Obre-
novitch et a. 1993; Margaill et al. 1996).

1.1.3 Stickstoffmonoxid (NO) und freie Radikale

Unter hypoxisch-ischamischen Bedingungen kommt es in Neuronen, Mikroglia, Astrozyten und
vaskuléren Endothelzellen infolge der aus verschiedenen Quellen erhéhten intrazelluléren Kalzi-
umkonzentration zu einer gesteigerten Produktion von NO- Uber die Stickstoffmonoxidsynthase
(NOS) als auch zur Bildung reaktiver Sauerstoffderivate (ROS) wie O, , ONOO, OH: und H,O,
(Peters et al. 1998). Der Einstrom von extrazelluldrem Kalzium u.a. Uber die getffneten lonen-
kandle des NMDA-Rezeptors stimuliert dabei sowohl die Kalzium-/Calmodulin-regulierte neu-
ronale NOS (nNOS) als auch die endotheliale Isoform (eNOS) dieses Enzyms, welche daraufhin
das Substrat L-Arginin verstéarkt zu NO- und L-Citrullin umwandeln (Pieper et a. 1999). Zur
erhohten NO- -Synthese im | schamiegebiet tragt auch eine neugebildete, induzierbare Isoform der
NOS (iNOS) bei, deren Bildung unter diesen pathophysiologischen Bedingungen durch Zytokine
wie Interleukin-1b (IL-1b) und Interferon-g (IFN-g) in vaskul&ren Endothelzellen sowie in infil-



trierenden polymorphkernigen Granulozyten des Infarktgebiets stimuliert wird (Grandati et al.
1996). NO- ist sehr reaktionsfreudig, da es aufgrund seines ungepaarten Elektrons Radikalcha-
rakter besitzt und so mit dem Hyperoxid-Anion (O,) zum Peroxynitritanion (ONOO) reagieren
kann. Peroxynitrit ist durch induzierte DNA Strangbriiche sowohl direkt als auch durch sein Zer-
fallsprodukt, dem Hydroxylradikal (OH-) neurotoxisch (Xia et al. 1996). Erhohtes NO- kann so
as weitere zytotoxische Kaskade unter ischamischen Bedingungen die Energieproduktion der
Mitochondrien und Glykolyse stéren sowie den intrazelluléaren Glutathionbestand al's typisches
antioxidatives (, ROS-scavenger”) Molekll verringern (Dawson, Dawson, 1996). Die ambiva
lente Rolle einer erhthten NO-Produktion nach transienter fokaler zerebraler Ischdmie driickt
sich darin aus, dal3 NO- als diffundierbares Gas neben seinen neurotoxischen Wirkungen in sei-
nen verschiedenen Oxidationsstufen (NO*, NO-) nach Bindung an die extrazelluldre Redoxbin-
dungsstelle des NMDA-Glutamatrezeptors die Aktivitat des unter ischdmischen Bedingungen
Ubererregten Rezeptors verringern kann und so neuroprotektiv wirkt (Lipton et al. 1993). Die
dennoch Uberschief?ende ROS-Produktion nach fokaler zerebraler Ischdmie verursacht weitere
DNA-Sch&den wie Doppelstrangbriiche, Basencrosslink sowie die Oxidation einzelner Nukleo-
tidbasen. Es setzen Mechanismen zur Beseitigung der neu aufgetretenen DNA-Schaden mittels
der DNA-Reparaturenzyme Endonuklease, Poly(ADP-ribose)polymerase und DNA Ligase ein,
wobei die Reaktionen der Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) stark ATP und NAD abhangig
sind und den Energiemangel im ischdmischen Gebiet weiter erhthen (Pieper et al. 1999). Die
Hemmung der Poly(ADP-ribose)polymerase wirkt neuroprotektiv. und vermindert NMDA-
Rezeptor-assoziierte neuronale Schaden im Kortex (Lo et a. 1998). Demnach besteht unter
ischamischen Bedingungen ein weiteres gestértes Gleichgewicht, das von einer Ubermaldigen
Produktion reaktionsfreudiger Radikale bel vermindertem Vorhandensein von antioxidativen
Molekilen gekennzeichnet ist, welche wie die Superoxiddismutase (SOD) unter physiologischen
Bedingungen als ,, Radikalfanger” wirken (Keller et al. 1998).

Obwohl die ROS-Produktion unter ischdmischen Bedingungen zeitlich nicht mit auftretenden
SD-&hnlichen Periinfarktdepolarisationen korreliert (Peters et al. 1998), scheint der schadigende
Einfluld von NO- und seiner Nitrosoverbindungen zu Uberwiegen, da die experimentelle Aus-
schaltung des NOS | Gens in Knockout-M&usen zu einer geringeren Anzahl von SD-
Depolarisationen, einem verminderten exzitatorischen Neurotransmitterefflux und verkleinerten
finalen Infarktvolumen fuhrt (Shimizu-Sasamata et a. 1998).

1.1.4 Mitochondriale Dysfunktion

Die erhohte [Ca2*]; fuhrt auch zu einer Kalziumiberladung der Mitochondrien. Hinzu kommt die
Anhaufung freler Fettsduren als Folgen der PLA, Aktivierung, die zur mitochondrialen Dysfunk-
tion und Schédigung des oxidativen Stoffwechsels beitragt (Siegd, 1991). Die Folge ist eine
Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung von der Atmungskette und Stérung des ATP/ADP
Transporters. Die Mitochondrien sind unter hypoxisch-ischamischen Energiemangel (, oxidativer
Stress’) dilatiert, das mitochondriale transmembranale Potential verringert sich und sie produzie-



ren durch den fortlaufenden Elektronentransport bei reduzierter Atmungskette (Entkopplung)
zusétzliche resktive Sauerstoffderivate (ROS) wie O, und H,0O,. Vorallen Komplex | (NADH-
Ubichinon-Oxidoreduktase) der Atmungskette wird durch ROS geschéadigt mit der Folge eines
weiteren Energiemangels durch die verminderte mitochondriale ATP-Produktion. Dies erhéht die
zellulare Empfindlichkeit fiir weitere Schaden (Davis et al. 1997). Die Offnung einer Protonen-
pore in der inneren Mitochondrienmembran fihrt zum Zusammenbruch des elektrochemischen
Gradienten von H* und zum Sistieren der ATP-Produktion (Kristian, Sieg6, 1998), wahrend eine
Permeabilitétsstorung der auReren Mitochondrienmembran zur Cytochrom C Freisetzung und
nachfolgenden Caspasenaktivierung fihrt (Green, Reed, 1998). Der Grad der mitochondrialen
Dysfunktion bei exzitotoxischer Uberstimulierung sowie die Aufrechterhaltung oder der Kollaps
des mitochondrialen Membranpotentials ist unter hypoxisch-ischamischen Bedingungen ein kri-
tischer Faktor in der Einleitung des Zelltodes als Nekrose oder Apoptose (Ankarcrona et al.
1995, Abbrachio et a. 1999).

1.1.5 Entziindung und immunol ogische Faktoren

Die akute fokale zerebrale Ischamie 10st innerhalb weniger Stunden eine starke Entziindungsre-
aktion im Hirnparenchym aus (Stoll et al. 1998). In der Peripherie eines Hirninfarktes der Maus
oder Ratte kommt es nach MCA-Okklusion unter Wirkung von NO- zur verstarkten Expression
der Cyclooxygenase |l (COX-Il), dem SchlUsselenzym der proinflammatorischen Prostaglandin-
biosynthese (Nogawa et al. 1998). Das Substrat der COX-II - Arachidonséure - wird unter isch&
mischen Bedingungen Uber kalziumaktivierte Phospholipasen (z.B. PLA,, PLC) verstarkt aus
Membranen freigesetzt. Weitere Folgen der PLA, Aktivierung ist die Anhaufung freier Fettsau-
ren, die zur mitochondrialen Dysfunktion infolge Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung
von der Atmungskette fihrt sowie die Generierung von Thrombozyten-aktivierenden Faktor
(engl. platelet activating factor, PAF) aus Membranlipiden (Katsura et al. 1993). Das Phospholi-
pid PAF bindet as Transskriptionsfaktor an eine PAF-sensitive Doméne und bewirkt ebenfalls
eine verstarkte Expression von COX-Il (Bazan, Allan, 1996). Die Reaktionsprodukte des COX-I|
Enzyms- Prostaglandin E, (PGE,), freie Radikale (O, ), Thromboxan A , (TXA,)- entstehen im
perinukledren endoplasmatischen Retikulum, modulieren die Glutamatfreisetzung und wirken
proinflammatorisch bzw. vasokonstriktorisch sowie pléttchenaggregierend auf das umgebende
Hirnparenchym und sind dariiber hinaus eine weitere ROS-Quelle (Katsuki, Okuda, 1995). Im
Ergebnis umgeben nach einigen Stunden neutrophile Granulozyten, aktivierte Mikroglia und
reaktive Astrozyten das Infarktterritorium (Lin et a. 1998). Die Granulozyten sind Uber einen
speziellen Mechanismus eingewandert: |schdmische Neurone, Gliazellen und Endothel zellen der
nekrotischen Zentralzone als auch der Penumbra setzen Zytokine wie Interleukin-1b (IL-1b),
Interleukin-6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), PAF, Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) frel, die proin-
flammatorisch die Infiltration mit neutrophilen Granulozyten férdern. Diese Zytokine fihren zur
endothelialen Expression von Adhasionsmolekilen (AM). Auf den Endothel zellmembranen er-
scheinen P-Selektin, E-Selektin, interzelluld&ressAM-1 (ICAM-1), ICAM-2, vaskularesAM-1



(VCAM-1), die die Gegenrezeptoren fir entsprechende leukozytare Plasmamembranliganden (L-
Selektin, CD11,, /CD18) auf neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, T-
Lymphozyten darstellen (Del Zoppo, 1996). Diese Rezeptoren ermdglichen die Anlagerung von
L eukozyten und deren Ubertritt (Transmigration, Extravasation) ins Hirnparenchym, der mit ei-
nem , respiratory burst® und der Freisetzung reaktiver Sauerstoffderivate einhergeht. Die experi-
mentelle Ausschaltung des Adhasionsmolekils ICAM-1 fuhrt zu einer geringeren neutrophilen
Granulozytenakkumulation im infarzierten Kortex, zu geringeren neurologischen Folgeschaden
nach zerebraler Ischamie und zu einer héheren Uberlebensrate (Connolly, Jr. et al. 1996). Neben
der schadigenden Wirkung von freigesetzten Radikalen tragen Neutrophile zum begleitenden
Hirnddem eines Infarkts bei, da sie die Permeabilitét der Endothelzellen erhthen und die Effekti-
vitét der Blut-Hirn-Schranke verringern.

1.1.6 Thrombozyten und Serotonin

Im Hirnparenchym humaner post-mortem Spezimen konnte ein verminderter Serotoningehalt
nach zerebraler 1schamie nachgewiesen werden (Jellinger et al. 1978). Den Namen erhielt diese
Substanz, nachdem man friihzeitig feststellte, dal? aktivierte Thrombozyten zur Blutstase in das
Serum (Sero-) eine Substanz freisetzen, die den Tonus (-tonin) von Blutgeféen erhéht und so
die Blutstase fordert. In vivo entfaltet Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) intravasale und
zellulare Wirkungen als Neurotransmitter Uber gegenwértig 14 klassifizierte 5-HT-Rezeptoren
(Alexander, Peters, 1999). Aktivierte Thrombozyten, die sich intravasal an Endothell&sionen
aufgelagert haben (Thrombozytenadhésion), setzen ADP, TXA, und Serotonin frei, die die wei-
tere Thrombozytenaggregation fordern. Auf aktivierten Thrombozyten erscheint der Glykopro-
tein (GP)-Integrinrezeptor GP 1lg/ll1A, der die Bindung von Fibrinogen ermdglicht, als auch P-
Selektin (Simoons, Deckers, 1995). Damit fordern aktivierte Thrombozyten die Fibrinformation
und die Einbeziehung von Erythrozyten in den wachsenden Thrombus. Die Thrombozytenakku-
mulation im gesamten ipsilateralen Kortex nach Verschlufd der A. cerebri media fihrt Uber eine
Fibrinogenbindung am GP Ilg/llia-Rezeptor der Thrombozyten auch nach Reperfusion des
ischamischen Gebietes zur fortgesetzten Fibrinformation, neuer Mikrothrombenbildung und an-
haltenden postischémischen Hypoperfusion. Die Gabe von Inhibitoren des Glykoprotein 11g/Il1a-
Rezeptors reduziert experimentell drastisch die Infarktgrof3e und verbessert den postischami-
schen Blutfluf3 (Choudhri et al. 1998).

Unter physiologischen Bedingungen vermitteln die zahlreichen Serotoninrezeptoren sehr unter-
schiedliche Wirkungen. Auf die grol3eren Hirngefalde wirkt Serotonin Uber den 5-HT,-Rezeptor
vasokonstriktorisch, wahrend es piale Gefél3e dilatiert (Auer et al. 1985). Darliber hinaus ist der
grofte Serotoningehalt in den enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltrakts zu finden, wo
es Uber den 5-HT4-Rezeptor motilitétsfordend wirkt. Die Verhinderung der serotonergen Vaso-
konstriktion und damit Wirkung von 5-HT, Antagonisten wie Ketanserin haben sich in Tiermo-
dellen der transienten zerebralen Ischémie als wenig neuroprotektiv herausgestellt (Piera et al.
1995). Die Aktivierung des 5-HT1,-Rezeptors im ZNS ist moglicherweise ein neuer attraktiverer



10

neuroprotektiver Ansatz. Der postsynaptische 5-HT1,-Rezeptor, dessen Vorkommen auch in den
besonders ischamievulnerablen Regionen Neokortex (insbesondere Schicht 11/111) und Hippo-
campus (insbesondere Pyramidenzellen der CA1 Region) zahlreicher Saugetierspezies und des
Menschen nachgewiesen wurde (Burnet et al. 1995; del Olmo et a. 1998), ist ein G-Protein ge-
koppelter, transmembranaler Rezeptor, dessen hydrophobe Polypeptidschleifen die Membran als
a-Helix siebenmal durchdringen (,, Serpentinrezeptor”). Nach Aktivierung des 5-HT1,-Rezeptors
offnen sich G-Protein-gekoppelte K*-Kandle, tiber deren Kaliumausstrom die Zelle hyperpolari-
siert wird (Andrade et al. 1986). Diese Membranhyperpolarisation fuhrt durch die geringere Leit-
fahigkeit von spannungsaktivierten Nar- und Ca’*-lonenkanalen zu einem verminderten Na'- und
Ca?*-Einstrom in die Zelle. Durch eine nachfolgende Aktivierung der second messenger |P3 und
der Proteinkinase C kommt es zu einer zeitlichen Amplifikation des urspringlichen transduzier-
ten Signals, so dal3 eine langanhaltende hyperpolarisierende Wirkung mit einer Senkung der neu-
ronalen Entladungsrate eintritt (Andrade, Nicoll, 1987). Desweiteren bewirkt die Aktivierung
von préasynaptischen 5-HT1,-Rezeptoren an exzitatorischen glutamatergen Terminalen Uber einen
verminderten présynaptischen Kalziumeinstrom eine verminderte Glutamatfreisetzung (Schmitz
et a. 1995b) und damit mdglicherweise eine geringere Exzitotoxizitét im ischdmischen oder be-
reits reperfundierten Hirnparenchym. Es konnte weiter gezeigt werden, dass Agonisten des 5-
HT1,-Rezeptors (8-OH-DPAT, Buspiron, Gepiron, Ipsapiron und BAY R 1531) das Infarktvo-
lumen nach MCA-Okklusion in Ratte und Maus verkleinern (Bielenberg, Burkhardt, 1990; Prehn
et al. 1991). Die Analyse des neuen, selektiven, potenten 5-HT1,-Agonisten BAY x 3702 ist Ge-
genstand gegenwartiger Untersuchungen (Semkova et al. 1998).

1.1.7 Genetische Veranderungen

Die neuen Genprodukte der Infarkt- und Periinfarktzone sind Ausdruck von zeitlich aufeinander-
folgenden Wellen neuer Genexpression, die in den hypoxisch-ischdmisch veranderten Neuronen,
Glia- und Endothelzellen in unterschiedlichem Ausmal? und nicht einheitlicher Sequenz ablaufen
(Feuerstein et al. 1996). Die schnellste und auch wieder rasch abfallende genetische Reaktion ist
die Expression der ,,sehr frilhen Gene"* (immediate early genes, IEG) c-jun, jun B, c-fos, die zum
Teil as Transkriptionsfaktoren fir andere Gene wirken. Innerhalb eines Tages ist die Immunore-
aktivitét von Hitzeschockproteinen (heat shock proteines, hsp) wie hsp-70 und hsp-72 nachweis-
bar. Eine erhéhte Expression der Zytokine TNF-a, IL-1b, 11-6 und IL-8; der Adhasionsmolekile
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, der Selektine und Wachstumsfaktoren (growth factors) NGF (nerv
growth factor), BDNF (brain-derived nerv growth factor), NT-3, -4/5 (Neurotrophin-3,-4/5),
bFGF (basic fibroblast growth factor), p53, insulin-like growth factor, CNTF (ciliary neuro-
trophic factor), PDGF (platelet derived growth factor) sind Gber mehrere Tage nachweisbar, aber
jewells in verschiedenen Hirnregionen, Infarktsubkompartimenten und nichtischémischen Zell-
populationen unterschiedlich (Feuerstein et al. 1996). Neben der chemotaktischen, neutrophile
Granulozyten und Makrophagen anziehenden Wirkung von Zytokinen, verstérkt IL-1 Uber eine
Induktion der NOS auch die Bildung von NO-. Eine andere Gruppe von verstéarkt gebildeten
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Genprodukten- die Matrixmetalloproteinasen (MMPs) beeinflussen die , Extrazellulé&rmatrix*
und modulieren u.a. durch proteolytische Einwirkungen auf die Basalmembran der Endothelzel-
len die Dichtheit der Blut-Hirn-Schranke (BBB). Eine Hemmung dieser proteolytischen Enzyme
wirkt neuroprotektiv und verringert die Infarktgrofie (Romanic et al. 1998). Schliefdlich werden
in einigen Zellen auch Proteine der bcl-2 und bel-xI Familie verstérkt gebildet, die eine neuro-
protektive Wirkung entfalten und zur Stabiliserung der Zellen gegeniber hypoxisch-
ischéamischen Schaden beitragen (Matsushita et a. 1998).

1.1.8 Wachstumsfaktoren

Neurotrophe Wachstumsfaktoren entfalten ihre neuroprotektiven Wirkungen tiber eine Rezeptor-
Protein-Tyrosin-Kinase (TrkA, TrkB, TrkC) oder Rezeptor-Serin/Threonin-Kinase. Zdllular ver-
stérkt produzierte oder therapeutisch applizierte Wachstumsfaktoren kénnen in verschiedenen
Modellen der zerebralen Ischamie neuroprotektive Wirkungen entfalten (Lindvall et al. 1992;
Tanaka et al. 1995). Wachstumsfaktoren aktivieren zum einen Transkriptionsfaktoren, die Gene
von DNA-Reparaturproteinen vermehrt exprimieren. Darlber hinaus sind sie an anabolen Pro-
zessen, wie der verstarkten Expression von antioxidativen Enzymen wie der SOD, des calcium-
bindenden Proteins Calbindin und der Expression des antiapoptotischen Bcl-2 Proteins beteiligt
und konnen Uber einen Erhalt der intrazellul&ren Kalziumhomdostase und des mitochondrialen
Membranpotentials neuroprotektiv wirken. Wachstumsfaktoren kénnen dartiber hinaus auch die
Expression von Rezeptoren der exzitatorischen Aminosauren modulieren (Nikolics et al. 1996).

1.1.9 Apoptose

Nach transienter fokaler zerebraler Ischamie konnte neben dem akuten, nekrotischen Zelltod des
Infarktkern auch ein verzogerter, apoptotischer Zelltod von Neuronen und Gliazellen insbesonde-
re der kortikalen Penumbraregion nachgewiesen werden (Du et al. 1996). Apoptose ist als Form
des programmierten Zelltods im Gegensatz zum nekrotischen Zelluntergang ultrastrukturell von
(1) Zytoplasmaschrumpfung, (2) Erhalt der Membran- und Mitochondrienintegritét, (3) Abwe-
senheit einer Entztindungsreaktion, (4) kondensiertem, randstandigen Chromatin im Zellkern, (5)
oligonukleosomaler DNA-Fragmentation sowie moglicher finaler Zelldesintegraion durch
Zytoplasmafragmente (Apoptosekorperchen) gekennzeichnet (Thompson, 1995). Apoptosekor-
perchen kénnen von umgebenden Mikroglia und Makrophagen ohne Entziindungsreaktion pha-
gozytiert werden (Rupalla et al. 1998). Das Vorkommen von Apoptose nach zerebraler Ischamie
konnte in neuronalen Zellen mit vergleichbaren morphologischen Kriterien auch fir humane
Proben gezeigt werden (Guglielmo et a. 1998). Apoptose kann am Zelltod nach ischamischen
Hirninfarkt dahingehend beteiligt sein, dal3, abhangig von der Intensitét des zytotoxischen Sti-
mulus, Zellen mit starken Schaden, wie sie im Infarktzentrum vorliegen, Uberwiegend einem
akuten, nekrotischen Zelltod erliegen, wahrend leichtere pathophysiologische Prozesse bei-
spielsweise in der Penumbra Uberwiegend einen verzogerten, programmierten, apoptotischen
Zelltod induzieren kénnen (Bonfoco et al. 1995). Fur die Ausfiihrung des zelluléren Apoptose-
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programms ist die Aktivierung einer Familie von Zysteinproteasen - den Capasen - notwendig
(Cohen, 1997). Von der zahlreichen Familie der Caspaseenzyme wird nach transienter fokaler
zerebraler Ischdmie u.a. Caspase-3 (CPP32) verstérkt exprimiert (Chen et al. 1998). Ein proteo-
lytische Substrat dieses Schliisselenzyms der Apoptose ist das DNA-Reparaturenzym Poly(ADP-
ribose)polymerase (PARP), dessen Spaltung nach Induktion des programmierten Zelltods durch
Caspase-3 mdglicherweise zelluldre ATP und NAD Bestande flr andere apoptotische Proteoly-
sen reservieren soll, die PARP sonst fur seine DNA-Reparaturaktivitdt bendtigt (Cohen, 1997).
Eine Verminderung der Apoptose nach ischamischen Hirninfarkt durch Caspaseinhibitoren (z.B.
Z-DEVD-FMK) wirkt in vitro und in vivo neuroprotektiv, vermindert die Anzahl apoptotischer
Zellen der Infarktregion und verkleinert das finale Infarktvolumen (Endres et al. 1998).

1.2 Spreading depression (SD)

Repetitive kortikale Depolarisationen vom SD-Typ, wie sie in der Penumbra eines ischamischen
Hirninfarktes von Tiermodellen auftreten (Nedergaard, Astrup, 1986), sind ein sehr wichtiger
Faktor in der Schéadigungskaskade des ischdmischen Zelltods (Parsons, 1998). SD Episoden
spielen unter ischamischen Bedingungen eine entscheidende Rolle in der Ausbreitung der irre-
versiblen Hirninfarzierung, da sie die Schwelle einzelner Neurone, in einem irreversiblen Zelltod
wahrend oder nach einer akuten fokalen zerebralen Ischdmie unterzugehen, erheblich absenken.
Da das Penumbragewebe vor der Infarzierung therapeutisch potentiell geschiitzt werden kann,
sind die mit einer SD-assoziierten Verdnderungen auf elektrophysiologischer, metabolischer,
vaskulérer und genetischer Ebene von Interesse.

SD-Depolarisationen im Neokortex sind mit drastischen lonenstromen, einem transienten Zu-
sammenbruch transmembranaler 1onengradienten und erhéhtem ATP-Verbrauch verbunden. SD
beschreibt nach Initiierung eine pl6tzliche Negativierung des extrazelluléren DC-Potentials (des
EEG-Potential) um 10 - 40 mV, welches unter normoxischen Bedingungen nach 1-2 min repola-
risiert (Abb. 2) (aus (Lauritzen, 1994)). Diese lokale, zeitweise Ausléschung der neuronalen und
glialen Aktivitédt, die mit einer starken Membrandepolarisation der beteiligten Zellen (Neurone,
Astrozyten) verbunden ist, breitet sich mit einer Geschwindigkeit von 3-5 mm/min wellenférmig
innerhalb der ipsilateralen Hemisphéare aus (Leao, 1944). Das Phanomen wurde 1944 erstmals
am Kaninchen beschrieben und ist inzwischen fir viele Nagetierspezies nachgewiesen sowie in
vitro (Avoli et a. 1995) und in Einzelféllen in vivo (Mayevsky et a. 1996) vom humanen Kortex
abgeleitet worden. Unter experimentellen Bedingungen kann eine SD durch elektrische Stimula-
tion, mechanische Verletzung, Verschlu® der A. cerebri media, 4-Aminopyridin, verminderte
extrazelluldre Mg2+-K onzentration oder erhéhte extrazelluldre K*-K onzentration ausgelost wer-
den (Leao, 1944; Back et al. 1996; Psarropoulou, Avoli, 1993; Mody et al. 1987; Amemori €t al.
1987). Grafstein postulierte 1956, dald ein Anstieg der [K*] ., 1959 van Harrefeld, dal? extrazellu-
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Abb. 2. Typische extrazellulare elektrophysiologische Veranderungen wahrend einer spreading
depression (SD) im Rattenhirn. Die Veranderungen der intergtitiellen lonenkonzentration nach
Auslosung einer SD im frontalen Kortex von Natrium (Nat), Kalium (K*), Kalzium (Ca2*) und
Wasserstoff (H*) kénnen mit ionenselektiven Elektroden im parietalen Kortex aufgenommen wer-
den. Die Aktivitét einer , einzelnen Einheit* (single unit activity) sowie Anderung des extrazellul &
ren Potentials (Ve; entspricht DC-Potential, siehe Methoden) wird jeweils mit einer einzelnen Mi-
kroelektroden registriert. Beachte die nach transientem Verldschen der neuronalen Aktivitat (unit
act.) einsetzende starke Negativierung des extrazelluléren DC-Potentials (Ve), die von einem drasti-
schen Anstieg der [K*], von 3mM auf 50 mM bei gleichzeitigem Abfall der [Nat], und [Caz+]e
verbunden ist. Aus (Lauritzen, 1994).

lares Glutamat zur Auslosung und Ausbreitung einer SD-Welle fihrt. Die Beteiligung der io-
notropen Glutamatrezeptoren wie NMDA- oder AMPA-Rezeptoren an der Induktion und Aus-
breitung der SD-Wellen wird durch die unterschiedlichen Effekte entsprechender selektiver Re-
zeptorantagonisten wie MK-801 und NBQX kontrovers beurteilt (Mies et a. 1994; Nellgard,
Wieloch, 1992). Neuerdings werden im SD-Ausbreitungsmechanismus interzelluldre elektrische
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Synapsen - gap junctions - diskutiert, deren Offnungszustand pH-abhangig und [Ca2+];-abhéngig
reguliert wird (Nedergaard et al. 1995). Die Notwendigkeit einer erhdhten extrazelluléren Gluta-
matkonzentration zur Auslésung und Ausbreitung einer SD-Welle erscheint inzwischen zweifel-
haft (Obrenovitch, Zilkha, 1995). Insgesamt ist eine abschlief3ende, schltissige Kausalkette der
Ereignisse, die zur Generierung und Ausbreitung einer SD flhren, nicht vorhanden. Neben einer
maoglichen Beteiligung an Migranesttacken mit Aura (, klassische Migréne®) (Lauritzen, 1994;
Olesen, 1994) ist von enormer pathophysiologischer Bedeutung, dal3 eine lineare Korrelation
zwischen der Frequenz der SD-Depolarisationen und dem finalen Infarktvolumen nach MCA-
Okklusion besteht (Mies et a. 1993) und ionotrope Glutamatantagonisten, die Anzahl und Am-
plitude einer SD verringern, das Infarktvolumen verringern (Mies et a. 1993; lijima et al. 1992).
Im Gegensatiz dazu kann im nichtischdmischen Hirn die Vorbehandlung mit SD-
Depolarisationen das Infarktvolumen einer 3 Tage spéteren MCA-Okklusion verringern und
wahrscheinlich Uber eine vermehrte Produktion des Wachstumfaktors BDNF in Neuronen und
Gliazellen ein Phdnomen der partiellen ischamischen Toleranz ausl6sen (Matsushima et al. 1996;
Kawahara et a. 1997).

Die grof3en lonenstréme Uber aktivierte lonenkandle und Rezeptor-assoziierte lonenkanéle wah-
rend der raumlichen und zeitlichen Ausbreitung einer SD im Hirnparenchym sind von einem
vorubergehenden Abfall der extrazelluldren Nat-, Cl - und Ca?*- lonenkonzentration und einem
transienten Anstieg der extrazelluldren K+- und interstitiellen H*- (= Abfall des pH-Wertes) lo-
nenkonzentration gekennzeichnet (Lauritzen, 1994) und erfordern mit der Stimulierung der
Na'/K+ ATPase einen erheblichen metabolischen Aufwand (Kocher, 1990), um die stark depola-
risierten Neurone und Gliazellen zu repolarisieren (Sugaya et a. 1975). Astrozyten sowie Mikro-
glia nehmen Uber gedffnete spannungsabhangige lonenkandle K+, Cl- und HCO;-lonen auf
(Walz, 1997), wahrend in den Neuronen NaCl akkumuliert und das Zytoplasma azidotisch wird.
Die gliale Kaliumaufnahme aus dem Extrazellulérraum sowie die sinkende extrazellulére NaCl-
Konzentration sind fir das zu registrierende negative extrazelluldre Potential mit verantwortlich
(Hossmann, 1996). Gleichzeitig fuhrt die NaCl-Akkumulation in den Neuronen sowie die Kali-
umaufnahme durch Glia-Zellen zu einem passiven Einstrom von Wasser in die entsprechenden
Zéellen. Die Umverteilung extra- und intrazellul&rer lonen sowie von interstitiellem Wasser &3
Neurone und gliale Zellen auf Grund intrazellulérer impermeabler Makromolekile osmotisch
massiv schwellen und verkleinert den Extrazellularraum auf etwa 50 % des Ausgangswertes
(Hansen, 1985). Die veradnderte Zusammensetzung und das geschrumpfte Volumen des Extra-
zelluldrraums, die erhdhte zelluldre Membranpermeabilitét, die geanderte synaptische Transmis-
sion sowie intrinsische Chromophore verandern auch die Lichtbrechung an der Hirnoberflache
und sind insgesamt als verstérktes intrinsisches optisches Signal (10S) durch die Reflektionszu-
nahme (bzw. Transmissionsabnahme) as eine sich in Raum und Zeit ausbreitende Welle mit
optischen Methoden ebenfalls registrierbar (Y oon et a. 1996). Unter normoxischen Bedingungen
und adaquater Glukoseversorgung ist nach 1 - 2 min die extrazelluldre K+- Konzentration wieder
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auf pr&SD Werte normalisiert (Hablitz, Heinemann, 1989), die Zellen repolarisieren und die SD
ist beendet. Eine zweite SD kann nur nach einer absoluten Refraktéarzeit von ca. 2 min und in
einer relativen Refraktérzeit von ca. 10 - 20 min lediglich mit verminderter Amplitude und ge-
ringerer Ausbreitungsgeschwindigkeit ausgel 6st werden (Brand et al. 1998). Unter ischamischen
Bedingungen kann die Dauer von Periinfarkt-SD 2 - 10 min und langer betragen (Back et al.
1994), da die limitierte Energiezufuhr die Zeitdauer der Zellrepolarisierung verlangert (Gido et
al. 1993). Bei einer SD ist die metabolische Aktivierung, d.h. die Steigerung des Glukose- und
Sauerstoffbedarfs, fur 1 - 2 min mit einer Vasodilation und Verdopplung des regionalen zerebra-
len Blutflusses (rCBF) gekoppelt, wahrend danach eine fir ca. 1 h langanhaltende V asokonstrik-
tion mit Verminderung des rCBF um 20 - 30 % zu registrieren ist (Lauritzen, 1994). Da bei einer
Migrane mit Aura ebenfalls eine zerebrale Blutfluf3reduktion um mindestens 20 % feststellbar ist
(Olesen et al. 1981), die fur 4 - 8 Stunden bestehen bleibt (Lauritzen, Olesen, 1984), wird ein
SD-&hnliches Phanomen und assoziierte ,, spreading oligemia‘ von verschiedenen Autoren der
Aurasymptomatik eines Migraneanfalls beim Menschen pathophysiologisch zu Grunde gelegt
(Olesen et al. 1981; Welch, 1997). Andere Arbeitsgruppen haben eine Relevanz fur den Men-
schen bezweifelt (Blau, 1992).

Trotz der DC-Potential&nderung assoziierten Blutfluf3erhéhung wird auch im normoxischen Hirn
wéahrend einer SD ein Tell der Glukose anerob verstoffwechselt: es kommt zu einem Anstieg von
Laktat, Absinken des zytoplasmatischen pH-Wertes und NADH Gehalts der Mitochondrien
(Mayevsky, Weiss, 1991; Csiba et a. 1985). Die Erh6hung der interstitiellen K+-
lonenkonzentration auf 40 - 60 mM wahrend der Ausbreitung einer SD (Lauritzen, Hansen,
1992) fuhrt zu einer Aktivierung prasynaptischer Ca2*- Kandle an exzitatorischen Terminalen,
die nach einem Einstrom von Ca2*- lonen Glutamat exozytotisch freisetzen (Nicholls, 1993). Mit
modernen Mikrodialysemethoden wurde ermittelt, dal3 dies einem leichten, vortbergehenden
Anstieg der intertitiellen Glutamatkonzentration von 6 mM auf 30 - 40 mM entspricht (siehe
Abb. 7 und 8 in Zilkha et al. 1995). Die SD-assoziierte Glutamatfreisetzung fuhrt zu einer Akti-
vierung postsynaptischer Glutamatrezeptoren, so dal? es u.a. tber den NMDA-Rezeptor zu einem
zusétzlichen Kaziumeinstrom in die Zelle kommt: die Ausbreitung einer SD wird von extrazel-
lularem Ca&2* und einer NMDA-Rezeptor Aktivierung gefordert. Der Abfall der [Ca2t] , von 1,5
mM auf 0,08 mM im Kortex (Lauritzen, 1994) wahrend einer SD legt neben einem nahezu Aus-
gleich der extra- und intrazelluldren [Ca2*] eine zusétzliche intrazelluldre Kalziumbindung oder
Sequestrierung nahe (Herreras, Somjen, 1993). Dem wiirde die Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC) wahrend einer SD entsprechen (Krivanek, Koroleva, 1996). Die PKC wird durch eine
Kalziumbindung aktiviert und transloziert danach von der zytosolischen PKC Form zur Plasma-
membran, wo sie Substratproteine phosphoryliert. Da die Aktivierung der PKC die Aktivitét des
NMDA-Rezeptorproteins (iber einen verringerten Mg?*-Block verstarken kann (Chen, Huang,
1992), ist dies moglicherweise ein Faktor zur autokatalytischen Verstarkung der Zelldepolarisati-
on nach NMDA-Rezeptoraktivierung wahrend einer SD, die so zusammen mit Zelldiffusionspo-
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tentialen zur messbaren (sehr hohen) negativen DC-Potentialdnderung von 10 - 40 mV beitrégt.
Der verhdltnismaldig geringe Anstieg des Glutamats im Verlauf einer SD dauert nur ca. 5 min
(Zilkha et al. 1995), so dal3 die PKC-Aktivierung zu einer intrazelluléren zeitlichen Amplifikati-
on des Signals beitragen kann. Da die Blockade spannungsabhangiger Ce?*-Kandle oder Gluta-
matrezeptor-assoziierter lonenkande die SD in Amplitude und Dauer zwar verringern, aber nicht
vollig ausldschen (Jing et a. 1993), missen weitere Kande, Rezeptoren, Zellstrukturen an die-
sem Ereignis beteiligt sein.

Die dramatischen Umverteilungen von lonen im Verlauf einer SD |6sen auf mehreren Ebenen
weitere zellulére Veranderungen aus. SD-Depolarisationen scheinen in Tiermodellen fur einen
Groldteil der genetischen Veranderungen und neuen Genprodukten nach fokaler zerebraler
Ischdmie Uber eine Aktivierung des NMDA-Glutamatrezeptors verantwortlich (Sieg6 et al.
1995; Miettinen et al. 1997). SD-Wellen tragen zur vortbergehenden verstarkten Expression der
»Sehr frihen Gene* (immediate early genes, IEG) c-jun, jun B, c-fos, KROX 24 sowohl in der
direkten Infarktregion als auch im gesamten ipsilateralen Kortex auf3erhalb der direkt von der
Ischamie betroffenen Region bei (Hossmann, 1996). Wahrend repetitive SD-Depolarisationen
einen Grofdeil der Proteinsynthese voralem in vulnerablen Neuronen der kortikalen Schicht 11/111
um ca. 37 % vermindern (Mies, 1993), erhoht sich die Immunoreaktivitét von Stref3proteinen: es
kommt zu einem Anstieg der Hitzeschockproteine (heat shock proteine, hsp) hsp70 und hsp32 (=
Hamoxygenase-1). Weiterhin werden durch SD-Wellen Wachstumsfaktoren wie NGF, BDGF,
und bFGF, ihre entsprechenden Tyrosinkinaserezeptoren trkB und trkC als auch Gewebsplasmi-
nogen-aktivator (t-PA) induziert (Herrera et a. 1993; Kawahara et a. 1997; Kariko et al. 1998).
Es ist gegenwartig unklar, welche der genetischen Verdnderungen zu einem zelluléren Schutz
dienen und welche eine Ausweitung neuronaler Schéden darstellen, da das hsp70 Hitzeschock-
protein andere veranderte Zellproteine binden und so Zellen vor nachfolgenden Schaden schiit-
zen kann sowie verstérkt gebildeten Wachstumsfaktoren eine protektive Rolle fur kortikale Neu-
rone zugeschrieben wird (Kokaia et al. 1995). Andererseits kann t-PA postischémische neuronale
Schéden unabhéngig von seinen thrombolytischen Eigenschaften durch eine verstérkte Exzitoto-
xizitét verstérken (Wang et a. 1998). Ebenfalls kontrovers werden erhohte zellulére BDNF-
Konzentrationen einerseits in Zusammenhang mit dem Phanomen der partiellen ischamischen
Toleranz von Neuronen gebracht (,,ischemic preconditioning*) (Kawahara et al. 1997), anderer-
seits scheint BDNF auch an einer postischamischen neuronalen Hyperexzitabilitét beteiligt
(Scharfman, 1997). SD-Wellen sind auch in der Lage, Gliazellen zu aktivieren: es kommt zu
einer Ansammlung reaktiver Mikrogliazellen (Gehrmann et al. 1993) und Astrozytose (Kraig et
al. 1991), wobei Astrozyten wahrend einer SD einen alkalischen pH-Wert im Zytoplasma auf-
weisen. SD-Wellen induzieren insbesondere in ischdmievulnerablen Neuronen der kortikalen
Schicht 11/111 das Schltisselenzym der Prostaglandinbiosynthese - die Cyclooxygenase I (Mietti-
nen et al. 1997). Insgesamt sind damit repetitive SD-Depolarisationen Uber eine Gliazellaktivie-
rung und durch die COX Il-Induktion an der massiven Entziindungsreaktion nach fokaler zere-
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braler Ischamie beteiligt. Darliber hinaus wurde gezeigt, das SD-Wellen zu Sch&den am
Zytoskelett von Zellen beitragen, die nicht direkt von der priméren Ischdmie betroffen waren, in
dem sie zum Abbau des Strukturproteins Mikrotubulin-assoziiertes Protein 2 (MAP2) as frihes
Zeichen einer Zellschadigung beitragen (lijimaet al. 1998).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 die pathogenetische Rolle der SD bei Ischamie-
induzierten Zellschdden auf folgenden Mechanismen beruht: (1) wahrend einer SD kommt es
infolge massiver Uberaktivierung des NMDA-Rezeptors zu einer kritischen Kalziumiiberladung
und nachfolgender , Kalziumtoxizitét“ auf die Zelle, (2) SD-Episoden tragen zu einer starken
Entztindungsreaktion bei, (3) SDs schadigen das Zytoskel ett von entfernten, nicht von der Isché-
mie betroffenen Neuronen, (4) SD-Wellen verursachen unter hypoxisch-ischamischen Bedingun-
gen eine metabolische Entkopplung im Hirnparenchym, die sich in einer Entgleisung des sensi-
blen Gleichgewichts von Energiebedarf und Energiebereitstellung ausdriickt und zu Gewebshy-
poxien fuhrt. Diese Mechanismen verstérken eine Ausweitung des ischémisch-hypoxischen
Hirnschadens und fordern eine allmahlichen Einbeziehung der Penumbra in das infarzierte Hirn-
gewebe.

Die Kausalkette der Beteiligung der SD an der Migréne ist nach wie vor wesentlich spekulativer.
Nach Lauritzen (Lauritzen, 1994) startet eine Migréneattacke mit einer lokalen SD, d.h. mit einer
Depolarisation von Neuronen und Gliazellen in der okzipitalen Hirnrinde. Die Ausbreitung der
SD Uber den Kortex wirde der Skotomsymptomatik einer Migraneattacke entsprechen. SD und
nachfolgende Oligamie aktivieren Neurone im Hirnstamm vom Ncl. caudalis des N. trigeminus
(Moskowitz et al. 1993). Die so im Hirnstamm generierte neuronale Dysfunktion kann Uber peri-
vaskulére Afferenzen zur spéteren arteriellen Dilatation und Uber die Ausschiittung vasoaktiver
Neuropeptide wie CGRP (calcitonin gene-related peptide) an vasalen Endigungen des N. trige-
minus zur meningealen Entziindungsreaktion sowie Schmerzempfindung fuhren (Reuter et al.
1998; Hall, Smith, 1998). Ein Teil der vasalen Dysregulation kann durch Sumatriptan, einem
klinisch verwendeten 5-HT1g/5-HT1p -Rezeptoragonisten in der Migranebehandlung, aufgehoben
werden und den durch Vasodilatation induzierten Kopfschmerz beseitigen (Jansen et al. 1992).
Die SD-induzierte Aktivierung des Hirnstammes bleibt jedoch erhalten und kdnnte so das haufi-
ge erneute Auftreten von Migranekopfschmerzen innerhalb von 24h nach initialer Sumatriptan-
gabe erklaren.

1.3 Rezeptoren und Funktion der synaptischen Transmission im Neokortex

Die kortikale Funktion wird zu einem grof3en Teil Uber chemische Synapsen redlisiert, an denen
der von der prasynaptischen Zelle ausgeschiittete Neurotransmitter eine Wirkung an der post-
synaptischen Zelle Giber Rezeptorproteine der subsynaptischen Membran entfaltet. Da diese Re-
zeptoren neben ihrer physiologischen Bedeutung auch Grundlage einer pharmakol ogischen Stra-
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tegie bel pathophysiologischen Zustdnden bilden, soll auf 3 wichtige Rezeptorsysteme und ihre
Neurotransmitter eingegangen werden.

Die wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter im Neokortex sind Glutamat und Aspartat
(Cotman et al. 1987), deren Wirkung auch durch selektive Rezeptoragonisten imitiert oder durch
Antagonisten blockiert werden kann. Eine Uberm&fdige Erregung von Nervenzellen durch L-
Glutamat ist seit der Exzitotoxizitatshypothese von Olney (Olney, Sharpe, 1969) ein wichtiges
hypothetisches Glied in der pathophysiologischen Kausalkette neurodegenerativer Erkrankungen
wie Alzheimersche Erkrankung, Amyotrophe Lateralssklerose (ALS), Morbus Parkinson, Mor-
bus Huntington aber auch des Schlaganfalls und der traumatischen Hirnschadigung (Lipton, Ro-
senberg, 1994). Ihre Funktion der chemischen synaptischen Transmission entfalten die exzitato-
rischen Aminosauren Aspartat und Glutamat Uber die Aktivierung von Glutamatrezeptorsubty-
pen, die nach dem jewelligen bevorzugten Agonisten benannt wurden: den ionotropen (Ligan-
den-gesteuerten) N-Methyl-D-aspartat-Rezeptor (NMDA-Rezeptor), a-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol propionsaure-Rezeptor (AMPA-Rezeptor) sowie Kainatrezeptor stehen meta-
botrope (G-Protein-gekoppelte) Glutamatrezeptoren (mglul-mglu8) gegeniber (Watkins, Evans,
1981; Pin, Duvoisin, 1995). Alle Rezeptoren sind aus 5 spezifischen Untereinheiten aufgebaut,
deren Komposition die Funktionalitét des Rezeptors bestimmt. Der NMDA-Rezeptorkomplex
hat eine postsynaptische Lokalisation an Synapsen, Zellsomata und Dendriten und ist nach Akti-
vierung fur einen Einwartsstrom von Na*- und Ca2*- sowie fur einen Auswértsstrom von K+-
lonen permeabel (Hollmann, Heinemann, 1994). Der NMDA-Rezeptor kann selektiv durch
NMDA-aktiviert werden und besitzt eine Reihe von weiteren Bindungsstellen, die die Rezep-
toraktivitét modulieren. So besitzt der NMDA-Rezeptor im Kationenkanal eine Bindungsstelle
fur die Antagonisten MK-801 und PCP sowie eine allosterische Zink-, an der extrazelluléren
Doméne eine Glykolisierungs-, Redoxpotential-, pH-sensitive-, Glutamatbindende-, NMDA-
bindende, APV- und CPP-bindende, Glycin- sowie Polyaminbindende und an der intrazelluldren
Domane eine phosphorylisierungssensitive, die Kationenpermeabilitét modulierende, Stelle
(Hollmann, Heinemann, 1994). Die Glycinbindung ist eine VVoraussetzung zur Rezeptoraktivie-
rung. Der NMDA-Rezeptor zeichnet sich weiterhin durch einen spannungsabhéngigen Mg2+-
Block aus, der durch eine Membrandepolarisation aufgehoben werden kann und den Kationen-
einwartsstrom erhoht (Mori, Mishina, 1995). Gegenwértige NMDA-Antagonisten wirken an der
Glutamaterkennungsstelle, der Glycin-bindenden Stelle, der Polyaminuntereinheit oder - wie die
nicht-kompetitive Antagonisten Phencyclidin (PCP, ,angel dust“), Ketamin oder Dizocilpin
(MK-801) am lonenkanal, der mit dem NMDA-Rezeptor assoziiert ist (Rogawski, 1993). Nicht-
kompetitive NMDA-Antagonisten wie Ketamin blockieren NMDA-Rezeptor-vermittelte Ant-
worten nur bei gedffnetem lonenkanal, d.h. ihre Wirkung setzt eine vorangegangene Aktivierung
des Rezeptors voraus und kann nicht durch einen Uberschul? des Agonisten (z.B. Glutamat) auf-
gehoben werden (= nicht-kompetitiver Antagonist). Das Phdnomen der Langzeitpotenzierung
(LTP) der synaptischen Transmission, das fir plastische Prozesse des Gehirns wie Lernen und
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Gedéachtnis wichtig ist, ist von der Aktivierung des NMDA-Rezeptors abhangig (Collingridge,
Bliss, 1987). Deshalb beeintréchtigt die pharmakologische Blockade des NMDA-Rezeptors die
NM DA -abhangige und AMPA-Rezeptor vermittelte synaptische Plastizitét der Neurotransmissi-
on (Bear, Maenka, 1994), wobel die eintretende dissoziative Andsthesie mit Halluzinationen die
z.T. erwiinschte Wirkung bei der mif3brauchlichen Verwendung als Rauschmittel (z.B. PCP) dar-
stellt.

Auch die ionotropen nicht-NMDA-Rezeptoren (AMPA-Rezeptor, Kainat-Rezeptor) sind wie der
NMDA-Rezeptor postsynaptisch lokalisiert. Sie zeichnen fur die schnelle exzitatorische synapti-
sche Transmission verantwortlich (Lambert et a. 1989). Die AMPA-Rezeptoren sind nach Akti-
vierung fiir monovalente Kationen wie Na'™ (einwéarts) und K* (auswarts) permeabel und durch
GYKI53655 oder NBQX selektiv blockierbar (Alexander, Peters, 1999). Bei Abwesenheit der
Rezeptoruntereinheit Glu2 exprimieren einige Neurone AMPA-Rezeptoren, die auch fur Ca’*
permeabel sein kdnnen (Hollmann et al. 1991). Die Beteiligung des ionotropen Kainat-Rezeptors
an der synaptischen Transmission wurde bisher im Hippocampus nachgewiesen, wo es nach Ak-
tivierung dieses Rezeptors an der prasynaptischen Membran von inhibitorischen GABAergen
Synapsen zur verminderten GABA Freisetzung kommt (Clarke et al. 1997), wahrend seine Akti-
vierung an der postsynaptischen Membran von CA3 Pyramidenzellen eine exzitatorische post-
synaptische Antwort aus st (Vignes, Collingridge, 1997).

Glutamat aktiviert nicht nur Liganden-gesteuerte Rezeptor-lonenkanalkomplexe sondern auch
Rezeptoren, die an ein G-Protein gekoppelt sind (Nakanishi, 1994). Bisher sind 8 der sogenann-
ten metabotropen Glutamatrezeptoren bekannt, die in 3 Gruppen (I: mglulund mglu5; 11: mglu2
und mglu3; I11: mglud, mglu6, mglu7, mglu8) unterteilt werden konnen (Pin, Duvoisin, 1995).
G-Proteine sind Proteine, die nach ihrer Aktivierung GDP freisetzen und GTP an ihrer Guanin-
nukleotidbindenden Domane aufnehmen. Im nun GTP-gebundenen Zustand kdnnen G-Proteine
die Aktivitat von lonenkandlen oder second messenger regulieren, bis die Signalwirkung durch
eine GTP-Hydrolyse beendet ist. Prasynaptische metabotrope Glutamatrezeptoren sind maogli-
cherweise an einer Inhibition der Transmitterausschiittung Uber die Inaktivierung spannungssen-
sitiver Kalziumkande (VSCC) beteiligt (Pin, Duvoisin, 1995). Die Aktivierung postsynaptischer
metabotroper Glutamatrezeptoren der Gruppe | fuhrt Uber die Aktivierung der Phospholipase C
(PLC) zu einer Erhthung der intrazelluléaren second messenger Inositoltriphosphat (1P3) und
Diacylglycerol (DAG). Neben einer Verminderung der K*-Leitfahigkeit erhdhen diese second
messenger die [Ca2*] ;. Zum einen setzt 1P3 Ca®* aus intrazelluldren Kompartimenten frei, zum
anderen aktiviert DAG die Proteinkinase C, potenziert damit die NMDA-Rezeptor-lonenstrome
und bewirkt so auch eine Erhthung der [Ca2*] ; (Schoepp, Conn, 1993).

Neben diesen Rezeptoren fur den exzitatorischen Transmitter Glutamat existieren auch Bin-
dungsstellen fur den inhibitorischen Neurotransmitter gAminobutterséure (GABA), die je nach
dem ausgel 6sten lonenstrom als GABA- oder GABAg-Rezeptor bezeichnet werden (Matsumo-
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to, 1989). Die Erregung des postsynaptisch lokalisierten GABAa-Rezeptorproteins bewirkt ein
schnelles (fast) inhibitorisches postsynaptisches Potential (f-IPSP), dal3 Uber eine einwérts ge-
richtete erhohte Leitfahigkeit fur Cl -lonen zustande kommt und auf die Zellmembran hyperpola-
risierend wirkt. Demgegentber fuhrt die Aktivierung des pré& und postsynaptisch lokalisierten
GABAGg Rezeptors Uber ein G-Protein zu einem langsamen inhibitorisches postsynaptisches Po-
tential (I-1PSP), dal3 zu einem verstarkten Ausstrom von K*-lonen filhrt und ebenfalls auf die
Zellmembran hyperpolarisierend wirkt (Andrade et al. 1986). Die Aktivierung présynaptischer
GABA;-Rezeptoren wirkt wahrscheinlich tber eine verminderte Ca’*-Leitfahigkeit auf die Zel-
laktivitdt hemmend (Thompson, Gahwiler, 1989). Hemmende GABAerge Neurone sind im Kor-
tex as Interneurone zwischen andere Neurone geschaltet und bilden mit ihnen an Dendriten,
Zellsoma oder Axonen Synapsen und tragen so zu Informationsverarbeitung bei.

Das serotonerge System entfaltet seine Wirkung Uber gegenwartig 14 klassifizierte 5-
Hydroxytryptamin-(5-HT-, Serotonin-)Rezeptoren (Alexander, Peters, 1999) und Stérungen der
serotonergen Neurotransmission sind an Erkrankungen wie Depressionen, Autismus oder Migré
ne beteiligt. Neben zahlreichen anderen Effekten wirkt Serotonin tber den 5-HT4-Rezeptor mo-
dulierend sowohl auf die exzitatorische a's auch inhibitorische Funktion von Neuronen (Schmitz
et al. 1995b; 1995c). Der 5-HTia-Serotoninrezeptorsubtyp existiert im Sdugetier-ZNS als
présynaptischer, inhibitorischer (, somatodendritischer) Autorezeptor an Dendriten oder Zellso-
ma serotonerger Neurone, als postsynaptischer Rezeptor an vielen nicht-serotonergen Neuronen
(Fletcher et al. 1993) sowie an glutamatergen Terminalen (Raiteri et al. 1991) und ist zur Signal-
transduktion an ein G-Protein gekoppelt. Die Aktivierung des 5-HT14-Rezeptors durch selektive
Agonisten (8-OH-DPAT, BAY x 3702) fiihrt zu einer verstarkten auswértsgerichteten K*-
Leitfahigkeit (Andrade et a. 1986; Araneda, Andrade, 1991) und zur Aktivierung verschiedener
second messenger Systeme: der intrazellulare cAMP Spiegel sinkt, wahrend IP3 und DAG an-
steigen (Liu, Albert, 1991). Insgesamt wird die Zellmembran hyperpolarisiert und die Entla-
dungsschwelle des Neurons erhoht. Beispiel eines selektiven 5-HTia-Antagonisten ist (x)WAY
100635 (Alexander, Peters, 1999).

Zur physiologischen zellularen Kommunikation im Neokortex ist eine feine Balance von Re-
zeptorsystemen der exzitatorischer und inhibitorischer synaptischer Transmission notwendig. Die
Aktivierung afferenter Fasern fhrt zur Ausbreitung eines Aktionspotentials bis zu den synapti-
schen Terminaen, die die Neurotransmitter in Speichervesikeln enthalten (Greengard et al.
1993). Bel Eintreffen des Aktionspotentials werden durch Depolarisation der prasynaptischen
Endigung spannungssensitive Kalziumkande vom P- und N-Typ aktiviert, die daraufhin eine
erhohte Leitfahigkeit fur Kalziumionen aufweisen (Dunlap et al. 1995). Die aus dem Einstrom
extrazelluldrer Kalziumionen resultierende erhohte intraterminale Kalziumkonzentration |10st
Uber die Proteine Synaptobrevin und Syntaxin die Fusion synaptischer Vesikel mit der prasynap-
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tischen Membran aus (Ferro-Novick, Jahn, 1994). Das in den Vesikeln enthaltene Glutamat oder
Aspartat wird exozytotisch in den synaptischen Spalt freigesetzt und diffundiert im Falle der
schnellen synaptischen Funktion zu den AMPA-Rezeptorproteinen der postsynaptischen Mem-
bran (Nicholls, Attwell, 1990). Die Transmitter-Rezeptorbindung 16st an der subsynaptischen
Membran eine Permeabilitdtsdnderung von fir den jeweiligen Rezeptortyp charakteristischen
lonen aus. Im Falle des AMPA-Rezeptors miindet es schliefdlich mit einem exzitatorischen post-
synaptischen Potential in einer Membrandepolarisation der postsynaptischen Zellen, beispiels-
weise der Pyramidenzellen in Schicht 11/111. Ist die Anzahl der aktivierten prasynaptischen Fasern
grof3 genug und die eintreffenden EPSPs depolarisieren die postsynaptische Zellen bis zur
Schwelle, wird ein Aktionspotential nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip generiert. Ein geringer
Teil der extrazelluldren Feldpotentialantwort von Schicht 11/111 beruht auch auf der Aktivierung
des NMDA-Rezeptors Uber glutamaterge Fasern.

Unter physiologischen Bedingungen wird die Exzitation von Neuronen durch eine starke inhibi-
torische Kontrolle begrenzt. Uber ebenfalls exzitatorische glutamaterge Fasern werden dabei
intrinsische GABAerge Interneurone des Neokortex erregt, die daraufhin den hemmenden
Transmitter GABA aus prasynaptischen Terminalen freisetzen, die an Dendriten, Zellsoma oder
Axonen Kontakt zu anderen Zellen aufnehmen. Uber eine Aktivierung des GABA,- oder
GABAg-Rezeptors wird analog den oben beschriebenen Mechanismen an der postsynaptischen
Zelle ein inhibitorisches Potential ausgel6st, das zu einer Hyperpolarisation der subsynaptischen
Membran fuhrt. Die Lokalisation hemmender, GABAerger Synapsen ist verschieden (Sutor,
Luhmann, 1995): (1) einerseits kann ein tber Dendriten einer Pyramidenzelle einlaufendes exzi-
tatorisches postsynaptisches Potential bereits vor Eintreffen am Pyramidenzellsoma mit einem
inhibitorischen postsynaptischen Potential nach Aktivierung des GABA,- und GABAg-
Rezeptors verrechnet werden (feed-forward inhibition). (2) Weiterhin stehen die Axonterminalen
exzitatorischer als auch inhibitorischer Fasern Uber axoaxonische Synapsen mit dem Axon eines
GABAergen Interneurons Uber den GABA g-Rezeptor unter einer préasynaptischen Inhibition. (3)
Die Anzahl der freigesetzten GABA-Vesikel einer hemmenden Synapse wird im Sinne einer
Begrenzung der prasynaptischen Transmitterfreisetzung zusétzlich durch Erregung des GABAg-
Autorezeptors an der prasynaptischen Membran reguliert, der die GABA-Konzentration im
synaptischen Spalt detektiert. (4) Schliefdich erregt ein zum Pyramidenzellaxon fortgeleitetes
Aktionspotential gleichzeitig austretende Axonkollateralen, die exzitatorische glutamaterge
Synapsen mit inhibitorischen Interneuronen bilden, welche sie tiber den AMPA-Rezeptor erregen
konnen. Das so erregte GABAerge Neuron kann hemmende Synapsen auch mit der Pyramiden-
zelle bilden, von der es urspringlich erregt wurde. Nach der GABA-Freisetzung fihrt dann ein
EPSP, das unter Ruhebedingungen an der postsynaptischen Pyramidenzelle ein Aktionspotential
ausl6sen kann, auf Grund der GABAergen Hyperpolarisation zu keinem Aktionspotential mehr,
da das Membranpotential weiter von der Schwelle der Aktionspotentialausiésung entfernt ist
(rekurrente Hemmung). Unter extrazelluldren Bedingungen kann mit Feldpotentialantworten
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nach einer Doppelreizstimulation hauptséchlich die GABAerge rekurrente Hemmung indirekt
durch eine verminderte Exzitation der Pyramidenzellen erfasst werden.

1.4 Fragestellung

Die Komplexitét der bei einer transienten akuten fokalen zerebralen Ischdmie oder auch Migréne
einsetzenden zelluldaren Ablaufe macht zu einem besseren Verstéandnis der zugrunde liegenden
Pathophysiologie eine Isolierung einzelner potentiell zellschadigender Faktoren und den Aus-
schlul interferierender Variablen, die die Auswertung von Ergebnissen erschweren, wiinschens-
wert. Diese im Tiermodell realisierten Vorteile kennzeichen jedoch auch gleichzeitig den Haupt-
nachteil, den Untersuchungen dieser Art aufweisen: es kdnnen nur mit Einschrankungen reale
Verhdltnisse eines klinischen Schlaganfalls oder einer Migraneattacke beim Menschen wiederge-
geben werden. Die erganzende direkte Untersuchung pathophysiologischer Konzepte am Men-
schen im Rahmen von Pilotstudien und unter Berticksichtigung ethischer Gesichtspunke ist un-
verzichtbar und an den Einsatz nichtinvasiver bildgebender Verfahren gebunden, mit denen eine
immer bessere in vivo Darstellung von Prozessen bis auf zellulérer Ebene gelingt (Weiler,1999).

Bei den hier vorgestellten Untersuchungen sollten transiente DC-Potential énderung nach Appli-
kation einer Kaliumchlorid (KCl)- Losung auf den Neokortex adulter Ratten unter normoxischen
Bedingungen naher charakterisiert und auf eine potentielle Beeinflussung der kortikalen synapti-
schen Funktion untersucht werden. Obwohl SD-Wellen im Kortex und physiologischer Sauer-
stoffversorgung keine morphologischen Schaden verursachen (Nedergaard, Hansen, 1988), sind
die elektrophysiologischen Eigenschaften repetitiver SD-Episoden und ihr Einflul? auf die korti-
kale Funktion unter normoxischen Bedingungen nicht untersucht. Zur Einschétzung der synapti-
schen Funktion wurden reizinduzierte el ektrische Feldpotentialantworten herangezogen. Die Ap-
plikation einer KCI-Losung gilt als eine Standardmethode zur SD-Ausldsung im intakten Kortex
zahlreicher Nagetierspezies und der Katze (Obrenovitch, 1995). Da die KCl-induzierte extrazel -
luldre DC-Potentialénderung einen Grofdteil der SD-assoziierten lonen- und Wasserbewegungen
widerspiegelt, wird SD hier deshalb synonym dafirr gebraucht. Zur Isolierung des elektrophysio-
logischen Phanomens SD sollte deshalb zunéachst ein geeignetes Modell zur reproduzierbaren
SD-Ausl6sung im neokortikalen Hirnschnitt unter in vitro Bedingungen etabliert werden. Das in
vitro System eines Hirnschnittpraparats erschien unter verschiedenen Gesichtspunkten als geeig-
net. Die Zusammensetzung des Extrazellul&rraums von Zellen des Hirnparenchyms kann unter
diesen Bedingungen kurzfristig beeinflul3t werden, wichtige physiologische Parameter wie Tem-
peratur, pH-Wert, Glukosekonzentration, Sauerstoffsdttigung konnen standardisiert und konstant
gehalten werden - interferierende kardiovaskuldre und syste-mische Wirkungen am Ganztier in
vivo fallen weg. Elektroden werden hier nicht nach allgemeinen stereotaktischen Atlanten son-
dern unter exakter visueller Kontrolle fir jeden Hirnschnitt individuell plaziert. Dies gewahrlei-
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stet ein hohes Mal3 der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse. Dartber hinaus bedarf die dargestellte
z.T. widerspruchliche Rolle von AMPA- und NMDA- Antagonisten in verschiedenen Modellen
der zerebralen Ischdmie aber auch die unterschiedlich dargestellte Beteiligung dieser Rezeptoren
an Auslésung und Ausbreitung der SD weiterer Untersuchungen. Interessant wére die Beant-
wortung der Frage, ob sich die unterschiedlichen neuroprotektiven Effekte dieser Substanzen in
vivo in einer unterschiedlichen Beeinflussung von SD-Parametern in eéinem in vitro SD-Modell
widerspiegeln. Der mit einer SD verbundene, z.T. rezeptorabhdngige, Einstrom von Natrium-
Kazium- und Chloridionen macht gerade ionotrope Glutamatrezeptoren fir eine Untersuchung
interessant, um Uber eine pharmakol ogische Blockade dieser Rezeptoren eine potentielle Beteili-
gung an der SD herauszufinden. Die Betelligung spannungsabhangiger Kationenkande an der
SD (Jing et a. 1993) macht durch eine hyperpolarisierende Wirkung selektiver Agonisten des 5-
HT.a-Rezeptors auch den 5-HTia-Serotoninrezeptor fir eine Untersuchung auf SD-
modulierende Eigenschaften interessant. Zur weiteren Untersuchung sollten deshalb folgende
Fragen beantwortet werden:

(1) Was kennzeichnet das Ausbreitungsmuster einer SD in vitro?

(2) Was sind die elektrophysiologischen Eigenschaften repetitiver SD-Episoden unter normoxi-
schen Bedingungen ?

(3) Wie wird die kortikale Funktion anhand der exzitatorischen und inhibitorischen synaptischen
Transmission unter adaquater Glukose und Sauerstoffversorgung von repetitiven SD-Wellen
beeinfluf3t?

(4) Welche ionotropen Glutamatrezeptoren sind an einer SD unter in vitro Bedingungen betei-
ligt?

(5) Ist eine Beeinflussung typischer SD-Parameter durch selektive Serotoninagonisten am 5-
HT1a-Rezeptor moglich?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1 Aufbau des Neokortex

Da ale Messungen im Neokortex der Ratte stattfanden, soll auf den Bau dieses Hirnabschnitts
eingegangen werden.

Das ektodermal e zentrale Nervensystem (ZNS) mit Gehirn und Riickenmark ist aus Nervenzellen
(Neuronen) und nicht-neuronalen Zellen (Glia-Zellen) aufgebaut. Von aufRen umgibt der Cortex
cerebri (Grofhirnrinde) haubenférmig die darunterliegende well3e Substanz (Substantia alba) des
Grofhirns sowie darin eingebettete Hirnkerne und wird als entwicklungsgeschichtlich jingster
Hirnabschnitt (Neokortex) angesehen. Bereits makroskopisch ist der Kortex durch eine gréuliche
Farbe (Substantia grisea) von der weil3en Substanz unterscheidbar. Der Neokortex gliedert sich
in verschiedene Areale, die funktionell aus vertikalen Kolumnen unterschiedlicher kortikaler
Responsivitdt aufgebaut sind (Mountcastle, 1957; Hubel, Wiesel, 1959 & 1962; Creutzfeldt,
Kuhnt, 1973). Horizontal zur Kortexoberflache lassen sich mikroskopisch unter NISSL-Farbung
6 verschiedene Schichten erkennen (1-V1):

I Lamina molecularis

[l Lamina granularis externa
"l Lamina pyramidalis externa
v Laminagranularis interna
Vv Lamina pyramidalisinterna
VI Lamina multiformis

Die darin befindlichen Neurone kommunizieren mittels Neurotransmitter hauptsachlich durch
chemische Synapsen oder gap junctions (,, elektrische Synapsen”) (Dermietzel, Spray, 1993) mit-
einander, kdnnen durch eine exzitatorische oder inhibitorische Zellantwort Informationen hierar-
chisch geordnet oder parallel verarbeiten bzw. verandern (van Essen et a. 1992) und bilden so
insgesamt ein funktionelles Netzwerk. Die hier vorgestellten Untersuchungen fanden ale im
primér-somatosensorischen Kortex des Gyrus postcentralis adulter (Alter >28 Tage postnatal)
Albinoratten des Stammes Wistar statt. Dieser Teil des Parietallappens erhdlt zahlreiche Afferen-
zen (thalamokortikal, callosal, trigeminal) und sendet corticofugale Fasern zu Thalamus, Corpus
callosum, motorische Kerngebiete, Briicke, Rickenmark, sowie intrakortikalen Efferenzen zu
anderen Neokortexregionen aus, deren Fasersysteme von den Axonen der Projektionsneurone
gebildet werden (Abb. 3A). Die Gliazellen stellen mit 90 % den haufigster Zelltyp des Kortex
(Barres, 1991) dar und werden in Astrozyten, Oligodenroglia und Mikroglia unterteilt. Astro-
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zyten sind neben anderen Funktionen fur die Redistribution einer erhdhten extrazelluléren Kali-
umionenkonzentration nach neuronaler Aktivitét verantwortlich (Dietzel et al. 1980) und bilden

Abb. 3A (obere Abb.): Vereinfachtes Schema der afferenten thalamokortikalen, intrakortikalen und
efferenten Verbindungen im Neokortex der Ratte. Der adulte Neokortex der Ratte besteht wie der an-
derer Saugetiere aus 6 horizontalen Zellschichten (dargestellt am linken Bildrand). Schwarze Dreiek-
ke symbolisieren exztatorische Pyramidenzellen (Transmitter: Glutamat), der schwarze Kreis eine
multipolare Sternzelle sowie grau schraffierte Krei  veranschaulichen inhibitorische Interneurone
(Transmitter: g-Aminobuttersdure (GABA). (aus Luhmann, 1993).

3B: Neurone mit ihrem Dendritenbaum (4, links) sind von Gliazellen (3, hier nur Astrozyt) und zere-
bralen Kapillaren (2) umgeben, wobei letztere zusammen mit umschlief3enden Astrozytenfortsétzen die
Blut-Hirn-Schranke (, BBB"- blood-brain-barrier) bilden (aus Ganong, 1997). Unter in vitro Bedin-
gungen hat die Blut-Hirn-Schranke keinen Einfluf3.
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durch eine besonders enge Kopplung mittels gap junctions ein funktionelles Synzytium (Sont-
heimer et al. 1990). Weiterhin bestimmen Astrozyten mit ihren Fortsdizen die Durchlassigkeit
der Blut-Hirn-Schranke (siehe Abb. 3B) und sind Uber Transportproteine an der Homdostase der
Neurotransmitter Glutamat und GABA beteiligt. Oligodendrocyten bilden Myelinmarkscheiden
um die auswachsenden Axone heranreifender Neurone und formen gemeinsam mit Astrozyten
die Trakte innerhalb der weif3en Substanz (Hildebrand et al. 1993). Mikroglia stellen die immun-
kompetenten Zelle des ZNS dar und kénnen durch verschiedenste pathol ogische Reize aktiviert
und stufenweise zur phagozytierenden, zytotoxischen Zelle transformiert werden. Die Prasenz
und Funktion aktivierter Mikroglia stellt somit einerseits einen friihzeitigen, empfindlichen Sen-
sor fur pathologische Vorgénge unterschiedlichster Genese dar, andererseits werden die patholo-
gischen Prozesse selbst gehemmt oder aber auch gefordert (Kreutzberg, 1996).

Die Neurone des Neokortex lassen sich morphologisch in Pyramidenzellen und nichtpyramidale
Zellen unterscheiden. Ein Tell der Zellen weist an den Dendriten Dornfortsétze auf, an denen oft
die Kontaktaufnahme mit anderen Zellen Uber exzitatorische Synapsen erfolgt. Der iberwiegen-
de Tell der laminaren Schicht I1/111 besteht aus bedornten Pyramidenzellen, in denen immunohi-
stochemisch Glutamat oder Aspartat nachgewiesen werden kann und die so eine exzitatorische
Funktion austiben (Feldman, 1984). Funktionell sind diese Neurone Projektionsneurone, die tber
kortikofugal e Fasertrakte Verbindungen zu anderen Neuronen herstellen. Eine weitere exzitatori-
sche Zelle des Neokortex ist die multipolare Sternzelle, der die Funktion eines Schaltneurons
zukommt und die morphologisch viele Dornfortséize an den Dendriten aufweist. Eine andere
nichtpyramidale Zellart stellen die intrinsischen Interneurone dar, die an den Dendriten keine
oder wenig Dornfortsétze erkennen lassen, histochemisch positiv auf den inhibitorischen Neu-
rotransmitter GABA reagieren (Houser et al. 1984) und somit eine inhibitorische Funktion aus-
Uben. Da zu den Zellarten, die im Neokortex eine selektive Vulnerabilitét gegentiber pathophy-
siologischen Einflissen aufweisen, Pyramidenzellen der Schicht 11/ 111 sowie die inhibitorischen
Interneurone zdhlen (Rosner et al. 1986; Romijn et al. 1988), fanden die extrazelluléren Messun-
gen in Schicht [1/111 des Neokortex statt.

2.2 Neokortikale Hirnschnittpraparation

Die Entwicklung der in vitro ,, Slice-Praparation” stellte eine grof3e Weiterentwicklung der neu-
rophysiologischen Techniken dar, da so eine gezielte Isolierung und standardisierte Beeinflus-
sung physiologischer und pathophysiologischer Mechanismen moglich wurde. Die Tierpraparati-
on zur Gewinnung der neokortikalen Rattenhirnschnitte wurde gemal3 einer vorbeschriebenen
M ethode nach Luhmann und Heinemann durchgefihrt (1992).

Insgesamt wurden fur die hier vorgestellten Versuche 45 mannliche Albinoratten des Stammes
Wistar verwendet, wobei von jeder Ratte mehrere Hirnschnitte gewonnen wurden (4 - 10). Je-
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weils zu Versuchsbeginn wurde eine 4 - 8 Wochen ate und ca. 150 — 190g wiegende Ratte in
einem Deckelglas mittels Ether-getrénktem Flief3papier tief narkotisiert. Nach Sistieren der
Spontanatmung (ca. 30 - 60s) war aufgrund potentieller hypoxisch-ischdmischer Hirnschaden
schnelles Handeln notwendig; bei optimalem Verlauf dauerte die Préparation bis zur Entnahme
des Hirnblocks etwa eine Minute. Die Ratte wurde schnell aus dem Deckelglas entnommen und
durch eine Tierguillotine dekapitiert. Nach einem rostrokaudalen Skalpellschnitt auf der Kalotte
entlang der Sutura sagittalis von Nase in Richtung Nacken konnten Fell, Haut und Muskeln ma-
nuell rasch entfernt werden. Am oberen Ende des Os occipitale und Beginn der Sutura lambdoi-
dea wurde danach mit einem spitz zulaufendem Skalpell eingestochen und kaudal davon gelege-
ne Kalotten- und Hirnteile (Hirnstamm, Kleinhirn, Teil der Okzipitalregion) mit zwel seitlichen,
bis durch die Hirnbasis gefiihrten Schnitten, entfernt. Dies legte den kaudalen Zugang fir die
Knochenschere frei und durch flache, die Kortexoberflache mdglich nicht beriihrende Schnitte
innerhalb der Fissura longitudinalis superior bis zum Bregma wurde der Schédel vollsténdig er-
Offnet. Die auseinander getrennten Kalottenhalften wurden zusammen mit der anhaftenden Dura
mater vorsichtig mit einer Knochenzange in moglichst einer einzigen Bruchbewegung auf beiden
Seite entfernt. Bei suboptimalem Praparationsverlauf konnten der Kortexoberflache weiter an-
haftenden Durateile mit feiner Pinzette entfernt werden, wobel die mit der Pinzette berihrten
Kortexteile anschliefRend verworfen und nicht zur Slicepréparation verwendet wurden. Die nun
freiliegende Kortexoberflache wurde schnell durch mehrere Tropfen 4°C kalter artifizieller zere-
brospinaler Flissigkeit (aCSF) gekiihlt, welche folgende Zusammensetzung (in mM/I) hatte:

NaCl KcClI NaH,PO, MgSO, CaCl, NaHCO3z Glukose
| 124 3 1.25 1.8 1.6 26 10

Durch 2 bis auf die Schadelbasis gefiihrte koronare Schnitte 5 mm ventral und dorsal des Sulcus
praecentralis wurde ein den priméren somatosensorischen Kortex enthaltender Gewebeblock
(Zilles, Wree, 1985) vom Ubrigen Gehirn abgetrennt. Vorsichtig konnte das separierte Gehirnge-
webe mit einem rechtwinklig umgebogenen Spatel an der Basis des Lobus parietalis ansetzend
herausgehoben und in ein Vorratsgefald mit eiskalter (4°C ), oxygenierter aCSF Uberfihrt werden.
Die Oxygenierung erfolgte durch eine Begasung mit Karbogen (Gasgemisch aus 95 % O, und 5
% CO,). Nach Séttigung der aCSF-Losung mit dem Karbogen-Gasgemisch stellte sich mit der
bereits enthaltenen Bikarbonatpufferung bei 34°C ein pH-Wert von 7,4 ein. Der Gewebsblock
wurde nach 1 Minute weiterer Kihlung und Oxygenierung im Vorratsgefald mit einem Spatel auf
einem Filterpapier zum Abtrocknen kurz aufgesetzt und im Schlitten eines Campden Vibratoms
(Campden Instr., Loughborough, UK) auf einem Teflon-Block mittels Zyanoakrylat-
Sekundenkleber Krazy Glue (Borden Inc., Columbus, U.S.A.) fixiert und anschlief3end unter
aCSF-Kuhlung, die das Vibratomschneidemesser gut bedeckte, in 400um dicke Gewebsschnitte
(engl. slices) geschnitten. Diese Schnittdicke stellt bei adulten Tieren eine Sauerstoff- und Nahr-
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stoffversorgung durch Diffusion auch in der Mitte des Schnittes sicher (Richards, 1981). Die
obersten und untersten Schnitte wurden wegen der durch die Schnittpréparation traumatisierten
Schnittflache verworfen. Die gewonnenen Schnitte wurden danach einzeln mit einer grofdlumigen
Pipette unter Sog zlgig in eine mit aCSF geflillte Petrischale Gberfihrt, in der der letzte Prépara-
tionsschritt stattfand: jeder koronare Hirnschnitt ergab durch Auseinandertrennung der Hemi-
sphérenteile entlang der Fissura longitudinalis cerebri 2 endgultige Schnitte, von denen durch
Skalpellschnitte ein Segment freiprépariert wurde, welches ausschliefdlich somatosensorischen
Kortex an einem verbleibenden Rest Substantia alba enthielt.

2.3 Interface-Mel3kammer

Alle Gewebsschnitte wurden nun in eine oxygenierte Vorratskammer (in Wasserbadheizung auf
32 — 33 °C temperiert) bzw. 2 x 2 Schnitte in die beiden inneren Perfusionskammern des Deckels
der Interface (Grenzschicht)-Doppelmel3kammer aus dem Institutseigenbau eingebracht, die in
Hohe der Schnitte eine Temperatur von 34°C sicherstellten. Die Interface-Mel3kammer bestand
aus Plexiglas und war auf einer magnetischen vibrationsgedampften Arbeitsplatte fixiert. Die
Kammer enthielt im unteren Teil destilliertes Wasser, das lber eine Heizspirale unter Thermo-
fuhlerkontrolle erwarmt wurde. In das erwarmte Wasserbad wurde Uber einen mehrfach perfo-
rierten Polyethylenschlauch Karbogengas eingeleitet, befeuchtet und vorgewarmt. Uber dem
Wasserbad stellte sich so eine mit Wasserdampf und Karbogengas geséttigte Phase ein, die Uber
seitliche Offnungen mit den oberen Perfusionskammern in Verbindung stand. An der Heizung
war meist ein hoherer Sollwert als die gewiinschte Temperatur von 34°C in Hohe der Ge-
websschnitte eingestellt, da sich das geséttigte Gasgemisch beim Aufsteigen und Eindringen in
die eigentliche Mel3kammer im oberen Teil wieder leicht abkuhlte. Die untere Schnittseite wurde
in den Kammern auf Nylonnetzen oder mehreren Lagen KODAK-Linsenpapier gelagert, die eine
grof3e Diffusionsoberflache fur die zwischen den Fasern entlang laufende aCSF-Flussigkeit bot,
und kontinuierlich mit aCSF in einer FluRgeschwindigkeit der Badlésung von 1 - 1,2 ml/min
umspilt. Die umspilende Badlosung wurde Uber Polyethylenschlduche mittels Abimed-
Peristaltikpumpe aus einem Vorratsgefal? zugefuhrt, das in einer Wasserbadheizung vorgewarmt
wurde. Sollte eine Testsubstanz eingewaschen werden, wurde der zufiihrende Schlauch in ein
anderes Vorratsgefald mit der in einer gewiinschten Konzentration geldsten Substanz umgehangt.
Vor Beginn der Messungen wurden die Schnitte 1 Stunde inkubiert, wobei beide inneren Kam-
mern mit Filterpapier abdeckt wurden, um die Gasphase Uber der oberen Schnittseite geséttigt zu
halten und ein potentielles Austrocknen der Schnittoberfléche zu verhindern, da der Hirnschnitt
sehr sensibel auf ein Austrocknen an der Oberflache reagiert. Ein weiterer Nachtell dieses Ver-
fahrens besteht darin, dal3 der Hirnschnitt durch herabfallende Tropfen aus einer Uberséttigten
Gasphase traumatisiert werden kann. Unter Abdeckung der Mel3kammer mit Filterpapier stellte
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sich dann ein System ein, in dem der inkubierte Schnitt allseits mit einem dinnen Flissigkeits-
film umspult und mit Nahrstoffen versorgt wurde sowie an der Oberflache zusétzlich mit einem
geséttigten Karbogengas begast wurde. Insgesamt ermoglicht dieses Verfahren eine sichere Oxy-
genierung des Hirnschnittes auch im Inneren und ein gutes Ableiten von extrazelluléaren Feldpo-
tentialen Uber Extrazellulérelektroden, die unter mikroskopischer Sichtkontrolle im Schnittprapa-
rat positioniert wurden ein. Der gesamte Aufbau war von einem Faraday-Kafig umgeben, um
»Noise*-Artefakte der zahlreichen umgebenden 50-Hz-Stromnetzkabel zu reduzieren.

2.4 VVerwendete Testsubstanzen

Die fur die in vitro Untersuchungen verwendeten Substanzen wurden mit destilliertem Wasser
als konzentrierte Stammlésung hergestellt, in Einzeldosen pipetiert und bei -18°C eingefroren.
Vor Versuchsbeginn wurde die gewahlte Testsubstanz aufgetaut und auf die gewlinschte Kon-
zentration mit aCSF verdinnt. VVerwendet wurden in Badapplikation:

-der selektive  AMPA-Rezeptor-Antagonist  6-Nitro-7-sul phamoylbenz(f)quinoxalin-2,3-dion
(NBQX; Novo Nordisk, 10 uM)

H
H,NSO, N:Iio
NO; N~ 0

H

C12 HgN4O6S M 336.28
Abb. 4a. Struktur von NBQX
- der selektive NMDA-Rezeptor-Antagonist Ketamin (als Hydrochloridsalz; Sigma, 100 uM)

NHCH ,

Cl

HCI

C13 His CINO.HCI M, 274.2

Abb. 4b. Struktur von Ketamin
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-der selektive 5-HTi1a-Rezeptor-Agonist (x)-8-Hydroxy-2-(di-n-propylaminotetralin)hydrobro-
mid (8-OH-DPAT; Sigma; 1, 10 und 100 uM)

OH o
N~
HBr

C16 Has NO.HBr M 328.29

Abb. 5. Struktur von 8-OH-DPAT

-der selektive 5-HT1a-Rezeptor-Agonist (-)-(R)-2-[4-[ (Chroman-2-ylmethyl)amino] butyl]-1,1-
dioxo-1,2-benzisothiazol-3(2H)-onmonohydrochlorid (BAY x 3702; Bayer AG; 1, 10 und 100
HM)

O\\ S’/O
X N
O "”I/// N\/\/—
HCI O
C,,H,,N,0,S.HCI M, 436.96

Abb. 6. Struktur von BAY x 3702
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2.5. Elektrophysiologische Ableittechnik

Alle elektrophysiologischen Ableitungen erfolgten in Schicht 11/111 des primé&r somatosensori-
schen (Parl Region) in einem Segment des Parietall appens der adulten Wistar-Ratte (Abb. 7A, 1-
2). Fur die Feld- und DC-Potentialaufzeichnung wurden 2-5 MW messende Mikroelektroden
verwendet, die aus einlumigen Thetaglaskapillaren hergestellt und dazu an einem vertikalen Ele-
krodenziehgerdt unter starkem Erwé&rmen auf eine Spitze von etwa 1 um ausgezogen wurden.
Unter mikroskopischer Kontrolle wurde jede nur einmal zu verwendende Glaselektrode kurz vor
einem Versuch auf ca. 3 pm Offnungsdurchmesser mechanisch zuriickgebrochen. Vor Versuchs-
beginn wurde die Glaselektrode mittels Injektionsspritze blasenfrei mit aCSF geflllt, ein chlo-
rierter Silberdraht eingebracht und durch einen Manipulator in gute Position zum Hirnschnitt
gebracht und schliefdlich unter mikroskopischer Sichtkontrolle in Schicht 11/111 des Hirnschnittes
positioniert. Dieser Versuchsaufbau ermoglichte es, Konzentrationsanderungen aller extrazellul&
ren lonen durch transmembranalen lonenstréme infolge von Neuronenaktivitét im Hirnschnitt als
el ektrische Potential&nderungen durch die elektrisch leitende aCSF L 6sung und den Chloriddraht
auf einen Vorverstarker zu Ubertragen. Um von einer konstanten Zellanzahl, die zu diesem Si-
gnal beitragen, ausgehen zu kdnnen, verblieb jede der Elektroden an ihrem urspriinglichen Ort zu
Beginn der Messung. Eine Impedanzwandlung ermoglicht die Registrierbarkeit des Signals, das
durch den Vorverstarker 10fach verstarkt wurde, nach einem Tiefpald von hohen Stérfrequenzen
befreit und nochmals 100fach nachverstarkt wurde.

Das verh@ltnismaldig langsame SD-Signal wurde mit einem Einkanalthermoschreiber oder bei
dem Versuch mit einer 8fach-Extrazellulérelektrode mittels 8-Kanalschreiber aufgezeichnet.
Schnelle Signalveranderungen wie die der evozierten synaptischen Aktivitdt wurden mit einem
Speicheroszillographen festgehalten und auf ihre Verwendbarkeit gepriift. Beide Potentiale wur-
den neben der graphischen Darstellung nach analog-digitaler on-line Wandlung auf einem L abor-
PC mittels des TIDA Softwareprogramms (Heka Electronic, Lambrecht) auf der Computerfest-

Abb. 7. A: Schematische Darstellung eines Rattengehirns, der kndcherne Schadel ist entfernt (A).
(Al) Laterale Gesamtansicht. Die vertikale Linie markiert die Schnittebene zur Gewinnung der koro-
nalen Hirnschnitte. (A2) Veranschaulichung der einzelnen Kortexareale eines Koronalschnittes. Frl
und 3: frontaler Kortex, priméares Motorkortexareal; Fr2: frontaler Kortex, supplementéres Motor-
kortexareal; HL: hindlimb, sensomotorisches Areal; Parl: parietaler Kortex, priméres somatosensori-
sches Areal, Par2: parietaler Kortex, sekundares somatosensorisches Areal. Nach (Mittmann, 1994).
Darstellung des Versuchsaufbau im neokortikalen Schnittpraparat des Areals Parl der Ratte (B).
Eine mit aCSF gefiillte extrazelluldre Glaselektrode befindet sich in Schicht 11/111. Uber eine bipolare
Reizelektrode Schicht VI wurden afferente Fasern stimuliert (-), die zu den Neuronen der Schicht
/111 projizieren und deren synaptische Feldpotentialantworten registriert. Daran anschlief3end wur-
de ein Tropfen aus einer mit 3 M KCI-L6sung gefiillten Glaselektrode ca. 200 um lateral der aCSF
Elektrode auf die Schnittoberflache appliziert. Dieses Verfahren |8st eine typische spreading depressi-
on aus. Die eintretende Veranderung des extrazellularen DC-Potentials wurden mit einem XY-
Schreiber sowie on-line mit einem Computer aufgezeichnet.
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platte gespeichert sowie off-line ausgewertet.

2.5.1 Synaptisch-evozierte Feldpotentiale

Zum Hervorrufen einer synaptischen Extrazellularantwort supragranulérer Zellpopulationen
wurden thalamokortikale Afferenzen in Schicht VI des Neokortex kurz Uber der beginnenden
Substantia alba mittels parallel zur pialen Oberflache mit in den Hirnschnitt eingeftihrten Reize-
lektrode orthodrom gereizt (Abb. 7B). Die dazu bendtigte bipolare Reizelektrode wurde aus
scharfen Wolframdrahtelektroden gefertigt, die in bilumiges Thetaglas so eingelassen wurden,
dal3 sie noch ca. 1 cm aus dem Thetaglas herausragten. Mit erwéarmten Schellack wurden sie da-
nach in der Glaskapillare fixiert. An zwel Platin-Iridiumdréhte, die mit den Elektroden verbun-
den und auch jewells durch Schellack voneinander separiert waren, wurden zwel Silberdrahte
angelOtet, die spéter die Verbindung zur Reizisoliereinheit herstellten. An der Reizisoliereinheit
war die Reizstérke (2 - 40 V) einstellbar, wobel das Gerét selbst durch ein Reizgenerator (Master
8 A.M.P.l.) angetriggert wurden. Am Reizgenerator war die gewtinschte Stimulationsdauer (200
Ms) und der Interstimulusintervall (15 - 20 ms) frei wahlbar. Die durch orthodrome Stimulation
afferenter Nervenfasern evozierten synaptischen Antworten postsynaptischer Zellen konnten mit
der extrazellularen Feldelektrode in Schicht [1/111 registriert werden. Obwohl die transmembra-
nalen Strome einer einzelnen aktivierten Zelle mit dieser Methode nicht aufgezeichnet werden
kann, kommt es durch die Aktivierung einer Vielzahl von Zellen, zu denen die gereizten Affe-
renzen projizieren, zu einer ausreichenden Summation des Signals, um Uber die elektrisch leiten-
den aCSF-Losung regisriert zu werden. Elektrophysiologische Messungen wurden nur in Hirn-
schnitten ausgefihrt, deren Feldpotentialantwort, gemessen als absoluter Betrag der Differenz
von positivster und negativster Potentialspitze (FP1 bzw. FP2), mindestens 1mV betrug (,, peak-
to-peak” -Feldpotentialantwort) und eine intakte Doppel pulshemmung aufwiesen. Ein Doppel-
pulsprotokoll mit dem vorgenannten Interstimulusintervall von 15 - 20 ms wurde verwendet, um
die Intaktheit von Verbindungen vor Versuchsbeginn zu kontrollieren bzw. den Einflufld einer
oder mehrerer SDs auf die exzitatorische und inhibitorische synaptische Transmission zu ermit-
teln. Die Reizung thalamokortikaler Afferenzen zu Pyramidenzellen der Schicht 11/111 bewirkt
eine gleichzeitige Aktivierung von Kollateralen zu inhibitorischen Interneuronen in den granul&
ren Schichten. Die Stimulierung dieser hemmenden Interneurone bewirkt die Auslésung eines
GABA vermittelten schnellen inhibitorischen postsynaptischen Potentials (f-1PSP), das auf Py-
ramidenzellen supragranuléarer Schichten hyperpolarisierend und hemmend wirkt. Bei dem ver-
wendeten Interstimulusintervall betragt die Unterdriickung der Feldpotentialantwort in Schicht 11/
11 auf den zweiten orthodromen Reiz im Durchschnitt 50-70 % (Luhmann, Heinemann, 1992).
Die Stérke dieser sogenannten Doppel pulshemmung ist aufgrund einer hoheren Reizschwelle der
inhibitorischen Schaltkreise stark von der Eingangsreizstarke der thalamokortikalen Afferenzen
und ihrer Kollateralen abhangig, da die inhibitorischen Interneurone bel einer verminderten Rei-
zung der zu ihnen projizierenden afferenter Fasern auch eine verminderten Menge des inhibitori-
schen Neurotransmitter GABA freisetzen. Deshalb erfolgte eine Standardisierung der Feldpoten-
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tialaufzeichnung durch eine Verdopplung der Stimulusintensitét, die notwendig war, um eine
maximale Feldpotentialantwort auf den ersten Stimulus zu erzielen. Die maximale Feldpoten-
tialantwort war erreicht, wenn die Amplitude auf den ersten Reiz gemessen als Betrag der Feld-
potentialantwort vom negativsten bis zum positivsten Wert, bei Erhdhung der Reizstérke nicht
mehr zunahm. Die Ermittlung der Effizienz der GABAergen intrakortikalen Inhibition erfolgte
aus der Berechnung der relativen Hemmung der Feldpotentialantwort auf den zweiten Stimulus
gemal3 der Formel (Luhmann, Heinemann, 1992):

Feldpotential1 (FPL) - Feldpotential 2 (FP2)
Feldpotential 1 (FP1)

Doppel pulshemmung [%] =

2.5.2 Induktion der Spreading depression (SD)

Die extrazellulare Kaliumkonzentration betrégt im Gehirn unter physiologischen Bedingungen 3
mM und kann sich wahrend neuronaler Aktivitét auf 12 mM erhdhen (Somjen, 1975; Somjen,
1979). Wahrend einer spreading depression kann die Kaliumkonzentration auf Werte von 40 - 60
mM ansteigen (Lauritzen, Hansen, 1992). Diese Sequenz wurde mit der extrazellularen Mikro-
tropfenapplikation einer 3 M KCI Losung aus einer Mikrokapillare (Durchmesser 33 - 36 um)
200 um lateral von der die DC-Potentialanderung aufzeichnenden Extrazellulérelektrode vor-
weggenommen und fuhrte zur reproduzierbaren Ausl6sung ener typischen spreading depression.
Die Negativierung des DC-Potential erfolgte abrupt und ohne jegliche Latenzzeit.

2.6 Untersuchungsparameter und statistische Auswertung

Bei extrazelluldren Messungen in Schicht 11/111 des Neokortex der adulten Ratte wurden im all-

gemeinen nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde Parameter nach folgendem Schema unter-

sucht:

- bei Versuchsbeginn Uberprifung der Intaktheit des Schnittes anhand der transienten Feldpo-
tential&nderung auf einen orthodromen Doppel stimulus (FP1 bzw. FP2)

- Auslésung einer SD und Aufzeichnung der assoziierten DC-Potentialénderung (SD1)

- gof. Einwaschen einer Substanz fir 30 min

- wiederum Ausldsen einer Feldpotentialantwort (FP1 bzw. FP2)

- erneute Auddsung einer SD und Aufzeichnung der assoziierten DC-Potentialanderung.
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A integral of _ B Paired-pulse inhibition [%]=
spreading depression [mVs] FP1-FP2

...... FP1 *100%
duration at half W
max. amplitude [s]

FP1 FP2
amplitude [mV] field potential (FP) amplitude [mV]

Abb. 8. A: Typischer Verlauf einer KCl-induzierten spreading depression (SD). Die starke Potential-
negativierung entspricht der SD-assoziierten DC-Potentialanderung. Die Pfeile weisen auf die analy-
sierten SD-Parameter: Amplitude (getrennt nach erstem (P1) und ggf. zweitem Maximum (P2), je-
weilsin mV; Dauer bei halbmaximaler Amplitudein s sowie Integral der SD in mVs.

B: Reprasentatives Beispiel von durch einen elektrischen Doppelreiz ausgeldsten Feldpotentialant-
worten (FP, jeweils in mV). Die Amplitude einer FP-Antwort auf den zweiten Reiz (FP2) ist je nach
Interstimulusintervall und Reizintensitat deutlich kleiner als die erste FP-Antwort (FP1). Die Effiz-
enz der intrakortikalen GABAergen Inhibition kann aus dem Verhaltnis der Hemmung der zweiten
Antwort zur ersten Antwort quantifiziert werden (paired-pulse inhibition, [%]). Negative Potentiale in
A und B sind jeweils nach unten aufgezeichnet, die Stimulusartefakte wurden entfernt.

Die Uberprifung der synaptischen Feldpotentialantwort erfolgte durch orthodrome Doppel puls-
reizung im Abstand von 20 s. Die so gewonnenen 10 - 12 Feldpotentialantworten wurden PC-
gestiitzt gemittelt und die Amplitude der ersten Feldpotentialantwort (FP1), die Amplitude der
zweiten Feldpotentialantwort (FP2) sowie die Stérke der Doppel pulshemmung ermittelt. Betrug
FP1 mindestens 1 mV und die Doppel pulshemmung mindestens 40 % wurde der Schnitt ver-
wendet. Zur nun folgenden Ausldsung der spreading depression wurde die Tropfenapplikation
angewandt. Dabel wurde ein Mikrotropfen der KCI-L6sung aus einer stumpf gebrochenen Glas-
elektrode 200 um lateral der aufnehmenden Extrazelluldrelektrode direkt auf die Hirnschnitt-
oberfléache appliziert. Nach 3 - 4 s erfolgte der abrupte Beginn der DC-Potentialnegativierung
einer SD. Da die verwandten Mikropipetten immer auf einen gleichen Offnungsdurchmesser von
33 - 36 um gebrochen waren, ist von einem konstanten Tropfenvolumen auszugehen. Die so auf-
gezeichnete SD wurde auf die maximale negative Amplitude (Peakl), gegebenenfalls auf eine
nach einer relativen Positivierung folgende zweite negative Amplitude (Peak?2), auf die Dauer bel
halbmaximaler Amplitude sowie auf die Flache unterhalb der Ausgangslinie (Integral) unter-
sucht. Eine Ubersicht der Untersuchungsparameter gibt Abb. 8. In der Versuchsreihe der Ermitt-
lung der Ausbreitungsgeschwindigkeit mit einer 8fach-Extrazellulérelektrode fand keine Aus-
wertung der Feldpotentiale statt, da die Reizelektrode nur unter der ersten Feldpotentialelektrode
in den Hirnschnitt eingefiihrt und dort belassen wurde, da ein mehrfaches Umsetzen unter die
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verbleibenden 7 Elektroden den Schnitt umfangreich traumatisiert hétte und bei jeder Reizung
eine unterschiedlich grof3e Zellpopulation erregt worden wére.

Da Testreihen bei einem hier vorliegenden Stichprobenumfang von n = 8 - 10 nicht normalver-
teilt sind, wurden zur PC-gestiitzten Analyse auf signifikante Unterschiede nichtparametrische
statistische Tests unter Verwendung der Programme Excel und SPSS herangezogen. Zum Ver-
gleich von mehreren verbundenen Stichproben kam der Friedmann-two-way-ANOVA-Test zum
Einsatz. Beim Vergleich von 2 verbundenen Stichproben wurde der Wilcoxon-matched-pairs-
signed-rank-Test, bel 2 nicht verbundenen Stichproben der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
Als signifikant wurden Unterschiede zwischen den Versuchsgruppen bei p < 0,05 (*) bzw. p <
0,01 (**) angesehen. Wenn nicht anders angegeben, erfolgt die Angabe der Messwerte als arith-
metischer Mittelwert + Standardabweichung.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Funktionelle Eigenschaften der repetitiven spreading depression in vitro

3.1.1 Ausbreitungsmuster der spreading depression in vitro

In dieser Versuchsgruppe wurde der e ektrophysiologische Parameter Ausbreitungsgeschwindig-
keit einer SD (n = 12) erfald. Die KCI-Applikation auf einen koronalen Hirnschnitt der Parl Re-
gion, der Telle des somatosensorischen Kortex und der darunterliegenden weil3en Substanz ent-
hielt, gestattete die reproduzierbare Ausl6sung einer einzelnen SD-Welle. Die on-line Digitalisie-
rung auf einem Labor-PC sowie kontinuierliche analoge Aufzeichnung mit einem Mehrkanal-
schreiber gestatteten die Identifizierung einer SD anhand (1) der typischen Form (siehe Abb. 8A),
(2) des abrupten Beginns der Negativierung des DC-Potentials sofort nach KCI-Applikation (3)
der grol3en negativen Amplitude zwischen durchschnittlich -10 und -40 mV und (4) der Ruick-
kehr der SD-assoziierten der Negativierung des DC-Potentials zur Ausgangslinie innerhalb von
1- 2 min. Unter diesen Bedingungen wurde mit einer speziellen 8-fach Extrazellulérelektrode,
deren einzelne Elektroden ca. 0,5 mm voneinander entfernt waren, die Zeit bestimmt, die das
DC-Potential benttigte, um wahrend der raumlichen Ausbreitung in mediolateraler Richtung die
jewells néchste Elektrode zu erreichen. Die so ermittelte Ausbreitungsgeschwindigkeit einer SD
im Neokortex unter in vitro Bedingungen betrug durchschnittlich 3,77 £ 1,85 mm/min (n = 12,
Abb. 9), ein typischer mediolateraler Ausbreitungsverlauf ist in Abb. 10. gezeigt.

1 2 3 4 5 6 7 8
electrode no.

%] (-2
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Abb. 9. Quantitative Darstellung der Ausbreitungsgeschwindigkeit einer SD, die sich in mediolateraler
Richtung im Neokortex der Ratte entlang von 8 Extrazellularelektroden ausbreitet (n = 12). Die Ge-
schwindigkeit an jeder Elektrode, die jeweils 0,5 mm von einander entfernt waren, ist als arithmeti-
sches Mittel (schwarzer Punkt) mit dem Standardfehler des Mittelwertes (T-Balken in positiver und
negativer Richtung) aufgetragen.
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Abb. 10. A: Graphische Darstellung eines typischen Beispiels der mediolateralen Ausbreitung einer
KCl-induzerten spreading depression entlang von 8 Extrazellulérelektroden im Neokortex der Ratte.

B: Gleiche Registrierung wie in A, hier aber als computergestiitzte dreidimensionale Rekonstruktion
des Ausbreitungsmusters der SD gezeigt.
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3.1.2 Funktionelle Eigenschaften der repetitiven spreading depression

In dieser Versuchsgruppe wurden die funktionellen Eigenschaften einer vierfachen spreading
depression (n = 14) in supragranul&ren Schichten des priméren somatosensorischen Kortex von
adulten (> 28 Tage) Ratten anhand von Messungen der SD-assoziierten Veradnderungen des ex-
trazelluldren DC-Potentials untersucht. Um einen potentiellen Effekt der repetitiven SD auf die
Funktion der exzitatorischen und inhibitorischen synaptischen Transmission zu erfassen, wurden
vor der ersten SD (Kontrollbedingungen) sowie ca. 5 min vor jeder weiteren SD die extrazellul&
ren Feldpotentialantworten (n = 54) auf einen orthodromen Doppelreiz registriert. Eine SD wur-
de nach der Registrierung des dazugehorigen Feldpotentials von der Auswertung ausgeschlossen,
da die Repolarisierungszeit deutlich langer as 60 s betrug. Nach der ersten SD wurden dabei im
Abstand von jewells 30 Minuten an der gleichen Stelle in Schicht [1/111 des Neokortex drei weite-
re SD-Episoden ausgel6st. Die hier in vitro simulierte Frequenz von 2 SD-Depolarisationen pro
Stunde liegt im Bereich der SD-H&aufigkeit, wie sie unter in vivo Bedingungen in der Randzone
ischamischer Hirninfarkte beobachtet wird (Hossmann, 1996).

Bei den ausgewerteten 53 SD-Wellen waren bel 35 (66 %) deutlich 2 Komponenten erkennbar,
die nachfolgend auch als,,peak” 1 (P1) und ,,peak 2“ (P2) (nicht gefillter bzw. geflllter Pfeil in
Abb. 11, Reihe B) bezeichnet werden. Nach einer ersten Spitze mit einer gemittelten Amplitude
von 21,2 + 6 mV trat dabei eine zweite Spitze mit einer Amplitude von 23 £ 5,6 mV auf. Bei 13
SD-Wellen (25 %) war nur die erste Komponente mit einer Amplitude von 18,8 £ 48 mV (n =
13) nachweishbar. Bei 5 Ableitungen bestand die SD nur aus der zweiten, spéaten Spitze mit einer
Amplitude von 20,5+ 4,0 mV (n=5). Von SD1 tber SD2 und SD3 bis SD4 verénderten sich die
Amplituden der beiden SD-Komponenten unter dem beschriebenen Versuchsprotokoll nicht si-
gnifikant (p = 0,729 fur den Vergleich aller P1L Amplituden sowie p = 0,334 fir den Amplituden-
vergleich dler P2, Friedmann-two-way-ANOV A-Test; Abb. 12A). So betrug die Durchschnitt-
samplitude von P1 bzw. P2 der ersten SD 19,4 + 42 mV (n = 11) bzw. 24 + 57 mV (n = 10).
Nach 30 min waren diese Werte bei SD2 nicht signifikant verandert und wurden mit

Abb. 11. Eigenschaften repetitiver SD-Episoden (B, SD1 - SD4) und ihr Einfluf? auf orthodrom evo-
zZierte Feldpotentialantworten (A, 1 - 4) im somatosensorischen Kortex (Par |) der Ratte. Ca. 5 min vor
der extrazellularen Registrierung des DC-Potentials einer durch KCI in Schicht 11/111 ausgel 6sten SD
(SD1 - SD4) wurde die mit einer orthodromen Doppelpulsstimulation (- -, Einzelstimulusdauer 200
us, Interstimulusintervall 15 - 20 ms) hervorgerufene synaptische Aktivitét supragranulrer Schichten
als Feldpotentialantworten (Al - 4) aufgenommen. Die Spuren 1 - 4 unter A sind gemittelte Antworten
aus jeweils 12 nacheinander im Abstand von 20 s aufgenommenen extrazelluldren Feldpotentialregi-
strierungen. Al reprasentiert die Feldpotentialantwort unter Kontrollbedingungen vor der ersten SD
(Reihe B SD1). Deutlich erkennbar ist eéine Verminderung der Doppel pulshemmung durch die jeweils
groRer werdende 2. Feldpotentialantwort (A2 - 4) bel etwa gleichbleibender 1. Feldpotentialantwort
(A2 - 4) mit steigender Anzahl der SD-Episoden. Die SD-Amplitude, die Dauer der SD bei halbmaxi-
maler Amplitude und das SD-Integral bleiben dabei von SD zu SD etwa konstant (SD1 - SD4). Die
Pfeile unter einer SD kennzeichnen die beiden SD-Komponenten (nicht gefillter Pfeil weist auf P1,
geflllter Pfeil zeigt zu P2).
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21,0+ 6,1 mV (n = 13) bzw. 23,4 + 53 mV (n = 10) ermittelt. Bei SD3 ergab sich eine durch-
schnittliche Amplitude von P1 bzw. P2 von 20,6 £ 6,2 (n = 13) bzw. 21,2 = 5,2 (n = 11). Nach
etwa 90 min umfalite die gemittelte Amplitude von SD4 21,3 + 6,8 mV (P1; n = 11) und 22,3 +
6,1 mV (P2; n=9).

Auch die bei halbmaximaler Amplitude gemessene durchschnittliche SD-Dauer (Abb. 12B) so-
wie das gemittelte SD-Integral (Abb. 12 C) zeigten keine signifikanten Unterschiede innerhalb
der 4 SD-Wellen (p = 0,0818 bzw. p = 0,2197; Friedmann-two-way-ANOVA-Test). Die ermit-
telte durchschnittliche SD-Dauer bewegte sich von SD1 zu SD2 zwischen 30,2 + 10 s (n = 14)
und 30,5 £ 9,5 s (n = 14). Diese Dauer verringerte sich bei SD3 auf 27,2 + 9,7 s (n = 14) bzw.
erhdhte sich bei SD4 auf 32,1 = 12 s; n = 11, beides jewells nicht signifikant. Das Durch-
schnittsintegral betrug bel SD1 778 + 372 mV's (n = 14), 762 + 332 mVs (n = 14) bei SD2 und
621 + 287 mVs (n = 14) bzw. 759 + 407 mVs (n = 11) bel SD4 und variierte damit auch aus-
schlieflich nicht signifikant. Eine Ubersicht der gesamten ermittelten quantitativen SD-
Parameter bei Ausldsung im Intervall von 30 min an der selben neokortikalen Stelle gibt Tabelle
1sowieAbb. 12 A - C.

SD  Peak 1(P1) [mV] Peak 2(P2)[mV] Dauer bei halbmaxi- Integral

maler Amplitude[s] [mV]
194+42;n=11| 24+57,n=10 30,2+10;n=14 778+ 372;n=14

21,0+6,1;,n=13 | 234+53;,n=10 305+95 n=14 762+332;,n=14
206+£6,2;,n=13 | 21,2+52;n=11 272+97,n=14 621+ 287, n=14
21,3+68,n=11 | 223+6,1;,n=9 32,1+12;n=11 759 +407;,n=11

Al |IDN|RF

Tab. 1. Tabellarische Darstellung der relativ konstant bleibende SD-Parameter Amplitude (als sepa-
rat gemessene P1 und P2), Dauer bei halbmaximaler Amplitude und Integral im Verlauf einer repeti-
tiven, 4fachen SD als arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung; Anzahl.

Da unter diesem Kontrollbedingungen alle Parameter von den ersten 2 hintereinander ausgel 6-
sten SD nahezu konstant blieben, wurde das Verfahren - Ausldsen der Kontroll-SD - Auslésen
einer zweiten SD nach 30 min - auch bel der spateren Untersuchung des Einflusses von Substan-
zen auf die SD angewendet, d.h. signifikante Anderungen von Amplitude, Dauer oder Integral
der zweiten SD konnen in diesem Modell mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit allein auf die Sub-
stanz zuriickgefUhrt werden.
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Abb. 12: Durchschnittliche Amplitude (A), Dauer bei halbmaximaler Amplitude (B) und Integral (C)
von vier im Abstand von 30 min ausgeldsten SD-Episoden in vitro. P1 und P2 (A) symbolisieren diein
Abb. 11 mit weil3en bzaw. schwarzem Pfeil gekennzeichneten beiden SD-Komponenten. Alle Werte sind
als arithmetischer Mittelwert (Saulen) mit jeweiligem Standardfehler des Mittelwertes (T-Balken der
Saule) dargestellt; jeweilige Anzahl siehe Text.
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3.2 Einfluf3 der repetitiven SD auf die synaptische Transmission

Um den Effekt der repetitiven SD auf die exzitatorische und inhibitorische synaptische Trans-
mission zu erfassen, wurden ca. 5 Minuten vor der Auslésung einer SD in der neokortikalen
Schicht 11/111 12 orthodrom evozierte Feldpotentialantworten aufgezeichnet, die durch einen
Doppelreiz in der darunterliegenden Schicht VI ausgel 6st wurden. Die 12 Feldpotentia antworten
auf die orthodrome Stimulation wurden computergestiitzt gemittelt und quantitativ ausgewertet.
Dementsprechend spiegeln die zuerst aufgezeichneten Feldpotential antworten (Abb. 11 A1; Abb.
14A SD1) die Verhdtnisse unter Kontrollbedingungen, die zweiten evozierten Potentiale (Abb.
11 A2; Abb. 14A SD2) die synaptische Funktion nach einer SD, die dritten Feldpotential-
antworten (Abb. 11 A3; Abb. 14 SD3) die Stérke der exzitatorischen und inhibitorischen synapti-
schen Transmission nach 2 SD-Episoden usw. wieder. Wahrend einer SD sind die exzitatori-
schen synaptischen Antworten stark vermindert so dal3 eine quantitative Auswertung in diesem
Zeitraum nicht moglichist (Abb. 13).

L

l10 mVv
30s

1~\/\ 2 A 3
o

20 ms

Abb. 13. Gleichzeitige Registrierung einer einzelnen KCl-induzierten spreading depression (A) und
orthodromer synaptischer Feldpotentialantworten, aufgenommen zu den jeweils markierten Zeit-
punkten (1 - 6). Deutlich sichtbar ist die Unterdriickung der exztatorischen synaptischen Transmissi-
on wahrend (2 - 5) und die Ruickkehr zur Ausgangsaktivitat nach (6) einer spreading depression.
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Nach Beendigung einer SD erholt sich die exzitatorische synaptische Transmission wieder. (Abb.
13 B 6). Es wurde ein Doppelpulsprotokoll verwendet, um neben der exzitatorischen auch das
inhibitorische synaptische System zu erfassen. Luhmann & Heinemann haben in einer friheren
Studie (1992) gezeigt, dald unter normoxischen Bedingungen die Feldpotentialantwort auf den
ersten Stimulus 1 - 8 mV betragt und unter dem hier gewahlten Interstimulusintervall die Feld-
potentialanwort nach dem zweiten Stimulus im Durchschnitt auf mindestens 40-50 % vermindert
ist (hier auch als Doppel pulshemmung, -inhibition bezeichnet). Sowohl Feldpotentialantwort auf
den ersten Stimulus a's auch die Stérke der Doppel pulshemmung sind unter physiologischen Be-
dingungen fir einen Beobachtungszeitraum von mindestens 10 min relativ konstant, wenn in
diesem Zeitraum im Abstand von 15 s gereizt wurde (Luhmann, Heinemann, 1992). Auf diesen
Untersuchungen aufbauend, wurden die evozierten Feldpotentiale auf potentiellen Anderungen
durch die SD untersucht. Zwei Feldpotentialregistrierungen wurden inklusive der 4. SD von der
Analyse ausgeschlossen, as sie nach 3 applizierten SD polyphasische epileptiforme Aktivitat
aufwiesen.

Im Gegensatz zu den SD-Parametern, verringerte sich die Doppel pulshemmung im Verlauf der
repetitiven SD signifikant (p = 0,0005, gemessen als Vergleich aller Doppel pulshemmungen: vor
SD1, nach SD1, nach SD2 und nach SD3; Friedmann-two-way-ANOVA-Test; Abb. 11 Reihe A,
Abb. 14 B) und verursachte eine kortikale Disinhibition. Unter Kontrollbedingungen (vor der
ersten SD-Episode, Abb. 11, A1) betrug die Durchschnittsamplitude der Feldpotentialantwort auf
den ersten bzw. zweiten Stimulus 2,61 + 0,89 mV bzw. 0,73 £ 0,59 mV (n = 14; Abb. 14A). Die
Doppel pulshemmung betrug unter diesen Bedingungen 73,9 + 12,5 %. Nach der ersten SD (Abb.
11, A2) verminderte sich die Doppelpulsinhibition signifikant (p < 0,01; Wilcoxon-matched-
pairs-signed-rank-Test; n = 14) auf 64,0 £ 18,6 %, was aus einer signifikanten Erhéhung (p <
0,01; Wilcoxon-matched-pairs-signed-rank-Test; n = 14) der Amplitude der zweiten Reizantwort
auf 1,16 £ 0,85 mV bei nicht signifikant veranderter Amplitude der ersten Reizantwort (3,11 £
1,29 mV; n = 14) resultierte. Nach einer weiteren SD (Abb. 11, A3) verminderte sich die Dop-
pel pulshemmung auf 48,7 £ 32,5 % (p < 0,01), was wiederum auf eine signifikant (p < 0,01)
vergrolerte Feldpotentialantwort auf den zweiten Stimulus (1,61 = 1,31 mV, n = 14) bei nicht
signifikant veranderter Feldpotentialantwort auf den ersten Stimulus (2,92 + 1,09 mV) zurtickzu-
fuhren war. Nach der dritten SD betrug die Amplitude der ersten Reizantwort 2,87 + 1,11 mV
und die der zweiten Reizantwort 1,74 + 1,39 mV (p < 0,01). Daraus errechnete sich eine Doppel-
pulshemmung von 42,5 = 34,3 %, die im Vergleich zur vorhergehenden Doppel pulshemmung
ebenfalls signifikant (p < 0,01) vermindert und somit insgesamt auf 57,5 %, bezogen auf die in-
hibitorische Aktivitét vor den SD-Depolarisationen, abgefallen und damit fast halbiert war. Eine
Zusammenfassung der quantitativen Ergebnisse gibt folgende Tabelle (Tab. 2) sowie Abb. 14:



FP  FPAmplitude 1 (FP 1)

FP Amplitude 2 (FP 2)

Doppel pulshemmung [%]

45

[mV]
2,61+0,89; n=14

[mV]
0,73+0,59; n=14

(FP1-FP2)/FP1* 100%

739+125 n=14

311+129;n=14

1,16+ 0,85 n=14

64.0+18,6; n=14

2,92+1,09; n=14

160+131;,n=14

48,7+ 325 n=14

Eal R N

287+111;n=12

1,74+ 1,39, n=12

425+ 34,3, n=12

Tab. 2. Verminderung der Doppel pulshemmung der synaptischen Funktion nach 4 SD-Episoden.

A

»

N [)

response amplitude (mV)

o

L 1]

L]

FP1 FP2
SD1

FP1 FP2 FP1 FP2
SD2 SD3

FP1 FP2
sD4

100

paired-pulse Inhibltlon (%)

SD1

SD2 SD3

SD4

Abb. 14: Die Saulendiagramme zeigen den EinfluRR der repetitiven SD auf die synaptische Funktion,
dargestellt als arithmetisch gemittelte Werte Amplitude (A) der ersten Feldpotentialantwort (FPL,
gestreifte Sdule A) und der zweiten Feldpotentialantwort (FP2, schwarze Saule A) vor der entspre-
chenden SD sowie die daraus errechnete Doppel pulshemmung (B). Als T-Balken ist jeweils der Stan-
dardfehler des Mittelwertes aufgetragen. ** kennzeichnet eine signifikante Verénderung p < 0,01
(Wilcoxon-matched-pairs-signed-rank-Test).
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Die relativ konstant bleibende Amplitude der Feldpotentialantwort auf den ersten Reiz zeigt, dai3
sich unter in vitro Bedingungen die exzitatorische synaptische Transmission nach repetitiven SD-
Depolarisationen erholt und nicht signifikant beeinflusst wird (p = 0,1432, Friedmann-two-way-
ANOVA-Test). Da die eingetretene verminderte Doppel pulshemmung sowohl aus einer vermin-
derter Exzitation als auch von einer verringerten intrakortikalen Inhibition resultieren kann
(Luhmann et al. 1993), legen die hier dargestellten Experimente nahe, dal3 die SD-induzierte Di-
sinhibition in diesem Modell auf einer selektiven Supprimierung der intrakortikalen GABAergen
Inhibition beruht, da sich die exzitatorische synaptische Antwort auf den ersten Stimulus nur
geringfiigig veranderte.

3.3 Pharmakol ogische Unter suchungen zur Rolle von Glutamatrezeptoren

Um die an der Induktion und Ausbreitung einer SD beteiligten Rezeptoren zu analysieren,
schlossen sich nun Experimente tber den Einflul? des AMPA-Antagonisten NBQX (10 pM) und
den NMDA-Antagonisten Ketamin (100 uM) auf die Eigenschaften einer SD unter in vitro Hirn-
schnittbedingungen an. Bel diesen Untersuchungen wurde nach Beendigung der ersten SD, d.h.
Rickkehr des DC-Potentials auf Ausgangsaktivitét, die entsprechende Substanz 30 min lang in
der entsprechenden Badkonzentration eingewaschen und eine zweite SD an der gleichen Stelle
nach 30 min ausgel0st. Die initial ausgel 6ste SD wurde wie auch die zweite SD auf Amplitude,
Dauer bei halbmaximaler Amplitude sowie Integral untersucht. Vor jeder SD wurden die synap-
tischen Feldpotentialantworten gemessen und die entsprechende Doppelpulshemmung der
synaptischen Aktivitdt daraus errechnet.

3.3.1 Pharmakol ogische Blockade des AMPA-Glutamatrezeptors mit NBQX

Bei diesen Experimenten wurde nach Beendigung der ersten SD 6-Nitro-7-Sulphamoyl-
benzo(f)quinoxalin-2,3-dion (NBQX) zur Blockade des (z)-a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazol-propionsdure(AM PA-)Rezeptors, einem ionotropen Glutamatrezeptor, 30 min lang in
einer Badkonzentration von 10 uM eingewaschen und eine zweite SD an der gleichen Stelle nach
30 min ausgel 0st. Rezeptorbindungsstudien an kortikalen Membranen der Ratte ergaben im Ver-
gleich zu [3H]-Kanatbindungstellen eine ca. 30fach hthere Affinitdt von NBQX zu [3H]-
AMPA- Bindungsstellen (Sheardown et a. 1990), was es im Gegensatz zu CNQX und DNQX
as hochselektiven Antagonisten des AMPA-Subtyps von ionotropen non-NMDA-
Glutamatrezeptoren charakterisiert. NBQX ist ohne Wirkung am NMDA -Rezeptor.

Unter Kontrollbedingungen (Abb. 15 B1; linke Saulen in E, F) betrug in 13 Hirnschnitten von 7
Tieren die Durchschnittsamplitude von P1 bzw. P2 der ersten SD 18,4 + 59 mV (n = 13) bzw.
22,4+ 5mV (n=10). Die bel halbmaximaler Amplitude gemessene durchschnittliche SD-Dauer
sowie das gemittelte SD-Integral wurden mit 33,4 + 13,6 s bzw. mit 811 + 456 mV's bestimmt,
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jeweilsn = 13. Keiner dieser Parameter veranderte sich nach der NBQX-Applikation im Bad und
einer Einwaschzeit von 30 min unter dem beschriebenen Versuchsprotokoll signifikant (p > 0,22,
Wilcoxon-matched-pairs-signed-rank-Test; Abb.15 B2, rechte Saulen in E, F). Unter der AMPA-
Rezeptorblockade ergab sich eine durchschnittliche SD-Amplitude von P1 bzw. P2 von 21,1 +
11 mV (n = 13) bzw. 26,5 + 7,6 mV(n = 7). Die SD-Dauer verringerte sich gering nicht signifi-
kant auf 30,9 = 15,4 s (n = 13) wie auch das SD-Integral, das mit 782 £ 703 mV's (n = 13) ermit-
telt wurde [nicht gezeigt]. Diese Ergebnisse lassen den Schlufd zu, dal3 in dem gewéhlten in vitro
Modell die Aktivierung von non-NMDA-Glutamatrezeptoren von geringer Bedeutung fur die
Entstehung und Ausbreitung einer Kaliumchlorid-induzierten spreading depression im neocorti-
calen Hirnschnittpraparat der Ratteist.

5 min vor SD1 und SD2 wurden in der neokortikalen Schicht [1/ 111 wiederum 12 orthodrom evo-
zierte Feldpotential antworten aufgezeichnet, um die exzitatorische und inhibitorische synaptische
Funktion in jedem Hirnschnitt zu registrieren. Unter Kontrollbedingungen (Abb. 15 A1; linke
Saulen C und D) betrug in dieser Versuchsgruppe die Feldpotentialantwort auf den ersten Sti-
mulus 3,47 + 1,35 mV (n = 13) und auf den zweiten Stimulus unter dem hier gewahlten Intersti-
mulusintervall von 15 ms 1,23 = 0,89 mV (n = 13). Somit errechnete sich eine Doppel pul shem-
mung 64,4 + 23,7 %.

Fruhere Studien haben gezeigt (Sutor, Luhmann, 1995), dal? die Aktivierung afferenter Fasern im
Neokortex der Ratte, wie sie durch den in Schicht VI applizierten elektrischen Doppelreiz statt-
findet, ein exzitatorisches postsynaptischen Potential (EPSP) in der postsynaptischen Zelle (hier
neokortikale Pyramidenzelle) ausl6st. Dessen extrazelluldr mefdbares Korrelat ist beispielsweise
die unter Abb. 15 A1 gezeigte Feldpotentialantwort. Da dieses EPSP hauptsachlich mit den

Abb. 15. Einflul? des selektiven AMPA-Rezeptorantagonisten NBQX auf die KCl-induzerte spreading
depression (SD) (B, 1 — 2) und auf orthodrom evozierte Feldpotentialantworten (A, 1 - 2) in der neo-
kortikalen Hirnschnittpraparation adulter (Alter > 28 Tage) Ratten. 5 min vor der ersten SD (B 1)
wurden 12 Feldpotentialantworten auf eine orthodrome Doppelpulsstimulation (- -) registriert, die als
gemittelte Spur dargestellt ist (Al). Nach dem Auddsen der ersten SD im parietalen Kortex (B1) wur-
de der ionotrope AMPA-Antagonist NBQX in einer Konzentration von 10 uM in die aCSF-Badl6sung
gegeben und fur die Dauer von 30 min in den Hirnschnitt eingewaschen. Nach Beendigung der Ein-
waschzeit erfolgten wiederum extrazelluldre Feldpotentialregistrierungen (A2) und es wurde an der
gleichen Stelle eine 2weite SD (B2) ausgel 6st. Deutlich erkennbar ist die fast vollstdndige Blockierung
der synaptischen Ubertragung nach NBQX-Applikation, die der AMPA-Rezeptor Blockade zuge-
schrieben werden kann (A2), und die etwa unveranderte SD-Amplitude, SD-Dauer und SD-Integral
unter AMPA-Rezeptor Blockade (B2). Die Pfeile unter der ersten SD (B1) kennzeichnen die beiden
SD-Komponenten (nicht geftillter Pfeil weist auf P1, geflllter Pfeil zeigt zu P2).

Quantitative Darstellung (n = 13) der durchweg nicht signifikanten Verénderungen als arithmetische
Mittelwerte (Sdulen) und der dazugehodrigen Standardabweichung (T-Balken) der synaptischen Feld-
potentialantwort (C), der Doppelpulshemmung der synaptischen Antwort (D), der SD-Amplitude (E,
getrennt nach Peak 1 und Peak 2) sowie der SD-Dauer bei halbmaximaler Amplitude (F), jeweils un-
ter Kontrollbedingungen in aCSF (linke Saulen in C, D, E, F) sowie unter AMPA-Rezeptor Blockade
mit 10 uM NBQX in der Badlosung (rechte Saulenin C, D, E, F) .
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exzitatorischen Neurotransmittern Glutamat und Aspartat Uber den AMPA-Glutamatrezeptor
Ubertragen wird (Sutor, Hablitz, 1989), ist in Abb. 15 A2 der geringe NMDA-Rezeptor vermit-
telte Anteil isoliert, da der AMPA-Rezeptor durch das Einwaschen des selektiven Antagonisten
NBQX und somit ein Grofteil der synaptischen Ubertragung blockiert wurde. Demnach konnte
nach Einwaschen von NBQX keine weitere Auswertung der Feldpotentialantworten erfolgen, da
aus der ohnehin fast vollstandig blockierten synaptischen Ubertragung kein potentieller EinfluR
einer SD abgegrenzt werden kann.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 10 uM NBQX, eingewaschen fur 30 min nach einer
SD, die orthodrom evozierte exzitatorische Feldpotentialantwort fast vollstandig blockiert, wah-
rend es auf elektrophysiologische Parameter einer SD wie Amplitude, Dauer, Integra nur eine
marginale Wirkung austbt.

3.3.2 Nicht-kompetitive Blockade des NMDA-Glutamatrezeptors durch Ketamin

Bel diesen Untersuchungen wurde Ketamin (100 puM) as nicht-kompetitiver Antagonist des
NMDA-Rezeptorkomplex-assoziierten Kationenkanals (Thomson et al. 1985; Alexander, Peters,
1999) zur Blockade des NMDA-Rezeptors fir eine Zeit von 30 min nach Ausldsen der ersten SD
eingewaschen. Die unter 3.2 beschriebene SD-induzierte kortikale Disinhibition trat auch unter
Ketamin auf. So betrug die gemittelte Amplitude der synaptischen Feldpotentialantwort unter
Kontrollbedingungen in aCSF (Abb. 16 A1) 358 + 1,4 mV (n = 12) bzw. 1,07 £ 0,98 mV (n =
12) (Abb. 16 C, linke Saulen, FP1 bzw. FP2). Die daraus errechnete Doppel pulshemmung der
synaptischen Funktion betrug 71,9 + 18,8 % (Abb. 16 D, linke Séule, n = 12). Diese Kontroll-
werte sind in guter Ubereinstimmung mit den Kontrollwerten, wie im Versuchskollektiv der re-
petitiven, d.h. vierfachen, SD oder in der NBQX Gruppe beschrieben wurden. Ca. 30 min nach
der ersten SD und nachdem Ketamin 30 min lang eingewaschen war, unterschied sich die synap-
tische Funktion auf eine orthodrome Doppel puls-Stimulationsprotokoll signifikant: wahrend die
Feldpotentialantwort auf den ersten Stimulus unter Ketamin sich nur geringfigig auf 3,49 £ 1,53
mV verminderte, erhdhte sich die Feldpotentialantwort nach dem zweiten Stimulus in Ketamin
signifikant (p < 0,01; n=12) auf 1,98 £ 1,67 mV. Damit wurde eine signifikante (p < 0,01) Her-
absetzung der GABAergen Effizienz auch unter Ketaminapplikation auf 44,6 + 28,3 % im Ver-
gleich zum Ausgangswert errechnet (Abb. 16 D, rechte Saule).

Andererseits lief3en sich unter NM DA -Rezeptorblockade ebenfalls statisch signifikante deutliche
Unterschiede fUr die wéhrend elner SD gemessenen Parameter des extrazelluldren DC-Potentials
ermitteln (Abb. 16 B 1,2). Ketamin reduzierte die durchschnittliche SD-Amplitude (jeweils P1
bzw. P2) der ersten SD signifikant (p < 0,01) in 12 Hirnschnitten von 19,8 £ 5,2 mV bzw. 25,0 £
50mV auf 12,8 + 4,6 mV (65 %) (P1). Die zweite, langsamere Komponente (P2) trat unter
NMDA-Rezeptorblockade in keinem der Féle auf, was eine entscheidende Bedeutung des
NMDA-Rezeptors an dieser SD-Komponente auf zelluldrer oder molekularer Ebene nahelegt
(Abb. 16 B2 und E). Ebenfalls signifikant (p < 0,05; n = 12) wurde die SD-Dauer von 34,9 +
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124 sauf 22,2 + 12,0 s (64 %) (Abb. 16 F) bzw. das SD-Integral (p < 0,01; n = 12; nicht ge-
zeigt) von 862 + 346 mVs auf 393 £ 226 mVs (46 %) nach 30minutiger Ketamine nwaschung
verringert. Die Ergebnisse lassen den Schluld zu, dal’ zwar eine SD-induzierte Disinhibition der
synaptischen Funktion auch unter Ketamin auftritt, aber die SD-Amplitude und -Dauer durch
eine NM DA -Rezeptorblockade auf ca. 64 % reduziert, das SD-Integral sogar fast halbiert werden
konnen. Demnach ist die NMDA-Rezeptor Aktivierung deutlich an der Ausldsung und Ausbrei-
tung einer SD beteiligt.

Abb. 16. Dargestellt wird der typische Verlauf der synaptischen Feldantwort auf eine orthodrome
Doppelpulsstimulation (- -) vor (A1) und ca. 30 min nach (A2) einer SD und Ketaminapplikation. Die
SD unter Kontrollbedingungen (B1) wurde durch den Einflul3 des NMDA-Rezeptorantagonisten Ke-
tamin nach 30 min Einwaschzeit auf ca. 46 % ihresIntegralsreduzert (B 2). Deutlich ist ebenfallsdie
im Vergleich zu Kontrollbedingungen (Abb. 11 B1, 2) etwa auf 64 % verringerte SD-Amplitude und
SD-Dauer unter NMDA-Rezeptorblockade (B2). Die Pfeile unter der ersten SD (B1) kennzeichnen die
beiden SD-Komponenten (nicht geflillter Pfeil weist auf P1, gefillter Pfeil zeigt zu P2).

Die signifikanten Veranderungen im Saulendiagramm: arithmetische Mittelwerte (Saulen) und die
dazugehorigen Standardabweichung (T-Balken) der synaptischen Feldpotentialantwort (n = 12; C),
der Doppelpulshemmung der synaptischen Antwort (n = 12; D), der SD-Amplitude (E, getrennt nach
Peak 1 [n = 11] und Peak 2 [n = 7]) sowie der SD-Dauer bel halbmaximaler Amplitude (n = 12, F),
jeweils unter Kontrollbedingungen in aCSF (linke Saulen in C, D, E, F) sowie unter NMDA-
Rezeptorblockade mit 100 uM Ketamin in der Badlésung (rechte Saulen in C, D, E, F). * markiert die
Signifikanz p < 0,05, ** stellt eine Signifikanzp < 0,01 dar.
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3.3.3 Gleichzeitige Blockade der NMDA- und AMPA-Glutamatrezeptoren

In einer weiteren Versuchsgruppe interessierte die Fragestellung, wie sich das Ausbreitungsmu-
ster einer spreading depression nach einer kombinierten Blockade ionotroper Glutamatrezeptoren
verandert.

Zunéchst wurden wiederum vor SD1 orthodrom evozierte Feldpotentialantworten aufgezeichnet,
um die exzitatorische und inhibitorische synaptische Funktion und Intaktheit von projizierenden
Afferenzen in jedem Hirnschnitt zu registrieren. Die Feldpotentialantwort unter Kontrollbedin-
gungen (Abb. 17 A1, linke Saulen C) betrug auf den ersten Stimulus 3,72 £ 0,98 mV (n = 9) und
auf den zweiten Stimulus 1,64 + 0,59 mV (n = 9). Die daraus errechnete Doppel pulshemmung
betrug 55,0 £ 13,0 % (n = 9; Abb. 17 D). Durch das Einwaschen von NBQX (10 uM) as Anta-
gonisten des AMPA-Subtyps von ionotropen non-NMDA -Glutamatrezeptoren sowie Ketamin
(100 uM) a's nicht-kompetitiver Antagonist des NM DA -Rezeptorkomplexes, konnte keine wei-
tere Auswertung der Feldpotentialantworten erfolgen, da die synaptische Ubertragung durch die
AMPA- und NMDA-Rezeptorblockade vollsténdig blockiert war und ausschliefdlich Reizarte-
fakte registriert wurden (Abb. 17 A2; rechte Saulen C, D). Andererseits konnte bei diesen Unter-
suchungen unter AMPA- und NMDA-Rezeptorblockade eine drastische Reduktion der SD-
Amplitude von 22,4 £ 5,0 mV (P1; n=9) und 23,3 + 7,0 mV (P2; n = 7) unter Kontrollbedin-
gungen auf 8,8 + 59 mV (39 %, P1, p < 0,01, n = 8) beobachtet werden (Abb. 17 B1,2; E). Die
zweite, langsame SD-Komponente (P2) war unter kombinierter AMPA- und NMDA-Rezeptor-
blockade ebenfalls wie unter 3.3.2 beschrieben blockiert. Die SD-Dauer bei halbmaximaler Am-
plitude verringert sich signifikant (p < 0,01) von 31,9 £ 14,9 sauf 19,3 £ 6,6 s (61 %, Abb. 17 F,
n =9). Folglich war auch das SD-Integral drastisch verkleinert: von 862 = 387 mVsin aCSF auf
256 + 214 mVs (30 %, nicht gezeigt, n = 9) nach NBQX und Ketamin Applikation.
Interessanterweise zeigte ein statistischer Vergleich der unabhangigen Versuchsgruppen einer
aleinigen Ketaminapplikation sowie der kombinierten Ketamin + NBQX Gabe eine geringe,
aber dennoch signifikant hohere SD-Reduktion in der Gruppe einer gleichzeitigen NMDA-
Rezeptor- und AMPA-Rezeptorblockade (vgl. Abb. 16 B2 und 17 B2). Obwohl sich beide Ver-
suchsgruppen in den Ausgangsparametern durchschnittliche SD-Amplitude, SD-Dauer, SD-
Integral und auch in der SD-Dauer unter Substanzeinflufld nicht unterschieden (alle p > 0,23;
Mann-Whitney-U-Test), ergab zwar auch der Amplitudenvergleich (12,8 £ 4,6 mV in Ketamin
und 8,8 = 5,9 mV in Ketamin und NBQX) keine Signifikanz am 0,05 Level (p = 0,0756), jedoch
der Integralvergleich. Wahrend unter NM DA -Rezeptorblockade das Integral auf 393 + 226 mV's
(auf 46 %) reduziert war, verringerte es sich unter kombinierter NMDA- und AMPA-
Rezeptorblockade weiter auf 258 + 214 mVs (auf 30 %; p = 0,0466; Mann-Whitney-U-Test).
Diese Ergebnisse unterstreichen den foérdernden Einflul® einer Aktivierung ionotroper Gluta
matrezeptoren auf die Amplitude, Zeitdauer und Integral einer SD unter in vitro Bedingungen.
Unter Berticksichtigung der zuvor gezeigten Wirkungslosigkeit einer alleinigen NBQX Applika-
tion wird hier wahrscheinlich indirekt Gberwiegend die Wirksamkeit der NMDA-
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Rezeptorblockade unterstrichen. Dennoch scheint ein synergistischer Effekt einer kombinierten
NMDA- und AMPA-Rezeptorblockade einzutreten, der zu einer zusétzlichen SD-Verminderung
fuhrt. Andererseits |a3t die zu beobachtende nach wie vor inkomplette SD-Blockade auf die Be-
teiligung weiterer Rezeptoren oder lonenkand e schlief3en.

Abb. 17 A, B: Einfluld einer gleichzeitigen Applikation des selektiven AMPA-Rezeptorantagonisten
NBQX und des selektiven NMDA-Rezeptorantagonisten Ketamin auf die KCl-induzierte spreading
depression (SD) (B, 1 - 2) sowie auf orthodrom evozerte Feldpotentialantworten (A, 1 - 2). Dargestellt
wird die vollstandige Blockierung der synaptischen Ubertragung nach NBQX und Ketamin-
Applikation (A2) und die signifikant verminderte SD-Amplitude sowie SD-Dauer bei kombinierter
AMPA- und NMDA-Rezeptorblockade (B2). Die Pfeile unter der ersten SD (B1) kennzeichnen die
beiden SD- Komponenten (nicht gefullter Pfeil weist auf P1, gefillter Pfeil zeigt zu P2).

C-F: Mittelwerte (Saulen) und Standardabweichung (T-Balken) der Veranderungen der synaptischen
Antwort (C; n = 9), der Doppelpulshemmung der synaptischen Antwort (D; n = 9), der SD-Amplitude
(E, getrennt nach Peak 1 [n = 9] und Peak 2 [n = 7]) sowie der SD-Dauer bei halbmaximaler Ampli-
tude (F, n = 9), jeweils unter Kontrollbedingungen in aCSF (linke Saulen in C, D, E, F) sowie unter
AMPA- und NMDA-Rezeptorblockade mit 10 pM NBQX und 100 pM Ketamin in der Badldsung
(rechte Saulen in C, D, E, F). * markiert die Signifikanz p < 0,05, **stellt eine Signifikanz p < 0,01
dar.
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3.4 Pharmakol ogische Untersuchungen zur Rolle des 5-HT14-Serotoninrezeptors

In dieser Versuchsreihe sollte die potentielle Rolle einer Aktivierung des 5-HT14-Subtyps der
Serotoninrezeptoren fur die spreading depression analysiert werden. Die selektiven 5-HTqa-
Agonisten 8-OH-DPAT und BAY x 3702 wurden in unterschiedlichen Konzentration (1, 10, 100
puM) auf eine Konzentrations-Wirkungsbeziehung bezlglich ihres Einflusses auf die exzitatori-
sche und inhibitorische Transmission als auch auf die elektrophysiologischen SD-Parameter
Amplitude, Dauer sowie Integral untersucht.

3.4.1 Effekte von 8-OH-DPAT

Bel diesen Experimenten wurde nach Beendigung der ersten SD (%)-8-Hydroxy-2-(di-n-
propylamino)tetralinhydrobromid (8-OH-DPAT) zur Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors einge-
setzt (Gozlan et al. 1983). Die Verteilung des 5-HT1a-Rezeptors stimmt mit hochaffinen Bin-
dungsstellen fur 8-OH-DPAT im Neokortex gut tberein (Nenonene et al. 1994). Die Substanz
wurde 30 min lang in einer Badkonzentration von 1, 10 sowie 100 uM getrennt eingewaschen
und eine zweite SD an der gleichen Stelle nach 30 min ausgeldst. Um auch in dieser Versuchs-
reihe einen potentiellen Effekt auf die Funktion der exzitatorische und inhibitorische synapti-
schen Transmission zu erfassen, wurden vor der ersten SD (Kontrollbedingungen) sowie ca. 5
min vor der zweiten SD die extrazelluléren Feldpotentialantworten auf einen orthodromen Dop-
pelreiz registriert.

Die im Versuchskollektiv der repetitiven, d.h. vierfachen SD bereits nach einer SD zu beobach-
tende kortikale Disinhibition (siehe Kapitel 3.2) war bereits unter 1 uM 8-OH-DPAT (Abb. 18)
verstarkt (p < 0,05; n = 8). Die ermittelte paired-pulse Inhibition betrug dabel 63,4 + 19,5 % un-
ter Kontrollbedingungen und 15,1 + 47,7 % (n = 8) in 1uM 8-OH-DPAT (Abb. 18 A1, 2; D).
Dies resultierte aus einer (nicht signifikanten) Verminderung der Amplitude der ersten Reizant-
wort von 4,0 £ 21 mV (aCSF) auf 3,6 £ 1,9 mV (in 1 uM 8-OH-DPAT) bel gleichzeitig signifi-
kant (p < 0,05) erhdhten Amplitude der zweiten Reizantwort von 1,68 + 1,29 mV (n = 8, Kon-
trolle) auf 2,9+ 1,6 mV (1 uM 8-OH-DPAT, n = 8, Abb. 18 C). Friherer Studien haben gezeigt
(Schmitz et al. 1995a; 1995b; 1995c), dal3 die Aktivierung des présynaptischen 5-HTia-
Rezeptors Uber eine verringerte Glutamatfreisetzung zu einer verminderten exzitatorischen
synaptischen Transmission als auch zu einer Inhibition hemmender Interneurone fihrt. Die in
Abb. 18A 2 registrierte Disinhibition der kortikalen synaptischen Funktion stellt demnach neben
einer SD-induzierten verminderten GABAergen Funktion den additiven Effekt eines verminder-
ten exzitatorischen Inputs durch die prasynaptische 8-OH-DPAT Wirkung dar.

Die SD-Parameter waren mit 1 uM 8-OH-DPAT bis auf eine Erhdhung der Amplitude von peak
1(22,6 £ 7mV auf 28,1 £ 6,9 mV; p < 0,05; n = 8) nicht signifikant veréndert (Abb. 18 B1, 2; E,
F). So betrug die SD-Amplitude von peak 2 (n =7) 25,5+ 7,7 mV und 27,7 £ 8 mV, die SD-
Dauer bei halbmaximaler Amplitude 39,2 + 14,3 sund 37 £ 15,6 s (n = 8) sowie das SD-Integral
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1038 £ 523 mVs und 1168 + 540 mV's (n = 8; nicht gezeigt), jeweils in aCSF bzw. in 1 uM 8-
OH-DPAT.

Diese Ergebnisse lassen den Schlul3 zu, dal3 eine Aktivierung des 5-HT14-Rezeptors mit 8-OH-
DPAT in einer Badkonzentration von 1 UM zwar zu einer kortikalen Disinhibition der synapti-
schen Funktion, aber zu keiner Verringerung der SD-Amplitude oder Verkirzung der SD-Dauer
fahrt.

Ahnliche Ergebnisse lieferten die Studien mit 10 uM 8-OH-DPAT (Abb. 19 A1,2). Der
présynaptische Einflul? der 5-HT1a-Rezeptoraktivierung unter in vitro Bedingungen im Hirn-
schnitt war auch hier nachweisbar. Die Reduktion der intrakortikalen Inhibition driickte sich
auch hier bei extrazelluldren Aufzeichnungen in einer signifikanten Verminderung der Doppel-
pulshemmung von 66,5 £+ 18,5 % auf 30,4 + 49,5 % (p < 0,05; n = 9) sowie in einem signifikan-
ten Ansteigen der Amplitude der zweiten Reizantwort von 1,29 + 1,21 mV auf 2,55 = 1,74 mV
(p < 0,05; n=9) aus (Abb. 19 D, C). Die Amplitude der ersten Antwort betrug 3,41 + 1,82 mV
(aCSF) sowie 3,59 + 1,45 mV (10 uM 8-OH-DPAT; Abb. 19 C).

Die Eigenschaften der SD (Abb. 19 B1, 2) waren bei der Badkonzentration von 10 uM 8-OH-
DPAT ausschliefdlich nicht signifikant verandert, jedoch zeichnete sich ein Trend ab, der auf eine
Verringerung der SD-Dauer und des SD-Integrals hinwies. So verringerte sich die SD-Dauer bei
halbmaximaler Amplitude von 40,7 + 20,3 s auf 29,5 £+ 13,8 s (Abb. 19 F) und das SD-Integral
von 1005 £ 681 mVs auf 701 + 351 mV's (nicht gezeigt). In beiden Fallen wurde jedoch das Si-
gnifikanzniveau p < 0,05 nicht erreicht (p = 0,0858 bzw. p = 0,0506; jeweils n = 9). Die SD-
Amplitude (Abb. 19 E) blieb relativ konstant und variierte im Durchschnitt zwischen 19,7 und
22,2s(n=9fdr PLund n=7fur P=2).

Deutlich ausgepragter waren die Effekte in einer Badkonzentration von 100 uM 8-OH-DPAT
(Abb. 20). Die Substanz wurde hier an 9 Hirnschnitten untersucht. Der drastische Verlust der
intrakortikalen Inhibition weitete sich zu einem Zustand der Doppel pulsfaszilation aus, d.h. die
zweite Feldpotentialantwort hatte eine grofRere Amplitude als die erste. Das arithmetische Mittel
der Feldpotentialantwort unter Kontrollbedingungen betrug hier 4,38 + 1,1 mV (FP1) sowie2,3 +
0,83 mV (FP2, n=9, Abb. 20 A1, linke S&ulen C). Nachdem 8-OH-DPAT 30 min lang eingewa-
schen war (Abb. 20 A2) verringerte sich bei der nun anschlief3enden Mefdreihe die Amplitude der
ersten Reizantwort signifikant (p = 0,0109) auf 2,45 + 1,32 mV bei gleichzeitig signifikant (p =
0,0178) auf 3,98 + 1,41 mV erhdhten Amplitude der zweiten Feldpotentialantwort (n = 9; Abb.
20, rechte Saulen C). Folglich war auch ein kompletter Verlust der Doppel pulshemmung von
47,9 £ 15,7 % auf -111,4 + 122 % festzustellen (p = 0,0077; n =9, Abb. 20, rechte Saule D).

Sehr deutlich wurde bel den SD-Parametern die SD-Dauer nach der 5-HT;a-Rezeptoraktivierung
durch 100 uM 8-OH-DPAT signifikant ( p < 0,05; n = 9) verkirzt (Abb. 20 B1, 2). Die bei
halbmaximaler Amplitude gemessene durchschnittliche SD-Dauer verringerte sich von 42,0 £
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15,6 sauf 21,2 + 10,6 s (auf ca. 52 %; Abb. 20 F). Das SD-Integra verringerte sich damit von
1155 + 487 mVs auf 606 + 548 mV's (auf 48 %; n = 9, [nicht gezeigt]), erreichte jedoch nicht das
p < 0,05 Signifikanzlevel (p = 0,0506), wéahrend die SD-Durchschnittsamplitude der P1 bzw. P2
von 24,7+ 7,3mV (n=9) und 25,9 £ 6,7 mV (n=8) auf 23,6 £ 11,2 (n = 9) und 26,1 + 8,7 mV
(n = 6) sich nur nicht signifikant verénderte (Abb. 20 E).

Diese Ergebnisse lassen den Schlufd zu, dal3 in dem gewdhlten in vitro SD-Modell der Ratte die
Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors ab einer Badkonzentration von 100 uM 8-OH-DPAT neben
dem Verlust der kortikalen Inhibition eine signifikante Verkirzung der SD-Dauer bewirkt.

Abb. 18, 19, 20. Die Grafiken zeigen die Veranderungen der synaptischen Transmission (jeweils A) als
auch der KCl-induzierten spreading depression (SD, jeweils B) durch die Wirkung des 5-HTa-
Agonisten 8-OH-DPAT in unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 18: 1 uM; Abb. 19: 10 uM; Abb.
20: 100 uM). Unter Badapplikation der genannten Substanz kam esin allen Konzentrationen im Ver-
gleich zu den Kontrollbedingungen zu einer deutlichen Verminderung der intrakortikalen I nhibition
(jeweils A2). Dargestellt wird weiterhin die mit steigender Konzentration des 5-HT;.-Agonisten zu-
nehmende Verkirzung der SD-Dauer (jeweils B2). Die Pfeile unter der ersten SD (B1) kennzeichnen
die beiden SD-Komponenten (nicht gefiillter Pfeil weist auf P1, geflllter Pfeil zeigt zu P2).

Quantitative Ergebnisse der Aktivierung des 5-HTa-Rezeptors unter 8-OH-DPAT-Badapplikation
nach 30 min Einwaschen (jeweils C-F). Die Saulen stellen arithmetische Mittelwerte mit dazugehari-
ger Standardabweichung (T-Balken) in C: der synaptischen Feldpotentialantwort, in D: der Doppel-
pulshemmung der synaptischen Antwort (jeweilsn = 8, n=9 bzw. n = 9), in E: der SD-Amplitude, ge-
trennt nach Peak 1 (n =8, n =9 bzw. n =9) und Peak 2 (n =7, n =7 bzw. n = 6), sowie in F: der SD-
Dauer bei halbmaximaler Amplitude (n = 8, n = 9 bzw. n = 9); jeweils unter Kontrollbedingungen in
aCSF (linke Saulenin C, D, E, F) sowie mit 1, 10, oder 100 uM 8-OH-DPAT in der Badldsung (rechte
Sdulen in C, D, E, F) dar. * markiert die Signifikanz p < 0,05, ** stellt eine Signifikanz p < 0,01 dar.
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3.4.2 Effekte von BAY x 3702

Die Rolle des 5-HT1a-Rezeptors fur die synaptische Transmission und die elektrophysiologi-
schen SD-Eigenschaften wurde weitergehend mit der Applikation des neuen, selektiven und po-
tenten 5-HTi1a-Agonisten BAY x 3702 ((-)-(R)-2-[4-[(Chroman-2-ylmethyl)amino]butyl]-1,1-
dioxo-1,2-benzisothiazol-3(2H)-onmonohydrochlorid) analysiert (De Vry et a. 1997). In vitro
und in vivo Studien zeigten eine hohe Affinitét dieser Substanz zu humanen und Ratten 5-HT1a-
Rezeptoren, wobei eintretende Effekte durch den selektiven 5-HT14-Antagonisten WAY -100635
antagonisierbar waren (De Vry et a. 1997). Auch bei diesen Versuchen (1 uM: n=9; 10 uM: n
= 8, 100 uM: n = 10) wurden die synaptischen Feldantworten sowie die SD-Amplitude, SD-
Dauer und das SD-Integral gemessen und der untersuchte Wirkstoff zwischen zwei spreading
depression 30 min per Badapplikation in den jeweiligen Hirnschnitt eingewaschen. Im Einzelnen
sahen die Ergebnisse wie folgt aus:

In der Versuchsgruppe 1 uM BAY x 3702 betrug die gemittelte Amplitude der evozierten Feld-
potentiale unter Kontrollbedingungen 2,79 £ 0,89 mV (FP1, n=9) und 0,63 £ 0,39 mV (FP2, n=
9) (Abb. 21 A1, C linke Saulen). Daraus konnte eine Doppel pulshemmung von 76,8 + 13,5% ( n
= 9) errechnet werden. (Abb. 21 D linke Saule). Unter dem Einflul3 von 1 uM BAY x 3702 er-
hohte sich die evozierte Feldpotentialantwort auf den ersten Reiz auf 3,11 =+ 1,06 mV (nicht si-
gnifikant, n = 9) und die Feldpotentialantwort auf den zweiten Reiz signifikant (p < 0,05; n = 9)
auf 1,08 £ 0,78 mV (Abb. 21 A2; C rechte Saulen). Daraus resultierte ein ebenfalls signifikanter
(p < 0,05; n = 9) Abfall der intrakortikalen Inhibition auf 59,6 £ 39,8 % (n = 9) (Abb. 21 D
rechte Saule). Von den elektrophysiologischen SD-Parametern (Abb. 21 B1, 2) wurde die SD-
Dauer bereitsin einer Konzentration von 1 uM leicht von 48,0 £ 12,9 sauf 44,5 + 13,2 s signifi-
kant (p < 0,05; n = 9) verkurzt (Abb. 21 F), wahrend sich das SD-Integral sich nicht signifikant
(n=9) von 1016 £ 405 mVs auf 948 + 379 mVs verringerte (nicht gezeigt). Die SD-Amplitude
vergrofRerte sich von 16,7 + 4,2 mV (peakl; n=9) bzw. 19,5+ 45 mV (peak2; n=9) auf 17,8 +
59 mV (peakl; n =9) bzw. 21,1 + 529 mV (peak2; p < 0,05; n = 8) unter 1 uM BAY x 3702
(Abb. 21 E).

Auch in der Versuchsreithe mit einer Konzentration von 10 yM BAY x 3702 trat eine deutliche
kortikale Disinhibition auf, wie sie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben wurde und auch
unter 5-HT14-Rezeptor Aktivierung durch 8-OH-DPAT in allen Konzentration auftrat (Abb. 22
A?2). Dabel verringerte sich die Effizienz der intrakortikalen GABAergen Inhibition signifikant
(p < 0,05; n=8) von 68,5 + 21,0 % auf 47,3 £ 42,1 % (Abb. 22D). Sie resultierte aus einer signi-
fikanten (p < 0,05; n=8) Zunahme der Feldpotentialantwort auf den zweiten Stimulus (FP2) von
0,65 £ 0,5 mV auf 0,89 = 0,66 mV, wahrend die Antwort auf den ersten Stimulus (FP1; n = 8)
sichvon 2,04 + 0,8 mV auf 2,32 + 1,71 mV erhthte (Abb. 22 C). Der statistische Vergleich er-
wies sich jedoch bei FP1 a's nicht signifikant.
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Die Wirkungen von 10 uM BAY x 3702 auf die Eigenschaften der SD ergaben eine signifikante
(p < 0,05; n = 8) Verminderung der durchschnittlichen SD-Dauer bei halbmaximaler Amplitude
von 43,3 £ 14,5 s (Kontrollmessungen) auf 35,4 = 14,0 s (Abb. 22 B1, 2; F). Da sich jedoch die
gemittelte SD-Amplitude von 17,2 + 3,9 mV (peakl) bzw. 20,5 + 6,3 mV (peak2; jeweils in
aCSF) auf 21,2 £ 6,3 mV (peakl; n = 8) bzw. 23 £ 6,5 mV (peak2; n=5; jeweilsin 10 uM BAY
x 3702) erhohte (nicht signifikant, Abb. 22 E), verringerte sich das SD-Integral (n = 8; nicht ge-
zeigt) nur geringfiigig von 980 + 486 mV's (SD1) auf 900 + 487 mV's (SD2).

Die Wirkungen von 100 uM BAY x 3702 (Abb. 23) waren deutlicher ausgeprégt, alsin den vor-
hergehenden Konzentrationen. Die Substanz wurde in dieser Versuchsreihe an 10 Hirnschnitten
untersucht. Auch hier war der Verlust der intrakortikalen Inhibition wie unter 10 uM 8-OH-
DPAT von einer Doppelpulsfaszilation gekennzeichnet. Das arithmetische Mittel der Feldpoten-
tialantwort unter Kontrollbedingungen betrug 3,15 + 0,92 mV (FP1) sowie 0,59 = 0,51 mV (FP2;
n=10; Abb. 23 A1, linke Saulen C). Nach der Badapplikation von 100 uM BAY x 3702 tiber 30
Minuten (Abb. 23 A2) verringerte sich die durchschnittliche Amplitude der ersten Reizantwort
signifikant (p = 0,0051) auf 1,22 £ 0,99 mV; n = 10) bel gleichzeitig signifikant (p = 0,0218) auf
1,89 = 1,59 mV erhodhter Amplitude der zweiten Feldpotentialantwort (n=10; Abb. 23 rechte
Saulen C). Dies bewirkte auch einen Verlust der GABAergen Doppel pulshemmung von 79,9 +
16,8 % auf -187 £ 282,5 % (p < 0,05; n = 10; Abb. 23 D).

Deutlich verkirzt war bei den SD-Parametern nach der 5-HT4-Rezeptoraktivierung durch 100
UM BAY x 3702 die SD-Dauer (Abb. 23; B1, 2). So betrug die bei halbmaximaler Amplitude
gemessene durchschnittliche SD-Dauer unter Kontrollbedingungen 34,7 + 12,3 s und war in 100
UM BAY x 3702 signifikant (p = 0,0093; n = 10) auf 23,5 + 10,5 s (d.h. auf ca. 68 %) verkiirzt
(Abb. 23 F). Auch das SD-Integral verringerte sich signifikant (p = 0,0051) von 843 + 323 mV's
auf 541 £ 193 mV's (auf 64%; n = 10; [nicht gezeigt]), da sich auch die gemittelte SD-Amplitude
von P1 bzw. P2 der SD von 20,2 + 6,1 mV (n = 10) bzw. 22,7 + 84 mV (n =5) auf 19,6 + 54
mV (n = 10) bzw. 19,0 £ 5,2 mV (n = 7; nicht signifikant) verringerte (Abb. 23 E).
Zusammenfassend kann man sagen, dal3 die Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors durch BAY x
3702 konzentrationsabhangig neben dem Verlust der GABAergen Doppel pulshemmung zu einer
zunehmenden Verkirzung der SD-Dauer fiihrt, wobei ab einer Konzentration von 100 pM auch
das SD-Integral signifikant verkleinert ist, d.h. die Verkirzung der SD-Dauer nicht mehr durch
eine Anstieg der SD-Amplitude kompensiert wird. Da die mit BAY x 3702 beobachteten Wir-
kungen mit denen von 8-OH-DPAT vergleichbar waren, ist es hochwahrscheinlich, daf3 die be-
obachteten Effekte tatséchlich auf einer Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors beruhen.
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Abb. 21,22,23. In diesen Abbildungen werden die Verénderungen der synaptischen Transmission (je-
weils A) als auch die der spreading depression (SD, jeweils B) durch die Wirkung des selektiven 5-
HTia-Agonisten BAY x 3702 in unterschiedlichen Konzentrationen (Abb. 19: 1 uM; Abb. 20: 10 uM;
Abb. 21: 100 uM) dargestellt. Die Applikation der genannten Substanz bewirkte in allen Konzentra-
tionen im Vergleich zu den Kontrollbedingungen eine deutliche Verminderung der intrakortikalen
GABAergen Doppelpulshemmung (jeweils A2). Dargestellt wird weiterhin die mit steigender Konzen-
tration des 5-HT4-Agonisten zunehmende Verkirzung der SD-Dauer (jeweils B2). Die Pfeile unter
der ersten SD (B1) kennzeichnen die beiden SD-Komponenten (nicht gefullter Pfeil weist auf P1, ge-
fullter Pfeil zeigt zu P2).

In den Diagrammen (jeweils C,D,E,F) werden die quantitativen Ergebnisse der Aktivierung des 5-
HTia-Rezeptors unter BAY x 3702 mit den Ausgangswerten von Kontrollgruppen verglichen. Die
Saulen stellen arithmetische Mittelwerte mit dazugehériger Standardabweichung (T-Balken) dar. In
C: der exztatorischen und inhibitorischen synaptischen Transmission , in_D: der Doppelpulshem-
mung der synaptischen Antwort (jeweilsn = 9, n= 8 bzw. n = 10), in E: der SD-Amplitude, getrennt
nach Peak 1 (n =9, n =8 bzw. n = 10) und Peak 2 (n =9, n =5 bzaw. n = 5) sowie in F: der SD-Dauer
bei halbmaximaler Amplitude(n = 9, n= 8 bzw. n = 10), jeweils unter Kontrollbedingungen in aCSF
(linke Saulen in C, D, E, F) sowie mit 1, 10, oder 100 uM BAY x 3702 als Badapplikation (rechte
Saulen in C, D, E, F). * markiert die Signifikanz p < 0,05; ** stellt eine Signifikanz p < 0,01 dar
(Wilcoxon-matched-pairs-signed-rank-Test).
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4. DISKUSSION

Die wichtigsten Ergebnisse der hier vorgestellten Daten sind:

Die etwa gleichformige Ausbreitungsgeschwindigkeit einer KCl-induzierten SD im Neo-
kortex betrégt unter in vitro Bedingungen 3,77 = 1,85 mm/min und kann dabel in mediolateraler
Richtung eine Strecke von mindestens 3,5 mm zurticklegen.

Jede einzelne SD einer repetitiven, d.h. vierfachen SD, verursacht auch unter normoxi-
schen Bedingungen im gewdhlten in vitro SD-Modell der adulten Ratte eine Abnahme der Effi-
zienz der intrakortikalen GABAergen synaptischen Inhibition um ca. 10 %.

Elektrophysiologische Parameter einer SD wie SD-Amplitude, SD-Dauer oder -Integra
sind bel einer repetitiven SD relativ konstant, wenn die SD im Abstand von 30 min an der gle-
chen Stelle im Neokortex ausgel 6st wird.

Die Applikation des selektiven AMPA-Antagonisten NBQX ist ohne Wirkung auf die
funktionellen Eigenschaften einer KCl-induzierten SD in vitro.

Der nicht-kompetitive, selektive NMDA-Antagonist Ketamin fuhrt zu einer signifikanten
Verringerung einer SD-Amplitude, SD-Dauer und SD-Integral.

Eine kombinierte Applikation von NBQX und Ketamin fihrt ebenfals zu einer drasti-
schen Reduktion der SD.

Die 5-HT1a-Agonisten 8-OH-DPAT und BAY x 3702 bewirken konzentrationsabhangig
die Verringerung einer SD hauptsachlich Uber die Verkirzung der SD-Dauer.

Die Applikation beider 5-HT1a-Agonisten fuhrte dartiber hinaus zu einer deutlichen Di-

sinhibition der kortikalen Funktion, die sich in der hichsten getesteten Konzentration zu einer
Doppel pul sfaszilation ausweitete.
Diese Ergebnisse lassen den Schlul? zu, dal3 Antagonisten am NMDA-Glutamatrezeptor al's auch
Agonisten am 5-HT4-Serotoninrezeptor zu einer Verminderung von SD-Depolarisationen fuh-
ren und somit die Behandlung der akuten, fokalen zerebralen Ischémie verbessern kdnnen. Diese
SchluR¥folgerung soll im folgenden diskutiert werden.

4.1 Soreading depression in vitro und in vivo

Die Applikation eines Mikrotropfen konzentrierter 3 M Kaliumchloridlésung auf die Oberflache
eines neokortikalen Hirnschnitts gestattete die reproduzierbare Ausdsung einer typischen SD-
Weélle, die in ihrer Amplitude, Dauer als auch Ausbreitungsgeschwindigkeit sehr gut mit Daten
aus in vivo Experimenten anderer Arbeitsgruppen Ubereinstimmt. Frihere in vivo Experimente
bestimmten unter Kontrollbedingungen die Ausbreitungsgeschwindigkeit einer SD im Kortex
mit rund 3 - 3,8 mm/ min (Leao, 1944; Leao, 1947; Lauritzen, Hansen, 1992), die SD-Amplitude
mit 23 - 26 mV (Lauritzen, Hansen, 1992; Marrannes et al. 1988) und die SD-Dauer mit ca. 1 -
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2,8 min (Mies, Paschen, 1984; Gardner-Medwin et al. 1994; Nedergaard, Hansen, 1993) bzw.
0,36 min bei halbmaximaler Amplitude (Marrannes et a. 1988). Da die SD-Dauer, d.h. die Zeit,
nach der die DC-Negativierung vollsténdig zur Ausgangslinie zurtickgekehrt ist, nur ungenau zu
bestimmen ist, wurde auch bei den hier vorgestellten Experimenten die SD-Dauer bel halbmaxi-
maler Amplitude bestimmt. Die SD-Amplitude im Hippocampus wird - abhangig von der unter-
suchten Region - mit 20 - 40 mV und die SD-Dauer mit 35 - 90s angegeben (Herreras, Somjen,
1993). Insbesondere das Auftreten der Anderung des DC-Potentials in einem mono- oder bipha-
sischen Verlauf ist fur eine Kaliumchlorid-induzierte spreading depression typisch (Obrenovitch
et a. 1996). Im Falle des biphasischen Verlaufs, der bei den hier vorgestellten Experimenten
etwa 2/3 der SD ausmachte, wurde die frihe, schnelle Komponente bzw. spéte, langsamere
Komponente von anderen Autoren (Herreras, Somjen, 1993) als ,,Phase I“ bzw. ,,Phase 11* be-
zeichnet, wahrend in dieser Arbeit die Begriffe ,peakl (P1)* bzw. ,peak2 (P2)* verwendet wer-
den (vgl. Abb. 8). Peak 1 beschreibt dabei das erste negative Maximum der DC-Potential Nega-
tivierung, welches vom zweiten negativen Maximum (Peak 2) durch eine Phase voribergehen-
der, konvexférmiger, relativer Positivierung separiert ist. Uneinheitlich war der Verlauf, ob Peak
1 oder Peak 2 einer neokortikalen SD das negativere Maximum darstellte, wahrend bel hippo-
campalen SD Herreras & Somjen (1993) von einer grundsétzlich negativeren Phase 11 berichte-
ten. Diese Vergleiche legen nahe, daid die in dem hier vorgestellten in vitro Modell etablierte
reproduzierbare Auslésung einer SD in den Parametern Amplitude, Dauer oder Ausbreitungsge-
schwindigkeit durchaus mit SD-Depolarisationen in der gleichen Hirnregion unter in vivo Bedin-
gungen vergleichbar ist und SD-Wellen sowohl unter in vitro als auch in vivo Bedingungen einen
ahnlichen, wenn nicht identischen Verlauf offenbaren.

Die Versuchsgruppe der repetitiven, d.h. vierfachen SD, wobei jede einzelne SD im Abstand von
30 min ausgel 6st wurde, zeigte eine relative Konstanz der elektrophysiol ogischen Merkmale SD-
Amplitude, SD-Dauer und SD-Integral. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von einer repetiti-
ven SD im Hippocampus, in dem sich die SD-Dauer mit zunehmender SD-Anzahl verlangert
(siehe Abb. 1 in (Herreras, Somjen, 1993)). Dem zu Grunde liegt moglicherweise die unter-
schiedliche zellulére Konnektivitét im Hippocampus oder methodische Unterschiede, da in der
zitierten Arbeit die Kaliumionenldsung konstant tber 100 min appliziert wurde und so zur Aus-
|6sung von SD-Depolarisationen im Abstand von wenigen Minuten fihrte.

SD-é&hnliche Depolarisationen werden auch in der Umgebungszone (Penumbra) einer fokalen,
ischamischen L&sion nach experimentellem Verschlufd der A. cerebri media beobachtet (Neder-
gaard, Astrup, 1986; Back et al. 1994), jedoch ist die unter normoxischen Bedingungen SD-
assoziierte Erhdhung des zerebralen Blutflusses und Sauerstoffpartialdruckes nicht moglich - es
kommt durch SD-ahnliche Depolarisationen und assoziierten energiekonsumierenden Prozessen
im Penumbragewebe zu transienten Hypoxien (Back et al. 1994). Diese transienten, SD-
ahnlichen (,, SD-like") Depolarisationen um eine ischamischen Gewebskern (,,ischemic core®)
werden deshalb auch a's Periinfarktdepol arisationen (Hossmann, 1996) bezeichnet. Sog. ,, Periin-
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farktdepolarisationen* unterscheiden sich von , echten® SD-Wellen im intakten, normoxischen
Kortex in ihrer Dauer, die um den Faktor 2,5 (Back et al. 1996) oder ca. 4 (Back et al. 1994) auf
etwa 8 min (Nedergaard, Astrup, 1986) verlangert sein kann. Desweiteren hangt die Frequenz der
experimentellen Periinfarktdepolarisationen stark vom verwendeten Narkosemittel ab. Ein weite-
rer Unterschied zu einer genuinen SD besteht in ihrer Registrierbarkeit nach Geféfverschlul? oh-
ne zusétzliche externe Stimuli Uber mehrere Stunden. Sie sind nicht mit einer anderen Art von
kortikalen Depolarisation, der ,, pl6tzlichen anoxischen Depolarisation® gleichzusetzen, die durch
Hypoxien auch in der Randzone eines Hirninfarktes auftreten (Nedergaard, Hansen, 1993), da
diese im Gegensatz zur SD von einer Latenzzeit nach Einsetzen einer Hypoxie gekennzeichnet
sind (vgl. Abb. 1 vs. Abb. 5in Jing et a. 1993), die sich mit repetitiven Hypoxien verkurzt (Kral
et a. 1993). Dartber hinaus werden anoxische Depolarisationen nicht durch NMDA-
Antagonisten im Sinne einer Amplitudenverringerung beeinfluf3. Eine Latenzzeit kann bei einer
SD nicht beobachtet werden - die Negativierung des DC-Potentials erfolgt unmittelbar nach Ap-
plikation einer Kaliumionenldsung. In der Zentralregion einer ischdmischen L&sion oder aber
nach mehreren SD-Wellen kann eine weitere Depolarisation hinzukommen - die ,terminale De-
polarisation” (Saito et. al. 1997), eine Depolarisation, die Uberhaupt nicht mehr zur Ausgangsli-
nie neuronaler Aktivitdt zuriickkehrt, sondern in ihrer permanenten Negativierung einem Aus-
gleich elektrochemischer Gradienten um damit dem Zelltod entspricht. Dennoch wurde die Aus-
breitungsgeschwindigkeit von SD-ahnlichen (Periinfarkt)-Depolarisationen in der ischdmischen
Penumbra in vivo auch mit rund 3 mm/min bestimmt (Hasegawa et al. 1995) und ist damit im
Bereich der hier ermittelten SD-Ausbreitungsgeschwindigkeit von 3,77 £ 1,85 mm/min.

Was ist die pathophysiologische Relevanz der hier diskutierten, unterschiedlichen Formen von
(transienten) kortikalen DC-Depolarisationen? Der Zusammenbruch der lonenhoméostase wah-
rend einer SD, gekennzeichnet durch einen starken Abfall der extrazellularen Ca*-, Na'- und
Chloridionenkonzentration und Verkleinerung des Extrazellulérraums auf 50 % (Hansen, 1985),
fuhrt zwecks Wiederherstellung physiologischer lonengradienten (= Repolarisation) zu einer
Aktivierung energieabhéngiger lonenpumpen der depolarisierten Zelle, zu einem erhdhten Oy,
Glukose und ATP-Verbrauch sowie zu einem Anstieg des zerebralen Blutflusses (Kocher, 1990;
Mayevsky, Weiss, 1991). Werden jedoch MRT-gestiitzt die ionenabhangigen Wasserbewegun-
gen infolge einer Periinfarkt-SD registriert, so zeigt sich, dal3 ein Zusammenhang zwischen dem
Ausmal? der gestorten Hirndurchblutung und der Zeitdauer der Wiederherstellung der urspringli-
chen Diffusionskoeffizienten besteht: bei der gestdrten Gewebsoxygenierung und der begrenzten
Kompensationskapazitéat der bereits dilatierten Hirngeféle wird die bendtigte Riickbildungszeit
von Depolarisationen immer 1anger, je starker die Hirnperfusion gestort ist (Rother et al. 19963;
1996b). Dies lalt den Schlul? zu, dal? die Zeitdauer, die zur SD-Repolarisation bendtigt wird,
durch einen Energiemangel verlangert wird, der die Wiederherstellung eines physiologischen
Membranpotentials stért (Gido et al. 1993). Dies wird indirekt dadurch bestétigt, dal’ eine Hy-
perglykdmie die Repolarisation nach SD-Depolarisationen beschleunigt und das Auftreten von
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fatalen ,,terminalen Depolarisationen verzogert (Els et al. 1997). Dementsprechend kann die
graduelle Zunahme der Zeitdauer der kortikalen Depolarisationen - von , echten® SD-Wellen,
anoxischen Depolarisationen, SD-dhnlichen (Periinfarkt-) Depolarisation zu terminalen Depola-
risationen - as abnehmende Fahigkeit des Hirnparenchyms interpretiert werden, dem metaboli-
schen Stress einer kortikalen Depolarisation zu entsprechen. Unter ischdmischen Bedingungen
kann ein zerebraler Blutfluf3, der unterhalb einer kritischen, fir den Energiemetabolismus der
lonenhomoostase bendtigten Rate liegt, zu einem Zusammenbruch der energieabhangigen trans-
membranalen Gradienten fihren. Somit stellen in der Penumbra als ohnehin O, und Energie-
kompromitiertes Gewebe die energiekonsumierenden Prozesse zur Repolarisation von SD-
(&hnlichen)Depolarisationen einen zusétzlichen metabolischen Stress dar. SDs im Randgebiets
eines Hirninfarkt kénnen damit zu einem Umschlagen des kritischen Penumbragleichgewichts
von Aufrechterhaltung eines basalen zelluld&ren Membranpotentials und einem irreversiblen
ischamischen Zellschaden hin zu einer Hirninfarzierung beitragen (Hossmann, 1994). Deshab
korreliert die Zeitdauer und Anzahl von SD-(éhnlichen)Depolarisationen direkt mit dem Auftre-
ten aber auch mit dem Ausmal3 postischamischer Zellasionen und bestimmt den zu erwartenden
Hirnschaden nach fokaler zerebraler |schamie mit (Koroleva, Bures, 1996). Dartber hinaus indu-
zieren SD-Wellen, die sich im Kortex wahrscheinlich radiér ausbreiten, umfangreiche Verande-
rungen in Zellen, die nicht direkt von der Ischamie betroffen und auch nicht im Penumbragebiet
liegen (Dietrich et al. 1994).

Die hier vorgestellten Daten wurden unter normoxischen und unter in vitro Bedingungen gewon-
nen und unterscheiden sich demzufolge in wichtigen Faktoren von den sehr komplexen ischami-
schen in vivo Bedingungen, unter denen z.T. die anderen diskutierten Daten gewonnen wurden.
Dennoch scheint ein Vergleich von normoxischen SDs und SD-&hnlichen Depolarisationen in
der Penumbra zuldssig, da sich die untersuchten kortikalen Depolarisationen hauptsachlich in
ihrer Zeitdauer unterscheiden. Weitere, wichtige Vorteile sprechen dartiber hinaus fur die in vitro
Praparation. Um eine Substanz auf potentielle neuroprotektive Eigenschaften, die hier als eine
Verkirzung der SD-Dauer oder als Verminderung der SD-Amplitude interpretiert werden, zu
untersuchen, ist es von entscheidender Bedeutung, ein Standardmodell zu entwickeln, das fur
nachfolgende Vergleiche eine Konstanz der untersuchten Parameter unter Kontrollbedingungen
gewdhrleistet. Dies ist fir das MCA-Okklusionsmodel nicht einfach, da interferierende Faktoren
wie Korpertemperatur, Hyperglykamie, eine sehr unterschiedliche Dauer der kortikalen Depolari-
sationen, das Auftreten von spontanen SDs, bei systemischer Applikation der untersuchten Sub-
stanz noch ein Einflufd der Blut-Hirn-Schranke sowie Verénderungen des zerebralen Blutflusses
hinzukommen und eine Beurteilung von Testsubstanzen auf potentielle neuroprotektive Einflisse
erschweren. Diese Faktoren werden beim in vitro Modell mit einer konstanten Temperatur, Be-
gasung und Fluf3geschwindigkeit der aCSF-Ldsung auf Kosten des Verlustes eines Grof3teils der
Konnektivitét neuronaler und nicht-neuronaler Zellen, wie sie in der Komplexitét eines biologi-
schen in vivo System vorliegen, ausgeschaltet. Es soll betont werden, daf3 Hirnschnitte unter in
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vitro Bedingungen zwar ohne Blut aber im funktionellen Sinne dennoch nicht ischamisch sind.
Unter in vivo Bedingungen hat Blut fur das Gehirn — vereinfacht - eine Vehikelfunktion und
transportiert Glukose und Sauerstoff. Dieser Funktionen werden unter in vitro Bedingungen
(nach Sistieren der zerebralen Blutperfusion wéahrend der ca. Imindtigen Préparation) in der In-
terfacekammer von einer permanenten Carbogenbegasung und aCSF-Perfusion tGibernommen.
Die Skepsis, in vitro Prégparationen von Hirngewebe dennoch als ,, physiologisch® zu betrachten
und fur mehrere Stunden auch erhalten zu konnen, kann auf den Punkt reduziert werden, dal3 es
sich bei elektrophysiologischen in vitro Ableitungen (z.B. evozierte Potentiale) zwar nicht um
identische, aber um mit in vivo Messungen vergleichbare Ableitungen handelt (Richards, 1981).
Das hier vorgestellte Modell gestattet eine gleichférmige, reproduzierbare SD Auslésung im
neokortikalen Hirnschnitt und zeigte, dal3 sich zwei im Abstand von 30 min ausgel 6ste SDs nur
geringfugig in ihren Amplituden, Dauer und Integral unterscheiden. Somit erschien der gewahlte
Versuchsaufbau als sehr geeignet, weitere pharmakologische Untersuchungen zur potentiellen
Beeinflussung der charakterisierten quantitativen SD-Parameter durchzufihren.

4.2 Einflufd der repetitiven SD auf die synaptische Transmission

Im Gegensatz zu den gleichbleibenden elektrophysiologischen SD-Parametern war die synapti-
sche Transmission nach jeder einzelnen SD signifikant verandert. Wéhrend die Feldpoten-
tialantwort auf den ersten Stimulus nicht signifikant variierte, verursachte jede SD einen signifi-
kanten Anstieg der Feldpotentialantwort auf den zweiten Stimulus - die Doppel pulshemmung
nach mit jeder weiteren SD um ca. 10 % ab. Jede SD verursachte so eine signifikante und selek-
tive Abnahme der intrakortikalen GABAergen inhibitorischen Mechanismen, da die exzitatori-
sche Feldpotentialantwort relativ unveréndert blieb und somit die verminderte Doppel pulshem-
mung nicht von einem verminderten exzitatorischen Eingang verursacht war (Luhmann et al.
1993). Nach 3 SDswar somit die Ausgangsdoppel pulshemmung von ca. 74 % auf ca. 43 % abge-
fallen.

Die hier vorgestellten Experimente, die eine SD-induzierte selektive Supprimierung der intrinsi-
schen inhibitorischen GABAergen Funktion zeigten, unterstiitzen auch das Konzept der selekti-
ven Vulnerabilitét des neokortikalen inhibitorischen Systems (Rosen, Morris, 1993). Auch Ex-
perimente mit der z.T. SD-ahnlichen anoxischen Depolarisation belegen die besondere Sensiti-
vitédt des neokortikalen inhibitorischen Systems (Luhmann, Heinemann, 1992). Des weiteren
wurde auch in hippocampalen Hirnschnitten nach SD-Depolarisationen eine ausgepragte neuro-
nale Hyperexzitabilitdt beobachtet, die zu Burstentladungen, d.h. rasch aufeinanderfolgenden
Aktionspotentialen von Neuronen fuhrte (Kawasaki et al. 1988). Fur eine schllssige Erklarung
der Daten wéren zusétzliche intrazelluldre Messungen notwendig, aber es scheint sehr wahr-
scheinlich, daf’ der unterdriickten GABAergen Funktion nach repetitiver SD pr& oder post-
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synaptische funktionelle Stérungen auf zellulérer Ebene zu Grunde zu liegen. Méglicherweise
werden durch repetitive SDs prasynaptisch die GABA-Synthese oder aber die vesikuldre GABA-
Freisetzung beeintréchtigt. Postsynaptisch kann die Sensitivitét von GABA-Rezeptoren oder die
Funktion des GABA-Rezeptor-assoziierten lonenkanals gestort sein. Ob sich die unterdriickte
GABAerge Funktion nach einer langeren Zeitraum wieder auf Ausgangsniveau erholt oder es
sich um eine irreversible Schadigung handelt, kann nicht eingeschétzt werden, da sich die Mes-
sungen an einem Hirnschnitt Gber einen Zeitraum von 1,5 Stunden erstreckten. Unabhangig von
der exakten Lokalisation der gestorten Funktion inhibitorischer GABAerger Kontrollmechanis-
men ist der beobachtete Abfall der inhibitorischen Effizienz ausreichend, dal3 die SD-induzierte
Disinhibition auch unter normoxischen Bedingungen zu einer kortikalen Dysfunktion beitrégt.
Frihere in vitro Studien haben gezeigt, dal’ bereits eine um 10 - 20 % verminderte Effizienz der
inhibitorischen synaptischen Transmission zur Generierung pathophysiologischer synchronisier-
ten neuronaler Aktivitat beitragt (Chagnac-Amitai, Connors, 1989). Auch in vivo wurden nach
photothrombotischen Infarkt el ektrophysiologische Verénderungen im Sinne einer gestérten neu-
ronalen Inhibition beschrieben, die in kortikalen Regionen 5 mm vom urspriinglich infarzierten
Gebiet entfernt auftraten (Domann et al. 1993) und moglicherweise auch Folge der Ausbreitung
von SD-Depolarisationen in priméar nicht infarziertes Hirngewebe ist.

Obwohl SD-Depolarisationen unter normoxischen Bedingungen keine morphol ogischen Schaden
verursachen (Nedergaard, Hansen, 1988) und von anderen Autoren als ,, pathologisches Ereignis
ohne Pathologie” (Siesjd, Bengtsson, 1989) bezeichnet wurden, konnte mit verfeinerten mole-
kularbiologischen Techniken gezeigt werden, dal3 SD-Episoden auch unter ausreichender Ener-
gie- und Sauerstoffversorgung durchweg tiefgreifende zellulare Verdnderungen verursachen: es
kommt NMDA-Rezeptor und Phospholipase A, abhéngig zu einer veranderten neuronaen
Genexpression und die Bildung neuer Proteine, die unter physiologischen Bedingungen nicht
nachweisbar sind, wie z.B. der induzierbaren Cyclooxygenase Il (COX 11), einem Schltisselen-
zym der Prostaglandinbiosynthese und Entziindungsreaktion (Miettinen et al. 1997). Die neuen
Genprodukte kénnten zu einer neuronalen Dysfunktion beitragen und die Empfindlichkeit fur
ischamische Folgeschaden erhthen. Méglicherweise stellt eine SD-induzierte neuronale COX-I|
Expression auch eine Verbindung zur von anderen Autoren beobachtete SD-induzierten Aktivie-
rung von Mikroglia (Gehrmann et al. 1993) und Astrozyten (Kraig et al. 1991) dar, die insgesamt
die Beteiligung von SD-Wellen an einer Entziindungsreaktion nahelegen. Weitergehende Unter-
suchungen, ob SDs an einer verstérkten Produktion von IL-1 oder TNF-a beteiligt sind, sind bis-
her noch nicht beschrieben worden. Eine SD-induzierte gesteigerte Zellexzitation kann weiterhin
Trigger fur genetische Verénderungen wie die Induktion von immediate early genes oder neuro-
trophen Wachstumsfaktoren darstellen, wie sie auch nach kindling-induzierten Krampfanfallen
(Saffen et al. 1988) oder generell im postischamischen Hirnparenchym auftreten und teillweise als
Transkriptionsfaktoren fir weitere Gene wirken Diese Beobachtungen anderer Autoren und die
hier vorgestellten Untersuchungen legen nahe, das SD-Wellen auch im intakten Kortex einen
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»Zelluldren Stress’ darstellen, der z.B. Uber verénderte zelluldre Syntheseleistungen zu einer
(transienten) funktionellen Stérung von Neuronen beitragen kann. Dennoch unterscheidet sich
sicher das Ausmal3 einer pathogenetischen Rolle von SDs unter normoxischen und hypoxisch-
ischamischen Bedingungen, da SD-Episoden stark energieverbrauchende Prozesse darstellen, so
dal3 ein schadigender Einflufd von rekurrenten SDs unter Bedingungen einer gestorten Energie -
und Sauerstoffversorgung entscheidend verstarkt ist.

Die hier in vitro gefundene SD-induzierte Unterdriickung der GABAergen Inhibition und SD-
generierte zellulare Hyperexzitabilitdt kann eine pathophysiologische Relevanz bei verschiede-
nen Konditionen entfalten. Da Migranepatienten mit Aurasymptomatik eine geringere Exzitati-
onsschwelle des okzipitalen Kortex fur visuelle Phdnomene aufweisen (Aurora et al. 1998),
konnte unter normoxischen Bedingungen die SD-induzierte Disinhibition kortikaler Neurone zur
Generierung oder Ausbreitung der Aurasymptomatik beitragen. Allerdings bedarf dies einer Be-
stétigung der Einzelbefunde (Mayevsky et a. 1996) zur tatséchlichen Existenz SD-ahnlicher Er-
eignisse beim Menschen. Sollte dies mit verbesserten optischen Methoden mdglich sein, sind
SD-Depolarisationen und eine ,, spreading oligemia‘ zusammen mit einer SD-induzierten neuro-
nalen Hyperexzitabilitdt ein pathophysiologischer Erklarungsansatz zur Migréane (Olesen et al.
1981; Lauritzen, 1994; Welch, 1997). Interessanterweise haben andere Autoren gezeigt, dal3 Mi-
graneanfélle zu einem hoheren Risiko fir ischémische, aber nicht fir hamorrhagische Schlagan-
falle pradisponieren. Insbesondere pramenopausale Frauen entwickeln einen Schlaganfall in bis
zu 40 % direkt aus einer Migraneattacke - der migréntse Schlaganfall (Chang et al. 1999).
Vorallem die klassische Migrane (mit Aura) ist mit einem erhdhten Schlaganfallrisiko verbunden
(Carolei et a. 1996). Moglicherweise kann die hier gezeigte SD-induzierte neuronale Hyperex-
zitabilitdt zusammen mit personlichen Risikofaktoren zu einer erhéhten kortikalen Sensibilitét
gegeniber einer Perfusionsreduktion pradisponieren, wie sie nach einer SD auf 75 % des rCBF
as , spreading oligemia* fur ca. 1 Stunde auftritt (Olesen et al. 1981; Lauritzen et al. 1982) und
so zu einem fokalen neurologischen Defizit beitragen.

Unter hypoxisch-ischamischen Bedingungen konnte die beobachtete SD-induzierte neuronale
Disinhibition ein weiterer Faktor sein, mit denen SD-Depolarisation zu irreversiblen zelluldren
Schaden beitragen, da neuronale Ubererregbarkeit beispielsweise tiber eine Kalziumiiberladung
der Zelle ein weiteres Glied in der Schadigungskaskade Ischdmie-induzierter Zelltoxizitat ist
(Meyer, 1989). Darlber hinaus kann im ischdmischen Hirnparenchym die SD-induzierte korti-
kale Hyperexzitabilitét andere kortikale Depolarisationen in der Penumbra wie die anoxische
Depolarisation bahnen, da einer Inaktivierung des inhibitorischen Systems und gesteigerten Ex-
zitabilitéat sowie erhohten neuronalen Spontanaktivitdt eine wichtige Rolle in der Einleitung der
anoxischen Depolarisation zugeschrieben wird (Aitken et al. 1991; Rosen, Morris, 1993).
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4.3 Rolle des AMPA-Glutamatrezeptors

Die Blockade des AMPA-Glutamatrezeptors mittels 30mindtiger Badapplikation des selektiven
AMPA-Rezeptorantagonisten NBQX zeigte keine signifikante Wirkung auf die SD-Amplitude,
SD-Dauer oder SD-Integral, wenn die SD unter in vitro Bedingungen im neokortikalen Hirn-
schnitt mittels KCl ausgelst wurde. Diese Ergebnisse kdnnen mit einer eher untergeordneten
Funktion von isolierten lonenstromen tber den AMPA-Rezeptor fur die Initiierung und Aus-
breitung der SD unter in vitro Bedingungen interpretiert werden und sind eine weiterer Beitrag
zur eher kontroversen Diskussion (siehe Ubersichtsartikel Luhmann, 1996) uber die potentielle
neuroprotektive Rolle einer AMPA-Rezeptorblockade. Auch in anderen Studien hatte eine Ap-
plikation von NBQX keinen Einflul3 auf die Ausbreitung der SD im nicht-ischdmischen Kortex
oder in der Retina (Lauritzen, Hansen, 1992; Nellgard, Wieloch, 1992; Sheardown, 1993). In
einer Linie mit diesen Ergebnissen sind Befunde, dal3 sich die SD-induzierte c-fos Expression
(Christensen et al. 1993) als auch COX-Il (Miettinen et al. 1997) Expression nach fokaler zere-
braler Ischdmie durch NBQX nicht beeinflussen 183t. Dies widerspricht jedoch nicht prinzipiell
einer potentiellen neuroprotektiven Wirksamkeit des kompetitiven AMPA- Antagonisten auf die
Infarktgrof3e unter hypoxisch-ischdmischen Bedingungen in vivo (Buchan et al. 1991), da eine
unspezifische Verminderung des ischamischen Schadens sekundér tber eine verminderten Nat-
Einstrom am blockierten AMPA-Rezeptor, verminderter Zellschwellung und verringerter Kom-
presson umgebender Kollateralgeféle oder postsynaptisch blockierter exzitatorischer synapti-
scher Transmission vermittelt werden kann. Ob dies jedoch tatséchlich Uber eine NBQX vermit-
telte Blockierung von SD-&hnlichen transienten DC-Depolarisationen erfolgt, bedarf weiterer
Bestétigungen eines Einzelberichtes (Mies et al. 1994), da auch in anderen Untersuchungen die
Blockade von nicht-NMDA-Rezeptoren mit NBQX weder die Latenzzeit noch das Auftreten
generell der zum Teil &hnlichen anoxischen Depolarisation beeinflufdte (Lauritzen, Hansen,
1992). Mdglicherweise ist dies jedoch Ausdruck dessen, dafld sich KCl-induzierte normoxische
SD-Wellen in vitro von den zeitlich verlangerten hypoxisch-ischdmischen DC-Depolarisationen
(Periinfarktdepolarisationen) in vivo, die ohne externe Stimuli nach MCA-Okklusion auftreten,
beispielsweise in ihrer Glutamatrezeptorsensitivitét wahrend einer gestorten Energie- und Sauer-
stoffversorgung unterscheiden. Unter hypoxisch-ischdmischen Bedingungen und limitierter
Energiezufuhr kdnnen die verléngerten DC-Depolarisationen mdglicherweise mehr Glutamat aus
der Depolarisation présynaptischer Terminalen freisstzen und zu ener NMDA-
Rezeptordesensitizierung beitragen (Clark et a. 1990). Dartiber hinaus kénnte eine milde Isché
mie-induzierte Azidose der Penumbra (Obrenovitch, 1995) den pH-sensitiven NMDA-Rezeptor
in seiner Aktivitéat herunterregulieren (Giffard et al. 1990), so dal3 mdglicherweise unter diesen
Bedingungen von Azidose, Hypoxie und limitierter Energiezufuhr Zelldepolarisationen durch
den AMPA-Rezeptor vermittelten Kationeneinstrom eine grof3ere Bedeutung und ebenfalls kriti-
sche, neurotoxische Rolle zukommit.
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Zur Klarung dieser Frage waren weiterfiihrenden Messungen zur Wirksamkeit von AMPA- An-
tagonisten auf die KCl-induzierte SD unter hypoxischen Bedingungen nétig.

Die ebenfals nach der NBQX-Applikation zu erwartenden stark verringerten extrazellularen
Feldpotentialantworten supragranulérer Neurone der Schicht [1/111 sind Ausdruck der fast voll-
sténdig postsynaptisch blockierten schnellen synaptischen Transmission (Sutor, Luhmann, 1995)
durch die Wirkung des AMPA-Rezeptor Antagonisten NBQX, da das EPSP der postsynaptischen
Zelle durch eine prasynaptische Glutamat- oder Aspartatfreisetzung (Hwa, Avoli, 1992) in den
synaptischen Spalt und nachfolgenden Diffusion dieser exzitatorischen Neurotransmitter haupt-
sachlich an den AMPA-Rezeptor an der postsynaptischen Membran ausgelost wird. Unter
NBQX Blockade ist die Agonist-Rezeptor Wechselwirkung von Glutamat oder Aspartat mit dem
AMPA-Rezeptor nicht mehr moglich - die Depolarisation der postsynaptischen Zelle bleibt aus.

4.4 Zur Funktion des NMDA- Glutamatrezeptors

In der Versuchsgruppe der Applikation des nicht-kompetitiven NMDA-Antagonisten Ketamin
gefundene Amplitudenreduktion der ersten SD-Komponente und vollige Auslésung der zweiten
SD-Komponente bei deutlicher Verringerung der SD-Dauer befindet sich in Ubereinstimmung
mit zahlreichen anderen Untersuchungen im intakten Kortex, in denen NMDA-Antagonisten wie
Ketamin, PCP, MK-801 verwendet und eine Blockade oder Reduktion der SD-Amplitude und
SD-Dauer sowie Erhdhung der Schwelle zur SD-Auslésung beschrieben wurde (Hernandez-
Caceres et al. 1987; Gorelova et a. 1987; Marrannes et al. 1988; Nellgard, Wieloch, 1992;
McLachlan, 1992). Insbesondere die verdnderte SD-Form unter Administration eines NMDA-
Antagonisten wurde auch von anderen Autoren beschrieben. Herreras und Somjen berichteten
(Herreras, Somjen, 1993), dal3 nach Applikation des NMDA-Antagonisten CPP sich SD-Dauer
im Hippocampus voralem Uber eine Ausldschen der ,,Phase I1* (hier SD-Komponente [peak] 2)
deutlich verkirzte. Dieser Effekt konnte auch in den hier diskutierten Experimenten festgestellt
werden. Die hier dargestellte in vitro Wirksamkeit des NMDA-Antagonisten Ketamin decken
sich auch mit Berichten, dal3 der NMDA-Antagonist MK-801 unter in vivo Bedingungen SD-
ahnliche Periinfarktdepolarisationen in der Penumbrazone nach fokaler zerebraler Ischamie un-
terdriickt oder verkirzt (Gill et al. 1992; lijima et a. 1992) und unterstreichen die Zulassigkeit,
dal3 hier vorgestellte in vitro Modell der SD-Ausldsung mit in vivo Befunden zu vergleichen. Die
hier diskutierten Daten legen eine herausragende Rolle des NMDA-Rezeptors, moglicherweise
speziell des Kaziumioneneinstroms Uber diesen Rezeptor, fur die SD nahe. Vorallem die Per-
meabilitét fur Kaziumionen unterscheidet die ionotropen AMPA- und NMDA-
Glutamatrezeptoren. Da es wahrend einer SD zu einer starken Abnahme der extrazelluldren Kal-
ziumkonzentration kommt (Hablitz, Heinemann, 1989), ein signifikanter Anteil der Kalziumio-
nen in die Zelle wahrend einer SD nicht Uber spannungsaktivierte Kalziumkanéle flief3t (Jing et
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al. 1993), ist es sehr wahrscheinlich, dald ein Grofiteil der SD-assoziierten [Ca2*];-Erhohung tber
den fur Kalziumionen hochpermeablen NMDA-Rezeptor zustande kommt. Insbesondere die
vollstéandig blockierte langsamere zweite SD-Komponente (peak2) scheint ausgesprochen sensi-
tiv auf eine NMDA-Rezeptoraktivierung angewiesen zu sein, wahrend an der ersten schnelleren
SD-Komponente (peakl) aufgrund der nur partiellen Reduktion auch andere Rezeptorsysteme
oder lonenkandle beteiligt sein kdnnen. Durch den verhéd tnisméfdig langsamen Zeitverlauf einer
SD kénnen nur Rezeptorsysteme mit einer geringen Desensitisierungskinetik daran beteiligt sein.
Der auch unter NMDA-Rezeptorblockade nicht vollstandig verhinderte depolarisationsbedingte
Einstrom von Na*-, Cl'- und osmotisch gebundenem Wasser a3t die Neurone schwellen und
bewirkt Uber die Zelldehnung zusétzliche Membranlecks fur den Eintritt von Ca2*- lonen sowie
eine Aktivierung von dehnungssensitiven Kalziumkanden (Sackin, 1995). Die so erhohte
[C&a2'] ; kann zu einer weiteren Aktivierung von Kalzium-abhéangigen, unspezifischen Kationen-
kandlen flhren (Partridge, Swandulla, 1988).

Die hier dargestellte Verkirzung des SD-Amplitude und SD-Dauer hat aus verschiedener Sicht
pathophysiologische Relevanz. Da die Anzahl der kortikalen DC-Depolarisationen direkt mit
dem finalen Infarktvolumen korreliert (Mies et a. 1993), wird einer Verkirzung der SD-Dauer
und SD-Amplitude ein neuroprotektiver Effekt zugeschrieben, da sich die Neurone kirzer in
einem depolarisierten Zustand befinden, weniger Kationen in die Zelle strémen, eine Kompressi-
on umgebender Kollateralgefal3e durch geschwollene Zellsomata weniger und der benétigte
Energieaufwand nach einer SD (Mies, Paschen, 1984) fir energieabhangige lonenpumpen, die
die Zelle repolarisieren, reduziert wird. In der Folge wird das Mif3verhaltnis von erhdhtem Ener-
giebedarf in der Penumbra bei eingeschrankter Perfusion und Sauerstoffversorgung geringer und
der Anteil von viablem Gewebe an der urspriinglichen Penumbrazone grof3er. Parallel dazu wer-
den SD-induzierte genetische Verdnderungen wie die Induktion von c-fos oder der COX-Il unter
NM DA -Rezeptorblockade verhindert (Miettinen et al. 1997). Dennoch ist der klinische Nutzen
von NMDA-Antagonisten fur die Indikation der akuten zerebralen Ischémie limitiert. Bei klini-
schen Versuchen zeigte die therapeutische Anwendung bisher verfligbarer nicht-kompetitiver al's
auch kompetitiver NMDA-Glutamatantagonisten wie Ketamin oder Selfotel durch ihre Interfe-
renz mit physiologischen Funktionen des Neurotransmitters Glutamat verschiedene kardiovas-
kulére als auch psychomimetische Nebenwirkungen, da Hypo- oder Hypertonien als auch Psy-
chosen ausgelést wurden (Muir, Lees, 1995; Davis et a. 1997). Unter dieser Nutzen-
/Risikoabwagung ist eine breite klinische Anwendung von gegenwartig zur Verfligung stehenden
Vertretern dieser Substanzgruppe nicht moglich.

Durch die Applikation des NMDA-Glutamatrezeptorantagonisten wurden die extrazellularen
Feldpotentialantworten auf den ersten Stimulus leicht, die auf den zweiten Stimulus signifikant
erhoht. Diesist durch die bekannten Innervationsmuster des Neokortex erklarbar. Pyramidenzel -
len der Schicht [l/IIl sind zur Generierung ihres EPSP partiell von einer NMDA-
Rezeptoraktivierung abhéngig (Sutor, Luhmann, 1995). Unter NM DA -Rezeptorblockade ist des-
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halb die FP1 Antwort geringfugig vermindert. Die zuvor gezeigte bereits durch eine SD ausl0s-
bare signifikante Abnahme der intrakortikalen GABAergen Effizienz wurde durch den NMDA.-
Antagonisten nicht verhindert und weist auch auf eine pré oder postsynaptische Dysfunktion der
GABAergen synaptischen Transmission hin.

Die kombinierte Applikation des AMPA-Rezeptorantagonisten NBQX und des NMDA-
Rezeptorantagonisten Ketamin verursachte auch die erwartete Blockierung der synaptischen
Transmission, so dal3 aul3er Reizartefakten keine extrazelluldren Feldpotential antworten ausl 0s-
bar waren. Interessanterweise war hier das Ausmal? der SD-Reduktion unter gleichzeitiger Blok-
kierung der ionotropen NMDA- und AMPA-Glutamatrezeptoren beim SD-Integral stérker (p <
0,05) als die SD-Verringerung unter alleiniger NMDA-Rezeptorblockade mit Ketamin. Dieser
additive oder synergistische Effekt beider Substanzen ist unter Berticksichtigung der zuvor ge-
zeigten Wirkungslosigkeit einer alleinigen NBQX-Applikation nur unbefriedigend zu erklaren.
Es kann spekuliert werden, dal3 sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter AMPA-
Rezeptor Blockade die SD hauptsachlich durch einen Na'- und Ca?*- Einstrom am hochpermea-
blen Kationenkanal des NMDA-Rezeptorkomplexes zustande kommt, unter NM DA -Rezeptor-
blockade eine SD durch den verringerten Kalziumeinstrom wesentlich kleiner ausféllt, aber eine
verkleinerte SD immer noch Uber den Kalziumioneneinstrom an dehnungssensitiven Kalziumka-
ndlen und Kalzium-abhangigen unspezifischen Kationenkanden getriggert wird. Unter NMDA.-
und AMPA-Rezeptorblockade wird auf der einen Seite der Kationeneinstrom am NMDA-
Rezeptor blockiert, zum anderen wird die Zellschwellung durch den verhinderten loneneinstrom
am AMPA-Rezeptor zusétzlich deutlich verkleinert. In der Folge werden dehnungssensitive Kal-
ziumkandlen und Kalzium-abhéngige, unspezifische Kationenkandle weniger aktiviert, die SD
wird noch einmal deutlich kleiner als bei alleiniger NMDA-Rezeptorblockade mit Ketamin. Zur
Bestétigung dieser Hypothese wéren jedoch detaillierte Messungen der extrazelluléren und intra-
zelluldren Kalziumionenkonzentration unter sequenzieller Glutamatrezeptorblockade am glei-
chen SD-Modell notwendig.

4.5 Rolle des 5-HT1a-Serotoninrezeptors

Ein neuer neuroprotektiver Ansatz scheint seit Anfang der neunziger Jahre die Aktivierung des
5-HTa-Serotoninrezeptors mit immer selektiveren Agonisten zu sein. Ipsapiron und BAY R
1531 zeigten als Wirkstoffe mit relativer Selektivitét fur den 5-HT14-Rezeptor einen Schutz von
hippocampalen Zellen der CA1 Region nach Induktion einer globalen Ischamie (Bode-Greuel et
al. 1990). Welitere 5-HT1a-Agonisten erwiesen sich in der Ratte nach fokaler zerebraler Ischamie
als neuroprotektiv (Bielenberg, Burkhardt, 1990). Schliefdlich wurde gezeigt, dal? die Applikati-
on verschiedener 5-HT4-Agonisten die finale Infarktgrof3e nach Verschlul® der A. cerebri media
verringern kann (Prehn et a. 1991). Die hier an einem in vitro Modell der SD-Ausl6sung unter-
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suchten selektiven 5-HTi1a-Agonisten 8-OH-DPAT und BAY x 3702 zeigten Wirkungen, die
potentielle neuroprotektive Effekte von 5-HTia-Agonisten besser erkléren konnen. Sowohl 8-
OH-DPAT asauch BAY x 3702 bewirkten eine in den verschiedenen Konzentrationen 1 uM, 10
MM und 100 uM eine zunehmende Verkirzung der SD-Dauer auf ca. 52 % bzw. 68 % in einer
jeweiligen Konzentration von 100 uM. Im Gegensatz zur Ketaminapplikation waren beide SD-
Komponenten unterscheidbar, was indirekt auch fir eine Abhangigkeit der langsameren zweiten
SD-Komponente von einer relativ erhaltenen NMDA-Rezeptoraktivierung spricht, die unter Ke-
tamingabe blockiert war. Die konzentrationsabhangige Reduktion der SD-Dauer durch zwei ver-
schieden 5-HTia-Agonisten kann durch die Konsequenzen der selektiven 5-HTia-
Rezeptoraktivierung erklart werden. Der 5-HT14-Rezeptor ist ein G-Protein gekoppelter Serpen-
tinrezeptor, dessen Aktivierung durch Agonisten an der postsynaptischen Membran zu einer Ak-
tivierung von membranstandigen K*-Kanalen fiihrt (Andrade et al. 1986). Der lber die zuneh-
mende K™-Leitfahigkeit bewirkte K*-Ausstrom bewirkt eine Hyperpolarisation der Zellmembran.
Da die Aktivierung des NMDA-Rezeptor von einer depolarisationsbedingten Aufhebung des
spannungsabhangigen Mg2*- Blocks abhéangig ist, ist im hyperpolarisierten Membranzustand die
Wahrscheinlichkeit einer NMDA-Rezeptor Aktivierung geringer oder es werden weniger
NMDA-Rezeptoren aktiviert. Unter Berticksichtigung der Bedeutung des NM DA -Rezeptors fir
die Initiierung und Ausbreitung einer SD ist folglich der Kationeneinstrom Uber diesen Rezeptor
geringer, die Zeit zur Repolarisation wird kirzer, die SD-Dauer wird kleiner. Desweiteren ver-
ringert sich der Kationeneinstrom in die Zelle tber die mit der Membranhyperpolarisierung ver-
bundene Herabsetzung des Eingangswiderstand (Araneda, Andrade, 1991) und der verringerten
Aktivierung spannungsabhangiger Ca*- und Na'- Kanale (Segal, 1990). Die Summe dieser Wir-
kungen verringert den Einstrom von Kalzium und anderer Kationen in die Zelle und verkirzt die
SD.

In der vorliegenden Arbeit konnte anhand der Feldpotentiale weiterhin gezeigt werden, dai die
Aktivierung des 5-HT1a-Rezeptors zu einer deutlichen Disinhibition supragranulérer Neurone
fahrt. In allen Konzentrationen beider 5-HT14-Agonisten kam es zu einer signifikanten Redukti-
on der Doppelpulshemmung. Die verminderte exzitatorische als auch inhibitorische synaptische
Transmission spiegelt bei beiden Substanzen beispielsweise in der Konzentration von 100 uM
anhand der signifikant verminderten Feldpotentialantwort auf den ersten Stimulus (FP1) sowie
der signifikant erhohten Feldpotentialantwort auf den zweiten Stimulus (FP2) wider. Sie kann
mit einem verminderten exzitatorischen Input (Tanaka, North, 1993) durch die zusétzliche
prasynaptische Wirkung der 5-HT1a-Agonisten erklart werden, die zu einer verminderten Erre-
gung hemmenden , feed-forward” -Interneurone fuhrt (Segal, 1990). An Neuronen des Ncl. abdu-
cens konnte gezeigt werden, dal3 die glutamaterge Erregung von Neuronen Uber eine Serotonin-
wirkung am 5-HT1a-Rezeptor gehemmt werden kann (Kishimoto et al. 1994). Spatere Experi-
mente zeigten, dal3 5-HT1a-Agonisten die exzitatorische synaptische Transmission durch eine
Verminderung der postsynaptischen AMPA- und NMDA-Glutamatrezeptor vermittelten EPSPs
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verringern (Schmitz et al. 1995a). Ursache dieser verringerten glutamatergen Neurotransmission
ist wahrscheinlich die hyperpolarisierende Wirkung der 5-HTia-Rezeptoraktivierung an der
prasynaptischen Membran glutamaterger Synapsen (Schmitz et al. 1995b). Die dadurch verrin-
gerte Aktivierung présynaptischer spannungsabhangiger Kalziumkanéle fuhrt Gber einen vermin-
derten Kalziumeinstrom zu einer geringeren exozytotischen Freisetzung von Glutamatvesikeln.
Da die Erregung von Pyramidenzellen der neokortikalen Schicht 11/111 al's auch die Erregung von
intrinsischen hemmenden GABAergen Interneuronen einer glutamatergen Aktivierung ihrer
AMPA-Rezeptoren bedarf (Sutor, Luhmann, 1995), fihrt eine verminderte présynaptische
Glutamatfreisetzung zu einer verringerten Erregung von Pyramidenzellen als auch von inhibitori-
schen Interneuronen. Die unter Applikation von 5-HT14-Agonisten zu registrierende Disinhibiti-
on extrazellulldrer Feldpotentialantworten ist Ausdruck der verminderten exzitatorischen synap-
tischen Funktion bel gleichzeitig verringerter Effizienz der GABAergen Kontrolle.

Daneben kann eine verminderte Glutamatfreisetzung durch 5-HTia-Agonisten Uber eine verrin-
gerte postsynaptische NMDA-Rezeptoraktivierung SD-Episoden zusétzlich zu anderen anti-
exzitotoxischen Effekten verringern und so neuronale Schéden mildern (Choi, 1992).
Paradoxerweise konnte bei beiden 5-HT14-Agonisten in der Konzentration von 1 uM eine mar-
ginale aber dennoch signifikante Amplitudenerhéhung jeweils einer SD-Komponente festgestellt
werden. Wie anhand der Feldpotentialantworten erkennbar ist, Uberwiegt in dieser kleinsten un-
tersuchten Wirkstoffkonzentration die Inaktivierung des GABAergen Systems, da sich nur die
Feldpotentialantwort auf den zweiten Stimulus signifikant erhoht (Segal, 1990). Erst bei 100 pM
tritt bei beiden Substanzen auch eine signifikante Verringerung der exzitatorischen synaptischen
Transmission ein, so daf3 sich in dieser Wirkstoffkonzentration auch die Feldpotentialantwort auf
den ersten Stimulus verringert. Moglicherweise fuhrt die Hemmung GABAerger Interneurone
(Schmitz et al. 1995c¢) in der kleinsten Konzentration des 5-HT1a-Agonisten zu einer gesteigerten
Exzitabilitdt nachgeschalteter Pyramidenzellen tber den verringerten inhibitorischen Input. Wéh-
rend einer SD ware es moglich, dal? sich diese Zellen starker depolarisieren, als unter Kontroll-
bedingungen. Mit zunehmender Wirkstoffkonzentration kommt es auch zu einer Inaktivierung
der direkten exzitatorischen synaptischen Transmission und zu einem Uberwiegen der Mem-
branhyperpolarisation an der Mehrzahl der Neurone und der beobachteten Verkirzung der SD-
Dauer.

Im Hinblick auf die Pathophysiologie der Migrane kann postuliert werden, dal3 eine Verkirzung
der SD-Dauer durch 5-HT1a-Agonisten zu einer geringeren Aktivierung von Neuronen der pon-
tinen Hirnnervenkerne des N. trigeminus fuhrt (Moskowitz et al. 1993) und so moglicherweise
eine im Hirnstamm generierte migrantse neuronale Dysfunktion und vasale Dysregulation ab-
schwécht oder verkirzt.

Unter hypoxisch-ischdmischen Bedingungen konnte die Reduktion der Dauer von SD-Episoden
mit 5-HT1a-Agonisten ein attraktiver neuer neuroprotektiver Ansatz darstellen, da moglicherwei-
se zeitlich kirzere SD-Wellen vor dem Hintergrund der begrenzten Energieversorgung der
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Penumbra einen weniger energieverbrauchenden Prozel3 darstellen und zusétzlich mit einer ge-
ringeren Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter verbunden sein konnten. Andererseits,
unter Berticksichtigung der dargestellten deutlichen Disinhibition kortikaler Neurone nach der
Applikation von 5-HT1a-Agonisten, mul3 sich in klinischen Versuchen noch zeigen, inwieweit
die konzentrationsabhangige starke Wechselwirkung des serotonergen Systems mit der glutama-
tergen Neurotransmission zu unerwinschten Wirkungen fuhrt, da physiologische Funktionen wie
das Lernen durch 5-HT1a-Agonisten beeintrachtigt werden (Winsauer et al. 1999).

4.6 Zum Ausbreitungsmechanismus der spreading depression

Die durchgefiihrten Untersuchungen gestatten es auch, verschiedene Theorien zur Auslésung und
Ausbreitung der SD (,,Kalium-Theorie" (Grafstein, 1956), , Glutamat-Theorie* (van Harreveld,
1959), ,gap junctions-Theorie“ (Nedergaard et al. 1995) zu diskutieren. Unter Berlicksichtigung
der gezeigten Bedeutung des NMDA-Rezeptors fur die SD lassen sich verschiedene bekannte
Methoden der SD-Ausl6sung mit einer NMDA-Rezeptoraktivierung in Verbindung bringen: eine
(1) verminderte extrazellulére Mg?*-Konzentration konnte durch eine konzentrationsabhéngige
Diffusion den Mg*-Block des NMDA-Rezeptor entfernen und nachfolgend den NMDA-
Rezeptor aktivieren, (2) eine mechanische Stimulation kdnnte Uber eine transiente traumatische
Entfernung des Mg?*-Blocks den NMDA-Rezeptor aktivieren (Zhang et al. 1996), (3) eine extra-
zellulére K+-Applikation fuhrt Gber eine Membrandepolarisation zur Entfernung des spannungs-
abhangigen Mg**-Block an NMDA-Rezeptor und nachfolgenden SD-Induktion, (4) die Appli-
kation von 4-Aminopyridin (4-AP) kann eine SD ausldsen, da 4-AP einen Tell der spannungs-
sensitiven K*-Kanale blockiert und ber die relative Positivierung des Ruhemembranpotentials
bei ca-50 - -40 mV zur Entfernung des spannungsabhangigen Mg?*- Block am NMDA-Rezeptor
fuhrt und schliefdlich (5) unter ischamisch-hypoxisch Bedingungen kommt es ohne weitere exter-
ne Stimuli durch die Lyse nekrotischer Zellen zur Freisetzung intrazelluléaren Kaliums und infol-
ge Diffusion zur beschriebenen wellenférmige Erhéhungen des extrazelluldren Kaliums (Bran-
ston et a. 1977), die auch tber Membrandepolarisationen den NMDA-Rezeptor aktivieren. Allen
Triggermechanismen ist gemeinsam, dad es wahrscheinlich nach der NMDA-
Rezeptoraktivierung zu dem bekannten massiven Na'-, Ca?*-, CI™- und Wassereinstrom und ei-
nem zusitzlichen K* -Ausstrom gema dem elektrochemischen Gradienten kommt. Diese Hy-
pothese fugt sich in Beobachtungen ein, dal? erst nach dem beginnenden Anstieg der [K+], und
beginnender DC-Potentialnegativierung ein Abfall der [Ca*], messbar ist (Kraig, Nicholson,
1978). Elektrische Ausgleichsstréme Uber gedffnete gap junctions (Nedergaard et al. 1995) kop-
peln und synchronisieren Neurone in der Ausbreitung dieser elektrischen Aktivitét, wahrend
Gliazellen durch die erhohte [K+], passiv depolarisiert werden. Die elektrische , depression” einer
Zelle kommt durch energieabhangige Repolarisation zum Ende, die rdumliche Ausbreitung
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(,Spread”) kann gestoppt werden, wenn strukturelle Unterbrechungen der Zellverbindungen vor-
liegen (Koroleva, Bures, 1996) oder Gliazellen extrazelluléare Kaliumionen abpumpen. Dartber
hinaus konnte die ephatische Transmission bel geschwollenen Zellen (Traub et al. 1985), die
Aktivierung dehnungssensitiver Kandle und die Aktivierung spannungsabhéngiger Kalziumka-
néle wahrend einer SD zur Ausbreitung und Synchronisierung von Zellaktivitét beitragen. Dem-
nach wére die extrazelluléar mef3bare erhohte Glutamatkonzentration nur ein Epiphdnomen der
sich ausbreitenden SD (Obrenovitch et al. 1996), aber kein essentieller kausaler Faktor der SD-
Ausltsung. Moglicherweise breitet sich die SD nicht auf Grund einer erhthten extrazelluléren
Glutamatkonzentration oder einfachen Umkehr des Glutamattransporters aus, sondern Glutamat
wird nur depolarisationsbedingt infolge der erhéhten [K+], aus présynaptischen glutamatergen
Terminalen freigesetzt (Obrenovitch, 1995; Obrenovitch, Zilkha, 1995). Dennoch fordert freige-
setztes Glutamat durch nachfolgende Depolarisation postsynaptischer ionotroper Glutamatre-
zeptoren die SD-Ausbreitung weiter.




82
5. ZUSAMMENFASSUNG

Die kortikale spreading depression (SD), wie sie von Ledo 1944 zuerst beschrieben wurde, ist ein
elektrophysiologisches Phanomen, das in der Pathophysiologie der Aurasymptomatik einer Mi-
graneattacke und Ischamie-induzierter Zellschaden diskutiert wird. Wahrend der akuten fokalen
zerebralen Ischamie treten eine Rethe von Ereignissen wie eine massive Entziindungsreaktion
und die allmahliche Einbeziehung einer zunachst viablen ischéamischen Randzone - der Penum-
bra - in das infarzierte Hirngewebe auf. Da an diesen Ereignissen SD-&hnliche Depolarisationen
kausal beteiligt sind, ist die pharmakologische Verringerung von SD-Episoden bzw. eine Ver-
kleinerung ihrer Amplitude und Dauer unter in vitro als auch tierexperimentellen in vivo Bedin-
gungen eine mogliche neuroprotektive Strategie.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein in vitro Modell beschrieben, das am Hirnschnittpréparat
des Neokortex der adulten Ratte eine reproduzierbare Auslésung von SD-Wellen unter normoxi-
schen Bedingungen gestattet. Anhand von charakteristischen el ektrophysiologischen Parametern
einer SD wie Amplitude, Dauer und Ausbreitungsgeschwindigkeit wurden die gute Uberein-
stimmungen dieses in vitro Modells mit in vivo Modellen gezeigt. Obwohl SD Wellen am nicht-
ischamischen Kortex keine morphologischen Schaden verursachen, zeigte sich in den hier vorge-
stellten Experimenten eine funktionelle Unterdriickung der GABAergen hemmenden Mechanis-
men des Neokortex nach repetitiven SDs auch bel ausreichender Energie- und Sauerstoffversor-
gung. Die hier diskutierten Ergebnisse demonstrierten, dal3 unter in vitro Bedingungen der
AMPA-Glutamatrezeptor fir die Ausldsung und Ausbreitung einer SD eine untergeordnete Rolle
spielt. Demgegeniiber erwies sich die NMDA-Rezeptoraktivierung als herausragend fur eine SD,
da die Blockade dieses Rezeptors mit dem nicht-kompetitiven Antagonisten Ketamin die SD-
Amplitude und SD-Dauer signifikant verringerte. Die Anwendung der selektiven 5-HTia-
Agonisten 8-OH-DPAT und BAY x 3702 erwies sich als eine neue Moglichkeit, die Zeitdauer
einer SD zu verringern.

Die aufgezeigte SD-induzierte neuronale Hyperexzitabilitét kann unter normoxischen Bedingun-
gen zellulére Dysfunktionen verursachen und auch an einer Generierung der Aura eines Migré&-
neanfalls beteiligt sein. Unter hypoxisch-ischamischen Bedingungen konnte eine SD-induzierte
Dysfunktion GABAerger Kontrollmechanismen die Ausweitung ischéamischer Zellschaden be-
wirken.

Die Hoffnungen auf eine effektive Schlaganfalltherapie haben sich mit den bisherigen NMDA-
Antagonisten trotz ihrer hier bestétigten guten in vitro Wirksamkeit aufgrund der Interferenz mit
physiologischen Glutamatfunktionen im Kortex nicht erfullt. Die hier gezeigte konzentrationsab-
hangige Verkirzung der SD-Dauer durch die Aktivierung des 5-HT14-Serotoninrezeptors unter
in vitro Bedingungen kann bei der bekannten hohen 5-HT14-Rezeptor-mRNA-dichte an beson-
ders ischamievulnerablen Neuronen einen neuen neuroprotektiven Ansatz auch beim Menschen
darstellen. Weitere Untersuchungen miissen zeigen, ob die hier beschriebene enge Verflechtung
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des serotonergen Systems mit der glutamatergen Neurotransmission eventuell auch zu uner-
winschte Wirkungen unter in vivo Bedingungen fihrt.

Schlagworte: Spreading depression, Extrazellulére Messung, GABAerge Hemmung; AMPA-
Rezeptorantagonist; NMDA-Rezeptorantagonist; 5-HT1A-Rezeptoragonist; in vitro; Ratte; Mi-
grane; Zerebrale Ischamie
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ABSTRACT

Spreading Depression (SD) induced Neocortical Hyper excitability and

Phar macology of SD in vitro

Repetitive cortical spreading depression (SD) and SD-like events, associated with a massive de-
polarization of neuronal and glia cells, isthought to play a key role in the induction of neuronal
damage in the peri-infarct zone following experimental focal cerebral ischemia. In addition, ex-
perimental and clinical data suggest that SD is the underlying mechanism of neurological distur-
bances during migraine auras as well. However, detailed analyses on the consequences of repeti-
tive SDs on cortical function and involved receptors are lacking.

Using an in vitro rat model of SD | investigated in this thesis the electrophysiological properties
of repetitive potassium chloride (KCl)-induced SDs, their influence on synaptic neurotransmis-
sion and the effects of ionotropic glutamate antagonists and 5-HT14 agonists in neocortical slices
obtained from adult rats. Whereas repetitive SDs revealed only non-significant variations in du-
ration, amplitude and integral when €elicited at intervals of 30 min, paired-pulse inhibition of ex-
tracellularly recorded field potential responses was significantly affected by repetitive SD even
under normoxic conditions. Compared to the control recordings, each SD episode caused a sig-
nificant decrease in the efficacy of intracortical GABAergic inhibition by approximately 10%.
Since excitatory synaptic transmission was unaffected, these data indicate that repetitive SDs
cause a selective suppression of GABAergic function even in the non-ischemic brain. None of
the compounds tested prevented the SD-induced cortical disinhibition. However, the SD-
associated negative shift in the extracellular DC potential was reduced by ketamine, a selective
N-methyl-D-aspartic acid (NMDA-) receptor antagonist. Ketamine significantly (p < 0.01) re-
duced the amplitude of the first SD peak and blocked the second SD peak. Ketamine also de-
creased the SD duration at half maximal amplitude (p < 0.05). NBQX, a selective a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptor antagonist did not affect the SD-
accompanied cortical depolarization, whereas selective 5-hydroxytryptamine (5-HT)1a receptor
agonists 8-OH-DPAT and BAY x 3702 shortened concentration-dependently the duration of the
SD up to 50 %. Nevertheless, both 5-HT 14 receptor agonists caused a strong disinhibition of neu-
ronal function with a tendency towards paired-pulse facilitation as well. Thus, repetitive SD and
SD-like events may induce neuronal hyperexcitability due to a selective suppression of intrinsic
inhibitory GABAergic function.

Under normoxic conditions, SD-induced disinhibition may be involved in the generation and
maintenance of migraine or associated neurological disturbances. Under hypoxic-ischemic con-



ditions, neuronal hyperexcitability may contribute to the gradual expansion of the ischemic core
and the metabolic deterioration of the penumbral tissue after SD episodes. This underlines the
deleterious effect of SD to the outcome of focal cerebral ischemia. Although the precise mecha-
nisms of SD generation and propagation remains far from established, the present pharmacol ogi-
cal profile of KCl-induced SD in vitro links the induction and propagation of SD in rat neocorti-
cal slices mainly to a local increase of [K*], and a subseguent activation of NMDA- receptors.
This corroborates the neuroprotective effect of a NMDA- receptor blockade observed in various
in vitro and in vivo models. However, as it has been demonstrated in clinical trials, NMDA- re-
ceptor antagonists in use today cause psychomimetic and cardiovascular side effects in humans
and are therefore currently of low clinical benefit. The activation of 5-HT 14 receptors by selective
agonists represents a new pharmacological strategy in the treatment of acute ischemic stroke,
since shortened SD waves may represent a less energy-consuming process under conditions of
limited energy supply and are probably associated with an efflux of excitatory neurotransmitters
to alesser extent. The potential clinical benefit of 5-HT,, receptor agonists remains to be investi-
gated in clinical trials, since systemic administration of these compounds after the onset of acute
focal cerebral ischemia might interfere with normal functions of glutamatergic neurotransmission
in the intact, non-ischemic brain.

Key Words. Spreading depression; Cerebral cortex; Extracellular recording; GABAergic inhibi-
tion; AMPA receptor antagonist; NMDA - receptor antagonist; 5-HT,, receptor agonist; in vitro;
Rat; migraine; Cerebral ischemia
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