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ZUSAMMENFASSUNG

Wirkung von Spreading Depression auf die intrazellu lare Aktivitat von Neuronen im

Hirnschnitt der Maus.
Kotzian Martyna

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die Wirkung von Spreading Depression auf die intrazelluléare
Aktivitdt von Neuronen zu analysieren. In vorausgegangenen Experimenten wurde nachgewiesen, dass

dieses Phdnomen die synaptische Aktivitat beeintrachtigt.

Die Untersuchungen wurden an kombinierten Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparaten der Maus
durchgefiihrt. Spreading Depression wurde durch Applikation von 3M KCI induziert. Die Parameter der
einzelnen Neurone des Hippocampus, der lateralen Amygdala und des Neocortex und das Feldpotential
wurden mit Hilfe von Mikroelektroden abgeleitet. Durch intrazellulare Strominjektion wurde das

Entladungsverhalten der Zellen charakterisiert.

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Auslésung einer kortikalen Depolarisationwelle die Dauer fiir ein
Aktionspotential bei halber Amplitude im Hippocampus bei spontaner Aktivitdt und bei Injektion eines
konstanten depolarisierenden Stroms signifikant verlangert wird. Auch die Amplituden der Depolarisation bei
Injektion positiver elektrischer Rechteckstrompulse nahmen signifikant zu.

Bei den Versuchen an der lateralen Amygdala konnte eine signifikante Zunahme der Frequenz bei
spontaner Aktivitat sowie bei konstanter Depolarisation beobachtet werden.

Die Aktionspotentiale im Neocortex zeigten nach der KCI-Injektion eine signifikante Verlangerung der Dauer
des Aktionspotentials bei halber Amplitude und eine Abnahme der Frequenz wéhrend einer
Hyperpolarisation der Membran. Bei Depolarisaton der Membran zeigte sich ein signifikanter Unterschied fiir
die Frequenz und wahrend spontaner Aktivitat eine signifikante Verkleinerung der Amplitude fur
hyperpolarisierende Nachpotentiale. AuRerdem nahm die Amplitude der Depolarisation bei Injektion positiver

elektrischer Rechteckstrompulse ab, wobei auch das Interspikeintervall signifikant kleiner geworden ist.

Zusammenstellend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse die komplexe Wirkung von SD auf die
intrazellulare neuronale Aktivitdt darstellen und im Zusammenhang mit den synaptischen Verénderungen
nach SD stehen, sowie eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der SD-bezogenen neurologischen

Erkrankungen spielen.

Tag der mundlichen Priifung: 01.09.2009
Die Tierexperimente wurden vom Regierungsprasidenten Munster im Schreiben von 19.02.2002
(Aktenzeichen 50.0835.1.0 (G 79/2002)) genehmigt.
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1. Einleitung

1.1 Spreading Depression

Das zentrale Nervensystem ist sehr komplex, mit vielen parallel laufenden
Prozessen die fur die Durchfihrung zahlreicher bekannter Funktionen im
Kdrper notwendig sind. Zusatzlich gibt es auch Phanomene, bei denen nicht
genau klar ist welchen Zweck sie erflillen. Ein solches Phanomen ist die
Spreading Depression (SD). Die Fahigkeit zur Generierung und Vermehrung
von SD gehort zu den inharenten Eigenschaften des Gehirns.

1.1.1 Geschichte der Spreading Depression

Der Neurologe Lashley beobachtete 1941 die Ausbreitung eines Skotoms in
seinem Gesichtsfeld wahrend einer Migraneaura und bestimmte die
Ausbreitungsgeschwindigkeit mit etwa 2-3 mm/min (Lashley, 1941). Einige
Jahre spater beschrieb der Brasilianer Ledo (1944; 1987) bei Experimenten am
Kaninchencortex, erstmals eine sich Uber eine Hirnhemisphare ausbreitende
Unterdrickung der EEG-Wellen, die er ,spreading depression of
electroencephalographic activity® nannte (Abb. 1-1). Auch dieses Phdnomen
hatte eine Ausbreitungsgeschwindigkeit von etwa 2-3 mm/min. 1958 wurde
durch Milner ein mdglicher Zusammenhang zwischen ,spreading depression®
und Migraneaura postuliert (Milner, 1958). Anfang der achtziger Jahre war es
maoglich geworden, die Blutflussverdnderungen wahrend Migraneaura mit der
intrakarotidialen 133Xe-Methode beim Menschen zu messen. Dabei fand sich
eine Minderperfusion, die im occipitalen Cortex einsetzte, um von dort in andere
Hirnregionen zu wandern. Die Minderperfusion folgte nicht den vaskuléaren
Territorien, sondern der zytoarchitektonischen Struktur des Hirns. Die
Ausbreitungsgeschwindigkeit betrug 2-3 mm/min. Das Ph&nomen wurde als
Spreading Oligaemia im Sinne der letzten Phase der Blutflussantwort auf SD

interpretiert, wie sie aus Tierexperimenten bekannt war (Lauritzen, 1944). Das



es sich dabei nicht um einen Artefakt handelte, bestatigte sich spater in Studien
mit Positronenemissionstomographie (Woods et al., 1994) und funktioneller

Kernspintomographie (Cutrer et al., 1998).

Bei der SD handelt es sich demnach, um eine sich ausbreitende neuronal-gliale
Depolarisationswelle, die Unterdriickung der EEG-Aktivitat ist ein Folgeprozess,

begriindet in der verminderten neuronalen Erregbarkeit nach der massiven

Depolarisation.
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Abb. 1-1: (A) Aristides Azevedo Pacheco Ledo. Journal of Nourophysiology, 1944, (B)
Anderungen physiologischer Parameter wahrend einer SD. Leao’s originale Illustration
einer SD von 1944. Die Spuren zeigen eine raumlich und zeitlich aufgelOste
elektrokortikographische Ableitung vom Kaninchencortex nach elektrischer Stimulation. Im
Schema rechts oben sind die Positionen der Stimulations- und Ableitelektroden

eingezeichnet.



1.1.2 Elektrophysiologische Veranderungen und lonen  verschiebungen

Die Neurone und Gliazellen in der Hirnrinde werden bei der SD temporar
depolarisiert, was zu einer Negativierung des kortikalen Gleichspannungs (DC)-
Potentials um 20-35 mV fuhrt. Eine SD breitet sich &hnlich wie eine
Wasserwelle Uber die Hirnoberflache aus. Diese Ausbreitung kann mit
mehreren, rdumlich versetzten Elektroden auf der Hirnoberflache oder im
Neocortex nachgewiesen werden (Abb.1-2). Eine SD dauert in dem Neocortex
an einem bestimmten Messort durchschnittlich 1-2 min, danach kommt es zu
einer Ruckbildung der Potenzial- und lonenkonzentrationsdnderung bis zum
Ausgangsniveau. Die Verteilung von lonen und Wasser wahrend der SD
zwischen dem extra- und intrazellularen Raum verlauft wie folgt: Na*, Ca®* und
CI" stromen zusammen mit Wasser in die Zellen ein, der Extrazellularraum
schrumpft dabei transient um bis zu 57%. Mit einer extrazellularen
kaliumselektiven Mikroelektrode kann nachgewiesen werden, dass parallel zur
DC-Verschiebung, K* die Zellen verlasst, und Konzentrationen von bis zu 60
mM/I im Extrazellularraum erreicht (Kraig et al., 1978; Grafstein, 1963; Hansen
et al., 1981). Aul3erdem wird eine extrazellulare pH-Verschiebung beobachtet.
Es kommt, beginnend mit der Negativierung des DC-Potenzials, zunachst zu
einer Alkalisierung des pH-Wertes um 0,3. Diese dauert etwa so lange wie die
Auslenkung des DC-Potenzials an und geht dann in eine Verschiebung des pH-
Wertes zu sauren Werten Uber, die das Ausgangshiveau um 0,05-0,1
unterschreitet (Lehmenkihler et al.,, 1981). Fir die Riuckbildung der
Depolarisation und Wiederherstellung des Ausgangszustands sind
energieabhangige Pumpmechanismen in den Zellmembranen der Neurone und
Gliazellen (Na'/K*-ATPase) verantwortlich. Die SD ist somit ein energie
verbrauchender Vorgang, der aber vom mit Blut versorgten gesunden
Hirngewebe ohne permanente Schadigung bewaltigt wird (Somjen et al., 1992).
Parallel zur neuronalen Depolarisation kommt es zur einer kurzanhaltenden
temporéaren Vasodilatation in pialen und kortikalen Blutgefal3en, die einen
Anstieg des regionalen Blutflusses (>100% Anstieg) bewirkt und in eine

anhaltende Reduktion des kortikalen Blutflusses bis zur restitutio ad integrum



nach ca. 30 min mindet. Die zerebrale Hyperperfusion erscheint elementar fur
die Wiederherstellung der Homdostase des Gehirns zu sein. Sofern die
Hyperperfusion tierexperimentell durch lokal hohe K*-Konzentrationen und eine
Inhibition der Stickstoffmonoxid generierenden Enzyme blockiert wird, kommt
es zur Ausbildung einer kortikalen zerebralen Ischamie im Rahmen der SD
(Dreier et al., 1998). Diese Untersuchung unterstreicht eindeutig, dass es sich
bei den zerebralen SD- assoziierten Blutflussveranderungen (Hyperperfusion)
um kein unbedeutendes Ph&nomen, sondern um einen elementaren
Mechanismus zur Aufrechterhaltung bzw. Wiederherstellung der Homdostase
des Gehirns wahrend und nach der Aura handelt. Die Messung der Anderung
von GefaBdurchmessern in der Pia mater bzw. lokaler Anderungen der
zerebralen Durchblutung gaben auflerdem Hinweise auf die Freisetzung
vasoaktiver Substanzen wie calcitonin gene-related peptide (CGRP) und
Stickstoffmonoxid, aber auch von Serotonin (Gold et al., 1998) wahrend einer
SD.
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Abb. 1-2: Darstellung einer DC-Potentialwelle nach Injektion von KCI (3M) am
menschlichem  Neocortex. Die  Anordnung der Injektions- und  der
Feldpotentialelektroden (DC1-DC4): wie gezeigt (Goriji et al., 2001).



Ausloser der SD kobnnen in Tierexperimenten mechanische Stimuli (Nadelstich
als lokale Verletzung von Neuronen mit Ausfluss von K* und Neurotransmittern)
sein. Auch eine Applikation von K' auf die Cortexoberflaiche (lokale
Depolarisation), die Applikation exzitatorischer Aminosauren (Glutamat, N-
Methyl-D-Aspartat (NMDA) zur Aktivierung glutamaterger Rezeptoren) oder die
elektrische Reizung des Hirngewebes d. h. Vorgédnge, die die neuronal-gliale
Homdoostase lokal stéren und zur Freisetzung von K* und/oder Glutamat fiihren
konnen SD ausldsen (Bures et al., 1974).

SD wurde auch im neocorticalem menschlichen Gewebe in vitro (Avoli et al.,
1991, 1995; Witte et al., 2000; Gorji et al.,, 2001) und im menschlichen
Hippocampus, sowie Striatum (Sramka et al., 1977) und Neocortex (Mayevsky
et al., 1996) in vivo beobachtet. Schwierig dagegen ist es SD am Hirnstamm
auszulésen. Der Hirnstamm ist in der Regel resistent fur die SD-Vermehrung
was auf eine niedrige Zelldichte zurtckzufihren ist (Bures et al., 1974, Gorji et
al., 2004).

Wiederum scheint das Primatenhirn gegeniber SD besser geschiitzt zu sein als
das Hirn anderer Séaugetierfamilien (Strong et al., 2000). Dieses Phanomen
wurde in vivo in verschiedenen Tierexperimenten und in vitro an
Gehirnschnitten beobachtet (Bures et al., 1974). Aul3erdem konnte SD bei
Menschen in vivo wahrend stereotaktischer Neurochirurgie (Sramka et al.,
1977), nach Schadel-Hirn-Trauma (SHT) (Mayevsky et al., 1996), bei Patienten
mit spontaner intrazerebraler Blutung (Strong et al., 2002; Fabricius et al., 2006)
und nach Subarachnoidalblutung (SAB) nachgewiesen werden (Dreier et al.,
2006).

Der Anstieg der extrazellularen K*-Konzentration gilt seit Grafstein (1956) als
ein wesentlicher Propagator der SD. Van Harreveld ergédnzte 1959 das Konzept
der SD-Ausbreitung um die exzitatorische Aminosdure Glutamat. Beide
Vorstellungen sind bis heute allgemein akzeptiert und ein gemeinsames Wirken
ist sehr wahrscheinlich. Wichtig fur die Ausbreitung der SD sind verschiedene
spannungsabhéngige Kalziumkanale ,voltage-gated calcium channels. So
kommt es im Tierexperiment zu einer Verschlechterung der SD-Auslosbarkeit

und Verminderung der SD-Anzahl, wenn der P/Q-Ca®*'-Kanal genetisch



verandert ist (Ayata et al., 2000) oder dieser Kanal durch Gifte wie das w-
agatoxin IVA spezifisch blockiert wird. Eine Blockade der NMDA-Rezeptoren
durch MK-801 beendet die Ausbreitung der SD (Marrannes et al., 1988).

SD gehdrt zu dem Gebiet der Pathophysiologie des Gehirns und es gibt Anlass
zu glauben, dass es in einigen klinischen Erkrankungen einschliel3lich Migréane,
Epilepsie, zerebrovaskulare Erkrankungen, Kopfverletzungen und transiente
globale Amnesie eine wichtige Rolle spielt (Gorji, 2001).

1.2 Pathophysiologische Bedeutung von SD

1.2.1 SD und Migrane

Die Migrane z&hlt mit einer Pravalenz von 33% fur Frauen und 13% fur M&nner
zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen (Launer et al., 1999). Sie ist
gekennzeichnet durch einen attackenartig auftretenden starken, zumeist
unilateralen frontotemporalen Kopfschmerz mit einer Dauer von 6-72 h (IHS,
1998). Klinisch zeichnet sie sich durch wiederkehrende, meist halbseitige
Kopfschmerzattacken und starke vegetative Begleiterscheinungen aus. In 20—
30% der Falle berichten Betroffene im Vorfeld Gber neurologische Reiz- oder
Ausfallsymptome— eine Aura. Die Diagnose beruht analog zu den anderen
primaren Kopfschmerzerkrankungen auf der Anamnese, Zusatzuntersuchungen
dienen lediglich der Ausschlussdiagnostik. Die verschiedenen Formen der
Migrane  sind dabei durch die Kriterien der Internationalen
Kopfschmerzgesellschaft definiert (IHS, 2004).

Die Migrane wird heute teilweise als genetisch determinierte Erkrankung
angesehen, wobei exogene Einflisse wie die klassischen Triggerfaktoren
(Stress, Wetterveranderungen, helles Sonnenlicht, Geriiche, Nahrungsmittel)
Migraneattacken auslésen (Robbins, 1994). Experimentell kann Migrane durch
Stickstoffmonoxid-(NO-) Donorem ausgel6st werden (lversen, 2001).



Bei 10-15% der Migranepatienten treten in unregelmafiger Haufigkeit vor dem
Migranekopfschmerz fokal neurologische Defizite mit einer Dauer von 15-60
min, die sog. Migrdneaura, auf. Herausstechend unter den verschiedenen
Typen der Aura ist die visuelle Aura, die in ca. 90% der Félle besteht
(Rasmussen et al., 1992). Sie wurde erstmals im Detail von Lashley (1941) und
spater von Milner (1958) beschrieben. Zu Beginn einer typischen visuellen Aura
entstehen zumeist Szintillationen im Zentrum des Gesichtsfeldes, die sich
unidirektional mit einer Geschwindigkeit von ca. 3 mm/min in die Peripherie des
Gesichtsfeldes ausbreiten. Diese Positivphdnomene sind gefolgt von einem
ebenfalls expandierenden Skotom, welches anschlielend langsam vom
Zentrum des Gesichtsfeldes remittiert. Andere Darstellungsmdoglichkeiten der
Migraneaura (<10%) sind unilaterale, wandernde Sensibilitatsstérungen oder
Paresen der Extremitaten, die sich haufig von distal nach proximal ausbreiten
(Russell et al., 1994). Weitere Phanomene die innerhalb von 24-48 h vor
Beginn des Migranekopfschmerzes auftreten konnen sind u. a.
Konzentrationsstorungen und Heil3hungerattacken, die bisher
pathophysiologisch nicht eindeutig zugeordnet werden kénnen (Giffin et al.,
2003).

Skotome und visuelle Fortifikationen wahrend der Migraneaura bewegen sich
mit der gleichen Ausbreitungsgeschwindigkeit tber das Gesichtsfeld der
Patienten wie die SD. Blutflussmessungen bei Migréanepatienten zeigten eine
.Spreading oligaemia“, also eine Minderdurchblutung des Gehirns, die sich
ebenfalls mit 2-3 mm/min tber den Cortex ausbreitet. Aufgrund dieser beiden
Fakten wird die SD als Korrelat der Migraneaura betrachtet (Lauritzen, 1944).
Es gibt allerdings Hinweise, dass bei Migranepatienten mdglicherweise eine
Ubererregbarkeit des Cortex vorliegt (Aurora et al.,, 1998). Die SD-Theorie
(Moskowitz et al., 1993) geht davon aus, dass durch die kortikale Aktivierung
wahrend der SD die nozizeptiven Fasern in der Uber diesem Cortexareal
liegenden Dura aktiviert oder sensibilisiert werden. Dadurch soll eine neurogene
Entzindung der Meningen hervorgerufen werden, die dann die Fasern

kontinuierlich aktiviert und so zum Migranekopfschmerz fihrt. In der Tat wurde



bei Migranepatienten im venodsen Abfluss vom Kopf wahrend der
Kopfschmerzphase eine erhdhte Konzentration des fur die neurogene
Entzindung typischen Neuropeptids CGRP gemessen (Goadsby et al., 1991).

Die Aura, als eine mdgliche Ursache des Beginns der Kopfschmerzphase, ist
experimentell vielfach untersucht worden. Es wurde gezeigt, dass SD ipsilateral
den N. trigeminus aktivieren kann (Bolay et al., 2002). Eine SD als Korrelat der
Aura wurde jedoch auch in ,stummen® Arealen wie dem Kleinhirn (Ebner et al.,
2003), dem Hypothalamus und vorderen Hirnstamm nachgewiesen (Geraud et
al., 2005). Ferner konnte tierexperimentell beidseitig eine SD im Bereich des
Hippocampus nachgewiesen werden, mit funktionellen Auswirkungen auf den
trigeminalen Nucleus caudalis (Kunkler et al., 2003). Moéglicherweise kommt es
also auch bei Patienten ohne Aura zu einer SD, die in stummen Arealen zu
unspezifischen Symptomen wie Gedachtnisstérungen, Schwindel, Ubelkeit oder
Stimmungsanderungen fuhrt. Auf molekularer Ebene bewirkt die SD
proinflamatorische Effekte und eine gesteigerte oxidative Stressantwort was zu
einer Aktivierung des trigeminalen Systems flihrt (Sanchez del Rio et al., 2004).
Interessant sind zwei Proteine, die ein Bindeglied darstellen kdnnten. Zum
einen ist eine gesteigerte Galaninfreisetzung im Cortex nach SD gefunden
worden. Galanin kann zahlreiche Neurotransmitter freisetzen und ist an der
Nozizeption beteiligt (Liu et al., 2002). Zum anderen kommt es zu einer
gesteigerten Produktion der Matrixmetalloproteinase-9, was zu einer
Schadigung der Blut-Hirn-Schranke fihrt (Gursoy-Ozdemir et al., 2004).
Dadurch kommt es mdglicherweise zu einer Aktivierung schmerzsensitiver

trigeminaler Fasern der Meningen.

1.2.1.1 Klinische Nachweise der Migraneaura

In klinischen Untersuchungen konnte mit Hilfe der Magnetresonanztomographie
gezeigt werden, dass es wahrend einer visuellen Aura zu einer temporar sich
ausbreitenden Reduktion des zerebralen Blutvolumens, des zerebralen

Blutflusses und einer Verlangerung der mittleren Transitzeit im zum Klinisch



betroffenen visuellen Hemifeld kontralateral gelegenen visuellen Cortex kommt.
Diese Beobachtungen weisen somit auf eine passagere Minderperfusion fur die
Dauer von insgesamt 2 h in dieser Region hin (Cutrer et al.,, 1998). Bereits
einige Jahre vorher war es mittels Positronen-Emissions-Tomographie (PET)
gelungen, eine sich frontal ausbreitende, verminderte zerebrale Perfusion
wahrend einer spontanen Migraneattacke zu beobachten. Diese hatte grol3e
Ahnlichkeit zu der spater im Magnetresonanztomographie (MRT)
beschriebenen, Uber die Dauer der Aura hinaus anhaltenden Hypoperfusion
(Woods et al.,, 1994). Mit Hilfe einer weiteren MR-Technik, dem sog. BOLD-
Verfahren (blood oxygenation level dependent) wurden neue Erkenntnisse Uber
die Aura gewonnen (Hadjikhani et al.,, 2001). Das BOLD-Signal stellt eine
Kombination aus neuronaler Aktivitat und regionaler Blutflusséanderung dar
(Logothetis, 2003). Wahrend einer visuellen Migrdneaura wurden sich tber den
visuellen Cortex ausbreitende Signalverdnderungen beobachtet, die eine Welle
neuronaler Erregung gefolgt von neuronaler Untererregbarkeit reprasentieren
und mit einer Geschwindigkeit von 3-4 mm/min parallel zu der Ausbreitung der
Migraneaura im Gesichtsfeld des Patienten Uber den Cortex wandern
(Hadjikhani et al., 2001). Man fand eine initiale, kurzzeitige Hyperperfusion, die
sich mit 3,5 £1,1 mm/min ausbreitete und von einer Hypoperfusion gefolgt war.
Die BOLD-Signalanderungen wahrend der Aura endeten an den grof3en
Hirnsulci. Lichtevozierte Potenziale waren wahrend der Auraphase unterdrickt
und erreichten erst nach 15 min wieder 80% der Ausgangsamplitude. Die
Hirngebiete die zuerst von den Veranderungen betroffen waren, normalisierten

ihre Funktion auch als erste.

Eine Welle neuronaler Erregung wurde ebenfalls mit Hilfe der
Magnetenzephalographie (MEG) wahrend visuell induzierter Auren beobachtet
(Bowyer et al., 2001). Diese im MRT und MEG beobachteten Verdnderungen
wahrend der Migraneaura entsprachen der SD (Olesen et al., 1981) und traten
nicht bei gesunden Kontrollpersonen auf, was den Hinweis auf eine gesteigerte
neuronale Aktivierbarkeit bei Migranepatienten bestatigte. Die Ursachen fur

diese veranderte kortikale Aktivierbarkeit sind bisher nicht eindeutig aufgeklart.



Das Sexualhormon Ostrogen setzt im Tierexperiment die Schwelle fiir SDs
herab und modifiziert moglicherweise auch die Erregbarkeit nozizeptiver
Neurone im Trigeminuskern (Sachs et al., 2007). Genetische Faktoren sollen
eine nicht unbedeutende Rolle spielen, denn die Vererbung von Migrane ist seit

langem beschrieben (Goadsby, 2006).

1.2.1.2 SD und Migraneprophylaxe

Untersuchungen von Medikamenten zur Migraneprophylaxe stitzen die
Vorstellung, dass die SD ein Ausloser des Migranekopfschmerzes sein kann.
Fur B-Blocker, Topiramat, Methysergid, Valproinsdure und Amitriptylin konnte
tierexperimentell gezeigt werden, dass eine mehrwochige Vorbehandlung zu
einer Abnahme der kaliuminduzierten SD und damit zu reduzierten Exzitabilitat
fuhrt (Ayata et al., 2006). Nur kurz dauernde Behandlungen, bis zu sieben
Tagen, sind unwirksam. Hiermit stimmt die klinische Beobachtung Uberein, dass
Medikamente zur Migraneprophylaxe meist erst nach 2-3 Monaten wirken.
Hierzu passt auch ein Bericht, wonach die SD durch einen
Glutamatrezeptorantagonisten gehemmt werden kann (Bolay et al., 2002).
Topiramat beispielsweise hemmt u. a. die Wirkung von Glutamat an AMPA-

Rezeptoren (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure).

1.2.1.3 SD, Migrane und Epilepsie

Angesichts der hohen Pravalenz in der Bevdlkerung weist Migrane zahlreiche
Assoziationen zu anderen Erkrankungen auf, u. a. zu der Epilepsie. Die
Verknipfung zu den Epilepsien ist ohne eine spezifische Abhangigkeit zu
bestimmten Anfallstypen (Forderreuther et al., 2002; Leniger et al., 2001, 2003).
Als pathophysiologische Grundlage ist eine erhdhte zerebrale Erregbarkeit
beider Erkrankungen anzunehmen. Die erh6hte zerebrale Erregbarkeit fuhrt zu
einem Auslosen von SD, die ein Risikofaktor fur Migraneauren sowie

epileptische Anfalle darstellt. Damit kénnte erklart werden, dass 34-56% der
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periiktalen Kopfschmerzen migraneartig sind (Leniger et al., 2003; Terwindt et
al., 1997) und das ein signifikanter Risikofaktor flr periiktale migraneartige
Kopfschmerzen eine anfallsunabhéangige Migrane ist (Forderreuther et al.,
2002; Leniger et al.,, 2001). Neben den oben genannten Risikofaktoren,
zerebrale Erregbarkeit und SD, sind aber weitere Risikofaktoren als
Voraussetzung fur das jeweilige Auftreten der Erkrankungen bei komorbiden
Patienten zu vermuten. So beklagen alle Patienten mit einer Migraneanamnese
auch migraneartige Kopfschmerzen nach einem Schlaganfall (Ferro et al.,
1995).

1.2.2 SD und Epilepsie

Epilepsien gehdren mit einer weltweiten Pravalenz von 0,5 bis 1 % aller
Menschen (Zielinski, 1974; Hauser et al., 1975) zu den haufigsten
Erkrankungen des zentralen Nervensystems. Sie &auf3ern sich Kklinisch in
paroxysmalen Phanomenen motorischer, sensorischer, vegetativer oder
psychischer Art. Jeder Mensch kann unter entsprechenden Bedingungen einen
epileptischen Anfall erleiden.

Als Ausloser kommen zahlreiche zerebrale Erkrankungen oder auf3ere Noxen,
wie Dbeispielweise Fieber (v. a. im Kindesalter), Alkoholentzug oder
Schlafentzug in Betracht. Wenn epileptische Anfélle ohne unmittelbar
erkennbare Ausloser chronisch rezidivierend auftreten, spricht man von einer
Epilepsie (Matthes et al., 1999). Ursache epileptischer Anfélle ist eine
hochsynchrone rhytmische Aktivitat zerebraler Neurone. Diese epileptische
Aktivitat erzeugt im umliegenden Gewebe charakteristische
Potentialschwankungen, welche mit Hilfe von Elektroden von der
Schadeloberflache abgeleitet werden kdonnen.

Die meisten Methoden derer sich die experimentelle Epilepsieforschung
bedient, kbnnen nicht am Menschen angewandt werden. Unumganglich ist es

daher Tiermodelle zu entwickeln.
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SD ist ein bekanntes Phanomen in der experimentellen Epilepsievorschung. SD
wurde in einer Vielzahl von in vitro und in vivo Epilepsiemodellen untersucht.

So flhrt eine:

-Verringerung der extrazellularen Mg**-Konzentrationen,

-Aktivierung von NMDA-Rezeptoren,

-Blockierung der K*-Kanéle; wie z.B. von 4-aminopyridine,

-erhohte extrazellulare K*-Konzentration,

-Blockierung von Na*-K*-ATPase; z.B. durch Ouabain,

-Blockierung von Ca**-Kanale; z.B. durch NiCl,,

-Sperrung der GABA-Rezeptoren (Gamma-aminobutyric acid); z.B. durch
Picrotoxin

in experimentellen Modellen zu epileptiformen Aktivitdten und SD (Balestrino et
al.,, 1999; Gorji et al., 2000, 2001; Leao, 1944; Petsche et al., 1973;
Psarropoulou et al., 1992; Traynelis et al., 1988).

Es stellte sich heraus, dass SD die Erregbarkeit des neuronalen Gewebes
mdglicherweise durch Anderungen in der Aktivitit des synaptischen
Netzwerkes verstarkt (Berger et al., 2008; Wernsmann et al., 2006; Dehbandi et
al., 2008).

Ebenso kann die Ausbreitung von SD uUber einen epileptischen Bereich im
Gehirn einen epileptischen Anfall bei einigen Patienten auslosen (Gorji et al.,
2004).

1.2.3 SD und Zerebrovaskulare Erkrankungen

Zerebrovaskulare Erkrankungen sind eine der fuhrenden Todesursachen und
eine wesentliche Ursache fir dauerhafte berufliche und soziale
Einschrankungen. Die Symptome der meisten zerebrovaskularen Erkrankungen
zeichnen einen plotzlichen Beginn mit nonconvulsiven und fokalen
neurologischen Defiziten aus, die bis zum Koma oder andererseits zu
neurologischen Symptomen fihren, die so mild sind, dass der Patient denen

keine Bedeutung schenkt (Oppenheimer et al.,, 1992). Die Symptome kdnnen
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sich im Verlauf rasch verbessern oder schrittweise verschlechtern. Schwere
Migraneattacken und prolongierter partieller Status epilepticus, begleitet durch
einen kortikalen Infarkt, sind besonders exponiert bei Patienten mit
mitochondrialer Myopathie, Enzephalopathie, Laktatazidose und
Schlaganfallahnlichen Episoden (MELAS Syndrom) (Andermann et al., 1986;
Montagna et al., 1988). Wie bereits bei Migrdne beschrieben, gibt es auch bei
den zerebrovaskularen Erkrankungen Hinweise auf die Mitwirkung von SD an
diesen Erkrankungen. Es gibt zwei grof3e Kategorien von zerebrovaskularen

Krankheiten, den zerebralen ischdmischen Infarkt und intrakranielle Blutungen.

1.2.3.1 Ischemischer Infarkt

Beim ischamischen Schlaganfall beginnt die Schadigung des Hirngewebes fast
unmittelbar nach dem arteriellen Verschluss im Kern des Versorgungsgebietes
der betroffenen Arterie. Experimentelle Untersuchungen bei Tieren und
Menschen unterstitzen das Konzept, dass es einen Kern von schwerer
Ischamie, den "ischamischen Kern" und das umgebende Gewebe mit
eingeschréankter Perfusion, die "ischamische Penumbra" gibt. Die Schadigung
breitet sich nach dem Verschluss réumlich in die Randzone aus.
Untersuchungen an experimentell induzierten fokalen ischamischen Hirninfarkt
zeigen, dass in dieser Randzone repetitive SD-ahnliche
Periinfarktdepolarisationen (PID) haufig periodisch auftreten (Back et al., 1994;
Nedergaard et al., 1993; Dietrich et al., 1994). Die SD ahnliche Erhéhungen der
extrazellularen Kaliumkonzentration wurden erstmals im Periinfarktbereich von
Pavianen beobachtet (Branston et al., 1977).

In einer Vielzahl experimenteller Schlaganfallmodelle wurden &hnliche
Depolarisationen nachgewiesen (Hossmann, 1996). Wie
Kernspintomographische Untersuchungen der fokalen Ischamie zeigen,
entsteht die PID in der Randzone und breitet sich wie die SD mit einer
Geschwindigkeit von 2-5 mm/min aus. Die Repolarisationsdauer hangt direkt

von dem Ausmald der Perfusionsminderung ab. Je ausgepragter die
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Perfusionsminderung ist, desto langer benétigen die ischamischen Zellen fur
die Repolarisation (Roéther et al.,, 1996) bis hin zum Verlust der Fahigkeit zur
Erholung und damit zum Ubergang in eine terminale Depolarisation und zum
Gewebeuntergang (Umegaki et al., 2005; Hubschmann et al., 1980).

Charakteristisch sind PID die periodisch Auftreten und den Infarktkern
Umkreisen. Eine enge Korreletion zwischen der Anzahl der Umkreisungen und
der GrolRenzunahme des ischdmischen Areals weist darauf hin, dass es sich
bei dieser Form der Ausbreitung der PID um eine sekundare Schadigung nach

einem ischdmischen Schlaganfall handelt.

1.2.3.2 Intrakranielle Blutungen

Die Hirnblutungen werden nach ihrer Lokalisation von auf3en nach innen in
epidurale, subdurale, subarachnoidale (SAB) oder intracerebrale Blutung (ICB)
unterteilt. Die Lokalisation der Blutung sagt bedingt etwas tber den Ursprung
und die Ursache der Blutung aus. Die klinische Relevanz der SD wird haufiger
im Zusammenhang mit SAB gesehen als mit ICB (Goriji, 2001).

Schon in den achtziger Jahren wurde ein pathophysiologischer Zusammenhang
zwischen SAB und SD postuliert (Hubschmann et al., 1980; Hansen et al.,
1984). Bei den SAB gibt es zwei Phasen zu unterscheiden, die Akutphase und
die Phase des Vasospasmus nach der Blutung. 1998 wurde das Auftreten von
SD in der Akutphase experimentell im Tierversuch mit funktioneller
Kernspintomographie bewiesen (Busch et al., 1998). Aul3erdem wird vom
Auftreten visueller migraneaura-ahnlichen Ereignissen bei Patienten nach SAB
berichtet (Dreier et al., 2001).

In der zweiten Phase, zwischen dem 4. und 14. Tag kommt es bei 20-30% der
Patienten zum Auftreten von DIND (delayed ischaemic neurological Deficit),
also dem symptomatischem Vasospasmus. Der zerebrale Vasospasmus stellt
die Hauptkomplikation nach einer SAB dar. Er kann zu schweren
neurologischen Defiziten fuhren. Patienten mit SAB zeigen in bis zu 75% der

angiographischen Untersuchungen eine Gefallverengung. DINDs werden als
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die wichtigsten Komplikationen nach SAB gesehen und fihren bei ca. 6% der
SAB-Patienten zu einer lebenslangen, schweren Behinderung und bei 7% zum
Tod (Kassell et al., 1990).

Es gibt Hinweise die auf eine Beteiligung von SD an den ischamischen
Defiziten bei SAB hindeuten. Eine komplexe Beziehung zwischen
extrazellularen K*, Hamoglobin (Hb) und NO spielt die Hauptrolle in dieser
Hypothese. Im Laufe der Hamolyse stellt die Freisetzung von Hb und K in den
extrazellularen Raum die wichtigste Anderung dar (Ohta et al., 1980; Pluta et
al., 1998).

1.2.4 Schadel-Hirn-Trauma

Auch beim SHT wurden SD-artige Depolarisationen im Tiermodel beschrieben
(Echlin, 1948). 1996 gelang es Mayevsky auch bei Patienten eine
Depolarisation aufzuzeichnen (Mayevsky et al., 1996). Er erfasste die
extrazellulare K*-Konzentration, den zerebrallen Blutfluss und das Blutvolumen.
Es blieb jedoch zu jenem Zeitpunkt ungeklart ob sich diese Veréanderung
ausbreitet oder nicht.

Mit Hilfe der Elektrokortikographie gelang es Strong bei Patienten mit SHT eine
episodische Amplitudenéanderung aufzunehmen, welche sich mit einer
Geschwindigkeit von 0,6-5 mm/min Uber den Neocortex ausbreitet (Strong et
al., 2002).

1.2.5 SD und Transiente globale Amnesie (TGA)

Die TGA ist eine nicht seltene, atiologisch nicht geklarte, plotzlich einsetzende,
selbstlimitierende und vorubergehende Funktionsstérung aller
Gedachtnisinhalte von 1h bis zu 24h Dauer, wéhrend der es zu einer
anterograden und retrograden Amnesie kommt. Etwa die Halfte der Falle tritt

spontan auf, in den Ubrigen Fallen gehen der Symptomatik kdrperliche oder
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emotional bewegende bzw. belastende Ereignisse voraus. Sie tritt
vorzugsweise in der zweiten Lebenshélfte, mit einem Altersgipfel in der
sechsten Dekade ohne Geschlechtspraferenz, auf (Caplan, 1990; Fisher et al.,
1964).

Obwohl TGA in Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen wie z. B.
transiente Ischamie oder epileptischen Anfallen gesehen wird (Cantor, 1971,
Dugan et al, 1981; Heathfield et al., 1973), scheint SD als die
wahrscheinlichste Erklarung fir die TGA zu sein. In experimentellen Studien,
bei denen kortikal oder subkortikal SD ausgel6st wurde, verursachte dieser eine
Amnesie und die Unféhigkeit zur Erlangung von neuen Erkenntnissen. Es
wurde gezeigt, dass SD im Cortex, Hippocampus und Thalamus das reversible
Lernen beeintrachtigen kann (Buresova et al., 1965; Bures, 1959; Bures et al.,
1963; Hughes, 1969). Eine bilaterale Hippocampus oder kortikale SD
Applikation l6ste  unmittelbar nach dem Erwerb einer passiven
Vermeidungsreaktion eine partielle Amnesie aus (Bures et al., 1974). In einem
anderen Versuch am Hippocampus wurde Uber eine KCl-Injektion 24 h nach
dem Erlernen einer Tatigkeit SD ausgeldst, welche zu einer reversiblen
retrograden Amnesie bei Ratten gefihrt hat. Diese retrograde Amnesie war fur
Ereignisse, die 10 s vor der KClI-Injektion stattgefunden haben, unumkehrbar
(Avis et al., 1968; Kapp et al., 1971). SD hat einen Amnesie-Effekt abhangig
von der Dauer und Dichte des Phanomens. Repetitive SD fuhren zu einer viel
starkeren retrograden Amnesie als ein oder zwei SDs (Bures et al., 1963;
Albert, 1966).

1.3 SD und synaptische Aktivitat

In vielen Bereichen des Gehirns, wie z.B. im Cortex, der Amygdala, dem
Kleinhirn und im Hippocampus kommen glutamaterge Synapsen vor. Das
wichtigste Merkmal dieser Synapsen ist das Vorhandensein von AMPA-
Rezeptoren sowie NMDA-Rezeptoren. Der NMDA-Rezeptor hebt sich von den

anderen ionotropen Glutamat-Rezeptoren dadurch ab, dass er eine sehr grol3e
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Leitfahigkeit fir Ca®*-lonen aufweist und bei hyperpolarisierter Membran von
auRen durch ein Mg?*-lon verschlossen ist.

Unter LTP (long-term potentiation) versteht man eine langandauernde
Verstarkung der synaptischen Aktivitat. An den Synapsen kommt es bei LTP zu
Erregung der postsynaptischen Membran durch Glutamat, was zu Entstehung
von Erregenden Postsynaptischen Feldpotenzialen (fEPSP) fuhrt.

In vielen unterschiedlichen Studien wurde die Wirkung von SD auf fEPSP
untersucht.

So fand Berger et al., 2008 bei in vitro Untersuchungen an menschlichen
Neocortex, dass SD deutlich die Amplitude der fEPSP verbessert und so auch
die Wirksamkeit der synaptischen Ubertragung steigert.

Ebenso wurde die Auswirkung von SD auf fEPSP und LTP in anderen
Hirnregionen untersucht. Die Induktion von SD in kombinierten Hippocampus-
Cortex-Schnitten von Ratten, bei denen die DC-negativen Ausschlage vom
Neocortex nicht zum Hippocampus weitergeleitet wurden, erhdhte sich die
fEPSP-Amplitude nach LTP im Hippocampus. Die Ausbreitung der SD Uber
Neocortex und Hippocampus fuhrte allerdings zu einer vortbergehenden
Unterdrickung, gefolgt von einer Wiederherstellung der Amplitude der fEPSP
auf den Ausgangswert zurtick (Wernsmann et al., 2006).

Bei einer in vitro Untersuchung mit kombinierten Amygdala-Hippocampus-
Cortex-Schnitten von Ratten stellte sich heraus, dass mehr als 75% der im
Cortex induzierten SD sich bis zur lateralen Amygdala (LA) ausbreiten. Die
Daten ergaben aufRerdem, dass SD zu Verstarkung der synaptischen Aktivitat
nach LTP fuhrt (Dehbandi et al., 2008). Die Verdnderungen der synaptischen
Aktivitdt nach SD, welche in den oben genannten Studien untersucht wurden,
kénnen somit eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der SD-bezogenen
neurologischen Erkrankungen spielen (Obrenovitch et al., 1997; Gorji, 2001;
Wernsmann et al., 2006; Hauser et al., 1975; Berger et al., 2008).
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1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Trotz der raschen Akkumulation von Informationen in den vergangenen
Jahrzehnten ist unser Wissen Uber die Grundlagen der Physiologie und
Biochemie des Nervensystems und detaillierte Pathophysiologie der meisten
neurologischen Stérungen bei weitem noch nicht abgeschlossen. Obwohl Le&o
schon 1944 das Ph&nomen SD entdeckte, weckt dieses nach wie vor das
Interesse von vielen Gruppen, inzwischen seit mehr als einem halben
Jahrhundert und auch die Rolle von SD in vielen Aspekten der
Neurowissenschaft wurde jahrlich immer deutlicher. Heute steht fest, dass SD
eine sehr wahrscheinliche Erklarung der verschiedenen neurologischen
Erkrankungen und Verhaltensstérungen sein kann.

In den Publikationen (Berger et al., 2008; Wernsmann et al., 2006; Dehbandi et
al., 2008) wurde die Auswirkung von SD auf die synaptische Aktivitat im
Hippocampus, in der Amygdala und im Neocortex untersucht und so ein
Zusammenhang festgestellt. Bisher ist jedoch relativ wenig dariiber bekannt,
wie die komplexen SD-Vorgange auf intrazellularer Ebene verarbeitet werden.
Das Ziel meiner Arbeit ist es, ein Verstandnis daruber zu erhalten, wie einzelne
Nervenzellen im Neocortex, Hippocampus und lateraler Amygdala auf SD

relevante Veranderungen reagieren.
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2. Material und Methoden

Den vorliegenden Experimenten liegen Untersuchungen an den Neuronen des
Hippocampus, der lateralen Amygdala und des Neocortex bei Mausen

zugrunde. Es wurden intra- sowie extrazellulare Ableitungen durchgefihrt.

2.1 Versuchstiere und Praparation

Als Versuchstiere dienten mannliche, adulte M&ause der Stdmme Black 6
(Harlan Winkelmann) mit einem Gewicht von ca. 26-28 Gramm.

Die Anasthesie der Tiere erfolgte in einem ,Glastopf* mit Isofluran (1-chloro-2,
2, 2-trifluoroethyl-difluoromethylether). Dabei wurden ca. 0,2 ml des Isoflurans
auf einen Gazetupfer im leeren Topf aufgetraufelt und der Gittereinsatz
eingesetzt. Auf diesen wurde die Maus gesetzt und der Deckel geschlossen.
Das betaubte Tier wurde decapitiert und das Gehirn entnommen, welches dann
in eine eisgekihlte, mit Carbogen (5% CO, in 0O begaste
Prainkubationslésung (Lsg.1, Tab. 2-1) gegeben wurde.

Mit einem Vibratom (Series 3000 Plus) wurden von dem Praparat 500 um dicke
Kominationsschnitte  (Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnitte)  hergestellt
(Abb. 2-1) und in ein Prainkubationsbad mit 28C warmen und mit Carbogen
begasten Losung uberfuhrt, wo sie fir 60 min blieben. Nach 30 min wurde die
Calciumkonzentration der Lésung durch die Zugabe von 0,45 ml Calciumchlorid

erhoht. Es stellte sich ein pH-Wert von ca. 7,35 ein.
Fur die tierexperimentellen Untersuchungen liegt eine Genehmigung der

Bezirksregierung Munster vor (Schreiben vom 19.12.2002; AZ: 50.0835.1.0 (G
79/2002) siehe Anhang).
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KCI

Abb. 2-1: Ubersicht iiber den Hirnschnitt in der Ableitkammer. Darstellung der

Applikationsstelle von KCI zur Auslésung von SD. CAL: Hippocampus CA1 Region, LA:

laterale Amygdala, EC: entorhinaler Cortex, TC: temporaler Cortex.

2.2 Versuchskammer und Lésungen

Nach dem Ablauf der Prainkubationszeit wurde zur Durchfiihrung der Versuche
der Schnitt aus dem Prainkubationsbad mit einer Kunststoffsaugpipette in die
Versuchskammer gebracht. Diese bestand aus einem Block mit einer in der
Mitte eingelassenen Vertiefung zur Aufnahme des Hirngewebes. Bei der zur
Superfusion verwendeten Losung handelt es sich um die Yamamoto II-Losung
(Lsg.2, Tab. 2-1). Die Versuchslosung gelang tber Teflonschlauche aus dem
Vorratsgefald in die Kammer. Die Einstellung der Geschwindigkeit konnte am
Prazisionstropfenregler, der zwischengeschaltet war, eingestellt werden und lag
im Bereich von 35-45 Tropfen/min was einer Durchflussgeschwindigkeit von
etwa 2 ml/min entspricht. Die Temperatur der Badldsung wurde durchgehend
mit einer Temperatursonde gemessen und auf 30,8 °C eingestellt. Wahrend der
gesamten Versuchsdauer wurde die Begasung der Lésung im Vorratsgefald mit
Carbogen sichergestellt. Der pH-Wert wurde in regelméfRigen Abstdnden im
Vorratsgefald gemessen und durch Regulierung des Carbogen-Volumenstroms
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im Bereich von 7,35-7,45 gehalten. Die optische Kontrolle der Schnitte erfolgte
durch ein Uber der Kammer angebrachtes Mikroskop.

NaCl KCI NaH,PO. | MgSO4 | NaHCOs CaCl, Glucose

Name (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l)
Prainkubations-

1 124 4 1,24 1,3 26 1 10
Lésung (Y 1)
Prainkubations-

2 124 4 1,24 1,3 26 2 10
Lésung (Y 1)

Tab. 2-1: Zusammensetzung der verwendeten Lésungen (Y |: Yamamoto I, Y II:

Yamamoto I, Yamamoto, 1972).

2.3 Methoden zur Messung neuronaler Aktivitat

2.3.1 Intrazellulare Signalableitung

Neuronale elektrische Aktivitdt kann sowohl extrazellular als auch intrazellular
gemessen werden. Bei klassischen Ansétzen der intrazellularen Ableitung wird
die Spitze einer mit Elektrolytldosung gefillten Mikroelektrode in ein Neuron
gestochen, so dass das Membranpotenzial der Zelle durch Messung der
Spannung zwischen der Glaspipette und einer Referenzelektrode im Medium
bestimmt werden kann. Zur Herstellung der Mikroelektroden wurden
Filamentborosilikatglaskapillarem mit einem Auf3endurchmesser von 1,5 mm
und Innendurchmesser von 0,87 mm verwendet. Diese wurden in einem
horizontalen Elektrodenziehgerat zu Spitzendurchmessern von ca. 0,2 pm
ausgezogen. Die zur intrazellularen Ableitung bestimmten Elektroden wurden
mit 2 mol/l Kaliummethylsulfatlosung gefillt und Gber einem Ag-AgCl-Draht mit
dem Verstarker verbunden. Die Elektrodenwiderstande lagen zwischen 80 MQ
und 160 MQ. Mit Hilfe einer Brickenschaltung konnten Strominjektionen Uber

die intrazellulare Elektrode vorgenommen werden.
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2.3.2 Extrazellulare Signalableitung

Die Feldpotentiale (FP) der Neurone wurden auch mit einer Glasmikroelektrode
gegen eine in der Badlosung befindliche Referenzelektrode abgeleitet. Die
Mikroelektroden wurden mit Hilfe eines vertikalen Elektrodenziehgerates aus
Filamentborosilikatglaskapillaren mit einem AufR3endurchmesser von 1,5 mm
und einem Innendurchmesser von 0,87 mm hergestellt. Die Spitzen wurden auf
einen Durchmesser von 8 um bis 10 um zurtick gebrochen. Nach der Fillung
mit der Inkubationslésung lagen Elektrodenwiderstande zwischen 0,5 MQ und 2
MQ vor. Die Elektroden zur Ableitung sowie die Referenzelektrode wurden
durch KCI-Ag/AgCI-Briicken mit den Feldpotentialverstarkern verbunden und
durch Mikromanipulatoren in dem Schnittpraparat platziert. Die Ableitung der
Potentiale erfolgte aus drei Hirnregionen:

1. Hippocampus

2. Laterale Amygdala

3. Neocortex

Als Referenzelektrode diente eine KCI-Ausflusselektrode, die sich im Bad
befand.

SD wurde im Schnitt durch Druckapplikation von etwa 10 nl KCI ausgelost.
Dazu wurde eine Glaselektrode mit 3 M KCI gefullt und leicht in der Oberflache
des Schnitts versenkt (Abb. 2-1). Die Druckapplikation wurde Uber eine
Druckpumpe (Pneumatic PicPump) gesteuert.

Um Stérungen durch Erschitterungen und durch elektromagnetische Felder zu

minimieren, war der gesamte Versuchsaufbau auf elastischen Sockeln gelagert
und in einem Faradayschen Kafig untergebracht.
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2.4 Versuchsprotokoll

Die Versuche zur Wirkung von SD auf die Neurone des Hippocampus, der
lateralen Amygdala und des Neocortex wurden in zwei Versuchsreihen

durchgefuhrt.

2.4.1 Versuchsreihe 1 (nicht SD-Bedingungen)

In der ersten Versuchsreihne (n = 40) wurden die Experimente unter
Kontrollbedingungen, das heil3t ohne die Erzeugung einer Depolarisationswelle
durchgefuhrt.

Ein Gewebeschnitt wurde in die Versuchskammer gebracht und mit
Inkubationslésung (Lsg.2, Tab. 2-1) superfundiert. Die MP-Elektrode
(intrazellulare Elektrode) wurde auf der Oberflache des Gewebeschnittes tber
der zu untersuchten Region positioniert und anschlieBend mittels eines
elektrisch gesteuerten Mikromanipulators in 2,5 um grof3en Schritten in einem
Winkel von ca. 60° zur Horizontalen durch den Gewebeschnitt bewegt. Ein
Absinken der von der MP-Elektrode dabei gemessenen Potentialdifferenz zur
Referenzelektrode auf Werte um -60 mV sowie ein Registrieren von
Aktionspotentialen — entweder spontan oder bei Injektion eines positiven
elektrischen Stroms Uber die MP-Elektrode - zeigten die angestrebte
intrazellulare Lage der Elektrodenspitze an. Durch die Injektion eines
konstanten positiven bzw. negativen Stroms wurde das MP der Zelle gesenkt
bzw. erhoht.

Uber die intrazellular liegende Mikroelektrode wurden positive sowie negative
Rechteckstrompulse unterschiedlicher Amplitude von 100 und 200 ms Dauer
injiziert. Die intrazellulare Lage der Mikroelektrode wurde so lange wie mdglich
aufrechterhalten und die MP—Registrierungen dokumentiert. Experimente der
Versuchsreine 1 dienten zum Vergleich der 2. Versuchsreihe. Die
Ausgangssignale wurden nach Digitalisierung mittels eines Analog-Digital-
Wandlers (Digidata 1322A, Axon Instruments) durch das Datenerfassungs-

programms AxoScope aufgezeichnet (Version10.1, Axon Instruments).
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2.4.2 Versuchsreihe 2 (SD-Bedingungen)

In einer zweiten Versuchsreihe (n = 38) wurden die Experimente unter
Erzeugung einer Depolarisationswelle durchgefihrt. Sie gliederten sich in zwei
Phasen. Nach einer ersten Versuchsphase, bei welcher der Schnitt mit
Inkubationslésung (Lsg.2, Tab. 2-1) superfundiert wurde, erfolgte die
Druckinjektion einer KCI-Losung (1-1,5 bar fiir 100 ms) Uber eine peripher am
Neocortex angebrachten Elektrode. Bei den Versuchen dieser Reihe wurde
stets darauf geachtet, dass der Gewebeschnitt so positioniert war, damit die
KCl-Injektion gegen die Flussrichtung der Kammer erfolgen konnte. Der
Zeitpunkt der Auslésung der Injektion wurde als t=0 definiert. Zudem wurde in
jeder Versuchsreihe jeweils eine Vergleichselektrode in eine andere Region
eingebracht, als die, die gerade untersucht wurde. Das heil3t wenn Amygdala
oder Hippocampus untersucht wurden, war auch eine Elektrode im Neocortex
platziert und bei Versuchen am Neocortex dann entsprechend im Hippocampus

oder Amygdala.

Die Injektion von KCI rief eine Anderung des Feldpotentials in Form einer
zunachst negativen, gefolgt von positiven Veranderungen hervor, welche durch
die FP-Elektrode im Neocortex registriert wurde. Die Amplitude und Dauer der
SD-Welle wurden dokumentiert. Nach dem Erreichen des Ausgangswertes des
Feldpotentials begann die zweite Versuchsphase, die der intrazellularen
Ableitung in der 1. Versuchsreihe gleicht. Liel3 sich zwei Stunden nach der KCI-
Injektion, keine intrazellulare Lage der MP Elektrode registrieren, so wurde der

entsprechende Gewebeschnitt verworfen.
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2.5 Verfahren zur Auswertung und Darstellung der Me

2.5.1 Die Messvorschriften zur Auswertung der FP- A

AFP

ssergebnisse

nderung

Abb. 2-2: Darstellung der Messmethode anhand einer Registrierung der Feldpotentiale

nach dem Ausldsen von SD. Ggp: Grundlinie, Arp: maximale Auslenkung der FP-

Fluktuation, Tgp: Dauer der FP-Fluktuation.

Bei der Ausmessung der DC-Fluktuation wurde die Amplitude (Arp) als Spitze-

Spitze-Abstand (Maxima der Kurve in positiver und negativer Richtung)

zugrunde gelegt. Zur Ermittlung der Dauer der Depolarisationswelle wurde

Anfang und Ende der FP-Fluktuation (Tgp) bestimmt und ausgemessen.
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2.5.2 Die Messvorschriften zur Auswertung der MP-An  derung

Awvp

P Gwvr

Tve

Abb. 2-3: Darstellung der Messmethode fiir die MP-Fluktuation. Gyp: Grundlinie,
Schyp: Schwellenpotential, NP: Nachhyperpolarisation, Ayp: Amplitude, ¥2 Aye: halbe

Amplitude, Typ: Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude.

Die aufgenommenen Aktionspotentiale wurden einzeln mittels Cursor
vermessen. Hierbei wurden folgende Werte gemessen:

- das Ruhemembranpotential (RMP), Grundlinie (Gyp)

- Differenz zwischen Ruhemembranpotential und Schwellenwert (Schyp)

- Nachpotential (NP)

- Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twp)

- Interspikeintervall (ISI)

- Frequenz

Aus mindestens sechs Werten einer Messung wurde ein Mittelwert gebildet.
Diese Werte wurden fur die verschiedenen Versuche gegeneinander
aufgetragen und statistisch ausgewertet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert
(MW) und + mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM) angegeben. Hierzu wurde

das Programm Sigma Plot 10.0 verwendet. Die statistische Signifikanz der

26



Unterschiede wurde mit Sigma Stat bestimmt. Die Hohe der Signifikanz wurde
auf P<0,05 festgelegt.

. [S] §

Abb. 2-4: Messvorschriften zur Auswertung der FP-Fluktuation bei Applikation der
Stromimpulse. Ayp: Amplitude des Aktionspotentials, Ap: Amplitude der Depolarisation,

ISI: Interspikeintervall.

Als Kriterium zur Analyse der Bursts auf die applizierten Rechteckstromimpulse
wurden neben der Amplitude auch Parameter herangezogen, welche

Burstcharakteristika darstellen. Dabei handelte es sich um folgende Parameter:

- Anderung des Membranpotentials in Richtung Depolarisation (Ap)
- Interspikeintervall (I1SI) innerhalb eines Bursts
- Amplitude (Awp)
- Entladungsmuster.
- fast adapting (FA)
- slow adapting (SA)
- intrinsicaly bursting (I1B)
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3. Ergebnisse

Im nachfolgenden Kapitel werden die Ergebnisse aller durchgefihrten Versuche
dargestellt. Es galt zu untersuchen, wie SD die intrazellulare Aktivitat
beeinflusst.

3.1 Anderungen des Feldpotentials im Neocortex nach KCI-Applikation

Eine Applikation von 3M KCI (n = 19) I6ste im Bereich des Neocortex (Abb. 2-1)
eine Anderung des Feldpotentials aus. Versuche bei denen die SD-Welle sich
bis zum Hippocampus oder bis zur LA ausgebreitet hat, wurden von der
weiteren Analyse ausgeschlossen. Die SD-Fluktuation war in Form einer
zunachst negativen gefolgt von einer positiven Anderung des DC-Potentials
sichtbar (Abb. 3-1). Die Auswertung der Depolarisationswellen (Abb. 2-2) zeigte
Amplituden zwischen 4,8 mV und 30,9 mV mit einem Mittelwert (MW) von 15,5
+ 1,2 mV und einer Dauer von 3,4 min bis 41,4 min (MW: 22,8 + 2,8 min).
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Abb. 3-1: Originalregistrierung einer SD-Welle im Neocortex. Die Depolaristaionswelle
wurde durch eine KCI-Injektion peripher am Neocortex ausgeltst. Die DC-Parameter
zeigen erst eine Negativierung gefolgt von einer Positivierung des Potentials. Maus,

Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

3.2 Der Effekt von SD auf die intrazellulare Aktivi  tat

Im nachfolgenden Teil wird untersucht wie SD die intrazellulare Aktivitat von
Neuronen in bestimmten Hirnregionen beeinflusst. Wie bereits erwahnt wurde
eine Depolaristaionswelle am Neocortex ausgelost, die FP-Anderungen wurden
registriert und nach erreichen des Ausgangswertes des DC-Potentials begann
eine Zwischenphase, die bis zum erreichen der angestrebten intrazellularen
Lage der MP-Elektrode andauerte. Im Hippocampus betrug die Zeit fur diese
Phase von 19,0 min bis 133,0 min mit einem Mittelwert von 86,8 + 8,7 min, in
der Amydgala 48,0 min bis 132,0 min (MW: 92,1 £+ 7,4 min) und im Neocoretx
von 37,0 min bis 123,0 min (MW: 70,6 £ 6,6 min), (Tab. 3-1).
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Hippocampus
Hippocampus | Amygdala | Neocortex | Amygdala
Neocortex
MW = SEM (min) 86,8 + 8,7 92,1+74 |70,6+£6,6 [822x45
max. Zeit-min. Zeit (min) | 19,0-133,0 48,0-132,0 | 37,0-123,0 | 19,0-133,0

Tab. 3-1: Durchschnittliche Zeit +/- SEM und min.-max. Zeit bis zu erreichen einer
intrazellularen Lage der MP- Elektrode nach SD. MW: Mitelwert, SEM: mittlerer Fehler
des Mittelwertes, min: Minuten, min.: minimal, max.: maximal. Maus, Amygdala-

Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

3.2.1 Der Effekt von SD auf die intrazellulare Akti  vitat im Hippocampus

3.2.1.1 Kontrollversuche

Es wurden 14 Neurone im Hippocampus der Maus unter Kontrollbedingungen
untersucht. Die Zelle zeigten Ruhemembranpotentiale (RMP) zwischen -40,4
mV und -79,6 mV (MW: -59,3 + 3,2 mV, Tab. 3-2, Abb. 3-2 B). Das
Schwellenpotential (Schyp) als Differenz zum RMP lag im Bereich von 1,6 mV
bis 5,6 mV (MW: 2,7 £ 0,3 mV, Tab. 3-2). Fur die Dauer der Aktionspotentiale
bei halber Amplitude (Typ) ergaben sich Werte von 2,6 ms bis 43,2 ms (MW:
9,3 £+ 2,6 ms, Tab. 3-2, Abb. 3-4 B). Beim RMP traten nach dem Entladen
hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) im Bereich von 0,5 mV bis 5,0 mV
(MW: 1,6 + 0,3 mV, Tab. 3-2, Abb. 3-5 B) auf. Die Aktionspotentiale zeigten
eine Frequenz (F) von 15,0/min bis 620,0/min (MW: 317,9 £ 49,7/min, Tab. 3-2,
Abb. 3-6 B).

DarlUber hinaus wurden die Neurone durch negative bzw. positive konstante
Strominjektion Uber die intrazellulare Mikroelektrode hyperpolarisiert bzw.
depolarisiert. Wahrend der Depolarisation der Membran lag das
Membranpotential (MP) bei Werten zwischen -26,7 mV und -72,9 mV (MW -
48,4 £ 3,2 mV, Tab. 3-3, Abb. 3-2 A). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im
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Bereich von 1,2 mV bis 4,8 mV (MW: 2,5 £ 0,2 mV, Tab. 3-3). Fur die Dauer der
Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Tup) ergaben sich Werte von 4,0 ms bis
11,4 ms (MW: 6,9 + 0,6 ms, Tab. 3-3, Abb. 3-4 A). Wahrend der Depolarisation
der Membran traten hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) auf, deren
Amplituden zwischen 0,3 mV und 2,5 mV (MW: 1,1 £ 0,2 mV, Tab. 3-3, Abb. 3-
5 A) lagen. Die Frequenz variierte von 82,5/min bis 1740,0/min (MW: 553,1 +
124,5/min, Tab.3-3, Abb. 3-6 A).

Bei der Hyperpolarisation lag das MP zwischen -57,6 mV und -159,9 mV (MW: -
84,6 £ 7,8 mV, Tab. 3-4, Abb. 3-2 C). Die gemessenen Zahlen fiir Schyp gehen
von 1,9 mV bis 84 mv (MW: 3,8 + 0,5 mV, Tab. 3-4, Abb. 3-3 A). Bei
hyperpolarisierendem Strom zeigten die Aktionspotentiale bei halber Amplitude
eine Dauer von 2,4 ms bis 92,4 ms (MW: 16,7 = 6,1 ms, Tab. 3-4). Die Werte
fur hyperpolarisierende Nachpotentiale reichen von 0,7 mV bis 5,4 mV (MW: 2,2
+ 0,6 mV, Tab. 3-4, Abb. 3-5 C). Die Frequenz erstreckt sich tber 9,5
Aktionpotentiale pro min bis 255,0/min (MW: 61,3 £ 19,5/min, Tab. 3-4, Abb. 3-6
C).

In alle Neurone der Kontrollreihe wurden positive elektrische Strome von 100
pA, 500 pA, 900 pA injiziert. Die dadurch ausgelosten Verschiebungen des MP
in Richtung Depolarisation sowie die maximalen Amplituden der registrierten
Aktionspotentiale, der ISI und das Entladungsmuster sind in Tab. 3-5
dargestellt. Bei Injektion eines Stroms von 100 pA ergaben sich
Depolarisationen (Ap) um 1,8 mV bis 16,25 mV (MW: 6,5 = 1,0 mV, n = 14, Abb.
3-7 A) sowie Amplituden (Awp) der Aktionspotentiale von 16,0 mV bis 67,3 mV
(MW: 48,3 £4,4 mV, n =13, Abb. 3-7 A). Der ISl lag im Bereich von 20,0 ms bis
76,7 ms (MW: 36,3 £ 6,3 ms, n = 8, Abb. 3-7 A). EIf der 14 Zellen zeigten das
Entladungsmuster schnell-adaptierende (FA), eine Zelle war langsam-
adapierend (SA), zwei Neurone zeigten kein Aktionspotential (Abb. 3-7 A). Bei
Injektion eines Stroms von 500 pA resultierten Depolarisationen von 2,9 mV bis
35,4 mV (MW: 14,5 + 3,0 mV, n = 14, Abb. 3-7 B), die maximalen Amplituden
der Aktionspotentiale lagen zwischen 18,1 mV und 71,5 mV (MW: 45,9 + 4,6
mV, n = 13, Abb. 3-7 B). Der ISl lag im Bereich von 9,4 ms bis 70,6 ms (MW:
244 + 49 ms, n = 12, Abb. 3-7 B). Vier der Zellen zeigten das
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Entladungsmuster FA, neun SA und ein Neuron zeigte kein Aktionspotential
(Abb. 3-7 B). Die Depolarisationen bei Injektion eines Stroms von 900 pA hatten
Amplituden zwischen 4,8 mV und 64,6 mV (MW: 25,5 £ 5,8 mV, n = 14, Abb. 3-
7 C). Die Aktionspotentiale erreichten maximale Amplituden von 12,1 mV bis
69,5 mV (MW: 41,9 £ 4,7 mV, n = 14, Abb. 3-7 C). Der ISI lag bei Werten von
10,6 ms bis 19,8 ms (MW: 14,7 + 0,9 ms, n = 10, Abb. 3-7 C).Vier der Neurone
zeigten das Entladungsmuster FA und zehn SA (Abb. 3-7 C).

3.2.1.2 Auswirkungen von SD auf das Aktionspotentia |

Es wurden 12 Neurone im Hippocampus der Maus nach SD untersucht. Die
Zellen zeigten RMP zwischen -36,9 mV und -69,4 mV (MW: -53,4 £3,3 mV, P =
0,210, Tab. 3-2, Abb. 3-2 E). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im Bereich
von 1,3 mV bis 4,5 mV (MW: 2,7 + 0,3 mV, P = 0,930, Tab. 3-2). Fiur die Dauer
der Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Typ) ergaben sich Werte von 7,1 ms
bis 25,5 ms (MW: 15,2 £+ 1,9 ms, P = 0,002, Tab. 3-2, Abb. 3-4 D). Es besteht
ein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-
Versuchen fur Typ. Beim RMP traten nach dem Entladen hyperpolarisierende
Nachpotentiale (NP) im Bereich von 0,4 mV bis 5,2 mV (MW: 1,9+ 0,4 mV, P =
0,777, Tab. 3-2, Abb. 3-5 E) auf. Die Aktionspotentiale zeigten eine Frequenz
(F) von 1,5/min bis 1440,0/min (MW: 482,9 + 139,4/min, P = 0,898, Tab. 3-2,
Abb. 3-6 E).

DarUber hinaus wurden auch hier die Neurone durch negative bzw. positive
konstante Strominjektion Uber die intrazellulare Mikroelektrode hyperpolarisiert
bzw. depolarisiert. Wahrend der Depolarisation der Membran lag das
Membranpotential (MP) bei Werten zwischen -12,5 mV und -61,2 mV (MW.: -
37,7 £ 49 mV, P = 0,173, Tab. 3-3, Abb. 3-2 D). Das Schwellenpotential
(Schyp) lag im Bereich von 1,1 mV bis 4,7 mV (MW: 2,7 + 0,3 mV, P = 0,635,
Tab. 3-3). Fur die Dauer der Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Twup)
ergaben sich Werte von 4,5 ms bis 33,8 ms (MW: 15,2 + 2,9 ms, P = 0,005,
Tab. 3-3, Abb. 3-4 C). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
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Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fur Typ. Wéahrend der Depolarisation
der Membran traten hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) auf deren
Amplituden zwischen 0,4 mV und 2,9 mV (MW: 1,5 + 0,2 mV, P = 0,208, Tab. 3-
3, Abb. 3-5 D) lagen. Die Frequenz variierte von 60,0/min bis 1560,0/min (MW:
493,0 + 128,5/min, P = 0,741, Tab.3-3, Abb. 3-6 D).

Bei der Hyperpolarisation lag das MP zwischen -55,0 mV und -99,7 mV (MW: -
73,3 £ 3,5 mV, P = 0,456, Tab. 3-4, Abb. 3-2 F). Die ermittelten Zahlen flr
Schwp gehen von 1,5 mV bis 5,0 mV (MW: 3,0 £ 0,3 mV, P = 0,186, Tab. 3-4,
Abb. 3-3 B). Bei hyperpolarisierendem Strom zeigten die Aktionspotentiale bei
halber Amplitude eine Dauer von 4,9 ms bis 32,0 ms (MW: 16,2 £+ 2,3 ms, P =
0,227, Tab. 3-4). Die Werte fur hyperpolarisierende Nachpotentiale erstrecken
sich von 0,5 mV bis 3,8 mV (MW: 1,5 £ 0,3 mV, P = 0,563, Tab. 3-4, Abb. 3-5
F). Die Aktionspotentiale zeigen eine Frequenz von 15,0/min bis 348/min (MW:
72,9 +28,9/min, P = 0,681, Tab. 3-4, Abb. 3-6 F).

In alle Neurone dieser Versuchreihe wurden positive elektrische Strome von
100 pA, 500 pA und 900 pA injiziert. Die dadurch ausgelésten Verschiebungen
des MP in Richtung Depolarisation sowie die maximalen Amplituden der
registrierten Aktionspotentiale, der ISI und das Entladungsmuster wurden
ermittelt (Tab. 3-5).

Bei Injektion eines Stroms von 100 pA ergaben sich Depolarisationen (Ap) um
4,5 mV bis 43,7 mV (MW: 19,2 £ 3,5 mV, P = 0,004, n = 12, Abb. 3-7 D) sowie
Amplituden (Awp) der Aktionspotentiale von 35,5 mV bis 69,9 mV (MW: 57,5 +
3,0 mV, P =0,201, n =12, Abb. 3-7 D). Es besteht ein signifikanter Unterschied
zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fiir Ap bei einer
Injektion von 100 pA Strom. Der ISI lag im Bereich von 23,7 ms bis 74,9 ms
(MW: 40,3 £5,3ms, P =0,773, n =11, Abb. 3-7 D). Acht der 12 Zellen zeigten
das Entladungsmuster schnell-adaptierend und vier Zellen waren langsam-
adapierend (Abb. 3-7 D). Bei Injektion eines Stroms von 500 pA resultierten
Depolarisationen von 8,1 mV bis 98,0 mV (MW: 54,8 £ 9,2 mV, P = 0,001, n =
12, Abb. 3-7 E), die maximalen Amplituden der Aktionspotentiale lagen
zwischen 25,5 mV und 69,5 mV (MW: 50,1 £ 3,7 mV, P = 0,493, n = 12, Abb. 3-

7 E). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen
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und den SD-Versuchen fur Ap bei einer Injektion von 500 pA Strom. Der ISl lag
im Bereich von 13,1 ms bis 37,4 ms (MW: 21,9 + 2,1 ms, P = 0,829, n = 11,
Abb. 3-7 E). Eine der Zellen zeigte das Entladungsmuster FA und elf SA (Abb.
3-7 E). Die Depolarisationen bei Injektion eines Stroms von 900 pA hatten
Amplituden zwischen 12,6 mV und 182,4 mV (MW: 92,5 + 16,8 mV, P = 0,002,
n = 11, Abb. 3-7 F). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen flr Ap bei einer Injektion von 900 pA
Strom.

Die Aktionspotentiale erreichten maximale Amplituden von 4,0 mV bis 64,9 mV
(MW: 44,7 +5,0 mV, P = 0,848, n = 11, Abb. 3-7 F). Der ISl lag bei Werten von
9,0 ms bis 28,24 ms (MW: 17,6 £1,8 ms, P = 0,174, n = 10, Abb. 3-7 F). Neun
der Neurone zeigten das Entladungsmuster SA, eine Zelle war ein gruppiert
feuerndes Neuron (I1B), (Abb. 3-7 F).



Rue(MmV) | Schyp(mV) | Tup(ms) NP(mV) | Frequenz min *

1. MW+SEM | -59,3+3,2 | 2,7+0,3 93+26 |16+03 317,9+47,9

2.MW+SEM | -534+33 | 2,7+0,3 152+19 |19+04 482,9 + 139,4

P= 0,210 0,930 0,002 0,777 0,898

Tab. 3-2: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twe), Nachpotential (NP)
und Frequenz im Hippocampus, * mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P =
Signifikanz in Bezug zur Kontrolle (Mann-Whitney-Rank-Sum-Test). Es besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir
Twme. 1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI

zur Auslésung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

Rwp(MV) | Schye(mV) | Tye(ms) | NP(mV) | Frequenz min ™*

1. MW+ SEM | -48,4 +3,2 2,5+£0,2 69+06 |1,1+0,2 553,1+124,5

2. MW +*SEM | -37,7+4,9 2,7+0,3 152+29 |15+0,2 493,0 + 128,5

P= 0,173 0,635 0,005 0,208 0,741

Tab. 3-3: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twe), Nachpotential (NP)
und Frequenz bei Depolarisation mit konstanter Strominjektion im Hippocampus, *
mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fur Tye. 1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-
1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur Auslésung von SD). Maus, Amygdala-

Hippocampus-Cortex-Schnittpréparat.
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-1

Rve(MV) Schyp(mV) | Tue(ms) | NP(mV) | Frequenz min
1. MW+SEM | -846+78 | 3805 16,7+6,1 | 2,2+0,6 61,3+19,5
2.MW+SEM | -73,3+35 | 3,0%£0,3 16,2+2,3 [1,5+0,3 72,9+28,9
P= 0,456 0,186 0,227 0,563 0,681

Tab. 3-4: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twe), Nachpotential (NP)
und Frequenz bei Hyperpolarisation mit konstanter Strominjektion im Hipocampus, *
mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test).
Unterschiede zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen auszumachen.
1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur

Es sind anhand der P - Werte keine signifikanten

Auslésung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

100 pA 500 pA 900 pA
Ap Anp ISI Ap Anp ISI Ap Awp ISI
1.MW 6,5 48,3 36,3 14,5 45,9 24,4 25,5 41,9 14,7
+SEM | +10 | £44 | £63 | £30 | £46 | £49 +58 | +4,7 | £0,9
2.MW 19,2 57,5 40,3 54,8 50,1 21,9 92,5 44,7 17,6
+SEM | £35 | £30 | +53 | 92 | +37 | +21 | £16,8 | £50 | £1,8
P= 0,004 | 0,201 | 0,773 | 0,001 | 0,493 | 0,829 | 0,002 | 0,848 | 0,174

Tab. 3-5: Anderung des MP einzelner Neurone bei Injektion positiver elektrischer
Rechteckstrompulse Uber die intrazellulare Mikroelektrode und Charakterisierung des
Entladungsverhaltens im Hippocampus. MW: Mittelwert, SEM: mittlerer Fehler des
Mittelwertes, Ap: Amplitude der Depolarisation, Aye: Amplitude des Aktionspotentials,
ISI: Interspikeintervall, P = Signifikanz in Bezug zur Kontrolle (Mann-Whitney-Rank-
Sum-Test). Es sind anhand der P - Werte signifikante Unterschiede zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir Ap bei Injektion von 100 pA, 500 pA und
900 pA Strom auszumachen. 1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche
(Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur Auslosung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-

Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-2: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-2: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen im Hippocampus.
Vergleich des Membranpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber
intrazellulare Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D), hyperpolarisierender
Strom (C, F)) und spontaner Aktivitat (B, E) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und
Versuchen nach Auslésen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-
Schnittpraparat.

Hippocampus

Schwellenpotential
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A

-92 mV ey -84 mV

Abb. 3-3: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen im Hippocampus.
Vergleich des Schwellenpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber
intrazellulare  Mikroelektrode (hyperpolarisierender Strom (A, B)) zwischen
Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Auslésen von SD. Maus, Amygdala-

Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-4: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen im Hippocampus.

Vergleich der Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude wahrend konstanter
Strominjektion Uber intrazellulare Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, C)) und
spontaner Aktivitat (B, D) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach

Auslésen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-5: (Legende siehe nachste Seite)
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Abb. 3-5: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen im Hippocampus.
Vergleich des Nachpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber intrazellulare
Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D), hyperpolarisierender Strom (C, F)) und
spontaner Aktivitdt (B, E) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach

Auslésen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-6: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen im Hippocampus.
Vergleich der Frequenz wahrend konstanter Strominjektion Uber intrazellulare
Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D), hyperpolarisierender Strom (C, F)) und
spontaner Aktivitat (B, E) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach

Auslésen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-7: Entladungsverhalten der Neurone im Hippocampus in Reaktion auf
Depolarisiation der Membran durch intrazellulare Strominjektion unterschiedlicher
Starke (A+D-100 pA, B+E-500 pA, C+F-900 pA). SD wurde durch Applikation von 3M
KCI-Losung ausgelost. CTRL: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1). Maus, Amygdala-
Hippocampus-Cortex-Schnittpréparat.
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3.2.2 Der Effekt von SD auf die intrazellulare Akti  vitat in der Amygdala

3.2.2.1 Kontrollversuche

Es wurden 12 Neurone in der Amygdala der Maus unter Kontrollbedingungen
untersucht. Die Zelle zeigten Ruhemembranpotentiale (RMP) zwischen -24,0
mV und -62,7 mV (MW: -46,8 + 3,0 mV, Tab. 3-6, Abb. 3-8 A). Das
Schwellenpotential (Schyp) als Differenz zum RMP lag im Bereich von 1,6 mV
bis 6,2 mV (MW: 4,5 =+ 0,4 mV, Tab. 3-6). Fur die Dauer der Aktionspotentiale
bei halber Amplitude (Twp) ergaben sich Werte von 2,2 ms bis 92,8 ms (MW:
356 £+ 9,3 ms, Tab. 3-6). Beim RMP traten nach dem Entladen
hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) im Bereich von 0,9 mV bis 7,4 mV
(MW: 3,2 £ 0,6 mV, Tab. 3-6) auf. Die Aktionspotentiale zeigten eine Frequenz
(F) von 10,5/min bis 960,0/min (MW: 201,7 + 74,5/min, Tab. 3-6, Abb. 3-12 B).
DarlUber hinaus wurden die Neurone durch negative bzw. positive konstante
Strominjektion Uber die intrazellulare Mikroelektrode hyperpolarisiert bzw.
depolarisiert. Wahrend der Depolarisation der Membran lag das
Membranpotential (MP) bei Werten zwischen -17,1 mV und -52,2 mV (MW: -
36,8 + 3,6 mV, Tab. 3-7). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im Bereich von
2,2 mV bis 6,8 mV (MW: 4,1 £ 0,4 mV, Tab. 3-7, Abb. 3-9 A). Fir die Dauer der
Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Twp) ergaben sich Werte von 2,9 ms bis
50,4 ms (MW: 26,4 £ 4,6 ms, Tab. 3-7). Wéahrend der Depolarisation der
Membran traten hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) auf deren Amplituden
zwischen 0,6 mV und 9,0 mV (MW: 3,9 £ 0,8 mV, Tab. 3-7, Abb. 3-11 A) lagen.
Die Frequenz variierte von 21,0/min bis 795,0/min (MW: 305,2 + 72,3/min,
Tab.3-7, Abb. 3-12 A).

Bei der Hyperpolarisation lag das MP zwischen -27,8 mV und -100,2 mV (MW: -
59,5 + 5,0 mV, Tab. 3-8, Abb. 3-8 B). Die gemessenen Zahlen fiir Schyp gehen
von 1,7 mV bis 9,6 mV (MW: 5,0 £ 0,7 mV, Tab. 3-8). Bei hyperpolarisierendem
Strom zeigten die Aktionspotentiale bei halber Amplitude eine Dauer von 1,8 ms
bis 139,12 ms (MW: 39,0 £ 12,4 ms, Tab. 3-8, Abb. 3-10 A). Die Werte fur
hyperpolarisierende Nachpotentiale reichen von 1,8 mV bis 5,2 mV (MW: 3,6 *



0,4 mV, Tab. 3-8, Abb. 3-11 B). Die Frequenz erstreckt sich tber 1,0
Aktionspotential pro min bis 1187,0/min (MW: 135,3 £+ 97,5/min, Tab. 3-8, Abb.
3-12 C).

In alle Neurone der Kontrollreihe wurden positive elektrische Strome von 100
pA, 500 pA und 900 pA injiziert. Die dadurch ausgeldsten Verschiebungen des
MP in Richtung Depolarisation sowie die maximalen Amplituden der
registrierten Aktionspotentiale, der ISl und das Entladungsmuster sind in Tab.
3-9 dargestellt. Bei Injektion eines Stroms von 100 pA ergaben sich
Depolarisationen (Ap) um 4,1 mV bis 35,3 mV (MW: 13,0 £ 2,9 mV, n = 12)
sowie Amplituden (Awp) der Aktionspotentiale von 28,8 mV bis 77,3 mV (MW:
56,6 = 4,8 mV, n = 12). Der ISI lag im Bereich von 31,3 ms bis 118,3 ms (MW:
59,0 + 8,3 ms, n = 11). Sechs der 12 Zellen zeigten das Entladungsmuster
schnell-adaptierend (FA) und sechs waren langsam-adapierend (SA). Bei
Injektion eines Stroms von 500 pA resultierten Depolarisationen von 5,6 mV bis
87,7 mV (MW: 33,4 £ 85 mV, n = 12), die maximalen Amplituden der
Aktionspotentiale lagen zwischen 24,9 mV und 75,1 mV (MW: 52,6 + 5,3 mV, n
= 12). Der ISl lag im Bereich von 16,2 ms bis 37,7 ms (MW: 23,9 + 2,1 ms, n =
11). Eine Zelle zeigten das Entladungsmuster FA und elf SA. Die
Depolarisationen bei Injektion eines Stroms von 900 pA hatten Amplituden
zwischen 8,9 mV und 151,6 mV (MW: 552 + 159 mV, n = 11). Die
Aktionspotentiale erreichten maximale Amplituden von 16,9 mV bis 534,0 mV
(MW: 48,5 £ 5,7 mV, n = 11). Der ISl lag bei Werten von 10,8 ms bis 26,1 ms
(MW: 17,5 £ 1,8 ms, n = 10). Eine Zelle zeigte das Entladungsmuster FA, zehn

SA und eine Zelle zeigte kein Aktionspotential bei der Strominjektion.

3.2.2.2 Auswirkungen von SD auf das Aktionspotentia |

Es wurden 12 Neurone in der lateralen Amygdala der Maus nach SD

untersucht. Die Zellen zeigten RMP zwischen -40,4 mV und -63,1 mV (MW: -

51,4 £ 2,0 mV, P = 0,208, Tab. 3-6, Abb. 3-8 C). Das Schwellenpotential
(Schyp) lag im Bereich von 1,4 mV bis 7,8 mV (MW: 4,4 + 0,5 mV, P = 0,919,
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Tab. 3-6). Fur die Dauer der Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Twup)
ergaben sich Werte von 7,2 ms bis 81,7 ms (MW: 35,4 + 6,8 ms, P = 0,985,
Tab. 3-6). Beim RMP traten nach dem Entladen hyperpolarisierende
Nachpotentiale (NP) im Bereich von 0,5 mV bis 6,0 mV (MW: 3,5+ 0,6 mV, P =
0,632, Tab. 3-6) auf. Die Aktionspotentiale zeigten eine Frequenz von 68,0/min
bis 500,0/min (MW: 255,5 + 35,0/min, P = 0,050, Tab. 3-6, Abb. 3-12 E). Es
besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den
SD-Versuchen fir die Frequenz.

Dartber hinaus wurden auch hier die Neurone durch negative bzw. positive
konstante Strominjektion Uber die intrazellulare Mikroelektrode hyperpolarisiert
bzw. depolarisiert. Wahrend der Depolarisation der Membran lag das
Membranpotential (MP) bei Werten zwischen -23,6 mV und -49,1 mV (MW: -
37,4 £ 2,2 mV, P = 0,881, Tab. 3-7). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im
Bereich von 1,3 mV bis 8,5 mV (MW: 5,1 + 0,7 mV, P = 0,252, Tab. 3-7, Abb. 3-
9 B). Fur die Dauer der Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Typ) ergaben
sich Werte von 6,7 ms bis 48,4 ms (MW: 24,9 £ 4,0 ms, P = 0,812, Tab. 3-7).
Wahrend der Depolarisation der Membran traten hyperpolarisierende
Nachpotentiale auf deren Amplituden zwischen 0,2 mV und 9,9 mV (MW: 5,3
0,9 mV, P = 0,264, Tab. 3-7, Abb. 3-11 C) lagen. Die Frequenz variierte von
260,0/min bis 1680,0/min (MW: 693,3 + 114,4/min, P = 0,009, Tab.3-7, Abb. 3-
12 D). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen
und den SD-Versuchen fur die Frequenz bei Depolarisiation.

Bei der Hyperpolarisation lag das MP zwischen -51,6 mV und -79,1 mV (MW: -
61,4 £ 2,5 mV, P = 0,742, Tab. 3-8, Abb. 3-8 D). Die ermittelten Zahlen fur
Schype gehen von 2,1 mV bis 9,2 mV (MW: 5,1 + 0,5 mV, P = 0,707, Tab. 3-8).
Bei hyperpolarisierendem Strom zeigten die Aktionspotentiale bei halber
Amplitude eine Dauer von 8,9 ms bis 154,1 ms (MW: 53,7 £ 12,2 ms, P = 0,260,
Tab. 3-8, Abb. 3-10 B). Die Werte flur hyperpolarisierende Nachpotentiale
erstrecken sich von 0,6 mV bis 6,4 mV (MW: 4,2 £ 0,7 mV, P = 0,464 Tab. 3-8,
Abb. 3-11 D). Die Aktionspotentiale zeigen eine Frequenz von 7,0/min bis
180,0/min (MW: 42,5 + 14,1/min, P = 0,341, Tab. 3-8, Abb. 3-12 F).
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In alle Neurone dieser Versuchreihe wurden positive elektrische Strome von
100 pA, 500 pA und 900 pA injiziert. Die dadurch ausgelésten Verschiebungen
des MP in Richtung Depolarisation sowie die maximalen Amplituden der
registrierten Aktionspotentiale, der ISI und das Entladungsmuster wurden
ermittelt (Tab. 3-9).

Bei Injektion eines Stroms von 100 pA ergaben sich Depolarisationen (Ap) um
4,5 mV bis 60,2 mV (MW: 21,3 + 4,9 mV, P = 0,166, n = 11) sowie Amplituden
(Awvp) der Aktionspotentiale von 11,5 mV bis 76,3 mV (MW: 56,8 + 5,9 mV, P =
0,979, n = 11). Der ISI lag im Bereich von 29,2 ms bis 142,6 ms (MW: 68,4 +
11,2 ms, P = 0,502, n = 10). Funf der 12 Zellen zeigten das Entladungsmuster
schnell-adaptierend, sechs Zellen waren langsam-adapierend, eine Zelle zeigte
kein Aktionspotential. Bei Injektion eines Stroms von 500 pA resultierten
Depolarisationen von 8,1 mV bis 139,0 mV (MW: 49,6 £ 10,7 mV, P = 0,248, n
= 12). Die maximalen Amplituden der Aktionspotentiale lagen zwischen 22,6
mV und 76,4 mV (MW: 55,1 + 5,8 mV, P = 0,748, n = 12). Der ISl lag im
Bereich von 19,4 ms bis 44,2 ms (MW: 28,3 + 3,3 ms, P = 0,362, n = 9). Drei
Zellen zeigten das Entladungsmuster FA und neun SA. Die Depolarisationen
bei Injektion eines Stroms von 900 pA hatten Amplituden zwischen 18,0 mV
und 204,6 mV (MW: 83,9 + 17,2 mV, P = 0,186, n = 12). Die Aktionspotentiale
erreichten maximale Amplituden von 22,5 mV bis 72,0 mV (MW: 50,1 + 5,9 mV,
P =0,849, n = 12). Der ISI lag bei Werten von 12,7 ms bis 29,0 ms (MW: 19,5 +
2,0 ms, P = 0,488, n =9). Drei der Neurone zeigten das Entladungsmuster FA,

neun SA.

47



-1

Ruwe(MmV) | Schyp(MmV) | Tup(ms) | NP(mMV) Frequenz min

1. MW+SEM | -46,8+3,0 | 45+04 |356+93 |3,2+0,8 201,7+ 74,5

2.MW=+SEM | -51,4+20| 44+05 |354+68 [35+0,6 255,5+ 35,0

P= 0,208 0,919 0,985 0,632 0,050

Tab. 3-6: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Typ), Nachpotential (NP)
und Frequenz in der Amygdala, + mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P =
Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-Whithey-Rank-Sum-Test). Es besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir
die Frequenz. 1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1
und KCI zur Auslésung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-

Schnittpraparat.

-1

Rvp(MV) Schyp(mV) | Tup(Ms) NP(mV) | Frequenz min

1. MW+ SEM | -36,8 + 3,6 41+04 26,4+46 (39%0,8 305,2+ 72,3

2. MW +SEM | -37,4+£2.2 51+0,7 249+40 |(53+0,9 693,3+ 114,4

P= 0,881 0,252 0,812 0,264 0,009

Tab. 3-7: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twe), Nachpotential (NP)
und Frequenz bei Depolarisation mit konstanter Strominjektion in der Amygdala, *
mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir die Frequenz. 1. Kontrollversuche
(Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur Auslésung von SD).

Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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-1

Rwe(mV) | Schyp(mV) Twp(MS) NP(mV) | Frequenz min

1. MW*SEM | -59,5+5,0 | 50+0,7 39,0+124 | 3,6+04 1353+ 97,5

2.MW+SEM | -61,4+25 51+0,5 53,7+12,2 | 4,2+0,7 42,5+ 14,1

P= 0,742 0,707 0,260 0,464 0,341

Tab. 3-8: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twe), Nachpotential (NP)
und Frequenz bei Hyperpolarisation mit konstanter Strominjektion in der Amygdala, *
mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test). Es sind anhand der P - Werte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen auszumachen.
1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2. SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur

Auslésung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

100 pA 500 pA 900 pA
Ap Anp ISI Ap Anp ISI Ap Anp ISI
1.MW 13,0 56,6 59,0 33,4 | 52,6 23,9 55,2 48,5 17,5
+ SEM +29 | £+48 | £83 | £85 | £53 | £+21 |+159 | +5,7 | +18
2.MW 21,3 56,8 68,4 | 49,6 55,1 28,3 83,9 50,1 19,5
+ SEM +49 | £59 | +112|+10,7| 58 | £33 |£172| £59 | £2,0
= 0,166 | 0,979 | 0,502 | 0,248 | 0,748 | 0,362 | 0,186 | 0,849 | 0,488

Tab. 3-9: Anderung des MP einzelner Neurone bei Injektion positiver elektrischer
Rechteckstrompulse tber die intrazellulare Mikroelektrode und Charakterisierung des
Entladungsverhaltens in der Amygdala. MW: Mittelwert, SEM: mittlerer Fehler des
Mittelwertes, Ap: Amplitude der Depolarisation, Ayp: Amplitude des Aktionspotentials,
ISI: Interspikeintervall, P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-Whitney-Rank-
Sum-Test). Es sind anhand der P - Werte keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen auszumachen. 1: Kontrollversuche
(Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur Auslésung von SD).

Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-8: Originalmessung von intrazellularer Aktivitdt bei Neuronen in der lateralen
Amygdala. Vergleich des Membranpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber
intrazellulare Mikroelektrode (hyperpolarisierender Strom (B, D)) und spontaner
Aktivitat (A, C) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Auslésen von
SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-9: Originalmessung von intrazellularer Aktivitdt bei Neuronen in der lateralen

Amygdala. Vergleich des Schwellenpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber
intrazellulare  Mikroelektrode  (depolarisierender  Strom (A, B)) zwischen
Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Auslésen von SD. Maus, Amygdala-
Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Dauer bei halber

-42 mv -52 mV

Abb. 3-10: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen in der lateralen
Amygdala. Vergleich der Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude wéahrend
konstanter Strominjektion Uber intrazellulare Mikroelektrode (hyperpolarisierender
Strom (A, B)) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Auslésen von

SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-11: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen in der lateralen
Amygdala. Vergleich des Nachpotentials wéahrend konstanter Strominjektion Uber
intrazellulare Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, C), hyperpolarisierender
Strom (B, D)) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Ausldsen von
SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-12: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen in der lateralen
Amygdala. Vergleich der Frequenz wahrend konstanter Strominjektion Gber
intrazellulare Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D), hyperpolarisierender
Strom (C, F)) und spontaner Aktivitat (B, E) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und
Versuchen nach Auslésen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-
Schnittpraparat.



3.2.3 Der Effekt von SD auf die intrazellulare Akti  vitat im Neocortex

3.2.3.1 Kontrollversuche

Es wurden 14 Neurone im Neocortex der Maus unter Kontrollbedingungen
untersucht. Die Zelle zeigten Ruhemembranpotentiale (RMP) zwischen -32,2
mV und -72,3 mV (MW: -54,2 + 2,8 mV, Tab. 3-10). Das Schwellenpotential,
(Schyp) als Differenz zum RMP, lag im Bereich von 1,3 mV bis 6,5 mV (MW:
3,7 + 0,4 mV, Tab. 3-10). Fur die Dauer der Aktionspotentiale bei halber
Amplitude (Tup) ergaben sich Werte von 3,2 ms bis 68,8 ms (MW: 20,8 + 5,5
ms, Tab. 3-10, Abb. 3-14 B). Beim RMP traten nach dem Entladen
hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) im Bereich von 1,0 mV bis 6,9 mV
(MW: 3,8 + 0,5 mV, Tab. 3-10, Abb. 3-15 B) auf. Die Aktionspotentiale zeigten
eine Frequenz (F) von 60,0/min bis 1380,0/min (MW: 440,2 + 113,9/min, Tab. 3-
10, Abb. 3-16 B).

DarlUber hinaus wurden die Neurone durch negative bzw. positive konstante
Strominjektion Uber die intrazellulare Mikroelektrode hyperpolarisiert bzw.
depolarisiert. Wahrend der Depolarisation der Membran lag das
Membranpotential (MP) bei Werten zwischen -11,7 mV und -54,3 mV (MW: -
32,6 + 3,6 mV, Tab. 3-11). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im Bereich von
1,4 mV bis 6,5 mv (MW: 3,6 £ 0,5 mV, Tab. 3-11). Fiur die Dauer der
Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Tup) ergaben sich Werte von 2,1 ms bis
545 ms (MW: 15,8 + 3,9 ms, Tab. 3-11, Abb. 3-14 A). Wahrend der
Depolarisation der Membran traten hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP)
auf deren Amplituden zwischen 0,4 mV und 8,7 mV (MW: 3,2 £ 0,7 mV, Tab. 3-
11, Abb. 3-15 A) lagen. Die Frequenz variierte von 90,0/min bis 630,0/min (MW:
299,1 £ 45,4/min, Tab. 3-11, Abb. 3-16 A).

Bei der Hyperpolarisation lag das MP zwischen -46,3 mV und -104,5 mV (MW: -
74,9 £ 5,6 mV, Tab. 3-12, Abb. 3-13 A). Die gemessenen Zahlen fur Schyp
gehen von 1,6 mV bis 10,2 mV (MW: 46 = 0,6 mV, Tab. 3-12). Bei
hyperpolarisierendem Strom zeigten die Aktionspotentiale bei halber Amplitude
eine Dauer von 1,1 ms bis 149,3 ms (MW: 26,2 £ 10,4 ms, Tab. 3-12, Abb. 3-14
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C). Die Werte fur hyperpolarisierende Nachpotentiale reichen von 0,5 mV bis
6,6 mV (MW: 3,0 £ 0,4 mV, Tab. 3-12, Abb. 3-15 C). Die Frequenz erstreckt
sich Uber 4,0 Aktionspotentiale pro min bis 225,0/min (MW: 84,9 £ 19,6/min,
Tab. 3-12, Abb. 3-16 C).

In alle Neurone der Kontrollreihe wurden positive elektrische Strome von 100
pA, 500 pA und 900 pA injiziert. Die dadurch ausgeldsten Verschiebungen des
MP in Richtung Depolarisation sowie die maximalen Amplituden der
registrierten Aktionspotentiale, der ISl und das Entladungsmuster sind in Tab.
3-13 dargestellt. Bei Injektion eines Stroms von 100 pA ergaben sich
Depolarisationen (Ap) um 4,7 mV bis 75,6 mV (MW: 34,8 £ 8,3 mV, n =9, Abb.
3-17 A) sowie Amplituden (Ayvp) der Aktionspotentiale von 35,1 mV bis 77,7 mV
(MW: 49,6 £4,0 mV, n =8, Abb. 3-17 A). Der ISl lag im Bereich von 43,6 ms bis
117,0 ms (MW: 67,4 £ 10,0 ms, n = 8, Abb. 3-17 A). Eine der 14 Zellen zeigte
das Entladungsmuster schnell-adaptierende (FA), sieben waren langsam-
adapierend (SA) und sechs zeigten kein Aktionspotential. Bei Injektion eines
Stroms von 500 pA resultierten Depolarisationen von 8,3 mV bis 173,2 mV
(MW: 74,2 £ 15,4 mV, n = 13), die maximalen Amplituden der Aktionspotentiale
lagen zwischen 11,8 mV und 77,7 mV (MW: 45,5 + 4,9 mV, n = 13). Der ISl lag
im Bereich von 12,2 ms bis 166,7 ms (MW: 41,9 £ 14,6 ms, n = 11). Vier Zellen
zeigten das Entladungsmuster FA, acht SA und zwei Zellen zeigten kein
Aktionspotential. Die Depolarisationen bei Injektion eines Stroms von 900 pA
hatten Amplituden zwischen 11,9 mV und 262,1 mV (MW: 85,5 + 28,1 mV, n =
9). Die Aktionspotentiale erreichten maximale Amplituden von 13,4 mV bis 74,1
mV (MW: 48,9 + 6,2 mV, n = 9). Der ISI lag bei Werten von 8,3 ms bis 17,8 ms
(MW: 143 £ 1,5 ms, n = 6). Zwei Zellen zeigten das Entladungsmuster FA,

sechs SA und sechs Zellen zeigten kein Aktionspotential bei Strominjektion.

3.2.3.2 Auswirkungen von SD auf das Aktionspotentia |

Es wurden 14 Neurone im Neocortex der Maus nach SD untersucht. Die Zellen
zeigten RMP zwischen -27,6 mV und -76,7 mV (MW: -51,3 £ 3,2 mV, P = 0,504,
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Tab. 3-10). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im Bereich von 1,9 mV bis 10,3
mV (MW: 40 + 0,6 mV, P = 0,705, Tab. 3-10). Fur die Dauer der
Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Twp) ergaben sich Werte von 8,2 ms bis
60,6 ms (MW: 25,8 + 4,1 ms, P = 0,085, Tab. 3-10, Abb. 3-14 E). Beim RMP
traten nach dem Entladen hyperpolarisierende Nachpotentiale (NP) im Bereich
von 0,9 mV bis 4,6 mV (MW: 2,5 £ 0,3 mV, P = 0,015, Tab. 3-10, Abb. 3-15 E)
auf. Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen
und den SD-Versuchen fir NP. Die Aktionspotentiale zeigten eine Frequenz
von 28,4/min bis 1080,0/min (MW: 307,6 + 83,9/min, P = 0,323, Tab. 3-10, Abb.
3-16 E).

DarUber hinaus wurden auch hier die Neurone durch negative bzw. positive
konstante Strominjektion Uber die intrazellulare Mikroelektrode hyperpolarisiert
bzw. depolarisiert. Wahrend der Depolarisation der Membran lag das
Membranpotential (MP) bei Werten zwischen -17,8 mV und -45,4 mV (MW: -
33,2 £ 2,6 mV, P = 0,982, Tab. 3-11). Das Schwellenpotential (Schyp) lag im
Bereich von 1,9 mV bis 6,1 mV (MW: 3,4 + 0,3 mV, P = 0,836, Tab. 3-11). Fur
die Dauer der Aktionspotentiale bei halber Amplitude (Twp) ergaben sich Werte
von 10,4 ms bis 27,8 ms (MW: 18,6 = 1,5 ms, P = 0,510, Tab. 3-11, Abb. 3-14
D). Wahrend der Depolarisation der Membran traten hyperpolarisierende
Nachpotentiale (NP) auf deren Amplituden zwischen 0,4 mV und 7,8 mV (MW:
2,1 £05mV, P =0,204, Tab. 3-11, Abb. 3-15 D) lagen. Die Frequenz variierte
von 220,0/min bis 1080,0/min (MW: 461,2 + 63,1/min, P < 0,001, Tab.3-11,
Abb. 3-16 D). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fur die Frequenz bei Depolarisation.
Bei der Hyperpolarisation lag das MP zwischen -44,7 mV und -91,4 mV (MW: -
64,1 + 3,4 mV, P = 0,175, Tab. 3-12, Abb. 3-13 B). Die ermittelten Zahlen fur
Schyp gehen von 2,2 mV bis 12,0 mV (MW: 5,0 £ 0,8 mV, P = 0,641, Tab. 3-
12). Bei hyperpolarisierendem Strom zeigten die Aktionspotentiale bei halber
Amplitude eine Dauer von 18,6 ms bis 57,0 ms (MW: 37,1 =+ 3,3 ms, P = 0,008,
Tab. 3-12, Abb. 3-14 F). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir Typ bei Hyperpolarisation. Die

Werte fur hyperpolarisierende Nachpotentiale erstrecken sich von 0,7 mV bis
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3,8 mv (MwW: 2,3 £+ 0,3 mV, P = 0,169, Tab. 3-12, Abb. 3-15 F). Die
Aktionspotentiale zeigen eine Frequenz von 4,5/min bis 70,0/min (MW: 22,7 +
5,6/min, P = 0,017, Tab. 3-12, Abb. 3-16 F). Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fur die
Frequenz bei Hyperpolarisation.

In alle Neurone dieser Versuchreihe wurden positive elektrische Strome von
100 pA, 500 pA und 900 pA injiziert. Die dadurch ausgelésten Verschiebungen
des MP in Richtung Depolarisation sowie die maximalen Amplituden der
registrierten Aktionspotentiale, der ISI und das Entladungsmuster wurden
ermittelt (Tab. 3-13).

Bei Injektion eines Stroms von 100 pA ergaben sich Depolarisationen (Ap) um
3,7 mV bis 27,2 mV (MW: 12,3 £ 2,1 mV, P = 0,019, n = 13, Abb. 3-17 B) sowie
Amplituden (Awp) der Aktionspotentiale von 27,6 mV bis 73,3 mV (MW: 52,7 +
4,7 mV, P = 0,649, n = 12, Abb. 3-17 B). Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fiur Ap bei
Injektion von 100 pA Strom. Der ISl lag im Bereich von 22,4 ms bis 135,7 ms
(MW: 434 + 99 ms, P = 0,019, n = 11, Abb. 3-17 B). Es besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-
Versuchen fur ISI bei Injektion von 100 pA Strom. Funf der 14 Zellen zeigten
das Entladungsmuster schnell-adaptierend, sieben Zellen waren langsam-
adapierend, zwei Zellen zeigten kein Aktionspotential. Bei Injektion eines
Stroms von 500 pA resultierten Depolarisationen von 9,1 mV bis 74,3 mV (MW:
309 + 6,8 mV, P = 0,087, n = 12). Die maximalen Amplituden der
Aktionspotentiale lagen zwischen 15,0 mV und 71,0 mV (MW: 45,1 £ 6,1 mV, P
=0,962, n = 12). Der ISl lag im Bereich von 8,1 ms bis 42,7 ms (MW: 20,5 + 3,1
ms, P = 0,186, n = 12). EIf Zellen zeigten das Entladungsmuster SA, drei Zellen
zeigten kein Aktionspotential. Die Depolarisationen bei Injektion eines Stroms
von 900 pA hatten Amplituden zwischen 18,4 mV und 102,7 mV (MW: 38,9 *
96 mv, P = 0,665, n = 8). Die Aktionspotentiale erreichten maximale
Amplituden von 15,7 mV bis 70,0 mV (MW: 52,1 £ 6,9 mV, P = 0,751, n = 7).
Der ISl lag bei Werten von 7,7 ms bis 26,9 ms (MW: 15,8 + 2,7 ms, P = 0,646,
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n = 7). Sechs der Neurone zeigten das Entladungsmuster SA, ein Neuron war

gruppiert feuernd und sieben Zellen zeigten kein Aktionspotential.

-1

Rue(MV) Schyp(mV) | Tup(Ms) NP(mV) | Frequenz min
1. MW +SEM | -54,2+28 3,704 20,8+55 (3,8+0,5 | 440,2+ 1139
2. MW +=SEM | -51,3+£3,2 4,0+£0,6 258+41 [ 25+0,3 307,6 £ 83,9
P= 0,504 0,705 0,085 0,015 0,323

Tab. 3-10: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Typ), Nachpotential (NP)
und Frequenz im Neocortex, + mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikaz
in Bezug zur Kontrolle (Mann-Whitney-Rank-Sum-Test). Es besteht ein signifikanter
Unterschied zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir NP.1:
Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur
Ausldsung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

-1

Rve(MV) Schyp(mV) | Tup(Ms) NP(mV) | Frequenz min
1. MW SEM | -32,6 £3,6 3,6+0,5 158+3,9 | 3,2+0,7 299,1+ 454
2. MW xSEM | -33,2+2,6 3,4+0,3 18,6 +15 | 2,1+0,5 461,2 + 63,1
P= 0,982 0,836 0,510 0,204 <0,001

Tab. 3-11: Mittelwerte (MW) fir Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Twe), Nachpotential (NP)
und Frequenz bei Depolarisation mit konstanter Strominjektion im Neocortex, *
mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir die Frequenz bei Depolarisation.l:
Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur

Auslésung von SD). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Rwe(mV) | Schyp(mV) Twp(MS) NP(mV) | Frequenz min ™

1. MW*SEM | -749+56 | 4,6+0,6 26,2+10,4 | 3,0+0,4 84,9+ 19,6

2.MW+SEM | -64,1+34 | 50+0,8 37,1+33 |23+0,3 22,7+5,6

P= 0,175 0,641 0,008 0,169 0,017

Tab. 3-12: Mittelwerte (MW) fur Ruhemembranpotential (RMP), Schwellenpotential
(Schyp), Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude (Typ), Nachpotential (NP)
und Frequenz bei Hyperpolarisation mit konstanter Strominjektion im Neocortex, *
mittlerer Fehler des Mittelwertes (SEM), P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test). Es besteht ein signifikanter Unterschied zwischen den
Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fir Frequenz und Type. 1: Kontrollversuche
(Lsg.2, Tab. 2-1), 2: SD-Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur Auslésung von SD).

Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.

100 pA 500 pA 900 pA

Ao | Awe | ISI Ao | Aw | ISI Ao | Awe | ISI
1.MW 348 | 496 | 67,4 | 742 | 455 | 419 | 855 | 489 | 14,3
+ SEM +83 | +40 [+100 |+154 | +49 |+146 | +281| +62 | +15
2.MW 12,3 | 52,7 | 434 | 30,9 | 451 | 2055 | 38,9 | 52,1 | 158
+ SEM +21 | +47 | +99 | +68 | £6,1 | 31 | +96 | +6,9 | +2,7
P= 0,019 | 0,649 | 0,019 | 0,087 | 0,962 | 0,186 | 0,665 | 0,751 | 0,646

Tab. 3-13: Anderung des Membranpotentials einzelner Neurone bei Injektion positiver
elektrischer  Rechteckstrompulse dber die intrazellulare Mikroelektrode und
Charakterisierung des Entladungsverhaltens im Neocortex. MW: Mittelwert, SEM:
mittlerer Fehler des Mittelwertes, Ap: Amplitude der Depolarisation, Aye: Amplitude des
Aktionspotentials, 1SI: Interspikeintervall, P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-
Whitney-Rank-Sum-Test). Es sind anhand der P - Werte signifikante Unterschiede
zwischen den Kontrollversuchen und den SD-Versuchen fur Ap und ISI bei Injektion
von 100 pA Strom auszumachen. 1: Kontrollversuche (Lsg.2, Tab. 2-1), 2. SD-
Versuche (Lsg.2, Tab. 2-1 und KCI zur Auslésung von SD). Maus, Amygdala-

Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-13: Originalmessung von intrazellularer Aktivitéat bei Neuronen im Neocoretx.
Vergleich des Membranpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber
intrazellulare  Mikroelektrode (hyperpolarisierender Strom (A, B)) zwischen
Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Auslésen von SD. Maus, Amygdala-
Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-14: (Legende siehe nachste Seite)



Abb. 3-14: Originalmessung von intrazellularer Aktivitéat bei Neuronen im Neocortex.
Vergleich der Dauer des Aktionspotentials bei halber Amplitude wahrend konstanter
Strominjektion Gber intrazellulare Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D),
hyperpolarisierender Strom (C, F)) und spontaner Aktivitdt (B, E) zwischen
Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach Auslésen von SD. Maus, Amygdala-

Hippocampus-Cortex-Schnittpréparat.
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Abb. 3-15: (Legende siehe néchste Seite)




Abb. 3-15: Originalmessung von intrazellularer Aktivitéat bei Neuronen im Neocortex.
Vergleich des Nachpotentials wahrend konstanter Strominjektion Uber intrazellulare
Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D), hyperpolarisierender Strom (C, F)) und
spontaner Aktivitdt (B, E) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach

Auslésen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Abb. 3-16: Originalmessung von intrazellularer Aktivitat bei Neuronen im Neocoretx.
Vergleich der Frequenz wahrend konstanter Strominjektion Uber intrazellulare
Mikroelektrode (depolarisierender Strom (A, D), hyperpolarisierender Strom (C, F)) und
spontaner Aktivitat (B, E) zwischen Kontrollversuchen (CTRL) und Versuchen nach
Ausldsen von SD. Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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Neocortex
Strom

CTRL Nach SD

Abb. 3-17: Entladungsverhalten der Neurone im Neocortex in Reaktion auf
Depolarisiation der Membran durch intrazellulare Strominjektion von 100 pA Starke. SD
wurde durch Applikation von 3M KCI-Lésung ausgelost. CTRL: Kontrollversuche

(Lsg.2, Tab. 2-1). Maus, Amygdala-Hippocampus-Cortex-Schnittpraparat.
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4. Diskussion

Spreading depressions (SD) werden als potentielle pathogenetische Faktoren
verschiedener neurologischer Erkrankungen angesehen (Obrenovitch et al.,
1997; Gorji, 2001; Wernsmann et al., 2006; Hauser et al., 1975; Berger et al.,
2008). Unter diesem Gesichtspunkt befasste sich die vorliegende Studie
hauptsachlich mit solchen SD-Effekten, die mdglicherweise fur das Verstandnis
dieser Erkrankungen von Bedeutung sein konnten. Damit lag der Schwerpunkt
auf den bioelektrischen Konsequenzen nach SD im Hippocampus, in der
lateralen Amygdala und im Neocortex.

Twe Twe-D | Twe-H F F-D F-H NP
P= | 0002 | 0,005 - - - - -
p= ; ; - 0,050 0,009 - -
p= ; - 0,008 - <0,001 | 0,017 | 0,015

Tab. 4-1. Zusammenfassung der statistisch signifikanten Werte. Dauer des
Aktionspotentials bei halber Amplitude bei spontaner Aktivitat (Typ), Depolarisation
(Tme-D) und Hyperpolarisation (Twe-H), Nachpotential (NP) und Frequenz (F) bei
spontaner Aktivitéat, Depolarisation (F-D) und Hyperpolarisation (F-H) mit konstanter
Strominjektion. 1.: Hippocampus, 2: LA, 3. Neocortex, P = Signifikaz in Bezug zur
Kontrolle (Mann-Whitney-Rank-Sum-Test).

100 pA 500 pA 900 pA
Ao ISI Ap Ap

P= 0,004 - 0,001 0,002

P= 0,019 0,019 - -

Tab. 4-2: Zusammenfassung der statistisch signifikanten Werte bei Injektion positiver
elektrischer Rechteckstrompulse (100, 500, 900 pA) Uuber die intrazellulare
Mikroelektrode. Ap: Amplitude der Depolarisation, ISI: Interspikeintervall. 1.
Hippocampus, 2. Neocortex, P = Signifikaz in Bezug zur Kontrolle (Mann-Whitney-
Rank-Sum-Test).
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4.1 Hippocampus

Es konnte gezeigt werden, dass durch die Auslosung einer Kkortikalen
Depolarisationwelle die Dauer fur ein Aktionspotential bei halber Amplitude im
Hippocampus bei spontaner Aktivitdt und bei Injektion eines konstanten
depolarisierenden Stroms signifikant verlangert wurde.

Im Hippocampus nahmen auch die Amplituden der Depolarisation (Ap) bei
Injektion positiver elektrischer Rechteckstrompulse von 100 pA, 500 pA und 900
pA Uber die intrazellulare Mikroelektrode signifikant zu (Tab. 4-1, 4-2).

Die vorangegangenen Ergebnisse fuhren zur Frage, uber welche Wege und

Mechanismen kortikale SD die Aktivitdt vom Hippocampus beeinflusst.

In vielen unterschiedlichen Studien wurde schon die Wirkung von SD auf die
synaptische Aktivitat durch LTP untersucht.

Die wichtigste afferente Verbindung zwischen Cortex und Gyrus dentatus ist der
vom entorhinalen Cortex ausgehende Tractus perforans. Anzunehmen ist, dass
dieser durch die massive Depolarisation des ipsilateralen Cortex wahrend einer
SD aktiviert wird. Wernsmann et al. wiesen elektrophysiologisch nach, dass
kortikale SD zu einer gesteigerten hippocampalen Aktivitat fihren.

Die Induktion von SD in kombinierten Hippocampus-Cortex-Schnitten von
Ratten, bei denen die DC-negativen Ausschlage vom Neocortex nicht zum
Hippocampus weitergeleitet wurden, erhodhte sich die fEPSP-Amplitude nach
LTP im Hippocampus. Die Ausbreitung der SD uber Neocortex und
Hippocampus flhrte allerdings zu einer voribergehenden Unterdriickung,
gefolgt von einer Wiederherstellung der Amplitude der fEPSP auf den
Ausgangswert zurtck.

Denkbar ware, dass die gesteigerte synaptische Aktivitat direkt auf die
intrazellularen Charakteristika im Hippocampus einwirkt.

Der entorhinaler Cortex, ein palaeocorticaler Bereich, enthalt Projektionen aus
sekundaren und hoheren assoziativen Bereichen des Neocortex. Auch
Afferenzen des ipsilateralen Frontal- und Temporallappens wurden gefunden,

wo zugleich primare sensorische Modalitaten fir das visuelle und auditive
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System projizieren (Pandya et al., 1969). Beide Regionen projizieren wiederum
in den Gyrus Cingulum der medialen Oberflache der Hemisphére welcher grol3e
Anteil von Afferenzen des Presubiculum und des EC tragt (Jones et al., 1970).
Der EC ist eine endgultige kortikale Verbindung zwischen dem sensorischen
System des Neocortex und des limbischen Systems des Hippocampus. Uber
den entorhinalen Input erhélt der Hippocampus auf3erdem noch komplexe und
differenzierte Signale und Informationen Uber die Eigenschaften der
verwendeten Reize. Die entorhinalen Neurone bilden den direkten Tractus
perforans zum Hippocampus und enden am dendritischen Zweigen der CAl-
CA3 Region und Neuronen der Fascia dentata (Van Hoesen et al., 1972). Nach
den oben erwdhnten Studien koénnen somit vorlbergehende kortikale
sensorische Funktionsstérungen, durch abortive SD, die Aktivitdt des
Hippocampus verstarken. Diese Erlauterung liegt den inhibitorischen Einfluss
des Neocortex auf die Plastizitat des Hippocampus nahe. Die Schlussfolgerung
daraus ist, dass eine Beseitigung des kortikalen Inputs zu erhdhten Reaktivitat
und vollstandigem Wegfall der Gewoéhnung mit Verlangerung der tonischen
Reflexe fuhrt (Vinogradova, 2001). Experimentelle Lasionen der EC bei Ratten
haben auch zu vermahrten spontanen Aktivitdten im Bewegungsapparat gefthrt
— ein Effekt der mdglicherweise durch postsynaptische Uberempfindlichkeit
vermittelt wird (Sumiyoshi et al., 2004).

Diese Ergebnisse unterstiitzen unsere Beobachtungen, dass SD Uuber die
Anderung der synaptischen Aktivitait auch die zellularen Charakteristika
beeinflusst.

In diesem Zusammenhang ist es daher interessant zu diskutieren welche
Funktion diese erhohte Reaktionsfahigkeit im Hippocampus nach SD bei
Krankheiten wie Epilepsie und Migrane spielt (Leniger et al., 2003).

Seit langem gibt es schon Anzeichen fir eine Beteiligung des Hippocampus am
raumlichen Gedéachtnis, Navigation, Lernen und Emotionen (Jensen et al.,
2005). Der Hippocampus ist auch fur die Kontrolle der Fortbewegung und
Verdnderung in der Haltung zustandig. Symptome wie Amnesie, emotionale
Storungen, Hyperaktivitat, GaAhnen und Flussigkeitsansammlung sind nicht nur

bei Funktionsstorungen des Hippocampus beobachtet worden sondern auch
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wahrend Migraneattacken (Bures et al., 1974; Isaacson et al., 1975; Dalessio,
1980; Daquin et al., 2001). Ahnliche Symptome wurden auch bei SD in
Tierversuchen beobachtet (Gorji, 2001). Zugleich werden SD-Veranderungen
wieder mit der visuellen Aura bei Patienten mit Migrdne in Zusammenhang
gebracht (Hadjikhani et al., 2001). Die Ausbreitung von Depolarisationswellen
Im sensorischen System des Neocortex kdnnen sich unmittelbar auf primare
sensorische Modalitaten auswirken und Aura-Symptome induzieren, wie etwa
optische Haluzinationen. Somit kann nahegelegt werden, dass zellulare und
synaptische SD-Veranderungen entweder indirekt iber EC oder direkt durch die
Vermehrung im Hippocampus, die Funktion des Hippocampus stéren und
dadurch Symptome wie Amnesie oder Hyperaktivitdt bei Migraneattacken

erklaren.

4.2 Amygdala

Bei den Versuchen an der lateralen Amygdala konnte eine signifikante
Zunahme der Frequenz bei spontaner Aktivitat, sowie bei konstanter
Depolarisation, beobachtet werden (Tab. 4-1, 4-2).

Auch bei der laterlaren Amygdala stellt sich die Frage, Uber welche Wege SD

die intrazellulare Aktivitat beeintrachtigt.

Bei einer in vitro Untersuchung mit kombinierten Amygdala-Hippocampus-
Cortex-Schnitten von Ratten stellte sich heraus, dass mehr als 75% der im
Cortex induzierten SD sich bis zur lateralen Amygdala ausbreiten. Die Daten
ergaben aul3erdem, dass SD zu Verstarkung der synaptischen Aktivitat nach
LTP fahrt (Dehbandi et al., 2008).

Auf der Grundlage der Erkenntnisse, dass SD in der lateralen Amygdala LTP
verstarkt last sich wohlmdglich auch auf die intrazellulare Aktivitat beziehen.
Parallel zu der erhdhten Antwort auf LTP nach SD erhdhten sich auch die

intrazellularen Charakteristika, wie die Frequenz. Die Daten weisen auf eine
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Beteiligung von NMDA und AMPA-Glutamat-Subrezeptoren sowie Dopamin-
D2-Rezeptoren an der Veranderung der Antwort von LTP.

Die anatomischen Verbindungen der Amygdala zeigen, dass sie eine wichtige
Position in der Verarbeitung von Informationen zwischen Cortex und dem
motorischen, autonomen, endokrinen und limbischen System bezieht.

Auch Sinnesmodalitdten mit dem meisten Anteil an Verarbeitung sensorischer
Inputs, wie das visuelle, auditive und gustatorische, haben wichtige
Projektionen zu der lateralen Amygdala (Turner et al., 1980).

Die Analyse synaptischer Strome hat gezeigt, dass sowohl AMPA als auch
NMDA Rezeptoren an einzelne Synapsen der Pyramidenzellen vorhanden sind
(Smith et al., 1996). Eine Aktivierung von kortikalen Neuronen ruft glutamaterge
Inputs zur Pyramidenzellen der lateralen Amygdala hervor und aktiviert non-
NMDA und NMDA Rezeptoren (Romanski et al., 1993; Mahanty et al., 1999).
Die Stimulation der Amygdala aufgrund der Vermehrung von SD kann somit
eine Rolle bei vielen neurologischen Symptomen, wie der Migraneaura spielen.
Stimulation der Amygdala kann aufRerdem Pupillenerweiterungen, Unruhe und
Reizbarkeit, Erektion (Kaada, 1972) auslosen, wéhrend eine Hemmung, die
meist bei operativer Entfernung eine Rolle spielt, zu Hypersexualitat,
verringerter Aufmerksamkeit und Heil3hunger fuhrt (King et al., 1992). Die
meisten dieser Symptome wurden bei Migraneattacken, vor allem wahrend der
postdromalen Phase beschrieben.

In Tierversuchen hat sich gezeigt das Amygdala-Dysfunktionen, aufgrund von
SD, Essen und Trinken bei Ratten ausloste (Shibata, 1982). Ebenso fiihrte SD
zu einer Verbesserung der neuronalen Aktivitdt im lateralen Hypothalamus
(Bures et al., 1961). Uber die Amygdala (bt auch der ventromediale Kern des
Hypothalamus einen inhibitorischen Effekt auf den lateralen Hypothalamus
(Oomura et al.,, 1970; Van Atta et al, 1971). Diese modulatorischen
Auswirkungen der SD auf die Amygdala und Hypothalamus kdénne durch die
Flussigkeitsansammlung wahrend SD erklart werden. Deutliche Anderungen
des Flussigkeitsvertriebs wurden auch wahrend Migraneattacken beobachtet,

was auf den Anstieg von antidiuretischen Hormonen zurickzufuhren ist, wie es
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auch bei Migranepatienten und in Tierexperimenten mit SD beobachtet wurde
(Gorji, 2001).

LTP kann die Ubermittlung kortikaler Informationen an die LA Uber Synapsen
darstellen. Die grundlegenden Eigenschaften von LTP machen es zu einem
attraktiven zellularem Modell fir Angst, Lernen und Gedachtnis sowie viele
andere Formen der erfahrungsabhéngiger Plastizitait des Nervensystems
(Sigurdsson et al., 2007). Diese psychiatrische Komorbiditaten, v. a. Angst und
Depressionen, sind auch bei Migraneattacken beschrieben worden. Auch wurde
vor kurzem berichtet, dass Vermeidung von Phobien im Zusammenhang mit der
Angst vor Migraneattacken als interne aversive Stimuli gesehen werden (Peres
et al., 2007).

4.3 Neocortex

Die Auswertung der Aktionspotentiale im Neocortex nach der KCI-Injektion
zeigte eine signifikante Veranderung der Dauer des Aktionspotentials bei halber
Amplitude und der Frequenz wahrend einer Hyperpolarisation der Membran.
Bei Depolarisaton der Membran zeigte sich ein signifikanter Unterschied fur die
Frequenz und wahrend spontaner Aktivitat eine signifikante Verkleinerung der
Amplitude fur NP.

Im Neocortex nahm aufl3erdem die Amplitude der Depolarisation (Ap) bei
Injektion positiver elektrischer Rechteckstrompulse von 100 pA uber die
intrazellulare Mikroelektrode signifikant ab, wobei der ISI auch signifikant kleiner
geworden ist (Tab. 4-1, 4-2).

Die vorliegende Arbeit zeigt wie unterschiedlich SD die intrazellulare Aktivitat
von Neuronen im Neocortex beeintrachtigen kann.

Berger et al., (2008) fand bei in vitro Untersuchungen an menschlichen
Neocortex, dass SD zunachst zu einer Unterdrickung der fEPSPs, gefolgt von
einer irreversieblen Erhéhung der Amplitude der fEPSPs, fuhrt und so auch die

Wirksamkeit der synaptischen Ubertragung steigert. AuRerdem ist in der Studie
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eine Steigerung von LTP nach SD-Induktion in diesem Bereich beschrieben
worden. Es zeigte sich, dass SD eine vortubergehend Unterdrickung der
synaptischen Ubertragung hervorruft, gefolgt von einer Steigerung der
Wirksamkeit von synaptischen Ubertragung in dem betroffenen neocorticalem
Gewebe. Die Verringerung der fEPSP Amplituden nach SD lasst sich durch
eine Stbrung in der ionischen Homdostase des beteiligten Gewebes erklaren.
Die Depolarisation Verandert die Kinetik der Spannungsabhéngigen Kanale

z. B. durch eine Inaktivierung der Natrium-Kandle und Unterdrickung der
Amplituden der evozierten Potentiale. Die Vermehrung der SD im neuronalem
Gewebe erklart sich durch die Freisetzung und Diffusion von chemischen
Mediatoren, wie z. B. exzitatorische Aminosauren, CGRP, Serotonin und brain-
derived neurotrophic factor (Gorji, 2001). Die Erregende Wirkung von SD auf
die neuronale Aktivitdt erklart sich Uber die erregende Wirkung dieser
Mediatoren. Da SD eine verlangerte Depolarisation, eine Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren und eine Erhdhung der intrazellularen Ca*- und
extrazellularen K* bewirkt, scheint die Verbesserung des LTP nicht
Uberraschend (Somjen, 2001). Diese transienten Depolarisationen der
neuronalen Aktivitat wurden auch tierexperimentell im Neocortex (Footitt et al.,
1998) und Rickenmark (Goriji et al., 2004) bei Ratten untersucht. Ein &hnliches
Muster d. h. eine primare Hemmwirkung (wéhrend der Migréne) und eine spate
exzitatorische Wirkung (1-2 h nach der Migrane) zeigt sich auch bei den visuell
evozierten Potentialen bei Migranepatienten mit Aura (Shibata et al., 1997). Die
Ergebnisse meiner Arbeit stimmen auch mit den oben erwdhnten
Beobachtungen und den Symptomen bei Migranepatienten mit Aura Uberein.
Die Zeit nach SD, bis zu Erreichen der intrazellularen Lage der MP-Elektrode,
betrug bei meinen Versuchen von 37 min bis 123 min (MW: 70,6 = 6,6 min) was
genau der exzitatorischem Phase der Reaktion des neuronalen Gewebes nach
SD entspricht und dadurch auch die Erhdhte intrazellulare Aktivitat zu erklaren
ist.

Dartber hinaus wurde in elektrophysiologische Studien herausgefunden, dass
Migranepatienten eine erhohte kortikale Erregbarkeit auch in den Kopfschmerz-
freien Intervallen haben (McKendrick et al., 2004).
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Repetitive SDs sind auch Ursache fur die Reduktion der selektiven kortikalen
Hemmung durch Unterdriickung der GABA-Funktion (Kruger et al., 1996).
Migraneattacken werden charakterisiert durch Uberempfindlichkeit auf visuelle,
auditive und olfaktorische Reize (Kelman, 2004). Eine Anderung der
Reaktionsfahigkeit des sensorischen Systems bei Migranepatienten beruht
wahrscheinlich darauf, dass es zu einer Dysmodulation der sensorischen Inputs
kommt und so zu Erleichterung der sensorischen Verarbeitung.

Eine Verbesserung der Effizienz der synaptischen Aktivitdt und die erregende
Wirkung auf die intrazellularen Charakteristika im Neocortex durch SD
ausgelost, steuern sehr wahrscheinlich einen grof3en Beitrag zur Erklarung der

Hyperexcitabilitéat des neokortikalen Gewebes bei Migranepatienten.

Die vorliegende Studie ist eine umfangreiche Untersuchung der Wirkung von
SD auf die Aktivitat von intrazellularen Aktionspotentialen. Sie bietet eine
Ubersicht der Veranderungen im Hippocampus, in der Amygdala und im
Neocortex. So wurde bewiesen, dass SD die intrazellularen Charakteristika im
Neocortex direkt beeinflusst und indirekt Gber synaptische Weiterleitung die
Aktivitat im Hippocampus und in der LA verstarkt. Somit kann gesagt werden,
dass SD eine sehr wahrscheinliche Erklarung der verschiedenen

neurologischen Erkrankungen und Verhaltensstdrungen ist.
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