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Zusammenfassung

Effekte von Methohexital auf extrazellulare AminosgKonzentrationen in
Hippocampus-Schnitten von Ratten unter ischamis@eeliingungen

Einleitung: Das Gehirn des Menschen kann nur kurze Zeit olme @&usreichende
Sauerstoffversorgung Uberstehen. Danach kommt @sexersiblen Schaden. Deshalb
sind Methoden zur Protektion des Gehirns in solcB#&mation Ansatzpunkte zur
Verbesserung der Therapie. Ein Weg zur Zerebroktiote ist der Einsatz von
Medikamenten, die die Ischamietoleranz der Nerv&@rmzeerh6hen sollen. Zu diesen
Medikamenten gehort Methohexital aus der Gruppe Rembiturate. Seit den 70er
Jahren werden Barbiturate mit einer protektiven Kfg auf Nervenzellen in
Verbindung gebracht. Da die Ischamie des Gehirisemer vermehrten Ausschittung
exzitatorischer Neurotransmitter einhergehen stdllt sich hier die Frage inwieweit
der Einsatz von Methohexital Einfluss auf dieseitexaxizitat hat.

Methoden: Die Untersuchung wird in-vitro an Hippocampus-Stten von Ratten
durchgefuhrt. In einer speziell angefertigten Velmkammer werden die Schnitte mit
Sauerstoff und Glukose versorgt, so dass sie foméli aktiv bleiben. Durch
Verédnderung der Sauerstoff- und Glukosezufuhr k&ine Ischamie simuliert werden.
Zur Erfassung der extrazellularen Konzentrationen Glutamat, Aspartat, GABA,
Glutamin, Taurin, Alanin, Arginin und Serin wirdedMirkodialyse eingesetzt. Durch
das portionierte Sammeln des Dialysats lasst sieln zeitliche Verlauf der
Konzentrationen wahrend und nach Ischdmie erkenDarniberhinaus werden auch
elektrophysiologische  Untersuchungen durchgefihatm die Funktion der
Hippocampus-Schnitte zu Gberwachen. Fir die tiesewpentellen Versuche liegt die
Genehmigung der Berzirksregierung Munster vom 1202 mit dem Aktenzeichen
50.0835.1.0 (G 79/2002) vor.

Ergebnisse: Durch die Ischamie-Simulation kam es zu einer Wdesung des
extrazellularen Milieus. Jedoch zeigte sich bei t@hat, dem exzitatorischen
Neurotransmitter, kein signifikanter Anstieg im &&n der Exzitotoxizitat.
Elektrophysiologisch liess sich dabei eine siguifite funktionelle Schadigung der
Hirnschnitte durch die Ischamie-Simulation in degrSuchskammer erfassen. Unsere
Versuche konnten aber keine signifikante Wirkung Wbethohexital bei Ischamie im
Hirnschnittmodell nachweisen. Weder die elektropdlggischen Messwerte noch die
Aminosaure-Konzentrationen im Dialysat der Mikrdgée wurden durch Methohexital
signifikant im Sinne eines neuroprotektiven Effekbeeinflusst.

Tag der mindlichen Prifung: 07.12.2007

Aktenzeichen tierexperimentelle Genehmigung: 5660B8 (G 79/2002)
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1 Einleitung und Hintergrund

1.1 Einfihrung in die klinische Praxis der Neuroprdektion

Das Gehirn des Menschen hat eine sehr geringensetudleranz, so dass bereits eine
Ischamiezeit von 5 Minuten zum Zelltod der Nervélerefiihren kann. Deshalb ist das
Gehirn in Situationen, in denen es zu einer zelebraMinderperfusion kommt,
gefahrdet. Mit solchen Situationen werden versamedFachrichtungen der Medizin
konfrontiert, u.a. die Neurochirurgie. Zum SchutesdGehirns werden in der
Neurochirurgie perioperativ, auf der Intensivstatiand wahrend der Operationen
Methoden zum Zwecke der Neuroprotektion angewendBlie jeweilige
Vorgehensweise ist abhangig vom zugrunde liegeiB#and. Schadel-Hirn-Traumen
mit Steigerung des intrakraniellen Druckes (ICP)d uBubarachnoidalblutungen,
intrakranielle Aneurysmen, aber auch die Karotisbéteration sind Indikationen fir
den Einsatz von neuroprotektiven MalRRnahmen in deurdthirurgie. Neben der
Verbesserung des zerebralen Perfusionsdruckes (@€Y Volumensubstitution und
Vasopressoren im Rahmen der ,Triple H*-Therapie niddilution, Hypervolamie,
Hypertension) dienen u.a. Mannit und Hypervenblatider Senkung des ICP. Als
weitere Therapieoption werden Medikamente verabteiadie eine spezifisch
neuroprotektive Wirkung haben sollen. Anndhernd 7@%r neurochirurgischen
Kliniken in Deutschland gaben in einer Umfrage aulche Medikamente zu
verwenden. Die Anwendung dieser Medikamente bes&higich dabei besonders auf
Situationen mit bereits bestehenden Komplikationemd Notfallsituationen. Die
prophylaktische  Verwendung dieser Medikamente z.Bvdhrend einer
Karotisdesobliteration ist in deutschen Kliniken Jathr 1997 aduRerst selten gewe¥en
Als Medikamente mit zerebroprotektiver Funktion desn am haufigsten Barbiturate
(z.B. Methohexital) und Nimodipin eingesetzt. Damebwurden neue Stoffgruppen
hinsichtlich ihres neuroprotektiven Potentials wsueht. Zu diesen Medikamenten, die
bereits in klinischen Studien auf ihre Wirksamkegepruft wurden, gehoren
Clomethiazol, Gavestinel, Lubeluzol, Selfotel unidldzad '®. Problematisch bei der



Anwendung dieser Medikamente ist das Fehlen debW&ises einer klinisch fassbaren
neuroprotektiven Wirkung, die zu einer Verringerutey Morbiditat und Mortalitat
fuhrt, obwohl sich experimentell signifikante Effekauf ischamisches Nervengewebe

ergeben habeff.

1.2. Pathophysiologie der Hirnischamie

Die Zellen des menschlichen Gehirns sind auf eioetikuierliche Versorgung mit
Glukose und Sauerstoff angewiesen. Wird der Nachsoion Glukose und Sauerstoff
durch einen reduzierten Blutfluss verringert, komestinnerhalb kirzester Zeit zum
Funktionsverlust, weil die Reserven der Nervenmelieschrankt sind. Es ergeben sich
zwei Schwellenwerte fir den Blutfluss. Als ersteie drunktionsschwelle, deren
Unterschreitung zur Einstellung des Funktionssteffiasels und zum Erléschen der
elektrischen Aktivitat im EEG fuhrt. Die Nervenzil sind nicht mehr in der Lage, ihre
Aufgaben wie z.B. die Signalubermittlung zu erfillleAls nachstes wird die
Infarktschwelle erreicht, die dem untersten Mal3 flen Uberlebensnotwendigen
Blutfluss der Zellen entspricht. Ein Absinken ddstBusses unter die Infarktschwelle
fuhrt zum Verlust des lonen-Gleichgewichts und dgémukturellen Integritdt und
daraufhin zum Zelltod durch Zellnekrok Die Ischamie des Gehirns kann in zwei
Formen auftreten, zum einen als fokale zerebraledimie und zum anderen als globale

zerebrale Ischamig?®



'
) 80% -1+
Protein o
Synthese 0%
60% -1
50% -1
Glukose- ° - EEG
Utilisation 40% -1~ - Evozierte
mit o/ Potentiale
Lactazidose 30%
ATP- —» 20%T"  «— Zellmembran-
Erschopfung 10% - Depolarisation
0% ——
Zerebraler Blutfluss

Abb.1: In der Abbildung sind die metabolischen und fuokéllen Veranderungen im
Gehirn in Abhangigkeit vom zerebralen Blutflussgistellt. Die anaerobe Glykolyse,
die zur Laktazidose fihrt, nimmt zunachst zu, selér dann bei starker reduziertem
Blutfluss durch den Glukosemangel. [Hossmann KAfdelic Dysfunctions: in Bahr
(ed.), Neuroprotection 2004]

1.2.1. Fokale zerebrale Ischamie

Bei der fokalen Ischamie sistiert die Durchblutuimgeinem bestimmten Teil des
Gehirns durch Stenosierung oder Verschluss der okggaden Arterie. Die
KollateralgefalRe kénnen diesen Ausfall nicht hicinend kompensieren, so dass es in
diesem Bereich zu einer unzureichenden Blutversgdrommt. Diese Situationen sind
haufig bedingt durch Thrombembolien, wie sie beizadeythmusstérungen und Plaques
in der Karotisarterie vorkommen. Fokale Ischamiénrien aber auch perioperativ im
Rahmen von herz- und geféa3chirurgischen Eingrifearitreten. Es resultiert ein
Verschluss einer oder mehrerer hirnversorgendeeri@rt. Dieser Verschluss fuhrt zum
Mangel an Sauerstoff und Glukose, wodurch einerieaggmnekrose im Zentrum des
minderperfundierten Gebietes entsteht. Diese Zenthekrose wird von einer so
genannten Penumbra umgeben, die ein Areal bestlmedem die Nervenzellen ihre

Funktion eingestellt haben, jedoch noch nicht ersibel geschédigt sind. Es handelt



sich um einen Bereich, in dem der Blutfluss ebdnfihgeschrankt ist, jedoch Uber der
Infarktschwelle liegt und damit zundchst ausreichim die essentiellen
Stoffwechselfunktionen aufrecht zu erhalten. Did3enumbra ist aber besonders
empfindlich gegentber schadigenden Reizen, dienilesprung im nekrotischen
Infarktkern habeh Mit zunehmender Dauer nimmt die GréRe der zesnraifarktzone,

in der die Zellen irreversibel geschadigt sind, lkasten der Penumbra zu. In mehreren
Experimenten ergaben sich Hinweise, dass die limmluktler Apoptose fir den
verzogerten Nervenzelluntergang in der Penumbra pathophysiologische Relevanz
besitzt*®. Die Apoptose ist aber fiir ihr Fortschreiten aufeEjie in Form von ATP
angewiesen, die bendtigt wird um die aktiven Voggindie zum kontrollierten
Absterben der Zelle fuhren, aufrecht zu erhalteaer Relltod im Infarktkern entsteht
vorwiegend durch Zellnekrose; die Apoptose tragrzu nicht wesentlich bei, weil in
diesem Bereich die ATP-Reserven erschopft sind. Apeptose hat ihre Bedeutung
beim verzogerten Zelluntergang in der Penumbra, dach Rezirkulation im
betroffenen Areal fortschreiten kann. Die Vorgande die Apoptose einleiten, sind
aber noch nicht vollstandig aufgeklart. Wird die kdte Ischamie durch
Revaskularisierung des verschlossenen Gefal3es teichtniert, geht schlie3lich die
Penumbra vollstandig in eine irreversible Parenaisknose tber. Jedoch kann auch
gerade die Wiederherstellung der Perfusion zur @ghég des Hirngewebes fihren.
Zum einen wird Energie fur die bereits induziertpoftose bereitgestellt und zum
anderen konnen sich so freie Radikale bilden, die den Reperfusionsschaden
mitverantwortlich sind**>. Diese progrediente Schadigung im Bereich der Péna
stellt einen mdglichen Ansatzpunkt fir eine pharolaische Therapie dar. Die
klinische Symptomatik bei fokalen Durchblutungsstigen kann sehr unterschiedlich
sein. Je nachdem welches Areal des Gehirns betragte zeigen sich Paresen der
Extremitaten, Sprachstérungen, Sehstdrungen, @ewichtsstorungen und weitere
Symptome*°



1.2.2. Globale zerebrale Ischamie

Bei der globalen zerebralen Ischamie ist der Biglim gesamten Gehirn reduziert
oder sistiert vollstandig. Dies wird durch einenf#b des Blutdrucks oder einen
Kreislaufstillstand sowie durch einen erhéhten Hiutk verursacht, so dass keine
ausreichende Perfusion des Gehirns mehr vorhandgn Diese Form der
Mangelversorgung wird durch einen Herzstillstanihe eakute Herzinsuffizienz oder
einen akut raumfordernden Prozess im Gehirn heevafgn, kann aber auch durch
Verschluss aller hirnversorgenden Arterien entsielB®i einer stark eingeschrankten
Perfusion im Gehirn entstehen zunachst Grenzzofeekia. Bei diesen
Grenzzoneninfarkten sind die Bereiche des Gehiragotfen, die die geringste
Gefallversorgung haben. In diesen Arealen sind ldigligsreserven so gering, dass es
bei Blutdruckabféllen als erstes in diesen Regiormrm Unterschreiten der
Infarktschwelle kommt. Dabei handelt es sich imroer die Bereiche, die an den
Grenzen der Versorgungsgebiete der HauptarterienGairns liegen. Die zellularen
Mechanismen der globalen zerebralen Ischamie glaiackenen im Kern der fokalen
zerebralen Ischamie. Die globale zerebrale Ischamierscheidet sich jedoch von der
fokalen zerebralen Ischamie durch das Fehlen deunrRlera, weil das gesamte Gehirn
von der Ischamie betroffen ist. Bei der globalerekealen Ischamie zeigen sich aber
Gebiete im Gehirn, die besonders empfindlich ank dReduktion der Durchblutung
reagieren. Es kommt zunachst zur Schéadigung derroNeuin diesen selektiv
vulnerablen Regionen des Gehirns. In diesen Regidoante ein Fortschreiten der
Zelluntergange durch Apoptose auch nach Wiedesdknsg der Durchblutung
nachgewiesen werdéh Zu diesen Regionen zahlen die Schichten 3,5,6Ne@egortex,
die Regionen CAl und CA4 des Hippocampus, Striatund Purkinjezellschicht im
Kleinhirn, in denen die Nervenzellen besonders @mdpEh auf ischamische
Situationen reagieref{*** Bleibt die globale Ischamie weiterhin bestehemi es in
den Ubrigen Regionen des Gehirns zur ischamiscloldd®yung der Zellen. Diese
globale zerebrale Ischamie kann nur wenige Minuténe neurologische Schaden
Uberstanden werden; bei langerer Dauer bis zur riRéation treten zunéchst

neurologisch-neuropsychologische Symptome &Uf Bleibt es bei der globalen
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zerebralen Ischamie, kommt es unter normalen Urdstiischon nach 5-10 Minuten

zum Hirntod des Menschen.

1.2.3. Mechanismen der zerebralen Ischamie

Kommt es im Gehirn zu einer Ischdmie, werden diervBlezellen nicht mehr
ausreichend mit Sauerstoff und Glukose versorgt. Adlge dieser Mangelversorgung
sinkt der Sauerstoff-Partialdruck in den Zellen wathit auch in den Mitochondrien,
woraufhin die ATP-Neusynthese in der Atmungsketteyestellt wird. Dies fihrt zu
einer Erschopfung der intrazellularen ATP-Reserad somit der Energietrdger der
Zelle. Als Folge der Hypoxie kommt es zur anaerolé&@gkolyse mit intra- und
extrazellularer Azidose, jedoch wird die anaerobgk@yse durch den entstehenden
Mangel an Glukose begrenzt. Als nachstes brichial@en-Gleichgewicht durch ATP-
Mangel zusammen und es entstehen lonenstrome, rdieZa@ltod der Neurone
mitbeteiligt sind. Es resultieren eine Schwellungr dNeurone und ein Verlust der
strukturellen Integritat der Zelle. Als ein weitetddechanismus, der zur Zellschadigung
bei der Ischamie beitragt, ist die Bildung freieradikale, besonders bei der
Reperfusion, zu beachten. Auf diese molekularen hdeismen, die bei Ischamie
auftreten, wird im Folgenden detaillierter eingeggm*?.
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Abb.2: Die Abbildung zeigt eine Ubersicht Uber die webemén Ablaufe bei

Hirnischdmie. Die Erh6hung der intrazellularen HKatz-lonenkonzentration stellt

A

dabei einen zentralen Schritt beim Zelluntergandwresdd der Ischamie dar (siehe

1.2.3.3. Exzitotoxizitat und Kalzium-Einstrom).dene Grafik]

1.2.3.1 lonen-Verschiebungen wahrend der Ischamie

Unter Bedingungen mit ausreichender ATP-Versorgshdie Nervenzelle in der Lage
die ungleiche lonen-Verteilung von Natrium, Kaliwmd Kalzium aktiv aufrecht zu
erhalten. Dieses ist notwendig um das Membranpatenti erzeugen, welches u.a.
essentiell fur die Reizleitung und Signalibermitjum Nervensystem ist. Die ATP-
abhangige N3K'-Pumpe sorgt fur die entsprechenden Gradientemiase Natrium-

lonen sich im Extrazellularraum und Kalium-lonen Intrazellularraum anreichern.
Weiterhin entsteht ein groRer Kalzium-lonen-Gratieei dem die Ca-Konzentration

extrazellular um den Faktor 4oher ist als im intrazellularen Raum. Der?Ca
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Gradient wird durch CGa-Auswartstransport mittels ATP-abhangiger Pumpe einds
Na'/Cd*-Antiports erzeugt. Der N&C&'-Antiport wird durch den NaEinstrom
entlang seinem Konzentrationsgefélle angetriebendunch die Energie fur den
Transport von Kalzium-lonen nach extrazellular bgestellt wird. AuRerdem werden
Kalzium-lonen in das Endoplasmatische Retikulum iatsazellularen CZ-Speicher
uUberfilhrt. Dadurch entsteht ein G&radient zwischen dem Endoplasmatischen
Retikulum und dem Zytoplasma. Dieser “G&radient mit der hohen €a
Konzentration im Endoplasmatischen Retikulum unigzs die Signaltransduktion und
die Protein-Synthes&.

Im Falle einer Ischamie sinkt die ATP-Konzentrateoweit, dass die lonen-Pumpen
nicht mehr die entsprechenden Konzentrations-Gnéelreund das daraus resultierende
Membranpotential erhalten kdonnen. Es kommt folgliaheinem Ausstrom von Kalium-
lonen und einem Einstrom von Natrium-lonen mit eindarauf folgenden
Depolarisation des Membranpotentials, die in diesersammenhang als anoxische
Depolarisation bezeichnet wird. Zusammen mit detritda-lonen strémen Chlorid-
lonen und somit auch Wasser in die Zellen, wodutiehNeurone anschwellen. Die
weitere Konsequenz ist eine Reduzierung der sekwaldéven Transporte durch
Verlust des Natrium-lonen-Gradientéff. Diese Transporter haben u.a. die Aufgabe
Glutamat auf zu nehmen und wie bereits angefuhrizig@a-lonen in den
Extrazellularraum zu beférdern. Unter ischamischgedingungen koénnen diese
Transporter durch Verlust des Membranpotentials sowiit des NaGradienten, der
ihnen als Antrieb dient, ihre Aufgabe nicht mehfulben. Es kann sogar zu einer
Umkehrung dieser Transport-Systeme kommen, wodsich die Verschiebung der

lonen-Konzentrationen weiter verstarkt.
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Abb.3: Ubersicht tiber wesentliche aktive lonen-Transpaiex Zellmembran [eigene
Grafik]

1.2.3.2 Azidose durch Ischamie

Wahrend der Ischamie kommt es zur Azidose im ieltalaren und extrazellularen
Raum. Die Hauptursache liegt in der anaeroben ®fglkadurch den Sauerstoffmangel,
bei der es zur Bildung von Laktat und Protonen kan@bwohl bekannt war, dass die
Azidose den Zellschaden durch Ischamie verstaridnnten die molekularen
Mechanismen zunéchst nur ansatzweise beschriebateng 421017 Mittlerweile
sind die molekularen Mechanismen, uber die einérgehProtonen-Konzentration im
Gehirn wirkt, besser erforscht. Es wurden lonenlkaeftdeckt, die als Rezeptor fur
Protonen dienen und durch diese aktiviert werdes.stellte sich heraus, dass die
Azidose die intrazellulare aKonzentration tber diese lonenkanale (Acid-Sensing
lon Channels, ASIC) beeinflusst, die fur Kationem Walzium-lonen, Natrium-lonen
und Kalium-lonen durchgéangig sind. Diese lonenkanétrden in groen Mengen im

Hirngewebe exprimiert und sollen unter anderem Ewmektion beim Lernen und beim
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Gedachtnis haben, sowie im peripheren Nervensydiemder Nozizeption. Diese
Kanale werden durch Protonen-Konzentrationen aktividie denen bei Ischamie im
Hirngewebe entsprechen, und bewirken den EinstmmG& *-lonen nach intrazellular.
Es konnte durch Blockade dieser Kandle eine Reoluktles Zellschadens durch
Ischamie erreicht werden. Somit konnte ihre Bedeyfiir den C&-Einstrom wahrend

der Ischdmie und bei der Entstehung der ischamisZleischadigung belegt werden
60,71,164,17.1

Das Ausmal3 der Azidose wahrend der Ischamie windthdulie Versorgung mit

Glukose bestimmt. Unter ischamischen Bedingungemitiéirt der eingeschrankte
Antransport von Glukose die anaerobe Glykolyse somiit die Azidosé***** Deshalb

kommt es zur Zunahme des Schadens bei hyperglykherisZustanden, weil der
Glukosegehalt der Zellen erhoht ist. Dieses maadth sn Form der GroRe des

Infarktvolumens und der neurologischen Veranderarmenerkbat®”.

1.2.3.3 Exzitotoxizitdt und Kalzium-Einstrom

Es qilt als gesichert, dass exzitatorische Neumstratter, besonders Glutamat, eine

Bedeutung fiir den Zelltod wahrend der Hirnischahsben’%

Ihre genaue Rolle bei
den pathophysiologischen Vorgangen ist in zahlexcWer6ffentlichungen dargelegt,
jedoch noch nicht ganzlich geklart. Es ist aberadpek, dass die Exzitotoxizitat mit
einem massiven Einstrom von Kalzium-lonen in diell&Zezusammenhangt.
Untersuchungen wiesen auf einen Zusammenhang zmsdReduzierung der
extrazellularen C&-Konzentration, und somit des €&instroms in die Zelle, und
einer Verminderung des Nervenzellschadens fiih'’. Weiterhin konnte durch
Versuche gezeigt werden, dass eine Abhangigkeitschen der neurotoxischen
Wirkung von Agonisten an Rezeptoren der exzitatbes Transmitter und der
intrazellularen C&-Konzentration bestefit.

Der exzitatorische Neurotransmitter Glutamat wilsiFolge des ATP-Mangels und der
lonen-Verschiebungen wahrend der Ischdmie in groBEmgen freigesetzt. Bei
physiologischer Gehirnfunktion 6ffnen sich durchpbBlrisation der prasynaptischen
Membran Spannungs-gesteuerte’’@éanale. Durch diese Kandle strdmen Kalzium-
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lonen in die prasynaptische Endigung und triggeyndie Glutamat-Freisetzung zur
Signaltubertragung. Dieser Vorgang ist aber auf gieen Form von ATP angewiesen,
weshalb die Cd-abhangige Exozytose des Glutamats nur zu Beginitsdeamie zur
Erh6hung des extrazellularen Glutamats beitragtwordiiegend das Fortschreiten der
neuronalen Schadigung nach Rezirkulation unteriddt.tragt jedoch nicht wesentlich
zur hohen Glutamat-Konzentration im Rahmen dereakidirnischamie bei. Dadurch
l&sst sich aber die neuroprotektive Wirksamkeit MWiDA-Blockern, Antagonisten an
bestimmten Glutamat-Rezeptoren, auch noch nacksieherklarerf*>>

Wahrend der Ischamie wird die Erhéhung der Glutafmaizentrationen im
synaptischen Spalt im Wesentlichen durch die Blertkig der Wiederaufnahme des
Glutamats und die Aktivierung Volumen-abhangigen&la (VRAC) bewirkf®**t Der
Verlust des N&Gradienten verhindert die Glutamat-Wiederaufnahiiger den
Na'/Glutamat-Transporter, der aufgrund der Depoladdsatseine Funktion sogar
umkehren kann. Dieses fuhrt zusammen mit dem Awrsstiurch Volumen-abhangige
Kanéle, die durch das begleitende Zellodem beidistl aktiviert werden, zu einer
Erhéhung der Glutamat-Konzentration und damit einermehrten Bindung an
postsynaptischen Rezeptoren.

Bei den Volumen-abhangigen Kanéalen handelt es wiehMembrankanéle, die durch
Veranderungen des Zellvolumens in ihrer Aktivitérandert werden. Sie sollen einer
Zellschwellung durch Ausstrom osmotisch wirksameains$anzen entgegen wirken. Der
Mechanismus der Detektion des Zellvolumens und tsdemi Aktivierung dieser Kanéle
ist komplex und Gegenstand weiterer Forschiing’4?

Der durch Glutamat hervorgerufene lonen-Einstrorfolgr grof3tenteils Uber den
NMDA-Rezeptor, bei dem es sich um einen nicht-gelek lonenkanal handelt, so
dass er neben Kalzium-lonen noch fur andere Katipime wesentlichen Natrium- und
Kalium-lonen, passierbar ist. Somit verstarkt Giodd die durch den ATP-Mangel
bereits bestehenden lonen-Verschiebungen.

Jedoch bestehen Hinweise, dass die exzitatorisdleanotransmitter nicht alleinig far
den Zelltod der Neurone verantwortlich sifi Zum einen fehlt die Korrelation
zwischen der selektiven Vulnerabilitdat der Nervdiere bestimmter Hirnregionen
wahrend der globalen zerebralen Ischamie und diEBA-Rezeptoren-Dichte!
Als Erklarung fur die selektive Vulnerabilitdt diedie Abwesenheit von GABA oder
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Acetylcholinesterase in empfindlicheren Neuronendwch es zu einer verminderten
Resistenz gegeniiber der Hirnischamie komft? Weiterhin soll in den selektiv
vulnerablen Neuronen des Gehirns die Protein-Sgetheampfindlicher auf Ischamie
reagieren. Die Folge ist, dass es nach Rezirkulaiio den selektiv vulnerablen
Regionen langer als in den anderen Hirnregionererntlabis die Protein-Synthese
wieder einsetzt und es haufiger nach Ischdmie maneivollstandigen Sistieren der
Protein-Synthese kommt. Zum anderen zeigten sich in Bezug auf die Exzidattat

in einigen tierexperimentellen Versuchen widerspligbe Ergebnisse bei der
Verwendung von NMDA-Antagonisten. Einerseits zeigéech an Tieren eine
neuroprotektive Wirkung der NMDA-Antagonisten irchéimischen Situationel®
obwohl wiederum andere Studien eine fehlende Wimksst von NMDA-Antagonisten
ergabent®3 Als Erklarung fiir die widerspriichlichen Ergebeisienen zum einen die
unterschiedlichen Modelle zur Simulation der Isclgaomd zum anderen die Wirkung
von Glutamat Uber nicht-NMDA-Rezeptoren. Zu bedenks& dabei auch, dass die
Glutamat-Rezeptoren wichtig fur die Funktion destrden Nervensystems sind und
folglich eine Blockade dieser Rezeptoren zu deulic Nebenwirkungen fuhren kann.
Hierbei konnen die Nebenwirkungen zur Reduktion Besis wahrend des Versuchs
zwingen und dann entsprechend eine deutliche \@g@rung der neuroprotektiven
Wirkung zur Folge habef?3?

DarUberhinaus fuhrt das Phanomen der Spreading eBgipn ebenfalls zu einer
deutlichen Steigerung der Glutamat-Ausschittungrgibt sich jedoch kein neuronaler
Schaden durch die Spreading DepresforBei der Spreading Depression handelt es
sich um ein bioelektrisches Phanomen, bei dem esirer langsam fortschreitenden
Depolarisation in neuronalem Gewebe kommt. Sie wird/erbindung mit einigen
Krankheiten beobachtet; unter anderem soll sieusafhmenhang mit der Entstehung
der Migrane stehen. Auch bei zerebraler Ischamial wiie Spreading Depression
beobachtet. Die hierbei entstehende Depolarisdtmmts verstarkt den
Nervenzellschaden im ischamischen Areal, ist abehtnals primare Ursache des
neuronalen Schadens an zu sehen. Insgesamt isWdaen Uber die Spreading
Depression noch nicht ausreichend, um ihre Roliel&ezerebralen Ischamie endguiltig

zu bewerter’14¢
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Die Anzeichen fir die Beteiligung von Glutamat UbBVIDA-Rezeptoren sind aber so
stark, dass bereits erste klinische Versuche mitspeechenden Antagonisten
unternommen wurdef.

Resultierend wird als Hauptmechanismus fiir den arelen Zellschaden der €a
Einstrom in die Zelle angesehé, der auch iiber andere Wege als den NMDA-
Rezeptor-Kanal erfolgt. Die Kalzium-lonen stromaucha Uber Spannungs-gesteuerte
Kandale, die durch die Depolarisation bei Ischamaéfipet werden, und durch die
Protonen-gesteuerten lonenkanale (ASIC, siehe .2.2.3die durch die Azidose
aktiviert werden, in die Nervenzellen. Den Einstr&ann die Zelle wahrend der
Ischamie wegen ihrer erschopften ATP-Reserven radsgleichen, weil dadurch die
primar und sekundér aktiven €aransporter ausfallen.

Die Kalzium-lonen aktivieren als Signaltransmitietrazellular verschiedene Enzyme,
deren Funktionen zum Zelluntergang beitragen. Zeseh Enzymen gehodren die
Phospholipase A die Proteinkinase C und die Tabhangige Calmodulin-Kinagé.
Als zusétzliche Quelle fir eine Erhdhung der irgtgaren zytoplasmatischen €a
Konzentration ist der Einstrom aus dem Endoplasola¢in Retikulum als
intrazellularen Kalzium-Speicher erkannt wordene®iilhrt zu einer Reduktion der
Cd*-Konzentration im Endoplasmatischen Retikulum mégativen Folgen fir die
Protein-Synthese und die Zellfunkti8h®® Weiterhin werden Kalzium-lonen bei hohen
intrazellularen Konzentrationen in den Mitochondrengereichert. Die Mitochondrien
verlieren so aufgrund verschiedener Mechanismenetigktrochemischen Gradienten
Uber ihrer inneren Membran. Aufllerdem kann es bedihugch die Freisetzung
proapoptotischer Proteine aus den Mitochondrienlrmuktion der Apoptose kommen
3759 Mittlerweile geht man also davon aus, dass diersnhiedlichen Veranderungen
der C&"-Konzentration in den verschiedenen intrazellular&ompartimenten
(Zytoplasma, Endoplasmatisches Retikulum, Mitochigm) an der Entstehung des
Zelltodes beteiligt sind®. AuRerdem gibt es Hinweise, dass auch der Wegddredie
Kalzium-lonen in die Zelle einstrémen fiir ihre teafie Wirkung entscheidend i<f.
Obwohl gesichert ist, dass Kalzium-lonen Vermitttkys neuronalen Zelltodes sind,

sind die exakten Signalwege noch nicht vollstaraditgeklart worden.
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Abb.4: Bei Ischamie erhéht sich die extrazellulare GluteKanzentration. Es folgt ein
Anstieg der intrazellularen &aKonzentration (iber Glutamat-Rezeptor-Kanéale
(AMPA, NMDA), aber auch Uber Spannungs-gesteueoteerikandle (VSCC). Die
Kalzium-lonen wirken als intrazellulare Botenstoftke innerhalb der Zelle Enzyme

aktivieren. Diese Enzyme tragen zum Zelltod dernviiezellen bei. [eigene Grafik]
1.2.4. Aminosaure-Freisetzung wahrend der Ischamie

Die Ischamie wirkt sich auf die Konzentration detrazellularen Aminosauren aus.
Dies deutet auf Verdnderungen bei der Freisetzamg Bufnahme von Aminoséauren

unter ischamischen Bedingungen und nach ReperfukBion Von Interesse sind
zunachst das Verhalten der Neurotransmitter GlutaAspartat und GABA in dieser
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Situation; aber auch Glutamin, Taurin und weitergidosauren zeigen Veranderungen.
In Untersuchungen an Tiermodellen zeigte sich withaer Ischamie ein signifikanter
Anstieg der Extrazellularkonzentrationen der exaitachen Aminosduren Glutamat
und Aspartat. Weiterhin konnte eine signifikantdn@ung der Konzentrationen von
Taurin und GABA festgestellt werden. Die erhdhteronKentrationen dieser
Aminosauren kehrten nach Reperfusion auf das Awsyaveau zurick.
Wahrenddessen war der Verlauf der Glutamin-Konagiotr in den verschiedenen
Untersuchungen unterschiedlich. Einerseits kamuesirzem Konzentrationsabfall von
Glutamin im extrazellularen Raum nach der Repesfusivdhrend andererseits keine
Veranderungen der Glutamin-Konzentration auftrat8h'®>*°%17> zusatzlich wurde
mit Hilfe der Mikrodialyse auch menschliches Hiragde untersucht, in dem wie in
den Tierexperimenten die extrazellularen Aminoséuaastiegen. Die Zunahme war
starker als bei den Tieren, wobei die Daten zum stidithen Hirngewebe jedoch
begrenzt sind®. Als Mechanismen der Anreicherung der Aminosauriem
extrazellularen Raum gelten zum einen die Hemmuag Wiederaufnahme uber
Aminosaure-Transporter und zum anderen der Ausstit@r Volumen-regulierte
lonenkanéle. Diese beiden Wege haben einen grof$¢eil Aan der Zunahme der
Konzentration der extrazellularen Aminoséuren dutiehischami€®**> Aber auch die
Schédigung der Zellmembran durch die Ischamie wégt Austritt der Aminosauren in

104

den extrazellularen Raum B&i"°* Der Beitrag der ATP-abhangigen Exozytose aus den

Synaptosomen ist dagegen gering, weil es zu ein€P-Abfall wahrend der Ischamie

kommt1°®
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1.2.5. Elektrophysiologische Veranderungen wahrentschamie

Elektrophysiologisch messbare Grofien des Hirngesveb®l das Membranpotential
der Zellen und die evozierten Potentiale in bestiemBereichen des Nervengewebes.
Diese bioelektrischen Signale korrelieren mit demnl&ion und Integritat der

Nervenzellen und ihres Netzwerkes. Die elektroptlggischen Parameter dienen als
Indikatoren fir die Vitalitdt des Hirngewebes, de sich wahrend der Ischamie
verandern und diese Veranderungen bei entsprecmergigdlschaden persistieren

kdnnen.

1.2.5.1. Anoxische Terminalnegativierung (ATN)

Im Zentralnervensystem zeigen Gleichspannungsufiiede die Veranderungen des
Membranpotentials an. Diese DC-Potentiale werdemuigé, um Verdnderungen des
lonen-Gleichgewichts des Hirngewebes unter ischémis Bedingungen zu erfassen.
Die anoxische Terminalnegativierung (ATN) stellb étreignis bei Ischamie dar, bei
dem es zu einer plotzlichen Negativierung des egthaaren DC-Potentials kommit.
Jedoch folgt sie auf den Beginn der Ischamie nmerlLatenz von wenigen Minuten.
Die Ursache liegt im Verlust des lonen-Gleichgewschwelcher zum Nettofluss
positiver Valenzen in den intrazellularen Raum tiBurch Erschopfung der zelluléaren
ATP-Konzentrationen kommt es zum Ausstrom von Kalilonen und zum Einstrom
von Natrium-, Kalzium und Chlorid-lonen, was zurdotarisation der Zellmembran
fuhrt (s.0.). Die ATN wird als Signal fur den Eiittreines kritischen ischamischen
Schadens angesehen. Wird das Nervengewebe inn&trally Zeit reoxygeniert, steigt
das DC-Potential zurick zum Ausgangsniveau. Trotzdeann es bereits zu

irreversiblen Schaden der Nervenzellen gekommer?3&i
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Abb.5: Die Abbildung stellt den Verlauf des DC-Potential&hrend eines Versuches

dar [eigene Messung].

1.2.5.2. Evozierte Potentiale (EP)

Die evozierten Potentiale stellen Summenaktionspeie einer Vielzahl von
Neuronen dar. Sie entstehen durch einen bestimRégn der zu einer Reaktion des
neuronalen Netzwerks fihrt. Diese Reaktion des amalen Netzwerks erfolgt
synchron, ist reizbezogen und kann als Verarbegprogzess auf diesen Reiz
verstanden werden. Sind evozierte Potentiale @lalgiist dies zunachst ein Hinweis
auf die synaptischen Signaltbertragung und somitavissetzung fiir die Verarbeitung
im neuronalen Netzwerk. Bei der synaptischen Sigremittiung bewirkt die
Transmitterbindung an die postsynaptischen Rezeptodie Entstehung von
exzitatorischen  postsynaptischen  Potentialen (EPSB2w. inhibitorischen
postsynaptischen Potentialen (IPSP). Die Summeedi&®SP und IPSP fihrt zu
Veréanderungen des Membranpotentials. Falls einiroedger Schwellenwert erreicht
wird, entsteht an der Nervenzellmembran ein Akgatential, das dann entlang der
Zellmembran fortgeleitet wird. Als Antwort auf emeReiz werden in mehreren
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Neuronen Aktionspotentiale erzeugt, deren Summe Ssnmenaktionspotential
messbar ist. Das evozierte Potential ist also diarBe der auf einen bestimmten Reiz
in etwa synchron erzeugten Aktionspotentiale. Duhiehunterschiedliche Verarbeitung
verschiedener Reize ist die Form der evoziertererRiale variabel und der Verlauf
meistens typisch fir bestimmte Reize. Zur anscbheti Darstellung lassen sich die
evozierten Potentiale in Form von Feldpotentialan Gewebe erfassen. Die
Feldpotentiale entstehen durch Potentialgradieaetdlang der Nervenzellmembran, die
die Folge lokaler Veranderungen des Membranpotentiarch die Aktionspotentiale
und die postsynaptischen Potentiale sind. DurchPditentialgradienten kommt es zu
extrazellularen lonenstromen, die die Feldpotemtiaduzieren. Diese Feldpotentiale
lassen sich mit Elektroden sowohl an der Oberflé&aleeauch im Gewebe ableiten. Es
ist zu beachten, dass die Form der Feldpotentmaisbhangigkeit von der Platzierung
der Elektroden variier?** Bei Ischamie verschwinden die evozierten Potkntigeil
die synaptische Signalweiterleitung eingestellt whch die Membrandepolarisation
die Bildung von Aktionspotentialen verhindert wirdVvird das Gewebe wieder
ausreichend versorgt, kommt es zu einer Erholuegedi neuronalen Vorgénge. Die
Regeneration der evozierten Potentiale ist abhangingder Dauer der Ischamie. Bei
langerer Ischamiezeit erreichen die evoziertenrRiale nicht mehr die urspriingliche
GroRRe, weil ein Teil der Nervenzellen irreversigeschadigt wurde und somit die Zahl

der Neurone, die am Summenaktionspotential betsilngl, reduziert ist.
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Abb.6: Darstellung eines evozierten Potentials als Realduf einen Stimulationsreiz
in Form der messbaren Feldpotentiale. Das evozRotential zeigt die Form einer
Gaul3-Kurve, weil die Aktionspotentiale der betdédiy Neurone nicht exakt synchron
entstehen. [Die Abbildung zeigt ein evoziertes Ridd das bei den eigenen Versuchen

aufgezeichnet wurde]

1.3. Aufgaben von Aminosauren im Gehirn

Aminosauren haben im Gehirn ebenso wie im gesam@rschlichen Organismus eine
essentielle Bedeutung. Im Gehirn erfillen sie nebeer Funktion als Bausteine der
Proteine weitere Aufgaben, vor allem als Neurotmatier bei der Signallbertragung.

Die Aufgaben einiger wichtiger Aminosauren werdenden folgenden Abschnitten
naher dargestellt.
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1.3.1. Glutamat und Aspartat

Glutamat und Aspartat sind nicht-essentielle Aménwen des menschlichen
Organismus. Sie stehen im Zusammenhang mit zahéeiStoffwechselvorgéngen,
z.B. Transaminierung und Harnstoff-Zyklus, und gehd beide zu den 20
Aminosauren, die als Bausteine der Proteine diéhdm ZNS erfiillen sie die Aufgabe
von Botenstoffen, die fur die Signalibertragunglan Synapsen zustéandig sind. Dabei
sind sie die wichtigsten exzitatorischen Neurotnaitter im ZNS. Sie werden in
Synaptosomen, Transmitter enthaltenden Vesikelndén synaptischen Endigung,
gespeichert und durch Exozytose in den synaptis8patt freigesetzt. Das Signal fur
die Mf'/ATP-abhangige Freisetzung erfolgt durch intraiaten C&'-Anstieg tber
Spannungs-gesteuerte ‘G&anale in der prasynaptischen Membran. Fir Glutats
Liganden konnten mehrere Rezeptor-Typen identifizieerden®. Es wird zwischen
ionotropen und metabotropen Rezeptoren untersamiede ionotropen Rezeptoren
sind mit lonenkanélen verbunden, die fiur Kationem, wesentlichen Kalzium-,
Natrium- und Kalium-lonen, durchgangig sind. Sierades in drei Gruppen unterteilt,
die sich von exogenen Agonisten ableiten. Es gdnt NMDA-, AMPA- und Kainat-
Rezeptor®’. Wahrend die AMPA-Rezeptoren eine geringere Affinifir Glutamat
aufweisen als NMDA-Rezeptoren, wird ihre Wirkundseller vermittelt als die der
NMDA-Rezeptoren. Die NMDA-Rezeptoren besitzen zzigit einen M§'-Block, der
durch Depolarisation aufgehoben wird, und Bindutede fur Glyzin als
Koagonisten. Deshalb wird von den NMDA-Rezeptorencha eine Rolle bei
Gedachtnisvorgangen angenommen. Die metabotropgar@t-Rezeptoren, bei denen
drei Typen unterschieden werden, sind an G-Protgak®ppelt. Der Typ | Ubertragt
das Signal Uber die Phospholipase C auf Inospbltsphat als Signalibermittler,
wéhrend bei den Typen Il und Il die Signaltrandituk Gber die Hemmung der
Adenylatzyklase lauft. Neben seiner Funktion alsifdgansmitter wirkt Glutamat auch
auf die Entwicklung der Nervenzellen, kann abetidar hinaus zur Neurodegeneration
und Exzitotoxizitat beitrageff. Im Zusammenhang mit Glutamat als Neurotransmitter
wird oft das Aspartat erwahnt. Obwohl die Rolle despartats als Neurotransmitter
lange Zeit nicht gesichert war, konnte in neuerametsuchungen dieses Konzept
unterstiitzt werdef". Aspartat ist dabei auch ein Ligand an den GlutéRezeptoren,
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wobei es nur eine geringe bis keine Affinitat zulPA-Rezeptor besitzt und so fast
nur Uber den NMDA-Rezeptor wirkt. Die Auswirkungeles Aspartat wahrend der

zerebralen Ischamie wurden im Vergleich zum Glutataam untersucht.

1.3.2. GABA

GABA ist die Kurzform fir gamma-Aminobuttersdure durdient im Gehirn als
wichtiger inhibitorischer Neurotransmitter. GABAer&ynapsen kommen vor allem in
Interneuronen und in Axonen der Purkinje-Zellen Gehirn vor. Grundlage fir die
Synthese von GABA bildet alpha-Ketoglutarat aus delmkosestoffwechsel. Alpha-
Ketoglutarat wird zu Glutamat transaminiert, das ederum durch die
Glutamatdecarboxylase (GAD) zu GABA decarboxylieitd. Die GAD ist relativ
spezifisch fur Neurone mit GABA-Synthese. GABA wirkdabei uber zwei
verschiedene Rezeptor-Klassen, GABAnd GABAs. GABAa-Rezeptoren sind an
einen lonenkanal gekoppelt, der durch die Bindueg Higanden aktiviert wird. Es
handelt sich um einen @anal, dessen Offnung zur Hyperpolarisation des
Membranpotentials durch Einstrom von Chlorid-lonefiihrt. Durch die
Hyperpolarisation entsteht ein inhibitorisches pwsaptisches Potential (IPSP), das
erregenden Einflussen entgegen wirkt. Der GABRezeptor-Komplex verfugt Gber
weitere Bindungsstellen, die die Ansatzpunkte vharfaka wie Benzodiazepinen und
Barbituraten sind. Die entsprechenden endogenemntgn konnten bisher nicht
eindeutig identifiziert werden. Der GABARezeptor leitet sein Signal uber ein G-
Protein als intrazellularen SignalUbermittler weit@as G-Protein Ubertragt das Signal
auf einen K-Kanal und 6ffnet diesen somit. An der prasynaptscMembran werden
Uber das G-Protein €aKanale geschlossen und dadurch die Freisetzung der
Transmitter in den synaptischen Spalt gehemmt. Dierminierung der
Signalubermittlung erfolgt durch Aufnahme von GABAwohl tiber die prasynaptische

Membran als auch in die Gliazellen des Gehifrid®
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1.3.3. Glutamin

In den 70er Jahren fand man heraus, dass GlutaminSabstrat zum Energie-
Metabolismus des Gehirns normalerweise keinen lheddean Beitrag leistet. Dagegen
zeigte sich ein Zusammenhang zwischen der Glut&uomeentration und der Synthese
und Freisetzung einiger Neurotransmitter. Die Ss$flnigerung war, dass Glutamin im
Nervensystem die Aufgabe eines Prakursors fur dimth®se der wichtigen
Neurotransmitter Glutamat, Aspartat und GABA fiatDer Glutamin-Metabolismus
findet sowohl in den Nervenzellen als auch in ddraz8llen statt. Es entsteht ein
Zyklus, der fur die Aufrechterhaltung des Neurosraitter-Pools in den synaptischen
Endigungen von Bedeutung ist. Die Gliazellen nehmlenSubstrate Glukose aus dem
Blut auf und kénnen auch das aus dem synaptiscpal &ifgenommene Glutamat und
GABA verwerten. Fur die Glutamat-Aufnahme verfluge d\strozytenmembran tber
eine grof3e Dichte an Glutamat-Transportern, die ddie prasynaptischen Membran
Ubersteigt''®. Die Substanzen werden zum Teil durch die GlutaByinthetase, die
besonders stark in der Neuroglia exprimiert wird, Glutamin Uberfiihrt. Dieses
Glutamin verlasst das gliale Kompartiment in detrazellularen Raum und wird aus
diesem von den Nervenzellen aufgenommen. Fur dansport des Glutamins durch
die Zellmembran stehen verschiedene Transportaitpbeleren genauer Beitrag zum
Glutamat-Glutamin-Zyklus noch Gegenstand der Famsghist. Diese Glutamin-
Transporter sind zum einen an lonen-Flisse gekbppel zum anderen mit dem
gleichzeitigen Transport anderer Aminosauren vedban Das Glutamin, das in die
Nervenzellen gelangt, wird durch spezifische Enzyraestoffwechselt. Die Neurone
enthalten die Enzyme Glutaminase und Glutamatdeggidise, deren jeweilige
Aktivitat vom Typ der Nervenzelle, glutamaterg odéABAerg, abhéangt. Diese
Enzyme katalysieren die Umwandlung des Glutamingl wler Glukose in die
Neurotransmitter Glutamat und GABA. Obwohl die Nen# ihre Botenstoffe auch aus
Glukose synthetisieren kénnen, dominiert bei ddduBig von Glutamat das gliale
Glutamin. Die Transmitter werden dann von den Neemoauf einen entsprechenden
Stimulus hin in den synaptischen Spalt freigesetatl kénnen so wieder in die
Gliazellen gelangen, wodurch der Kreislauf ges@d®@aswird. Somit ist Glutamin ein
wichtiger Bestandteil beim ,Recycling“ von Glutantat AuRerdem gibt es Hinweise,

27



dass unter ischamischen Bedingungen Glutamin sd@ligamat und GABA als
Substrate fiir die Energiegewinnung eingesetzt wetkiinnen®®’. Dariiber hinaus
ermdglicht das Glutamin aus den Gliazellen den bieem bei unzureichender Glukose-
Versorgung ihren Neurotransmitter-Pool auf zu fillleDieser Weg tragt zum
exzitotoxischen Schaden bei Ischamie bei, weil gligamatergen Nervenzellen trotz
mangelnder Glukose-Versorgung ihre Neurotransmpgteduzieren kdnnen. Dadurch
kann Glutamat weiterhin in den synaptischen Spelgésetzt werdef®>? Weiterhin
kann Glutamin wéahrend Ischamie als Energiesubsiieten und somit protektive
Wirkung auf das Hirngewebe haben. Jedoch kommt eésZhgabe zunehmender
Glutamin-Konzentrationen zu einer zunehmenden @latheisetzung in den
extrazellularen Raum und somit einer Uberlagerues) mrotektiven Effekts durch die

vermehrte Exzitotoxizita®,

Nervenzelle
Glutamin <« —/

meinase

Glutamat

~ Glutamin

Glutamin

Glutamat

S

Abb.7: Schematische Darstellung des Glutamat-Glutamin&yjeigene Grafik]

Glutamin-
Synthetase
Glutamat

Glukose Gliazelle
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1.3.4. Taurin

Bei Taurin handelt es sich um ein Abbauprodukt sigtwefelhaltigen Aminoséauren
Cystein und Methionin. Genau genommen ist Taume é&iminosulfonséure, wird aber
im Sprachgebrauch héaufig als Aminoséure bezeichratrin kommt im Gehirn in
hohen Konzentrationen vor, insbesondere intrazellldem Taurin werden vorwiegend
Aufgaben der Osmoregulation zugesprochEnBei Schaden der neuronalen Zellen,
z.B. bei Ischamie, stromt Taurin in den extrazélleh Raum und soll somit als
Osmoregulator die Zellschwellung reduzieren. Zumf3gn Teil ist der Taurin-Efflux
nach extrazellular ein Gaunabhangiger Vorgang. Er findet tiber Diffusion atudie
Membran und eine verringerte Wiederaufnahme irZeiten statt. Zuséatzlich sind auch
Volumen-regulierte Kanale vorhanden, die auf Vesgindgen des Zellvolumens mit
einem Ausstrom von u.a. Taurin reagief®n Der Ausstrom des Taurin ist dabei
teilweise auch an Glutamat-Rezeptoren gekoppelt, dess der ischamische
extrazellulare Anstieg von Glutamat die Taurinfegzsing verstarkt. Weiterhin wird
Taurin eine neuromodulatorisch-inhibitorische Wimguzugesprochen; u.a. beeinflusst
Taurin CI-Kanale und ist Bestandteil des Dipeptids gammadaagiyltaurin. Die
Aufgaben und die Wirkmechanismen dieses Dipeptidsl shisher noch nicht
vollstandig verstanden. Es gibt aber deutliche Hise auf Effekte von gamma-
Glutamyltaurin auf neurales Gewebe. Diesem Dipeptinid eine Aufgabe als
Modulator der Signaltibertragung durch exzitatogscAminosauren im ZNS
zugeschrieben. Dabei wurde eine antagonistischekuMy auf exzitatorische
Aminosauren und ihre Effekte beschrieben. Weiterhiurden bei gamma-
Glutamyltaurin  Wirkungen auf Emotionen und antikolswe Eigenschaften
festgestellt’’. Auffallig sind auch Homologien in der Molekiilsktur des Taurin zum
GABA, die Wechselwirkungen bei den Wirkmechanismeermuten lassen’.
Zusétzlich soll Taurin auch den €daushalt beeinflussen. Zusammenfassend kann
von einer protektiven Wirkung des Taurins ausgegangverden, indem es den
schadlichen Einfluss der Hyperexzitation minderd wtie Zellschwellung reduziert
76122182 Dar{iber hinaus hat Taurin auch eine FunktiondeeiEntwicklung des ZNS.

Es beeinflusst sowohl die Proliferation als auah Differenzierung der Nervenzellen
173
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1.4. Barbiturate als Mittel zur Neuroprotektion

Die Idee der pharmakologischen Neuroprotektion Kaisrzum Anfang der 70er Jahre
zuruckverfolgt werden. Damals konnte gezeigt werdiss Barbiturate in der Lage
sind den ICP zu senken und somit eine protektivekinig bei Hirntraumata haben
kénnten'*”. Bis heute folgten zahlreiche Experimente an Tiedée die neuroprotektive
Wirkung der Barbiturate nachweisen konnten. Es k&mrsowohl histologisch eine
Reduzierung des Umfangs des ischamischen Hirnitsfarkals auch
elektrophysiologische Auswirkungen gezeigt werdambei in-vivo und in-vitro-
Experimente durchgefithrt wurdef??3:48:65.108.113.123.144165172F 5 giht gber auch
Verotffentlichungen laut derer im Tierversuch keipeotektiven Wirkungen der
Barbiturate nachweisbar waréi Die trotzdem meist positiven tierexperimentellen
Ergebnisse mit Barbituraten konnten insbesonderelimschen Einsatz nicht ohne
weiteres auf den Menschen ubertragen werden. Egtezeich lediglich in einer
klinischen Studie ein signifikanter Effekt auf pmserative neuropsychiatrische

93133 Eine

Untersuchungen, wobei dieses Ergebnis kritisch hetvewurde
zerebroprotektive Wirkung der Barbiturate in dernikichen Anwendung beim
Menschen konnte in weiteren Studien nicht untermaweerden % Dieser
Misserfolg bei der Reproduktion der experimentellggebnisse in klinischen Studien
ergab sich aber nicht nur bei Barbituraten, sondauch bei anderen potentiell
neuroprotektiven Medikamenteri*****” Zu bedenken ist, dass dabei jeweils
unterschiedliche klinische Situationen vorlagere die Vergleichbarkeit hinsichtlich
der Wirksamkeit der Barbiturate einschrankéh Teilweise lassen sich die
unterschiedlichen Ergebnisse dadurch erklaren, dBagbiturate vor allem in
Situationen, in denen die Hirnfunktion noch erhalist, eine protektive Wirkung
haben. Diese noch vorhandene Hirnfunktion ist adhaer Aktivitat im EEG
feststellbar. Sobald das EEG keine Aktivitat medigiz lasst der protektive Effekt von

Barbituraten auf das Gehirn nath
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1.4.1. Auswirkungen der Barbiturate auf den Hirnstdfwechsel

Zunachst wurde erkannt, dass Barbiturate den ICRBenken vermdgen. Dieses ist
jedoch nur einer der Mechanismen, welche der klivea Nutzung der Barbiturate
zugrunde liegen. Als Hauptmechanismus wird die giéht der Barbiturate angesehen
den zerebralen Metabolismus zu senken. Die SenkesdCP und die Umverteilung
des Blutflusses in das ischdmische Gewebe, regtese-oder inverse-steal Effekt
genannt, werden als sekundarer Beitrag zur Neuteition angesehen. Diese
Eigenschaften beruhen auf der Vasokonstriktion ldiarbiturate. Die Erh6hung des
GefalRwiderstands fuhrt zu einer verminderten Ddrtbhg, betrifft aber nicht die
durch Ischamie geschadigten Bereiche des Gehmrischdmischen Arealen haben die
Barbiturate durch den pathologischen Zustand dé&f3Sgstems keine vasokonstriktive
Wirkung, so dass es zu einer Umverteilung in dBszirke kommt:®3*1%8 Als weitere
vaskulare Komponente der Barbiturate kann der &ssflauf die Blut-Hirn-Schranke
angesehen werden. Wahrend unter physiologischeimn@etgen kein Einfluss von
Barbituraten auf die Blut-Hirn-Schranke entdecktrdesm konnte, zeigte sich wéahrend
Ischamie eine verminderte Zunahme der Permeabd##tBlut-Hirn-Schranke durch
die Gabe von Barbiturateni®®. Demgegeniiber beeinflussen die Barbiturate auelktdi
den Metabolismus des Nervengewebes. Bei der Bassifhg des Hirnstoffwechsels
zeigt sich eine deutliche Reduzierung des Funksimfisvechsels der Nervenzellen.
Dieses macht sich in einer verminderten synaptisdidbertragung bemerkbar und
somit in einer Hemmung der EEG-AKktivitat. Der Etbagsstoffwechsel, der fur die
strukturelle Integritat und damit das Uberleben detle verantwortlich ist, bleibt
unverandert. Das Gehirn und sein vaskulares Systagieren auf eine Reduktion des
Hirnmetabolismus jedoch mit einer Verringerung &dstflusses, weil eine Kopplung
zwischen Metabolismus und Blutversorgung im Gelbasteht. Wahrend Ischamie
besteht bereits ein eingeschrankter Blutfluss uadkdpplung zwischen Metabolismus
und Blutversorgung ist aufgehoben. Die Folge iseeVerbesserung des Verhaltnisses
zwischen Nervenzellstoffwechsel und Blutfluss zwgian der Blutversorgung durch die
Gabe von Barbituraten. Die Auswirkungen von Baraiten auf den Metabolismus sind
dabei von der verabreichten Dosis abharf§igDabei zeigte sich zunachst, dass der

31



neuroprotektive Effekt sich durch eine Dosisstaiger verstarken lie? bis das EEG
abflachte. Darlber hinaus konnten keine weitererb&seserungen durch Barbiturate
erzielt werderf®. Daraus schloss man, dass die Wirkung der Bastéunit Erreichen
der ,burst-suppression“ im EEG maximal ist. Bei gleurst-suppression” handelt es
sich um ein Phanomen im EEG, bei dem eine niedditaiige Aktivitat unter 20UV
(,suppression®) vorliegt vermischt mit abrupt aatenden EEG-Wellen (,burst®), die
sich von der Grundfrequenz deutlich unterscheid®a. ,burst-suppression” wird bei
schwerer Hirnschadigung und bei Gabe bestimmtestheiika beobachtéf. Deshalb
wird die Dosierung bei zerebroprotektiver Indikatigesteigert, bis ein ,burst-
suppression“-EEG erreicht wird. Jedoch kamen nagéifale Studien zu dem Ergebnis,
dass das Auftreten der ,burst-suppression im EEGeinen maximalen protektiven
Effekt nicht erforderlich ist. Diese Ergebnisse righ zur Annahme, dass Barbiturate
Uiber weitere neuroprotektive Mechanismen das Getuintitzerf®*2°**? So wurden in
verschiedenen Verdffentlichungen weitere Mechanmsméenannt, die zur
Neuroprotektion durch Barbiturate beitragen solledu diesen gehoren die
Unterdriickung epileptischer Anfalle, das Abfangesielr Radikale, die Beeinflussung
des Fettsduremetabolismus, die  Verringerung einesirnbdems, die

Membranstabilisierung und die Reduktion der Expitéitat >

1.4.2. Molekulare Wirkmechanismen der Barbiturate

Die Barbiturate entfalten ihre Wirkung, indem sieezBptoren im Hirngewebe
beeinflussen. Der GABARezeptor konnte als ein wesentlicher Angriffspunkt
identifiziert werden'®®. Die Barbiturate sind Coagonisten an diesem idisichen
Rezeptor und verstarken so die hemmende Wirkungldassmitters GABA auf das
ZNS. Bei diesem Rezeptor handelt es sich wie Isereiten angefuhrt um einen
Liganden-gesteuerten @{anal, dessen Aktivierung zu einer Hyperpolar@atider
Zelle fuhrt >3 Barbiturate verandern aber auch die Leitfahigkieit Spannungs-
gesteuerten CGaKandle. Die Folge ist ein verminderter “G&instrom in die
Nervenzellen bei Depolarisation'>%83177178 \weiterhin sollen Barbiturate auch

Einfluss auf Rezeptoren fur exzitatorische Amineséu haben. Studien geben
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Hinweise, dass sie inshesondere den Gber NMDA-AMBA-Rezeptoren vermittelten
ischamischen Schaden der Nervenzellen vermintf@ii® Dariiber hinaus sollen die
Barbiturate die extrazellulare Glutamat-Konzentmratunter hypoxischen Bedingungen
reduzieren’. Dazu sind allerdings auch gegenteilige Aussagehanden, die keine
Beeinflussung der Konzentration von Glutamat unddeaen exzitatorischen

extrazellularen Aminosauren durch Barbiturate wéatirder Ischdmie anfiihren konnten
88

1.5. Ziel der Untersuchung

Diese Arbeit untersucht die Auswirkungen des Barbies Methohexital auf die
Konzentrationen von Aminosduren im extrazelluldRaum eines Hirnschnitt-Modells
und auf elektrophysiologische Parameter unter m$éhen Bedingungen. Die
Konzentrationen der extrazellularen Aminosauren deer beginnend vor
Ischamiesimulation fir eine Stunde bestimmt, umkadiezfristigen Auswirkungen von
Methohexital auf die Aminoséduren wahrend und naeh ischdmischen Situation zu
ermitteln. Zusatzlich wird diese Erfassung mit Merssung von elektrophysiologischen
Veranderungen kombiniert. Grundlage dieser Unténsng war die prophylaktische
Gabe von Methohexital bei Operationen, bei denenreduzierter Durchblutung des
Gehirns zu rechnen ist. Das Ziel dieser Untersughust die Erfassung der
Veranderungen der extrazellularen Aminosaure-Koimagan durch Methohexital-
Gabe vor und wahrend Ischamie. Es besteht die Hgpget dass Methohexital wahrend
Ischamie die extrazellularen Aminosaure-Konzerdren beeinflusst und dieses zu

einer protektiven Wirkung auf die Nervenzellen tgit.
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2. Material und Methoden

2.1. Praparation der Hippocampus-Schnitte

Die Hirnschnitte der Ratte werden am Versuchstag livstitut fir Physiologie
prapariert. Diese Arbeit wird standardisiert vomdmaisch-technischen Personal des
Institutes durchgefihrt. Die 200-400g schweren rhémen und weiblichen Ratten
werden zunéachst durch eine intraperitoneale Irgektron Methohexital (250mg/kg
Kdrpergewicht) narkotisiert. Danach erfolgt die Bpkation und die Trepanation des
Schadels. Nach Entnahme des Gehirns wird die Happasformation dargestellt. Mit
einem Mcllwain-Tissue-Chopper werden transverspégallel zu den Alveus-Fasern
verlaufende Gewebeschnitte mit einer Dicke von %0@ angefertigt. Nach der
Praparation werden die Hippocampus-Schnitte inreinkubationskammer platziert.
Diese Kammer enthalt kinstliche zerebrospinale digligit (ACSF) mit folgender
Zusammensetzung: 124 mmol/L NaCl, 4 mmol/L KCI,41/2mol/L NahPQO,, 1,3
mmol/L MgSQ,, 26 mmol/L NaHC@Q, 2 mmol/L CaCl und 10 mmol/L Glukose. Sie
wird mit 95% Q und 5% CQ begast, so dass ein pH-Wert von 7,4 konstant tgghal
wird. Die Temperatur in der Inkubationskammer ward 28° Celsius eingestellt. In der
Inkubationskammer befinden sich mehrere separatdalBesse, in die die
Hippocampus-Schnitte verteilt werden. Die Verteguerfolgt nach Lokalisation im
Hippocampus, wobei eine Gliederung in ventralerdialer und dorsaler Hippocampus
jeweils fur die linke und rechte Seite vorgenommeird. Diese Unterteilung
ermdglicht die Verwendung von Schnitten, die ausmskiben Bereich des
Hippocampus stammen. Nach einer Inkubationszeit emer Stunde konnen die
Hippocampus-Schnitte in die Versuchskammer Ubetrflllarden. Zu diesem Zweck
wird eine Kunststoffpipette verwendet, die mit AC§Efullt ist. Einzelne Schnitte
werden durch eine ausreichend groRe Offnung degttRipvorsichtig angesaugt und

dann zum Bestimmungsort Gberfuhrt.
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2.2. Versuchsaufbau

Die Durchfihrung der Versuche erfordert es, dassemsiche Parameter in einer
Interphase-Kammer ferngesteuert veréandert werdenek@ Zu den steuerbaren Gré3en
gehoren die Temperatur sowie die Zufuhr der Flkssig(Glukose) und des Gases
(Sauerstoff). Dieses ist notwendig, weil die Vetmapparatur mit den Hirnschnitten
sich in einem Faradayschen Kéfig befindet. Der drayache Kafig vermindert die

Beeinflussung der Messungen durch elektromagnetiBelder. Durch die Isolation des

Versuchsplatzes werden die aul3eren Einfliisse suExigeriment verringert.

2.2.1. Interphase-Kammer

Die Interphase-Kammer ist eine von unserer Arbeligge konstruierte Apparatur, in
der das Versuchsmaterial platziert wird. Sie bietdie MaOoglichkeit die
Umweltbedingungen fur die Hippocampus-Schnitte zerdmdern und so den
Erfordernissen des Versuches anzupassen. Diesesgumgades Versuchsmilieus kann
in kurzester Zeit vorgenommen werden. Die Hirnsitribefinden sich dabei an der
Grenzflache zwischen wasserdampfgesattigter Gasphamd gasgesattigter
Flussigkeitsphase. Die Zusammensetzung beider Rhasainabhéngig voneinander
steuerbar. Daflr verfugt die Kammer tber zwei Eséifir die flissigen Lésungen und
weitere zwei Einlasse fur die Gaszufuhr. So istmégjlich abwechselnd Uber jeweils
einen der beiden Einlasskandle die Kammer zu vgesorDie Umschaltung zwischen
den Kanélen erfolgt mit einer Relais-Schaltungldéide Phasen getrennt voneinander.
Dieser Umschalt-Mechanismus ist ein Eigenbau dektEitechnik des Institutes der
Physiologie der WWU Munster. Weiterhin wird von atfialb des Versuchsplatzes die
Temperatur in der Kammer gesteuert. Die Tempergerdar Kammer erfolgt Gber
Peltier-Elemente, die eine schnelle und stufenldsganderung der Temperatur
erlauben. Zusammen mit einem Sensor, der die Terydn der Kammer misst, lasst
sich Uber diese thermoelektrischen Elemente dieligsghte Temperatur einstellen.
Damit die Bedingungen in der Versuchskammer stablkiben, wird eine
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Kunststoffabdeckung verwendet. Die Abdeckung besitee Offnung, die oberhalb der
Position des Versuchspraparates liegt. Diese Offrisirfur die Elektroden gedacht, die
die bioelektrischen Signale erfassen, und kann nREizierung der Elektroden
ausreichend gegen auBere Einflusse isoliert wekiae. weitere Offnung befindet sich
zwischen Abdeckung und Kammer zum Abstrom des Gaseszum Abfluss der
Losungen. Die Stréomungsrichtung des Gases durch Gffaung beschrankt das
Eindringen von Umgebungsluft und sichert den Erlo#l$ internen Milieus. Dieser
Aufbau der Interphase-Kammer ermdglicht es einddste fir den Hirnschnitt zu

simulieren.

|_—— Abdeckung mit
Offnung fir Elektroden

MeRelektrode /| &

e

Reizelektrode e U &

LT
D\B\ACSF-Abeuss

Mikrodialysesonde ,/ H

Abfluss Zufuhr 10 mm

Optikvlies mit

/ Hirnschnitt

450y Bunjyousnid
®

Abb.8: Bei der auf der Abbildung gezeigten Interphase-Kemsind zuséatzlich die
Elektroden und die Mikrodialysesonde dargestelie Offnung fur die Elektroden wird
wahrend des Experiments weitgehend abgedeckt, ankithstrom von Umgebungsluft

in die Kammer zu minimieren. [eigene Grafik]
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2.2.1.1. Einrichtung der Interphase-Kammer

Die Interphase-Kammer muss vor Beginn der Experimmevorbereitet werden.
Zunachst wird fir den kontinuierlichen Abfluss dedsungen gesorgt, damit die
Versuchspréparate nicht tberschwemmt und ihre iBosit der Kammer wahrend des
Versuches verandert wird. Zu diesem Zweck wird Hi@mmer mit Filterpapier
ausgelegt, um die Flussigkeit kontrolliert abz@eitund somit einen Stau zu
verhindern, und der Hirnschnitt auf ein Optikvlipssitioniert. Diese MalRnahmen
gewadhrleisten die Lage des Hirnschnittes an denféche zwischen flissiger und
gasformiger Phase. Bei der gasfoérmigen Phase kamsclren zwei Gasgemischen
gewdahlt werden. Das erste Gemisch setzt sich aud SEauerstoff und 5%
Kohlenstoffdioxid zusammen, wahrend beim anderesg&aisch der Sauerstoff durch
Stickstoff ersetzt wird. Die Gase durchstromen ¥nleitung in die Interphase-
Kammer eine auf 34°C beheizte Befeuchtungskammeamitd sie einen
wasserdampfgesattigten Zustand erreichen. Far diéssigkeitsphase unter
Normbedingungen wird kinstliche zerebrospinale sttikeit (ACSF) verwendet (s.0.).
Die Ischamiel6sung unterscheidet sich lediglichGiakosehalt. Sie hat eine Glukose-
Konzentration von nur 2 mmol/L, wahrend die rebiic Bestandteile der ACSF
entsprechen. Die Lésungen werden vor Einleitunglign Versuchskammer mit den
Gasgemischen der gasformigen Phase aquilibrieet AWSF mit 10 mmol/L Glukose
wird mit dem sauerstoffhaltigen Gas gesattigt, wallrdie Losung mit reduziertem
Glukosegehalt mit dem stickstoffhaltigen Gas duréimst wird. Zur Erzeugung von
physiologischen Bedingungen werden das sauerstiiffnasas und die glukosereiche
ACSF verwendet. Dieses entspricht der SimulatianZiestandes bei uneingeschrankter
Durchblutung des Nervengewebes. Zur Simulationrdsehamie wird die Zufuhr zur
Kammer entsprechend umgestellt, d.h. es wird delsssbffhaltige Gas und die Losung
mit reduzierter Glukose-Konzentration zugefuhrt.db@h kommt es zu einem
drastischen Absinken von Sauerstoffspannung undkdSkkonzentration, die dem
Hirnschnitt zur Verfigung stehen. Somit ist es r@bginnerhalb kirzester Zeit von
aul3en die Bedingungen in der Interphase-Kammensugassen, dass sie denen bei
Ischamie entsprechen. Diese Versuche finden beC 3tatt, weil das biologische
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Verhalten des verwendeten Hirngewebes bei diesemp@&mtur stabiler und besser

reproduzierbar ist.

- —->
| il \Befeuchtungs— —»
Kammer
O, I
ACSF (10 mmol/L Glukose) ; Interphase-
—» L \Befeuchtungs—_ Kammer
| 5 Kammer

v

N, <

ACSF (2 mmol/L Glukose)

— Gasformig
Fliissig

Abb.9: Schema der Anschlisse an die Interphase-Kammer

Die dargestellte Stellung der Schalter entspriait Simulation der Verhéltnisse bei
uneingeschrankter Durchblutung. Beide Schalter findzipiell getrennt bedienbar,

werden jedoch bei Ischamiesimulation gemeinsam goigdtet, so dass bei den
Experimenten zwei Einstellungen fir die InterphEseamer angewendet werden: zum
einen Sauerstoff und hoher Glukosegehalt zur Simonlgphysiologischer Bedingungen
und zum anderen Stickstoff und niedriger Glukosalietur Simulation ischamischer

Bedingungen. [eigene Grafik]

2.2.2. Elektrophysiologie

Die elektrophysiologische Messung erfasst die bkielschen Parameter des
Hirngewebes. Zu diesen Parametern gehdren die extezi Potentiale und das DC-
Potential*®®. Deren Erfassung erfordert den Einsatz mehrereét&eind Materialien.

Dabei ergibt sich die Notwendigkeit die Elektrodem Ableitung dieser bioelektrischen

Signale an die GroRRenverhéltnisse in der InterpKasemer an zu passen.
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2.2.2.1. Aufbau der elektrophysiologischen Messgdgi

Zur Messung der elektrophysiologischen Signale ammdrei Elektroden benutzt. Zum
einen die Referenzelektrode, fur die eine Offnunglar Seite der Interphase-Kammer
vorhanden ist. In diese Offnung kann die Referasktabde so positioniert werden, dass
sie mit ihrer Spitze in Kontakt mit der Losung iardnterphase-Kammer kommt. Zum
anderen die Reizelektrode und die Messelektrodeddrch die bereits beschriebene
Offnung in der Abdeckung der Interphase-Kammer zitippocampus-Schnitt
gelangen. Diese beiden Elektroden werden an ectsgmden Stellen in den Hirnschnitt
vorgeschoben. Um die Positionierung der ElektrodenHirnschnitt vornehmen zu
kénnen, sind zwei mechanische Manipulatoren vorbanBiese Haltearme sind durch
Drehregler stufenlos in drei Ebenen verstellbar @nuben dadurch ein exaktes
Einfuhren der Elektroden. Zum Positionieren derkEtaen wird wegen der geringen
Mal3e der Versuchsanordnung ein binokulares MikmpsKdeiss Stemi SV 6)
eingesetzt. Die Gerate zur Reizerzeugung und Rali@essung befinden sich aufgrund
ihrer Mal3e und zur besseren Abschirmung des Vesplafzes aul3erhalb des
Faradayschen Kafigs. Das Gerat zur Reizerzeugumgtisler Reizelektrode verbunden
und stimuliert Uber diese den Hirnschnitt. Bei diesGerat handelt es sich um eine aus
vier Modulen bestehende Einheit, die es ermoglaibt Reizstarke und das Intervall
zwischen den Reizen ein zu stellen. Bei den Modukemdelt es sich um ein Hi-Med
HG 222 (Clock-Control Unit), ein Hi-Med HG 128 (Qu&ulse Unit), ein Hi-Med HG
107 (Relay Unit) und ein LSE NRI 97 (Bipolar Stimsg). Die mit der Messelektrode
abgeleiteten Signale werden zur Aufzeichnung ascheedene Gerate weiter geleitet.
Zuvor wird das Signal noch Uber einen von der Edtkthnik des Institutes fur
Physiologie konstruierten Verstarker um den Faki0® verstarkt. Das DC-Potential
wird Uber einen Endlospapier-Schreiber der Firmeartens in Echtzeit wieder gegeben.
Die Geschwindigkeit des Papiervorschubs betragrevithdes Versuches 1 cm/min, ist
jedoch in mehreren Stufen variierbar. Die Positien Basislinie des DC-Potentials ist
frei einstellbar und die Auflésung in Stufen verérighr. Das Signal des DC-Potentials
wird zur elektronischen Datenspeicherung auch anRie geleitet. Als Signalwandler
dient ebenfalls ein Eigenbau der Elektrotechnik lshssitutes fir Physiologie, der die
Datenubermittiung Uber die serielle Schnittstella den PC ermdglicht. Zur
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Registrierung des DC-Potentials wird ein Progranemwendet, welches im Institut fur
Physiologie entwickelt wurde. Dieses Programm setfatas DC-Potential nicht in
Echtzeit, weshalb beim Versuchsablauf der Papiesfmdr zur Steuerung der
Ischamiezeiten verwendet wird. Flr die Darstelldeg evozierten Potentiale wird ein
Gould Digital Storage Oscilloscope OS 4040 benuwtet, den Reizimpuls als Trigger
fur die Aufzeichnung verwendet. Die Zeitachse uiel Amplitudenauflosung sind in
Stufen einstellbar. Die Position der Basisliniefrsti einstellbar. Gleichzeitig werden
die evozierten Potentiale auf dem PC elektronisetpgichert. Dazu wird das Signal
Uber ein Digital-Oszilloskop SDS 200 von softDSP di@ USB-Schnittstelle des PC
Ubermittelt. Die Triggerung erfolgt wie beim Goulrt 4040 tber den Reizimpuls. Die
beim SDS 200 mitgelieferte Software ermdglicht 8geicherung und Wiedergabe des

evozierten Potentials am PC.

2.2.2.2 Vorbereitung der Elektroden vor der Messung

Referenzelektrode und die Messelektrode missenckheshausammengesetzt und mit
entsprechenden Losungen beflllt werden, bevor sisagbereit sind. Bei der
Referenzelektrode handelt es sich um eine Glasetdkt die an ihrer Spitze eine
semipermeable Memran besitzt. Die Glaselektrodad wior Versuchsbeginn mit 2
molarer KCI-Lésung gefillt. In diese mit KCI-Losugefillte Glaselektrode wird dann
eine Silberelektrode eingefuhrt. Diese Silbereleddr wird zuvor in einem 1 molaren
Salzsaure-Bad elektrochemisch chloriert. Nach Zmsenbau der Referenzelektrode
wird sie mit dem entsprechenden Kabel verbundeninndie seitliche Offnung der
Interphase-Kammer eingefiihrt, so dass ihre Spitaetdkt mit der ASCF erhalt. Fur
die Herstellung der Messelektrode werden Glaseldktn verwendet, die selbststandig
produziert werden. Fur die Herstellung steht eimgegentwicklung des Institutes fur
Physiologie zur Verfigung, mit dem Glaselektrodeit passenden Massen und
Spitzendurchmessern erstellt werden. Die Glase@ditr werden mit NaCl (150
mmol/L) geflllt und Uber eine Kopplung mit dem gmexhenden Kabel verbunden.
Diese Kopplung besteht aus einem Kunststoffrohrdem sich eine semipermeable
Membran befindet. Dadurch wird die Kopplung in zwibschnitte unterteilt. Der
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Abschnitt, der in Kontakt mit der Glaselektrodehstavird ebenfalls mit NaCl-Lésung
(150 mmol/L) gefillt, wahrend der andere Abschaitholare KCI-L6sung enthalt. Auf
das Ende mit der KCI-L6sung wird eine chloriertb&ielektrode gesteckt, Uber die das
Signal an die Messgerate geleitet wird. Die Chtong der Silberelektrode erfolgt wie
bei der Referenzelekirode elektrochemisch im 1 malaSalzsaurebad. Damit die
Messelektrode einsatzfahig ist, muss die Spitze @selektrode so abgebrochen
werden, dass eine kleine Offnung entsteht. Der Duasser der Offnung entscheidet
Uber den elektrischen Widerstand der Messelektrbde Spitze wird so entfernt, dass
sich ein Widerstand von 0,5-1®ergibt. Die H6he des elektrischen Widerstanded wir
nach dem Anschlie3en der Messelektrode mit einektredchen Testimpuls Uberprift.
Liegt der Widerstand nicht im vorgegebenen Berewingd eine neue Messelektrode
vorbereitet.

2.2.2.3 Positionieren der Elektroden im HippocampusSchnitt

Zur sinnvollen Ableitung von evozierten Potentialend des DC-Potentials ist die
richtige Platzierung der Elektroden wichtig. Dafurerden Kenntnisse uber die
Anatomie des Hippocampus mit dem Verlauf der wgdten Nervenbahnen bendétigt
%1% In vereinfachter Darstellung erfolgt die Inforieaisverarbeitung im
Hippocampus in einem trisynaptischen System. DikerBhz aus dem entorhinalen
Cortex erreicht die Kdrnerzellen im Gyrus dentaties Hippocampus. Hier befindet
sich die erste Synapse. Die Kérnerzellen wiederiidei mit ihren Axonen die Mossy-
Fasern (Moosfasern). Die Mossy-Fasern bilden dangna@sen mit den
Pyramidenzellen in der CA3-Region. Diese Pyramiddez senden ihre Axone als
Schaffer-Kollateralen in die CAl-Region. In der GRggion bilden die Schaffer-
Kollateralen mit den Dendriten der dortigen Pyragnizellen die dritte Synapse in
diesem System. Bei allen drei synaptischen Versahgén des trisynaptischen Systems
handelt es sich um exzitatorische Synapsen. Dieseeibung dient jedoch nur der
prinzipiellen Veranschaulichung der neuronalen \doge im Hippocampus und kann
nicht als vollstdndige Beschreibung des neuronBletzwerks verstanden werden. Im

Hippocampus befinden sich zahlreiche Interneurong weitere Faserverbindungen,
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die zu einem weitaus komplexeren System fiihren.Hasonderheit der Anatomie des
Hippocampus ist der transversale Aufbau der Nemsmrbahnen, insbesondere des
trisynaptischen Systems. Diese Struktur ermdglttétVerwendung von transversalen
Hirnschnitten des Hippocampus fiur elektrophysiagdoge Untersuchungen, weil in den
transversalen Schnitten die wesentlichen Nerverdratarhalten sind. Jedoch enthélt
der Hippocampus auch longitudinal verlaufende Bahde durch diese Schnitttechnik
durchtrennt werden. Ihre Funktion ist bei weiterohhiso detailliert erforscht wie die
der transversalen Bahnen. Neben diesem funktionélldbau des Hippocampus lasst
sich auch eine histologische Unterteilung vornehniga Einteilung des Hippocampus
in vier Schichten ist in Abbildung 10 dargestellis werden Stratum oriens, Stratum
pyramidale, Stratum radiatum und Stratum lacunomwteculare unterschieden.

Schaffer-
Kollateralen . .._-:ec:oz L

Alveus-
Fasern

Entorhinaler
Subiculum Cortex
Gyrus

Faiiits zellen Kérnerzellen dentatus

Abb.10: Die Abbildung zeigt den anatomischen Aufbau anhaims transversalen
Schnitts durch den Hippocampus. Der Hippocampuzt ssth aus vier Schichten
zusammen: (1) Stratum oriens, (2) Stratum pyraraidé&) Stratum radiale, (4) Stratum

lacunosum-moleculare. Weiterhin sind die wesergliciBestandteile des neuronalen
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Netzwerks wiedergegeben [aus Shepherd GM, The sgnaqganization of the brain,
1990].

Bei der Positionierung der Elektroden wird die lgpe Reizelektrode in das Stratum
radiale im Bereich der CA3-Region platziert. Daduwerden die Schaffer-Kollateralen
stimuliert. Die synaptische Signallibertragung etf@uf die Pyramidenzellen in der
CA1-Region Uber die dritte Synapse des trisynalpgiscSystems. Die Messelektrode
wird folglich in das Stratum pyramidale des CAl-Ale eingefiihrt, um die
synaptischen Prozesse mit Erzeugung von evozi@téentialen als Reaktion auf die
Stimulation aufzeichnen zu kdnnen. Somit wird eirozertes Potential, das durch
einen monosynaptischen Verarbeitungsprozess eptstetr Beurteilung der
Funktionalitat des neuronalen Systems herangezogen.

Messelektrode

{ £ Reizelektrode

\

Abb.11: Die Abbildung zeigt schematisch vereinfacht denkfionellen Aufbau des

Hippocampus und die Positionierung der Elektrodémnend des Versuchs. Legende:
(pp) efferente Fasern, (DG) Gyrus dentatus, (mf)s&yeFasern, (P) Stratum
pyramidale, (Sch) Schaffer-Kollateralen, (com) Koisumen-Fasern. [aus Shepherd

GM, The synaptic organization of the brain, 1990]
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2.2.2.4. Messung der evozierten Potentiale

Die GroRe der Amplitude der evozierten Potentialel Wwestimmt, indem die Differenz
zwischen dem interpolierten Verlauf der Basislirdes Feldpotentials und dem
maximalen Ausschlag des Summenaktionspotentials echeet wird. Als

Einschlusskriterium wird bei den evozierten Poteti eine Amplitude des
Summenaktionspotentials von mindestens 4mV voraesgie Dabei gilt als Mal3stab
das evozierte Potential, das vor Beginn der Ischaaufgezeichnet wurde. Zur
Beurteilung des ischamischen Schadens wird die l&ngoder evozierten Potentiale
nach Ischamie bestimmt. Im folgenden Text wird diErholung des

Summenaktionspotentials auch als Recovery bezdiclidse wird der Quotient der
Amplitude des evozierten Potentials am Ende desuédls und der Amplitude des
evozierten Potentials vor Ischamie in Prozenteredieret. Dieser Wert gibt einen
Anhalt tGber die Schwere des ischamischen Schadiems,der Hippocampus-Schnitt

erlitten hat.

2.2.2.5. Messung des DC-Potentials

Das DC-Potential wird wahrend der Versuche konérigh aufgezeichnet. Dadurch
lassen sich Veranderungen des Membranpotentialzeiabhen, die wahrend der
Ischéamie auftreten. Die Auswirkung auf das Membaodeptial lassen sich mit zwei
MessgroRen erfassen. Zum einen wird die Latengaeit Anfang der Ischamie bis zum
Eintreten der anoxischen Terminalnegativierungsstfand zum anderen die Amplitude
der Membrandepolarisation gemessen. Zur Bestimndend atenzzeit wird als Beginn
der anoxischen Terminalnegativierung das Erreichen 10% der Amplitude der

anoxischen Terminalnegativierung definiert. Die Aiopple wird als Differenz

zwischen der Basislinie vor Ischdmie und dem malemaegativem Ausschlag des

DC-Potentials bestimmit.
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2.2.3. Mikrodialyse

Die Mikrodialyse dient der Erfassung der Aminosauna extrazellularen Raum des
Hippocampusgewebes der Ratte. Durch die Mikrodesgade wird ein Dialysat
gewonnen, welches diejenigen Bestandteile des zettngren Raumes enthalt, die
einem Konzentrationsgefédlle folgend durch eine Yamembran in eine
Dialyseflussigkeit diffundieren. Dadurch lassen hsicveranderungen in der

Zusammensetzung des extrazellularen Kompartimefatssen.

2.2.3.1. Vorbereitung der Mikrodialyse

Vor dem Einsatz der Mikrodialyse mussen zunéachstLdisungen vorbereitet werden,
die zur Gewinnung des Dialysats benétigt werdens Alialyseflissigkeit wird
artifizielle zerebrospinale Flussigkeit (ACSF) n2Ztmmol/L Glukose eingesetzt. Es
wird auf die ACSF mit reduzierter Glukosekonzemtratzurickgegriffen, weil die
Glukose sonst aus der Sonde ins umliegende Gewdtumdieren und somit der
Glukosereduktion wahrend der Ischamiesimulatiogemen wirken wirde. Weiterhin
wird destilliertes ultrafiltriertes Wasser zur Spid und Reinigung der
Mikrodialysematerialien verwendet. Diese Losungesrden entgast, um die Bildung
kleiner Gasblasen im Mikrodialysesystem zu verhindeDie entgasten LOsungen
werden jeweils in eine Glasspritze der Firma CMAcMdialysis aufgezogen. Diese
Glasspritzen sind in ihren Ausmalen an die Mikrdgdepumpe (CMA/102
Microdialysis Pump) angepasst, so dass eine Durs$rihte zwischen 0,1 pL/min und
20 pL/min einstellbar ist. Als weiteres werden Behalter zum Sammeln des Dialysats
vorbereitet. Diese Probenbehalter werden beschiuftd jeweils mit 5 pL einer 500
nmol/L Homocystein enthaltenden Lésung gefiillt. Biemocystein-Losung wird als
interner Standard vorgelegt, um Veranderungen daly§atproben zu erkennen, die
nach dem Sammeln des Dialysats und vor der weitenatyse durch die HPLC durch
Verdunstung oder Kondensation entstehen kénnten.
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2.2.3.2. Aufbau der Mikrodialyse

Ein wesentlicher Bestandteil des Mikrodialysesysterst die Mikrodialysesonde.
Hierbei handelt es sich um das Modell CMA/11 von A£Miicrodialysis, welches

aufgrund der geringen Ausmalle einen geringen Geegkbden verursacht. Diese
Sonde hat einen Stahlschaft, an dessen Ende scBidiysemembran befindet. Die
Sondenmembran erreicht laut Herstellerspezifikatibher Ladungszustand und
PorengrofRe einen Ausschluss von Molekilen mit ei@awicht von mehr als 6 kD

(sog. Cut-off). Die Membran der Sonde wird vollst@nin den Schnitt eingebracht.
Weiterhin verfuigt die Sonde Uber je einen Abflussxd Einlasskanal. Uber den
Einlasskanal wird die Dialyseflissigkeit aus derkidialysepumpe eingeleitet.
Zwischen Mikrodialysepumpe und Mikrodialysesondda isoch ein manueller

Umschalter (CMA/110 Liquid Switch) geschaltet, wedc es ermdglicht zwischen den
beiden Losungen der Mikrodialysepumpe zu wechdgher den Abflusskanal erreicht
das Dialysat den Probensammler (CMA/170 Refrigdr&t@ction Collector). Dabei ist
die Verbindung zwischen Sonde und Sammler so kaiesty dass bei einer Flussrate
von 1 pl/min das Dialysat exakt 14 Minuten braucimh von der Sonde in den
Probenbehalter im Probensammler zu gelangen. Diematische Steuerung des
Probensammlers erfolgt Gber den PC. Zusatzlich kdemProbensammler auf 4°C
gekuhlt werden und so die Kihlung des Dialysathesgtellen. Die Verbindung

zwischen den einzelnen Komponenten des Mikrodialygems wird Uber

Kunststoffschlauche (FEP Tubing vom CMA Microdiagjsund passende Adapter
(Tubing Adaptors von CMA Microdialysis) gewahrlast Die Adapter schwellen in

70% Alkohol und ermdglichen so eine Verbindung deéunststoffschlauche

untereinander und mit den Bestandteilen des Millgdesystems. Nachdem der
Alkohol verdunstet ist, schrumpfen die Adapter weiedind sorgen so fir eine feste
Verbindung zwischen den einzelnen Komponenten alwllest ein Totvolumen zum

Leitungsverlauf hinzu zu fugen.
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____ FEP Kunstoffschlauche
PC- von CMA
Steuerung
Mikrodialysesonde
CMA/1
. I ACSF
« Schalter —— Mikrodialysepumpe
el r T CMA/110 — CMA/102

CMA/170 —— Ho —

Abb.12: Die Abbildung zeigt die Anordnung der Komponentén die Mikrodialyse.
Als Dialyseflussigkeit wird artifizielle zerebrosyile Flussigkeit (ACSF) mit 2 mmol/L
Glukose verwendet. [eigene Grafik]

2.2.3.3. Durchfiihrung der Mikrodialyse

Vor dem Einfuhren der Mikrodialysesonde in den Hipgmpus-Schnitt wird diese
vorher nach einem festgelegten Protokoll mit destiem Wasser und dann mit der
Dialyseflussigkeit gespult. Dadurch werden die Wailbngsschlauche und die
Komponenten der Mikrodialyse gesaubert und die Bgéaogigkeit der Sonde geprtift.
Nach dieser Vorbereitung wird die Sonde in einekrbtnanipulator eingespannt, der
stufenlos Uber Drehregler in drei Ebenen verstelikta Die Sonde kann dann Uber die
500um dicke seitliche Schnittkante in den Hirnsttheingefiihrt werden. Sie wird vor
dem Einfuhren der Elektroden positioniert, weil diage des Hirnschnitts dabei
verandert werden kann und bereits gesetzte Elektrods Gewebe verletzen wirden.
Das Vorschieben der Sonde ins Nervengewebe erfédgigsam, um die
Traumatisierung des Gewebes zu minimieren. Nachddi;m Sonde sich im
Versuchspréparat befindet, wird die Flussrate anMikrodialysepumpe auf 1 pl/min
eingestellt. Bereits vor Durchfiihrung der Experiteewird der Probensammler tber

die mitgelieferte Software programmiert. Bei derogtammierung wird die zur
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Uberwindung des Tonraums erforderliche Zeit (hidr Minuten) kompensiert. Als
Sammelzeit fur eine einzelne Probe werden 5 Mingergrammiert, wobei sich die
gesamte Sammelperiode Uber 60 Minuten erstreckigli€io werden 12 Proben
wéhrend eines Versuchs gewonnen, die mit jewejld 8es Dialysats gefullt werden.
Erfasst werden sollen Veranderungen im Hirnschatittl0 Minuten vor Beginn der
Isch&mie bis zu Ende der Sammelperiode 50 Minuga hschamiebeginn. Nach dem
Versuch werden die Probenbehélter mit Kunststofflkeapverschlossen. Zusatzlich wird
ein weiterer Probenbehalter, der sich wahrend dasu¢hs auch im Probensammler
befand, mit 5 ul der Dialysefliissigkeit aus der Mikialysepumpe befillt. Diese
Kontrollprobe wurde ebenfalls wie die anderen Prolwerher mit 5 pl der 500
nmolaren Homocystein-Losung beschickt. Dadurchelassch Verunreinigungen der
Dialyseflussigkeit erfassen und so aus den Ergsénisler Proben herausrechnen. Die

Proben werden bis zur Messung in der HPLC bei -805Gewabhrt.

2.2.3.4. Auswertung der Mikrodialyse-Ergebnisse

Die zwei Proben, die in den 10 Minuten vor Ischdmagnn gewonnen werden, dienen
als Ausgangswert fir die Auswertung der relativesr&viderungen der Aminosaure-
Konzentrationen. Die absoluten Werte der Aminos&oezentrationen unterliegen
sehr groBen Schwankungen, so dass die statistibnhg/se mit relativen Werten
durchgefuhrt wird. Zu diesem Zweck wird fur jedeabsierte Aminosdure der
Mittelwert aus den beiden praischamisch bestimmft@nzentrationen errechnet. Diese
mittlere praischamische Konzentration wird als Rafewert genutzt, zu dem die
nachfolgenden, nach Beginn der Ischamie, bestimrKiemzentrationen in Relation
gesetzt werden. Die Angabe der Aminosaure-Konzeomen erfolgt somit als relativer
prozentualer Wert und bezieht sich auf die Konzgimnen die vor Start der Ischamie-
Simulation vorlagen. Die Aminosauren die durch HiRLC erfasst werden sind zum
einen Glutamat, Glutamin, GABA, Aspartat und Taufrartber hinaus werden auch

die Konzentrationen von Serin, Arginin und Alanmfesst.
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2.3. Versuchsablauf

Mit den Hirnschnitten einer Ratte werden an einesrsuchstag zwei Experimente
durchgefuhrt. Je ein Versuch findet mit Methohdx@abe und der andere ohne
Methohexital-Gabe als Kontrolle statt. Beim Methalted handelt es sich um das
Praparat Brevimytal-Natrium der Firma Lilly. Die Bilerung des Methohexital richtet
sich nach den Konzentrationen, die notig sind une eburst-suppression im EEG zu
erreichen. Daraus ergibt sich ein Bereich von e#@apmol/L bis 140 pmol/L

Methohexital 32819 Somit wird bei den Experimenten mit den Methotaxi

Konzentrationen von 40 pmol/L, 90 pmol/L und 140gWinin der ACSF gearbeitet.

Der mittlere Wert dient zur Abklarung einer DosisrMéngs-Beziehung im Falle des
Nachweises der Wirksamkeit des Barbiturates. Da#niRere Einflisse auf das
Ergebnis, wie klimatische Verhaltnisse oder ein hiseffekt bei der Durchfiihrung der
Versuche, minimiert werden, wird die Barbituratkenization fur den jeweiligen

Versuchstag zuféllig festgelegt. Weil die Hirnsdtenibeim zweiten Experiment des
Tages, bedingt durch die langere Inkubationszeitiglitherweise bereits einer
vermehrten Belastung ausgesetzt waren, werden é&dbnind Verumversuche in ihrer

Reihenfolge ebenfalls abgewechselt.

2.3.1. Versuchsschema

Bei allen Experimenten wird nach Positionierung dEtektroden und der

Mikrodialysesonde zunéchst eine Erholungsphase3@hlinuten eingehalten. Hierbei
wird der Hippocampus-Schnitt mit sauerstoffhaltig€as und glukosereicher ACSF
ohne Methohexital versorgt. Das Intervall zwischeen elektrischen Reizen des
Hirnschnittes wird auf 10 Sekunden gestellt. DutehRuhephase kann der Hirnschnitt
sich vom Stress erholen, der durch den Transpodieninterphase-Kammer und das
Einbringen der Elektroden und der Mikrodialysesoedésteht. Kurz vor Ende der 30
Minuten wird ein evoziertes Potential als Ausgamgsptial elektronisch gespeichert.
Wahrend beim Kontrollexperiment nach dieser Ruhsphait der Ischdmiesimulation
begonnen wird, wird beim Methohexital-Versuch dehi@tt weitere 30 Minuten mit
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einer glukosereichen ACSF versorgt, der Methohkkitainer der drei vorgesehenen
Konzentration zugesetzt wird. Dadurch wird das Rarht ins Hirngewebe
aufgenommen und muss nicht erst bei Beginn dedfaasimulation anfluten. Nach
diesen 30 Minuten kann beim Barbituratexperiment enéddls mit der
Ischamiesimulation gestartet werden. Davor wirdrabach ein evoziertes Potential
elektronisch gespeichert, so dass die EinflisseM¥thohexital auf die bioelektrische
Aktivitdt dokumentiert werden. Die Ischdmie wirdrda Umschalten der Gas- und
Flussigkeitszufuhr eingeleitet. Fir die Dauer dehimiesimulation orientiert man sich
an der Anoxischen Terminalnegativierung (ATN), dieh im DC-Potential zeigt und
nach einer variablen Zeit nach Ischamieeinleitunfjrig. Die Dauer der Ischamie
erstreckt sich nach Einsetzen der ATN Uber weiBMinuten, bis durch Umschalten
der Gas- und Flussigkeitszufuhr die Ischdmiesinandabeendet wird. Der Dauer der
Ischamie von 3 Minuten nach ATN wurde in Vorversertlbestimmt. Bei geringeren
Isch&dmiezeiten kam es zu keiner signifikanten Mindg der Evozierten Potentiale
nach der Ischamie.

Danach folgt bei allen Versuchen eine Erholungsphas etwa 45 Minuten Dauer, in
der sich das Hirngewebe von der Ischdmie erholen.kdach diesen 45 Minuten wird

ein letztes evoziertes Potential aufgezeichnetalekironisch gespeichert.
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+Glu =
10 mmol/L Glukose

-Glu= Kontroll-Versuch
2 mmol/L Glukose
30 min. ATN+3 min.l 45 min.
MH = : | |
Methohexital ACSF +91u ACSF ?Glu ACSF +Glu
Normoxie Hypoxie Normoxie

Beginn Ischimie

| Ende Ischimie

Methohexital-Versuch

30 min. . 30 min. ATN+3 min.l 45 min. I
'ACSF+Glu | ACSF+Glu | ACSF-Glu | ACSF +Glu !
Normoxie Normoxie Hypoxie Normoxie
+ MH + MH

Abb.13: Schema des Versuchsablauf beim Kontroll-Versuath lbeim Methohexital-
Versuch. Die Dauer der Ischamie ist variabel uititat sich nach dem Auftreten der

Anoxischen Terminalnegativierung (ATN) [eigene Gdhf

2.4. Bestimmung der Aminosaure-Konzentrationen mitls HPLC

Die Bestimmung der Aminosauren-Konzentration mitr ddPLC wird durch
medizinisch-technisches Personal der Klinik und ikioik fir Neurochirurgie
durchgefuhrt. Zur Analyse wird eine Umkehr-Phaséh-8 verwendet, bei der eine
Vorsaulenderivatisierung der Proben mit o-Phthalayd vorgenommen wird. Als
Eluenten fur die mobile Phase werden zwei Losungagwendet. Eluent A besteht aus
150ml Di-Natriumhydrogenphosphat (250 mmolar), 185@ Propionsaure (250
mmolar), 48ml Acetonitril und 1,5ml Octylsulfat (@Gnmolar) in 383ml destilliertem
Wasser. Eluent B setzt sich zusammen aus 150mloAitet, 200ml Methanol und
150ml destilliertem Wasser. Es handelt sich um @redienten-HPLC, bei der sich die
Zusammensetzung der Eluenten im Verlauf der Anabseert. Der starker polare
Eluent A Uberwiegt zu Beginn des Durchlaufs der BPwahrend der Anteil des
weniger polaren Eluenten B an der mobilen Phasevaiteren Verlauf steigt. Die
stationdre Phase befindet sich in einer Hypersis€gaule mit 5 um PartikelgroRe. Mit

einer Shimadzu CTO-10Avp Saulenheizung wird diel&adhrend der Durchfiihrung
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der HPLC-Analytik auf konstant 34°C erwarmt. Die r¥@ulenderivatisierung der
Dialysatproben geschieht in einem auf 4°C gekuhAetosampler CMA 200 durch
Hinzugabe von jeweils 10 pl Derivatisierungsreagebdieses Reagenz besteht aus
0,0108g o-Phthaldialdehyd, 200ul Methanol und 8uérddptoethanol in 1792ul
Boratpuffer (0,1 molar). Als Pumpen werden die L@A$S der Firma Shimadzu
benutzt. Die Durchlaufzeit fir eine Probe betragt lder eingesetzten HPLC-
Anordnung 23 min. Der Probennachweis geschieht dieer440nm-Fluoreszenz des
Aminosaurederivates bei Bestrahlung mit einer Wdlege von 340nm. Zur
Fluoreszenzanalyse wird ein Shimadzu RF-10AXL Dwtekverwendet. Die
aufgezeichneten Emissionen werden mit einem Shim@tizomatopac CR-8 Integrator
analysiert und aus diesen Ergebnissen die Konzemesm der Aminosauren berechnet.
In der vorliegenden Programmierung werden folgerslminosauren mit ihren
Konzentrationen erfasst: Aspartat, Glutamat, GlinamArginin, Alanin, Taurin,
GABA, Serin und Homocystein. Zur Kalibrierung unardrolle der Genauigkeit der
HPLC-Anordnung wird beim Durchlauf der Proben imgeknalligen Abstdnden eine
Standardlésung der analysierten Aminosauren mitgegebenen Konzentrationen
eingefugt. Ebenfalls werden regelméalig Proben méis$®r durch die HPLC-Anlage

geschleust, um Verunreinigungen fest zu stellen.
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Aspartat
Homozystein
Glutamat

Glutamin
Taurin
GABA

Serin
Arginin

|

Laufzeit n———

-

Abb.14: Die Abbildung zeigt das graphisch dargestellte Bnge der HPLC bei
Analyse einer Standard-Probe zur Kalibrierung denalgseanordnung. Die
Aminosauren werden aufgrund ihrer unterschiedlichanfzeiten durch die HPLC-
Séaule getrennt. Dadurch werden sie getrennt vomekbat erfasst und durch die

gemessene Amplitude ihre jeweilige Konzentratioden Probe bestimmt.
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Abb.15: Die Abbildung zeigt das graphische Ergebnis deLEI®ei Analyse einer
Versuchs-Probe.

2.5. Statistische Auswertung der Ergebnisse

Bei der statistischen Auswertung werden zunéchst diektrophysiologischen
Versuchsergebnisse vor Ischamie mit denen naclansehverglichen. Ebenso werden
die Aminosauren-Konzentrationen auf signifikanterdfelerungen wahrend Ischamie
getestet und die evozierten Potentiale auf einaifsignte Beeinflussung durch die
Methohexital-Gabe noch vor Ischamie tberprift.llearadiesen Fallen wird folglich die
Situation vor mit der nach einem definierten Eregverglichen. Es handelt sich also
um zwei verbundene Stichproben, die mit dem gepadrT est auf einen signifikanten
Unterschied getestet werden. Als Entscheidungskmte flr einen statistisch
signifikanten Unterschied wird ein p<0,05 beim gapen t-Test definiert. Der gepaarte
t-Test wird als zweiseitiger Test angewendet, vafién ist in welche Richtung die
Versuchsergebnisse durch das definierte Ereignigndert werden. Somit lasst sich
eine Aussage hinsichtlich eine signifikanten Augwrg des definierten Ereignisses auf
die erfassten Parameter treffen. Die Durchfiihruag datistischen Tests erfolgt mit
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dem Programm SigmasStat 3.0, das auch eine deskrigtatistik tber die Verteilung
der Messwerte liefert. Als nachstes wird der Edgluvon Methohexital auf die
Versuchsergebnisse wahrend und nach Ischamie imgléfem zu den
Kontrollversuchen ohne Methohexital-Gabe UberprafDafiur wird eine
Gegenuberstellung der Kontrollversuche mit den Miedxital-Versuchen
vorgenommen. Die drei verwendeten Methohexital-Kmtationen werden getrennt
voneinander betrachtet. Die Grundlage der statlsis Auswertung ist in diesem Fall
die Paarung von Kontrollversuch und Medikamentesiwen bei Hirnschnitten des
gleichen Versuchtieres. Dabei wird wie bereits obeschrieben mit den Hippocampus-
Schnitten einer Versuchsratte jeweils ein Versuadh Methohexital und einer ohne
Methohexital durchgefiihrt. Also handelt es hierkbenfalls um zwei verbundene
Stichproben, die mit dem zweiseitigen gepaarteestauf signifikante Unterschiede
untersucht werden. Ein signifikanter Unterschieddviei einem p<0,05 angenommen.
Die statistische Auswertung erfolgt auch hier matr Goftware SigmaStat 3.0. Die
statistischen Ergebnisse ermdglichen eine Ausshge dine signifikante Wirkung von
Methohexital auf die Hippocampus-Schnitte bei Isctea
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse der elektrophysiologischen Messung

Bei der elektrophysiologischen Messung werden wieAbschnitt 2 ,Material und
Methoden” bereits angeflihrt die evozierten Poténtimd das DC-Potential abgeleitet.
In den folgenden Abschnitten erfolgt eine Zusammedhmsqg der Ergebnisse der
elektrophysiologischen Messung wahrend der Versuche

3.1.1. Evozierte Potentiale
3.1.1.1. Evozierte Potentiale vor und nach Ischamie

Zur Auswertung der Auswirkungen der Ischamiesimartatauf die evozierten
Potentiale im Hippocampus-Schnitt werden die Ergeden der Kontrollversuche
herangezogen, in denen kein Methohexital appliarutde. Es sind Daten aus 35
Kontrollversuchen verwertbar, um die Veranderunden evozierten Potentiale durch
die Ischamie zu erfassen. Die Amplituden der evtemePotentiale liegen vor Beginn
der Ischamie im Bereich zwischen 4mV und 15,9mVemem Mittelwert von 7,7mV.
Die Daten weisen eine Normalverteilung auf und hadiee Standardabweichung von
3,085mV. Nach Beendigung der Ischamie und ErholdergSchnittpréparate liegt die
Amplitude der evozierten Potentiale zwischen Omd U8,65mV mit einem Mittelwert
von 2,704mV und einer Standardabweichung von 3,364uwvh statistischen Vergleich
der Daten vor Ischadmie mit denen nach Ischamie dardgepaarte t-Test angewendet.
Bei p<0,05 wird ein signifikanter Unterschied angemmen. Der gepaarte t-Test ergibt
einen Wert von p<0,001 beim Vergleich der DateraeinSomit ist ein signifikanter
Unterschied der Amplitudengro3en der evoziertere@le vor und nach Ischdmie
vorhanden. Die Amplitude der evozierten Potentialel folglich durch die Ischamie
statistisch signifikant reduziert und deutet auheeimessbare Schéadigung des

Nervengewebes der Schnittpraparate hin.
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Amplitude (in mV)

12,00

10,00 -

8,00

6,00 -

4,00

2,00 A

0,00 -

vor Ischamie nach Ischamie
(n=35) (n=35)

Abb.16: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der Amplituderiffe der evozierten

Potentiale in den Kontrollversuchen mit den entsipeaden Standardabweichungen

Wahrend der Ischamie lassen sich durch Reizungekewozierten Potentiale im
Hippocampus-Schnitt erzeugen. Dieser Verlust dezievten Potentiale in der Phase
wahrend der Simulation der Ischamie tritt in alersuchen auf. Die Recovery als
prozentuale GréRe der Amplituden nach Ischamie erh&ltnis zu denen vor Ischamie
liegt im Bereich zwischen 0% und 123,1% mit einenttéivert von 32,3%. Die
Standardabweichung betragt 36,7%.
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Recovery (in %)
100,00%

80,00%

60,00% -

40,00% ~

20,00%

0,00%

Kontrollversuche ohne
Methohexital-Gabe
(n=35)

Abb.17: Die Abbildung zeigt den Mittelwert der Quotientans der Amplitude nach
Isch&mie und der Amplitude vor Ischdmie in ProzantDieser Quotient wird auch als

Recovery bezeichnet.

3.1.1.2. Wirkung von Methohexital auf evozierte Pa@ntiale vor Ischamie

Methohexital hat eine inhibitorische Wirkung aufedsynaptische Ubertragung im
Nervensystem. Die Auswirkung von Methohexital aaé etvozierte Potential wird fur
die einzelnen Methohexital-Konzentrationen getresmmjegeben. Zur Beurteilung der
Wirkung von Methohexital wird der Quotient aus démplitude der evozierten

Potentiale nach Einwirkung von Methohexital und des Amplitude der evozierten
Potentiale vor Gabe von Methohexital in Prozenildeb

Bei 40umol/L liegen die relativen Werte zwischer®d,B% und 188,4% im Vergleich zu
den Ausgangswerten der Amplituden vor Methohexgabe; der Mittelwert betragt

141,2% mit einer Standardabweichung von 23,8%. Qepaarte t-Test ergibt ein

p<0,001 und weist einen signifikanten Unterschieid a
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Bei 90umol/L betragt der Mittelwert 124,2% mit emméBereich zwischen 89,1% und
154,2% und einer Standardabweichung von 21,8%. depaarte t-Test zeigt einen
signifikanten Unterschied mit einem p=0,006.

Bei 140umol/L Methohexital errechnet sich ein Miitert von 117,4% mit einem
Bereich von 89,2% bis 146,6% und einer Standardaibweg von 15,6%. Der gepaarte
t-Test ergibt ebenfalls einen signifikanten Untared mit einem p=0,002.

Zur richtigen Beurteilung dieser Ergebnisse ishesh notwendig, die Veranderungen
der evozierten Potentiale in der Ruhephase vorlsidramie ohne Einwirkung von
Methohexital anzugeben. Ohne die Gabe von Methtdidsommt es zu einem Anstieg
der evozierten Potentiale auf einen Mittelwert vob45,84% mit einer
Standardabweichung von 37,96%. Der gepaarte t-Zegjt einen signifikanten
Unterschied mit einem p<0,001.

Zusammenfassend féllt der unter Kontrollbedingungker die Zeit zu beobachtende
Anstieg der Amplitude der evozierten Potentiale mitnehmender Methohexital-

Konzentration also immer geringer aus (siehe Abb.18
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Amplitude (mV)
30 1

p<0,001 p<0,001 p=0,006 p=0,002
25 1

20

15 1

O vor Methohexital-Gabe
M nach Methohexital-Gabe

10 1

0 umol/L 40 umol/L 90 pumol/L 140 pmol/L
Methohexital Methohexital Methohexital Methohexital
(n=34) (n=13) (n=14) (n=15)

Abb.18: Im Diagramm werden die Amplituden der evozierteteRtiale vor und nach
Gabe von Methohexital in den Konzentrationen 40dim@&Oumol/L und 140umol/L

mit den Veranderungen wahrend der Versuche ohne GabMethohexital verglichen.

200%

180%

160%

0\
140%

120% — I

80%

0 pumol/L 40 ymol/L 80 pmol/L 120 pmol/L

100%

Quotient Amplitude nach Methohexital-Gabe/
Amplitude vor Methohexital-Gabe (in Prozent)

Methohexital-Konzentration
Abb.19: Das Diagramm zeigt die Veranderung der evoziefatentiale in der

Ruhephase vor Hirnischamie in Abhangigkeit vonMethohexital-Konzentration.
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3.1.1.3. Auswirkung von Methohexital auf evoziertePotentiale bei Ischamie-

Simulation

Zur Bewertung der Wirkung von Methohexital auf @eozierten Potentiale wahrend
Ischéamie wird die Recovery der evozierten Potemt@ine und mit Methohexital fur
jede der drei Konzentrationen jeweils getrennt dwtitet. Dabei gehen die
Versuchsergebnisse immer als Paarung eines Versioles Methohexital mit einem
Versuch unter Wirkung von Methohexital in die stasiche Auswertung ein.

Bei den Versuchsreihen mit 40 umol/L Methohexitgilet sich fur die Kontrollgruppe
ein Mittelwert von 24,4% bei einem Bereich von 0% B1,8%, wahrend in der
Medikamentengruppe der Mittelwert 33,6% betragtdieem Wertebereich von 0% bis
63,7%.

In der Versuchsreihe bei 90 pumol/L Methohexitaldotinet sich fur die Kontrollgruppe
ein Mittelwert von 28,1% mit einem Bereich von 0%s bl122,7%. In der
Methohexitalgruppe ergibt sich ein Mittelwert vo®, 2% mit einem Minimum von 0%
und einem Maximum von 47,9%.

In der dritten Versuchsreihe mit 140 pmol/L Methxited hat die Kontrollgruppe einen
Mittelwert von 41,6% und umfasst den Bereich von BB 123,1%, wahrend in der
Medikamentengruppe der Mittelwert 29,4% betragt dredl Werte von 0% bis 90,7%
reichen.

Wahrend der Mittelwert der Recovery bei Gabe vopmo6l/L Methohexital hdher liegt
als in der entsprechenden Kontrollgruppe, weiserkaintrollgruppen im Vergleich zu
Konzentrationen von 90 pmol/L und 140umol/L Methated beim Mittelwert
tendenziell eine hohere Recovery der evozierteer®iale am Ende des Versuchs auf.
Zur genauen statistischen Analyse wird der gepdafrtst angewendet. Hierbei ergibt
sich bei keiner der drei verwendeten Konzentratioa® signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Kontrollgruppe bei der statistischefnalyse. Bei allen drei

Konzentrationen von Methohexital errechnet sichdesi statistischen Tests ein p>0,05.
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Recovery (in %)
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Abb.20: Das Diagramm stellt die Gegenuberstellung dereé¥ierte der Recovery der
evozierten Potentiale mit ihren jeweiligen Standawdeichungen dar. Fiur jede
Konzentration sind Kontrollgruppe und Methohexitajgpe gepaart dargestellt. Die

Ergebnisse der statistischen Analyse sind eberaatiefihrt.

3.1.2. DC-Potential

3.1.2.1. Auswirkungen von Methohexital auf die ATN:atenz bei Ischamie-

Simulation

Die Wirkung von Methohexital auf die HippocampudiBitte wahrend der Ischamie
wird anhand der Latenzzeit bis zum Eintreten deNAJEetrachtet. Die Auswertung der
bei den Versuchen gesammelten Daten erfolgt wieldestatistischen Analyse bei den
evozierten Potentialen separat fur jede MethoheKibazentration. Weiterhin gehen

die Versuchsergebnisse gepaart, Medikamentenvermsiicentsprechender Kontrolle,

in die statistische Berechnung ein.

Bei einer Methohexital-Konzentration von 40 pumaodftgibt sich fur die Kontrolle eine

mittlere Latenzzeit von 1,89min. Die Latenzzeitegén zwischen 0,9min und 3,0min
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und haben eine Standardabweichung von 0,60minVBrabreichung von 40 pumol/L
Methohexital liegt der Mittelwert bei 1,52min undedWerte in einem Bereich von
0,7min bis 3,9min mit einer Standardabweichung @@&@omin.

Die Versuchsreihen bei 90 umol/L Methohexital zaigen ahnliches Bild. Bei den
Kontrollen errechnet sich ein Mittelwert von 2,25nfiei Latenzzeiten von 1,0min bis
3,8min und einer Standardabweichung von 0,91mie. Dittlere Latenzzeit ist in den
entsprechenden Methohexitalversuchen mit 1,60mmnger als bei den Kontrollen.
Die Werte erstrecken sich von 0,5min bis 4,2min emniter Standardabweichung von
1,02min.

Bei den Versuchen mit 140 umol/L Methohexital zesgth bei den Kontrollen eine
mittlere Latenzzeit von 2,84min bei Werten von lionbis 4,3min mit einer
Standardabweichung von 0,97min. Auch hier zeidt biei Gabe von Methohexital ein
niedrigerer Mittelwert von 1,92min. Die Latenzzeitdegen zwischen 0,8min und
5,1min bei einer Standardabweichung von 1,25min.

Zusammenfassend ergibt die alleinige BetrachturrgMidelwerte der Latenzzeiten,
dass in den Versuchen, bei denen Methohexital gegefrd, es zu einer Reduktion der
Zeit vom Beginn der Ischamie bis zur anoxischemiealnegativierung kommt. Bei
Durchfiihrung der statistischen Analyse mit dem geea t-Test ergeben sich bei 90
pmol/L und 140 pmol/L signifikante Unterschiede gefien Kontrollgruppe und
Medikamentengruppe. Bei 40 pmol/L wird kein staéidt signifikanter Unterschied
erkannt. Insgesamt zeigt sich bei Konzentratiormm 90 pmol/L und 140 pumol/L eine
signifikante Reduktion der Latenzzeiten in den Mdsxital-Gruppen, wahrend bei 40
pmol/L kein signifikanter Unterschied vorhanden ist
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Abb.21: Im Diagramm sind die Mittelwerte der Latenzzeit lmsm Auftreten der
anoxischen Terminalnegativierung nach Beginn derdsiie abgebildet. Ebenfalls sind
die jeweiligen Standardabweichungen eingezeichndt die entsprechenden p-Werte

der statistischen Tests.

3.1.2.2. Auswirkungen von Methohexital auf die Amptude der anoxischen

Terminalnegativierung bei Ischamie-Simulation

Die statistische Auswertung der Amplitudenmesswerfelgt nach demselben Prinzip
wie bei der Latenzzeit in Abschnitt 3.2.2.1. Zurgiciverden mit der deskriptiven

Statistik wesentliche Grof3en zur Beschreibung denteédung der gemessenen Werte
erfasst.

In den Versuchsgruppen bei 40 pmol/L Methohexitgi sich bei den Kontrollen ein

Mittelwert von 8,5mV. Die Amplituden liegen zwisahd,9mV und 15,2mV bei einer

Standardabweichung von 3,29mV. Im Vergleich dazeadbinet sich bei Gabe von

Methohexital eine mittlere Amplitude von 12,26mVemD\Wertebereich erstreckt sich

von 5,5mV bis 23,0mV mit einer Standardabweichuog &,21mV.
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Bei den Versuchsreihen mit 90 umol/L Methohexitat klie Kontrollgruppe einen

Mittelwert von 10,13mV. Die Werte reichen von 6,3ms 19,4mV bei einer

Standardabweichung von 4,26mV. Die Medikamentermgupeist im Mittel eine

Amplitudengréf3e von 11,18mV auf. Das Minimum libgi 4,0mV und das Maximum
bei 19,1mV mit einer Standardabweichung von 4,33mV.

In der dritten Methohexital-Gruppe mit einer Konization von 140 pmol/L hat die
Kontrollgruppe eine mittlere AmplitudengroRe von6BnV. Die Verteilung der

Amplitudengréf3en reicht von 2,6mV bis 16,5mV untldiae Standardabweichung von
4,45mV. Bei Verabreichung von Methohexital zeigthsein Mittelwert von 9,90mV.

Die Reichweite der gemessenen Werte liegt zwiseh6mV und 21,0mV mit einer

Standardabweichung von 4,69mV.

Die weitere Analyse der gemessenen Amplituden girfolit dem gepaarten t-Test
getrennt fur jede Methohexital-Konzentration. Diergébnisse der statistischen
Berechnung ergeben bei der Versuchsgruppe mit 40l/pnmMethohexital einen

signifikanten Unterschied zwischen Kontrolle und dikamentengruppe. Die
Amplitudengréf3e der anoxischen terminalen Negativig ist bei der Kontrollgruppe
signifikant geringer als bei Zugabe von Methohdxidei héheren Methohexital-
Konzentrationen zeigt sich jedoch kein signifikarEenfluss auf die AmplitudengrofRe
durch Gabe von Methohexital.
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Amplitude (mV)
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Abb.22: Das Diagramm stellt die Mittelwerte der Amplitudeser anoxischen
Terminalnegativierung dar. Weiterhin sind die Staddbweichungen und die
Ergebnisse des gepaarten t-Tests in der Abbildatigaen.

3.2. Ergebnisse der Mikrodialyse

3.2.1. Veradnderungen der Aminosaure-Konzentrationenbei Ischamie unter
Normbedingungen

Zunachst erfolgt eine genaue Betrachtung der Alswmvgen der Ischamie auf die
Konzentrationen der Aminosauren im Dialysat. Dafi@rden die Ergebnisse aus den
Kontrollversuchen zusammengefasst, bei denen diedtrationen der Aminosauren
nicht der Wirkung von Methohexital unterliegen. Babkonnen sowohl die
Veranderungen wéahrend der Ischamie als auch inmeweeitVerlauf nach Beendigung
der Ischamie ausgewertet werden. Fir die Auswertwngl aus den relativen
Konzentrationen der Proben, die zum selben Zeitponakh Ischdmiebeginn gesammelt
wurden, der Mittelwert berechnet. Aus diesen Mitten flir die jeweiligen Proben

lassen sich Verlaufskurven fir die Aminosauren teédesn.
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Abb.23: Darstellung der Verlaufskurven der Konzentratiomneom Glutamat und
Glutamin mit entsprechenden Standardabweichungen.
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Abb.24: Die Grafik zeigt den Verlauf der KonzentrationemnvAspartat, Taurin und

GABA und entspricht in der Darstellungsweise debidung 25.
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Abb.25: Die Grafik zeigt den Verlauf der KonzentrationeonvSerin, Arginin und
Alanin und entspricht in der Darstellungsweise Allebildung 25.

Die weitergehende statistische Untersuchung pdlftdie durch eine Ischamie unter
Kontrollbedingungen hervorgerufenen AnderungenAteinosaurekonzentrationen im
Dialysat Uberhaupt Signifikanz erreichen. Daflr degr zum einen die Ergebnisse in
Probe 2 mit denen in Probe 3 verglichen. Probe r2 whmittelbar vor Beginn der
Ischéamie gewonnen, wahrend Probe 3 in den ersteh Ninuten nach Start der
Ischdmie gesammelt wird. Somit entspricht das &egfer von Probe 3 in etwa dem
Zeitraum, in dem die anoxische Terminalnegativigrdarchlaufen wird. Eine genaue
Zuordnung lasst sich allerdings nicht durchfihrereil die ATN-Latenz in den
Versuchen variiert. So lasst sich eine Aussagefetrefiber die kurzfristigen
Veréanderungen der Konzentrationen im Hirnschnitigesv wahrend ischamischer
Verhaltnisse. Als nachstes wird Probe 2 mit ProBevéarglichen. Probe 12 wird im
Zeitraum von 45 Minuten bis 50 Minuten nach Isctglmeginn gewonnen und enthéalt
das am Versuchsende gesammelte Dialysat. Beidéhsenen Vergleiche werden
mit dem gepaarten t-Test statistisch untersuchtwaiteren Beschreibung des Verlaufs
der Aminoséaure-Konzentrationen werden die Probedrdarimaximalen und minimalen

relativen mittleren Konzentration nach Ischamiebegibestimmt. Die erhobenen
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Versuchsdaten dieser Proben werden ebenfalls nmit Elgebnissen der Probe 2
verglichen. Zusatzlich wird eine Gegenuberstelldeg Daten der Probe mit maximaler
mittlerer Konzentration mit der Probe mit minimalenittlerer Konzentration

durchgefuhrt. Im Folgenden werden die Ergebnissedié einzelnen Aminosauren

aufgefuhrt.
Glutamat
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test p=0,294
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p=0,159
Maximum Probe 12 Minimum  Probe 6

Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p=0,159

Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p<0,001

Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,001

Bei Glutamat ergibt sich weder direkt nach Begienldchamie noch am Versuchsende
ein statistisch signifikanter Unterschied im Bezug praischamischen Situation. Dabei
wird die maximale mittlere Konzentration am Schidss Versuchs (Probe 12) erreicht
und das Minimum 15-20 Minuten nach Ischamiebegirolje 6). Die Probe mit der
minimalen mittleren Konzentration weist sowohl inergleich mit der praischamischen
Situation als auch mit der Probe mit maximaler leriér Konzentration einen statistisch

signifikanten Unterschied auf.

Glutamin
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test  p<0,001
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p=0,012
Maximum Probe 3 Minimum  Probe 6
Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p<0,001
Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p<0,001
Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test p<0,001

Die statistische Auswertung des Verlaufs der Kotagion von Glutamin ergibt
sowohl unmittelbar nach Einsetzen der Ischamieaalsh am Versuchsende einen

signifikanten Unterschied beim statistischen Vaojlemit den praischamischen
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Werten. Das Maximum wird in den ersten funf Minut@robe 3) nach Beginn der
Ischamie erreicht. Das Minimum ist 15-20 Minutemofe 6) nach Start der Ischamie
zu finden. Beim Vergleich der Probe mit der miniamamittleren Konzentration sowonhl
mit dem praischamischen Ausgangswert als auch eniPdobe mit maximaler mittlerer

Konzentration errechnet sich ein signifikanter Wsthied beim gepaarten t-Test.

Aspartat
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test p=0,281
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p=0,338
Maximum Probe 12 Minimum  Probe 9
Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p=0,338
Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,995
Probe Maximum — Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,358

Der Verlauf der Aspartat-Konzentration weist wedaekt nach Beginn der Ischamie
noch zum Ende des Versuchs einen signifikantenrsetieed zu den praischamischen
Konzentrationen auf. Die maximale mittlere Konzatitn liegt 45-50 Minuten nach
Start der Ischamie (Probe 12) am VersuchsendeDas.Minimum ist 30-35 Minuten
nach Ischamiebeginn (Probe 9) erreicht. Die sistis¢ Analyse zeigt keine
signifikanten Unterschiede bei den weiteren gepaart-Tests. Auch zwischen
maximaler mittlerer Konzentration und minimaler theite Konzentration ergibt sich

kein statistisch signifikanter Unterschied.

Taurin
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test  p<0,001
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p=0,111
Maximum Probe 4 Minimum  Probe 12
Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p<0,001
Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,111
Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test p<0,001

Die Konzentration von Taurin verandert sich unriidée nach Ischamiebeginn in

statistisch signifikantem Ausmal3. Jedoch ist di@#émtration am Ende des Versuchs
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im Vergleich zu der praischamischen Konzentratiahtnmehr signifikant verandert.
Die maximale mittlere Konzentration wird 5-10 Mieatnach Start der Ischamie (Probe
4) erreicht und die minimale mittlere Konzentratiés-50 Minuten nach Beginn der
Ischamie (Probe 12). Beim Vergleich der Probe nakimaler mittlerer Konzentration
sowohl mit der praischamischen Probe als auch erittdobe mit minimaler mittlerer

Konzentration lassen sich signifikante Unterschiedéstellen.

GABA
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test p=0,055
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p<0,001
Maximum Probe 3 Minimum  Probe 11
Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p=0,055
Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,003
Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,040

Die Konzentration von GABA verdndert sich unmitellmach Beginn der Ischamie
nicht signifikant, jedoch ergibt sich zum Schluses dVersuchs eine signifikante
Veréanderung im Bezug auf die praischamischen Verisgke. In den ersten funf
Minuten nach Ischamiebeginn (Probe 3) steigt dieB@&AConzentration auf den
maximalen mittleren Wert. Sie fallt im Zeitraum vod0-45 Minuten nach
Ischamiebeginn (Probe 11) auf ihr Minimum. Der Meigch der Probe mit der
minimalen mittleren Konzentration mit den préaiscigochen Werten ergibt eine
signifikante Veranderung im Konzentrationsverlafeiterhin zeigt sich ein statistisch

signifikanter Unterschied zwischen Minimum und Maxim.

Serin
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test  p<0,001
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p<0,001
Maximum Probe 3 Minimum Probe 10
Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p<0,001
Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p<0,001
Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test p<0,001
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Die Aminosaure Serin zeigt sowohl unmittelbar n&thrt der Ischamie als auch am
Ende des Versuchs eine signifikante VeranderungKagizentration im Dialysat im
Bezug auf die préaischdmische Ausgangslage. Die mra&i Konzentration findet sich
in den ersten funf Minuten nach Start der Ischirebe 3). Das Minimum wird 35-40
Minuten nach Ischamiebeginn (Probe 10) erreichtw@b die maximale mittlere
Konzentration als auch die minimale mittlere Kortzation unterscheiden sich
signifikant von den Ausgangswerten vor IschamieriibDar hinaus errechnet sich auch

bei der Gegeniberstellung von Maximum und Minimumsggnifikanter Unterschied.

Arginin
Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test p=0,071
Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test p=0,058
Maximum Probe 5 Minimum Probe 12
Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test p=0,012
Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,058
Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test p=0,002

Bei der Aminosaure Arginin lasst sich weder unnbte nach Start der Ischamie noch
am Versuchsende ein statistisch signifikanter $eoteged in Bezug auf den
praischamischen Ausgangswert nachweisen. Die méximitlere Konzentration wird
10-15 Minuten nach Ischamiebeginn (Probe 5) undrdremale mittlere Konzentration
45-50 Minuten nach Ischamiebeginn (Probe 12) geemesBei der Probe 5 mit
maximaler mittlerer Konzentration zeigt sich im ¥Yklich zu der praischamischen
Konzentration ein signifikanter Unterschied. Auahrb statistischen Test der Probe mit
maximaler mittlerer Konzentration mit der Probe minimaler mittlerer Konzentration

erhalt man eine statistisch signifikante Differenz.
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Alanin

Probe 2 - Probe 3 gepaarter t-Test p<0,001

Probe 2 - Probe 12 gepaarter t-Test P<0,001
Maximum Probe 4 Minimum  Probe 12

Probe 2 - Probe Maximum gepaarter t-Test P<0,001

Probe 2 - Probe Minimum gepaarter t-Test P<0,001

Probe Maximum - Probe Minimum gepaarter t-Test P<0,001

Die Konzentration von Alanin weist direkt nach Bagider Ischamie eine statistisch
signifikante Veranderung auf. Auch zum Schluss \eisuchs lasst sich in Bezug auf
die praischamische Konzentration eine signifikddiféerenz feststellen. Das Maximum
wird 5-10 Minuten nach Start der Ischamie (Probert) das Minimum 45-50 Minuten

nach Ischdmiebeginn (Probe 12) erreicht. Die Praobé maximaler mittlerer

Konzentration weist im Vergleich sowohl mit denipchidmischen Werten als auch mit
der Probe mit minimaler mittlerer KonzentrationexinUnterschied auf, der statistisch

signifikant ist.

3.2.1.1. Zusammenfassung der Veranderungen der Anvsaure-Konzentrationen

bei Ischamie

Bei Glutamin, Taurin, Serin und Alanin kommt es uttetbar nach Beginn der
Ischamie zu einer signifikanten Veranderung der @gmanen Konzentration. Wahrend
Taurin, Serin und Alanin einen signifikanten Angtaer Konzentration aufweisen, lasst
sich bei Glutamin ein signifikanter Abfall erkenneBlutamat, Aspartat, GABA und
Arginin zeigen direkt nach Start der Ischamie kestagistisch signifikante Veranderung
der Konzentration. Das Maximum der mittleren Kortzation wird bei allen
Aminosauren bis auf Glutamat und Aspartat in denitirdervall vom Start der
Ischamie bis 15 Minuten nach Ischamiebeginn erteibabei zeigt sich bei Taurin,
Serin, Arginin und Alanin ein signifikanter Anstieg der Probe mit maximaler
mittlerer Konzentration in Bezug zu den Ausgangssreror Ischamie. Bei Glutamat
und Aspartat kommt es nach einem zwischenzeitlidéigmmum zu einem Anstieg der

Konzentration zum Schluss des Versuchs. Das Maximuohbei diesen Aminosauren
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in der letzten gesammelten Probe gemessen, jedowh @ne signifikante Differenz in
Bezug auf die praischamischen Werte zu ergeben.Kbiezentration von Glutamin
bleibt nach dem signifikanten Absinken unmittellverch Beginn der Ischamie im
weiteren Verlauf konstant unter der praischamiscKemzentration. Am Ende des
Versuches unterscheiden sich Glutamin, Taurin, GABArin, Arginin und Alanin
statistisch signifikant von den Ausgangswertenlgohéamie.

Zusammenfassend haben Glutamat und Aspartat elmdictéien Verlauf ihrer mittleren
Konzentrationen. Nach Beginn der Ischamie kommzeseinem Anstieg der nicht
signifikant ist, und dem nach Beendigung der Isakd&m Absinken der Konzentration
folgt. Nach Erreichen der minimalen mittleren Konization steigt die Konzentration
bei beiden Aminoséauren bis zum Ende des VersudhfialMaximum, das ebenfalls in
Bezug auf die praischamischen Konzentrationen kgigeifikanz aufweist. Somit kann
kein signifikanter Einfluss der Ischdmie auf Glutnund Aspartat nachgewiesen
werden. Bei Glutamin fuhrt die Ischamie zu einerdiaion der Freisetzung. Die
Konzentrationen bleiben dann im weiteren Verlaufeurder Ausgangskonzentration.
Die weiteren Aminosauren Taurin, GABA, Serin, Aliginind Alanin haben prinzipiell
einen ahnlichen Verlauf. Ihre Konzentrationen srigwéhrend bzw. kurz nach
Isch&mie auf ihren maximalen Wert und sinken damnéielder auf ihnr Ausgangsniveau.
Dabei fallen die Konzentrationen zum Ende des \Wdres sogar unter die
Ausgangswerte vor Ischamie. Bei diesen Aminosaergeben sich bei den meisten
Proben signifikante Differenzen im Vergleich zu dadischamischen Verhaltnissen.
Somit kann von einem signifikanten Einfluss derhtsnie auf die Konzentrationen

einiger Aminosauren im Dialysat ausgegangen werden.
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3.2.2. Wirkung von Methohexital auf die gemesseneminosauren-Konzentration

wahrend und nach Ischamie

Den Hippocampus-Schnitten wird Methohexital in drainterschiedlichen
Konzentrationen zugesetzt. In den Abbildungen 28dilder Verlauf der mittleren
relativen Konzentration der Methohexitalgruppe wed gepaarten Kontrollgruppe fur
alle erfassten Aminosduren jeweils in den drei ‘wemeten Konzentrationen

dargestellt.
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Abb.26: 40 umol/L Methohexital, Glutamat

relative Konzentration (in %)

140,00%
120,00%
n
e el
100,00% 1 &7 #Tfﬁ
80,00% ~
—=—ohne
60,00% - Methohexital
90 pmol/L
40,00% A Methohexital
<@ammmm Beginn Ischamie
20,00% |
0,00% L ‘ Zeitpunkt in Relation
-10 5 0 5 10 1520 2530 35 40 45 50zum Ischamiebeginn
(in Min.)

Abb.27: 90 umol/L Methohexital, Glutamat
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Abb.28: 140 umol/L Methohexital, Glutamat
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Abb.29: 40 umol/L Methohexital, Glutamin

relative Konzentration (in %)

140,00%

120,00%

100,00% 7

80,00% -

60,00% 1

D |

TN
l

40,00%

<@ Beginn Ischamie

20,00%

0,00%

-&—ohne
Methohexital
90 pmol/L
Methohexital

Zeitpunkt in Relation

-10 5 0 5 lO 15 20 25 30 35 40 45 5@um Ischamiebeginn

(in Min.)

Abb.30: 90 umol/L Methohexital, Glutamin
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Abb.31: 140 umol/L Methohexital, Glutamin
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Abb.32: 40 umol/L Methohexital, Aspartat
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Abb.33: 90 pumol/L Methohexital, Aspartat
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Abb.34: 140 umol/L Methohexital, Aspartat
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Abb.35: 40 umol/L Methohexital, GABA
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Abb.36: 90 umol/L Methohexital, GABA
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Abb.37: 140 umol/L Methohexital, GABA
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Abb.38: 40 umol/L Methohexital, Taurin
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Abb.39: 90 umol/L Methohexital, Taurin
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Abb.40: 140 umol/L Methohexital, Taurin
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Abb.41: 40 umol/L Methohexital, Serin
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Abb.43: 140 umol/L Methohexital, Serin
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Abb.44: 40 umol/L Methohexital, Arginin
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Abb.45: 90 umol/L Methohexital, Arginin

81



relative Konzentration (in %)

200,00%

180,00%1

160,00%

140,00%
120,00%
100,00%1

80,00%

(e

60,00%

40,00% -
20,00% 1

<@ Beginn Ischamie

0,00%

—=—ohne
Methohexital
140 pmol/L
Methohexital

Zeitpunkt in Relation

-10 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 5@um Ischamiebeginn

(in Min.)

Abb.46: 140 pmol/L Methohexital, Arginin
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Abb.47: 40 umol/L Methohexital, Alanin
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Abb.48: 90 umol/L Methohexital, Alanin
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Abb.49: 140 umol/L Methohexital, Alanin
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Fur jeden Probenzeitraum werden die gemesseneneKtazionen bei Gabe von
Methohexital mit denen in der Kontrollgruppe vecgken. Die ersten beiden Proben, die
vor Ischamiebeginn gesammelt wurden, werden insthgistische Auswertung nicht
einbezogen, weil sie als Referenzwert fur die Basting der relativen
Konzentrationen dienen. Folglich wird fur jede deehn Proben, die nach
Ischamiebeginn gesammelt wurden, eine Uberprifufgiaen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Medikamegtappe durchgefthrt. Dadurch
kann die Wirkung der Gabe von Methohexital auf id@zentrationen der jeweiligen
Aminosauren zu den verschiedenen Zeitpunkten wdhiees Versuches bewertet
werden. Die statistischen Tests werden fur jedendsiaure und weiterhin flr jede der
drei Methohexital-Konzentrationen getrennt durckibef Die Darstellung der
Ergebnisse erfolgt zur besseren Ubersicht in tabsther Form. Bei einem

Testergebnis von p<0,05 wird ein statistisch sigaifter Unterschied angenommen.
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Glutamat

40 pmol/L Methohexital 90 umol/L Methohexital 140 pmol/L Methohexital
Zeit nach Ischamie (n=11) (n=10) (n=10)
0-5 min (Probe 3) 0,019 0,767 0,953
5-10 min (Probe 4) 0,136 0,360 0,425
10-15 min (Probe 5) 0,184 0,522 0,333
15-20 min (Probe 6) 0,215 0,306 0,505
20-25 min (Probe 7) 0,915 0,505 0,526
25-30 min (Probe 8) 0,232 0,225 0,646
30-35 min (Probe 9) 0,099 0,516 0,974
35-40 min (Probe 10) 0,643 0,447 0,944
40-45 min (Probe 11) 0,850 0,236 0,353
45-50 min (Probe 12) 0,851 0,830 0,590

Abb.50: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von
Methohexital wahrend und nach Ischamie auf die leatration von Glutamat wieder.

Glutamin

40 pmol/L Methohexital 90 umol/L Methohexital 140 pmol/L Methohexital
Zeit nach Ischamie (n=10) (n=10) (n=10)
0-5 min (Probe 3) 0,086 0,679 0,041
5-10 min (Probe 4) 0,222 0,904 0,048
10-15 min (Probe 5) 0,607 0,794 0,168
15-20 min (Probe 6) 0,548 0,375 0,398
20-25 min (Probe 7) 0,875 0,485 0,788
25-30 min (Probe 8) 0,342 0,304 0,244
30-35 min (Probe 9) 0,478 0,498 0,270
35-40 min (Probe 10) 0,413 0,375 0,352
40-45 min (Probe 11) 0,045 0,377 0,061
45-50 min (Probe 12) 0,027 0,889 0,168

Abb.51: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischeswertung der Wirkung von

Methohexital wahrend und nach Ischamie auf die I€atration von Glutamin wieder.
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Aspartat

40 pmol/L Methohexital 90 umol/L Methohexital 140 pmol/L Methohexital

Zeit nach Ischamie (n=6) (n=5) (n=5)

0-5 min (Probe 3) 0,041 0,678 0,153

5-10 min (Probe 4) 0,222 0,577 0,932
10-15 min (Probe 5) 0,016 0,563 0,424
15-20 min (Probe 6) 0,311 0,682 0,537
20-25 min (Probe 7) 0,005 0,617 0,019
25-30 min (Probe 8) 0,029 0,305 0,273
30-35 min (Probe 9) 0,086 0,671 0,365
35-40 min (Probe 10) 0,505 0,494 0,220
40-45 min (Probe 11) 0,412 0,715 0,860
45-50 min (Probe 12) 0,505 0,524 0,837

Abb.52: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von
Methohexital wahrend und nach Ischamie auf die ksatration von Aspartat wieder.

GABA

40 pmol/L Methohexital 90 pumol/L Methohexital 140 pmol/L Methohexital

Zeit nach Ischamie (n=3) (n=5) (n=5)

0-5 min (Probe 3) 0,478 0,942 0,405

5-10 min (Probe 4) 0,611 0,146 0,393
10-15 min (Probe 5) 0,653 0,211 0,127
15-20 min (Probe 6) 0,663 0,730 0,314
20-25 min (Probe 7) 0,619 0,282 0,741
25-30 min (Probe 8) 0,094 0,260 0,639
30-35 min (Probe 9) 0,043 0,719 0,074
35-40 min (Probe 10) 0,262 0,582 0,688
40-45 min (Probe 11) 0,748 0,983 0,267
45-50 min (Probe 12) 0,052 0,498 0,319

Abb.53: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von

Methohexital wahrend und nach Ischamie auf die I€atration von GABA wieder.
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Taurin

40 pmol/L Methohexital 90 umol/L Methohexital 140 pmol/L Methohexital

Zeit nach Ischamie (n=11) (n=10) (n=10)

0-5 min (Probe 3) 0,228 0,722 0,305

5-10 min (Probe 4) 0,223 0,656 0,828
10-15 min (Probe 5) 0,122 0,948 0,186
15-20 min (Probe 6) 0,032 0,339 0,120
20-25 min (Probe 7) 0,021 0,289 0,126
25-30 min (Probe 8) <0,001 0,399 0,123
30-35 min (Probe 9) 0,002 0,476 0,064
35-40 min (Probe 10) 0,022 0,616 0,090
40-45 min (Probe 11) 0,136 0,767 0,208
45-50 min (Probe 12) 0,565 0,513 0,200

Abb.54: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von
Methohexital wahrend und nach Isch&mie auf die kabation von Taurin wieder.

Serin

40 pmol/L Methohexital 90 pmol/L Methohexital 140 pmol/L Methohexital

Zeit nach Ischamie (n=11) (n=10) (n=10)

0-5 min (Probe 3) 0,312 0,408 0,280
5-10 min (Probe 4) 0,740 0,520 0,909
10-15 min (Probe 5) 0,997 0,495 0,679
15-20 min (Probe 6) 0,794 0,849 0,410
20-25 min (Probe 7) 0,902 0,887 0,247
25-30 min (Probe 8) 0,514 0,663 0,704
30-35 min (Probe 9) 0,208 0,705 0,701
35-40 min (Probe 10) 0,395 0,406 0,463
40-45 min (Probe 11) 0,241 0,506 0,795
45-50 min (Probe 12) 0,354 0,881 0,911

Abb.55: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von

Methohexital wahrend und nach Ischamie auf die I€abation von Serin wieder.
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Arginin

40 umol/L Methohexital 90 umol/L Methohexital 140 umol/L Methohexital

Zeit nach Ischamie (n=10) (n=10) (n=10)

0-5 min (Probe 3) 0,367 0,262 0,841

5-10 min (Probe 4) 0,785 0,846 0,502
10-15 min (Probe 5) 0,596 0,706 0,038
15-20 min (Probe 6) 0,877 0,825 0,379
20-25 min (Probe 7) 0,133 0,411 0,264
25-30 min (Probe 8) 0,682 0,207 0,090
30-35 min (Probe 9) 0,650 0,234 0,182
35-40 min (Probe 10) 0,461 0,690 0,812
40-45 min (Probe 11) 0,693 0,770 0,139
45-50 min (Probe 12) 0,560 0,663 0,304

Abb.56: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von
Methohexital wahrend und nach Ischdmie auf die katration von Arginin wieder.

Alanin

40 pmol/L Methohexital 90 pmol/L Methohexital 140 umol/L Methohexital

Zeit nach Ischamie (n=12) (n=10) (n=9)

0-5 min (Probe 3) 0,560 0,601 0,444

5-10 min (Probe 4) 0,369 0,267 0,999
10-15 min (Probe 5) 0,486 0,777 0,714
15-20 min (Probe 6) 0,109 0,982 0,545
20-25 min (Probe 7) 0,331 0,744 0,571
25-30 min (Probe 8) 0,192 0,544 0,662
30-35 min (Probe 9) 0,554 0,511 0,341
35-40 min (Probe 10) 0,164 0,406 0,169
40-45 min (Probe 11) 0,006 0,361 0,464
45-50 min (Probe 12) 0,055 0,720 0,441

Abb.57: Die Tabelle gibt die Ergebnisse der statistischaswertung der Wirkung von

Methohexital wahrend und nach Ischamie auf die I€atration von Alanin wieder.
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3.2.2.1. Zusammenfassung der Auswirkungen von Methexital auf die

Aminosaure-Konzentrationen bei Ischamie

Bei der Auswertung der Ergebnisse der statistisohealyse zeigt keine der mittels
Mikrodialyse erfassten Aminosauren Uber den gesamfersuchszeitraum nach
Ischamiebeginn eine signifikante Auswirkung von Muetexital auf die Konzentration

im gesammelten Dialysat. Bei keiner der untersuchfeminosaure zeigt sich

durchgehend bei allen drei Methohexital-Konzentragn im selben Zeitraum ein
signifikanter Einfluss durch die Methohexital-Galies ergeben sich lediglich in
einzelnen Proben signifikante Differenzen zwischétethohexitalgruppe und

Kontrollgruppe. Lediglich Aspartat und Taurin weigeweils bei Gabe von 40 pmol/L
Methohexital in mehr als 2 Proben im Versuchsvérignifikante Unterschiede zur
Kontrollgruppe auf.

Bei Aspartat und GABA ist die Zahl der Versuchsérgsse, die in die statistische
Analyse eingehen, begrenzt. Dieses ist durch ifedrige Konzentration im Dialysat

begriindet. Die Folge ist, dass durch Abzug der gsaren Verunreinigungen in der
Dialyseflussigkeit die Konzentrationen teilweisegative Werte erhalten. Somit lasst
sich nur etwa die Halfte der Versuche fur die Ausueg von GABA und Aspartat

hinzuziehen. Die Folge ist eine eingeschrankte Agekraft der ermittelten Ergebnisse

bei diesen beiden Aminosauren.
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4 Diskussion

4.1. Diskussion der Methodik

Zunachst sollen die eingesetzten Methoden kritibettrachtet und ihre Grenzen
aufgezeigt werden. Als erstes wird das Ischamie-@athter die Lupe genommen und
die Grinde fur die Auswahl des in vitro-Modellséertert. Danach werden der Einsatz
der Mikrodialyse und die Beschréankungen dieser ®ghdiskutiert. Als letzter Punkt
werden die Probleme der statistischen Auswerturigezeigt, bevor die Diskussion

sich den Ergebnissen der Untersuchung zuwendet.

4.1.1. In vitro-Schnittmodell des Hippocampus

Obwohl viele Studien zum Thema der Neuroprotektam Tiermodellen in vivo
durchgefuhrt werden, haben wir uns fir das in ¥ilmdell mit Hippocampusschnitten
entschieden. Die Hippocampusschnitte sind aufgrired Struktur fir die Praparation
gut geeignet und elektrophysiologischen Messungerzgganglict’®*3> Obwohl sich
der Metabolismus der Hippocampusschnitte von denrh3lmissen in vivo
unterscheidet, zeigen sich dennoch bei beiden eietglare Auswirkungen auf
ischamische Bedingungen®. Dabei erlauben die in vitro-Untersuchungen die
Versuchsdurchfihrung unter standardisierten undievielbaren Bedingungen. Somit
ist es moglich, bekannte Einflussgréf3en zu defememd dann zu kontrollieren, so dass
ihr Einfluss auf die Messergebnisse konstant’istinsbesondere entfallt durch die
Arbeit an den Schnittpraparaten das vaskulare Bysibs Einflussfaktor auf den
Metabolismus. In vivo kommt es durch die Ischdmie Yeranderungen des
GefaRsystems®, die Einfluss auf den Hirnmetabolismus haben. Ebknist zu
beriicksichtigen, dass die potentiell neuroprotektiBubstanzen, die untersucht werden
sollen, auch Wirkungen auf die Gefal3e ausiben.eDigskungen auf das vaskulare
System sind bei den Barbituraten gegeben. Sie tiiduesiner Vasokonstriktion und zu
Verdanderungen der Blut-Hirn-Schranke. Da diese wiask Komponente der

é6,34,36,148
)

neuroprotektiven Wirkung der Barbiturate bereitseusucht wurd soll sie
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durch die Verwendung der Hirnschnitte ausgeblend@etien. Dadurch kann isoliert die
Auswirkung von Methohexital auf den Metabolismusr déervenzellen und den
extrazellularen Raum wahrend Ischdmie untersuchitleme Weiterhin ist durch die
Verwendung von Hippocampusschnitten die Moglichlgggeben, das Hirngewebe
derselben Ratte sowohl fir einen Versuch mit Megidhl als auch fur einen
entsprechenden Kontrollversuch zu verwenden. Ddiebe Versuchspaarung lasst sich
der Einfluss reduzieren, den die interindividuelleimterschiede der verwendeten
Versuchstiere auf die Ergebnisse haben. Wahrend ibevivo Versuchen ein
Versuchstier entweder der Kontroll- oder der Medikatengruppe zugeordnet wird,
konnen wir also bei in vitro-Modellen am Gewebe sédlsen Versuchstieres sowohl
Kontroll- wie auch Medikamentenversuch durchfuhmariber hinaus ist damit auch
ein 6konomischerer Umgang mit den Versuchstiergelgen.

Es ist aber zu bertcksichtigen, dass das in vitooldll eine starke Vereinfachung
darstellt. Durch Elimination von Einflussgréf3en,eweben das Gefal3system bei den
Hirnschnitten, werden pathophysiologische Vorgamde, in vivo Bedeutung haben,
ausgeblendet. Weiterhin werden die Auswirkungen ldiesddems durch das Fehlen
des knochernen Schédels reduziert und die Akkuimulaton Stoffwechselprodukten
wird durch den kontinuierlichen Fluss des kins#itiiquors verhindert. Die Folge ist,
dass sich die Ergebnisse aus in vitro-Versucheht micekt auf die Situation in vivo
und dariiber hinaus auf die Wirkung beim Menscheatidgen lasseff. Zusatzlich ist
der Zeitrahmen der Untersuchung in vitro geringeveil die Vitalitat der
Schnittpraparate begrenzt ist, wodurch keine Laihymranderungen nach Ischamie
erfasst werden kdonnen. Es wurde gezeigt, dasseinelm ischamischen Ereignis es in
vivo mehrere Wochen dauerte bis sich neurologisuth histologisch ein endgiltiger
Status ergab®™.

Ein weiterer Kritikpunkt ist, dass bei in vitro-Eepmenten Parameter als Zielgrél3en
erfasst werden, die keine Aussage uber die klieisdrfolgskriterien liefern. Dies trifft
aber auch auf die meisten bisherigen Experimenteimvivo-Tiermodellen zu*®:
Damit eine Aussage Uber die neuroprotektive Wirksatmeiner Substanz getroffen
werden kann, werden Ergebnisse beziglich der Mo#ébidnd Mortalitdt bendtigt.
Dazu sind in vivo-Untersuchungen notwendig, weil rsgurologische Defizite der

Versuchstiere und die Mortalitat durch die Ischamréasst werden kdnnen. Da die

90



vorliegende Untersuchung aber primar den Einflussn vMethohexital auf
elektrophysiologische MessgrofRen und die Aminos&ueesetzung wahrend und kurz
nach Ischamie nachweisen will, ist hier das inovitodell gewéhlt worden. Damit soll
das Wissen uber die moglichen Wirkmechanismen daerdprotektion der Barbiturate
erweitert werden. Die Untersuchung hat nicht denspkach eine Verbesserung
hinsichtlich Morbiditat und Mortalitat bei Ischamaeirch Methohexital zu erfassen. Es
sollen zunachst grundlegende Mechanismen einerich&gl neuroprotektiven Wirkung
von Methohexital Gberpruft werden und die Ergelmiats Grundlage fur eventuelle

weitere Experimente dienen.

4.1.2. Mikrodialyse zur Erfassung der extrazellulaen Aminosauren

Die Konzentrationen der Aminosauren werden bei Egoerimenten mit Mikrodialyse
und darauf folgender Analyse durch HPLC bestimmie Mikrodialyse ist darauf
ausgelegt, die Aminosauren zu erfassen, die sigxinazellularen Raum befinden. Der
extrazellulare Raum lasst sich im neuronalen Gewebéder in ein synaptisches
Kompartiment und ein extrasynaptisches Kompartimenterteilen. Das synaptische
Kompartiment entspricht dem synaptischen Spalt, den die Neurotransmitter
freigesetzt werden. Die Mikrodialyse-Sonde erfagsioch das extrasynaptische
Kompartiment und kann nur indirekt Veranderungersymaptischen Spalt messen. Bei
den Aminoséuren, die auch eine Funktion als Neamstnitter ibernehmen, stellt sich
die Frage, in welchem Ausmal} die Freisetzung irsgiaaptische Kompartiment erfasst
werden kann. Die Freisetzung von Neurotransmifteden synaptischen Spalt ist dabei
nur messbar, wenn es zu einem Ubertritt in dasisyaptische Kompartiment kommt.
Die unter physiologischen Bedingungen gemessen@azddrationen der Aminosauren
im extrasynaptischen Kompartiment sind nachweisgjobi3tenteils nicht synaptischen
Ursprungs. Folglich findet unter physiologischerdiBgungen kein messbarer Ubertritt
von Aminosauren, die als Neurotransmitter freiggseerden, aus dem synaptischen
Spalt statt. Die Ursache liegt in der schnellen d8raufnahme aus dem synaptischen
Spalt und einer eingeschrankten Diffusion in dasasynaptische Kompartiment. Erst
die Freisetzung groRer Mengen an Neurotransmitteigt sich durch Ubertritt in das
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extrasynaptische Kompartiment in den Ergebnissemileodialyse®. Eine Erhthung
der Aminosaure-Konzentrationen im Dialysat bedeabsr nicht, dass eine vermehrte
Freisetzung als Neurotransmitter an der prasyrapmis Membran vorliegt. Es ist an
weitere Mechanismen zu denken, die zu Veranderudgeminosaure-Konzentration
im extrazellularen Raum fiihren kdnnen. Zum eined siie Aminosauren Bestandteile
des Stoffwechsels zwischen Nervenzellen und Glezelwie z.B. im Glutamat-
Glutamin-Zyklus (Abschnitt 1.3.3.), und Bausteiner dProteinsynthese. Zum anderen
kann in bestimmten Situationen eine Blockade odeké&hrung der Transportfunktion
der Tragerproteine, die die Wiederaufnahme der As#nren vermitteln, die
extrazellularen Konzentrationen beeinflussen. Wiite sind Volumen-abhangige
Kanéale bekannt, die auch zum Ausstrom von Aminasé@ur den extrazellularen Raum
beitragen (Abschnitt 1.2.3.3.). Wahrend einer Istkedkénnen alle diese Systeme
beeintrachtigt werden und somit Auswirkungen aefatrazellulare Konzentration der
Aminosauren haben. Mit der Mikrodialyse ist es aheht moglich zu erkennen,
welchen Ursprung die extrazellularen Aminosaurebeha Deshalb kann bei einer
Erh6éhung der Aminoséure-Neurotransmitter Glutamgpartat und GABA im Dialysat
nicht automatisch von einer vermehrten exozytotéadhreisetzung in den synaptischen
Spalt wahrend Ischamie ausgegangen werdenZur Erfassung des Ursprungs der
extrazellularen Aminosauren musste das Versuchdimouwmlifiziert werden, indem
gegebenenfalls die unterschiedlichen Wege, Uber diee Aminosduren in den
extrazellularen Raum gelangen, blockiert werden.li&®en sich die Mechanismen
eingrenzen, Uber die die Aminosauren in untersdicleeh Situationen in den
extrazellularen Raum gelangen. Fur die UntersucldesyEinflusses des Barbiturates
Methohexital auf die extrazellularen Aminosdure-Kemtrationen ist das vorhandene
Modell aber zunachst ausreichend, weil damit Ves&mben des extrazellularen
Milieus wéhrend einer Ischamie erfasst und deshalbsagen Uber grundsatzliche
Auswirkungen von Methohexital auf diesen extradaten Raum getroffen werden
konnen.

Ein weiterer Punkt, der bei Verwendung der Mikréygba zur Untersuchung des
extrazellularen Milieus beachtet werden sollte, dsg Schadigung des Hirngewebes
durch das Einfihren der Mikrodialyse-Sonde. Es kengezeigt werden, dass die
Mikrodialyse-Sonde zu einer Traumatisierung des elmegden Gewebes fuhrt. Es
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resultiert ein Odem mit neuronaler Degeneration isoaxonaler Degeneration. Die
weiterhin beschriebene inflammatorische Reaktiont mlialer Fibrosierung im
umgebenden Gewebe sollte bei unserem in vitro-Modat insgesamt kurzer
Versuchsdauer (die Mikrodialyse-Sonde befindet smbniger als 2 Stunden im
Hirnschnitt) keine Rolle spieleff. Auch die Position der Mikrodialyse-Sonde kann
Einfluss auf die Ergebnisse haben, da sich flurdbhat eine lokal variable Freisetzung
in den extrazelluldren Raum nachweisen fi#RDie Mikrodialyse-Sonde wird bei den
Versuchen dicht bei den Elektroden positioniert, dim elektrophysiologischen und
biochemischen Messungen in der gleichen Hippocaregis durchzufuhren.
Aufgrund von anatomischen Unterschieden zwischen Hienschnitten und variablen
Elektrodenpositionen lassen sich dabei Differenben der Lage der Mikrodialyse-
Sonde jedoch nicht vermeiden. Damit dieser Einfaugsdie Messergebnisse moglichst
gering gehalten wird, erfolgt eine Normierung deredéwerte der Aminosaure-
Konzentrationen. Diese werden in Relation zu démsphamischen Werten gesetzt und
somit die relativen Veranderungen bei den Aminasd{onzentrationen erfasst,
wodurch dem Einfluss der Sondenposition auf dieolaibsn Messwerte entgegen

gewirkt wird.

4.1.3. Statistische Auswertung

Bei der Versuchsplanung ergab sich das Problens, idag¢oruntersuchungen deutliche
interindividuelle Unterschiede bei den Praparatertenschiedlicher Versuchstiere
gefunden wurden. Dieses konnte zum einen durch rebiteede bei der

Ischamietoleranz der Versuchstiere verursacht séim anderen ist aber auch an
aulBere Faktoren, wie die Praparation der Hirnsighnidas Einbringen der
Messvorrichtungen in die Schnitte und klimatischetddschiede, zu denken. Obwohl
diese aul3eren Faktoren durch standardisierte iesducchfihrung minimiert werden,
ist es nicht moglich, sie ganzlich zu eliminiereDbamit die interindividuellen

Differenzen bei der Ischamietoleranz nicht in dierduchsergebnisse einflie3en,
wurden die Versuche so geplant, dass die Hippocastchaitte derselben Ratte sowohl

fur den Kontrollversuch als auch fiir den Medikareaemersuch verwendet wurden. Es
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wurden Hirnschnitte verwendet, die in situ naheein@inder lagen, wodurch in beiden
Versuchen die Praparate mdoglichst gleiche Voramssgen hatten. Durch diese
Versuchsdurchfiihrung ergeben sich gepaarte Verdat#hs bei denen jedem Versuch
eine entsprechende Kontrolle zugeordnet werden.Kaiese gepaarten Versuche gehen
nur zusammen in die Ergebnisse ein. Erflllt einer beiden Versuche nicht die
Einschlusskriterien hinsichtlich der evoziertendpiale oder sind die Versuchsdaten
aus messtechnischen Grinden nicht verwertbar, salewedie Resultate beider
Versuche ausgeschlossen. Fir die statistische Atswge kann also von zwei
abhangigen Stichproben mit gleichem Stichprobennghfausgegangen werden. Dies
erlaubt die Verwendung des gepaarten t-Tests Zifuly auf statistische Signifikanz
der Wirkung von Methohexital bei den gegebenen Mahrsbedingungen. Als
Kritikpunkt an der Verwendung des gepaarten t-T&atsn jedoch angefihrt werden,
dass Kontroll- und Methohexitalversuch nicht an dellben Praparat, sondern an zwei
verschiedenen Hippocampusschnitten durchgefuhrtevurDiese Betrachtung wirde
zu dem Schluss fuihren, dass die Stichproben nhdiéragig sind und die Verwendung
des gepaarten t-Tests nicht zulassig ware. Deragepa-Test wird in diesem Fall
dennoch als zulassig angesehen, weil davon ausgewganird, dass die Praparate
nahezu identisch sind, wenn sie von demselben Yessier und aus der gleichen
Hippocampusregion entnommen wurden. Der Wahl dgssschen Verfahrens erfolgt
unter der Voraussetzung, dass benachbarte Hirriszhaerselben Ratte als Einheit

anzusehen sind und somit die beiden Stichprobearajidy sind.
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4.2. Diskussion der Ergebnisse

Bei der Analyse der Versuchsergebnisse werden hshédie Auswirkungen der
Ischéamie-Simulation auf die erhobenen Messwertegewsrtet. Danach sollen die
Effekte der Methohexital-Gabe auf die elektrophlggischen Messungen und die

extrazellularen Aminosaure-Konzentrationen wahirsodamie beurteilt werden.

4.2.1. Veranderungen der elektrophysiologischen Mewerte durch Ischamie

Durch die Ischamie-Simulation kommt es zu messbak&randerungen der
elektrophysiologischen Messwerte im Hirnschnittmibd®ei der bioelektrischen
Messung wird durch die Ischamie die Auslésung woezierten Potentialen eingestellt.
Wahrend der Dauer der Ischamie-Simulation bleileiseli Zustand bestehen und ist
dann nach Wiederherstellung einer regelrechten rSadfle und Glukoseversorgung
teilweise reversibel. Diese Erholung der Amplitutex evozierten Potentiale, auch als
Recovery bezeichnet, liegt bei den Versuchen ohmthdhexital-Gabe bei einem
Mittelwert von 32,3% der ursprunglich vor IschAmierhandenen Amplitude der
evozierten Potentiale. Die Amplitude der evozierBotentiale ist somit am Ende des
Versuchs signifikant (p<0,001) reduziert im Vergleizum praischamischen Zustand.
In anderen Veroffentlichungen wurde ebenfalls egtizierte Recovery der evozierten
Potentiale nach Ischamie festgest&ft® 1% Dabei zeigte sich auch eine Abhangigkeit
der Recovery der evozierten Potentiale von der Ddae anoxischen Depolarisation.
Bereits ab einer Dauer der anoxischen Depolarisation 1 Minute konnte eine
signifikant reduzierte Recovery in Hippocampusstthni von Ratten nachgewiesen
werden %% Es darf davon ausgegangen werden, dass durchgeligihlten
Versuchsbedingungen mit einer Depolarisationsdaaer3 Minuten eine signifikante
funktionelle Schadigung des Gewebes bewirkt wird.

Beim DC-Potential zeigt sich wahrend der Ischamiee eReaktion in Form der
anoxischen Terminalnegativierung, die jedoch naclueEder Ischdmie-Simulation
vollstandig reversibel ist. Die anoxische Termiregativierung tritt mit einer

Verzdgerung von wenigen Minuten nach dem Einseten Ischamie ein und ist
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bedingt durch den Zusammenbruch des lonen-Gleiciefesv’(s.o.). Obwohl das DC-

Potential nach Wiederherstellung der physiologiacBedingungen das urspringliche
Niveau erreicht, kann bereits ein irreversibler &tdn eingetreten sein. Mit Auftreten
der anoxischen terminalen Negativierung beginnenRibzesse, die zur irreversiblen
Schadigung der Nervenzellen fiihréH3 Aus dem Verlauf des DC-Potentials nach
Beendigung der Ischdmie lassen sich folglich nahéRuckschlisse auf die Schwere
des Nervenzellschadens im Hippocampusschnitt ziebetoch lassen sich tber die
Latenzzeit bis zum Eintreten der anoxischen Termagativierung nach Beginn der
Ischédmie Hinweise Uber die Ischamietoleranz des ébew gewinnen. Dabei ist ein
neuroprotektiver Einfluss von Medikamenten Ubeedinthohung der Ischamietoleranz
und indirekt Uber eine Verldngerung der Latenzzéis zur anoxischen

Terminalnegativierung denkbar.

4.2.2. Einfluss der Ischamie auf die extrazellulare Aminosaure-Konzentrationen

Wahrend der Versuche werden die Aminosdure-Konagotren mit einer zeitlichen
Auflésung von 5 Minuten erfasst, damit die Verangen wahrend und nach Ischamie
beurteilt werden konnen. Dabei zeigen sich beigemi Aminosauren signifikante
Auswirkungen der Ischamie-Simulation auf die extth#aren Konzentrationen, die

mit der Mikrodialyse bestimmt werden.

4.2.2.1. Glutamat und Aspartat

Glutamat und Aspartat, die beide exzitatorische rbleansmitter sind, weisen
vergleichbare Veranderungen wahrend der Versuchdraae Konzentrationen steigen
wahrend Ischamie zunachst leicht an, jedoch ohmenesignifikanten Unterschied im
Vergleich zu den praischamischen Konzentrationenemaichen. Glutamat erreicht
104,5% (n=32) und Aspartat 173,5% (n=20) der Auggkonzentration. Mit dem Ende
der Ischamie fallen die Konzentrationen wieder da$ urspringliche Niveau, wobei
sich fur die Aminosaure Aspartat das Problem ergiass bei einem Teil der Versuche
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die Konzentrationen zu niedrig sind, um sinnvobgewertet werden zu kdnnen. Dieses
erklart die Differenzen bei der Anzahl der Ergebajsdie in die Auswertung der
Aminosauren Glutamat und Aspartat eingehen.

Vorhergehende Veroffentlichungen konnten im Gegengai unseren Ergebnissen
einen signifikanten Anstieg von Glutamat und Asglawahrend der Ischamie zeigen.
Diese Versuche verwendeten ebenfalls das Hirngewebhdratten und wurden sowohl
an in vivo-Modellen 288159 als auch an in vitro-Modelled®*” durchgefiihrt.
Aufgrund dieser Resultate ist die Meinung weit veitet, dass eine erhdhte Freisetzung
exzitatorischer Aminosauren in den Extrazellulamawahrend der Ischdmie einen
wichtigen Schritt bei der Entstehung des neuron&efischadens darstellt (siehe
Abschnitt 1.2.3.3). Bei den erwahnten Experimerkam es ebenfalls nach Ende der
Ischdmie zu einem Abfall der Konzentration von @inat und Aspartat auf das
praischamische Niveau. Dies deutet darauf hin, dé@ssdie Entstehung eines
Zellschadens durch die Ischamie nicht die persesige Erh6hung der exzitatorischen
Aminoséauren benétigt wird™®. Vielmehr gibt es Hinweise darauf, dass der
neuropathologische Schaden signifikant mit der Hdée extrazellularen Anstiegs der
exzitatorischen Aminosauren Glutamat und Aspartabrend der Ischamie korreliert
2180 Diese Beobachtung wird dadurch gestiitzt, dasdangjerer Ischamiedauer der
Anstieg von Glutamat und Aspartat starker $stDennoch filhrte die Ischamie-
Simulation in unseren Versuchen auch ohne einemifikignten Anstieg der
exzitatorischen Aminoséauren im Extrazellularraunemer signifikanten Reduktion der
evozierten Potentiale in der postischamischen Ph&mmit zeigte sich kein
signifikanter Anstieg der exzitatorischen Aminosiyr bei dennoch vorhandenem
signifikantem funktionellem Schaden im Hippocam@admitt nach der Ischamie.
Trotz dieser Ergebnisse lasst sich aber nicht @adotoxische Wirkung von Glutamat
als Ursache fur die Schadigung wahrend Ischamischlis3en. Mit der Mikrodialyse
werden namlich die Konzentrationen im extrazelletdiRaum gemessen, die nicht
direkt den Konzentrationen im synaptischen Spakpechen (siehe Abschnitt 4.1.3.).
Es ist davon aus zu gehen, dass ein Ungleichgewisidchen exzitatorischen und
inhibitorischen Transmittern an der Entstehungigesamischen Hirnschadens beteiligt

ist. Der ,exzitotoxische Index" als Wert fur das rialtnis zwischen exzitatorischen
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und inhibitorischen Aminosauren war wahrend Isclg&mivulnerablen Hirnregionen
signifikant erhoht®.

Weiterhin konnte in unseren Versuchen ein sekumdArestieg von Glutamat und
Aspartat beobachtet werden, so dass die maximalemzdatrationen dieser
Aminosduren am Ende des Versuches erreicht wur@émamat erreichte 106,8%
(n=32) und Aspartat 176,3% (n=20) der Ausgangskainzgonen zum Ende der
Versuche. Es lie3 sich dennoch kein signifikantertelschied dieser sekundaren
Erhéhung im Bezug auf die praischamischen Wertehwaisen. Eine signifikante
sekundare Erhéhung von Glutamat und Aspartat wiedtgch in anderen Studien in der
Reperfusionsphase beobacttét'2 Bei diesen Versuchen wurde ein in vivo-Modell
verwendet, bei dem die Ischamie durch die Okklusion hirnversorgenden Gefal3en
induziert wurde. Diese sekundare Erhéhung zeigth slabei erst bei langeren
Ischamiezeiten von 2 Stunden bei Has&hzw. 4 Stunden bei Katzer? mit einer
entsprechend starkeren Infarzierung des Hirngeweli®s auch bei Messung in
besonders vulnerablen Hirnregion wie CA1l des Hippgous?. In Versuchen mit
kirzerer Ischamiezeit wurde keine sekundare Elenatider exzitatorischen
Aminos&uren beobacht&?. Der erneute Anstieg der exzitatorischen Aminoséauwyird
als Folge der Verdnderungen durch die Ischdmie iomiination mit den
Auswirkungen der Reperfusion angesehen. Es komuarda zu einem Fortschreiten
des Zelluntergangs der Neuroffe® Die Interpretation des sekundaren Anstiegs der
exzitatorischen Aminosduren als Zeichen fur eindsébreitende Schadigung der
Hippocampus-Schnitte durch die Ischamie-Simulaiiorunseren Versuchen ist aber
nicht zuldssig. Die von uns durchgefuhrten Versuckaren darauf ausgelegt
kurzfristige Veranderungen wahrend Ischamie zussega und nicht Auswirkungen die
in einem langeren Zeitraum nach Ischamie auftrdbashalb ist durch die begrenzte
Versuchslange keine Bewertung der weitergehendstispbamischen Phase moglich.
AulRerdem war der Anstieg nicht signifikant im Bezaug die praischamischen Werte,
weshalb keine endgultige Bewertung dieser Beobaghéufolgen kann. Dies ware die
Aufgabe entsprechend geplanter VersuchsreiheneBemian diese Ergebnisse auf den
klinischen Einsatz der Mikrodialyse zur Detektianes Glutamat-Anstiegs als Zeichen
einer zerebralen Geféahrdung, ist damit zu rechd@ss ein messbarer Anstieg der

exzitatorischen Aminosauren wenn Uberhaupt erspé@et gemessen werden kann.
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Aus den in der Literatur erwahnten Resultaten kiéndee Ruckschlisse gezogen
werden, dass die isolierte Bewertung der extralZe#n Konzentrationen der
exzitatorischen Aminosduren nicht ausreicht, um sagen hinsichtlich einer
potentiellen Schadigung der Nervenzellen zu treffeazu sind weitere Messwerte
notwendig, wie z.B. die Konzentrationen inhibitcher Aminosauren, die in
Kombination mit den exzitatorischen Aminosaureneebessere Korrelation zu einer
neurologischen Schéadigung zeigen konf2ff”. Damit eine solche differenziertere
Bewertung maoglich ist, wurden die extrazellularenonEentrationen weiterer
Aminosauren gemessen. Zu diesen gehdrten GABA ,a@lutamin, Alanin, Arginin

und Serin.

4.2.2.2. GABA

Die Konzentration von GABA steigt nach Beginn dechamie auf 401,7% (n=22) des
Ausgangswertes an, ohne dabei eine signifikantéei@iz zu den praischamischen
Werten zu erreichen. Nach der Beendigung der Iseh&mulation fallt GABA zligig
bis unter das praischamische Niveau. Diese Reaktionn GABA auf die kurzzeitige
Ischamie passen tendenziell zu den Ergebnissemartsieidien, die einen signifikanten
Anstieg von GABA wahrend Ischamie und eine schnpbistischamische Reduktion
nachgewiesen habért®®2'%® Obwohl der GABA-Anstieg in unseren Versuchen kein
signifikantes Niveau erreicht, ist also davon agshen, dass es sich dabei nicht um ein
zufalliges Ereignis handelt. Am Versuchsende ist @ABA-Konzentration mit 68,2%
(n=22) der praischamischen Konzentration signifikeduziert im Vergleich zu den
Werten vor Ischamie. Allerdings muss erwéhnt weydiass die Erfassung der GABA-
Konzentrationen durch die insgesamt sehr niedrigemzentrationen im Dialysat
erschwert war. Deshalb ergaben sich nur bei einerh der Versuche (22 von 35)
Resultate, die die Verwendung bei der Auswertuniqubten. Probleme bei der
Messung der GABA-Konzentrationen zeigten sich austhon bei anderen
Untersuchunger?, wahrend die Ergebnisse weiterer Studien sehrrigiedbasale

GABA-Konzentrationen bei der Messung mit der Mikiedgse ergaberf* Diese
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Erkenntnisse haben auch zur Folge, dass der sgnié Abfall der GABA-
Konzentration nach der Ischamie mit Vorsicht beetarterden muss.
Der Anstieg der GABA-Konzentration fuhrt zur Akterung von postsynaptischen aber

40 Eine

auch prasynaptischen GABA-Rezeptoren in HippocanNmigonen
Aktivierung der GABA-Rezeptoren soll zur Reduktides ischamischen Schadens am
neuronalen Gewebe beitragen: Neben der Wirkung GB&A,-Rezeptoren ergibt sich
auch bei Aktivierung der GAB#ARezeptoren ein neuroprotektiver Effekt, wobei der
grodte Teil der Veroffentlichungen sich auf die GRBRezeptoren konzentriert
29771132 Dariiber hinaus ergaben Studien mit verschieddhedikamenten, die einen
positiven Einfluss auf die GABA-vermittelte Neumtismission haben, im Tierversuch
eine neuroprotektive Wirkung 2 Die Aktivierung der inhibitorischen
Neurotransmission Uber die GABA-Rezeptoren hat @gmneinen neuroprotektiven
Effekt wahrend der Ischdmie und reduziert den Sehaldr Nervenzellen, der durch die
Isch&mie entsteht.

Auf neuronaler Ebene stimuliert der exzitatorisddeurotransmitter Glutamat die
Freisetzung von GABA'Y’ und GABA hemmt die Freisetzung der exzitatorischen
Aminoséuren Uber prasynaptische Rezeptof®n Diese Mechanismen kénnen als
Instrumente zur Erhaltung des Gleichgewichtes zvesc exzitatorischen und
inhibitorischen Neurotransmittern verstanden werd®mnach ist es denkbar, dass der
GABA-Anstieg wahrend der Ischamie durch eine Ub®&ige Freisetzung
exzitatorischer Neurotransmitter induziert wird.deasollte aber beachtet werden, dass
in unseren Untersuchungen weder ein signifikantestidg der inhibitorischen noch der
exzitatorischen Neurotransmitter beobachtet weildmmte. Jedoch weil3t die bereits
angefuhrte Literatur auf eine signifikante Freisetz sowohl der exzitatorischen als
auch der inhibitorischen Neurotransmitter wahresah&mie hin. Die Bedeutung dieses
Gleichgewichts wird dadurch hervorgehoben, dassaMigrungen des Verhéaltnisses
von exzitatorischen zu inhibitorischen Neurotraritem in den Bereichen auftreten, bei
denen eine vermehrte Vulnerabilitat der Nervenmelleter ischamischen Bedingungen
vorhanden isf®.

Es ist jedoch zu berlcksichtigen, dass trotz dé&oldgen extrazellularen GABA-
Konzentration wahrend Ischamie eine entsprechenid@hing der GABA-vermittelten

Neurotransmission ausbleibt. In den selektiv vidban Regionen kommt es sogar zu
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einer Reduktion der GABA-vermittelten Neurotranssios ®’. Zum einen induziert der
GABA-Anstieg eine Reduktion der GABA-Rezeptorendd& und zum anderen
verschiebt sich das GGleichgewicht durch die lonenstrome wahrend dendsnie und
damit die Wirkung bei Aktivierung des GABARezeptors>% Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass die Rolle des GABA wahrend derigdinamie noch nicht ausreichend
aufgeklart ist und die fehlende Signifikanz unseiergebnisse hinsichtlich der
Veranderungen der GABA-Konzentration wahrend dehdsie keine weitergehenden

Aussagen erlaubt.

4.2.2.3. Taurin

Eine weitere Aminosaure, der eine neuroprotektiviekMvig bescheinigt wird, ist das
Taurin *#*% Die Taurin-Konzentration steigt wahrend Ischasignifikant an, wobei
jedoch die maximale Konzentration im Zeitraum vobi$10 Minuten nach Beginn der
Ischamie erreicht wird. Damit zeigt sich ein verefigr Anstieg im Vergleich zu den
Aminosauren, die als Neurotransmitter eingesetztisre Das Maximum der Taurin-
Konzentration betragt im Mittel 476,5% (n=32) dedipchamischen Konzentration und
sinkt unter physiologischen Bedingungen dann wieddrdas praischamische Niveau.
Diese Ergebnisse stimmen mit den Resultaten ansgeréffentlichter Untersuchungen
Uberein. Diese Studien zeigten sowohl in vivo alshain vitro wahrend zerebraler
Ischamie bei der Ratte einen signifikanten Anstidgr gemessenen Taurin-
Konzentration?*9#°%1% Nach Ende der Ischamie sanken die Taurin-Konagotren
wieder, wobei sich bei einem Versuch, der eine haledliche Auflésung des
Konzentrationsverlaufs aufwies, ein verzogerter allbfler Taurin-Konzentration im
Vergleich zu den Neurotransmittern Glutamat, Aspannd GABA zeigté™®. Auch in
unseren Versuchen erfolgte die Reduktion der ealitdaren Taurin-Konzentration
ebenso wie der Anstieg verzogert, wenn man den aukrimit dem der als
Neurotransmitter dienenden Aminosauren vergleiB&. den in vivo Versuchen, in
denen keine Reperfusion erfolgte, sank die Tauonzéntration nach Erreichen eines
Maximums auch, jedoch erreichte sie nicht das ghaisische Niveau und blieb

weiterhin auf einem signifikant erhéhten Nivedd® Diese Ergebnisse fiihren zu dem
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Schluss, dass als Reaktion auf die zerebrale ISehdna ihre Folgen vermehrt Taurin
in den extrazellularen Raum gelangt und dort s@asignifikant erhoht bleibt bis die
Isch&mie beendet wird und danach wieder auf dgsiungliche Niveau zurtickkehrt.
Auf molekularer Ebene fihrt die Aktivierung des NMiRezeptors, Uber den die
exzitotoxische Wirkung von Glutamat vermittelt wirdur Taurin-Freisetzundf**%
Dariber hinaus sollen die extrazellular erhdhtenurinaKonzentrationen dazu
beitragen, den Anstieg der extrazellularen Glutakmaizentration wahrend der
Ischamie zu begrenzéfy.

Bereits im Abschnitt 1.3.4. sind die vielfaltigeruf§aben von Taurin im Zentralen
Nervensystems beschrieben. Im Zusammenhang mitzeesbralen Ischdmie sind
insbesondere die Aufgaben bei der Osmoregulatiod die Wirkungen auf die
Neurotransmission von Bedeutulyj Durch seine Verteilung im intrazellularen und
extrazellularen Raum beeinflusst Taurin das Zelle@n in vielen Zellen des Korpers,
u.a. den Zellen im Zentralen Nervensystem. Kommtwégirend Ischamie zum
Zellodem, wirkt die Freisetzung von Taurin dem egin und soll so die Folgen der
Zellschwellung abschwachen. Uber die Regulation de#ivolumens hat Taurin
indirekt auch Einfluss auf weitere zellulare Prazgsvie u.a. das lonen-Gleichgewicht
61125 Weiterhin wirkt Taurin auch auf die Neurotranssios, indem es eine
inhibitorische Funktion als Neuromodulator {ibernitrifh

Insgesamt kann nach dem jetzigen Stand der Forgchion einer neuroprotektiven
Funktion des Taurins ausgegangen werden, wobeisidigfikante Freisetzung des
Taurins wahrend der Ischdmie jedoch nicht einennifsk@nten funktionellen
Hirnschaden in unseren Versuchen vermeiden koribétber hinaus konnte bei
unseren Versuchen kein Zusammenhang zwischen eisténkeren Anstieg der
extrazellularen Taurin-Konzentration wahrend desh#snie und einer Reduktion des
funktionellen Hirnschadens nachgewiesen werden.

Die zeitliche Verzdogerung der Taurin-Freisetzungtde darauf hin, dass Taurin als
Reaktion auf die Veranderungen wahrend der Ischam@en extrazellularen Raum
gelangt. Die detaillierte Aufklarung der Wechsekaingen zwischen Hirnischamie und

extrazellularem Taurin erfordert aber noch weitbegwle Untersuchungen.
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4.2.2.4. Glutamin

Die Aminosaure Glutamin ist dagegen die einzige egsane Aminosaure, bei der es
wahrend Ischamie zu einem signifikanten Absinkemed¢razellularen Konzentrationen
kommt. Auch in der postischamischen Phase bleilet @iutamin-Konzentration
signifikant reduziert. Dieser Verlauf stimmt mitrdbisherigen Ergebnissen lberein, die
ebenfalls eine signifikante Reduktion der extragaten Konzentration von Glutamin
zeigten'®*°

Glutamin hat im Nervengewebe eine wichtige Funktials Bestandteil des
Metabolismus zwischen Astrozyten und NervenzelllenAbschnitt 1.3.3. sind die
Stoffwechselvorgadnge in diesem Zyklus bereits basiben. Daraus ergeben sich
wahrend Ischamie zwei Mdoglichkeiten, Uber die elReduktion der extrazellularen
Glutamin-Konzentration entsteht. Zum einen sinkt Metabolismus in den Astrozyten
und somit die Produktion von Glutamin, zum andeward vermehrt Glutamin als
Préakursor fur die Produktion von Glutamat und GAB&wendet, da diese wahrend
Ischémie in groRen Mengen freigesetzt werden. Eaikgerung des Metabolismus in
den Astrozyten wird in den am schwersten betrofieBereichen und bei langer
dauernder Ischdmie beobachtet. In Bereichen mgesithrankter Durchblutung dient
Glutamin als Prakursor fur die Glutamat-Synthese winterstiitzt so die exzitotoxische
Schadigung des Nervengeweb& Weiterhin soll Glutamin unter ischamischen
Bedingungen auch als Substrat zur Energieprodukiiemen®®°®> Aus dem Absinken
der Glutamin-Konzentration in unseren Versuchestlgigh aber nicht schliel3en, ob die
Glutamin-Freisetzung aus den Astrozyten vermindddr die Glutamin-Aufnahme in

die Neurone gesteigert ist.

4.2.2.5. Serin, Arginin und Alanin

Die Ubrigen Aminosauren, die in unseren Versuchieasst wurden, sind Serin, Arginin
und Alanin. Bei diesen drei Aminosauren kommt eshwéd Ischamie zu einem

signifikanten Anstieg der Konzentrationen im exéddaren Raum. Nach Beendigung
der Ischamie sinken die Konzentrationen dann bre x(ersuchsende bis unter das
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praischamische Niveau. Diese Charakteristik im Koeationsverlauf dieser
Aminosauren wurde in vorhergehenden Untersuchuegenfalls beobachtét®11>9
Bei Serin, Arginin und Alanin sind jedoch keine Kktiaonen im Zentralen
Nervensystem bekannt, die im Zusammenhang mit mdegblschdmie stehen. Es
kommt wahrend der Ischamie also auch zu einer aifsgmhen Freisetzung von
Aminosauren in den extrazellularen Raum, die kbieleannten Auswirkungen auf die
Prozesse der zerebralen Ischamie haben. Es istdab&bar, dass in weitergehenden
Untersuchungen bestimmte Funktionen dieser Amirres&aim Zusammenhang mit

zerebraler Ischamie entdeckt werden.

4.2.3. Auswirkungen von Methohexital auf die Hippoampusschnitte

Barbiturate zeigen bereits vor Beginn der Isch&&imulation Auswirkungen auf die
elektrophysiologischen Messungen. Die Amplitude elazierten Potentiale steigt im
Versuchsverlauf stets signifikant an. Dabei zeigh slie Tendenz, dass bei steigenden
Methohexital-Konzentrationen der Anstieg der Ampié der evozierten Potentiale
geringer ausféllt (siehe Abschnitt 3.2.1.2.). InbAthung 18 wird deutlich, dass trotz
des absoluten Anstiegs der evozierten Potentialthdhexital in Relation zu den
Kontrollversuchen eine inhibitorische Wirkung aug cevozierten Potentiale ausubt.
Diese inhibitorische Wirkung wird Uber die Beeisibung der synaptischen
Transmission vermittelt. Barbiturate verstarken dMirkung des inhibitorischen
Neurotransmitters GABA®®. Dieser Wirkmechanismus wiirde den Schluss zulassen
dass Barbiturate ausschlief3lich eine hemmende Wirlauf die evozierten Potentiale
haben. Es konnte jedoch nachgewiesen werden, dessniedrigen Barbiturat-
Konzentrationen (0,04-0,1 mmol/l Pentobarbital) déenplitude der evozierten
Potentiale anstieg, wahrend héhere Konzentratigp@il,0 mmol/l Pentobarbital) eine
Reduktion der Amplitude verursacht&ff. Als Erklarung fiir diese Beobachtung wird
eine Hemmung inhibitorischer Neurone bei niedrigg@nzentrationen angenommen,
wahrend bei hoheren Barbiturat-Konzentrationen auclie exzitatorische
Neurotransmission blockiert wird. Die tatsachlidBegrindung ist wohl komplexer.
Darauf weist die Persistenz der Amplitudenerh6hdeg evozierten Potentiale nach
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dem Auswaschen niedriger Barbiturat-Konzentratioten, wéhrend bei hdheren
Konzentrationen die Depression der evozierten Ratennach Beendigung der
Barbiturat-Gabe wieder reversibel i$t>° Die Auswertung unserer Versuchsergebnisse
fihrt zu dem Schluss, dass alle verwendeten Metiiathd&onzentrationen in dem
Bereich liegen, in dem die hemmende Wirkung der bBarate auf die
Neurotransmission tberwiegt.

Die Auswirkungen von Methohexital auf die praiscligghen Aminoséure-
Konzentrationen im extrazellularen Raum wurden msewer Untersuchung nicht
erfasst. In anderen Untersuchungen wurde aberHeiituss von Barbituraten auf die

Konzentration von extrazellularen Aminosauren bebbet**®,

4.2.4. Wirkung von Methohexital bei Ischamie

Die Wirkungen von Barbituraten auf die zerebraleh&@ligung unter ischamischen
Bedingungen wurden bereits in zahlreichen Verdligmingen dargestellt. Diese
Untersuchungen fanden jedoch unter verschiedemddmgungen statt. Es wurden in
vivo- und in vitro-Modelle sowie unterschiedlichaefspezies als Versuchsobjekt
genutzt. Es kamen verschiedene Barbiturate (MethtaheThiopental, Pentobarbital,
Phenobarbital) zum Einsatz, und es gab Differenben Zeitpunkt, Dauer und
Konzentration der Barbituratgabe. Weiterhin wur@e Hrfolg der Barbiturate anhand
unterschiedlicher Kriterien festgestellt. Aul3erdeariierte der Zeitpunkt, an dem die
zerebrale Schadigung untersucht wurde. Folglichd sthe Untersuchungen zur
neuroprotektiven Wirkung der Barbiturate sehr lagen. Deshalb konzentriert sich die
Diskussion unserer Ergebnisse zunéachst auf denléfengmit Studien mit ahnlichem
Versuchsmodell, also auf in vitro-Untersuchungetdgpocampusschnitten der Ratte.
In den verdffentlichten Arbeiten mit diesem Modelirden sowohl hypoxiscHg 231
als auch ischamisché®'*?'’" Bedingungen simuliert. Bei den Versuchen mit
hypoxischem Stress wurde der Sauerstoff fur dieséfgung der Versuchspraparate
durch Stickstoff ersetzt, fur die Ischdmie-Simwati wurde zuséatzlich der
Glukosegehalt in der Versuchsanordnung reduziad.@auer der Hypoxie in diesen
Versuchen reichte von 3 bis 10 Minuten, und did&saie erstreckte sich uber einen
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Zeitraum von 10 bis 15 Minuten. In allen Studienreeu Thiopental als Barbiturat
eingesetzt. Die eingesetzten Konzentrationen laggischen 100 pmol/L und 600
pmol/L. Die Thiopental-Gabe erfolgte in allen Vezsan bereits vor dem schadigenden
Ereignis. In Abhangigkeit von der Konzentration ddsopentals und der Dauer der
Hypoxie zeigten sich signifikante Effekte auf dieh&®ung der evozierten Potentiale
65165 und die Latenzzeit bis zum Einsetzen der AnoxiscBepolarisation?®. Auch
kam es zu signifikanten Effekten auf das lonen-bigewicht. Insbesondere der
Anstieg der intrazellularen Kalzium-Konzentratiodwend Hypoxie wurde durch die
Gabe von Thiopental signifikant reduzi&t®> Unter ischamischen Bedingungen hatte
Thiopental ebenfalls signifikanten Einfluss auf detmazellularen Kalzium-Anstielf".
Eine experimentelle Arbeit untersuchte sogar dregédfristigen Auswirkungen von
Thiopental auf ischamische Schadigungen. Hierbeidea Zellschaden in den 7 Tagen
nach dem ischamischen Ereignis in der Thiopentap@e signifikant geringer als in
der Kontroll-Gruppe®. AuBerdem reduzierte Thiopental die durch Ischéndezierte
Zellschwellung signifikant*? Die Resultate dieser Arbeiten filhren zu dem Sishiu
dass Barbiturate in diesem in vitro-Modell der Ratteuroprotektive Effekte bei
hypoxischen und ischdmischen Ereignissen haben.

Diese Ergebnisse konnten in unseren Versuchen &ihdhexital jedoch nicht bestatigt
werden. Obwohl die Dauer der Ischamie-Simulatioa,\ersuchsbedingungen und die
gemessenen elektrophysiologischen Parameter mit dagefihrten Studien
vergleichbar sind, fiihrte die Barbiturat-Gabe zu inge Anderung der
elektrophysiologischen Parameter, die auf eineaprotektive Wirkung hatte schliel3en
lassen. Die Erholung der evozierten Potentiale Wwar keiner der verwendeten
Methohexital-Konzentrationen signifikant gro3er aisder entsprechenden Kontroll-
Gruppe. Auch die Latenzzeit bis zur anoxischen [Emation wurde durch
Methohexital nicht verlangert. Die Gabe hoherer éexital-Konzentration (90
pmol/L, 140 pmol/L) fihrte sogar zu einer signifikan Verklrzung der Latenzzeit als
Zeichen einer reduzierten Toleranz gegentuber aédisischen Bedingungen.
Allerdings kam in unseren Versuchen das Barbituvkdthohexital zum Einsatz,
wahrend die angefiuihrten Vero6ffentlichungen zu dreséersuchsmodell Thiopental
benutzten. Bei Methohexital sind in Versuchen mnmteren Ischamiemodellen auch

neuroprotektive Eigenschaften nachgewiesen wof§éh'’® Dariiber hinaus zeigte
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eine Arbeit, die die neuroprotektive Wirkung veligckener Barbiturate miteinander
verglich, fur Thiopental und Methohexital neurogmiitve Effekte, wéahrend
Pentobarbital uneffektiv war. Wenn man diese Unigltang analysiert, erkennt man,
dass fiur eine ahnliche Wirkung die Methohexital-Bokalb so grof3 ist wie die
Thiopental-Dosis und das zur Erzeugung der ,burppsession® die Methohexital-
Dosis grof3er ist als die Thiopental-Dosis. Darangbe sich, dass Differenzen bei der
Wirkweise der beiden Barbiturate vorhanden seinnkon weil Methohexital eine
andere Dosis-Wirkungs-Beziehung hat als Thiopefitabeht man nun davon aus, dass
in den in vitro-Schnittmodellen des HippocampusHatte Thiopental-Konzentrationen
bis 600 umol/L eingesetzt wurden, scheinen die neeten Versuchen verwendeten
Methohexital-Konzentrationen von 40 bis 140 pumofiedrig ausgefallen zu sein.
Allerdings reichen diese Konzentrationen aus, um giurst-suppresion“-EEG zu
erzeugen*®?81% Da davon ausgegangen wird, dass mit Erreicherseijpurst-
suppresion“-EEG die maximale Wirkung der Barbitarabrhanden ist, kann also nicht
mehr von einer wesentlichen Steigerung der Wirkudgrch Erhéhung der
Methohexital-Dosis ausgegangen werden. Hinsichtitdr neuroprotektiven Dosis
zeigen neuere Untersuchungen, dass fur eine maxinalroprotektive Wirkung der
Barbiturate das Erreichen der ,burst-suppresion“BEG nicht notwendig ist (siehe
Abschnitt 1.4.1.).

Bei der Untersuchung der extrazellularen Aminos#oerzentrationen lasst sich
wahrend und nach Ischamie keine signifikante Baessting durch Methohexital-Gabe
erkennen. Es lassen sich nur bei vereinzelten S&raimm@umen des Dialysats bei
einigen Aminosauren signifikante Unterschiede zhésc Methohexital-Gruppe und
Kontroll-Gruppe nachweisen. Diese vereinzelten ifilganten Effekte treten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, bei unterschiediichéosierungen und ohne
erkennbaren Zusammenhang auf, so dass sie niclmeal®protektive Wirkung von
Methohexital auf die extrazellularen Aminosaure-Kemtrationen bei Ischamie
interpretiert werden konnen. Unsere Ergebnisse peetken somit den wenigen
veroffentlichten Arbeiten zur Auswirkung von Bardoiaten auf die Aminosaure-
Freisetzung bei Ischamie. In einer Studie wurde Eiefluss von Pentobarbital auf
Glutamat, Aspartat und GABA bei globaler zerebrallschdmie untersucht.

Pentobarbital wurde dabei in einer Dosis verabteidie ein ,burst-suppression“-EEG
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induzierte. Die Konzentration der exzitatorischemiAosauren Glutamat und Aspartat
wéhrend Ischamie wurde durch Pentobarbital nicleirifleisst. Lediglich auf GABA
hatte Pentobarbital einen Effekt, indem es den GA®Atieg wéhrend Ischamie
reduzierte®. Auch die Wirkung von Thiopental wurde tiberprifntersuchungen an
Hirnschnitten von Ratten zeigten zwar einen sigaiiiten Anstieg der meisten
Aminosauren wahrend Ischamie, jedoch konnte dieeGabn Thiopental diesen
Anstieg der Aminoséure-Konzentrationen nicht beegsien’. In beiden Experimenten
wurden auch weitere Barbituratwirkungen erfassm&inen wurde die Latenzzeit bis
zur anoxischen Depolarisati§fi und zum anderen die LDH-Freisetzung wahrend der
Reoxigenation bestimm{. Beide Male bewirkte das eingesetzte Barbiturate ei
signifikante Verbesserung, so dass die Wirksamdteit verwendeten Barbiturate auf
das Hirngewebe nachgewiesen werden konnte. Alsatkondie Barbiturate in diesen
Versuchen trotz vorhandener Wirkung auf die Verspchiparate bei Ischamie die
extrazellulare Aminoséure-Konzentration nicht béesgsen.

Insgesamt fuhrt Methohexital in unserer Untersughom keinem positiven Effekt auf
die elektrophysiologischen Messwerte und hat elisnkaine Auswirkungen auf die
extrazellularen Aminosaure-Konzentrationen wahréadIschamie. Allerdings kdnnen
die Vorkommnisse im synaptischen Spalt mit der Mdkalyse nicht direkt gemessen
werden. In Abschnitt 4.1.2. sind die Einschrdnkundeeser Methode hinsichtlich der
Erfassung der Konzentrationen im synaptischen $eaéiits dargelegt. Daher l&asst sich
mit unseren Resultaten nicht ausschliel3en, dasbitBate die Freisetzung der
Aminosauren in den synaptischen Spalt beeinflussed auf diesem Wege eine

neuroprotektive Wirkung ausiben kénnen.

4.3. Zusammenfassung

Unsere Versuche konnten keine signifikante Wirkuog Methohexital bei Ischamie
im Hirnschnittmodell nachweisen. Weder die elekltrggiologischen Parameter noch

die Aminosaure-Konzentrationen im Dialysat der Mikalyse wurden durch

Methohexital signifikant beeinflusst.
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Durch die Ischamie-Simulation kam es auch ohnenesignifikanten Glutamat-Anstieg
in der Mikrodialyse zu einer signifikanten Schadigudes Hirnschnittes. Damit war zur
Erzeugung eines ischamischen Zellschadens kein wesslbarer Anstieg der
exzitatorischen Aminosauren im extrazellularen Randiig. Dies setzt auch ein
Fragezeichen hinter den klinischen Nutzen der GlataMikrodialyse bei der

Vorbeugung ischamischer Zustéande in der Neurointerelizin.
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