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Einleitung

1 Einleitung

Einer der zentralen Lehrsatze der Zellbiologie war bis vor einigen
Jahren, dafl} fir lonen spezielle Transportwege Uber biologische
Membranen vorhanden sind, wahrend Wasser den lonen passiv direkt
durch die Membran oder mit den lonen als Hydrathulle durch spezielle
lonenkanéle nachfolgt. Wasser diffundiert allerdings nur langsam durch
die Doppellipidmembranen (die osmotische Wasserpermeabilitdt in
Xenopus Oocyten betragt z.B. ca. 0,7 cm/s * 10 =, Yang und Verkman,
1997). Die Geschwindigkeit dieses Prozesses erklart nicht den
schnellen Wassertransport, der bei der aktiven Regulation der
Wasserhomoostase auftritt (z.B. bei osmotischem Strel3, oder in der

Niere durch das antidiuretische Hormon).

Anfang der neunziger Jahre wurde gezeigt, dal3 das Zellprotein CHIP28
nach Expression in Xenopus Oozyten einen Wasserkanal bildete
(Preston et al.,, 1992). Dieses Protein und alle weiteren verwandten
Proteine wurden Aquaporine genannt (AQP). Diese erleichtern die
osmotisch angetriebene Passage von Wasser (und z.T. anderen
ungeladenen Stoffen) durch die Membran. In Xenopus Oocyten
steigerte sich die osmotische Wasserpermeabilitat nach Expression von
verschiedenen AQP im Schnitt um den Faktor 20 (Yang und Verkman,
1997). Alle Aquaporine besitzen eine gemeinsame Struktur, die aus
sechs Transmembransegmenten, die durch 5 verbundene loops
getrennt sind, besteht. Bei Saugetieren sind derzeit 12 verschiedene
Aquaporine (AQP1 - AQP12) bekannt, von denen im Hirn neben
kleineren Mengen an AQP1 (CHIP28) hauptsachlich AQP4 vertreten ist
(Nielsen et al.,, 1997). AQP4 ist nicht gleichm&Rig tUber das Gehirn
verteilt, sondern hauptséachlich in Gliazellen der Kortexschicht | und in
AstrozytenendfuRen, die die Blutgefalie umgeben, lokalisiert (Nielsen et
al., 1997). Diese Verteilung laRt vermuten, dall AQP4 im Gehirn am
Erhalt der Wasserhomoostase beteiligt ist.
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In der Niere kommt vor allem AQP2 vor. Dieses AQP ist in der apicalen
Plasmamembran von Epithelzellen im renalen Tubulus lokalisiert. Hier
findet die Wasser-Ruckresorption statt. AQP2 wird durch Vasopressin
(antidiuretisches Hormon) tUber den Vasopressin2-Rezeptor und daraus
resultierendes intrazellular ansteigendes cAMP reguliert (Nielsen et al.,
1993).

Auch im Gehirn gibt es einen intrinsischen Vasopressinlevel (Landgraf,
1992). Vasopressin-enthaltende Neurone im Hypothalamus stellen den
Ursprung fur ein Fasersystem dar, welches sich durch das Gehirn und
das Rickenmark erstreckt (Buijs, 1978; deVries und Miller, 1998). Die
Funktion dieses intrinsischen Fasersystems ist noch unkKlar.
Desweiteren sind Vasopressinl-Rezeptoren Uber den ganzen Kortex
verteilt (Diaz Brinton, 1999; Chen et al., 1993). Aul3erdem konnte
gezeigt werden, dald Vasopressin die Rate an osmotisch induzierten
Volumenanderungen in Astrozytenkulturen erhoht (Sarfaraz et al.,
1999). Diese Befunde deuten auf eine Beteiligung von Vasopressin bei
der Wasserverteilung im Gehirn, ahnlich wie in der Niere, hin. Es stellte
sich nun die Frage, ob und wenn ja Uber welchen Rezeptor und Uber

welche Signalkaskaden AQP4 im Gehirn reguliert wird.

Die Wasserhomoostase im Gehirn ist von zentraler klinischer und
physiologischer Bedeutung. Zerebrale Odeme entstehen durch eine
Vielzahl von pathologischen Prozessen. Der Hirndruck steigt sehr
schnell, weil das Gehirn von einer Kalotte umgeben ist und somit sein
Volumen nicht stark ausdehnen kann. Dadurch wird der steigende

Hirndruck schnell lebensbedrohlich.

Desweiteren sind Wasser und lonen-Homoostase strikt gekoppelt. Eine
effiziente Kontrolle des extrazellularen Kaliumionen-Levels z.B. ist
essentiell fur eine normale Hirnfunktion. Bei der Netto-KCIl-Aufnahme
durch den Na-K-2Cl-Kotransporter der Gliazellen kommt es zu
Anderungen des osmotischen Gleichgewichts, welche durch einen

begleitenden Wasserfluld kompensiert werden mussen. Versagt diese
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Kontrolle, wird die Akkumulation von Kalium-lonen (K*) Neuronen

depolarisieren und die synaptische Transmission stéren (Dietzel, 1980).

Astrozyten kénnen die hohen extrazellularen Kaliumkonzentrationen auf
verschiedene Weise von den Neuronen entfernen. Uber den Na-K-2Cl-
Kotransporter kann K' aufgenommen und den Neuronen verzogert
wieder abgegeben werden. Einen weiteren wesentlichen Beitrag zur K*-
Homoostase im Gehirn leistet die sogenannte raumliche K*-Pufferung
(spatial buffer, Dietzel et al., 1980; Orkand, 1980; Holthoff und Witte,
2000) durch Gliazellen. Die durch gap junctions (Connexin 43) zu
einem Synzytium verbundenen Gliazellen nehmen K* an Stellen mit
hoher neuronaler Aktivitat auf und verteilen dieses lon durch das gliale
Netzwerk. Der Hauptladungstrdger im Synzytium ist Kalium,
extrazellular sind die Hauptladungstrager Natrium und Chlorid.
Berechnet man die lonenverschiebungen fir die réaumliche
Kaliumpufferung (Dietzel et al., 1980), ergibt sich eine hypoosmolare
extrazellulare Loésung am Ort neuronaler Aktivitat und eine
hyperosmolare in dariber und darunter gelegenen Schichten.
Osmotische Unterschiede werden nicht nur durch die lokale
Verschiebung von lonen erzeugt, sondern zusatzlich durch das
Zusammenspiel mit den lonenstrémen, die extra- und intrazellular vom

Ort der Erregung zu nicht erregten Regionen hin- bzw. wegfliel3en.

Das Membranpotential des tber gap junctions (Peters, 1962; Brightman
et al., 1978) verbundenen glialen Synzytiums ist am Ort der Erregung
etwas negativer als das Kalium-Gleichgewichtspotential und jenseits
der Erregung positiver. Dies erzeugt eine treibende Kraft fur Kalium-
lonen. Es erfolgt ein K*-Einstrom in die Gliazelle am Ort der Erregung
und auRerhalb der K*-Quelle ein Ausstrom aus der Glia. Der transgliale
K*-Strom bewirkt somit passiv die Nivellierung des extrazellularen K*-
Gradienten (Gardner-Medwin, 1977, Gardner-Medwin et al., 1979). Die
Freisetzung erfolgt in den Subarachnoidalraum oder in den
Extrazellularraum zwischen glialen EndfiRen und den von den

EndfiRen umgebenden GefalRen.
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Unter physiologischen Bedingungen sind wahrscheinlich beide
Mechanismen (Aufnahme durch den Na-K-2Cl-Kotransporter und
verzogerte Abgabe an die Neuronen und der spatial buffer-
Mechanismus) zu unterschiedlichen Anteilen daran beteiligt, hohe
extrazellulare Kaliumkonzentrationen von den Neuronen zu entfernen.
Die Beteiligung des spatial buffers kann durch die Verwendung einer
artifiziellen Zerebrospinallésung (aCSF) mit erniedrigter
Chloridkonzentration  verstarkt werden. Die Beteiligung des
chloridabh&ngigen Na-K-2Cl-Kotransporters wird stark vermindert, da
die aCSF mit erniedrigter Chloridkonzentration den chloridabhangigen

Transporter fast vollstandig inaktiviert (Holthoff und Witte, 1998).

Die raumliche Pufferung von K" ruft osmotische Gradienten hervor, die
von Wasserumverteilungen kompensiert werden mussen (Dietzel et al.,
1980). Das bedeutet, daf’ jeder Kaliumflul3 durch das gliale Synzytium
von einem gerichteten Wasserfluf3 begleitet werden muf3 (Holthoff und
Witte, 2000). An diesem gerichteten, schnellen Wassertransport ist mit
grol3er Wahrscheinlichkeit AQP4 beteiligt. Der spatial buffer-
Mechanismus diente in der vorliegenden Arbeit als Modell, um die
Mechanismen in der Signalkaskade der AQP4-Regulation zu
untersuchen. Der Vorteil dieses Modells gegenuber z. B. einer
Applikation von hyper- oder hypoosmolaren Ldsungen liegt darin, dal3
hier aufgrund einer physiologischen Stimulation eine Schwellung und
eine Schrumpfung des Extrazellularraums in zwei von einander

getrennten Gebieten hervorgerufen werden kann.

Extrazellularraumveranderungen wurden bislang hauptséchlich mit
ionensensitiven  Mikroelektroden dber die Bestimmung von
Konzentrationsveranderungen nichtpermeabler Testsubstanzen (z.B.
TMA®, Ransom et al., 1985, Nicholson und Phillips, 1981) erfaf3t. Diese
haben eine limitierte Zeitauflosung (etwa 30 Sekunden) und kénnen
Veranderungen nur an einem Punkt zur gleichen Zeit erfassen. In den
neunziger Jahren mehrten sich die Hinweise, dal3 intrinsisch optische

Signale, wie sie bereits 1949 von Hill und Keynes beschrieben worden
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waren, durch Volumenanderung von Zellen und damit durch
Anderungen der GroRe des Extrazellularraums verursacht sein konnten
(MacVicar und Hochman, 19991; McManus et al., 1993; Andrew und
MacVicar, 1994). Die direkte Korrelation beider Mel3groRen erfolgte
durch Holthoff und Witte (1996, 1998, 2000).

Mit Hilfe der Messung intrinsisch optischer Signale (I0OS) kdnnen
Extrazellularraumveranderungen tber groRere Gewebeflachen in guter
raumlicher und zeitlicher Auflosung wiedergeben werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden die 10S mit der Dunkelfeld-
Infrarotmikroskopie (Dodt et al., 1993; Dodt und Ziegelgansberger,
1994) registriert. In dieser Konfiguration wird nur der gestreute Anteil

des transmittierten Lichtes erfafit.

Die untersuchten lebenden Rattenhirnschnitte werden in einer Kammer
mit artifizieller Zerebrospinalfliissigkeit umspilt und mit einem
Gasgemisch aus 95% O, und 5% CO, begast. Die Schnitte stellen fir
nahinfrarotes Durchlicht (750 nm) ein optisches Gitter dar, wodurch das
Licht gestreut wird. Diese Streuung kann mit einer CCD-Kamera
registriert und aufgezeichnet werden. Andert sich der Extrazellularraum
z.B. durch Gliazellschwellung nach neuronaler Aktivitat, &ndern sich
auch die Gittereigenschaften, das Licht wird anders gestreut und kann
dann z.B. als Aufhellung registriert werden.
Extrazellularraumaufweitungen  fihren zu  einer  Abdunklung,
Schrumpfungen zu einer Aufhellung (Holthoff und Witte, 1996, 2000).
Da die ganze Kortexbreite bei Ratten auf einmal sichtbar gemacht
werden kann, kdnnen auch Umverteilungen von Wasser Uber mehrere

Kortexschichten verfolgt werden.
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Die Aufklarung der Regulationsmechanismen der AQP4-abhangigen
Wasserumverteilung unter  Kontrollbedingungen erméglicht die
Untersuchung von Veréanderungen pathophysiologischer
Volumenprozesse. Solche Prozesse treten z.B. in der Odementstehung
nach einem Schlaganfall oder bei spreading depressions auf. Es stellt
sich die Frage, ob sich diese pathologischen Veréanderungen durch
einen pharmakologischen Eingriff in die Regulation der AQP4

beeinflussen.

Das Phanomen der spreading depression (SD) wurde zuerst von Le&o
(1944) beobachtet, nachdem er beim Kaninchen auf die kortikale
Oberflache Kaliumchlorid (KCI)-Losung applizierte. Er registrierte eine
Erniedrigung der EEG-Amplitude und eine Negativierung der kortikalen
Gleichspannung, die sich mit einer Geschwindigkeit von 2-5 mm/min
Uber den Kortex ausbreitet. Dieses Phanomen halt etwa 15-30 min an.
Diese Ausbreitung erfolgt unabhangig von vaskularen Territorien und
stellt eine Interaktion von Neuronen dar, die durch Anderung der
ionischen Konzentration im Extrazellularraum der Zellen bedingt ist. Ein
Anstieg der extrazellularen  Kaliumkonzentration  fuhrt  zur
Zelldepolarisation. Ab einer Konzentration von 10-12 mM, dem
sogenannten ceiling level (Heinemann und Lux, 1977), scheint das
Gewebe die erhohte Kaliumkonzentration nicht mehr regulieren zu
kénnen. Die Depolarisation hat eine Erhéhung der extrazellularen
Glutamat- und Kaliumkonzentration zur Folge. Diese Erhéhung
depolarisiert dann die Nachbarzellen und fihrt in einem sich selbst
regenerierenden Prozel3 zum Wellencharakter der SD (Somjen et al.,
1976). Die extrazellulare Kaliumkonzentration erhéht sich dabei bis zu
Konzentrationen um 80 mM. Die elektrophysiologische Komponente
der SD wird von grof3en Volumenanderungen begleitet. Die durch die
ionale Verschiebung bedingte Wasserumverteilung fuhrt zu einer
Schrumpfung des Extrazellularraums um 50 % (Hansen und Olsen,
1980). Durch lokale K*-Aufnahme durch den Na-K-2Cl-Kotransporter
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und die raumliche Umverteilung des Kaliums durch den sogenannten
spatial buffer- Mechanismus (Dietzel et al.,, 1980) wird das
lonengleichgewicht wieder hergestellt. Dabei handelt es sich um einen
energieabhangigen Prozel3. Dies erklart, dal3 die SD von einer
Steigerung des Glukosemetabolismus, einer Steigerung des zerebralen
Blutflusses und einer voribergehenden ATP- und pH- Erniedrigung
begleitet wird (Csiba et al., 1985; Gault et al.,1994). SDs lassen sich im
Kortex (und Hippocampus) durch verschiedene Stimuli ausldsen: a)
Applikation von Kaliumkonzentrationen tber 10-12 mM, b) Applikation
von Glutamat, c) massive elektrische Stimulation, d) mechanische

Stimulation, e) Traumata und f) Ischamien (Le&o, 1947).

Eine Verringerung von Ausbreitung und Abfolge der SDs nach
Ischamien ist moglicherweise bedeutsam unter therapeutischen
Gesichtspunkten. In der Umgebung fokaler Ischdmien treten in den
ersten Stunden nach Beginn der Durchblutungsstérung repetitiv SD-
ahnliche Periinfarktdepolarisationen (Back et al., 1994, Hossmann,
1996) auf. Die vorgeschadigten Zellen in der Ischamieumgebung
werden wiederholt depolarisiert. Da die Repolarisation ein
energieabhangiger Prozel3 ist und der zerebrale Blutflul den
Energiebedarf nicht mehr decken kann, wird das urspringliche
Kernischamiegebiet durch die Periinfarktdepolarisationen immer grof3er
(Hossman, 1996; lijima et al., 1992). Werden experimentell (z.B. mit
epikortikaler KCI-Applikation) SDs wahrend eines ischamischen Insultes
ausgelost, korreliert ihre Anzahl mit der VergrolRerung des
resultierenden Infarktes, was als zusatzlicher Schadensmechanismus
angesehen werden muf3 (Back et al., 1996). Eine Beeinflussung der
Ausbreitung und Haufigkeit der SDs wirde dazu beitragen, die GrolRe

des infarzierten Gewebes zu verringern.

Bislang wurde die Inhibierung von SDs hauptsachlich von der
elektrophysiologischen Seite angegangen. Marranes et al. (1988)
verhinderten z.B. die Entstehung von SDs durch den NMDA-

Antagonisten MK-801. Dieser Antagonist ist bei Patienten aber nicht
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einsetzbar, da er toxisch ist. In dieser Arbeit wird ein vollig neuer Ansatz
der Beeinflussung, bzw. einer Inhibierung von SDs versucht. Da lonen-
und Wasserhomoostase strikt gekoppelt sind und die SD neben der
Negativierung der Kkortikalen Gleichspannung von einem grof3en
Volumensignal begleitet wird, wird versucht die SD udber einen
pharmakologischen Eingriff in die Regulation der AQP4 zu

beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die spreading depression durch
Applikation von Kalium hervorgerufen. Um das Modell den
Bedingungen nach einem ischamischen Insult besser anzupassen,
wurde nicht lokal in einem kleinen Punkt mit einer Applikationskandile in
den Hirnschnitt eingestochen, sondern ein Tropfen 1 mol/l KCI-Losung
herangespult. Im Gegensatz zu einer eher punktférmigen Applikation
wird hier ein etwas groBeres Areal mit unterschiedlich hohen
extrazellularen Kaliumkonzentrationen konfrontiert, genau wie beim

Gewebeuntergang nach einem ischamischen Insult.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, ob und wie sich
die Wasserumverteilung im Gehirn Uber AQP4 regulieren laf3t. Von der
Wasserumverteilung durch AQP2 (in der Niere) ist bekannt, dal3 sie
Vasopressin reguliert wird. Im ersten Teil dieser Arbeit soll untersucht
werden, ob sich AQP4 ebenfalls durch Vasopressin beeinflussen laf3t.
Wenn sich AQP4 regulieren [aRt, sollen weitere Schritte in der
Signalkaskade der AQP4-Regulation aufgeklart werden. Im zweiten Teil
soll untersucht werden, ob sich pathologische Volumenprozesse, wie
sie z.B. bei spreading depression auftreten, durch eine Beeinflussung
der AQP4-Regulation verdndern lassen. Die Beeinflussung der
Ausbreitung und Haufigkeit der SDs wirde dazu beitragen, den

Gewebeuntergang nach einer Ischamie zu verringern.

Diese Fragen wurden durch die Kombination von intrinsischen
optischen Signalen (in der Dunkelfeld-Infrarotmikroskopie) mit

elektrophysiologischen Ableitmethoden wie der Registrierung von
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Feldpotentialen, kortikaler Gleichspannung und extrazellularen
lonenkonzentrationen mit ionenselektiven Mikroelektroden bearbeitet.
Parallel zur Aufzeichnung der intrinsisch optischen Signale wurden die
Anderungen der extrazellularen Kaliumkonzentration und
Extrazellularraumveranderungen indirekt Uber die Konzentration des
membranimpermeablen Tetramethylammonium-lons (TMA") registriert.
In der Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. O. P. Ottersen
(Anatomie-Abteilung am Institut fur Medizinische Grundwissenschaften
in der Universitat von Oslo) entstanden die immunhistochemischen
Daten der AQP4-Verteilung im Kortex.
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2 Material und Methoden
2.1 Praparation

Alle Versuche wurden an 400 um dicken, koronalen Hirnschnitten von
14 Tage alten, mannlichen Wistar-Ratten durchgefihrt. Zuerst wurden
die Tiere dekapitiert und das Gehirn freiprapariert. Anschlie3end wurde
das Gehirn in eisgekihlte artifizielle Zerebrospinalfliissigkeit (aCSF)
Uberfihrt und dort fir etwa eine Minute abgekuhlt. Auf einem mit aCSF
angefeuchteten FlieRBpapier wurde das Gehirn mit einer Rasierklinge ftr
den Schneidevorgang getrimmt. Dazu wurde von dem mit der ventralen
Seite nach unten liegenden Gehirn jeweils mit einem senkrechten
Schnitt das Vorderhirn und das Kleinhirn abgetrennt. Das verbleibende
Gewebestick wurde auf die kaudale Schnittflache gekippt und die
basalen Teile des Gehirns mit einer zu den vorherigen Schnitten

senkrechten Schnittflihrung abgetrennt.

Mit der kaudalen Schnittflache nach unten wurde das verbleibende
Gewebestick mit Sekundenkleber auf einem Kunststoffblock
festgeklebt. Dabei wurde das Gewebestiick an einen quadratischen,
aus aCSF und 5 % -igem Agar-Agar hergestellten Wirfel angelehnt.
Dadurch wurde gewabhrleistet, dal3 sich wéhrend des Schneidevorgangs
das Gewebe nicht verschieben konnte. Mit einem Vibratom (VT 1000S,
Leica) wurden 400 pum dicke koronale Hirnschnitte hergestellt. Sie
wurden mit einer weiten Pipette ohne mechanische Beanspruchung in
ein Vorratsgefald tbertragen. Das Vorratsgefald bestand aus einem mit
aCSF geflllten 250 ml Becherglas, auf das ein Kunststoffsieb gelegt
wurde. Die Losung wurde bei Raumtemperatur mit einem Gasgemisch
aus 5 % CO; und 95 % O, begast. Zur Erholung nach der Préparation

wurden die Schnitte mindestens eine Stunde im Vorratsgefal3 belassen.

-10-
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2.2 Versuchsaufbau

In einer Versuchskammer wurden die untergetauchten Hirnschnitte mit
2 ml aCSF pro Minute perfundiert. Tabelle 1 zeigt die ionale
Zusammensetzung der verwendeten Pufferlésungen. In den Lésungen
mit erniedrigter Chlorid-Konzentration wurde NaCl (bis auf 10 mM)
durch equimolare Mengen Na-und CaGluconat (98 mM NaGluconat, 16
mM CaGluconat) ersetzt. CaGluconat wurde hinzugesetzt, um die Ca*'-
Puffereigenschaften der Gluconate (Kenyon und Gibbons, 1977,
Vaughan-Jones, 1979) auszugleichen. Die Losungen wurden in einem
Wasserbad bei 32° C mit einem Gasgemisch aus 5 % CO, und 95 % O,
begast. Die Perfusion erfolgte mittels hydrostatischen Druckes durch
erhoht stehende Vorratsgefal3e. Um eine Temperatur von 32° C in der
Kammer zu gewahrleisten, wurde im Teflon-Schlauchsystem kurz vor
der Versuchskammer die Lésung in einer mit Heizdraht umwickelten
Glaskapillare erhitzt. Die Heizung (LSE, Minster) wurde mit Hilfe zweier
temperaturabhéangiger Widerstdnde, die an der Aulenseite der
Glaskapillare und in der Versuchskammer angebracht waren, reguliert.

Als optisches System wurde ein aufrechtes Mikroskop Axioskop FS,
Zeiss) verwendet, welches auf einem XY-Tisch verschiebbar gelagert
war. Die Versuchskammer war fest auf dem Versuchstisch montiert. Bei
diesem Mikroskop wird das mikroskopische Bild fokussiert, indem der
gesamte Tubus in der optischen Achse verschoben wird. Die
Experimente wurden im Dunkelfeldverfahren (das untersuchte Objekt
erscheint hell auf dunklem Hintergrund, nur das durch das Objekt
gestreute Licht wird registriert) durchgefuhrt. Die untersuchten lebenden
Rattenhirnschnitte wurden in einer durchsichtigen Kammer mit
artifizieller Zerebrospinalflissigkeit umspilt Die Schnitte stellen fir
nahinfrarotes Durchlicht (Filter bei jungen Tieren: 750+ 50nm, Filter bei
erwachsenen Tieren: 750-1050 nm + 50 nm) ein optisches Gitter dar,
wodurch das Licht gestreut wird. Andert sich der Extrazellularraum z.B.

durch Gliazellschwellung nach neuronaler Aktivitat, &ndern sich auch
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die Gittereigenschaften, das Licht wird anders gestreut und kann dann
z.B. als Aufhellung registriert werden. Extrazellularraumaufweitungen
fihren zu einer Abdunklung, Schrumpfungen zu einer Aufhellung
(Holthoff und Witte, 1996, 2000). Da die ganze Kortexbreite bei Ratten
auf einmal sichtbar gemacht werden kann, kdnnen
Signalverédnderungen (Aufweitung oder Schrumpfung des

Extrazellularraums) Gber mehrere Kortexschichten verfolgt werden.

Das mikroskopische Bild wurde mit einer CCD (charge coupled device)
—Kamera (C7500, Hamamatsu) registriert. Nachgeschaltet war eine
Kamerasteuerungseinheit (C2400, Hamamatsu), die eine analoge
Kontrastverstarkung und offset-Verschiebung des Kamerasignals
ermoglichte. Gleichzeitig konnten Unterschiede in der Grundhelligkeit
des analogen Videobildes durch eine sogenannte shading-correction-

Einheit ausgeglichen werden.

Die nachfolgende Weiterverarbeitung des Videosignals wurde durch
einen Videometrieprozessor (Argus 20, Hamamatsu) geleistet. Diese
Einheit ermdglichte in Echtzeit den Abzug eines zuvor aufgenommenen
Hintergrundbildes vom aktuellen Videosignal und eine folgende digitale
Nachverstarkung des Differenzbildes. Die so erhaltenen Videosignale
wurden mit einem S-VHS Videorekorder (AG-4700, Panasonic)
aufgezeichnet.

Die aufgezeichneten Videosignale wurden off-line ausgewertet. Die
Analyse der Daten erfolgte mit einem Macintosh PC (G4), der mit einer
frame-grabber-Karte (LG-3, Scion Corporation) und der
Bildverarbeitungssoftware NIH Image ausgestattet war. Diese Software
ermoglichte bestimmte Graustufen (erstens die Graustufen, die ein
helles Signal im Vergleich zum Hintergrund bildeten und zweitens die
Graustufen, die ein dunkles Signal im Vergleich zum Hintergrund
bildeten) zusammenzufassen, so dafl} ein binares Bild entstand. In
diesem Bildmodus konnte dann die Flache des Signalgebietes erfal3t

und ausgerechnet werden. Die Anderung der Flache tber die Zeit

-12-



Material und Methoden

wurde ermittelt, wobei die Einstellung der zusammengefaliten

Graustufen beibehalten wurde.

Die elektrophysiologischen Signale wurden mit einer DC-
Tonbandmaschine (store 4 DS, Racal) aufgezeichnet. Die Daten
wurden digitalisiert (CED 1401) und off-line mit der Software SIGNAL
(CED Software) dargestellt und ausgewertet. Zur weiteren Analyse
wurden die Daten im ASCIl-Format exportiert und mittels

Tabellenkalkulation (Excel, Microsoft) ausgewertet.

aCSF normale |17 mMCI" |+10 mM 17 mM CI" + 10
TMACI mM TMACI

NacCl 124 10 114

NaGluconat 98 98

NaH;PO4 1.25 1.25 1.25 1.25

NaHCO3 26 26 26 26

KCI 3 3 3 3

CacCl, 2 2 2 2

CaypGluconat 16 16

MgSO, 2 2 2 2

Glucose 10 10 10 10

Tab. 1: Darstellung der ionalen Zusammensetzung der Perfusions-

[6sungen (alle Konzentrationen in mM).
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2.3 Registrierung intrinsisch optischer Signale
2.3.1 Reizparadigmen
a) Elektrische Stimulation

Die intrinsisch optischen Signale wurden durch elektrische Reizung
der Hirnschnitte ausgelost. Dazu wurde eine konzentrische
Reizelektrode (Spitzendurchmesser: 100 pm, SNEX 100, Science
Products Inc.) verwendet. Dies wurde im rechten Winkel abgebogen
und senkrecht im Hirnschnitt in Schicht VI in der Nahe zur weil3en
Substanz in den Kortex eingestochen. Die intrinsisch optischen Signale
wurden durch eine Serie von 100 Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz
ausgelost. Die Reizstarken lagen zwischen 2 V und 9 V. Die Reizlange

des Einzelreizes betrug 200 ps.
b) Stimulation mit 1M KCI

Die intrinsisch optischen Signale der spreading depression wurden
durch das Heranspulen eines Tropfens 1 mol/l KCI-Lésung ausgelost.
Dieser Tropfen wurde mit Hilfe eines Picospritzers (General Valve
Corporation) in 1050 + 50 um Entfernung von der Pia mater des
Hirnschnitts appliziert und durch den Druck und die FlieRrichtung in der
Versuchskammer an den Schnitt herangespiilt. Der Druck (1,0 bar), der
Durchmesser der Applikationskanile (Innendurchmesser 0,25 mm), die
Kaliumkonzentration (1 mol/l), der Abstand zum Hirnschnitt (1050 + 50
pum), die Hohe (Applikationskanile lag auf dem Kammerboden auf) und
die Ausrichtung der Applikationskanile (ca. 90° zur Pia), die
FlieRgeschwindigkeit (2 ml/ min) und FlieBrichtung (der Schnitt wurde
immer senkrecht zur FlielBrichtung in der Versuchskammer plaziert)
wurden konstant gehalten, so dal3 immer das gleiche Volumen an eine

vergleichbare Stelle appliziert wurde.

Um das Modell der Bedingungen nach einem ischamischen Insult

besser anzupassen, wurde nicht lokal in einem kleinen Punkt mit einer
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Applikationskanile in den Hirnschnitt eingestochen, sondern ein
Tropfen 1 mol/l KCI-Lésung an den Hirnschnitt mit Hilfe eines
Picospritzers herangesplilt. Im Gegensatz zu einer eher punktférmigen
Applikation wird hier ein etwas grol3eres Areal mit unterschiedlich
hohen extrazellularen Kaliumkonzentrationen konfrontiert, genau wie

beim Gewebeuntergang nach einem ischamischen Insult.

2.3.2 Mel3signale

Durch das verwendete Dunkelfeldverfahren (s.0.) erschien der
Hirnschnitt im unverarbeiteten Bild hell auf dunklem Hintergrund. Die
elektrische Stimulation bewirkte in den erregten Arealen eine weitere
Aufhellung oder Abdunklung des mikroskopischen Bildes. Die
Amplitude dieser Anderung lag in der GréRenordnung von 1 Promille
der Hintergrundintensitat. Im unverarbeiteten videomikroskopischen
Bild wéaren diese Signale nicht auflésbar, da die Digitalisierung des
Videosignals nur mit einer Aufldosung von 8 Bit erfolgt und so das Signal
vom Rauschen Uberdeckt wirde. Aus diesem Grund wurde, wie im
folgenden Abschnitt beschrieben, in einer weiteren Bildverarbeitung das
Mel3signal in den Bereich der digitalisierenden frame-grabber-Karte

aufgespreizt.

2.3.3 Bildverarbeitung

Durch die Kamerasteuerungseinheit wurde das Signal der CCD-
Kamera zunachst analog um einen Faktor 3 kontrastverstarkt und die
Grundhelligkeit des Bildes durch eine analoge shading-Korrektur
homogen ausgesteuert. Die nachfolgenden Verarbeitungsschritte
wurden durch den Videometrieprozessor durchgefuhrt. Das analoge
Videobild wurde dazu mit einer Auflésung von 12 Bit digitalisiert und

alle Berechnungen mit dieser Auflésung durchgefthrt. Anschlie3end
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wurde das Videobild mit einer Auflosung von 8 Bit digital-analog-
gewandelt. 8 Sekunden vor jeder Reizung wurde das Hintergrundbild
als Mittel aus 64 aufeinanderfolgenden Videohalbbildern aufgenommen.
Dieses Hintergrundbild wurde nun von jedem neu hereinkommenden
Videobild abgezogen und die Differenz mit einem Faktor zwischen 4
und 8 digital verstarkt. Das so verrechnete Videosignal stand
spatestens 2 Sekunden vor Beginn der Reizung zur Verfigung. Die
Bildverarbeitung geschah in Echtzeit, so dal3 die zeitliche Auflésung der
Messung der Videofrequenz von 50 Halbbildern pro Sekunde
entsprach. Die Signale wurden in einem spateren Schritt mit NIH-

Image-Software ausgewertet (s.0.).

2.4 Registrierung von Feldpotentialen
2.4.1 Herstellung der Feldpotentialelektroden

Mit Hilfe von Glasmikroelektroden wurden extrazellulare Feldpotentiale
registriert. Glaskapillaren mit einem Auf3endurchmesser von 1 mm
wurden mit einem Puller (P-87, Sutter Instrument Co.) zu einer Spitze
ausgezogen. AnschlieRend wurde die Elektrode mit 500 mM NaCl
gefullt und vorhandene Luftblasen durch Unterdruck im Exsikkator
entfernt. Danach wurde ein chlorierter Silberdraht eingefihrt und die
hintere Offnung der Elektrode mit Deiberit verschlossen.

2.4.2 Positionierung der Feldpotentialelektrode im erregten Areal

Zuerst wurde die Reizelektrode im Hirnschnitt positioniert und ein
intrinsisch optisches Signal ausgel6st. Die gewlnschte Position der
Feldpotentialelektrode wurde dann auf dem Videobildschirm markiert.
Die Elektrode konnte dann unter Sicht mit einem Mikromanipulator an
der gewahlten Stelle im Schnitt positioniert werden. Mit einem

Extrazellularverstarker (LSE, Munster) wurden die Signale der
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Feldpotentialelektroden verstarkt, direkt digitalisiert (CED 1401, Science
Products Inc.) und gleichzeitig mit einer DC-Tonbandmaschine (Store 4

DS, Racal) aufgezeichnet.

2.5 Kalium- und Tetramethylammonium- Messungen mit

ionensensitiven Mikroelektroden

Mit Hilfe der Technik der ionensensitiven Mikroelektroden kdnnen freie
Konzentrationen von ein- und zweiwertigen lonen in walrigen
Losungen selektivn gemessen werden. Die Mel3groRe der
ionensensitiven Mikroelektroden ist die Potentialdifferenz E, also eine
elektrische Spannung. In erster Naherung ist der Betrag dieser
Spannung dem Logarithmus der freien Konzentration des zu
messenden lons in der MeRlosung direkt proportional. Jede
ionenselektive Mikroelektrode weist neben der Sensitivitat fir das
MefRion auch Nebensensitivitaten fir andere lonensorten auf, die im
allgemeinen um GrofRenordnungen unter der des Mef3ions liegen. Diese
Nebensensitivititen werden durch Selektivitatskoeffizienten K™
charakterisiert. In zweiter Naherung wird die Funktion der Mel3grol3e
ionenselektiver Mikroelektroden durch die Nicholsky- Eisenman-

Gleichung (Eisenman, 1962) beschrieben:
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E=Ep+s log[a+ Z Kiijt (ai)zi/zj]

E : MeRgrofRe der ISGM

Eo : MeRgrofRe unter Standardbedingungen

S : Nernst'sche Gleichung (s = 58.8 mV/ Dekade bei 22°C)
=t : freie Konzentration des MefRions

a : freie Konzentration des Storions

Zi : Ladungszahl des Melions

z; : Ladungszahl des Stérions

K™ : Selektivitatskoeffizient

lonenselektive Mikroelektroden wurden verwendet, um im Hirnschnitt
zeitinduzierte Veréanderungen in der extrazellularen
Kaliumkonzentration oder Anderungen des Extrazellularraumvolumens
(indirekt durch Anderung der Tetramethylammonium-Konzentration) zu

registrieren (s. 2.6).
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2.5.1 Bau ionensensitiver Mikroelektroden
a) Ziehen doppellaufiger Glasmikroelektroden

Zwei 75 mm lange Glaskapillaren mit unterschiedlichem Durchmesser
(1,5 mm und 1,0 mm AuBendurchmesser) mit Filament (Science
Products Inc.) wurden mit ihren Enden 5 mm versetzt mit dem
Zweikomponenten-Kleber Araldit (Roth) parallel verklebt. Diese
Rohlinge wurden zur Aushartung des Klebers eine Stunde bei 80°C im

Warmeschrank inkubiert.

Danach wurden die Rohlinge in einem mehrstufigen Prozel3 mit einem
Puller (Getra, Minchen) zu Elektroden ausgezogen. Dazu wurden
zuerst nach 30 Sekunden grol3ter Hitze beide Kapillaren um 180°
umeinander gedreht und um 2 mm vorgezogen. So wurden die
Kapillaren fest miteinander verbunden und konnten zu einer
gemeinsamen Spitze ausgezogen werden. Danach wurde der Rohling
im Gluhwendel neu zentriert und bei mittlerer Hitze zu einer

doppellaufigen Glasmikroelektrode ausgezogen.

b) Silanisierung des Zentralkanals (1,5 mm Auf3endurchmesser)

Die gezogenen Mikroelektroden bestehen aus Borosilikat und besitzen
damit wie die meisten Glassorten eine stark hydrophile Oberflache. Bei
der Herstellung der ionensensitiven Mikroelektroden mufd der grof3ere
Kanal, Zentralkanal genannt, in der Spitze mit einem hydrophoben
Gemisch aus verschiedenen Substanzen (Sensor) geflllt werden.
Dieser Sensor basiert auf einem hydrophoben Ldsungsmittel und
bewirkt die lonenselektivitat der Elektroden. Damit der Sensor nicht
durch die zu messenden walirigen Losungen aus der Spitze der
Elektrode verdréangt werden kann, muf3 die innere Oberflache des
Zentralkanals hydrophobisiert werden. Dies wurde mit Hilfe von

Hexamethyldisilazan (HMDS, Sigma) erreicht, welches mit den
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hydrophil wirkenden Hydroxyl-Gruppen an der Oberflache des Glases

reagiert und diese mit hydrophoben Siliziumverbindungen absattigt.

Der zweite Kanal, Referenzkanal genannt, wird mit einer
Elektrolytlosung gefullt und muf3 vor der Silanisierung geschitzt
werden. Dazu wurde dieser Kanal vorher mit destilliertem Wasser
gefullt. Mit einer Glasspritze mit Stahlkanile wurden dann in den
Zentralkanal wenige Tropfen HMDS geflllt. Anschlie3end wurden die
Elektroden 15 Minuten auf eine 250°C heil3e Heizplatte gelegt.
Uberfliissiges HMDS und das Wasser im Referenzkanal verdampften
so unter Hitzeeinwirkung. Die Elektroden wurden dann bis zum
weiteren Fullen in einem luftdicht verschlossenen GefalR und zum

Schutz vor Feuchtigkeit auf Blaugel (Behr Labor-Technik) aufbewahrt.

Beim Fillen der Elektroden wurden zuerst wenige Tropfen des K'-
selektiven Sensors (K-Austauscher 477317, WPI friher Corning) mit
Hilfe eines Mikrofilaments in den Zentralkanal eingefillt. Die
entstehenden Luftblasen wurden durch Unterdruck im Exsikkator
entfernt. Danach wurde der Referenzkanal mit einer 500 mM NaCl-
Losung gefiillt und der Sensor im Zentralkanal mit 200 mM KCI- (bei K*-
sensitiven Elektroden) oder 200 mM TetramethylammoniumCI-Lésung
(bei TMA*-sensitiven Elektroden) uberschichtet. Auch hier wurden die
entstehenden Luftblasen durch Unterdruck im Exsikkator entfernt.
AnschlieBend wurde in beide Kanale ein chlorierter Silberdraht
eingefihrt und die hinteren Enden der Elektroden mit Deiberit, einem
durch Hitze verflissigbaren Wachs, verschlossen, um sie gegen

Austrocknen zu schiitzen.
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2.5.2 Eichung der ionensensitiven Mikroelektroden

Vor jedem Versuch wurden die ionensensitiven Mikroelektroden
geeicht. Dazu wurden die Elektroden in der Versuchskammer mit
mehreren  Eichlésungen  mit  verschiedenen  Kalium-  oder
Tetramethylammonium (TMA")-Konzentrationen (berspiilt (Abb. 1-3).
Die Eichlésungen entsprachen in ihrer Zusammensetzung weitgehend
der aCSF, mit der die Hirnschnitte perfundiert wurden. Auf diese Weise
wurden die Nebensensitivitaten, wie sie wahrend des Versuchs

auftraten, schon wahrend der Eichung berucksichtigt.

Alle Eichlésungen wurden mit HEPES auf einen pH- Wert von 7.4
(gleich dem pH-Wert der aCSF) gepuffert. Die Osmolaritat der
verschiedenen LoOsungen wurde konstant gehalten. Dazu wurden
equimolare Mengen an NaCl, wenn die Konzentration des Mel3ions von
der Konzentration in der aCSF- Losung abwich, entweder zugegeben
oder weggelassen. Eine Ubersicht Uber die ionale Zusammensetzung
der Eichlésungen gibt Tabelle 2 (A: K'-Eichlosungen, B: TMA™-
Eichlosungen):
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2 K" 5K" 10 K* 20 K*

NaCl 141 138 133 123
NaH,PO, 1.25 1.25 1.25 1.25
KCl 2 5 10 20
CaCl, 2 2 2 2
MgSO, 2 2 2 2
Glucose 10 10 10 10
HEPES 10 10 10 10

B: TMA™- Eichldsungen (alle Angaben in mM)

5TMA" |10 TMA® |20 TMA" |50 TMA®

NaCl 135 130 120 90
TMACI 5 10 20 50
NaH,PO, 1.25 1.25 1.25 1.25

KCI 3 3 3 3

CaCl, 2 2 2 2
MgSO, 2 2 2 2
Glucose 10 10 10 10
HEPES 10 10 10 10

Tab. 2: A: K*-Eichlésungen B: TMA™- Eichlésungen
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Abb. 1. Darstellung der Eichkurve einer Kalium-selektiven
Mikroelektrode. Die ionensensitive Mikroelektrode wurde mit
Eichlésungen, mit unterschiedlichen Konzen-trationenvon KCl
Uberspilt.
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Abb. 2: Darstellung der Eichkurve einer TMA*-selektiven
Mikroelektrode. Die ionensensitive Mikroelektrode wurde mit
Eichlésungen, mit den Konzentrationen 5, 10, 20 und 50 mM TMACI
uberspilt.
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Vor jedem Experiment wurde die Grundlinie beider Kanale vor dem
Einstich der Elektroden in das Gewebe auf 0 mV abgeglichen und
wahrend des Experiments nicht verandert. Bei den Versuchen, bei
denen zwischendurch zu einer aCSF mit erniedrigter Chlorid-Losung
gewechselt wurde, muf3te wegen der unterschiedlichen Chlorid-
Konzentrationen und des daraus entstehenden unterschiedlichen liquid
junction potentials zwischen Elektrode und Badlésung nocheinmal auf O
mV abgeglichen werden.

2.6 Messung der reizinduzierten Anderung des

Extrazellularraumvolumens

Volumenanderungen konnen mit Hilfe von intrinsisch optischen
Methoden sichtbar gemacht werden (s. 2.2). Da in der Literatur noch
diskutiert wird (Witte et al., 2001), welche Ursachen und Ereignisse
zusatzlich neben den Anderungen des Extrazellularraums zur
Entstehung der intrinsisch optischen Signale beitragen, wurden die
Anderungen des Extrazellularraums in einigen Versuchen zusétzlich
indirekt Uber Konzentrationsveranderungen von Tetramethylammonium
(TMA") registriert. Dieses lon verbleibt zum groRten Teil im
Extrazellularraum. Ransom et al. (1985), Huang und Karowski (1992)
beschreiben die Messung von Extrazellularraumvolumen-
Veranderungen durch die Registrierung der Konzentration eines auf
den extrazellularen Raum beschrankten Markermolekils. In den
Experimenten wurden 10 mM TMACI durch equimolare Mengen NaCl
ersetzt (Eichkurve s. Abb.2). Unter diesen Bedingungen ist die
ionensensitive  Mikroelektrode blind fur Anderungen der K'-
Konzentration (Huang und Karowski, 1992). Da TMA® nur in
vernachlassigbaren Mengen in das intrazellulare Kompartiment Ubertritt
(Nicholson und Phillips, 1981), kénnen Anderungen in der TMA'-
Konzentration als Schwankungen des Extrazellularraumvolumens

interpretiert werden. Die relativen Anderungen im
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Extrazellularraumvolumen AV) wurden mit Hilfe folgender Gleichung

aus den Konzentrationsanderungen berechnet (Dietzel et al., 1980):

AV [%] = (1- [TMA™], vor Aktivitat/ [TMA™]o nach Aktivitat) 100

2.7 Pharmakologische Substanzen

Zur Untersuchung der Aquaporin-Regulation wurden folgende

Substanzen eingesetzt:

a) in Phosphat-Puffer (pH = 7.4) gelodst: (Arg®)-Vasopressin (500 nM,
Bachem), [Phe?, lle*, Orn®]-Vasopressin (entspricht [Phe? Orn®-
Vasotocin) (500 nM, Peninsula Laboratories), (Phenylac!, D-
Tyr(Me)?,  Arg®®,  Lys-NH.%)-Vasopressin  (500nM, Bachem),
(Deamino-Cys*, D-Arg®)-Vasopressin (DDAVP) (500nM, Bachem),
(d(CHy)s', D-lle*, Arg®, Ala-NH,®)-Vasopressin (500nM, Bachem)

b) in Dimethylsulfoxid (Merck) gelost: Bisindolylmaleimide | (300nM,
2uM, Calbiochem), Thapsigargin (1puM, ICN).

2.8 Auswertung der SD-Verlaufe (Fache/ Zeit) in Anlehnung an das
Hodgkin-Huxley-Modell der Depolarisation

Hodgkin und Huxley stellten (1952d) ein Modell vor, indem die
Kinetiken bei Depolarisationsprozessen beschrieben wurde. Der Verlauf
einer SD entspricht weitestgehend diesen Prozessen (Abb. 3), wobei
der Zeitverlauf deutlich verlangsamt ist. Mit Hilfe diese Modells wurden
die Aktivierung und die Inaktivierung des SD-Prozesses bei
Kontrollversuchen und bei pharmakologischen Versuchen bestimmt.
Der reale (gemessene) Verlauf (rot) setzt sich aus den Komponenten
Aktivierung (blau), Inaktivierung (grin) und der Amplitude (Aexp)

zusammen. Mit Hilfe des Software-Programms Neuron (zur Verfigung
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gestellt von W. Wadmann, Amsterdam) wurde die Funktion der
Kurvenverlaufe ermittelt Der Anstieg und der Abfall der Kurven wurde
itterativ. (durch eine Fitfunktion) angeglichen. Mit Hilfe der
Fitfunktionen wurden 1 der Aktivierung (T, Zeitpunkt, an dem die
Flache der SD auf 37 % angestiegen ist) und Tt der Inaktivierung (T,
Zeitpunkt, an dem die Flache der SD auf 37 % abgefallen ist)
berechnet.

o P mm o mm e mm e mm e mm o mm o e mm e mm e mm e

Aktivierung

SD-Verlauf

Flache (um)

=
-
e

[
Tlnakt t (S)

Abb. 3: Depolarisations-Modell nach Hogkin und Huxley. Der
gemessene SD-Verlauf (rot) setzt sich aus den Komponenten
Aktivierung (blau), Inaktivierung (grin) und der Amplitude (A.,p)
zusammen. T der Aktivierung (t,,) ist der Zeitpunkt, an dem die
Flache der SD auf 37 % angestiegen ist und t der Inaktivierung (T;,a)
ist der Zeitpunkt, an dem die Flache der SD auf 37 % abgefallen ist.
Die gestrichelten Linien deuten die Fitfunktionen an, mit denen die 1-
Werte ermittelt wurden.
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2.9 Statistik

Die statistischen Angaben werden (wenn nicht anders angegeben) in
der Form: Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwertes
angegeben (n = Anzahl der Tiere). Signifikanzen wurden mit dem T-

Test ermittelt.
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3 Ergebnisse

3.1 Modulation eines radialen, aktivitdtsabhéngigen

Wasserflusses im Neokortex

3.1.1 Elektrische Stimulation in Lamina VI induziert eine

Extrazellularraumaufweitung in Lamina |

Kortikale Hirnschnitte wurden vor Beginn der elektrischen Stimulation
50 Minuten mit einer artifiziellen Zerebrospinallosung (aCSF) mit
erniedrigter Chloridldsung vorinkubiert. Diese erniedrigte Chloridldsung
bewirkte eine fast vollstdndige Inhibierung des Chlorid-gekoppelten
Kaliumtransports tber den Na-K-2Cl-Kotransporter (Holthoff und Witte,
1996). Der vorinkubierte Hirnschnitt wurde dann im Abstand von 10
Minuten mit einer Elektrode in Kortexschicht VI elektrisch stimuliert.
Die intrinsisch optischen Signale wurden durch eine Serie von 100
Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz ausgelost. Die Reizstarken
lagen zwischen 2 V und 9 V. Die Reizlange des Einzelreizes betrug
200 ps. Der durch die Reizserie hervorgerufene Wasserflul3 wurde als
intrinsisch optisches Signal registriert. Extrazellularraumaufweitungen
fuhrten zu einer Abdunklung, Schrumpfungen zu einer Aufhellung des
Signalbildes (Holthoff und Witte, 1996, 2000). Abb. 4 zeigt IOS 6
Sekunden nach elektrischer Stimulation in Kortexchicht VI. In Schicht
IV zeigt sich eine Aufhellung des Signals (Falschfarben codiert: rot,
Zellschwellung), in den Schichten I-1ll eine Abdunklung des Signals

(Falschfarben codiert: blau, Extrazellularraumaufweitung).

Das dunkle I0S (hiernach schwarze Welle genannt) startete in den
oberen Kortexschichten (I-111) senkrecht zur Stimulationselektrode und
breitete sich tangential mit einer Geschwindigkeit von 115 + 13 pm/s
(n = 5) aus. Die schwarze Welle startete 1.9 + 0.4 s (n = 9) nach der

Stimulation und hielt 1-2 Minuten an. Die Flache der schwarzen Welle
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Abb. 4: IOS 6 Sekunden nach elektrischer Stimulation in
Kortexschicht VI. In Schicht IV zeigt sich eine Aufhellung des Signals
(Falschfarben codiert: rot, Zellschwellung), in den Schichten I-1ll eine
Abdunklung des Signals (Falschfarben codiert: blau,
Extrazellularraumaufweitung). Die Stimulationselektrode ist weil3
umrandet. Der Eichbalken entspricht 200 pm.

variierte unter Kontrollbedingungen von Hirnschnit zu Hirnschnitt im
Mittel um 281.53 + 230.73 um? (n = 14). Die Ausbreitung des Signals
wurde jeweils beim Maximum nach der Stimulation gemessen. In
Kortexschicht IV konnte eine Aufhellung des Signals registriert
werden. Diese Aufhellung korrelierte mit einer
Extrazellularraumschrumpfung (Zellschwellung) (Holthoff und Witte,
1996, 2000). Diese Zellschwellung wird einer Wasserumverteilung
zugeschrieben, die nach einer Aktivierung der Neurone in Schicht VI
erfolgt. Die Neurone der Schicht IV werden direkt durch aufsteigende
Fasen stimuliert. Daraufhin wird Kalium aus den Neuronen
transportiert und muf3 von den Gliazellen aufgenommen werden.

Diese Aufnahme wird von einem Wasserflul? in die Zellen begleitet.
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Obwohl in der Literatur beschrieben wird, dafl neben
Extrazellularraumveranderungen auch andere Komponenten zur
Entstehung der 10S unter extremen Bedingungen (z.B. Zelluntergang,
Aitken et al., 1999) beitragen, Kkorrelieren unter diesen
Versuchsbedingungen 10S und Extrazellularraumveranderungen sehr
gut miteinander. Die Extrazellularraumveranderungen wurden indirekt
uber die Konzentration des nicht membrangangigen
Tetramethylammoniums (TMA™*) registriert. Abb. 5 zeigt die
Korrelation von I0S und Extrazellularraumbedingungen in

Kortexschicht | nach elektrischer Stimulation in Schicht VI.

[TMA], 10 I0S
(mM) (Pixel)
9.5 - -35
9 - — -70 —
10s 10s

Abb. 5: Korrelation von intrinsisch optischem Signal (I0S) und
Extrazellularraumverénderungen, die indirekt Uber die Konzentration
des nicht membrangangigen Tetramethylammoniums (TMAY)
registriert wurden. Unter den Versuchsbedingungen in dieser Arbeit
gibt es eine sehr gute Korrelation zwischen 10S und Extrazellular-
raumveranderungen.
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3.1.2 Vasopressin verstarkt die induzierte Extrazellular-

raumaufweitung

Eine Superfusion mit [Arg®]-Vasopressin (AVP) vergroRerte die
Ausbreitung der schwarzen Welle (Abb. 6 B) im Vergleich zu
Kontrollbedingungen (Abb. 6 A). Die grtRere Ausdehnung erfolgte
hauptsachlich in tangentialer Richtung. In der radialen Achse des
Kortex konnte nur eine kleine VergroRerung beobachtet werden. Die
grolRere Ausdehnung konnte bereits 10 Minuten nach dem
Losungswechsel beobachtet werden. lhre maximale Ausdehnung
erreichte die schwarze Welle aber erst nach ca. 30 Minuten. Fir diese
verspatetet Antwort ist wahrscheinlich die langsame Diffusion der

Testsubstanz in den Hirnschnitt verantwortlich.

/11

/111

vV

\

Abb. 6: VergroRerte Ausbreitung des 10S nach Superfusion mit
[Arg®]-Vasopressin  (AVP) (B) im Vergleich zu Kontrollbedingungen
(A). Die grofRere Ausdehnung erfolgte hauptsachlich in tangentialer
Richtung. In der radialen Achse des Kortex konnte nur eine kleine
VergroRerung beobachtet werden. Der Eichbalken entspricht 200 pm.
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Die Ausdehnung des hellen Signals in Kortexschicht IV (Abb. 6)
(korreliert mit Extrazellularraumschrumpfung) vergréf3erte sich nach
Superfusion mit AVP um 368 + 157 % (p< 0.001, n = 9) im Vergleich

zu Kontrollbedingungen.

AVP anderte die Amplitude der Extrazellularraumaufweitung nicht
signifikant. Dies wurde mit TMA*-Messungen in Kortexschicht |
senkrecht zur Stimulationselektrode registriert. Die  TMA+-
Konzentration verringerte (Grundlevel 10 mM) sich um 0.56 + 0.4 mM
(10 Hirnschnitte von drei Tieren) unter Kontrollbedingungen und um
0.68 + 0.4 mM (9 Hirnschnitte von drei Tieren) nach Superfusion des

Hirnschnitts mit AVP.

3.1.3 Die grofRere Ausdehnung des IOS durch Vasopressin ist
nicht auf eine Veranderung in der Erregbarkeit des
Gewebes zurickzufihren

Die AVP-induzierte verstarkte Aufweitung des Extrazellularraums
konnte auch durch eine Verédnderung der neuronalen Erregung
hervorgerufen worden sein. Um dies auszuschlieRen, wurden in
einigen Experimenten zuséatzlich Feldpotentiale registriert. Die
Feldpotentialelektrode wurde in Kortexschicht IV plaziert. Es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Feldpotentialen unter
Kontrollbedingungen und nach Superfusion des Hirnschnitts mit AVP
(n = 3) (Abb. 7). Abb. 8 zeigt zwei Beispiel-Feldpotentiale unter
Kontrollbedingungen (A) und nach Superfusion mit AVP (B). Die
Feldpotentiale blieben ebenfalls unverandert nach Superfusion mit
dem Vasopressinla-Rezeptorantagonisten (V1a-Antagonist)
(Phenylac?, D-Tyr(Me)?, Arg®8, Lys-NH,%-Vasopressin (n = 3) (Abb.
7).
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Abb. 7: Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Feldpotentialen unter Kontrollbedingungenn nach Superfusion des
Hirnschnitts mit AVP oder nach Superfusion mit dem Vla-
Antagonisten (Phenylac!, D-Tyr(Me)?, Arg®8, Lys-NH,°%)-Vasopressin
(jeweils n = 3) festgestellt werden.
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Abb. 8: Beispiel-Feldpotentiale unter Kontrollbedingungen (A) und
nach Superfusion mit AVP (B). Es wurde jeweils das flnfte
Feldpotential in der Reizserie ausgewahlt. Es wurden 100 Reize mit
einer Frequenz von 50 Hz ausgeldst. Die Reizlange des Einzelreizes
betrug 200 us. Die Feldpotentialelektrode wurde in Kortexschicht IV
plaziert.
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3.1.4 Messung von Kaliumkonzentrationen

Nach elektrischer Stimulation in Kortexschicht VI stieg die
Kaliumkonzentration sowohl in Schicht IV (wo der Extrazellularraum
schrumpfte), als auch in den oberen Kortexschichten (wo der
Extrazellularraum gréRer wurde) (Abb. 9 A). Ein ahnlicher Anstieg der
Kaliumkonzentration wurde in Hirnschnitten beobachtet, die in
Anwesenheit von AVP stimuliert wurden (Abb. 9 B). Die
Kaliumkonzentrationen wurden begleitend zur Registrierung der
intrinsch  optischen Signale mit ionensensitiven Mikroelektroden
erfal3t. Vor jedem Versuch wurde die Elektrode mit Eichlosungen mit
verschiedenen Kaliumkonzentrationen dberspilt und so eine

Eichkurve erstellt. (s. Abb. 1 in Material und Methoden).

Es gab keine signifikante Korrelation zwischen der maximalen
Amplitude des Kaliumanstiegs und der rdumlichen Ausbreitung der
schwarzen Welle (Abb. 10). Die erhéhte Kaliumkonzentration blieb in
Kortexschicht IV (24.6 + 5.4 s) langer bestehen als in Schicht | (13.5 +
1.4 s, p< 0.02, n = 5). Der Zeitpunkt des Abfalls des Kaliumsignals
anderte sich nicht signifikant nach einer Superfusion mit AVP. Die
Verweildauer betrug in Schicht | 13.9 + 1.4 s und in Schicht IV 27.1 +

4.2 s (registriert an funf Hirnschnitten von drei Tieren).
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Abb. 9: Kaliumkonzentrationsveranderungen in Kortexschicht | und
Schicht 1V, die das intrinsisch optische Signal begleiten nach
Stimulation in Schicht VI. A zeigt die Konzentrationveranderungen
unter Kontrollbedingungen und B die Veranderungen nach 30
Minuten Superfusion mit AVP. Die erhohte Kaliumkonzentration blieb
in Kortexschicht IV langer bestehen als in Schicht I. Der Zeitpunkt des
Abfalls des Kaliumsignals anderte sich nicht signifikant nach einer
Superfusion mit AVP. Die Lokalisation der Kaliumsensitiven
Mikroelektroden ist durch schematische Elektroden angedeutet. Die
Stimulationselektrode ist weil3 umrandet. Die Eichbalken entsprechen
200 pm.
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Abb. 10: Darstellung der Grof3e der Ausbreitung der schwarzen Welle
gegenuber der maximalen Kaliumamplitude. Es gab keine signifikante
Korrelation zwischen der maximalen Amplitude des Kaliumanstiegs
und der raumlichen Ausbreitung der schwarzen Welle. Die
Kaliumkonzentrationen wurden mit Kalium-sensitiven Mikroelektroden

registriert.
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3.1.5 Die Vasopressin induzierte verstarkte Aufweitung erfolgt

uber den Vasopressinla-Rezeptor

Welcher Vasopressin-Rezeptor bei der AVP-vermittelten verstarkten
Aufweitung des Extrazellularraumsinduziert beteiligt ist, wurde durch
Applikation von Vasopressinl- Rezeptor (V1) und Vasopressin2-
Rezeptor (V2) Agonisten und Antagonisten ermittelt. Hirnschnitte
wurden mit den Substanzen Uberspult und die intrinsisch optischen
Signale registriert. Die Ausdehnung der Signale wurden 40 Minuten
nach Applikation der Testsubstanzen bestimmt. Alle Agonisten und

Antagonisten wurden in der Konzentration 500 nM eingesetzt.

Abb. 11 zeigt ein typisches Experiment mit (Arg8)-Vasopressin (AVP).
Nach drei Kontrollstimulationen wurde der Hirnschnitt mit AVP
uberspilt. Dies verursachte eine vergroRerte Ausdehnung der
schwarzen Welle. Die Hirnschnitte wurden alle 10 Minuten mit einer
Serie von 100 Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz stimuliert. Die
Reizlange des Einzelreizes betrug 200 ps. Die Flache der
Ausdehnung der schwarzen Welle wurde jeweils am Maximum der

Ausdehnung bestimmt.

[Arg8]-Vasopressin (Abb. 11 und 12) (n = 9) und der V1-Agonist
[Phe?, Orng]-Vasotocin (n = 3) (Abb. 12) vergroRerten die Ausdehnung
der schwarze Welle um tiber 50 %. Der V1a-Antagonist (Phenylac?, D-
Tyr(Me)?, Arg®8, Lys-NH,%-Vasopressin (Abb. 12) verringerte die
Ausdehnung der schwarzen Welle (n = 3). Dies deutet darauf hin, dal3
endogene V1-Agonisten einen anhaltenden begunstigenden Effekt
austben. Der V2-Agonist (Deamino-Cys!, D-Arg®)-Vasopressin
(DDAVP) (Abb. 12) hatte keinen Effekt auf die GrolRe der
Ausdehnung. Ebenfalls keinen Effekt hatte der V2-Antagonist
(d(CH,)st, D-lle*, Arg®, Ala-NH,%)-Vasopressin (Abb. 12). Die Gréf3e
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der Ausdehnung wurde 40 Minuten nach Applikation der Testsubstanz

bestimmt.
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Abb. 11: Typisches Experiment mit (Arg8)-Vasopressin (AVP). Nach
drei Kontrollstimulationen wurde der Hirnschnitt mit AVP Uberspdilt.
Dies verursachte eine vergrofR3erte Ausdehnung der schwarzen Welle.
Die Hirnschnitte wurden alle 10 Minuten mit einer Serie von 100
Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz stimuliert. Die Reizlange des
Einzelreizes betrug 200 ps. Die Flache der Ausdehnung der
schwarzen Welle wurde jeweils am Maximum der Ausdehnung
bestimmt.
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Abb. 12: Pharmakologische Einflisse auf die Grol3e der Ausdehnung
der schwarzen Welle. (Arg8)-Vasopressin (n = 9) und der V1-Agonist
(Phe?, Orn®)-Vasotocin (n = 3) vergroRerten die Ausdehnung der
schwarze Welle um Uber 50 %. Der Vla-Antagonist (Phenylac!, D-
Tyr(Me)?, Arg®8, Lys-NH,°%)-Vasopressin verringerte die Ausdehnung
der schwarzen Welle (n = 3). Der V2-Agonist (Deamino-Cys?, D-Arg?®)-
Vasopressin (DDAVP) und der V2-Antagonist (d(CH,)s!, D-lle*, Arg8,
Ala-NH,®%)-Vasopressin hatten keinen Effekt auf die GroRBe der
Ausdehnung. Die GrolRe der Ausdehnung wurde 40 Minuten nach
Applikation der Testsubstanz bestimmt. Die Differenz der
GroRRenanderung zwischen AVP (n = 9) und dem V1-Agonisten (n = 3)
war statistisch nicht signifikant (p> 0.05). Die Grélenveranderung
beider Substanzen im Vergleich zur Kontrolle sind statistisch
signifikant (p<0.05). Ebenfalls signifikant ist die Verringerung der
Ausdehnung durch den V1-Antagonisten (n = 3) im Vergleich zur
Kontrolle (p<0.05). Die gestrichelte Linie zeigt den Kontrollwert.
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Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen der AVP-
vermittelten Grol3enanderung der schwarzen Welle (n = 9) und der
V1-Agonisten-vermittelten GrofRenanderung (n = 3) (p> 0,05). Die
induzierte GrofRenveranderung beider Substanzen im Vergleich zur
Kontrolle sind statistisch signifikant (p< 0,05) (Abb. 12). Ebenfalls
signifikant ist die Verringerung der Ausdehnung durch den V1-

Antagonisten (n = 3) im Vergleich zur Kontrolle (p< 0,05) (Abb. 12).

Nachdem der V1-Antagonist appliziert worden ist, hat AVP keinen
beginstigenden Effekt mehr auf die GroRe der Ausdehnung der
schwarzen Welle. Abb. 13 zeigt, dal3 die Ausdehnung sich trotz AVP
(appliziert nach einer kurzen Auswaschphase mit der Kontrollldsung)

noch weiter verringert.
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Abb. 13: AVP hat keinen weiteren beginstigenden Effekt auf die
GroRRe der Ausdehnung der schwarzen Welle nach Applikation des
V1-Antagonisten. Die Ausdehnung verringert sich trotz AVP (appliziert
nach einer kurzen Auswaschphase mit der Kontrollldsung) sogar
noch weiter. Die Hirnschnitte wurden alle 10 Minuten mit einer Serie
von 100 Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz stimuliert. Die
Reizlange des Einzelreizes betrug 200 ps. Die Flache der
Ausdehnung der schwarzen Welle wurde jeweils am Maximum der
Ausdehnung bestimmt. K-Lsg.: Losung, die unter Kontroll-
bedingungen verwendet wurde.
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3.1. 6 Der AVP-Effekt ist Kalziumabhangig

V1a-Rezeptoren sind Uber G-Proteine an Phospholipase C gekoppelt
(Thibonnier et al., 1994). Phospholipase C bewirkt eine Aktivierung
von Inositol-1, 4, 5-Triphosphat (IP;), welches u.a. einen Kalzium-
Ausstrom aus den intrazellularen Kalziumspeichern zur Folge hat.
Welche Rolle intrazellulare Kalziumspeicher beim AVP-Effekt spielen,
wurde durch Applikation von Thapsigargin (1 pM, 60 Minuten)
untersucht. Thapsigargin inhibiert die Ca?* ATP-ase des
Endoplasmatischen Reticulums (SERCA) und verhindert ein

Wiederauffilllen der Ca?*-Speicher (Norup et al., 1986).

Die Hirnschnitte wurden alle 10 Minuten mit einer Serie von 100
Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz stimuliert. Die Reizlange des
Einzelreizes betrug 200 ps. Die Flache der Ausdehnung der
schwarzen Welle wurde jeweils am Maximum der Ausdehnung
bestimmt. Die Ausdehnung der schwarzen Welle wurde durch
Thapsigargin verringert (Abb. 14 und 15). Abb. 14 zeigt ein typisches
Thapsigargin-Experiment. Nach drei Kontrollstimulationen wurde fur

60 Minuten Thapsigargin (1 uM) appliziert.

In  der Anwesenheit von Thapsigargin hatte AVP keinen
beginstigenden Effekt auf die Grol3e der Ausdehnung der schwarzen
Welle mehr (Abb. 15). Es wurde die Flache der Ausdehnung nach 60
Minuten Thapsigargin Applikation verglichen mit der Flache nach 30
Minuten Thapsigargin gefolgt von 30 Minuten Thapsigargin plus AVP
(500 nM). Es gab keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Flachen (p> 0,05). Der Unterschied zu Kontrollwerten war in beiden

Fallen signifikant (p< 0,05).

Abb. 16 zeigt ein typisches Kontrollexperiment. Um zu zeigen, dal} die

Ausdehnung der schwarzen Welle unter Kontrollbedingungen (nach
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den ersten drei Teststimulationen im pharmakologischen Experiment)
stabil bleibt, wurden 90 Minuten lang Hirnschnitte im Intervall von 10
Minuten stimuliert. Die Flache der Ausdehnung der schwarzen Welle
anderte sich vom dritten Teststimulus zu allen weiteren nicht

signifikant (p< 0.5, n = 3).
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Abb. 14: Darstellung eines typischen Thapsigargin-Experiments.
Nach drei Kontrollstimulationen wurde fur 60 Minuten Thapsigargin (1
uM) appliziert. Die Ausdehnung der schwarzen Welle wurde durch
Thapsigargin verringert. Die Hirnschnitte wurden alle 10 Minuten mit
einer Serie von 100 Reizen mit einer Frequenz von 50 Hz stimuliert.
Die Reizlange des Einzelreizes betrug 200 pus. Die Flache der
Ausdehnung der schwarzen Welle wurde jeweils am Maximum der
Ausdehnung bestimmt.
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Abb. 15: Die Ausdehnung der schwarzen Welle wurde durch
Thapsigargin verringert. Nach drei Kontrollstimulationen wurde fir 60
Minuten Thapsigargin (1 puM) appliziert. Die Hirnschnitte wurden alle
10 Minuten mit einer Serie von 100 Reizen mit einer Frequenz von 50
Hz stimuliert. Die Flache der Ausdehnung der schwarzen Welle wurde
am Maximum der Ausdehnung nach 60 Minuten Applikation bestimmt.
In  der Anwesenheit von Thapsigargin hatte AVP keinen
beginstigenden Effekt auf die GréRe der Ausdehnung der schwarzen
Welle mehr. Vergleicht man die Flache der Ausdehnung nach 60
Minuten Thapsigargin Applikation mit der Flache nach 30 Minuten
Thapsigargin gefolgt von 30 Minuten Thapsigargin plus AVP (500 nM)
ergibt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Flachen (p>
0,05). Der Unterschied zu Kontrollwerten war in beiden Fallen
signifikant (p< 0,05). Die gestrichelte Linie zeigt den Kontrollwert.
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Abb. 16: Darstellung eines typischen Kontrollexperiments. Um zu
zeigen, dall die Ausdehnung der schwarzen Welle unter
Kontrollbedingungen (nach den ersten drei Teststimulationen im
pharmakologischen Experiment) stabil bleibt, wurden 90 Minuten lang
Hirnschnitte im Intervall von 10 Minuten stimuliert. Die Flache der
Ausdehnung der schwarzen Welle anderte sich vom dritten Teststimulus
zu allen weiteren nicht signifikant (p> 0,05, n = 3). Mit Kontroll-Losung ist
die in allen pharmakologischen Experimenten verwendete aCSF mit
erniedrigtem Chlorid gemeint.
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3.1.7 Phosphokinase C ist an der AVP-induzierten VergréR3erung

der Ausdehnung der schwarzen Welle beteiligt

Vl1a-Rezeptoren sind Uber G-Proteine an Phospholipase C gekoppelt
(Thibonnier et al., 1994). Phospholipase C bewirkt eine Aktivierung
von Phosphokinase C. Ob Phosphokinase C (PKC) eine Rolle beim
AVP-Effekt spielt, wurde mit simultaner Applikation von PKC-Inhibitor
Bisindolylmaleimide | (BIS 1) und AVP (500 nM) untersucht. BIS |
wurde in den Konzentrationen 2 yM (n = 5) und 300 nM (n = 4)
eingesetzt. BIS | blockierte den begtinstigenden Effekt, den AVP auf
die Grolle der Ausdehnung der schwarzen Welle hatte, in beiden
Konzentrationen (Abb. 17). Die Ausdehnung verringerte sich sogar
unter das Kontrollniveau. Die Hirnschnitte wurden in einem Intervall
von 10 Minuten stimuliert. Die Flache der Ausdehnung wurde am
Maxiumum nach 60 Minuten BIS | (2 uM oder 300 nM) plus AVP
bestimmt. Es gab keinen signifikanten Unterschied in der Verringerung
der Ausdehnung zwischen den verschiedenen Konzentrationen an
BIS | (2 uM, 300 nM) (p> 0,05). Beide Konzentrationen hatten aber
eine signifikante Verringerung der Ausdehnung der schwarzen Welle

zur Folge (p< 0,05).
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Abb. 17: Der Phosphokinase C-Inhibitors Bisindolylmaleimide | (BIS
[) blockiert den begunstigenden Effekt von AVP auf die GroRe der
Ausdehnung der schwarzen Welle. Um zu testen, ob Phosphokinase
C (PKC) eine Rolle beim AVP-Effekt spielt, wurde der PKC-Inhibitor
Bisindolylmaleimide | (BIS 1) simultan mit AVP (500 nM) appliziert.
BIS | wurde in den Konzentrationen 2 uM (n = 5) und 300 nM (n = 4)
eingesetzt. BIS | blockierte den beginstigenden Effekt, den AVP auf
die GroRe der Ausdehnung der schwarzen Welle hatte, in beiden
Konzentrationen Die Ausdehnung verringerte sich sogar unter das
Kontrollniveau. Die Hirnschnitte wurden in einem Intervall von 10
Minuten stimuliert. Die Flache der Ausdehnung wurde am Maxiumum
nach 60 Minuten bestimmt. Es gab keinen signifikanten Unterschied
in der Verringerung der Ausdehnung zwischen den verschiedenen
Konzentrationen an BIS | (2 uM, 300 nM) (p> 0,05). Beide
Konzentrationen hatten aber eine signifikante Verringerung der
Ausdehnung der schwarzen Welle zur Folge (p< 0,05). Die
gestrichelte Linie zeigt den Kontrollwert an.
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3.1.8 AQP4-Verteilung in AVP behandelten Hirnschnitten

Hirnschnitte, die im Experiment 60 Minuten mit AVP Uberspult worden
waren, wurden immunhistochemisch auf das AQP4-Verteilungsmuster
hin untersucht. Die immunhistochemische Aufbereitung wurde in
Kooperation mit dem Labor von Prof. Dr. O.P. Ottersen
(Anatomisches Institut der Universitdit von Oslo, Norwegen)
durchgefiihrt. Die Immunfluoreszenz-Untersuchungen an AVP-
behandelten Hirnschnitten zeigten eine intensive AQP4-Markierung im
Bereich der Pia und in der Umgebung der Blutgefal3e (Abb. 18 A und
B). Das Verteilungsmuster der AQP4-Markierungen war nicht
unterscheidbar  von Kontroll-Hirnschnitten (nicht gezeigt)
Extrazerebrale Blutgefalie zeigten keine Markierung (Abb. 18 B). Dies
stimmt mit den Immunogold-Markierungen (Abb. 18 C) Uberein. Diese
zeigen, eine Markierung von AQP4 in Astrozyten-EndfuRen, die die
Blutgefalle umgeben, aber keine Markierung der Endothelzellen.
Hohe Dichten an Goldpartikel wurden auch entlang der glialen
Plasmamembran zur Pia hin beobachtet (nicht gezeigt). Andere
Bereiche der astrozytdren Plasmamembran waren ebenfalls markiert,
aber mit geringerer Intensitat. Die Verteilung der AQP4-Markierung in
nachtraglich fixierten kortikalen Hirnschnitten unterschied sich nicht

vom Verteilungsmuster in perfundiert fixierten Hirnen.
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Abb. 18: AQP4-Verteilungsmuster in Vasopressin-behandelten
Hirnschnitten. A und B: Immunfluoreszenz-Markierungen von AQP4 in
Vasopressin-behandelten Hirnschnitten. A: Die Immunfluoreszenz-
Untersuchungen an AVP-behandelten Hirnschnitten zeigten eine
intensive AQP4-Markierung im Bereich der Pia und in der Umgebung
der BlutgefalR3e. Doppelpfeile weisen auf die Markierung der glialen
Plasmamembran, die an die Pia grenzen, hin. Kurze Pfeile weisen auf
gliale Endful3e, die die Blutgefal3e umgeben, hin. B: In dieser
VergroRerung ist ein unmarkiertes Blutgefal? (Pfeil) der Pia zu sehen.
Die Eichbalken entsprechen 20 um. C und D: Immunogold-Markierung
von AQP4. C: AQP4-Markierung eines glialen Endful3es, der ein
kollabiertes  Blutgefald umgibt. D: Elektronenmokroskopische
Aufnahme von AQP4-Markierungen von glialen Plasmamembranen
gegnuber eines pialen Blutgefalles im parietalen Kortex der Ratte.
Das Verteilungsmuster der AQP4-Markierungen war nicht
unterscheidbar von Kontroll-Hirnschnitten  (nicht gezeigt) Die
Verteilung der AQP4-Markierung in nachtraglich fixierten kortikalen
Hirnschnitten unterschied sich nicht vom Verteilungsmuster in
perfundiert fixierten Hirnen (D). P = Pia, V = Lumen des Blugefalles, B
= Basal-Lamina, G = glialer Fortsatz. Die Eichbalken entsprechen 0.3
pm.
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L

Abb. 18: Abb.-Legende s. vorhergehende Seite
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3.2 Modulation von spreading depressions durch einen

Vasopressinla-Rezeptorantagonisten
3.2.1 Ausldsung von spreading depressions durch Kaliumchlorid

Spreading depressions (SDs) lassen sich unter anderem durch hohe
Kaliumkonzentrationen auslésen (s. Einleitung). In der vorliegenden
Arbeit wurde die spreading depression durch Applikation von Kalium
hervorgerufen. Um das Modell den Bedingungen nach einem
ischamischen Insult besser anzupassen, wurde nicht lokal in einem
kleinen Punkt mit einer Applikationskanile in den Hirnschnitt
eingestochen, sondern ein Tropfen 1 mol/l KCI-Lésung herangespdult.
Im Gegensatz zu einer eher punktformigen Applikation wird hier ein
etwas groRReres Areal mit unterschiedlich hohen extrazellularen
Kaliumkonzentrationen konfrontiert, genau wie beim

Gewebeuntergang nach einem ischamischen Insult.

Die SDs wurden mit Hilfe von intrinsisch optischen Signalen als
zweiphasige sich ausbreitende Welle (mit einem hellen und einem
dunklen Anteil) registriert. Damit die Signale deutlicher zu erkennen
waren, wurde vor dem Auslosen jeder SD mit Hilfe eines
Videometrieprozessors uUber 64 Bilder gemittelt und dieses Bild dann
vom Hintergrundbild abgezogen. Die SD wurde Uber einen Zeitraum
von 18 Minuten registriert. Zum Zeitpunkt O wurde Kaliumchlorid
appliziert (Abb. 19). Die SD startete dann in Kortexschicht I mit einem
dunklen Signal in tangentialer Richtung, welches schnell von einem
hellen Signal abgeldst wurde. Danach breitete sich die SD in der
Regel bis Kortexschicht IV aus. Nach 2-3 Minuten konnten in den
Randbezirken und manchmal auch innerhalb des hellen Signals eine
Abdunklung beobachtet werden. In den darauffolgenden Minuten

verringerte sich die Flache des hellen Signals immer weiter, wéahrend
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die Flache der Abdunklung sich vergro3erte. In den letzten Minuten

der Registrierung verschwanden beide Signalanteile (hell und dunkel).

Abb. 19: Intrinsich optische Signale einer typischen SD. Die SD wurde
durch einen Tropfen 1 M KCI-Lésung, der aus einer Entfernung von
1050 + 50 um an die Pia des Hirnschnitts herangespult wurde,
ausgelost. In Bild 1 (0 s) ist die Position der Applikationskanile mit
einm weil3en Kreis angedeutet. Die SD wurden als zweiphasige sich
ausbreitende Welle (mit einem hellen und einem dunklen Anteil)
registriert. Damit die Signale deutlicher zu erkennen waren, wurde vor
dem Auslosen jeder SD mit Hilfe eines Videometriprozessors tber 64
Bilder gemittelt und dieses Bild dann vom Hintergrundbild abgezogen.
Die SD wurde Uber einen Zeitraum von 18 Minuten registriert. Zum
Zeitpunkt O wurde KCI appliziert. Die SD startete dann in
Kortexschicht I mit einem dunklen Signal in tangentialer Richtung,
welches schnell von einem hellen Signal abgelost wurde. Danach
breitete sich die SD in der Regel bis Kortexschicht IV aus. Nach 2-3
Minuten konnten in den Randbezirken und manchmal auch innerhalb
des hellen Signals eine Abdunklung beobachtet werden. In den
darauffolgenden Minuten verringerte sich die Flache des hellen
Signals immer weiter, wahrend die Flache des dunklen Signals groRer
wurde. In den letzten Minuten der Registrierung verschwanden beide
Signalanteile (hell und dunkel). Der Eichbalken entspricht 500 pm.
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3.2.2 Die SDs lassen sich in diesem Modell wiederholt ver-

gleichbar auslésen

Abb. 20 zeigt die Verlaufe von sechs aufeinander folgenden spreading
depressions. Anhand intrinsisch optischer Signale wurden mit dem
Programm NIH-Image die Flachen der SDs zu verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt. Zu jedem Zeitpunkt wurden die Flachen des
hellen und des dunklen Signalanteils getrennt ausgemessen. Das
helle Signal reprasentiert Zellschwellung, das dunkle Signal eine
Aufweitung des Extrazellularraums. Die SDs wurden in einem Abstand
von 20 Minuten ausgeldst. Die in Abb. 20 abgebildeten Kurven zeigen
den bereits beschriebenen (Abb. 19) SD-Verlauf. Zuerst erscheint ein
dunkles Signal, welches schnell durch ein helles ersetzt wird. Die
Flache des hellen Signals vergroRert sich in den nachsten Minuten
und verringert sich anschlieend wieder, wahrend gleichzeitig die
Flache des dunklen Signals wieder zunimmt. Die Verlaufe der
aufeinanderfolgenden SDs sind sehr &ahnlich. Die Amplituden des
hellen Signals (Zellschwellung) variieren gegentber der ersten
ausgelosten SD nur um 4,07 + 2,21 % (5 Tiere, 24 SDs). Der
Zeitraum bis zum Abfall der Kurven auf 1l/e =37 % (1) variiert um
15,72 + 3,82 % (5 Tiere, 24 SDs). Der dunkle Signalanteil der SD-
Verlaufe variierte zwischen den aufeinanderfolgenden SDs in den
ersten Minuten fast gar nicht (Abb. 20). Gegen Ende des Verlaufs
zeigten sich unterschiedlich starke erneute Anstiege, wobei die erste

SD sich von allen weiteren durch einen héheren Anstieg unterschied.
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Abb. 20: Signalverlaufe von sechs aufeinanderfolgenden SDs.
Aufgetragen ist die mit Hilfe der intrinsisch optischen Signale
ermittelten Flache der SD gegeniber der Zeit. Die SD zeigt einen
helle (grau) und eine dunkle Komponente (schwarz). Es lassen sich in
einem Abstand von 20 Minuten vergleichbare SDs auslésen. Die
Amplituden des hellen Signals (Zellschwellung) variieren gegenuber
der ersten ausgeldsten SD nur um 4,07 + 2,21 % (5 Tiere, 24 SDs).
Der Zeitraum bis zum Abfall der Kurven auf 1/e =37 % (1) variiert um
15,72 + 3,82 % (5 Tiere, 24 SDs). Der dunkle Signalanteil der SD-
Verlaufe variierte zwischen den aufeinanderfolgenden SDs in den
ersten Minuten fast gar nicht. Gegen Ende des Verlaufs zeigten sich
unterschiedlich starke erneute Anstiege, wobei die erste SD sich von
allen weiteren durch einen héheren Anstieg unterschied.
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3.2.3 Die Ausbreitung der SD (helles Signal) verringert sich nach

Applikation eines Vl1a-Antagonisten

Der Vasopressinla-Antagonist (Phenylac!, D-Tyr(Me)?, Arg®8, Lys-
NH.,®) Vasopressin, der unter physiologischen Bedingungen (s. 3.1)
die Ausbreitung der schwarzen Welle verringert, hat auch einen
inhibierenden Effekt auf die Ausbreitung des hellen Signals der SD
(Zellschwellung). Zuerst wurde eine Kontroll-SD ausgeltst. Zwei
Minuten vor der zweiten SD wurde der V1a-Antagonist appliziert. Die
nachfolgenden vier SDs zeigten in den meisten Fallen einen
unterschiedlichen Verlauf gegentiber der ersten SD. Die Ausbreitung
der SD (Flache) wurde deutlich kleiner. Die Amplituden der letzen vier
SDs (maximale Flache der Ausbreitung) (unter EinfluB des
Antagonisten waren im Mittel um 32,88 + 6,63 % (6 Tiere, 18 SDs)

kleiner als die erste SD (Kontrolle).

Abb. 21 zeigt die SD-Verlaufe eines typisches Antagonisten-
Experiments. Die Abfolge der SDs ist farbig markiert. Die dritte (gelb),
vierte (turkis) und sechste (rot) SD sind ungefahr um die Halfte
kleiner, als die erste SD (Kontrolle, dunkelblau). In wenigen Fallen (6
von 24) konnte bei den nachfolgenden SDs auch eine SD beobachtet
werden, die wieder auf dem Kontrollniveau lag (finfte SD, violett). Die
darauffolgene SD (sechste SD, rot) lag aber wieder deutlich unterhalb

der ersten SD (Kontrolle, dunkelblau).
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Abb. 21: SD-Verlaufe eines typischen Antagonisten-Experiments.
Der V1a-Antagonist verringert die Ausbreitung der SD (helles Signal,
Zellschwellung). Die Abfolge der SDs ist farbig markiert. Die dritte
(gelb), vierte (turkis) und sechste (rot) SD sind ungefahr um die Halfte
kleiner, als die erste SD (Kontrolle, dunkelblau). In wenigen Fallen (6
von 24) konnte bei den nachfolgenden SDs auch eine SD beobachtet
werden, die wieder auf dem Kontrollniveau lag (finfte SD, violett). Die
darauffolgene SD (sechste SD, rot) lag aber wieder deutlich unterhalb
der ersten SD (Kontrolle, dunkelblau).
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3.2.4 Der Vl1a-Antagonist verlangsamt die Aktivierung und die
Inaktivierung des SD-Verlaufs im Bezug auf die Zell-

schwellung (helles Signal)

Mit Hilfe des Depolarisationsmodells von Hodgkin und Huxley (1952d, s.
Material und Methoden 2.8) kdnnen die Kinetiken der SD beschrieben
werden. Im Verlauf ahnelt die SD Depolarisationsprozessen, wenn auch
der Zeitverlauf deutlich langsamer ist. Der Kurve (SD Flache/ Zeit) setzt
sich aus folgenden Komponenten zusammen: der Aktivierung, der

Inaktivierung und der Amplitude (A Die Mittelwerte der

exp)-
Maximalamplituden (A.,,) der Kurven nach Applikation des Antagonisten
waren signifikant kleiner (p < 0.01, 6 Tiere, 24 SDs) als der Mittelwert
der Maximalamplituden der Kontrollkurven (jeweils erste SD des
Experiments). Der Mittelwert der Amplituden nach Applikation des
Antagonisten betrug 545,69 + 125,29 mm? und der Mittelwert der

Kontrollen 814,16 + 115,06 mm? (Abb. 22 A).

Mit Hilfe des Programmes Neuron konnte Abfall der Kurve (SD Flache/

Zeit) iterativ angeglichen werden:
Fitfunktion = Al*exp(t-t,/1)

Die linke Grenze war die Maximalamplitude, die rechte Grenze der O-
Wert. Diese Fitfunktion entspricht der Inaktivierungskomponente. Dort,
wo diese Fitfunktion die Y-Achse schneidet, befindet sich A;. A, ist die
Amplitude, die das Signal erreichen konnte, wenn es die Inaktivierung
nicht gabe. Desweiteren wurde T ermittelt. Diese Variable gibt den
Zeitpunkt an, an welchem die Kurve auf 1/e = 37 % abféllt. Abb. 22 B
zeigt die Veranderung von T gegen die Abfolge der SDs. Die SDs wurden
im Abstand von 20 Minuten ausgel6st. Die erste SD stellt die Kontrolle
dar. Mit der zweiten SD wird der Antagonist eingewaschen. Die

Einwaschphasen im Hirnschnitt betragen ca. 30 Minuten. Bei der dritten,
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vierten und funften SD wird T groRer. Bei der sechsten SD fallt t
wieder auf das Kontrollniveau ab. Dieser Trend war aber nicht

signifikant (p > 0,05, n = 6 pro Zeitpunkt).
Der Anstieg der Kurve wurde ebenfalls iterativ angeglichen:
Fitfunktion = A1*(1-exp(t-t,/1)

Die linke Grenze war der O0-Wert, die rechte Grenze die
Maximalamplitude. Diese Fitfunktion entspricht der
Aktivierungskomponente. Die Variable 1 gibt hier den Zeitpunkt an, an
welchem die Kurve auf 37 % (1/e) angestiegen ist. Abb. 22 C zeigt die
Veréanderung von T gegen die Abfolge der SDs. Die SDs wurden im
Abstand von 20 Minuten ausgeltst. Die erste SD stellt die Kontrolle
dar. Mit der zweiten SD wird der Antagonist eingewaschen. Die
Einwaschphasen im Hirnschnitt betragen ca. 30 Minuten. Bei der
dritten SD wird 1 kleiner. Bei der vierten, funften und sechsten SD
wird T gréRer als der Kontrollwert. Dieser Trend war aber nicht

signifikant (p > 0,05, n = 6 pro Zeitpunkt).
Der Gesamtverlauf wird durch folgende Funktion beschrieben:
SD = Ap * (1-exp(t-to/Tar)) * Aina * (€XP(t-to/Tinard)

Wenn die Mittelwerte der Kontroll-SDs (erste im Versuch) und die
Mittelwerte der vierten SD (der Antagonist ist zu diesem Zeitpunkt
komplett eingewaschen und wirksam) fur A1 und die beiden t-Werte
eingesetzt werden, erhalt man die Kurven von Abb. 23 A. Diese
entsprechen im Verlauf den gemittelten Kurven der gemessenen

Kontroll-SDs und den gemittelten Kurven der vierten SDs.
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Abb. 22: Darstellung der Maximalamplitude (A,,), T der Aktivierung
und T Inaktivierung der SD-Verlaufe im Vergleich Kontrollen zu
Versuchen, bei denen der V1a-Antagonist appliziert wurde. A: Die
Mittelwerte der Maximalamplituden (A,,,) der Kurven nach Applikation
des Antagonisten waren signifikant kleiner (p < 0.01, 6 Tiere, 24 SDs)
als der Mittelwert der Maximalamplituden der Kontrollkurven (jeweils
erste SD des Experiments). Der Mittelwert der Amplituden nach
Applikation des Antagonisten betrug 545,69 + 125,29 mm? und der
Mittelwert der Kontrollen 814,16 + 115,06 mm?2. B: Veranderung von t
(Inaktivierung) gegen die Abfolge der SDs. Die SDs wurden im
Abstand von 20 Minuten ausgeldst. Die erste SD stellt die Kontrolle
dar. Mit der zweiten SD wird der Antagonist eingewaschen. Die
Einwaschphasen im Hirnschnitt betrdgt ca. 30 Minuten. Bei der
dritten, vierten und funften SD wird 1 gréRer. Bei der sechsten SD fallt
T wieder auf das Kontrollniveau ab. Dieser Trend war aber nicht
signifikant (p > 0,05, n = 6 pro Zeitpunkt). C: Veré&nderung von 1
(Aktivierung) gegen die Abfolge der SDs. Die SDs wurden im Abstand
von 20 Minuten ausgeldst. Die erste SD stellt die Kontrolle dar. Mit
der zweiten SD wird der Antagonist eingewaschen. Die
Einwaschphasen im Hirnschnitt betragen ca. 30 Minuten. Bei der
dritten SD wird 1 kleiner. Bei der vierten, fiinften und sechsten SD wird
T grolRer als der Kontrollwert. Dieser Trend war aber nicht signifikant
(p > 0,05, n = 6 pro Zeitpunkt).
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Abb. 22: Abbildungslegende s. vorhergehende Seite
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Abb. 23: Darstellung der guten Ubereinstimmung von berechneten
Kurvenverlaufen mit gemessenen Verlaufen. Der Gesamtverlauf wird
durch folgende Funktion beschrieben: SD = A, * (1-exp(t-ty/Ta) *
Apae ¥ (exp(t-ty/thaw). A: Kurvenverlaufe nach Einsetzen der
Mittelwerte der Kontroll-SDs (erste im Versuch) und der Mittelwerte
der vierten SDs (der Antagonist ist zu diesem Zeitpunkt komplett
eingewaschen und wirksam) fir Al und die beiden t-Werte in die
Formel. Diese Verlaufe entsprechen den Kurvenverlaufen der
gemittelten Kurven der gemessenen Kontroll-SDs und den gemittelten
Kurven der gemessenen vierten SDs.
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3.2.5 Der Vl1a-Antagonist verandert die Relation der einzelnen
SDs zueinander im Bezug auf die Extrazellularraum-

aufweitung (dunkles Signal) tendenziell

Die intrinsisch optischen Signale (I0S) der SD zeigen einen
biphasischen Verlauf (Abb. 19). Das helle Signal reprasentiert
Zellschwellung und das dunkle Signal eine Aufweitung des
Extrazellularraums. Der Vla-Antagonist hat neben seinem
inhibierenden Einflu3 auf die Flache des hellen Signals (3.2.4) einen
verstarkenden Einflu3 auf die Extrazellularraumaufweitung in der
zweiten Halfte des SD-Verlaufs (Abb. 24 A). Die Verlaufe der
einzelnen SDs wurde Uber sechs Versuche gemittelt (Abfolge ist
farbig markiert). Abb. 24 B zeigt den Uber finf Kontroll-Versuche
gemittelten Verlauf von sechs aufeinanderfolgenden SDs (Abfolge ist
farbig markiert). Die erste SD zeigt einen anderen Verlauf als die funf
folgenden SDs. Das dunkle Signal dieser SD zeigt gegen Ende des
SD-Verlaufs einen Anstieg, der weit tber dem Anstieg der folgenden
SDs liegt. Die folgenden SDs liegen ungefahr auf einem Level. In den
Versuchen, bei denen der V1a-Antagonist appliziert wurde (Abb. 24
A), liegen die Verlaufe der zweiten bis sechsten SD im Bereich der
ersten SD. Abb. 24 C zeigt die Flache der SDs zum Zeitpunkt 600 s
gegen die Abfolge der SDs. Zu diesem Zeitpunkt bestétigen sich die
zuvor beschriebenen Ablaufe. Die Flachenwerte des Zeitpunkts 600 s
sind aber nicht signifikant unterschiedlich. Der unterschiedliche
Verlauf zeigt sich nur tendenziell (p < 0,1, je sechs Tiere pro

Kontrollen und Antagonisten-Versuch).
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Abb. 24: Verlaufe des dunklen (Aufweitung des Extrazellularraums)
intrinsisch optischen Signals (I0S) in sechs aufeinanderfolgenden
SDs. A: Der Vl1a-Antagonist verandert die Relation der SD-Verlaufe
zueinander im Bezug auf die Extrazellularraumaufweitung (dunkles
Signal). Die Verlaufe der einzelnen SDs wurde Uber sechs Versuche
gemittelt (Abfolge ist farbig markiert). Die Verlaufe der zweiten bis
sechsten SD liegen im Bereich der ersten SD. B: Uber funf Kontroll-
Versuche gemittelter Verlauf von sechs aufeinanderfolgenden SDs
(Abfolge ist farbig markiert). Die erste SD zeigt einen anderen Verlauf,
als die fuinf folgenden SDs. Das dunkle Signal dieser SD zeigt gegen
Ende des SD-Verlaufs einen Anstieg, der weit tber dem Anstieg der
folgenden SDs liegt. Die folgenden SDs liegen ungefahr auf einem
Level. C: Flache der SDs zum Zeitpunkt 600 s gegen die Abfolge der
SDs. Zu diesem Zeitpunkt bestétigen sich die zuvor beschriebenen
Ablaufe. Die Flachenwerte des Zeitpunkts 600 s sind aber nicht
signifikant unterschiedlich. Der unterschiedliche Verlauf zeigt sich nur
tendenziell (p < 0,1, je sechs Tiere pro Kontrollen und Antagonisten-
Versuch).
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3.2.6 Der Vl1a-Antagonist hat keinen Einflu3 auf das Gleich-

spannungspotential der SD

Wahrend einer spreading depression (SD) wird eine Erniedrigung der
EEG-Amplitude und eine Negativierung  der  kortikalen
Gleichspannung, die sich mit einer Geschwindigkeit von 2-5 mm/min
Uber den Kortex ausbreitet, registriert. Von diesen Phanomenen leitet
sich auch der Name spreading deoression ab. Abb. 25 A zeigt einen
typischen Verlauf des Gleichspannungspotentials (DC) wéahrend einer
SD. Die elektrophysiologische Registrierung erfolgte mit einer
Feldpotentialelektrode. Diese Elektrode war in Kortexschicht I1I/11I
lokalisiert. Als das sich ausbreitende intrinsisch optische Signal
(entspricht der SD, Abb. 25 B) die Feldpotentialelektrode erreicht
hatte, trat zeitgleich auch der Potentialsprung (Abb. 25 A) auf. Die
Dauer des DC-Sprungs und die maximale Signalamplitude der DC-
Registrirung wurde fir drei Kontroll-SDs (jeweils die erste SD in
einem Versuch, bei dem nach der ersten SD der Antagonist appliziert
wurde) und funf SDs, bei denen eine deutliche Inaktivierung des
hellen Signals beobachtet werden konnte, berechnet. Die maximale
Amplitude des DC-Sprungs betrug bei Kontrollen 11,90 + 3,15 mV
und bei Versuchen, bei denen eine deutliche Inaktivierung durch den

Antagonisten zu beobachten war, 12,75 + 2,90 mV (Abb. 26).

Der Zeitraum Uber den sich der DC-Sprung erstreckte, betrug bei
Kontrollen 220 + 45,83 s und bei Versuchen, bei denen eine deutliche
Inaktivierung durch den Antagonisten zu beobachten war, 258 +
50,20 s (Abb. 27).
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Abb. 25: A:Typischer Verlauf des Gleichspannungspotentials (DC)
wahrend einer SD. Die elektrophysiologische Registrierung erfolgte
mit einer Feldpotentialelektrode. Diese Elektrode war in Kortexschicht
[I/11l lokalisiert. B: Intrinsisch optische Signale (I0S) wahrend der DC-
Registrierung. Als das sich ausbreitende intrinsisch optische Signal
(entspricht der SD) die Feld-potentialelektrode erreicht hatte, trat
zeitgleich auch der Potentialsprung auf. Die graue Linie stellt das
helle 10S (Zellschwellung), die gestrichelte Linie das dunkle 10S
(Extrazellularraumaufweitung) dar.

-67-



Ergebnisse

4,
—~ 3
: .
Q 2
la
1,
0

Kontrolle Antagonist

Abb. 26: Die maximale Signalamplitude der DC-Registrirung wurde
fur drei Kontroll-SDs (jeweils die erste SD in einem Versuch, bei dem
nach der ersten SD der Antagonist appliziert wurde) und finf SDs, bei
denen eine deutliche Inaktivierung des hellen Signals beobachtet
werden konnte, berechnet. Die maximale Amplitude des DC-Sprungs
betrug bei Kontrollen 2,55 + 0.58 mV und bei Vesuchen, bei denen
eine deutliche Inaktivierung durch den Antagonisten zu beobachten
war, 2,38 + 0,63 s.
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Abb. 27: Der Zeitraum, Uber den sich der DC-Sprung erstreckte,
wurde fur drei Kontroll-SDs (jeweils die erste SD in einem Versuch,
bei dem nach der ersten SD der Antagonist appliziert wurde) und funf
SDs, bei denen eine deutliche Inaktivierung des hellen Signals
beobachtet werden konnte, berechnet. Der Zeitraum, Uber den sich
der DC-Sprung erstreckte, betrug bei Kontrollen 220 + 45,83 s und bei
Vesuchen, bei denen eine deutliche Inaktivierung durch den
Antagonisten zu beobachten war, 258 + 50,20 s.
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4 Diskussion

Physiologische Zellaktivitat und pathophysiologische Bedingungen
konnen von Anderungen des Zellvolumens und Volumenanderungen
des Extrazellularraums begleitet werden. In einem intrinsisch optischen
Signale-Mel3stand kdnnen wahrend dieser Volumenveranderungen
Anderungen der intrinsisch optischen Signale (I0S) beobachtet werden.
Bei Hirnschnitten in submerged chambers (die Schnitte sind
untergetaucht) ruft eine afferente Stimulation einen Anstieg des
transmittierten Lichts hervor (Kreisman et al., 1995).

Die 10S wurden erstmals von Hill und Keynes (1949) beschrieben. In
den letzten 10 Jahren mehrten sich die Hinweise, daf} die 10S durch
Volumenanderung von Zellen und damit durch Anderungen der GréRe
des Extrazellularraumes verursacht sein konnten (MacVicar und
Hochman, 19991; McManus et al., 1993; Andrew und Hochman, 1991).
Die direkte Korrelation beider Mel3grof3en erfolgte durch Holthoff und
Witte (1996, 1998, 2000). Die Anderungen des Extrazellularraums
wurden indirekt uber Konzentrationsverdnderungen des
nichtmembrangangigen Tetramethylammonium-lons (TMA") registriert.
Die 10S korrelierten im AusmaR und Zeitverlauf mit den Anderungen
des Extrazellularraums. Unter extremen Bedingungen, z. B. bei
Zelluntergang von Neuronen, kann ebenfalls eine Anderung des 10S
beobachtet werden (Polischuk et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit
wurden auch im pathophysiologischen Modell die Bedingungen so

gewahlt, dal3 das Gewebe nicht irreversibel geschéadigt wurde.

Die hier verwendete Methode der I0S in der Dunkelfeldkonfiguration
(Dodt et al., 1993; Dodt und Ziegelgadnsberger, 1994, nur gestreutes,
transmittiertes Licht wird registriert) und unter Verwendung eines
Hintergrundabzuges mit anschlielBender Signalverstarkung durch einen
Videometrieprozessor (s. Material und Methoden) hat ein gutes Signal-
Rausch-Verhéaltnis und erlaubt eine Erfassung von Veranderungen der
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IOS im Bereich von wenigen Prozent tber grol3ere Gewebeflachen mit

Videogeschwindigkeit.

Extrazellularraumveranderungen wurden bislang hauptsachlich mit
ionensensitiven  Mikroelektroden dber die Bestimmung von
Konzentrationsveranderungen nichtpermeabler Testsubstanzen (z.B.
TMA®, Ransom et al., 1985, Nicholson und Phillips, 1981) erfaf3t. Diese
haben eine limitierte Zeitauflosung (etwa 30 Sekunden) und kénnen

Veranderungen nur an einem Punkt zur gleichen Zeit erfassen.

Starke neuronale Erregung bewirkt einen K*-Ausstrom aus Neuronen.
Die daraus resultierende Erh6hung der extrazellularen
Kaliumkonzentration muf3 aus der synaptischen Region entfernt
werden, um die neuronale Erregbarkeit und die synaptische
Ubertragung nicht zu stéren (Dietzel et al., 1980). Eine Umverteilung
Uber den engen Extrazellularraum ist mit grol3er Wahrscheinlichkeit
nicht ausreichend (Dietzel et al., 1980). Daher ist eine Beteiligung des
glialen Synzytiums, welches den groiten Raum zwischen den
zerebralen Neuronen einnimmt, erforderlich. Astrozyten kdnnen hohe
extrazellulare Kaliumkonzentrationen auf verschiedene Weise von den
Neuronen entfernen. Uber den Na-K-2Cl-Kotransporter kann K
aufgenommen und den Neuronen verzogert wieder abgegeben werden.
Eine weitere Moglichkeit besteht im sogenannten spatial buffer-
Mechanismus (Dietzel et al., 1980; Orkand, 1980; Holthoff und Witte,
2000) der Gliazellen. Die durch gap junctions (Connexin 43) zu einem
Synzytium verbundenen Gliazellen nehmen K* an Stellen mit hoher
neuronaler Aktivitdt auf und verteilen dieses lon durch das gliale
Netzwerk.

Die Beteiligung des spatial buffers an der Entfernung von hohen
extrazellularen Kaliumkonzentrationen kann durch die Verwendung
einer artifizielle  Zerebrospinallosung (aCSF) mit erniedrigter
Chloridkonzentration verstarkt werden. Die erniedrigte Chloridlésung
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bewirkt eine fast vollstandige Inaktivierung des chloridabhé&ngigen Na-
K-2Cl-Kotransporters (Holthoff and Witte, 1998).

Es ist bekannt, daB die raumliche Pufferung von K" osmotische
Gradienten hervorruft, die von Wasserumverteilungen kompensiert
werden miussen (Dietzel et al., 1980). Das bedeutet, dafl} jeder
Kaliumflu@ durch das gliale Synzytium von einem gerichteten
Wasserflu3 begleitet werden muf3 (Holthoff and Witte, 2000). Die
vorliegende Arbeit zeigt genau diesen spezialisierten gerichteten
Wasserflu3. Elektrische Stimulationen in tiefen kortikalen Schichten
rufen einen KaliumfluR zu den oberen Kortexschichten hervor. Dies
wurde mit Kaliumsensitiven Mikroelektroden registriert. Der Kaliumflul3
wurde von einem Wasserflul3 begleitet. Dies wurde als Veranderung
des Extrazellularraumes gemessen. Der Wasserflu3 stammt aus der
Region aktiver Neurone von Kortexschicht IV. In dieser Schicht konnte
eine Schrumpfung des Extrazellularraumes festgestellt werden. Die
ExtrazellularraumvergroRerungen in  tiefen und oberflachlichen
Kortexschichten erschienen mit einer Zeitverzégerung von 2 Sekunden
nach der elektrischen Stimulation. Der schnellere Abfall des
Kaliumsignals in oberen Kortexschichten liegt wahrscheinlich am

Kaliumverlust durch die kortikale Oberflache.

Ein schneller transmembraner Wassertransport scheint durch eine
spezialisierte Klasse von kanalbildenden Proteinen - den Aquaporinen -
ermdglicht zu werden (Agre et al., 1995). AQP4 kommt in hoher
Konzentration im Gehirn vor (Jung et al.,, 1994). Neuere Studien
zeigten, dald dieses Aquaporin grofldtenteils auf Astrozyten beschrankt
ist (Nielsen et al.,, 1997). Dies legt nahe, dal3 die Aquaporine beim
Wasserflul3, der den spatial buffer—Mechanismus begleitet, beteiligt
sind. In der Retina konnte eine direkte Kolokalisation von AQP4 mit
dem Kaliumkanal Kirl.4 in Mdullerzellen gezeigt werden, die einen
gerichteten Kaliumtransport zeigen (Nagelhus et al., 1998). Die licht-
und elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Immunhistochemie

zeigen die AQP4-Expression in Astrozyten. Dieser experimentelle
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Ansatz basiert auf der Idee, daR ein evozierter K*-FIuR einen AQP4
vermittelten  Wassertransport  hervorruft.  Obwohl  hier  eine
hochfrequenter Stimulus verwand wurde, spiegelt dieser Ansatz die
physiologische Situation besser wieder, als alternative Ansatze in der
Zellkultur, die mit hypo- und hyperosmolaren Ldsungen arbeiten. Ein
Nachteil im Hirnschnittmodell im Vergleich zur in vivo Situation ist der
fehlende Zuflu3 zum Blutstrom und Subarachnoidalraum. Von diesen
nimmt man an, daf’ dorthin das Uberschussige Kalium abgegeben wird.
Dieser fehlende Abflul3 wird aber, wenn Wassertransport durch 10Ss
registriert wird, zum Vorteil, da durch den fehlenden Abfluf3
wahrscheinlich die Volumenverdnderungen des Extrazellularraums

deutlicher werden.

In dieser Arbeit wurde die Hypothese untersucht, ob Vasopressin eine
wichtigen regulatorischen Einflul3 auf den Wassertransport des Gehirns
ausubt. Die Idee, dald Vasopressin einen regulatorischen Einflul3 haben
kbnnte, entstand aus folgenden Untersuchungen. Erstens liegt
Vasopressin endogen im Gehirn vor (Landgraf, 1992). Zweitens besitzt
das Gehirn ein intrinsisches Vasopressin-haltiges Fasersystem (Buijs,
1978; de Vries and Miller, 1998). Drittens sind Vasopressinl-
Rezeptoren Uber den gesamten zerebralen Kortex verteilt (Brinton,
1998; Chen et al., 1993). Viertens ist bekannt, dal3 Vasopressin die
Rate von osmotisch induzierten Volumenveranderungen in

Astrozytenkulturen erhoht (Sarfaraz et al., 1999).

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen sich mit folgender Vorstellung
vereinbaren. Aufgrund von neuronaler Aktivitait wird K in den
Extrazellularraum von Kortexschicht IV (Ocl nach Zilles) abgegeben
und akkumuliert dort. Ein Teil dieses K" wird durch den spatial buffer-
Mechanismus entfernt. In der Anwesenheit von AVP wird der
Wassertransport durch die Astrozyten modifiziert. Die Zellen kdnnen
den osmotischen Gradienten, der durch den Kaliumtransport entsteht,
besser kompensieren. Vasopressin beginstigt also einen radialen

WasserfluR auch lateral zur Simulationselektrode. Dort ist die neuronale
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Aktivitat geringer und die treibende Kraft des Kaliums geringer, als in
Kortexgebieten senkrecht zum Stimulationsgebiet. Dies konnte als
verstarktes sich tangential ausbreitendes intrinsisch optisches Signal
(I0S) sowohl in oberen, als auch in tieferen Kortexschichten registriert
werden. Das I0S représentierte als dunkles Signal eine Aufweitung und
als helles Signal eine Schrumpfung des Extrazellularraums. Die
Beteiligung des glialen  Synzytiums  konnte  durch  ein
pharmakologisches Entkoppeln der Gliazellen gezeigt werden. Die
Entkopplung verhinderte die Aufweitung des Extrazellularraums in
oberen Kortexschichten (Holthoff and Witte, 2000).

Beteiligung des V1a-Rezeptors

Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dal der Effekt des
Vasopressins durch Vasopressinl-Rezeptoren und nicht durch
Vasopressin2-Rezeptoren vermittelt wird. Eine Applikation mit dem
Vla-Antaginisten  (Phenylac', D-Tyr(Me)?,  Arg®®,  Lys-NH,®)-
Vasopressin verkleinerte die schwarze Welle auch ohne zusétzliche
Applikation von AVP. Das deutet auf eine tonische Vla-Rezeptor
vermittelte Modulation der Wasserpermeabilitat hin. Diese tonische
Stimulation konnte durch AVP, freigesetzt von intrinsischen
Nervenfasern des zerebralen Kortex (Sofroniew, 1983), hervorgerufen
worden sein. Eine weitere Mdoglichkeit ware eine AVP Diffusion Uber
den Extrazellularraum in den Kortex. In vivo kann die AVP-
Konzentration im nanomolaren Bereich liegen (Landgraf, 1992;
Robinson, 1983). Das bedeutet, dal3 die eingesetzte Konzentration (500
nM) im physiologischen Bereich liegt. Landgraf (1992) konnte
aulBerdem eine erhohte Freisetzung von Vasopressin in Hirngewebe

durch hohe Kaliumkonzentrationen erreichen.
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Intrazelluldre Mechanismen

Vl1a-Rezeptoren sind tUber G-Proteine an Phospholipase C gekoppelt
(Thibonnier et al,. 1994). Daher ist es wahrscheinlich, da’ die Effekte
der Vla-Rezeptor-Stimulation auf die GroRe des Extrazellularraums
durch einen Inositol-1, 4, 5-Triphosphat (IP3)-vermittelten Kalzium-
Ausstrom aus intrazellularen Speichern verursacht wird. Diese
Vermutung konnte in dieser Arbeit durch den Einsatz von Thapsigargin
bestatigt werden. Thapsigargin inhibiert die Ca®* ATP-ase des
endoplasmatischen  Retikulums (SERCA) und verhindert ein
Wiederauffilllen der Ca?*-Speicher (Norup et al., 1986). Nach 30-
minutiger Applikation von 1 pupm Thapsigargin und elektrischer
Stimulation im Abstand von 10 Minuten (um die intrazellularen Speicher
zu leeren) konnte durch Vasopressin kein begunstigender Effekt auf die

Wasserumverteilung erreicht werden.

Neben der Aktivierung eines IP3-vermittelten Kalzium-Ausstrom aus den
intrazellularen Speicher erfolgt nach Vl1a-rezeptor-Stimulation auch
eine Aktivierung von Phosphokinase C (PKC). Die Beteiligung von PKC
am Vasopressin-Effekt auf die Wasserumverteilung konnte durch eine
Applikation des PKC-Inhibitors Bisindolylmaleimide | (BIS 1) gezeigt
werden. Bei gleichzeitiger Applikation von BIS | und Arg®-Vasopressin
(AVP) hatte Vasopressin keinen beginstigenden Effekt auf die
Wasserumverteilung. BIS I-Konzentrationen von 300 nM and 2 uM (dies
Konzentrationen wurden ausgewahlt, um alle PKC-lsoformen zu
inhibieren) verringerten sogar die Ausbreitung der schwarzen Welle
(dunkles 10S, Extrazellularraumaufweitung). Die Signale wurden sogar
kleiner, als die Signale unter Kontrollbedingungen. Dies kénnte auf
einen inhibierenden EinfluR auf die Auswirkungen des intrinsischen
Vasopressingehalts des Gewebes durch den PKC-Inhibitor hinweisen.
Dies widerspricht den Beobachtungen von Yang and Verkman (1997).
Sie erreichten keine AQP4-Aktivitat durch eine PKC-Aktivierung. Diese

Studie wurde aber in Oozyten durchgefihrt. Diese kdnnten andere
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PKC-Isoformen und PKC-Substrate aufweisen und deshalb keine
AQP4-Aktivitdt nach PKC-Aktivierung zeigen.

Es sollte in weiteren Arbeiten gezeigt werden, ob der PKC-Einflul3
durch eine direkte Phosphorilierung von AQP4 (besitzt drei mogliche
Phosphorilierungsstellen), oder durch eine Phosphorilierung eines
anderen Molekils, welches in der Signalkaskade friher lokalisiert ist,

bewirkt wird.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dal3 Vasopressin Effekte auf
andere Membranproteine zeigt. Da es bisher keine spezifischen AQP4-
Blocker gibt, fehlt der direkte Beweis, dal3 die beobachteten Effekte
durch AQP4 vermittelt werden. Die Aquaporine lie3en sich z.B. durch
AQP4-Antikorper blocken. Zur Zeit besteht allerdings die Schwierigkeit,
dal3 alle kommerziell erhaltbaren Antikorper gegen intrazellulare
Epitope gerichtet sind. Diese Antikdrper kdnnen intakte Zellmembranen
nicht passieren und sind daher fir Untersuchungen an lebenden Zellen
nicht geeignet. Ein deutlicher Hinweis, dafd der durch Vasopressin
verstéarkte gerichtete Wasserflul3 wahrscheinlich durch AQP4 vermittelt
wird, ist die besonders starke Lokalisation der AQP4-Kanale im Bereich
der verstarkten Extrazellularraumaufweitung. AQP4 ist hauptsachlich in
Gliazellen der Kortexschicht | und in Astrozytenendfif3en, die die

Blutgefale umgeben, lokalisiert (Nielsen et al., 1997).

Eine Beeinflussung von gap junctions (Zell-Zell-Verbindungen im glialen
Synzytium) durch Vasopressin ist aus folgenden Grinden relativ
unwahrscheinlich. Erstens reduziert PKC die Leitfahigkeit der gap
junctions (Greenfield et al., 1990) und zweitens erniedrigt intrazellulares
Kalzium, zumindest in hohen Konzentrationen, die Permeabilitat der
gap junctions (Blomstrand et al.,, 1999). Dies widerspricht unseren
Beobachtungen, daR PKC und intrazellulares Kalzium in der Modulation

der Wasserumverteilung durch Vasopressin beteiligt sind.
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Vasopressin hat keinen Einflul3 auf das Expressionsmuster von AQP4

Die Regulation des Vasopressin-vermittelten Wasserflusses konnte
durch Anderungen in der AQP4-Expression erfolgen. Diese Hypothese
liel3 sich durch immunhistochemische Untersuchungen nicht bestatigen.
Es zeigte sich keine Vasopressin-induzierte Translokation der AQP4
zur Plasmamembran. Tatséchlich waren, &hnlich wie in anderen
Zellpopulationen (Nielsen et al., 1997) die Mehrheit der AQP4-Molekile
in kortikalen Astrozyten auch unter Kontrollbedingungen an der
Zelloberflache lokalisiert. Daher ist eine Regulation des Vasopressin-
induzierten Wasserflusses durch eine allosterische Modulation des
AQP4-Wasserkanals wahrscheinlich. Die Immunogold-Untersuchungen
konnen allerdings keinen Aufschlufd GUber die Reorganisation der AQP4-
Plasmamembran-Molekiie im individuellen Membrankompartiment
geben. Dies sollte in weiteren Arbeiten durch einen gemeinsamen
Ansatz der freeze fracture-Methode (Rash et al, 1998) mit

Immunogold-Histochemie untersucht werden.

Der Beobachtungen, dal3 Vasopressin Uber den Vl1a-Rezeptor unter
physiologischen Bedingungen einen Einflul auf die kortikale
Wasserumverteilung hat, schlieBt sich die Frage an, ob
pathophysiologische Volumenprozesse ebenfalls beeinflu3t werden
kénnen. Pathophysiologische Volumenprozesse treten z.B. in der
Odementstehung nach einem Schlaganfall oder bei spreading
depressions auf.
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Auswirkungen des V1a-Antagonisten unter pathophysiologischen

Bedingungen auf die Zellschwellung

Das Phanomen der spreading depression (SD) wurde zuerst von Le&o
(1944) beobachtet. Er applizierte beim Kaninchen auf die kortikale
Oberflache  Kaliumchlorid (KCl)-Losung und registrierte  eine
Erniedrigung der EEG-Amplitude und eine Negativierung der kortikalen
Gleichspannung. Die SD breitete sich mit einer Geschwindigkeit von 2-
5 mm/min Gber den Kortex aus und hielt etwa 15-30 min an. SDs lassen
sich im Kortex (und Hippocampus) durch verschiedene Stimuli
auslosen: Applikation von Kaliumkonzentrationen dber 10-12 mM,
Applikation von Glutamat, massive elektrische  Stimulation,

mechanische Stimulation, Traumata und Ischamien (Le&o, 1947).

In der vorliegenden Arbeit wurden SDs durch eine Kalium-Applikation
ausgelost. Ein Tropfens KCI-Loésung (Konzentration 1 mol/l) wurde an
die Pia eines Hirnschnitts aus definierter Entfernung herangespuilt. Auf
diese Weise wurde ein groReres Areal mit unterschiedlichen
Kaliumkonzentrationen konfrontiert. Dort wo die Kaliumkonzentration im
Hirnschnitt am grol3ten ist, startet die SD. Diese lauft Uber Zellareale,
die mit unterschiedlichen Kaliumkonzentrationen vorbelastet sind. Die
Bedingungen in der Umgebung eines ischamischen Insultes, der von

Gewebeuntergang begleitet wird, werden so simuliert.

Die intrinsisch optischen Signale der SDs zeigen einen biphasischen
Verlauf. Die SD startete in Kortexschicht I mit einem dunklen Signal
(Extrazellularraumaufweitung) in tangentialer Richtung. Diese dunkle
Signal wird schnell von einem hellen Signal (Zellschwellung) abgelost.
Danach breitete sich die SD in der Regel bis Kortexschicht IV aus.
Nach 2-3 Minuten konnten in den Randbezirken und in einigen Fallen
auch innerhalb des hellen Signals eine Abdunklung beobachtet werden.
In den darauffolgenden Minuten verringerte sich die Flache des hellen
Signals immer weiter, wahrend die Flache der Abdunklung sich
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vergroRerte. In den letzten Minuten der Registrierung verschwanden

beide Signalanteile (hell und dunkel).

Eine Verringerung von Ausbreitung und Abfolge der SDs nach
Ischamien ist moglicherweise bedeutsam unter therapeutischen
Gesichtspunkten. In der Umgebung fokaler Ischamien treten in den
ersten Stunden nach Beginn der Durchblutungsstérung repetitiv SD-
ahnliche Periinfarktdepolarisationen (Back et al., 1994, Hossmann,
1996) auf. Treffen solche  Periinfarktdepolarisationen  auf
vorgeschadigte, aber noch lebende Zellen, so kann der mit der
Repolarisation  einhergehende  starke  Energieverbrauch einen
Untergang der Zellen, und damit ein Wachsen der ischamischen Lasion
zur Folge haben (Hossman, 1996; lijjima et al., 1992). Werden
experimentell (z.B. mit epikortikaler KCI-Applikation) SDs in der
Umgebung eines ischamischen Insultes ausgelost, korreliert ihre
Anzahl mit der Vergrol3erung des resultierenden Infarktes (Back et al.,
1996).

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, die Ausbreitung der SDs zu
verringern. Der Vl1a-Antagonist (Phenylac, D-Tyr(Me)?, Arg®®, Lys-
NH.%)-Vasopressin reduzierte unter physiologischen Bedingungen die
Ausbreitung der durch afferente Reizung ausgelosten weil3en und
schwarzen Welle (Extrazellularraumschrumpfung und -aufweitung).
Dieser Antagonist verringerte auch die Ausbreitung der SDs(Flache der
Zellschwellung) um ca. ein Dirittel. In wenigen Fallen (6 von 24) wurden
wahrend der folgenden SDs eine deutliche Variabilitat der
Ausbreitungsareale beobachtet. . Dieses Phanomen konnte  auf
unterschiedliche intrinsische Vasopressin-Konzentrationen in den
einzelnen Hirnschnitten (Buijs, 1978; deVries und Miller, 1998) oder auf
eine Desensitisierung gegeniber dem Antagonisten zurtckzufihren

sein.
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EinfluR des V1a-Antagonisten auf die Kinetiken des SD-Verlaufs

Mit Hilfe des Depolarisationsmodells von Hodgkin und Huxley (1952d)
konnen die Kinetiken der SD beschrieben werden. Das Modell
beschreibt die Aktivierungs- und die Inaktivierungs-Komponente solcher
Prozesse . Wir haben daher die  Zeitkonstanten fur die Aktivierung
und Inaktivierung. der SDs berechnet. Dabei sind wir in dem Modell
von monoexponentiellen Anstiegen und Abféllen ausgegangen. Die
Berechnungen ergaben sowohl fur die Aktivierung wie auch fur die
Inaktivierung einen Trend zur VergroRerung der Zeitkonstanten. Diese
Veranderungen der Zeitkonstanten waren zwar nicht statistisch
signifikant, der beobachtete Trend entspricht jedoch den theoretischen
Uberlegungen: Im Vordergrund stand allerdings nicht die veranderte
Kinetik, sondern eine Verminderung der Ausbreitung der SDs. Wir
gehen davon aus, dass durch Vla-Antagonisten Wasserkanéle
inhibiert werden. Das hat zur Folge, dal3 die Aufnahme von Kalium-
lonen in die Zellen und die Umverteilung durch das gliale Synzytium
erschwert sind, da Aufnahme und Umverteilung mit Wasserflissen
einhergehen, wenn eine Netto-lonen-Aufnahme erfolgt (Dietzel et al.,
1980). Entsprechend wird die Ausbreitung (Flache) des hellen Signals
der SD (Zellschwellung) kleiner. Die verlangsamte Inaktivierung passt
ebenfalls zum Befund, dal} der V1a-Antagonist die Wasserumverteilung
durch das gliale Synzytium reduziert: Ist die Wasserumverteilung

erschwert, mufl3 die Zurtickbildung der Zellschwellung verlangsamt sein.

Der Vl1a-Antagonist verstarkt die Extrazellularraumaufweitung im SD-

Verlauf

Auffallend und hoch signifikant war, dass das dunkle Signal der ersten
ausgelosten SD einen anderen Verlauf zeigt als die darauffolgenden:
Das dunkle Signal war deutlich ausgedehnter als das der folgenden
SDs. Die folgenden SDs zeigten dann ein einheitliches Verhalten.

Dieser Unterschied zwischen der ersten und den darauffolgenden SDs
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steht maoglicherweise in  Zusammenhang mit der Menge an

intrinsischem Vasopressin, die am Anfang hoher ist als spater.

Durch den Vla-Antagonisten wurde die Flache des hellen Signals
(Zellschwellung) reduziert, und die Ausdehnung des dunklen Signals
(der Extrazellularraumaufweitung) -im Vergleich zu der GrofRe bei
repetitiven SDs unter Kontroll-Bedingungen- vergréRert. Diese
Beobachtung laf3t sich mit der Vorstellung vereinbaren, dal3 durch den
V1a-Antagonisten eine Wasserumverteilung -und durch die Kopplung
auch eine Umverteilung von Kalium-lonen- durch das gliale Synzytiums
erschwert ist. Die Zellen geben Kalium-lonen und Wasser lokal wieder

ab. Dies fuhrt dann zur verstarkten Extrazellularraumaufweitung.

Der V1l1a-Antagonist hat keinen EinfluR auf das lokale

Gleichspannungssignal der SD

Spreading depressions (SD) gehen mit einer Erniedrigung der EEG-
Amplitude und eine Negativierung des kortikalen
Gleichspannungspotentials einher. Die SD breitet sich mit einer
Geschwindigkeit von 2-5 mm/min Gber den Kortex aus (Ledo, 1947). In
der vorliegenden Arbeit erfolgte die elektrophysiologische Registrierung
mit einer Feldpotentialelektrode. Diese war in Kortexschicht I/l
lokalisiert. Der Potentialsprung in der DC-Registrierung zeigte sich zu
dem Zeitpunkt, an dem das intrinsisch optische Signal der SD die

Feldpotentialelektrode erreichte.

Die Dauer des DC-Sprungs und die maximale Signalamplitude der DC-
Registrierung im Vergleich von Kontrollversuchen und Versuchen, bei
denen der Antagonist appliziert wurde, waren nicht signifikant
unterschiedlich. Dies laf3t sich durch die rdumlich begrenzte Reichweite
der Feldpotentialelektrode im Bezug auf die Registrierung erklaren. Die
Position der Elektrode war so gewéhlt, dal3 die SD die Elektrode auf
jeden Fall erreicht.
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SchluBbemerkungen und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dal3 es einen
gerichteten Wasserflul3 durch das gliale Synzytium gibt, der durch den
Vl1a-Rezeptor reguliert wird. Der schnelle Zeitverlauf der
Volumenanderungen deutet auf die Beteiligung eines spezialisierten
Wasserkanals hin. Dieser spezialisierte Kanal ist mit grol3er
Wahrscheinlichkeit Aquaporind. Der direkte Beweis, dal3 durch
Vasopressin die AQP4 direkt beeinflusst werden, steht noch aus. In den
nachsten Jahren werden wahrscheinlich Antikdrper gegen AQP4
entwickelt, die extrazellulare Epitope erkennen. Dann liel3e sich an
lebenden Zellen zeigen, ob sich die sehr wahrscheinliche Beteiligung
der AQP4 bei den hier geschilderten Prozessen bestatigt.

In vivo ist der hier beschriebene Efflux-Weg verbunden mit
extrazerebralen Flussigkeitskompartimenten. Da ein Wasserflu3 durch
AQP4 osmotisch angetrieben ist, erlaubt dieser Kanal einen Wasserfluf3
auch in die entgegengesetzte Richtung. DePasquale et al. (1989)
beschrieben einen Vasopressin-induzierten  Netto-Anstieg des
Wassergehaltes im Gehirn. Dieser Netto-Anstieg wurde von einer
Netto-Akkumulation an Elektrolyten begleitet. Die Aufklarung von
Schritten in der Regulation dieses spezialisierten, gerichteten
Wasserflusses eroffnet Ansatzméglichkeiten zur Beeinflussung von
Volumenveranderungen. Im pathophysiologischen Modell der spreading
depressions konnte durch den Einsatz eines Vl1a-Antagonisten eine
Verringerung der Ausbreitung der SD erreicht werden. Dies kdnnte
therapeutisch bedeutsam sein, da in der Umgebung eines Insultes
wiederholt SDs auftreten. Die Repolarisierung der Zellen nach einer SD
ist Energie-abhangig. Dadurch sterben vorgeschadigte Zellen in der
Insult-Umgebung ab und die urspriingliche Lasion wird grofRer. In

weiteren Arbeiten ware es interessant, in vivo zu untersuchen, ob die
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Behandlung mit Vla Antagonisten eine La&sionsverkleinerung -im

Vergleich zu Kontrollen- bewirkt.

Therapeutisch von groRem Interesse ist ebenfalls die Verhinderung
bzw. Verringerung von Odemen, wie sie z.B. nach einem Schlaganfall
auftreten. Moglicherweise  konnte der Vla-Antagonist einen
verlangsamenden oder sogar inhibierenden Einflu3 auf den Anstieg des
Nettto-Wassergehalts ausiiben und somit den schnell lebensbedrohlich

werdenden ansteigenden Hirndruck vermindern.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Regulation gerichteter
Wasserflisse im Gehirn untersucht. Ausgehend davon wurden in einem
zweiten  Schritt gezielt die Modulation pathophysiologischer

Volumenveranderungen analysiert.

Die Kontrolle der extrazellularen Kaliumkonzentration sowie der damit
assoziierten Wasserflisse im Gehirn ist von grof3er Bedeutung, da
hierdurch z. B. die synaptische Transmission beeinflul3t wird.
Astrozyten kdnnen Uberschissiges Kalium u.a. Uber den sogenannten
spatial buffer-Mechanismus durch das gliale Synzytium umverteilen.
Der schnelle Zeitverlauf der damit gekoppelten Verdnderungen des
Extrazellularraumvolumens deutet auf die Beteiligung spezialisierter

Wasserkanale (sehr wahrscheinlich Aquaporin4) hin.

In der vorliegenden Arbeit wurden Volumenanderungen (Zellschwellung
und Extrazellularraumaufweitung) Uber gréf3ere Gewebeflachen mit
Hilfe von intrinsisch optischen Signalen (I0S) und ionensensitiven
Mikroelektroden an Hirnschnittprdparaten der Ratte untersucht. Die
Volumenanderungen wurden durch pharmakologische Substanzen
moduliert und damit Schritte der beteiligten Signalkaskade analysiert: a)
Vasopressin verstarkt die Wasserumverteilung durch das gliale
Synzytium; b) dieser Effekt erfolgt Uber den V1a-Rezeptor; c) dieser,
durch Vasopressin aktivierte, Rezeptor aktiviert iber G-Proteine IP3; und
damit intrazellulares Kalzium; d) auf3erdem wird Phospohokinase C
aktiviert. Wenn eine dieser Komponenten inhibiert wird, erfolgt keine
verstarkte Wasserumverteilung durch Vasopressin. Die
Wasserumverteilung wurde ebenfalls durch einen Vl1a-Antagonisten

verringert.

Dieser Befund lieferte die Hypothese, dal3 groRe pathophysiologische
Volumenprozesse, wie sie z.B. bei spreading depressions (SDs)

auftreten, sich ebenfalls durch einen Vl1a-Antagonisten beeinflussen
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lassen. Tatséachlich konnte in einer zweiten Experimentalserie gezeigt
werden, dal3 Vla-Antagonisten die Ausbreitung der SDs um ca. ein

Drittel reduzieren.

Die beschriebenen Regulationsmechanismen des gerichteten
Wasserflusses liefern  Hypothesen, wie  pathophysiologische
Volumenprozesse im Hirn moglicherweise therapeutisch beeinfluf3t
werden kénnen. Eine Verminderung der SDs ware beispielsweise nach
IschAmien bedeutsam, wo durch die SDs das Hirngewebe, dal} das
Lasionszentrum umgibt (Penumbra), geschadigt wird und sich damit der
Schlaganfall ausweitet. SDs werden auch verantwortlich gemacht als
Ursache der transienten neurologischen Ausfélle bei der komplizierten
Migrane: denkbar ist, dal3 klinisch verwendbare V1a-Antagonisten hier

therapeutisch bedeutsam sind.
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