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ZUSAMMENFASSUNG

Wirkung des Glutamat-Antagonisten CNQX auf die raumlich-zeitliche Verteilung der
synaptischen Aktivierung in der CAl-Region des Hippocampus (Ratte).

Rovena Pasler

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Wirkung des Glutamat-Rezeptor-Antagonisten 6-
Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX) auf reizinduzierte Aktivitdt im Hippocampus-Gewebeschnitt der
Ratte (n=21). Hierzu wurde die rdumlich-zeitliche Verteilung der neuronalen Aktivierung in der CA1-Region
nach Stimulation der Schaffer-Kollateralen (elektrische Einzelreize) untersucht. Gleichzeitig wurde CNQX in

den Konzentrationen von 0,1 pmol bis 20 pmol systemisch appliziert.

Die raumlich-zeitliche Verteilung der Aktivitdtsmuster wurde mittels des spannungssensitiven Farbstoffes RH
795, sowie eines schnellen optischen Registrierverfahrens erfasst. Zusatzlich wurden die konventionellen

evozierten Feldpotentiale registriert.

Die Applikation von CNXQ in den Konzentrationen 20 pmol, 10 pmol, 5 pmol und 1 pmol fiihrte in allen
Versuchen zu einer Reduktion der Signalamplitude, sowie zu einer Verkleinerung des aktivierten Areals.

Bei Konzentrationen tber 5 pmol fand eine komplette Ausléschung der evozierten Aktivitat statt. CNQX in
einer Konzentration von 0,1 umol war ohne Effekt. Die Unterdriickung des Signals durch CNQX erwies sich als
unabhéngig von der Reizstarke.

Der blockierende Effekt von CNQX war nach Auswaschen reversibel. Die Latenz des Widerauftretens einer

Signalantwort war bei héheren Reizintensitaten kirzer als bei geringen.

Die Tierexperimentelle Arbeit wurde vom Regierungsprasidenten Munster mit dem Schreiben vom 19.12.2002
(AZ:50.0835.1.0 (G 79/2002) genehmigt.
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1. Einleitung

Zur Erregungsiibertragung in Zellverbdnden bedarf es eines komplexen
Zusammenspiels verschiedener Strukturen und Ubertriigersubstanzen. Im zentralen
Nervensystem bilden im Folgenden genannte Transmitter die Grundlage der
Signaliibertragung. Als erregende (exzitatorisch wirksame) Substanzen seien zum einen
Histamin (Rezeptortyp H,), Adrenalin (Rezeptortyp ), Dopamin (Rezeptortyp D;, D,)
und Serotonin (Rezeptortyp HT,) genannt, die an exzitatorische Rezeptoren binden und
ein exzitatorisches postsynaptisches Potential (EPSP) auslosen. Inhibitorisch wirksam
sind hier Acetylcholin (Rezeptortyp M,, M), Adrenalin (Rezeptortyp o-2), Dopamin
(Rezeptortyp D,, D3, D4) und Serotonin (Rezeptortyp HT;). Nach der chemischen
Struktur lassen sich die wesentlichen Transmitter unterscheiden in:
1. Aminosduren: Glutamat (exzitatorisch), Glycin und y-Aminobuttersiure
(GABA) (inhibitorisch)
2. Monoamine: Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT), Histamin und die
Catecholamine: Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin sowie
3. Choline: Acetylcholin (ACh)
Die Ubertrigerstoffe (Neurotransmitter) werden prisynaptisch freigesetzt und binden an
postsynaptischen Rezeptoren. Die Transmitter-Rezeptor-Komplexbildung andert die
Konfiguration von lonenkanélen und 6ffnet sie damit. Bei diesen ligandengesteuerten
Ionenkanélen unterscheidet man grundsdtzlich zwei verschiedene Wirkmechanismen.
Zum einen gibt es lonenkanile, die direkt durch Anlagerung der Liganden gedffnet
werden. Liegt ein solcher Mechanismus, vor spricht man von ionotropen Kanilen.
Daneben gibt es lonenkanéle, bei denen das Rezeptorprotein selbst keinen Ionenkanal
darstellt. Zu deren Offnung 16st die Bindung des Transmitters an einem
Membranrezeptor eine Kaskade chemischer Prozesse aus. Als Folge werden, durch
Botenstoffe vermittelt, benachbarte Ionenkandle gedffnet. Durch diese Reihe an
chemischen Prozessen, sind solche metabotropen Rezeptoren wesentlich langsamer, als
die ionotropen (Alberts, et al., 2003; Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke,
Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann, Wittkowski, 2004).
Im Hinblick auf die exzitatorische Erregungsiibertragung im Nervenzellverband kommt
dem Transmitter Glutamat im zentralen Nervensystem die wesentliche Bedeutung zu.

Das priasynaptisch freigesetzte Glutamat kann an verschiedenen Typen von Glutamat-



Rezeptoren binden. Innerhalb der Gruppe der Glutamatrezeptoren unterscheidet man
weiterhin Rezeptortypen, die nach ihrem kiinstlichen Agonisten benannt sind. So findet
man Rezeptoren, die nur auf a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsiure
(AMPA) oder auf N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) oder auf Kainat reagieren. Alle drei
sind hochaffin fiir Glutamat, unterscheiden sich jedoch in ihrem Aufbau sowie in ihren
Eigenschaften (Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005;
Schmidt, Lang, 2007; Speckmann, Wittkowski, 2004).

Aktivierung des AMPA/Kainat-Rezeptors dffnet einen Kanal, der einen starken Na'-
Einstrom und einen schwachen K'-Ausstrom ermdglicht. Insgesamt kommt es zu einer
hohen und schnellen Depolarisation der Zelle. Die Kandle der NMDA-Rezeptoren
Offnen und schlieBen langsamer als AMPA/Kainat-Rezeptoren und lassen zusitzlich
Ca’'Tonen in die Zelle einstrdmen. Glutamat bewirkt deshalb ein biphasisches
depolarisierendes Potential mit einer schnellen AMPA/Kainat-Komponente und einer
langsamen NMDA-Komponente (Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke, Pape,
Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann, Wittkowski, 2004).

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die funktionelle Bedeutung der
AMPA/Kainat-Rezeptoren an der synaptischen Umschaltung von den Schaffer-
Kollateralen auf die CA1-Neurone im Hippocampus ndher zu analysieren. Dazu wurden
hippocampale Gewebeschnitte aus Rattenhirnen gewonnen. In diesen Priparaten
wurden die Schaffer-Kollateralen im Bereich der CA3-Region des Hippocampus
elektrisch mit Einzelimpulsen gereizt und die synaptische Reaktion im Bereich der
CAl-Region beobachtet. Um die genauen zeitlichen wund rdumlichen
Aktivierungsmuster zu studieren, wurde die funktionelle Bildgebung mit Hilfe von
spannungssensitiven Farbstoffen angewendet. Um den Beitrag erfassen zu konnen, den
die AMPA/Kainat-Rezeptoren liefern, wurden die entsprechenden Rezeptoren durch
den spezifischen Blocker 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX) voriibergehend

ausgeschaltet.



2. Methodik

2.1  Gewebeschnitte des Hippocampus der Ratte

Gyrus
dentatus

Fornix

entorhinaler
Cortex

Iz

Wi

Schaffer-
Kollaterale

Abb. 2-1: Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes (modifiziert nach Ramon y Cajal, 1911, aus
Brown und Zador, 1990)

Die vorliegenden Experimente wurden an Hippocampus-Schnittpriparaten von
erwachsenen Ratten durchgefiihrt. Es handelte sich um minnliche und weibliche Tiere
mit einem Gewicht von 300 bis 400 Gramm (n=21). Die Tiere wurden in Athernarkose
versetzt und dekapitiert. AnschlieBend wurden die Gehirne entnommen und in
eisgekiihlte Prdinkubationslosung (Losung 1 in Tab. 2-1; 28 °C) gegeben, die mit
Carbogen (5 % CO; in O,) begast wurde. Nun wurde der Hippocampus freigelegt und
mit Hilfe eines Vibratoms wurden 500 um dicke Schnitte angefertigt, die parallel zu den
Alveusfasern verlaufen. Eine schematische Darstellung des Gewebeschnittes findet sich
in Abb. 2-1. Die einzelnen Zellschichten sind in Abb. 2-2 zu erkennen.

Die so angefertigten Schnitte kamen in die Prdinkubationslosung. Nach 30 Minuten
Prainkubation wurden die Schnitte in die Inkubationslosung (Losung 2 in Tab. 2-1;
28°C) tiberfiihrt, die mit Carbogen kontinuierlich begast wurde und verblieben darin fiir
60 Minuten.



AnschlieBend wurden die Schnitte in die abgedunkelte Farbekammer gegeben und dort
eine Stunde lang gefarbt. Zum Farben wurde ein spannungssensitiver Farbstoff der
Styrylgruppe verwendet (RH 795; Molecular Probes, Invitrogen). Der Lichtausschluss
war notig, um ein Ausbleichen des Farbstoffes zu vermeiden. Dariiber hinaus sollte die
Freisetzung toxischer Sauerstoffradikale und eine dadurch bedingte Schidigung der
Nervenzellen vermieden werden. Die Férbelosung (Losung Nr. 3 in Tab. 2-1) wurde
ebenfalls mit Carbogen begast. Wihrend des Farbevorgangs wurde die Losung leicht
geriittelt, um eine gleichméBige Diffusion des Farbstoffes zu gewihrleisten. Im
Anschluss wurden die Schnitte unter Carbogenbegasung eine Stunde lang in
Inkubationslosung ausgewaschen. So konnten die nicht-membrangebundenen Anteile
des Farbstoffes entfernt werden. AbschlieBend wurde der Gewebeschnitt mit Hilfe eines
Pinsels in die Versuchskammer vom Submerge-Typ tiberfiihrt.

Fir die tierexperimentellen Untersuchungen liegt die Genehmigung der

Bezirksregierung Miinster vor (AZ: 50.0835.1.0 (G 79/2002) s. Anhang).
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Abb. 2-2: Darstellung der einzelnen Schichten des Hippocampus; str. lac.-mol.: Stratum lacunosum
moleculare, str. rad. dist.: Stratum radiatum distale, str. rad. prox.: Stratum radiatum proximale, str. pyr.:

Straum pyramidale, str. or.: Stratum oriens (Speckmann, personliche Mitteilungen)



2.2 Versuchskammer und Badlésungen

Nr Name NaCl KCL NaH,PO, MgSO, | NaHCO; CacCl, Glucose Substanz
' (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l)

Préiinkubation-

L | Losung (Y 1) 124 4 1,24 13 26 1 10
Inkubations-

2 Losung (Y 11) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
Inkubations- RH 795

3 Losung 124 4 1,24 1,3 26 2 10 12,5
+ Farbstoff pg/ml
Inkubations- 20

4 Losung 124 4 1,24 1,3 26 2 10
+ CNQX pmol/1
Inkubations- 10

5 Losung 124 4 1,24 1,3 26 2 10
+ CNQX pmol/l
Inkubations- 5

6 Losung 124 4 1,24 1,3 26 2 10
+ CNOQX pmol/l
Inkubations- 1

7 Losung 124 4 1,24 1,3 26 2 10
+ CNOQX pmol/l
Inkubations- 0.1

8 Losung 124 4 1,24 1,3 26 2 10 ’ "
+CNQX Hmo

Tab. 2-1: Zusammensetzungen der Badlosungen [Y1 + YII: Losungen I + II nach Yamamoto (Yamamoto,

1972); CNQX: 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion, RH 795: spannungssensitiver Farbstoff aus der
Styrylgruppe]

Die Gewebeschnitte befanden sich wéhrend der Versuchsdurchfiihrung am Boden der
Kammer vom Submerge-Typ, die mit einer konstanten Perfusionsgeschwindigkeit von
4ml/min durchspiilt wurde (Losungen Nr. 2 und Nr. 4-8 in Tab 2-1). Innerhalb von 6
Minuten fand so ein vollstindiger Austausch der Losung in der Kammer statt. Die
Temperatur der Losungen wurde mit Hilfe eines regelbaren Warmeaustauschers auf
32°C gehalten. Durch die Carbogenbegasung lie3 sich der pH-Wert auf Werte zwischen
7,35 und 7,5 einstellen. Ein Operationsmikroskop, welches iiber der Versuchskammer
angebracht war, diente der visuellen Kontrolle der Schnitte. Uber dieses Mikroskop
wurden vor Versuchsbeginn mit einer Digitalkamera Ubersichtsaufnahmen der
Hippocampusschnitte gemacht, in denen man sowohl Reiz- als auch
Ableitungselektroden gut sehen konnte. Eine weitere Aufnahme wurde mit Projektion

des Diodenarrays auf den Schnitt gemacht.



Als Kontrolllosung wurde eine in ihrer Zusammensetzung der Cerebrospinalfliissigkeit
des Warmbliiters angeglichene Losung (Losung Nr. 2 in Tab. 2-1; Yamamoto et al,
1972) verwendet.

Wihrend Phase 2 (siehe Versuchsprotokoll) des Versuches wurde der oben genannten
Losung der Glutamat-Rezeptor-Antagonist ~ 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion
(CNQX) in verschiedenen Konzentrationen zugefiigt und in Phase 3 (siche
Versuchsprotokoll) wieder ausgewaschen. Es wurde dabei eine Trockensubstanz

verwendet, die von der Firma Tocris (Israel) bezogen wurde.

2.3  Elektrophysiologisches Ableitverfahren und elektrische Stimulation

Abb. 2-3: Darstellung des elektrophysiologischen Ableitverfahrens mit Elektroden zur Registrierung von
Feldpotentialen (FP1, FP2) und zur elektrischen Stimulation (ST) am Hippocampus der Ratte und
exemplarisch dafiir eine abgeleitete Kurve. CA1, CA3: Region 1 und 3 des Cornu ammonis; 1: Stratum
oriens; 2: Stratum pyramidale; 3: Stratum radiatum; 4: Stratum lacunosum moleculare. (modifiziert nach

Ramon y Cajal, 1911, aus Brown und Zador, 1990)

Die Feldpotentiale (FP) der Neurone wurden mit einer Glaspipette (Spitzendurchmesser
10 um) gegen eine in der Badlosung befindliche KCI-Ausflusselektrode im Stratum
pyramidale der CAl- und CA3-Region abgeleitet (siche Abb. 2-3-1). Hergestellt



wurden die Pipetten mit Hilfe eines horizontalen Elektrodenziehgerites (DMZ-
Universal Puller, Zeitz-Intrumente, Miinchen) aus Filamentborosilikatglaskapillaren.
Die so gefertigten Mikroelektroden hatten einen Aulendurchmesser von 1,5 mm sowie
einem Innendurchmesser von 0,87 mm. Die Spitzen wurden auf einen Durchmesser von
8 bis 10 pm zuriick gebrochen. Nach Fiillung mit Inkubationslésung (Losung. Nr.2 in
Tab.2-1) lagen die Elektrodenwiderstinde zwischen 0,5 und 2 MQ.

zu den Verstarkern und Registriergeraten

FP1| |FP2
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Abb. 2-4: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus in der Kammer. CA: Cornu ammonis; ST:
Reizelektrode; FP1, FP2: Ableitelektroden fiir die Feldpotentiale; Ref.: Referenzelektrode; EE:
Erdungselektrode; Temp.: Temperatur (Speckmann, personliche Mitteilungen)

Die Ableitelektroden, sowie die Referenzelektrode wurden durch KCl-Ag/AgCl-
Briicken mit den Feldpotentialverstirkern verbunden und durch Mikromanipulatoren in
dem Schnittpréparat platziert. Der Verstarker zur Ableitung der Feldpotentiale wies eine
obere Grenzfrequenz von 1 kHz und eine untere Grenzfrequenz von 0 Hz zur DC-
Registrierung (Gleichspannungs-Registrierung) bzw. 0,05 Hz zur AC-Registrierung
(Wechselspannungs-Registrierung) auf. Die Feldpotentiale wurden mit einem
Direktschreiber (Rikadenki) mit einer oberen Frequenz von ca. 1 Hz aufgezeichnet.
Gleichzeitig wurden sie iiber eine Analog-Digital-Wandlerkarte mit einem Computer

gespeichert.



Zur Aktivierung des Neuronenverbandes im Hirnschnitt wurden elektrische
Reizimpulse appliziert [Intensitdt: 10 mA (100 %), 5 mA (50 %), 1 mA (10 %); Dauer:
100 ps]. Zur Auslosung dieser Impulse wurde eine bipolare Gabelelektrode in der CA3-

Region positioniert.

2.4 Optisches Registrierverfahren

Das optische Registrierverfahren beruht auf der Messung der Fluoreszenzénderung
eines  spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795) in  Abhéngigkeit vom
Membranpotential der Nervenzellen. Dieser Farbstoff lagert sich bei der Farbung der
Hirnschnitte direkt an die d&uBere Schicht der Doppelmembranen der Neurone an.

Die Fluoreszenzédnderungen kommen dadurch zustande, dass sich die Farbstoffmolekiile
in der Zellmembran, abhidngig von der Spannung, verlagern. So fiihrt eine
Depolarisation (Erregungszunahme) zu einer Verlagerung der Farbstoffmolekiile und
somit zu einer Fluoreszenzabnahme. Diese Fluoreszenzabnahme wird in der bildlichen
Darstellung der einzelnen Signale als Deflektion nach unten wiedergegeben. Es ist
somit moglich, den Depolarisationszustand der Nervenzelle, also ihr Membranpotential,
zu beurteilen (dhnlich wie bei intrazelluliren Messungen). Die so gewonnenen Signale
werden in Relation zur Restlichtintensitdt gebracht. Man bedient sich also keiner
absoluten, sondern relativer Werte, da der Hirnschnitt aufgrund struktureller
Unterschiede inhomogen gefarbt ist und dariiber hinaus im Versuchsverlauf die
Intensitdt der Farbung abnimmt. Deshalb ist eine mehrmalige Bestimmung der
Restlichtintensitéit des Hirnschnittes erforderlich.

Zur Registrierung der optischen Signale bedient man sich mehrerer optischer
Filtersysteme, sowie einer Lichtquelle zur Anregung des Hirnschnittes
(Versuchsaufbau: Abb. 2-5). Hierbei wird das Anregungslicht einer Xenon-
Kurzbogenlampe auf den Hirngewebeschnitt projiziert, welcher zuvor mit dem
spannungssensitiven Farbstoff beladen wurde. Bei Belichtung passiert nun das Licht der
Xenonlampe zunéchst einen Bandpassfilter, der genau fiir die Wellenldngen (536 nm-

556 nm) durchgingig ist, die den Fluoreszenzfarbstoff optimal anregen.



Das Licht gelangt durch den Bandpassfilter zu einem dichromatischen Teilerspiegel, der
in einem Winkel von 45 Grad zur Gehirnschnittfliche angebracht ist und wird dann zum
dariiber befindlichen Gehirnschnitt in die Submerge-Kammer reflektiert. Der
Teilerspiegel reflektiert Licht mit einer Wellenldnge unter 580 nm fast vollstindig,
wohingegen Licht mit einer Wellenldnge, die tiber diesem Bereich liegt, durchgelassen

wird. Nicht reflektiertes Licht wird durch einen Sperrfilter ausgeblendet.

Hirnschnitt

Anregungslicht

(:g%iiiiffff ‘; Dichromatischer
""""""""""""""" | Teilerspiegel
Bandpassfilter
Emission

Sperrfilter

__________________

Diodenarray._

—-=n

__________________

__________________

_____________________

Abb. 2-5: Schematische Darstellung des optischen Registrierverfahrens (Speckmann, personliche

Mitteilungen)

Das auf diesem Wege auf den Hirnschnitt treffende Licht regt den in die
Zellmembranen eingelagerten Farbstoff zur Fluoreszenz an. Das vom Gewebeschnitt

emittierte Fluoreszenzlicht, mit einer Wellenldnge iiber 580 nm, passiert nun in



entgegengesetzter Richtung den dichromatischen Teilerspiegel und wird von einem
unter dem Schnitt befindlichen Fotodiodenfeld (Fotodiodenarray) aufgenommen. Da ein
spannungssensitiver Farbstoff verwendet wird und somit eine feste Beziehung zwischen
Fluoreszenz und Membranpotential besteht, kann man auf diese Weise die Verteilung
von depolarisierten und hyperpolarisierten Neuronen im Zellverband feststellen.

Zur Messung der reizausgeldsten Erregungsausbreitung wurden die Einzelreizungen
jeweils in einer zeitlich zugeordneten Belichtungszeit von 1300 ms (+500 ms
Vorbelichtung) durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen Reizungen wurde ein zeitlicher
Abstand von 5 min eingehalten, damit toxische Sauerstoffradikale, die durch die
Belichtung innerhalb des Hirnschnittes entstanden sind, abgebaut werden konnten und

sich somit nicht iiber die gesamte Versuchszeit hinweg ansammeln.

2.5  Versuchsanordnung zur Erfassung von optischen und bioelektrischen

Signalen
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Abb. 2-5: Darstellung der Versuchsanordnung. Das Diodenarray (hier blau) befindet sich an der fiir die
Versuche typischen Position. Die rot unterlegten Dioden reprisentieren die flinf Schichten des
Hippocampus. Rechts daneben werden exemplarisch die Signale aus den einzelnen Schichten dargestellt.

(Speckmann, personliche Mitteilungen)

Zur elektrischen Reizung wurde eine Gabelelektrode in der CA 3-Region positioniert.
Zwei weitere Elektroden (FP) wurden zur Ableitung der bioelektrischen Signale etwas
versetzt zur Reizelektrode im Stratum pyramidale der CA 3-Region (FP 2) und im
Stratum pyramidale der CA1-Region (FP1) platziert (siche Abb. 2-3).
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Die Registrierung der optischen Signale erfolgt iiber insgesamt 464 Fotodioden, welche
in Form eines Hexagons angeordnet sind (Abb. 2-5). Die GroBe der durch das
Diodenfeld erfassten Gewebeareale wird durch das Mikroskopobjektiv bestimmt. Bei
den vorliegenden Versuchen wurde ein Objektiv mit 20-facher VergrofBerung
verwendet, woraus sich eine detektierte Gewebsfliche von 0,464 mm?’ ergibt. Jede
Diode représentiert dabei eine runde Fldche mit einem Durchmesser von 0,0364 mm
und greift die neuronale Aktivitit {iber genau diesem Bereich ab. Das so erhaltene
Signal wurde mit Hilfe der Auswertungssoftware Neuroplex (Red Shirt Imaging, LLC,

Fairfield, Connecticut, USA) in Form einer Kurve dargestellt (Abb. 2-5). In jedem
Versuch wurden einheitlich fiinf Dioden herausgegriffen, die den jeweiligen Schichten

des Hippocampus entsprechen (vgl. auch Abb. 2-2). Die hierdurch abgeleiteten Signale

wurden zur Auswertung der Versuchsdaten herangezogen.

2.6 Versuchsprotokoll

Die Versuche zur Wirkung von CNQX auf die rdumlich-zeitliche Verteilung der

synaptischen Aktivierung wurden gemdfl dem in Tab. 2-2 gezeigten dreiphasigen

Versuchsprotokoll durchgefiihrt.

Phase 1 Phase 2 Phase 3
Versuchsprotokoll Kontrolle 1 Zugabe von Kontrolle 2
CNQX
Dauer (min) 65 35 65 (bzw. 125)

Inkubationslosung | Inkubationslosung | Inkubationslosung
(YID) (YTI) + CNQX (YID)
(Lsg. Nr. 2 in Tab. 2-1) (Lsg. Nr.4-8 in Tab. 2-1) | (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2-1)

Loésungen und
Substanzen

Tab. 2-2: Versuchsprotokoll; CNQX: 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion; Lsg.: Losung
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In der ersten Phase wurde der Gehirnschnitt zur Kontrolle fiir 65 Minuten mit
Inkubationslosung superfundiert. AnschlieBend wurde der Glutamat-Rezeptor-Blocker
CNQX in verschiedenen Konzentrationen (sieche Ldsungen 4-8 in Tab. 2-1) hinzu
gegeben (Phase 2). Nach 35 Minuten Einwirkzeit wurde nun die Zufuhr von CNQX
unterbunden und der Hirnschnitt wurde fiir weitere 65 Minuten unter
Kontrollbedingungen ausgewaschen (Phase 3).

Um eine mdgliche Reversibilitdt der Substrat-Rezeptorbindung zu untersuchen, wurden

einige Versuche (n=3) linger (fiir 125 Minuten) ausgewaschen.

2.7  Verfahren zur Auswertung und Darstellung der Messergebnisse

Zur Auswertung der bioelektrischen Signale wurde wie in der Abb. 2-6 skizziert die
Amplitude des Populations-Aktionspotentials (Population Spike; Spitze-Spitze
Abstand) ausgemessen. Die so gewonnenen Werte sind als Blockdiagramme im

Ergebnisteil unter E1 bis E3 in den Abbildungen graphisch dargestellt.

Population-
spike

0.5
mV

10 ms

Abb. 2-6: Schematische Darstellung zur Messung der bioelektrischen Signale (Speckmann, personliche

Mitteilungen)

Zur Auswertung der optischen Signale wurde zunichst eine Ausgleichsgerade durch
den Bereich der Kurve gezogen, der vor der Reizung liegt (vgl. Abb. 2-7). Von dieser
Gerade ausgehend wurde die groBte Amplitude innerhalb der ersten 25 ms nach

Reizbeginn gemessen.
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Wie unter 2.4 bereits beschrieben handelt es sich bei den gemessenen Werten um
relative Grolen. Die Signale sind somit als Fluoreszenzabnahme in Relation zur

Restlichtintensitit definiert.

100 ms

Abb. 2-7: Schematische Darstellung zur der Messung der optischen Signale. ST= Stimulation
(Speckmann, personliche Mitteilungen)

Die so ermittelten Messwerte wurden durch zwei verschiedene Darstellungsverfahren
abgebildet.

Zum einen wurden die Fluoreszensidnderungen als Funktion der Zeit von jeweils einer
repriasentativen Diode der fiinf Schichten des Hippocampus als Kurve dargestellt (siche
jeweils F1 bis F3 in den Abbildungen). Zum anderen wurden die reizkorrelierten
Signale in der rdumlich-zeitlichen Ausbreitung im Zellverband durch das Diodenfeld in
Falschfarben-Kodierung zur Darstellung herangezogen. Je 49 Diodenfelder, die in
einem Abstand von 2,5 ms aufgenommen wurden, visualisieren hierbei einen Zeitraum
von 122 ms. Sie werden in Form eines Hexagons dargestellt (siehe jeweils G1 bis G3 in
den Abbildungen). Die Farbcodierung bezieht sich auf die zentrale Diode des
Diodenfeldes, die die Fluoreszenzénderungen im Stratum pyramidale erfasst.

Bei der Darstellung der optischen und bioelektrischen Signale wurde darauf geachtet,
dass innerhalb derselben Versuchsreihe fiir die Diagramme bei allen drei Reizstirken
(10 mA: 100 %, 5 mA: 50 %, 1 mA: 10 %) eine einheitliche Achsenskalierung gewihlt
wurde.

Bei der Reizstirke 100 % erfolgte die Messung 30 min (a) und unmittelbar vor Beginn
der CNQX-Applikation (b), 20 min (c) und 35 min (d) nach Beginn der CNQX-
Applikation und 35 min (e) und 65 min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.
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Bei der Reizstarke 50 % erfolgte die Messung 40 min (a) und 10 min (b) vor Beginn der
CNQX-Applikation, 10 min (c) und 25 min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation
und 25 min (e) und 55 min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Bei der Reizstirke 10 % erfolgte die Messung 35 min (a) und 5 min (b) vor Beginn der
CNQX-Applikation, 15 min (c) und 30 min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation
und 30 min (e) und 60 min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Bei den Versuchen, bei denen die Schnitte fiir einen ldngeren Zeitraum als oben
angegeben ausgewaschen wurden, unterscheiden sich die dargestellten Messergebnisse
lediglich in den Messzeitpunkten nach dem Ende der CNQX-Gabe. Messungen
erfolgten hier 95 min (e) und 125 min (f) (bei 100 %), 85 min (e) und 115 min (f) (50
%) und 90 min (e) und 120 min (f) (10 %) nach Ende der Applikation von CNQX.

Die in Klammern gesetzten Buchstaben beziehen sich auf die Erlduterungen in den

Abbildungslegenden.
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3. Ergebnisse

In der folgenden Untersuchung wurde die Wirkung von CNQX auf die durch Reizung
der Schaffer-Kollateralen ausgelosten Reaktionen der neuronalen Aktivitit der CAl-
Region des Hippocampus (der Ratte) analysiert.

Dabei ergab sich im Hinblick auf die Intensitdt der jeweils maximalen Reaktion und im
Hinblick auf die rdumliche Ausbreitung der neuronalen Antworten folgender

Zusammenhang:

3.1  Wirkung von CNQX in der Konzentration von 20 pumol/I

Maximale Reaktionen: Bei einer Konzentration von 20 pmol/l CNQX nahm der
Population Spike bei maximaler Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode
(FP 2) von 1,0 mV bis 6,2 mV 20 min (c) nach Applikation auf 1,0 mV bis 6,0 mV ab
und nach 35 min (d) auf 0,95 mV bis 5,7 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1)
nahm der Population Spike von 0,8 mV bis 4,7 mV nach 20 min (c) auf 0,4 mV bis 1,4
mV ab und 35 min (d) nach Applikation auf 0,4 mV bis 1,3 mV ab (D1 bis D3 und E1
bis E3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6).

Bei der halbmaximalen Reizintensitdt nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 1,0 mV bis 6,4 mV 10 min (c) nach Applikation auf
1,0 mV bis 5,5 mV ab und nach 25 min (d) auf 0,9 mV bis 5,8 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 0,7 mV bis 4,8 mV nach 10
min (c) auf 0,4 mV bis 1,35 mV ab und 25 min (d) nach Applikation auf 0,4 mV bis
1,35 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6). Analog verhielten
sich die optischen Signale an den représentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.1-1 bis
Abb. 3.1-6).

Bei minimaler Reizintensitdit nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,5 mV bis 5,55 mV 15 min (c) nach Applikation auf
0,4 mV bis 2,1 mV ab und nach 30 min (d) auf 0,4 mV bis 2,0 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 0,4 mV bis 1,1 mV nach 15
min (c¢) auf 0,1 mV bis 0,7 mV ab und 30 min (d) nach Applikation auf 0,1 mV bis

15



0,7 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6). Analog verhielten
sich die optischen Signale an den représentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.1-1 bis
Abb. 3.1-6).

Nach dem Auswaschen von CNQX nahm der Population Spike bei maximaler
Reizintensitit an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,95 mV bis 5,7 mV
35 min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 1,0 mV bis 5,8 mV 35 min (e) nach
Ende der CNQX-Applikation und auf 1,0 mV bis 5,7 mV nach 65 min (f) zu; bei der
reizfernen Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,4 mV bis 1,4 mV 35 min
(d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 0,5 mV bis 1,4 mV 35 min (e) nach Ende
der CNQX-Applikation und auf 0,7 mV bis 3,2 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und
E1 bis E3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6).

Bei halbmaximaler Reizintensitdt nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an
der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,9 mV bis 5,8 mV 25 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,9 mV bis 5,95 mV 25 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 0,9 mV bis 5,9 mV nach 55 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,4 mV bis 1,35 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,5 mV bis 1,4 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 0,6 mV bis 2,7 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und El
bis E3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6).

Bei minimaler Reizintensitdt nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an der
reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,4 mV bis 2,0 mV 30 min (d) nach Beginn
der CNQX-Applikation auf 0,5 mV bis 2,4 mV 30 min (e) nach Ende der CNQX-
Applikation und auf 0,6 mV bis 2,85 mV nach 60 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,1 mV bis 0,7 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,2 mV bis 0,7 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 0,4 mV bis 0,8 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und El
bis E3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprédsentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6).
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Raumliche Ausbreitung: Bei einer Konzentration von 20 umol/l CNQX verkleinerte
sich das Areal der Neurone, welches durch die Reizung aktiviert wurde, so dass je nach
Ausgangssituation die rdumliche Ausbreitung mehr als halbiert wurde und zum Teil
sogar gar keine Neurone mehr aktiviert wurden. Widhrend der Applikation des
Glutamat-Antagonisten wurden die Reizantworten bei allen Versuchen unabhingig von
der Reizintensitdt komplett unterdriickt. Nach Beendigung der CNQX-Applikation und
mit zunehmender Auswaschzeit lie3 sich wieder eine Reizantwort darstellen. Es war zu
beobachten, dass bei hoher Reizintensitit (100 %) die rdumliche Ausbreitung schneller
wieder zunahm. Bei den meisten Versuchen die mit dieser Konzentration durchgefiihrt
wurden lief3 sich erst bei der letzten Messung nach Beendigung des Auswaschvorgangs
wieder eine Reizantwort messen. Bei drei Versuchen stellte sich am Ende der
Auswaschzeit das Ausgangsniveau zur Hilfte wieder her, wihrend es bei den iibrigen
Versuchen nur bei maximaler Reizintensitét bzw. gar nicht wieder kam (G1 bis G3 in

Abb. 3.1-1 bis Abb. 3.1-6).
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FP1 FP2

CAl

Abb.3.1-1

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 20 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (20 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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FP1 FP2

CAl

Abb.3.1-2

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 20 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (20 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.

27



D1

e

hl,___,__._,_

FP1 - FP1
FP2 E__M'-'ﬁ__——__ FP2 |
S 0 S
FP1 FP1
FP2 | [ ==
f
._l.'\||lll-\._n.—\. .......... —n-n--n-"-l‘ll-\_,—r--—a—--\.-—\_:-_.-.-_n_.-\_
FP1 FP1
FP2 FP2 T
0,5 mV|
30 ms
Fortsetzung Abb. 3.1-2

28



D2

b
e | - )
FP1 FP1
FP2 [ FP2 I
— -|u.'—d~\—-—w--—- — iy I_|I- —
FP1 FP1
FP2 | I o Ep2 T
_m.n.-uﬁlr_ -------- i ——_i M.-u-\qdrh,_,— FFFFF s
FP1 FP1
FP2 B FP2
0,5 mV|
30 ms

Fortsetzung Abb. 3.1-2

29



D3

b
W - I
FP1 FP1
NI P s
FP2 | [" FP2 "
d
e R v —
FP1 FP1
FP2 [T P2
f
e e e e i I
FP1 FP1
FP2 [ P2

0,5mVv |

30 ms

Fortsetzung Abb. 3.1-2

30



El

1,4 -
1,2 -

0,6
0,4 4
0,2
0,0

FP-Amplitude [mV]

E2

1,4
1,2 4

0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -

FP-Amplitude [mV]

0,0

E3

1,4
1,2
1,0
0,8 -
0,6 -
0,4

FP-Amplitude [mV]

0,2

0,0

Fortsetzung Abb. 3.1-2

c d

Versuchs-Protokoll

C— FPL
/) FP2

31



F1

St. lak. mol.
L L e R e LT T PR PR eTF
o St. rad. dist.

A i Sk g e oA S
. St. rad. prox.

%wwmmwm
P St. pyr.
’MMWWL,F,_ TR T

mewmw
vt

a
“"'H"'rir.-"'-' Ll e TS T LV oY W““-W%_. s = [T
il et Sl ey . i W Y

= L]

Fortsetzung Abb. 3.1-2

32



F2

" St. lak. mol.
i e PPN

L

St. rad. dist.
NWWMMWWW

E St. rad. prox. I

m‘“mﬂ“wwmuw T A s s AN N

w St. pyr. [

i St. oriens i

e A AN AN NS A st T st st A s A
C d

e
B B T Y ’
L ol ¥ e U e e e Ao e

Fortsetzung Abb. 3.1-2

33



F3

a b
St. lak. mol. "
MMWMWMWW T AL I A B B b, S
St. rad. dist. 2
R L N YT PR [} SR PR T Aoy e A
5 St. rad. prox. "
WWMWWWWMW MWWMHM-
e St. pyr. [
St. oriens =
WWWWWW e Sy T J o
c d
MMMWW bt il A ey = A
MWW WWWWWM
%WWWW [ sy et PP CRERr
e f
. e A Pt ot gyl e Pl : '"w“”"ﬁ‘r?&’ﬁ%vwmw—m
MWW et '*'WWMMWW
W"“‘I‘hm-.‘. TR i ¥ WW%WWMM
WMWWW
T AP e e Y e e
1n i
avi |
S T

Fortsetzung Abb. 3.1-2

34



)

-3680 2965

Y B
X EXEY
X B
8| 660
2@l eed

Fortsetzung Abb. 3.1-2

10 g7 10 20 30ms

35



FP1 FP2

CAl

Abb.3.1-3

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 20 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (20 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb.3.1-4

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 20 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (20 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb.3.1-5

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 20 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (20 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb.3.1-6

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 20 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (20 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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3.2 Wirkung von CNQX in der Konzentration von 10 pumol/I

Maximale Reaktionen: Bei einer Konzentration von 10 pmol/l CNQX nahm der
Population Spike bei maximaler Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode
(FP 2) von 1,4 mV bis 7,15 mV 20 min (c) nach Applikation auf 0,2 mV bis 6,3 mV ab
und nach 35 min (d) auf 0,6 mV bis 6,0 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1)
nahm der Population Spike von 1,1 mV bis 7,7 mV nach 20 min (c) auf 0,15 mV bis 1,6
mV ab und nach 35 min (d) nach Applikation auf 0,3 mV bis 1,6 mV ab (D1 bis D3 und
E1 bis E3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprédsentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7).

Bei der halbmaximalen Reizintensitdt nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 2,0 mV bis 7,5 mV 10 min (c) nach Applikation auf
0,55 mV bis 6,1 mV ab und nach 25 min (d) auf 0,5 mV bis 5,6 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 2,3 mV bis 7,7 mV nach 10
min (c) auf 0,2 mV bis 2,9 mV ab und 25 min (d) nach Applikation auf 0,2 mV bis 1,4
mV ab (D1 bis D3 und EI1 bis E3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7). Analog verhielten sich
die optischen Signale an den représentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.2-1 bis Abb.
3.2-7).

Bei minimaler Reizintensitit nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 1,4 mV bis 5,8 mV 15 min (c) nach Applikation auf
0,2 mV bis 4,0 mV ab und nach 30 min (d) auf 0,2 mV bis 4,1 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 0,4 mV bis 4,3 mV nach 15
min (c) auf 0,1 mV bis 2,4 mV ab und 30 min (d) nach Applikation auf 0,1 mV bis 1,4
mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7). Analog verhielten sich
die optischen Signale an den représentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.2-1 bis Abb.
3.2-7).

Nach dem Auswaschen von CNQX nahm der Population Spike bei maximaler
Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,6 mV bis 6,0 mV 35
min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 0,45 mV bis 5,8 mV 35 min (e) nach
Ende der CNQX-Applikation und auf 1,4 mV bis 5,2 mV nach 65 min (f) zu; bei der
reizfernen Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,3 mV bis 1,6 mV 35 min
(d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 0,3 mV bis 4,4 mV 35 min (e) nach Ende
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Abb. 3.2-1

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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CAl

Abb.3.2-2

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb.3.2-3

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb.3.2-4

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb. 3.2-5

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb. 3.2-6

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Béandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb.3.2-7

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 10 umol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitat in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitdten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (10 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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3.3 Wirkung von CNQX in der Konzentration von 5 pmol/Il

Maximale Reaktionen: Bei einer Konzentration von 5 pmol/l CNQX nahm der
Population Spike bei maximaler Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode
(FP 2) von 1,3 mV bis 7,5 mV 20 min (c) nach Applikation auf 1,0 mV bis 6,3 mV ab
und nach 35 min (d) auf 1,0 mV bis 6,2 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1)
nahm der Population Spike von 4,0 mV bis 9,2 mV nach 20 min (c) auf 0,5 mV bis 1,7
mV ab und 35 min (d) nach Applikation auf 0,5 mV bis 1,6 mV ab (D1 bis D3 und E1
bis E3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprédsentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7).

Bei der halbmaximalen Reizintensitdt nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 1,3 mV bis 7,4 mV 10 min (c) nach Applikation auf
0,9 mV bis 6,5 mV ab und nach 25 min (d) auf 0,85 mV bis 6,4 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 3,3 mV bis 9,1 mV nach 10
min (c) auf 0,4 mV bis 1,6 mV ab und 25 min (d) nach Applikation auf 0,5 mV bis 1,5
mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7). Analog verhielten sich
die optischen Signale an den reprédsentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.3-1 bis Abb.
3.3-7).

Bei minimaler Reizintensitit nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 1,05 mV bis 7,1 mV 15 min (c) nach Applikation auf
0,6 mV bis 2,2 mV ab und nach 30 min (d) auf 0,55 mV bis 2,1 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 1,9 mV bis 4,6 mV nach 15
min (c¢) auf 0,3 mV bis 1,05 mV ab und 30 min (d) nach Applikation auf 0,3 mV bis 0,8
mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7). Analog verhielten sich
die optischen Signale an den représentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.3-1 bis Abb.
3.3-7).

Nach dem Auswaschen von CNQX nahm der Population Spike bei maximaler
Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 1,0 mV bis 6,2 mV 35
min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 1,5 mV bis 5,8 mV 35 min (e) nach
Ende der CNQX-Applikation und auf 1,2 mV bis 6,5 mV nach 65 min (f) zu; bei der
reizfernen Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,5 mV bis 1,6 mV 35 min
(d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 1,05 mV bis 4,1 mV 35 min (e) nach Ende
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der CNQX-Applikation und auf 2,3 mV bis 5,6 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und
E1 bis E3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7).

Bei halbmaximaler Reizintensitit nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an
der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,85 mV bis 6,4 mV 25 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 1,2 mV bis 6,4 mV 25 min (e¢) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 1,2 mV bis 6,2 mV nach 55 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,5 mV bis 1,5 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,65 mV bis 3,7 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 2,1 mV bis 4,4 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und E1
bis E3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7).

Bei minimaler Reizintensitdt nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an der
reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,55 mV bis 2,1 mV 30 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,8 mV bis 5,1 mV 30 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 1,3 mV bis 6,0 mV nach 60 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,3 mV bis 0,8 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,3 mV bis 2,9 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 0,85 mV bis 2,3 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und El
bis E3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7).

R&umliche Ausbreitung: Bei einer Konzentration von 5 umol/l CNQX verkleinerte
sich das Areal der Neurone, welches durch die Reizung aktiviert wurde. Im Gegensatz
zu den Versuchen mit hoherer CNQX-Konzentration kam es meist nicht zu einer
vollstdndigen Blockierung aller Neurone. Zudem lieBen sich die Neurone bei dieser
niedrigeren Konzentration bereits zu einem fritheren Zeitpunkt nach Ende der CNQX-
Applikation erneut aktivieren. Analog zu den anderen Versuchen ergab sich bei
maximaler Reizintensitit eine groBtmdgliche Reizantwort. Die Ausbreitung der
aktivierten Zellfliche nahm mit der Reduzierung der Reizintensitdt ab, so dass
schlieBlich bei minimaler Reizintensitit nur noch ein kleines Areal an Neuronen

aktiviert wurde. Nach Beendigung der Auswaschzeit stellte sich bei der Hilfte der
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Versuche der Ausgangswert wieder ein, wihrend bei den {ibrigen Versuchen der

Ausgangswert zur Hélfte erreicht wurde (G1 bis G3 in Abb. 3.3-1 bis Abb. 3.3-7).
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Abb. 3.3-1

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CAl-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit Y1II innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitéten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.

141



D1

FP1 —1H - FP1 ;,_-..: e

A P2 ——

FPL 1/ FP1 +—

FP2 p———— FP2

FPL o f) FP1 —:

FP2 by ™ FP2

1mV|

30 ms

Fortsetzung Abb. 3.3-1

142



D2

| b
FPL | FPL |
I
P2 . FP2 —
d
FP1 | FP1 ——
FP2 FP2 -
f
FP1 h FPL
FP2 FP2

1mV|

30 ms

Fortsetzung Abb. 3.3-1

143



D3

b
FPL -~ FPL - -
FP2 FP2

d
FP1 FP1
FP2 - FP2

f
FP1 FP1 -
FP2 FP2

1mV|

30 ms

Fortsetzung ABb. 3.3-1

144



El

o | -
S
E 64
(]
o -
=)
S 4
=
<
T o
N An nlllls |
a b c d e  f
E2
8_
>
E 6 ]
3 -
=
3 44
e
<
& 2
AR (o (m H%
a b c d e  f
E3
8_
S
E 6
(]
S
S 4
S
<
o
L 24
Tlnln cmee [l
a b c d e  f

Fortsetzung Abb. 3.3-1

Versuchs-Protokoll

C—FP1
— FP2

145



a
m St. lak. mol.
el FIPWR TR TSR TR PSR TRV BT
" St. rad. dist.
WWMJMMWWWW
FrrI. St. rad. prox.
:-:'A’-Hl St. pyr.
- W“W“P*hwmwmw-mwm
gl St. oriens

L A N1 L i

AN e g pripipao sl e AU Ayt b A

e f
MWMMM WWWWW
I S AT TRV S BP T R T T NPTy RPN S
%mwww MF"MWMWHWM
MMWMWW PP T WMM'*WWN ool A AARSAARLAALY

T

08 s

Fortsetzung Abb. 3.3-1

146



F2

a
;"“*"“"h...n St. lak. mol.
b, St. rad. dist.
i_,;w_,l T St. rad. prox. _
A, St. pyr.

- WWWM%W

sy St. oriens
WM%WMWW

' B A TR b e o o e MWM\W
:m“‘””mww'«mwmw WWWWWWM
%mwwwﬂ W%WWMWMW
e f
o M T T PRI, POPTT [ OP Ry T M%W

%
o

Fortsetzung Abb. 3.3-1

147



F3

n St. lak. mol.

il %MWWWWM

. St. rad. dist.
st ety sy

St. rad. prox.

A AT ok g M

St. pyr.
%WMMW

Mmmww

Fortsetzung Abb. 3.3-1

148



u x"}- “cce

C d
.1".'1." = i ¥
m x - } "r_:jll " ‘—x' x }
e f
o & T
.r.‘-' 1 "_"a . 1
’L\::" 'l‘“, E 2 :t




FP1 FP2

CAl

Abb.3.3-2

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.

150



D1

FPL () FP1

P2 H T FP2

EP2 — FpP2

FPL FPL (™

FP2 ) P2 ] ———

1mV|

| A 30 ms

Fortsetzung Abb. 3.3-2

151



D2

b
FP1 FP1
|
FP2 FP2
|
d
FP1 FP1
P2 FP2
f
FP1 FP1 S
I
P2 FP2 —

Fortsetzung Abb. 3.3-2

152



D3

b
FPL 1 FP1
FP2 | FP2

d
FP1 FP1
FP2 4/~ FP2 -

f
FPL FP1
FP2 ) FP2

1mV|

30 ms

Fortsetzung Abb. 3.3-2

153



El

FP-Amplitude [mV]
N

0
a b c d e f
E2
8_
S 64 N ] =
£
(O]
S
2 4 - —
o
e
<
& 2 A (
. LT
a b c d e f
E3
8_

FP-Amplitude [mV]
N

il

Fortsetzung Abb. 3.3-2

c d

Versuchs-Protokoll

FP1
—1 FP2

154



F1

a
i St. lak. mol.
Jrre— o e .
e St. rad. dist.
.._.N...lw o
¥ St. rai prox.

St. pyr.

St. oriens

b
= E e
g AP P
.

d
:"""""l.-ummv-' o ]
w e o oo e i)
e it e .

W v r SERRURE. P A e e e e LA & Wi o gL, s i
i TR e ey P i i\ i e
e f
e et et it . it i 5 i
I P = roesarrierpa ﬁm}.u...._ E S el
WW i -\-'l.-.p-ﬂ.-.‘. s R
HHPH“—“"MMWWV"_ W . T s
g liF-3
o 111
el s

Fortsetzung Abb. 3.3-2

155



F2

a b

n St. lak. mol. i
WW —ﬂ\-ih-..n-ml'_h_' N . o R
- St. rad. dist. -
" W St. rad. prox. n :

- Temn S oy
o St. pyr. 123
M—lw 1."""'_""'-‘_ i o o o
" St. oriens L

= | - e F b b —\-l-"\f-l'ﬂnl

C d
- ww
e "H"WMW—MWWM—""—* W 3 e i
_.HWWW HFH-I.AL.A' . sk e
%WW '-A-\-'iM-n'ﬂ_ L TE e
I P T L VPN s ¥ . s

e f
‘__m‘lp.wkt-h"—*-""‘—"i' SEE RS e resn_peemy N'_-wll o,
W s uw—u--——l'_ T S
M‘""‘lw%w MI‘
%Ww I

3 lF-3
d1i
LY L

Fortsetzung Abb. 3.3-2

156



F3

a b
wn St. lak. mol. w
e i A oA bt et s e R WY W o, A RN ST
= St. rad. dist. -
T W‘IP'“WWWW
W St. rad. prox. "
*w*lr""““_.' - . M]F*w" N . s |
[ St. pyr. [
-‘A—'M~lr i . FraEr st p A prnt e WMW
i St. oriens i
‘-""-4*"'.'_ AL Sk - RSt WW » L
c d
7 7
%MMWMH_,WM A e e o oy e B
iy iy
WM‘W— hima. —— ihore] B ey
WHMH%MMWW T e, hhpingiundd. s
meﬂmmw [ et
(] i
e et e e R i et it et reles
e f
T wm
[PITT_ pariiy ;s TR P e ety e S o i e L
Iy Iy
I-w—--u.L e g "\Fﬂrlr-ﬂ-lr L it P ——
d-.‘-.-'‘-._'-||,—.----\-—'\o"""-'\'_""‘-"-v' H‘_"h‘lﬂh—'mwmem"wrhﬂ\—h—
Wm _"""""""',.n_.-\._u_m.---- )
] Lo
R s e st R P P e e i s

3 lF-3
d1i

LY L

Fortsetzung Abb. 3.3-2

157



Fortsetzung Abb. 3.3-2

158



FP1 FP2

CAl

Abb.3.3-3

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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CAl

Abb.3.3-4

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt in der CAl-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensititen: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit Y1II innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitéten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb. 3.3-5

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb. 3.3-6

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Abb. 3.3-7

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 5 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C: Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (5 umol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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der CNQX-Applikation und auf 1,7 mV bis 4,5 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und
E1 bis E3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7).

Bei halbmaximaler Reizintensitit nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an
der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,5 mV bis 5,6 mV 25 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,7 mV bis 5,65 mV 25 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 0,5 mV bis 4,85 mV nach 55 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,2 mV bis 1,4 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 0,3 mV bis 3,3 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 0,4 mV bis 4,6 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und E1
bis E3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7).

Bei minimaler Reizintensitdt nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an der
reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,2 mV bis 4,1 mV 30 min (d) nach Beginn
der CNQX-Applikation auf 0,3 mV bis 5,7 mV 30 min (e) nach Ende der CNQX-
Applikation und auf 0,8 mV bis 2,0 mV nach 60 min (f) zu; bei der reizfernen Elektrode
(FP1) nahm der Population Spike von 0,1 mV bis 1,4 mV 35 min (d) nach Beginn der
CNQX-Applikation auf 0,1 mV bis 4,2 mV 35 min (e) nach Ende der CNQX-
Applikation und auf 0,1 mV bis 3,55 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und E1 bis E3
in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7). Analog verhielten sich die optischen Signale an den
reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7).

R&umliche Ausbreitung: Bei einer Konzentration von 10 umol/l CNQX verkleinerte
sich ebenso wie bei 20 pmol/l das Areal der Neurone, welches durch die Reizung
aktiviert wurde. Bei allen Versuchen konnte die rdumliche Ausbreitung des Signals
durch Zugabe von CNQX nahezu vollstindig unterdriickt werden. Die grofite Wirkung
der Signalunterdriickung konnte man bei minimaler Reizintensitdt beobachten. Je nach
Ausgangssituation konnte man bei dieser Konzentration eine sehr dhnliche Reaktion
darstellen, wie unter der Einwirkung von 20 umol/l CNQX. Die rdumliche Ausbreitung
wurde hier mehr als halbiert und zum Teil fehlte jede Aktivierung der Neurone. Am
Ende der Auswaschzeit stellte sich bei vier Versuchen das Ausgangsniveau nahezu

wieder her. Hierbei lief sich beobachten, dass sich bei maximaler und halbmaximaler
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Reizintensitdt der Ausgangswert schneller wieder einstellte, wihrend bei minimaler
Reizung teils nur die Hilfte des Ausgangswertes, in dem von uns beobachtete Zeitraum

erreicht wurde (G1 bis G3 in Abb. 3.2-1 bis Abb. 3.2-7).
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3.4  Wirkung von CNQX in der Konzentration von 1 pmol/Il

Maximale Reaktionen: Bei einer Konzentration von 1 pumol/l CNQX nahm der
Population Spike bei maximaler Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode
(FP 2) von 4,85 mV bis 7,6 mV 20 min (c) nach Applikation auf 2,5 mV bis 5,9 mV ab
und nach 35 min (d) auf 2,6 mV bis 5,55 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1)
nahm der Population Spike von 4,2 mV bis 7,5 mV nach 20 min (c) auf 1,0 mV bis 2,2
mV ab und nach 35 min (d) nach Applikation auf 0,8 mV bis 1,95 mV ab (DI bis D3
und E1 bis E3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2). Analog verhielten sich die optischen
Signale an den repréasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2).

Bei der halbmaximalen Reizintensitdt nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 5,1 mV bis 7,5 mV 10 min (c) nach Applikation auf
2,8 mV bis 5,3 mV ab und nach 25 min (d) auf 2,4 mV bis 5,3 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 4,5 mV bis 7,6 mV nach 10
min (c) auf 2,25 mV bis 2,85 mV ab und 25 min (d) nach Applikation auf 0,85 mV bis
2,1 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2). Analog verhielten
sich die optischen Signale an den repriasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.4-1 bis
Abb. 3.4-2).

Bei minimaler Reizintensitit nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 3,4 mV bis 4,8 mV 15 min (c) nach Applikation auf
0,9 mV bis 2,15 mV ab und nach 30 min (d) auf 0,9 mV bis 2,05 mV ab; bei der
reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population Spike von 3,9 mV bis 5,4 mV nach 15
min (c¢) auf 0,5 mV bis 1,05 mV ab und 30 min (d) nach Applikation auf 0,4 mV bis
0,95 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2). Analog verhielten
sich die optischen Signale an den repriasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.4-1 bis
Abb. 3.4-2).

Nach dem Auswaschen von CNQX nahm der Population Spike bei maximaler
Reizintensitit an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 2,6 mV bis 5,55 mV
35 min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf 4,2 mV bis 6,6 mV 35 min (e) nach
Ende der CNQX-Applikation und auf 5,4 mV nach 65 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,8 mV bis 1,95 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 4,6 mV bis 4,65 mV 35 min (e) nach Ende der
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CNQX-Applikation und auf 5,2 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und EI bis E3 in
Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2). Analog verhielten sich die optischen Signale an den
reprasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2).

Bei halbmaximaler Reizintensitit nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an
der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 2,4 mV bis 5,3 mV 25 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 3,4 mV bis 6,25 mV 25 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 2,85 mV bis 5,1 mV nach 55 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,85 mV bis 2,1 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 4,1 mV bis 4,8 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 2,9 mV bis 4,9 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und E1
bis E3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2). Analog verhielten sich die optischen Signale an
den reprisentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2).

Bei minimaler Reizintensitdt nahm der Population Spike nach dem Auswaschen an der
reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 0,9 mV bis 2,05 mV 30 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 1,5 mV bis 2,9 mV 30 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 2,0 mV bis 3,4 mV nach 60 min (f) zu; bei der reizfernen
Elektrode (FP1) nahm der Population Spike von 0,4 mV bis 0,95 mV 35 min (d) nach
Beginn der CNQX-Applikation auf 2,15 mV bis 2,4 mV 35 min (e) nach Ende der
CNQX-Applikation und auf 4,4 mV nach 65 min (f) zu (D1 bis D3 und E1 bis E3 in
Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2). Analog verhielten sich die optischen Signale an den
reprasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2).

R&aumliche Ausbreitung: Bei einer Konzentration von 1 mol/l CNQX lie8 sich noch
ein deutlicher blockierender Effekt von CNQX beobachten, der bei maximaler
Reizintensitdt am ausgeprigtesten war. Bei halbmaximaler Reizintensitét lie sich nur
eine geringe blockierende Wirkung feststellen, wahrend bei minimaler Reizintensitdt
der blockierende Effekt wieder sehr ausgepréigt war. Bei dieser geringen Konzentration
des Rezeptor-Blockers, trat der Effekt leicht verzogert ein, so dass wir eine maximale
Unterdriickung der Reizantworten erst bei der zweiten Messung wihrend der Gabe von
CNQX verzeichnen konnten. Nach Ende der CNQX-Applikation, erhielten wir in dieser
niedrigeren Konzentration bereits bei der ersten Messung nach Beendigung der

Applikation eine erneute Aktivierung der Neurone, die dann im Verlauf und bis zum
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Zeitpunkt der zweiten Messung den Ausgangswert anndhernd erreichte (G1 bis G3 in

Abb. 3.4-1 bis Abb. 3.4-2).
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Abb. 3.4-1

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 1 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (1 umol/I),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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FP1 FP2

Abb.3.4-2

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 1 pmol/l) auf durch Einzelreize (Schaffer-
Kollateralen) ausgeldste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der Ratte.
Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der rdumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:

A2:
B.

C:

D1-3:

E1-3:

F1-3:

G1-3:

Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.
Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (1 umol/I),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensitédten: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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3.5  Wirkung von CNQX in der Konzentration von 0,1 pmol/I

Maximale Reaktionen: Bei einer Konzentration von 0,1 pmol/l CNQX nahm der
Population Spike bei maximaler Reizintensitét an der reiznahen Feldpotentialelektrode
(FP 2) von 3,5 mV bis 5.55 mV 20 min (c¢) nach Applikation auf 3,05 mV ab und nach
35 min (d) auf 3,1 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1) nahm der Population
Spike von 5,0 mV bis 5,2 mV nach 20 min (c) auf 4,5 mV ab und 35 min (d) nach
Applikation auf 4,8 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.5-1). Analog verhielten
sich die optischen Signale an den repréasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.5-1).

Bei der halbmaximalen Reizintensitit nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 3,5 mV bis 3,65 mV 10 min (c) nach Applikation auf
3,0 mV ab und nach 25 min (d) auf 3,2 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1)
nahm der Population Spike von 4,5 mV bis 5,1 mV nach 10 min (c) auf 4,8 mV ab und
25 min (d) nach Applikation auf 5,0 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.5-1).
Analog verhielten sich die optischen Signale an den représentativen Dioden (F1 bis F3
in Abb. 3.5-1).

Bei minimaler Reizintensitdit nahm der Population Spike an der reiznahen
Feldpotentialelektrode (FP 2) von 3,2 mV bis 3,5 mV 15 min (c) nach Applikation auf
3,1 mV ab und nach 30 min (d) auf 3,15 mV ab; bei der reizfernen Elektrode (FP 1)
nahm der Population Spike von 3,6 mV bis 4,4 mV nach 15 min (c) auf 4,2 mV ab und
30 min (d) nach Applikation auf 4,2 mV ab (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.5-1).
Analog verhielten sich die optischen Signale an den reprasentativen Dioden (F1 bis F3
in Abb. 3.5-1).

Nach dem Auswaschen von CNQX verénderte sich der Population Spike bei maximaler
Reizintensitit an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 3,1 mV 35 min (d)
nach Beginn der CNQX-Applikation auf 2,9 mV 35 min (e) nach Ende der CNQX-
Applikation und auf 2,9 mV nach 65 min (f); bei der reizfernen Elektrode (FP1) nahm
der Population Spike von 4,8 mV 35 min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf
4,95 mV 35 min (e) nach Ende der CNQX-Applikation und auf 4,9 mV nach 65 min (f)
zu (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.5-1). Analog verhielten sich die optischen
Signale an den reprasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.5-1).

225



Bei halbmaximaler Reizintensitit verdnderte sich der Population Spike nach dem
Auswaschen an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 3,2 mV 25 min (d)
nach Beginn der CNQX-Applikation auf 3,0 mV 25 min (e) nach Ende der CNQX-
Applikation und auf 2,8 mV nach 55 min (f); bei der reizfernen Elektrode (FP1)
verdnderte sich der Population Spike von 5,0 mV 35 min (d) nach Beginn der CNQX-
Applikation auf 0,5 mV 35 min (e) nach Ende der CNQX-Applikation und auf 4,9 mV
nach 65 min (f) (DI bis D3 und EI bis E3 in Abb. 3.5-1). Analog verhielten sich die
optischen Signale an den reprasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.5-1).

Bei minimaler Reizintensitit verdnderte sich der Population Spike nach dem
Auswaschen an der reiznahen Feldpotentialelektrode (FP 2) von 3,15 mV 30 min (d)
nach Beginn der CNQX-Applikation auf 2,85 mV 30 min (e) nach Ende der CNQX-
Applikation und auf 2,8 mV nach 60 min (f); bei der reizfernen Elektrode (FP1) nahm
der Population Spike von 4,2 mV 35 min (d) nach Beginn der CNQX-Applikation auf
4,35 mV 35 min (e) nach Ende der CNQX-Applikation und auf 4,3 mV nach 65 min (f)
zu (D1 bis D3 und E1 bis E3 in Abb. 3.5-1). Analog verhielten sich die optischen
Signale an den reprasentativen Dioden (F1 bis F3 in Abb. 3.5-1).

Insgesamt kann man sagen, dass es bei einer Konzentration von 0,1 pmol/l CNQX keine
signifikanten Verdnderungen der Amplituden der Population Aktionspotentiale gab. Im
Gegensatz zu den vorangegangenen Versuchen mit jeweils hoheren CNQX-
Konzentrationen, kann nun nach Applikation von CNQX keine Abnahme des
Population Aktionspotentials beobachtet werden. Da die Messwerte wahrend der
gesamten Versuchsdauer kaum Schwankungen aufweisen, ldsst sich analog nach dem

Auswaschen von CNQX auch kein Anstieg der Population Aktionspotentiale feststellen.

Raumliche Ausbreitung: Bei einer Konzentration von 0,1 pmol/l CNQX lief3 sich kein
Unterschied durch die Applikation von CNQX feststellen. Die GroBle des aktivierten
Areals war vor, wihrend und nach der Gabe des so sehr verdiinnten Rezeptorblockers

bei allen Messungen dhnlich grof3 (G1 bis G3 in Abb. 3.5-1).
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Ein Versuch (Abb.3.2-3) war am Ende nicht mehr sicher beurteilbar, da zum Ende des
Versuches spreading depressions auftraten, so dass dieser Versuch abgebrochen wurde.
Aufgrund des deutlich ausgepridgten Effektes, wurde das Experiment in die

Dokumentation mit einbezogen.
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FP1 FP2

CAl

Abb. 3.5-1

Wirkung von 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX; 0,1 pmol/l) auf durch Einzelreize
(Schaffer-Kollateralen) ausgeloste bioelektrische Aktivitit in der CA1-Region (Hippocampus) der
Ratte. Registrierung der ortlichen Feldpotentiale mit Glaspipetten sowie der raumlich-zeitlichen
Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffes (RH 795).

Al:  Hirnschnitt in der Ableitkammer. ST: Reizelektrode; FP1, FP2: Elektroden zur Registrierung
der Feldpotentiale (FP).

A2:  Position des Diodenarrays zur Aufnahme der Fluoreszenzsignale.

B Schematische Darstellung des hippocampalen Gewebeschnittes mit den Bandern der
Nervenzellsomata und Uberlagerung des Diodenarrays.

C Schematische Darstellung des Diodenarrays (s. auch B). Die farbig markierten Dioden
registrieren die Fluoreszsignale aus den fiinf Schichten des Hippocampus. Von oben nach
unten: Stratum lacunosum moleculare, Stratum radiatum distale, Stratum radiatum proximale,
Stratum pyramidale, Stratum oriens. Die Signale dieser Dioden sind unter F1-3 abgebildet.

D1-3: Effekt von CNQX auf die FP bei verschiedenen Reizintensitidten: 10 mA (D1), 5 mA (D2),
1 mA (D3). Kontrolle 1 mit kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2
in Tab. 2-1) innerhalb von 30 bis 40 min (a) und 0 bis 10 min (b) vor Applikation von
CNQX; wihrend der Applikation von YII + CNQX (0,1 pmol/1),10 bis 20 min (c) und 25 bis
35 min (d) nach Beginn; Kontrolle 2 mit YII innerhalb von 25 bis 35 min (e) und 55 bis 35
min (f) nach Ende der Applikation von CNQX.

E1-3: Graphische Auswertung der Amplituden von FP (Spitze-Spitze) bei den Reizintensititen: 10
mA (E1), 5 mA (E2), 1 mA (E3). a bis f: wie unter D.

F1-3: Originalregistrierungen der optischen Signale aus den drei Versuchsperioden bei den
Reizintensititen: 10 mA (F1), 5 mA (F2), 1 mA (F3). a bis f: wie unter D.

G1-3: Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung bei den Reizintensitdten: 10 mA
(G1), 5 mA (G2), 1 mA (G3). Wiedergabe horizontal gespiegelt im Vergleich zu A und B.

a bis f: wie unter D.
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Fortsetzung Abb. 3.5-1
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4. Diskussion

Die Weiterleitung von Informationen von einer Nervenzelle zur anderen ist die
Grundvoraussetzung fiir jede Funktion des zentralen Nervensystems. Dabei handelt es
sich um Prozesse, bei denen eine uniibersehbare Menge von Einzelfaktoren beteiligt ist.
Somit stellt die Ubertragung zwischen Nervenzellen ein hoch komplexes Geschehen
dar, welches in vielfdltiger Weise moduliert werden kann. Um die Prinzipien der
Modulation in groben Ziigen zu erldutern, werden im Folgenden die Elementarprozesse
der synaptischen Ubertragung grob skizziert.

Die Nervenzelle besteht aus einem Zellkorper der zahlreiche Fortsétze besitzt. Diese
werden aufgrund ihrer Form und Funktion in Axone und Dendriten unterteilt. Die
Axone (=Nervenfasern) sind wenig verzweigt und stellen die Verbindung zu anderen
Neuronen oder Muskelzellen dar. Die Dendriten sind meist weit verzweigt. Hier bilden
die Axone anderer Nervenzellen ihre Kontakte. Diese Ubertragungsstellen werden
Synapsen genannt. Hier findet der Informationsaustausch zwischen zwei Nervenzellen
statt (Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt,
Lang, 2007; Speckmann, 1986; Speckmann, Wittkowski, 2004).

Synapsen sind also die Verbindungen zwischen zwei Nervenzellen. Die Axone sind an
ihren Enden aufgetrieben zu so genannten synaptischen Endkndpfen. Dort befinden sich
Blischen (Vesikel), in denen die Ubertrigerstoffe (=Transmitter) gespeichert sind
(Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt,
Lang, 2007; Schiitz, Caspers, Speckmann, 1982; Speckmann, Wittkowski, 2004).
Nervenzellen leiten die Informationen in Form von elektrischen Potentialinderungen
weiter und hiermit verbunden findet an den Endigungen der Nervenfasern die
Freisetzung von Transmittern (Ubertriigerstoffen) statt (Deetjen, Speckmann, Hescheler,
2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann, Schulze,
1990; Speckmann, Wittkowski, 2004).

Der Grundmechanismus der Informationsiibertagung entsteht durch die Anderung der
bioelektrischen Aktivitét, die von einer Zelle auf die andere weiter gegeben wird. Der
Aufbau dieser bioelektrischen Aktivitit findet wie folgt statt.

In der Zellmembran befinden sich Ionen-Pumpen. Eine besondere Rolle spielt hier die

Na'-K'-Pumpe, die zum einen Na aus der Zelle heraus transportiert und K im
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Austausch in die Zelle hinein transportiert. Auf diese Weise entsteht ein Ionen-
Konzentrationsgradient zwischen Intra- und Extrazelluldarraum. Das durch die selektive
Auswirtsdiffusion von K'-Ionen entstehende Membranpotential, ist im Ruhezustand
konstant. Man spricht auch von Ruhemembranpotential (Deetjen, Speckmann,
Hescheler, 2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann,
Wittkowski, 2004).

Wird nun das Ruhemembranpotential bis zur so genannten Membranschwelle
vermindert, kommt es zu einer schnellen Offnung von Na'-Kanilen und gleichzeitig zu
einem raschen Einstrom von Na'-Ionen in die negativ geladene Zelle. Die Zelle wird
depolarisiert, d.h. das Zellinnere wird kurzzeitig positiv geladen. Kurz darauf kommt es
zu einer Offnung von K'-Kanilen, so dass nun K'-Ionen aus der Zelle ausstrémen
konnen und damit das Ruhemembranpotential wieder herstellen (=Repolarisation).
Diesen gesamten Vorgang, also die Abfolge von Depolarisation und Repolarisation
bezeichnet man als Aktionspotential. Auf diese Weise werden im Nervensystem
Informationen verschliisselt und weitergeleitet (Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005;
Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann, Wittkowski, 2004).

Gelangt die Erregung der Nervenzelle bis zum synaptischen Endknopf, so kommt es zur
Erregungsiibertragung. Dem Konzentrationsgefille folgend, stromen Ca®"-Ionen ins
Zellinnere, wodurch wiederum die Transmitter aus den Vesikeln in den synaptischen
Spalt freigesetzt werden. Die Transmitter kdnnen nun an die Rezeptoren in den
nachgeschalteten Zellen binden. Dadurch 6ffnen sich dort ebenfalls Ionen-Kanéle und
das Membranpotential wird durch Ladungsverschiebung geidndert (Deetjen, Speckmann,
Hescheler, 2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann,
Wittkowski, 2004).

Hier unterscheidet man zum einen das exzitatorische (=erregende) postsynaptische
Potential (EPSP), welches dadurch zustande kommt, dass positiv geladene Ionen ins
Zellinnere stromen und es in der nachgeschalteten Zelle zu einer Depolarisation kommt.
FlieBen allerdings negativ geladenen Ionen ins Innere der Nachbarzelle, so entsteht eine
Hyperpolarisation. Man spricht auch von einem inhibitorischen (=hemmenden)
postsynaptischen Potential (IPSP) (Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke, Pape,
Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007; Speckmann, 1986; Speckmann, Gutnick, 1992;
Speckmann, Wittkowski, 2004; Zschocke, Speckmann, 1992).
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Bei den Aminosduren, die als Transmitter fungieren, unterscheidet man ebenfalls
exzitatorische (erregende) wie das Glutamat, sowie inhibitorische Aminosduren wie
GABA und Glycin, die hemmend wirken.

Fiir die vorliegenden Untersuchungen waren die Rezeptoren fiir die exzitatorische
Aminosdure Glutamat von besonderem Interesse.

Glutamat 6ffnet einen unspezifischen lonenkanal fiir positiv geladene Ionen. Man
unterscheidet drei verschiedene Haupttypen von Rezeptoren, sowie zahlreiche
Subtypen. Der Unterschied dieser Rezeptoren besteht in erster Linie in der
Empfindlichkeit gegeniiber synthetischen Agonisten. An erster Stelle seien die AMPA-
Kainat-Rezeptoren (A/K- bzw. non-NMDA-Rezeptoren) genannt, die als lonenkanal fiir
Natrium und Kalium fungieren. Thr spezifischer Agonist ist AMPA (alpha-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic-acid) und Kainat. Als Antagonist wirkt hier,
das in den vorliegenden Versuchen verwendete CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-
2,3-dione). Eine Aktivierung dieser Rezeptoren flihrt zu einem schnellen erregenden
postsynaptischen Potential (Andreasen, Lambert, Jensen, 1989). Weiter gibt es den
NMDA-Rezeptor, der einen lonenkanal fiir Natrium, Kalium und Calcium darstellt. An
diesem Rezeptor wirkt NMDA (N-methyl-D-aspartat) als spezifischer Agonist und
KET (Ketamin) und AP5 (DL-2-amino-5-phosphonovalerate) bzw. APV (Amino-
phospho-valerat) als Antagonisten. Dieser Rezeptor besitzt einen zusitzlichen
Mechanismus. Bei dem Ruhememranpotential (-70 mV) wird der Ionenkanal dieses
Rezeptors durch ein Mg*-Ion als nicht-kompetitivem Hemmstoff blockiert. Erst wenn
das Membranpotenial durch die erregende Wirkung anderer Synapsen zu einem
gewissen Grad depolarisiert wird, 16st sich das Mg*"-Ion und erlaubt eine Offnung des
Ionenkanals. An diesem Rezeptor ist weiterhin die Bindung des Kotransmitters Glycin
obligat. Eine Aktivierung dieses Rezeptors flihrt zu einer spiten, lang anhaltenden
Depolarisation. Daneben gibt es noch die metabotropen Glutamat-Rezeptoren. Diesen
Rezeptoren sind G-Proteine zwischengeschaltet. Thr Wirkungseintritt ist dadurch
deutlich langsamer, als der der ionotropen Rezeptoren, hélt aber wesentlich langer an
(Birbauer, Schmidt, 2006; Deetjen, Speckmann, Hescheler, 2005; Klinke, Pape,
Silbernagel, 2005; Schmidt, Lang, 2007).

Zur Analyse neuronaler Verschaltungen ist es notwendig zu wissen, welches System

von Bedeutung ist. Dafiir hat man u.a. die oben abgefiihrten Antagonisten entwickelt.
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Glutamat ist der wichtigste zentral-nervose Transmitter fiir exzitatorische Synapsen. An
etwa 50 % der Neurone des ZNS verwenden die Synapsen Glutamat als Transmitter.
Besonders im Telencephalon und im Hippocampus. Die so gesteuerten Kanile wirken
exzitatorisch und bilden die wichtigsten erregenden Zuginge zum Kortex (wichtig bei
Lernvorgédngen).

Der Glutamat-Antagonist Ketamin findet Verwendung als Narkosemittel. Ketamin
blockiert den Ionenkanal des Glutamat-Rezeptors (nicht-kompetitiv). Nach intravendser
Gabe von 2 mg Ketamin/kg tritt innerhalb von einer Minute eine ca. 15-miniitige
Bewusstlosigkeit ein, die gefolgt ist von einer Phase der Analgesie. Viele Patienten
empfinden jedoch wéhrend dieser Art von Narkose eine Trennung zwischen der
Wirklichkeit und dem Erleben. Dies wird auch dissoziative Anisthesie genannt.
Katamin kommt deshalb nur in der Notfallmedizin zum Einsatz oder wird als
Kurznarkotikum verwendet (Birbauer, Schmidt, 2006; Karow, Lang-Roth, 2008;
Klinke, Pape, Silbernagel, 2005; Liillman, Mohr, Wehling, 2006; Mutschler, 2001).
Glutamat spielt auch im pathophysiologischen Bereich eine wichtige Rolle. Wenn die
Glutamatkonzentration im Extrazelluldrraum extrem ansteigt, was zum Einen durch
exzessive Aktivierung von NMDA-Synapsen, z.B. bei groB3en epileptischen Anfillen
geschieht, oder sei es, dass die Riickresorption versagt, z. B. bei Ischimie (Bsp. Beim
Schlaganfall) oder Anoxie (z.B. bei akuten Lédsionen des Gehirns), kann es passieren,
dass die postsynaptische Zelle irreversibel geschidigt wird und so Neurone untergehen.
Dieser Vorgang wird Exzitotoxizitdt genannt. Erkldren ldsst sich die Wirkung
moglicherweise durch den starken Ca’"-Einstrom in die Zelle. Der extrazellulire
Uberschuss an Glutamat bewirkt bei den NMDA-Rezeptoren einen vermehrten
Einwirtsstrom von Ca**-Ionen in die Zelle. Hierdurch werden enzymatische Reaktionen
in Gang gesetzt, die zur Schidigung und sogar zum Tode der Zelle fiihren kénnen.
Besonders empfindlich ist der Hippocampus fiir die Exzitotoxizitit (Andrew, Adam,
Polischuk, 1996; Choi, 1994; LoPachin, Gaughan, Lehning, Weber, Taylor, 2001).

Die Exzitotoxizitidt ist fiir die Verstirkung einiger neurologischer Erkrankungen
verantwortlich, z.B. bei Horschdden oder Morbus Alzheimer Erkrankung die mit
Gedichtnisverlust einhergehen (Birbauer, Schmidt, 2006; Deetjen, Speckmann,
Hescheler, 2005; Klinke, Pape, Silbernagel, 2005).

240



Bei der Anwendung dieser Antagonisten im Experiment ergeben sich in stereotyper

Weise die folgenden Fragen.

l. Welche Konzentration ist notwendig, um einen definierten Effekt zu erreichen?
2. Wie schnell tritt die Wirkung des Antagonisten nach Applikations-Beginn ein?
3. Ist der antagonistische Effekt reversibel nach Beendigung der Substanz-

Applikation und nach Auswaschen aus dem Gewebe?

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, zur Beantwortung dieser Fragen beizutragen.

Zu Frage 1

Um eine komplette Ausloschung der Reaktion, die durch den Ampa/Kainat-Rezeptor
vermittelten und durch elektrische Reizung der Schaffer-Kollateralen in der CAIl-
Region ausgeldst wurde, zu erreichen, ist eine Konzentration von 5 bis 10 pmol/l
CNQX bei maximaler Reizintensitét notwendig. Bei den meisten versuchen, die mit 5
umol/l CNQX durchgefiihrt wurden, erzielte man eine nahezu komplette Blockierung
der Rezeptoren. Es gab jedoch vereinzelt Signalantworten, so dass man, um sicher alle
Rezeptor-vermittelten Reaktionen auszuschalten, Konzentrationen iiber 5 pmol/l
verwenden sollte. In den vorliegenden Versuchen lie sich somit bei einer
Konzentration von 10 pmol/l CNQX eine komplette Blockierung der Rezeptoren
erzielen. Eine weitere Erhohung auf 20 umol/l CNQX ist somit nicht effektiver.
Verldsslich zu kontrollierende blockierende Effekte erhielt man mit einer Konzentration
von 5 umol/l, jedoch war es in dieser Konzentration nicht immer moglich alle
Reaktionen vollstindig zu unterdriicken.

Bei einer Konzentration von 1 pumol/l CNQX konnten zwar auch blockierende Effekte
beobachtet werden, jedoch verhielt sich die Ausléschung der elektrischen Reizantwort
nicht analog zu den Versuchen mit héheren Dosierungen.

Bei einer Konzentration von 0,1 pmol/l CNQX ist keine definierte Wirkung des

Rezeptorblockers mehr zu beobachten.
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Zu Frage 2

Die meisten Versuche mit einer Konzentration von 5 pmol/l CNQX verhielten sich
analog, jedoch konnte hier bei einigen Versuchen eine leichte zeitliche Verzogerung der
maximalen CNQX-Wirkung beobachtet werden, so dass zwar bereits bei der ersten
Messung nach Zugabe von CNQX eine deutliche Blockierung der Glutamat-Rezeptoren
beobachtet werden konnte, diese jedoch nach einiger Zeit noch zunahm und ihr
Maximum erst bei der zweiten Messung wihrend der Applikation von CNQX, also nach
25 min (50 %), 30 min (10 %) und 35 min (100 %) erreichte.

Diese zeitliche Verzogerung der maximalen blockierenden Wirkung von CNQX lief3
sich besonders gut bei einer Konzentration von 1 pmol CNQX beobachten.

Bei einer Konzentration von 0,1 pmol/l CNQX lie sich kein Unterschied in der
Reizantwort, vor, wihrend, oder nach der Zugabe von CNQX beobachten, woraus sich
schlieBen lédsst, dass diese geringe Konzentration nicht ausreicht, um eine Verdnderung

der Reizantwort zu erzeugen, die mit unseren Methoden aufgezeichnet werden kann.

Zu Frage 3

Der antagonistische Effekt von CNQX erwies sich beim Auswaschen der Substanz als
reversibel. Nach Auswaschzeiten von etwa 55 bis 60 min hatten sich die Effekte auf
etwa die Hilfte des Ausgangsniveaus wieder zuriick gebildet. Bei lédngeren
Auswaschzeiten (Versuche 3.1-6 und 3.3-7), d.h. nach 115 bis 125 min, war eine

komplette Reversibilitit zu beobachten.
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5. Zusammenfassung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Wirkung des Glutamat-
Rezeptor-Antagonisten 6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-Dion (CNQX) auf
reizinduzierte Aktivitit im Hippocampus-Gewebeschnitt der Ratte (n=21). Hierzu
wurde die rdumlich-zeitliche Verteilung der neuronalen Aktivierung in der CA1-Region
nach Stimulation der Schaffer-Kollateralen (elektrische FEinzelreize) untersucht.
Gleichzeitig wurde CNQX in den Konzentrationen von 0,1 umol/l bis 20 pmol/l

systemisch appliziert.

Die rdumlich-zeitliche Verteilung der Aktivititsmuster wurde mittels des
spannungssensitiven Farbstoffes RH 795, sowie eines schnellen optischen
Registrierverfahrens erfasst. Zusétzlich wurden die konventionellen evozierten

Feldpotentiale registriert.

Die Applikation von CNXQ in den Konzentrationen 20 umol/l, 10 umol/l, 5 pmol/l und
1 umol/l fiihrte in allen Versuchen zu einer Reduktion der Signalamplitude, sowie zu
einer Verkleinerung des aktivierten Areals.

Bei Konzentrationen iiber 5 pmol/l fand eine komplette Ausloschung der evozierten
Aktivitdt statt. CNQX in einer Konzentration von 0,1 pmol/l war ohne Effekt. Die
Unterdriickung des Signals durch CNQX erwies sich als unabhéngig von der
Reizstirke.

Der blockierende Effekt von CNQX war nach Auswaschen reversibel. Die Latenz des
Wiederauftretens einer Signalantwort war bei hoheren Reizintensititen kiirzer als bei

geringen.

Die Tierexperimentelle Arbeit wurde vom Regierungsprisidenten Miinster mit dem

Schreiben vom 19.12.2002 (AZ: 50.0835.1.0 (G 79/2002) genehmigt.
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