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Vielfach untersucht sind die mittel- und langfristigen Wirkungen des vor allem von Astrozyten
gebildeten Fibroblasten-Wachstumsfaktors-2 (FGF-2) zum Beispid auf Wundheilung, Zell-
wachstum und -Differenzierung. Fast unbeforscht sind hingegen seine kurzfristigen Auswir-
kungen, insbesondere sein Einflufd auf das neuronale Entladungsverhalten. Exemplarisch haben
wir uns daher mit Zeitverlauf und Reversibilitdt der FGF-2-Wirkung auf Hintergrundaktivitét
und Erregbarkeit von Rlckenmarkhinterhornneuronen beschéftigt. Mittels juxtazellulérer
Mikroiontophorese (an Sprague Dawley-Ratten, in vivo) war es moglich, einzelne Neurone
sowohl vor as auch wahrend und nach FGF-2-Applikation zu untersuchen und zudem systemi-
sche Effekte weitestgehend auszuschliefen.

Uberpriift werden sollte auch, ob Neurone in Abhéngigkeit von ihrer Antwortcharakteristik
(niederschwellig, hochschwellig oder multirezeptiv) und der Lokalisation ihres rezeptiven Fel-
des (in oberflachlichen oder tiefen Geweben) unterschiedlich auf die zellnahe FGF-2-
Applikation reagieren.

SiebenunddreiBig méannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Korpergewicht von 250 bis
450 g wurden durch einmalige Intraperitoneal-Injektion von 120mg/kg Korpergewicht Thio-
butabarbitalnatrium narkotisiert. Uber einen ventromedianen Hautschnitt im Cervicalbereich
wurden Trachea, A. carotis communis und V. jugularis externa dargesellt, um Kunststoffkanti-
len einzulegen zur kontinuierlichen Beatmung, invasiven Blutdruckmessung und Pharmaka-
Applikation. Die Narkose wurde aufrechterhalten durch kontinuierliche Applikation von
10mg/hkg Korpergewicht Thiobutabarbitalnatrium. Die Korperkerntemperatur wurde tber
Heizkissen und Wéarmelampen konstant gehalten. Der Kontrolle der Narkosetiefe dienten unter
anderem ein EKG nach Einhoven | sowie die invasive Blutdruckmessung. Zur nichtdepolarisie-
renden Muskelrelaxation wurden stiindlich 0,6mg/kg Korpergewicht Pancuroniumbromid i.v.
appliziert. Nach Fixierung in einem Spinal Frame wurde das Rickenmark Uber eine thorako-
lumbale Laminektomie freigelegt und mit korpertemperiertem Silicon6l Gberschichtet.

In allen Experimenten wurde FGF-2 in einer Konzentrationen von 10 nmol/I (in physiologi-
scher Kochsalzldsung) mittels Mikroiontophorese Uiber eine Dreifach-Glaselektrode mit Spit-
zendurchmessern von 1 pum juxtazellular im Rickenmarkhinterhorn appliziert (wobei tiber An-
derungen des Applikationsstrom von 5-20nA unterschiedliche Dosierungen erreicht werden
konnten). Wahrend einer der weiteren Elektroden-Barrel zur automatischen Stromkompensati-
on diente, erfolgte Uber den dritten Barrel kontinuierlich die elektrische Ableitung der Aktions-
potentiale des untersuchten Neurons. Um die Erregbarkeit der zentralen Neurone durch peri-



phere mechanische Stimuli untersuchen zu kénnen, wurden standardisierte mechanische Rei-
zungen der Hinterpfote vorgenommen.

FGF-2 unterdriickt dosisabhangig, reversibel und unabhangig von der Tiefenlokalisation im
Rickenmark mit einer Latenz von wenigen Minuten zunéchst die Reizantwort spinaler Neuro-
ne auf schwache mechanische Reizung ihres rezeptiven Feldes, bei hoheren Konzentrationen
auch die auf starke Reizung. AuRerdem unterdriickt iontophoretisch appliziertes FGF-2 dosis-
abhangig und reversibel mit Latenzen von unter einer Minute Hintergrundaktivitét spinaler
Neurone.

In die Auswertung sind dieDaten von insgesamt 55 Hinterhornneuronen eingegangen. Zehn
davon waren hintergrundaktiv; die tbrigen 45 Neurone wruden mechanisch stimuliert. Wah-
rend dieApplikation des reinenVehikels keinerlei Einflu® zeigte, reagierten sieben der zehn
hintergrundaktiven Zellen auf die Applikation von FGF-2 innerhalb eineiger Sekunden mit e-
ner Abnahme der Entladungsrate um mehr als 2 Standardabweichungen (bezogen auf die mitt-
lere Entladungsrate unter Kontrollbedingungen). Eine Erhdhung der FGF-2-Dosis durch Erho-
hung des Applikationsstroms flhrte zu einer stérkeren Abnahme der Entladungsrate. Der Ef-
fekt war binnen weniger Minuten komplett reversibel.

Durch periphere mechanische Stimuli treibbare Hinterhornneurone reagierten erst nach einer
FGF-2-Applikation Uber einige Minuten mit einer Abnahme der Reizantwort. Siebenunddreif3ig
der 39 untersuchten Zellen zeigten eine (im zweiseitigen Wilcoxon-Test flr gepaarte Daten)
signifikante, reversible Reduktion ihrer Reizantworten. Eine Steigerung der FGF-2-Dosis be-
wirkte auch hier eine strkere Auspragung des gleichen Effektes.

Der unterschiedliche Zeitverlauf der FGF-2-Wirkung auf Erregbarkeit und Hintergrundaktivitat
legt die Vermutung nahe, dal3 der Regulation jeweils unterschiedliche Mechanismen zugrunde-
liegen: Ausgehend von einer Di- und Tetrameriserung von FGF-2 Uber Heparansulfatprote-
oglykane und Interaktion mit hochaffinen Membranrezeptoren (Moy et al., 1997) wird die
Senkung der mechanischen Erregbarkeit wahrscheinlich Uber eine Inositoltrisphosphat-
Kaskade vermittelt, die in intrazelluléren Ca?*-Verschiebungen miindet (Mignery und Sudhof,
1990). Bei der Unterdriickung der Hintergrundakvitéat konnte hingegen eine rezeptorvermit-
telte Stimulation der Stickstoffmonoxid-Synthase mit konsekutiver NO-Freisetzung mal3geb-
lich beteiligt sein (Marletta, 1993; Schenda undVollrath, 1997).

Im Hinblick auf seine molare Potenz, ist der Fibroblasten-Wachstumsfaktor 2 eine hochst ef-
fektive Substanz. Die gezeigten Effekte waren alle bereits bei einer FGF-2-Konzentration von
10 nmol/l in der lontophorese-Pipette zu beobachten. Bei einem dhnlichen experimentellen
Aufbau konnten Hoheisel et al. (1994) z. B. in der Superfusion des Rickenmarks mit Sub-
stanz P erst bei der 10000fachen Konzentration Auswirkungen auf das neuronale Entladungs-
verhalten feststellen. Bei Superfusion des Riickenmarks mit FGF-2 kommt es bereits bei Kon-
zentrationen von wenigen pmol/l zu einer vollsténdigen Ausldschung der spinalen Hinter-
grundaktivitét und der Treibbarkeit durch periphere mechanische Stimuli (Hoheisel et al.,
1995). Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dal3 die hier beschriebene differen-
zielle Wirkung von FGF-2 auf das Antwortverhalten bel nicht-noxischer bzw. noxischer Sti-
mulation lediglich bei sehr niedrigen Konzentrationen und bei einem Applikationszeitraum von
wenigen Minuten auftritt, wahrend mikromolare Konzentrationen scheinbar anésthetische Wir-
kung zeigen.

Die hochsten FGF-2-Gewebekonzentrationen im Zentralnervensystem treten wahrscheinlich im
Gefolge mechanischer und ischdmischer Traumen auf. Da jedoch bisher keine gesicherten Da-
ten Uber die dabel tatsachlich vorkommenden Konzentrationen verfiigbar sind, 183t sich kaum
eine Aussage dartiber machen, ob FGF-2 in vivo nun perifokal modulierend oder blockierend
auf zentralnervése Neurone wirkt.

Die bel den hier verwendeten FGF-2-Konzentrationen beobachtete Hemmung der Verarbei-
tung nicht-noxischer Reize ist mdglicherweise ein weiterer Aspekt der neuroprotektiven Wir-



kung des Fibroblasten-Wachstumsfaktors 2: Uber eine Unterdriickung vor allem der Impuls-
antwort auf schwache Reize kommt es auch zur Verminderung der Glutamat-Freisetzung im
Zentralnvervensystem (Humpel et al., 1993; Koshinaga et al., 1993). Die bel hoheren Dosen
eintretende anésthetische Wirkung konnte von entscheidender Bedeutung fir die Entstehung
der schlaffen Parese im Rahmen eines Spinalen Schocks bei  Rickenmarksquerschnitt-
Verletzungen oder des klinischen Bildes vom Koma bei zentralnervds traumatisierten Patienten
sein. Die aul3ergewdhnliche Potenz von FGF-2 als Modulator neuronalen Entladungsverhaltens
legt nahe, dal’ dieser Substanz — besonders unter patho(physio)logischen Bedingungen mit
vermehrter Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus Astrozyten — eine wichtige Rolle bel der
Glia-Neuron-Interaktion zukommt.

Insgesamt zeichnen sich somit je nach Beobachtunszeitraum FGF-2-Effekte in unterschiedli-
chen Bereichen ab: Langfristig, innerhalb von Tagen, bewirkt FGF-2 eine Astrogliose (Spelio-
tes et al., 1996), Angiogenese (Gospodarowicz et al., 1979) und Ubt trophische Effekte auf
zahlreiche Zellen neuroektodermalen Ursprungs aus (Reviews. Eckenstein, 1994; Grothe und
Wewetzer, 1996; Sensenbrenner, 1993).

Innerhalb von Stunden nach FGF-2-Applikation kommt es (in Hippocampus-Zellkultur) zur
vermehrten Calbindin-Expression (Callazo et al., 1992), zur verminderten Expression eines
71 kD-NMDA-Rezeptorproteins (Mattson et al., 1993) und zur vermehrten Expression der
antioxidativen Enzyme Superoxid-Dismutase und Glutathion-Reduktase (Mattson et al.,
1995). Mittelfristig kommt FGF-2 aso eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Cat'-
Homoostase und dem Schutz gegen freie Radikale zu.

Innerhalb weniger Minuten bewirkt FGF-2, wie in dieser Arbeit dargelegt, eine Abnahme der
Hintergrundaktivitdt und der mechanischen Treibbarkeit spinaler Neurone, wirkt damit kurz-
fristig modulierend auf die synaptische Transmission.



