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ZUSAMMENFASSUNG

In vitro Untersuchungen zum Effekt der ” Spreading Depression” auf die
synaptische Transmission im Amygdala-Hippokampus-Kortex Priparat
der Ratte

Gerrit Bals

Die sogenannte ,,Spreading Depression® (SD) spielt in der Entstehung der
Migriane eine wichtige Rolle. Dabei handelt es sich um eine, sich
gleichmifig ausbreitende Erregungswelle mit nachfolgender, zeitlich
limitierter Reduktion der neuronalen Erregbarkeit. In einem in vitro Modell
wurden die Effekte der SD auf ,long term potentations (LTP) in der
lateralen Amygdala (LA) untersucht, die auch in der Angstenstehung eine
wichtige Rolle spielt. Die Untersuchungen wurden an Amygdala-
Hippokampus-Kortex Hirnschnitten der Ratte durchgefiihrt n=60. Die
Ausbreitungsgeschwindigkeit der SD in der Amygdala betrug 3,3 + 0,1
mm/min. Nach erfolgter SD wurden die Wirkung verschiedener
Rezeptoragonisten und —antagonisten auf die LPT untersucht. Der D,-
Dopaminrezeptorantagonist Sulpiride zeigte dabei die deutlichste
Suppression der LTP. Die Ergebnisse lassen darauf schlieen, dass es sich
um ein geeignetes in-vitro- Modell handelt um Substanzgruppen zu
untersuchen die bei der Therapie der Migrine und Angsterkrankungen
Anwendung finden konnten.

Bei der vorgelegten Arbeit handelt es sich um eine tierexperimentelle
Arbeit, genehmigt von der Bezirksregierung Miinster am 19.12.2002
(Aktenzeichen: 50.0835.1.0 (G 79/ 2002).

Tag der miindlichen Priifung: 07.10.2009
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1. Einleitung

Ursdchlich fiir die Vorbotenphase, die so genannte Aura bei
Migréneanfillen ist ein elektrophysiologisches Phidnomen, in Form einer
wandernden Storungsfront. Bei dieser Storung, die Streudepolarisation
beziehungsweise im internationalen Sprachgebrauch als ,,Spreading
Depression‘ (SD) bezeichnet wird, handelt es sich um eine synchronisierte,
langsam fortschreitende Depolarisation von Neuronen und Gliazellen, in
deren Folge die elektrisch messbare Aktivitit der Neurone fiir eine gewisse
Zeit anndhernd aufgehoben ist. Die SD beginnt mit ihrer Ausbreitung meist
spontan an einem Punkt der Hirnrinde. Da auch vor einem epileptischen
Anfall eine Aura bestehen kann, wird ein dhnlicher Zusammenhang wie bei
der Migriane vermutet. In der Literatur gibt es eindeutige Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen Migrane, Epilepsie und SD in der

Amygdala.

1.1 Theoretische Grundlagen

1.1.1 Migrdine

An Migrianekopfschmerzen leiden ca. 10% der Bevdlkerung, wobei Frauen
dreimal so hdufig wie Minner betroffen sind. Der meist einseitige,
stechend pulsierende Kopfschmerz wird hiufig durch Ubelkeit,
Lichtempfindlichkeit und Erbrechen begleitet. Bei manchen Patienten geht
dem Migrineanfall eine Aura voraus. Die Migrédne lduft typischerweise in
vier Stadien ab:

1. Vorbotenphase

2. Auraphase

3. Kopfschmerzphase

4. Riickbildungsphase



Bei 30% Prozent der Patienten kiindigen sich die Migréineattacken durch
Vorboten an, die Stunden bis Tage dem Kopfschmerz vorausgehen. Die
Symptome konnen dabei hochst unterschiedlich sein und werden von den
Patienten als solche meist nicht bewusst registriert.

Bei 15-20% der Patienten geht dem Migrianeanfall eine Aura voraus, wobei
ganz unterschiedliche Symptome beschrieben werden. Am héufigsten
treten visuelle Storungen (z.B. Skotome) auf, Verluste des rdaumlichen
Sehens und visuelle Unschirfen, gefolgt von sensiblen Sensationen,
Geruchsstorungen, Gleichgewichts- und Sprachstorungen.
Charakteristikum der Migrdaneauren ist die fortschreitende Dynamik des
Prozesses, wie es der Neurologe Lashley bereits 1941 an einem sich
weiterbewegenden Skotom beschrieb. Diese Sensationen beruhen auf dem
Phanomen der Streudepolarisierung, der so genannten ,,Spreading
Depression®.

Im Anschluss an die Aura folgt die eigentliche Kopfschmerzphase, die
meist als pulsierend und stechend wahrgenommen wird und von Ubelkeit
und Erbrechen begleitet wird. Die Dauer dieser Phase variiert zwischen 60
Minuten bis zu 3 Tagen. Die Riickbildungsphase kann bis zu 24 Stunden

dauern.

1.1.2 Spreading Depression (SD)
1941 beschrieb der amerikanische Neurologe Lashley wihrend einer

Migréaneaura die Ausbreitung eines Skotoms in seinem Gesichtsfeld (Gorji,
2001). Hierbei konnte er eine Ausbreitungsgeschwindigkeit von 2-3mm pro
Minute bestimmen. Drei Jahre spéter beobachtete der Brasilianer Ledo
(1944) ein &hnliches Phanomen. Wihrend der Durchfiihrung von
Experimenten am Kaninchenkortex beobachtete er erstmals eine sich tiber
eine Hirnhemisphire ausbreitende Unterdriickung der EEG-Wellen, die

ebenfalls eine Ausbreitungsgeschwindigkeit von 2-3mm pro Minute



aufwies. Diese nannte er ,,spreading depression of electroencephalographic
activity” (Somjen, 2001). Diese elektrophysiologischen Verdnderungen

liegen im Grenzbereich zwischen Neuronen und Gliazellen und fithren zu

einem intrazelluldren Anstieg von Na+, Cl_, HCO?, Ca2+ und H,O. Durch
intra-extrazelluldre Fliissigkeitsverschiebungen vermindert sich der
Extrazellulirraum um bis zu 57% mit einem erhohten Gehalt an
extrazellulirem K™ und exzitatorischen Neurotransmittern, wie Glutamat.
Die SD breitet sich im Kortex mit einer Geschwindigkeit von ca. 3 mm pro
Minute aus und wird von einer langsamen Verschiebung des
extrazelluldren Potenzials von bis zu 30 mV begleitet (Gorji, 2001). Auf
die sehr kurze Ubererregung folgt nach der Depolarisation eine
vollstindige Unterdriickung der elektrischen Aktivitit, die bis zu 3 Minuten
andauern kann. Erst nach ca. 15 Min. hat sich das neuronale Gewebe
elektrophysiologisch wieder erholt. Die Riickbildung der Depolarisation
und eine Wiederherstellung des Ausgangszustands werden durch energie-

(ATP)abhiangige Pumpmechanismen in den Zellmembranen der Neurone

und Gliazellen (NaJr / K -ATPase) erzielt. Die wahrend der SD verbrauchte
Energie wird im normal durchbluteten Hirngewebe iiber den Glukose-
Metabolismus bereitgestellt. (Hadjikhani et al., 2001, Somjen, 2001; Buzzi
& Moskowitz 2005). Wihrend des gesamten Prozesses kommt es zu einer
transienten Verdnderung der kortikalen Durchblutung.

Milner postulierte erstmals einen moglichen Zusammenhang zwischen der
SD und Migrianeauren (Gorji, 2001). Neuere Untersuchungen mittels
funktioneller Magnetresonanztomographie (fMRT) zeigen, dass es wahrend
visuellen Migridneauren in der Sehrinde des okzipitalen Kortex zu einer
darstellbaren ,,cortical spreading depression® (CSD) kommt. Noch nicht
ausreichende Informationen sind {iiber die Effekte des CSD auf die
Amygdala und ihre neuronale Aktivitit bekannt (Obrenovitch, 1999; Gorji,
2001; Wernsmann et al., 2006; Sachs et al., 2007 Berger et al. 2008)



1.1.3 Amygdala
Die Amygdala ist eine paarig angelegte Ansammlung von Kernen in der

Tiefe des medio-anterioren Temporallappens, die aus 13 Einzelkernen
besteht und in Untereinheiten gegliedert ist.

Sie ist Teil des Limbischen Systems, das zur Entstehung von
Triebverhalten und zur Verarbeitung von Emotionen dient und eine
entscheidende Rolle in der affektiven Auswertung der multimodalen,
sensorischen Aufnahme und damit der konditionierten Furcht und Angst
spielt (Pape & Stork, 2003). Externe Impulse werden in der Amygdala
verarbeitet und vegetative Reaktionen darauf eingeleitet. (TerHorst et al.,
1989; Amaral et al., 1992). Sie ist an Erregungswahrnehmungen beteiligt
wozu affekt- oder lustbetonte Empfindungen, wie z.B. der Sexualtrieb
zahlen.

Die Afferenzen zur Amygdala sind hoch prozessiert. Bis auf den
Geruchssinn werden samtliche Informationen bereits in auditorischen,
sekunddren visuellen und sensorischen Gebieten der GroBhirnrinde
verarbeitet bzw. thalamisch verschaltet (Amaral et al., 1992). Hierbei
erreichen die Afferenzen hauptsidchlich den basolateralen Kernkomplex der
Amygdala. Lediglich der Geruchssinn gibt iiber den Bulbus olfactorius
Kollateralen ohne thalamische Umschaltung zur medialen Amygdala ab.
Die zentrale Amygdala spielt eine wichtige integrative Rolle in der
Schmerzwahrnehmung und empfingt Informationen von den &uBleren
Schichten des Trigeminuskerngebiets {iber den seitlichen parabrachialen
Bereich (Jasmin et al., 1997). Fasern vom zentralen Kern der Amygdala
ziehen in und durch das Mittelhirn bis in die Briicke und die Medulla und
sind unter anderem mit der periaqueductalen Region verschaltet (Mehler,
1980).

Uber die Efferenzen der Amygdala werden unterschiedlichste
neurophysiologische Prozesse gesteuert, die bei der Angstentstehung u.a.

Fluchtreaktionen auslosen konnen. Die Produktion der Neurotransmitter



Dopamin, Adrenalin und Acetylcholin wird iiber Efferenzen angeregt, die
iiber den Locus caeruleus, den Nucleus tegmentalis lateralis dorsalis, sowie
die Area tegmentalis ventralis laufen. Die Produktion dieser
Neurotransmitter wirkt aufmerksamkeits- und vigilanzsteigernd. Durch
Efferenzen zum Nucleus parabrachialis wird die Atmung stimuliert,
wodurch eine schnellere Flucht ermdglicht wird. Die Stimulation des
Nucleus motorius des Nervus trigeminus, wie auch des Nervus facialis
fiihrt zu einem &dngstlichen Gesichtsausdruck. Weitere Efferenzen ziehen
zur Formatio reticularis um das Reflexniveau zu verstirken, sowie zum
Nucleus dorsalis des Nervus vagus zur Beeinflussung des Magen-Darm-
Trakts und Hypothalamus. Von dort aus wird die ACTH-Ausschiittung
stimuliert und der Sympathikus aktiviert.

Verdanderungen im Bereich der Amygdala durch Infarkte oder Tumore
filhren zu einer Vielzahl von Fehlfunktionen. Hierzu gehoren autistische
Stérungen, die  Narkolepsie, Depressionen, posttraumatische
Belastungsstorungen, Phobien, Gedachtnisstorungen sowie die Unfahigkeit
der emotionalen Einschidtzung von Situationen (Manning & Mayer, 1995;
Werka, 1997; Shi & Davis, 1999).

An Tierversuchen konnte gezeigt werden, dass je nach Lokalisation der
elektrischen Stimulation in der Amygdala unterschiedliche Reaktionen
hervorgerufen werden konnen (Fifkova & Syka, 1964; Krivanek &
Fitkova, 1965). So fiihrte die elektrische Stimulation in den zentralen
Kernen zu Fluchtreaktion oder Wut. Eine Pulserhohung, wie auch eine
Anderung des Fressverhaltens und der Sexualitit konnten an jeweils

anderen Punkten provoziert werden.
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1.1.4 Long-term-potentation (LTP)
1973 entdeckten Bliss und Lomo, dass mittels kurzer tetanischer

Stimulation von Neuronen des Gyrus dentatus iiber den Perforant Pathway
im Hippokamus eine Erhohung erregender postsynaptischer Potenziale in
der Zielzelle erzeugt werden kann. Sie nannten dieses Phidnomen lang
anhaltende Potenzierungen (long-term potentations; LTP). Die LTP kann
an Pyramidenneuronen des Hippokampus fiir lingere Zeitrdume in Form
von erhohten exzitatorischen postsynaptischen Potenzialen, die auf die

Testreize folgen, nachgewiesen werden.

2. Material und Methode

2.1. Gewebeschnittpriparate

Die Experimente wurden an Schnittpriparaten aus dem Gehirn von Ratten
vorgenommen (n=60). Das Gewicht der médnnlichen und der weiblichen
Ratten lag zwischen 250-400g.

Die Ratten wurden mit Methohexital tief narkotisiert und dekapitiert. Die
Gehirne wurden entnommen und in eine 4°C kalte, mit Carbogen begaste
Prainkubationslosung {iiberfiihrt. Die Kleinhirne wurden entfernt und die
Hemisphédren sagital geteilt. Das gewonnene Amygdala-Hippokampus-
Kortex Schnittprdparat besteht aus Anteilen des temporalen, des
perirhinalen und entorhinalen Kortex, des Subiculums, des Gyrus dentatus
und der Amygdala. Die Schnittdicke der Priparate betrug 500 um. Die
Schnittpraparate wurden bei 28°C in ACSF (ACSF = artficial cerebrospinal
fluid) aufbewahrt und kontinuierlich mit 95% O, und 5% CO, begast. Der
pH wurde bei 7,4 stabil gehalten. Die Losung enthielt (mmol/l): NaCl 124,
KCl 4, CaCl2 1.0, NaH2P04 1.24, MgSO4 1.3, NaHCO3 26 und Glukose 10

(siche Tabelle). Nach 30 Minuten Inkubation wurde der Losung CaCl,

zugefiihrt und dieses auf 2,0 mmol/l erhoht.
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2.2. Versuchskammer

Nach weiteren 30 Minuten wurde der Schnitt in eine Messkammer vom
»interface typ* {Uberfithrt. Hierbei handelt es sich um eine
Versuchskammer, in der das Hirnschnittprdparat von unten kontinuierlich
mit ACSF bei 32°C umspiilt wird (1.5-2 ml/ Minute) und die Oberfldche
mit wasserdampfgesittigtem O,-Carbogengemisch befeuchtet wird. Durch
ein Kodak-Linsenpapier wurde ein gleichmifBliges Umspiilen des
Gewebeschnittes ermoglicht.

Uber die Carbogenbegasung wurde der pH-Wert der Lésung auf 7,35 — 7.5
eingestellt. Die Versuchsbedingungen wurden durch kontinuierliche
Messungen mittels Thermoelement und einer pH-Elektrode in der
Ableitkammer kontrolliert. Die Fliissigkeit in der Versuchskammer wurde,
durch die FEinstellung der FlieBgeschwindigkeit innerhalb von 6 min
ausgetauscht. Uber einen regelbaren Wirmetauscher wurde die Temperatur
der Losung wihrend der Versuche auf 32°C gehalten. Die Schnittpréparate
durch ein {ber der Ableitkammer installiertes Mikroskop visuell

kontrolliert.

2.3. Elektrophysiologischen Aufzeichnungen

Die extrazelluliren Feldpotenziale (FP) wurden mit Mikroelektroden aus
Glas (150 mmol/l NaCl; 2-10 MQQ) aufgenommen. Mithilfe eines
Elektrodenziehgerites wurde ihr Innendurchmesser auf 0,87 mm bei einem
AuBlendurchmesser von 1,5 mm gezogen. AnschlieBend wurden die
Elektrodenspitzen manuell auf einen Durchmesser von 5-10pm zuriick
gebrochen, mit Kontrolllosung gefiillt und mit zwei Mikromanipulatoren in
die Amygdala des Gewebeschnittes, ca. 100um unter der
Schnittoberfliche, platziert. Um die Mikroelektroden an den Verstirker zu

koppeln, wurden KCI-Briicken verwendet. Als Referenzelektrode diente
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eine KCl-Ausflusselektrode, die sich im Bad befand. Die KCl- Briicken
bestanden aus zusammengesteckten Kapillaren, deren AuBlendurchmesser
Smm und der Innendurchmesser 3mm betrug. Sie wurden mit 2mmol/l KCI
gefiillt und waren {iiber einen Ag/AgCl-Draht mit dem Verstirker
verbunden. Die Feldpotenziale wurden oszilloskopisch aufgezeichnet. Die
Intensitdt der Stimulation der evozierten Potenziale wurde auf 50% der
Maximalamplitude stabil gehalten. Folgenden Substanzen wurden der
Badlosung zugegeben: Bicucullin, 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione
(CNQX), DL-2-amino-5-phosphonovaleric acid (APV), Quinipirole,
Somatostatin, Tetrahydracannabinol und Sulpirid. Berechnet wurde die
Amplitude der evozierten Potenziale unter Zugabe der Lésungen. Dabei
wurde von der Grundlinie bis zum negativen Maximum der Potenziale

gemessen.

2.4. Induktion der ,,Spreading Depression*

Einen Tag vor dem Versuch wurde die Spitze einer Glaselektrode mit KCl
betrdufelt. Die entstandene Kristallisierung wurde zur Auslésung von SD
genutzt. Hierfiir wurden die Kristalle an der Glaselektrode, mittel eines
speziellen Halters, kurz mit dem Gewebe in Beriihrung gebracht. Die
daraufthin ausgeloste SD wurde in Bezug auf Umfang-, Dauer-, und

Geschwindigkeit ausgewertet.

2.5.Long-term potentation (LTP)

Um externe Kapselfasern anzuregen, wurden einzelne elektrische Impulse
(0,05 HZ) erzeugt. Die Ableitelektrode bestand aus einer zweipoligen
Platinelektrode. Uber den gesamten Versuchszeitraum wurden die Impulse
in der lateralen Amygdala im Minutenabstand wiederholt. Nach einer

Versuchsdauer von 75 Minuten wurde drei LTP im Abstand von 45
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Sekunden ausgelost (Stimulation 100 Hz, Impulsdauer 0.1ms,
Wiederholung alle 200ms). Nach Auslésung der drei LTPs wurde der mit
den o.g. Substanzen versetzte ACSF (Tab. 1, Nr. 4-10) abgesetzt und durch
die Inkubationslosung II (Tab. 1, Nr. 2) ersetzt.

2.6. Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert £ SEM gegeben. Die Daten wurden
statistisch unter Verwendung des Mann-Whitney- Rank- Sum- Test
(MRST)  verglichen. Eine  Signifikanz ~ wurde bei  einem
Wabhrscheinlichkeitswerte kleiner als 0.05 angenommen. Statistische
Vergleiche mit den Gruppen, die kleiner als n = 2 sind, wurden nicht

durchgefiihrt.
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NaCl KCl NaH,PO, | MgSO, | NaHCO; CaCl, Glucose
Nr Name Substanz
(mmol/l) | (mmolny | (MMoll) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l) | (mmol/l)
1 | Prainkubations-
124 4 1,24 1,3 26 1 10
Losung (Y1)
2 Inkubations-
Losung (Y1) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
+
Inkubations-
APV
4 Losung (YII) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
(100 pM)
+ APV
Inkubations-
Bicuculline
5 Losung (Y1) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
(10 uM)
+ Bicuculline
Inkubations-
CNQX
6 Losung (Y1) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
(10 uM)
+ CnQX
Inkubations- .
Quinipirole
7 Losung (Y1) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
(10 pMI)
+ Quinipirole
Inkubations- )
Somatostatin
8 Losung (Y1) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
: Q2 uM)
+ Somatostatin
Inkubations-
9 Lésung (YII) Tetrahydroca
+ 124 4 1,24 1,3 26 2 10 nnabinol
Tetrahydrocan (100 uM)
nabinol
Inkubations- .
Sulpirid
10 Losung (Y1) 124 4 1,24 1,3 26 2 10
(10uM)
+ Sulpirid

Tab.1: Zusammensetzung der verwendeten Lésungen (Y1: Yamamoto I, YII: Yamamoto I, Yamamoto
mit der jeweiligen Substanz)

Periode 1 Periode 2 Periode 3
Losung/ Y Il-Lésung
Substanzen Y Il-Lésung + Zugabe der Y Il-Lésung

jeweiligen Substanz
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3. Ergebnisse

Durch kurze Berilhrung der Amygdala mit einer KCl-behafteten
Glaselektrodenspitze konnten regelmiflige durchgehende Depolarisationen
ausgelost werden. Die Dauer der Depolarisation betrug 2 - 20 Minuten.
Wihrend dieses Zeitraumes konnte keine weitere Erregungsausbreitung
registriert ~ werden.  AnschlieBend sind den  Gewebsschnitten
unterschiedliche Substanzen zugefiihrt worden. Hierbei haben sich bei den
Substanzen Tetrahydracannabinol (P = 1,000), Bicuculline (P = 0,190) und
APV (P = 0,114) die evozierten Potentiale, im Vergleich zu den Versuchen
welche ohne diese Substanzen durchgefiihrt wurden, nicht signifikant
verdndert. Diesbeziiglich zeigten die Versuche, welchen die Substanzen
[CNQX (P = 0,001), Quinipirole (P = <0,001), Somatostatin (P = <0,001),
Sulpirid (P = 0,016)] zugefiihrt wurden eine deutliche Signifikanz. Allen
Versuchen gleich ist, dass sich die Amplituden, welche durch die SD
bedingten evozierten Potentiale hervorgerufen wurden, auf einem hoheren

Niveau normalisierten.

3.1. Ausbreitungsmuster von CSD und die Geschwindigkeiten

Die Analyse von SD innerhalb der Amygdala ergab eine
Ausbreitungsgeschwindigkeit von 3,3 +£0,1 mm/min. Festgestellt wurde
diese Geschwindigkeit, indem man den Abstand zwischen den beiden
Mikroelektroden mall und den Unterschied beziiglich der Zeit zwischen der

Ankunft an den Elektroden teilte.
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Abb. 1-1:

Beim ersten Versuch wurde an dem Schnittpriparat 30 Minuten lang ein
miniitlicher Reiz ausgeldst anschlieBend SD durchgefiihrt und in den
folgenden 60 Minuten die Reaktion des Gewebes aufgezeichnet. Hierbei
vergroBerten sich die evozierten Potentiale (Amplitude) nach dem SD auf
131% +5%. Vergleicht man diese Versuche (Abb.2-1; n=12) mit den
Versuchen in welchen kein SD durchgefiihrt wurde (Abb.2-2; n=6), so
ergibt sich ein signifikanter Unterschied (Mann- Whitney- Rank- Sum-
Test: P = 0,115). Dies zeigt deutlich die Wirkung von Spreading
Depression (SD) auf die neuronale-gliale Erregungs- (Depolarisations-)

Welle. Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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Abb. 1-2:

Im zweiten Versuch wurde der erste Versuch wiederholt, jedoch mit dem
Unterschied, dass hier weder SD noch LTP ausgelost wurden. Auch hier
erhohte sich die Amplitude, bedingt durch die evozierten Potenziale im
weiteren Versuchverlauf auf 148% 49% (n=6; Mann- Whitney- Rank-
Sum- Test: P = 0,115, siehe ersten Versuch). Ratte, Amygdala-

Gewebeschnitt.

18



S "1 mit SD sowie mit 1 x LTP
E 140 4
o
n > .
[a
L 120 -
-

100 A

80 | LTP

0 26 4‘0 (;0 E;O 1(;0 12‘0
Time (min)
Vorlauf Nachlauf

800
"\

4 ms

Abb. 1-3:

Der dritte Versuch (Abb.2-3; n = 2) begann nach 15 Minuten mit SD, nach
60 Minuten wurde 1 x LTP ausgelost und weitere 60 Minuten
aufgezeichnet. Nachdem 1-mal LTP, erhohte sich die Amplitude, bedingt
durch die evozierten Potenziale im weiteren Versuchverlauf auf 144%
+14%. Verglichen mit Tests, bei denen der gleiche Versuchsablauf
durchgefiihrt wurde, mit dem Unterschied, dass nicht einmal sondern 3-
mal LTP ausgelost wurde (Abb. 2-4; n = 4), ist kein signifikanter
Unterschied entstanden (Mann- Whitney- Rank- Sum- Test: P = 0,086).
Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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Abb. 1-4:
- Im vierten Versuch wurde der dritte Versuch wiederholt. Hier wurde LTP
jedoch 3 x ausgeldst, wodurch sich die Amplitude, bedingt durch
die evozierten Potenziale im weiteren Versuchverlauf erhohte auf
132% £5% (n = 4; Mann- Whitney- Rank- Sum- Test: P = 0,086
siche Versuch 3) erhohte. Ratte, Amygdala-Gewebeschnitt.
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Im flinften Versuch (n=5) wurde kein SD ausgel6st, jedoch 3 x LTP.

Auch hier erhohte sich die Amplitude und zwar um 140% +12%.

Verglichen mit dem zweiten Versuch (Abb.2-2) besteht keine deutliche
Signifikanz des LTP's (Mann- Whitney- Rank- Sum- Test: P = 0,628).

Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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3.2. Miteinbeziehung der Glutamatrezeptoren

APV st ein Antagonist zu den N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren. NMDA-Rezeptoren gehdren zu den ionotropen Glutamat-
rezeptoren. Hierbei handelt es sich um Ionenkanile, welche in der
Zellmembran durch die Bindung ihres Liganden Glutamat aktiviert werden.
Durch die Zugabe von APV (10uM; siehe Tab.1, Nr.4) konnte die Rolle
der NMDA- Subrezeptoren in der LA {iiberpriift werden. Hier fiel die
Wirkung auf 168% + 27% (MRST, P = 0,001). Die Zugabe von CNQX
(100 uM; siehe Tab.1, Nr.6), welcher ein non-NMDA Antagonist ist, gab
ebenfalls Aufschluss liber den NMDA-Rezeptor. So verringerte sich die
Wirkung des LTP's an der LA (MRST, 128% + 15% P =0,001).
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Abb. 1-6:

22



Beim sechsten Versuch ist, nachdem SD ausgeldst wurde, die Losung mit
APV (10uM; siehe Tab.1, Nr.4) versetzt worden. 60 Minuten spéter wurde
dann wieder 3 x LTP ausgeldst, anschlieBend verlief der Versuch weiter,
ohne das dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt wurden. Die
Amplitude erhohte sich im weiteren Versuchverlauf, bedingt durch die
evozierten Potenziale, auf 168% £27% (n= 4; Mann- Whitney- Rank- Sum-
Test: P=0,114; Abb. 1-6). Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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Abb. 1-7:

Beim siebten Versuch ist, nachdem SD ausgelost wurde, die Losung mit
CNQX (100 uM; siehe Tab.1, Nr.6), versetzt worden. 60 Minuten spéter
wurde dann wieder 3 x LTP ausgeldst, anschlieBend verlief der Versuch
weiter, ohne dass dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt wurden. Die
Amplitude erhdhte sich, ausgeldst durch die evozierten Potenziale, auf
128% £15% (n= 3; Mann- Whitney- Rank- Sum- Test: P = 0,001; Abb. 1-
7). Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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3.3. Miteinbeziehung der GABA ,- Rezeptoren

GABA- Rezeptoren binden spezifisch den Neurotransmitter
v-Aminobuttersdure (GABA). Es handelt sich um Transmembranproteine
in Nervenzellen, welche wiederum in ionotrope (GABA, und GABA(-
Rezeptoren) und metabotrope (GABAg- Rezeptoren) GABA- Rezeptoren
unterteilt werden konnen. Um den Einfluss der GABAA- Rezeptoren auf
die Erhohung von LTP auf SD zu iiberpriifen, wurde der Yamamoto II-
Fliissigkeit 60 min lang Bicuculline zugefiihrt. Die Versuche ergaben, dass
Bicuculline keine signifikante Wirkung auf die Steigerung von LTP hat
(MRST, P =0,190).
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Abb. 1-8:

Beim achten Versuch ist, nachdem SD ausgelost wurde, die Losung mit
Bicuculline (10 uM; siehe Tab.1, Nr.5) versetzt worden. 60 Minuten spéter
wurde dann wieder 3 x LTP ausgeldst, anschlieBend verlief der Versuch
weiter, ohne das dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt wurden. Die
Amplitude erhdhte sich, ausgeldst durch die evozierten Potenziale, auf
188% +34% (n= 5; Mann- Whitney- Rank- Sum-Test: P = 0,190; Abb. 1-
8). Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.

3.4. Miteinbeziehung der Dopamin- Rezeptoren

Dopamin- Rezeptoren sind in den Membranen der Nervenzellen enthalten
und lassen sich in flinf Gruppen unterteilen. Um die Wirkung des
DopaminD2- Rezeptors zu priifen, wurde den Versuchen nach Auslosung
von SD, fiir 60 min, Quinipirole zur Yamamoto II-Fliissigkeit zugefiihrt.
Quinipirole ist ein DopaminD2-Rezeptorantagonist. Die Anwendung von
Quinipirole hemmte erheblich die LTP-Induktion in der LA (145% +5%,

P =<0,001).
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Abb. 1-9:

Beim neunten Versuch ist, nachdem SD ausgeldst wurde, die Losung mit
Quinipirole (10 uM; siehe Tab.1, Nr.7), versetzt worden. 60 Minuten spéter
wurde dann wieder 3 x LTP ausgelost, anschlieBend verlief der Versuch
weiter, ohne das dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt wurden.
Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt. Die Amplitude erhdhte sich, ausgeldst
durch die evozierten Potenziale, auf 145% £5% (n= 5; Mann- Whitney-
Rank- Sum- Test: P =<0,001; Abb. 1-9). Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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Beim zehnten Versuch ist, nachdem SD ausgeldst wurde, die Losung mit
Somatostatin (2 puM; siehe Tab.l, Nr.8), versetzt worden. 60 Minuten
spater wurde dann  wieder 3 x LTP ausgeldst, anschlieBend verlief der
Versuch weiter, ohne das dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt
wurden. Die Amplitude  erhohte sich, ausgeldst durch die evozierten
Potenziale, auf 128% +£6% (n= 5; Mann- Whitney- Rank- Sum- Test: P =
<0,001; Abb. 1-10). Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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Abb. 1-11:

Beim elften Versuch ist, nachdem SD ausgeldst wurde, die Losung mit
Tetrahydracannabinol (100 uM; siehe Tab.1, Nr.9), versetzt worden. 60
Minuten spater wurde dann wieder 3 x LTP ausgelost, anschlieBend verlief
der Versuch weiter, ohne das dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt
wurden. Die Amplitude erhohte sich, ausgeldst durch die evozierten
Potenziale, auf 134% £32% (n= 5; Mann Whitney- Rank- Sum- Test: P =
1,000; Abb. 1-11). Ratte, Amygdala-Gewebeschnitt.
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Beim zwolften Versuch ist, nachdem SD ausgeldst wurde, die Losung mit
Sulpirid (10 uM; siehe Tab.1, Nr.10), versetzt worden. 60 Minuten spater
wurde dann wieder 3 x LTP ausgelost, anschlieBend verlief der Versuch
weiter, ohne das dem Gewebe weiter Medikamente zugefiihrt wurden. Die
Amplitude erhohte sich, ausgelost durch die evozierten Potenziale, auf
139% +10% (n= 5; Mann- Whitney- Rank- Sum-Test: P = 0,016; Abb. 1-
12). Ratte, Amygdala- Gewebeschnitt.
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4. Diskussion

Die vorliegende Studie untersucht den Einfluss der ,,Spreading Depression

auf die Aktivitidt der Amygdala.

4.1. Spreading Depression (SD)

SD scheint eine wichtige Rolle in der Auraentstehung bei Migrianeanfillen zu
spielen. Bereits 1945 stellten Ledo und Morison die Hypothese auf, dass einem
externen Stimulus (z. B. Blitzlicht) kortikal eine langsame, negativ suppressive
Welle mit neurologischen Symptomen folgen kann (z. B. Skotome,
Hemianopsie). Diese SD-dhnlichen Wellen konnten wihrend Auraphasen vor
Migraneattacken im menschlichen Neokortex aufgezeichnet werden (Welch et
al. 1993; Hadjikhani et al. 2001). Es zeigen sich zunehmend Hinweise darauf,
dass diese neurophysiologischen Verdnderungen auf zelluldrer, molekularer
und vaskulédrer Ebene den, einer Migrianeaura nachfolgenden Kopfschmerzen,
induzieren konnen (Moskowitz et al. 1993; Bolay et al. 2002; Gorji et al.
2004). Die Substanz Sulpirid ist dabei ein effektives Mittel zur Behandlung
des Migrianekopfschmerzes (Piccini et al., 1990; Siniachkin et al., 1997). Bei
der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sulpirid charakteristische
Eigenschaften der SD unterdriickt. Es ist zu postulieren, dass der
supprimierende Effekt des D,-Dopaminrezeptor-antagonist Sulpirid auf die
neokortikale SD fiir den Therapieerfolg bei Migriane-Kopfschmerzen
mitverantwortlich ist. Unterschiedlichste Medikamente zur Migridnetherapie
wie Topiramat, Valproat, Propanolol, Amitriptylin sowie Methysergide weisen
ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die SD aus (Ayata et al., 2006).

Somit ist ein Zusammenhang zwischen der SD und dem, der Migridneaura

nachfolgendem Kopfschmerzereignis wahrscheinlich.
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4.2. Long Term Potentation (LTP)

Die LTP ist ein experimentell reproduzierbares Phinomen mit dem es moglich
ist, unterschiedlichste Modifikationen individueller Synapsen zu untersuchen
(Collingridge & Singer 1990, Malenka & Bear 2004). Die SD ist in der Lage
einen LTP-dhnlichen Effekt im neokortikalen Hirnschnitt der Ratte auszuldsen
(Footitt and Newberry 1998), sowie die LTP-Induktion in menschlichem
Hirngewebe zu verstirken (Berger et al., 2008).

Sowohl die LTP Induktion als auch die SD-Generation kann durch Zugabe von
Medikamenten im neokortikalen Gewebe der Ratten inhibiert werden (Miiller
et al., 2006). Im Gegensatz dazu konnte unter Zugabe von weiblichen
Hormonen eine Steigerung der LTP-Induktion, als auch und ein erleichtertes
Auslosen der SD im somatosensorischen Kortex der Ratte beobachtet werden
(Sachs et al, 2007).

Eine Modulation der LTP-Antworten konnte wihrend der SD Ausbreitung im
Hippokampus gezeigt werden (Wernsmann et al. 2006). In den hier
durchgefiihrten Versuchen zeigte die Zugabe des D,-
Dopaminrezeptorantagonisten  Sulpirid in das, die neokortikalen
Schnittprdaparate umspiilende Perfusat, eine deutliche und anhaltende
Suppression der LTP. Die Suppression der LTP durch Sulpirid ldsst sich durch
die Tatsache erkldren, dass die Induktion der LTP im ,,synaptischen pathway*
von der basolateralen Amygdala (LA) zum Gyrus dentatus iiber D,-
Dopaminrezeptoren reguliert wird (Abe et al., 2009).

Die durch Antagonisten ausgeloste Blockade der D,-Dopaminrezeptoren fiihrt
somit zu einer Inhibition der LTP (Abe et al., 2008). Dies konnte durch die von
uns erhobenen Daten bestdtigt werden. Im Gegensatz dazu lieBen sich keine
elektrophysiologischen Verdnderungen bei Zugabe des D,-Rezeptoragonisten
Quinpirol auf die LTP nachweisen. Der Einfluss der D,-Dopaminrezeptoren
auf die Modulation der LTP scheint jedoch auch von einer GABA-ergen
Inhibition abhingig zu sein (Abe et al., 2009). Die Amygdala enthilt eine hohe
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Anzahl an GABA,-Rezeptoren, wobei das hochste Niveau dieser Rezeptoren

im lateralen Amygdalakern (LA) liegt. In den hier gezeigten Versuchen

hingegen, zeigte die Zugabe eines GABA,-Rezeptorantagonisten keine

signifikante Reaktion des LTP nach induzierter SD in der LA. NMDA-

Rezeptoren sind ebenfalls bei dieser Informationsverarbeitung beteiligt

(Romanski & LeDoux, 1993; Mahanty & Sah, 1999; Bissiere et al., 2003).

4.3. SD induzierte Dysfunktionen der Amygdala

Wie bereits oben (im Kapitel ,,Amygdala®) beschrieben, steht die
Amygdala mit sehr vielen anderen Gewebsstrukturen in Verbindung und ist
somit fiir die Informationsverarbeitung von hoher Bedeutung. Die
Storungen, welche wéhrend der Fortleitung der SD zum Hippocampus
auftreten, wurden bereits frith durch in vivo Experimenten (Fifkova, 1964)
und in vitro Experimenten dargelegt (Buchheim et al., 2002; Wernsmann et
al., 2006). In wieweit und mit welcher Intensitit sich die SD ausbreitet,
liegt an der Dichte der Dendriten in den verschiedenen Gewebsregionen
(Bures et al., 1974). Des Weiteren hingt die SD-Ausbreitung von der
GroBe des extrazellularen Raumes und der Menge, des in thm vorhandenen
Myelins, sowie der damit verbundenen Reaktionsfahigkeit ab.

Die migrinebedingte Dysfunktion der Amygdala, sowie die damit
verbundenen neurologischen Symptome scheinen einen Zusammenhang
mit dem Auftreten kortikaler SD aufzuweisen. Dabei wird die synaptische
Aktivitdt der Amygdala in Abhdngigkeit der Ausbreitung der kortikalen SD
stimuliert, bzw. inhibiert.

Eine Stimulation der Amygdala kann zu Pupillenerweiterungen, Unruhe,
Verwirrtheit sowie zu Priapismus flihren (Kaada 1972). Im Gegensatz dazu
kann die Inhibition der Amygdala, die meist durch operative Eingriffe
verursacht wird, zu einer Hypersexualitit, einem Aufmerksamkeitsdefizit

sowie zu einer Esssucht fiihren (King and Brothers 1992). Einige dieser
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Symptome sind typisch fiir die postdromale Phase nach einer
Migréneattacke. Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dass eine
Amygdala-Dysfunktion, die durch eine kortikale SD getriggert wurde, zu
einem gesteigerten Fress- und Trinkverhalten bei Ratten fiihrt (Shibata
1982). Ein durch unilaterale bzw. bilaterale kortikale SD ausgelGstes
aggressives und stereotypes Fress- und Trinkverhalten wird durch
psychomotorische Verdnderungen (z.B. Brunftgerdusche) begleitet (Huston
and Bures 1970). Kortikale SD sind in der Lage Peniserektionen sowie eine
vermehrte Schlifrigkeit im Tierexperiment zu verursachen (Huston 1971).
Als Folge einer kortikalen SD-induzierten funktionalen Dekortikation im
Frontallappen der Ratte konnte eine Steigerung der neuronalen Aktivitit im
lateralen Hippokampus, gezeigt werden (Bures et al. 1961). Der
ventromediale Hypothalamus bt durch die Amygdala seinen
inhibitorischen Einfluss auf den lateralen Hypothalamus aus (Oomura et al.
1970, Van Atta and Sutin 1971).

Der modulatorische Effekt der kortikalen SD auf die Funktion der
Amygdala und des Hypothalamus kann durch Verdnderungen im
Fliissigkeitshaushalt beeinflusst werden. Sowohl der Wassertransport als
auch die Wasserverteilung im  Gewebe, insbesondere  die
Flissigkeitsretention, scheinen wéhrend Migrineattacken eine wichtige
Rolle zu spielen. Dies findet seine Bestitigung darin, dass das
Antidiuretische Hormon (ADH) bei Migrianepatienten und Tieren, die mit

einer CSD behandelt worden sind, erhoht ist (Gorji 2001).
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4.4. Schlussfolgerung

Synapsen, die in der Lage sind kortikale Information zur lateralen Amygdala
weiter zu leiten, sind fahig LTPs auszulosen. Diese Tatsache macht das
Amygdala-Hippokampus-Kortex Schnittprdparat zu einem interessanten
zelluldiren Modell der Angstverarbeitung und des Gedichtnisses und eignet
sich somit fiir weitere Untersuchungen erfahrungsabhdngiger Plastizitdten
(Sigurdsson et al. 2007).

Psychiatrische Co-Morbiditéiten wie Angstlichkeit und Depressionen sind
ebenfalls typische Migranemerkmale, deren Ursachen durch dieses Modell

weiter erforscht werden konnen (Peres et al. 2007).
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