Aus der Universitatsklinik fur Anasthesiologie und Intensivmedizin
Tldbingen
Arztlicher Direktor: Professor Dr. med. Klaus Unert
Sektion ,Experimentelle Anasthesiologie*

Leiter: Professor Dr. B. Antkowiak

Die Hemmung der GABA-Wiederaufnahme im Zentralen
Nervensystem: Ein Prinzip fur neue Wirkstoffe in der

Anéasthesie?

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von
Daniel Simon Razik
aus

Hindenburg/Polen

2010



Dekan: Professor Dr. I.B. Autenrieth

1. Berichterstatter: Professor Dr. B. Antkowiak
2. Berichterstatter: Professor Dr. C. Schwarz



Diese Arbeit ist meinen Eltern Stefan und Maria Razik und meinen
Geschwistern Sebastian und Lukas gewidmet. Sie bildeten ein familiares

Umfeld, das mein Interesse an Wissenschaft und Forschung pragte.



Inhaltsverzeichnis

ADKUrZUNGSVEIZEICNNIS ..uiii e 11
R T oY =T 1 AU o o 1
1.1. Anéasthetika und GABA-Wiederaufnahme-Hemmer wirken tber GABA-

REZEPIOIEN ... e 1
1.2. In welchem Umfang kann neuronale Aktivitat durch eine Hemmung der

GABA-Wiederaufnahme inhibiert werden? ...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiin e, 5
1.3. Fragestellungen und methodischer Ansatz............cccooeveeeiiviiiiiiiiiiieeeeee, 6
1.4. Hypothesen zur Bedeutung von GABA-Transportern fur die neuronale

Aktivitat in kultivierten Gewebeschnitten des NeokorteX.............ccceeeennnne 8
2. Material und Methoden ... 11
2.1. Praparation und KUltIVIEIUNG .....ccoeviiiiiiiiiieeei e 11
Y = 114 £ 0] )V o] [0 o | = R 12
2.3.  Applikation der TesStSUDSTANZEN..........ccoiiiiiiiiiiiii e 13
2.4. Datenanalyse und statistische AUSWEIUNG .........cceeeeeeeeeerieeiiiiiieeeeeeeee, 14
3. ErgeDNISS e i 18
3.1. Kortikale Spontanaktivitat unter Kontrollbedingungen ............ccccoeeeeee. 18
3.2. Kortikale Spontanaktivitat unter Hemmung der GABA-Wiederaufnahme ..

.............................................................................................................. 20
3.3. Kortikale Spontanaktivitdit unter Hemmung der Wiederaufnahme von

GABA und zusatzlicher Blockade der GABAa-Rezeptoren.................... 26
3.4. Kortikale Spontanaktivitdit unter Hemmung der Wiederaufnahme von

GABA und zusatzlicher Blockade der GABAg-Rezeptoren.................... 29



4.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.

6.

7.

DS KU S S O N et e e 34

Kortikale Spontanaktivitat entsteht durch das Zusammenspiel von
synaptischer Erregung und HEMMUNG .......ccooiiiiiiiiiiiiieeiiice e 34

Kortikale Spontanaktivitat reagiert sensitiv auf eine Verdnderung des
Gleichgewichts zwischen Exzitation und Inhibition ..............ccccceoeeeiee. 35

Ein Vergleich der Wirkung von NO-711 und gebrauchlichen Anésthetika .

.............................................................................................................. 39
Kortikale Aktivitat unter Blockade GABAerger Rezeptoren.................... 41
GABAa-Rezeptoren sind entscheidend fur die Wirkungen von NO-711 ....

.............................................................................................................. 42
Die Blockade von GABAg-Rezeptoren verandert die Wirkung von NO-
T 43
Hemmung von  GABA-Transportern im  klinischen  Kontext:
Heterotransport und tonische Strome ........ccoooeeevvvveiiiiciie e, 44
AUSDIICK ... 47

ZUSAMMENTASSUNG . ..uiiiiiiiiiiieiit e e e e aan s 48
Quellenverzeichnis fur Abbildungen ..., 50
LiteraturverZeiChnis ... 51



Abkirzungsverzeichnis

Abb.
ACSF
ANOVA
ATP
BGT
cazt

CGP 55845

Cr

CO;
ECso
EPSP

et al.
(L)FP

FR
GABA
GAT
G-Protein
H,O

ICso
IPSC

K*

Mgz+

Na*
NaHCOs3
NaH,PO4
NMDA
NO-711

P3

Abbildung

Artificial Cerebrospinal Fluid

Analysis Of Variance

Adenosintriphosphat

Betain/GABA-Transporter

Kalzium
(2S)-3-(((1S)-1-(3,4-Dichlorophenyl)ethylyamino-2-
hydroxypropyl)(phenylmethyl)phosphinic acid
Chlorid

Kohlenstoffdioxid

Konzentration des halbmaximalen Effekts
exzitatorisches postsynaptisches Potenzial

et alii

(lokales) Feldpotenzial

Feuerrate

Gamma-Amino-Buttersaure

GABA-Transporter

Guaninnucleotid-bindendes Protein

Wasser

Konzentration der halobmaximalen Hemmung
inhibitorischer postsynaptischer Strom

Kalium

Magnesium

Natrium

Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat

N-Metyhl-D-Aspartat
1-(2-(((diphenylmethylene)amino)oxy)ethyl)-1,2,5,6
tetrahydro-3-pyridinecarboxylic acid hydrochloride
postnatales Alter von 3 Tagen



PETH
R2
Rzadj

Relzeltakt|\/

SD
Spx
Tab.
THIP
™
ZNS

Peri-Event-Time-Histogramm

Bestimmtheitsmal

korrigiertes Bestimmtheitsmal3

Anteil der Aufnahmedauer, in dem die Netzwerke
aktiv sind

Standardabweichung

Spikes (Aktionspotenziale)

Tabelle
4,5,6,7-Tetrahydroisoxazolo(5,4-c)pyridin-3-ol
transmembran

Zentrales Nervensystem



1. Einleitung

1.1. Anasthetika und GABA-Wiederaufnahme-Hemmer wirken
Uber GABA-Rezeptoren

Klinisch gebrauchliche Anasthetika induzieren Bewusstlosigkeit und schalten
Schmerzreflexe aus, indem sie die Aktivitdt von Nervenzellen in Gehirn und
Ruckenmark vermindern. Auf der molekularen Ebene interagieren Anéasthetika
mit GABAa-Rezeptoren, die durch den hemmenden Botenstoff y-Amino-
buttersdure (GABA) aktiviert werden.

GABAa-Rezeptoren sind Heteropentamere, die aus verschiedenen
Untereinheiten aufgebaut sind. Bekannt sind sechs a-, drei B-, drei y-, eine &-,
eine ¢-, eine 6-, eine 11- und drei p-Untereinheiten, wobei zumeist zwei a- und
zwei B-Untereinheiten am Aufbau eines GABAa-Rezeptors beteiligt sind
(Drexler et al., 2006) (Abb. 1).
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Abb. 1 Molekularer Aufbau des GABAa-Rezeptors
Der Rezeptor setzt sich aus finf Untereinheiten
zusammen, die jeweils aus 400 - 450
Aminosauren bestehen. Die im Uhrzeigersinn
angeordneten  Untereinheiten  al-B2-al-B2-y2
bilden einen Subtyp, der bis zu 60% der GABA,-
Rezeptoren ausmacht, jedoch fir die Narkose
kaum von Bedeutung ist (Chagnac-Amitai and
Connors, 1989;Cossart et al., 2003;Flint et al.,
1997;Gutnick et al., 1989;Reynolds et al,
2003;Sanchez-Vives and McCormick, 2000). Jede
Untereinheit besitzt vier Transmembrandoméanen.
Die TM-2-Doménen der finf Untereinheiten bilden
die Pore des Chloridkanals.




Als ligandengesteuerte lonenkanale (Abb. 1 und Abb. 2) weisen GABAa-
Rezeptoren zwei Bindungsstellen fir GABA, sowie weitere Bindungsstellen fur
Andasthetika auf (Drexler et al., 2006;Grasshoff et al., 2005;Grasshoff et al.,
2006). Besetzt ein Anasthetikum seine Bindungsstelle am GABAa—Rezeptor,

ohne dass gleichzeitig GABA am Rezeptor

gebunden ist, Dbleibt der lonenkanal
geschlossen. Ist die Anasthetika-Bindungsstelle
jedoch besetzt und bindet GABA an den
Rezeptor, wird durch die Prdsenz des
Anasthetikums der durch GABA induzierte
inhibitorische postsynaptische Strom (IPSC)
verstarkt (Drexler et al., 2006). Man bezeichnet
diesen fur Anasthetika typischen Mechanismus
als eine positiv modulatorische Wirkung am
GABAa-Rezeptor (Abb. 3). Da Anasthetika nur
modulatorisch  wirken und den GABAa-

Rezeptor nicht direkt aktivieren kénnen,
begrenzt die Verfugbarkeit von GABA die Abb. 2 Die Entstehung von

Wirksamkeit von Allgemeinanasthetika. Die inhibitorischen  postsynap-
tischen Stromen  (IPSCs)

Verfugbarkeit von GABA ist wiederum von zwei Erreicht ein im  Soma

. L . ausgeléstes  Aktionspotenzial
wesentlichen Faktoren abhangig. Zum einen das Ende des Axons eines
GABAergen  Neurons, wird
GABA  freigesetzt. Dieses

Neurone, die den hemmenden Neuro-  Pindet an postsynaptische
GABA,-Rezeptoren. Die

transmitter freisetzen, sowie von der Aktivitat Aktivierung ~ von  GABAx-
Rezeptoren bewirkt den

von Wiederaufnahme-Transportern, die den Einstrom von Chloridionen in
die postsynaptische Zelle.

von der Aktionspotenzialaktivitat GABAerger

Neurotransmitter GABA aus dem Extra-

zellularraum entfernen. Fur die Wiederaufnahme von GABA in die Prasynapse
stehen vier Subtypen von GABA-Transportern (GAT-1, GAT-2, GAT-3 und
BGT-1), die in der Ratte klassifiziert wurden, zur Verfigung (Borden, 1996).
GAT-1 ist vor allem synaptisch auf Neuronen lokalisiert, wohingegen GAT-2
und GAT-3 Uberwiegend extrasynaptisch vorkommen (Borden, 1996;Conti et
al., 2004) (Abb. 4). Besonders dem GAT-1, der Uber den Natriumgradienten



elektrogen 1 GABA : 2 Na’: 1 CI transportiert, wird eine wichtige Rolle bei der

Regulierung der extrasynaptischen GABA-Konzentration zugestanden (Frahm
et al., 2001).

Modulator

m@@ %@g Abb. 3 Modulatoren des GABA\-Rezeptors

Viele Anasthetika wirken als Modulatoren der
GABA,-Rezeptoren und erhéhen den durch die

GABA-GABA,-Rezeptoren-Bindung erzeugten
A postsynaptischen  Chlorideinstrom  (Kontrolle),
< Modulator indem sie z.B. die IPSC-Abklingzeit verlangern
= (Modulator).
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Abb. 4 Lokalisation der GAT-Subtypen Den grof3ten Anteil der GABA-Transporter bildet der
Subtyp GAT-1, der vorwiegend synaptisch auf Neuronen und Gliazellen lokalisiert ist. GAT-2/3
werden vor allem extrasynaptisch auf Gliazellen und Neuronen exprimiert. Sie nehmen das aus
der Synapse diffundierende GABA in prasynapische Neuronen und Gliazellen auf.



Was geschieht nach einer Phase der erhdhten GABA-Freisetzung, wenn
GABA-Transporter pharmakologisch gehemmt wurden und deshalb weniger
effizient arbeiten? Bei einer Hemmung der GABA-Wiederaufnahme wird es
langer dauern, bis der Uberschissige Neurotransmitter aus dem
Extrazellularraum entfernt ist. Treten Phasen der erhdhten GABA-Freisetzung
im Gehirn haufig auf, stehen die Freisetzung und Wiederaufnahme von GABA
in einem dynamischen Flie3gleichgewicht. In diesem Fall wird es zu einer
dauerhaften Erhéhung der extrazellularen GABA-Konzentration kommen, wenn
GABA-Transporter gehemmt werden. Durch die Erhéhung der extrazellularen
GABA-Konzentration sollten mehr GABA-Rezeptoren aktiviert werden, was eine
Verminderung der neuronalen Aktivitat und Erregbarkeit bewirkt. Der skizzierte
Mechanismus kann die Wirkungsweise von Tiagabin erklaren, einem Blocker
von GABA-Transportern, der zur Behandlung von Epilepsiepatienten klinisch
eingesetzt wird (Borden, 1996;Genton et al., 2001;Hoffman, 2005;Morimoto et
al., 1997). Pharmaka wie Tiagabin, die GABA-Transporter blockieren und
gebréuchliche Andasthetika wie Propofol und Etomidate unterscheiden sich
demnach darin, dass erstere die extrazellulare Prdsenz von GABA erhdhen,
wahrend letztere die Wirkung von GABA am GABAa-Rezeptor verstarken.
Beiden Substanzgruppen ist gemeinsam, dass sie im zeitlichen Mittel dafur
sorgen, dass mehr GABAx-Rezeptoren geoffnet sind, wodurch die Erregbarkeit
von Nervenzellen vermindert wird. Hieraus kann gefolgert werden, dass
prinzipiell auch Blocker des GABA-Transports in der Andasthesie zur
Ausschaltung von Bewusstsein und Schmerzreflexen eingesetzt werden
konnen.

Welche potentiellen Vorteile bietet der Einsatz von Blockern der GABA-
Transporter in der Anasthesie? Die heute klinisch verwendeten Anésthetika
weisen schwerwiegende Nebenwirkungen auf (Schulte am Esch et al., 2007).
Mit einiger Wahrscheinlichkeit zeigen Blocker der GABA-Transporter ein
anderes Spektrum an Nebenwirkungen, was fir einen Teil der
Patientenkollektivs von Vorteil sein kénnte. Eine andere Mdglichkeit besteht in
der gleichzeitigen Verabreichung von Andasthetika und GABA-Transporter-
Blockern. Durch eine Hemmung der GABA-Wiederaunfahme werden, wie



weiter oben beschrieben, zusatzliche GABAa-Rezeptoren durch den natirlichen
Liganden GABA aktiviert, die dann zusatzlich fir die positiv modulatorischen
Wirkungen von Anasthetika verfigbar sind. Es ist zu erwarten, dass bei
kombinierter Verabreichung von GABA-Transporter-Blockern und von
Anasthetika ein Synergismus entsteht, der dazu fuhrt, dass die fur die Erzielung
der klinisch gewiinschten Effekte notwendigen Dosierungen deutlich vermindert
werden konnen. Die positive Konsequenz ware eine Abschwéchung der

Nebenwirkungen.

1.2. In welchem Umfang kann neuronale Aktivitdt durch eine
Hemmung der GABA-Wiederaufnahme inhibiert werden?

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass Narkosemittel die
Aktionspotenzialaktivitat kortikaler Neurone um ca. 50% hemmen, wenn
Andasthetika in einem Konzentrationsbereich appliziert werden, die bei der
Halfte der Patienten Bewusstlosigkeit verursacht (Antkowiak, 1999;Antkowiak
and Helfrich-Fdrster, 1998;Hentschke et al., 2005). Es ist zurzeit vollig unklar,
ob ein gquantitativ vergleichbarer Effekt auch durch die Blockade von GABA-
Transportern erreicht werden kann. So wird in einer publizierten
tierexperimentellen Studie berichtet, dass eine hohe Dosis des spezifischen
GABA-Transporter-Blockers NO-711 den Aufrichtreflex bei Mausen, ein in
verhaltenspharmakologischen Studien gangiges Korrelat fir Bewusstsein, nicht
zu unterdricken vermag (Katayama et al., 2007). Zudem wurde nach
intraperitonealer Injektion von NO-711 nur ein moderater Anstieg der
extrazellularen GABA-Konzentration im Hippokampus beobachtet. In der
gleichen Arbeit wird berichtet, dass nach Injektion des GABA-
Transaminasehemmers Gabaculin die extrazellulare GABA-Konzentration im
Gehirn dramatisch anstieg und der Aufrichtreflex der Versuchstiere unterdrtickt
wurde. Dieses Ergebnis wiederum impliziert, dass Uber eine Erhdéhung der
extrazellularen GABA-Konzentration im Zentralnervensystem ein Zustand der

Anasthesie tatsachlich induziert werden kann.



Die Ursachen fur die in den verhaltenspharmakologischen
Untersuchungen beobachtete geringe Wirksamkeit von NO-711 sind nicht
bekannt. Hierbei kann insbesondere die Pharmakokinetik dieses Wirkstoffes
eine Rolle spielen. Doch auch die derzeit verfigbaren In-vitro-Studien zur
Wirkung von NO-711 liefern kaum Hinweise, in welchem Umfang GABA-
Transporter die neuronale Aktivitat auf der Zell- und Netzwerkebene
kontrollieren. Intrazellulare Messungen in vitro haben zwar gezeigt, dass NO-
711 an Neuronen inhibitorische Stréme hauptsachlich tber die Akkumulation
und Diffusion von GABA an extrasynaptische GABA-Rezeptoren steigert
(Gonzalez-Burgos et al., 2009;Keros and Hablitz, 2005;Nusser and Mody,
2002;Semyanov et al., 2003), doch fehlen entsprechende Experimente zur
Frage, wie hierdurch die Erregbarkeit und Aktionspotenzialaktivitat der Neurone

verandert wird.

1.3. Fragestellungen und methodischer Ansatz

Nervenzellen des zerebralen Kortex sind fur die sedierenden, hypnotischen und
amnestischen Wirkungen gebrauchlicher Anasthetika von zentraler Bedeutung.
Verschiedene klinisch gebréauchliche Anasthetika dampfen die Aktivitat dieser
Nervenzellen, indem sie die durch GABA induzierte Aktivierung von GABAa,-
Rezeptoren potenzieren (Drexler et al.,, 2006). Andasthetika, die eine
vergleichbare Wirkung durch eine Erhéhung der extrazellularen GABA-
Konzentration erzielen, sind gegenwartig nicht bekannt. Solche Wirkstoffe
waren aber in der Anasthesie eine interessante therapeutische Option.

Die zentralen Fragen der vorliegenden Arbeit lauten: In welchem Umfang
sind GABA-Transporter an der Kontrolle der Aktivitdt kortikaler Neurone
beteiligt? Fuhrt eine weitgehende Hemmung dieser Transporter zu einer
deutlichen Unterdrickung der Aktionspotenzialaktivitat oder sind diese
Transporter fur die Kontrolle der neuronalen Erregbarkeit nur von
untergeordneter Bedeutung? Von besonderem Interesse ist der direkte
Vergleich der Wirkung von Blockern des GABA-Transports mit den Wirkungen
gebrauchlicher Anasthetika: Lasst sich durch erstere die Erregbarkeit kortikaler



Neurone in einem Umfang hemmen, der quantitativ den Wirkungen
gebrauchlicher Anasthetika entspricht, wenn diese in klinisch relevanten
Konzentrationen eingesetzt werden? Da die vorliegende Arbeit an einer In-vitro-
Praparation durchgefihrt wurde, an der bereits die Effekte zahlreicher
Anasthetika unter identischen experimentellen Bedingungen charakterisiert
worden sind, konnten die Ergebnisse dieser Arbeit direkt mit den Wirkungen
dieser Anasthetika verglichen werden. Schliel3lich wurde in einer weiteren Serie
von Experimenten die Frage aufgeworfen, durch welche Typen von GABA-
Rezeptoren Anderungen des GABA-Transports in Anderungen der
Aktionspotenzialaktivitat kortikaler Neurone Ubersetzt werden. Hier kommen
GABAx-Rezeptoren ebenso in Frage wie GABAg-Rezeptoren (Gonzalez-Burgos
et al., 2009). Letztere zéhlen zur Klasse der metabotropen Rezeptoren (Calver
et al., 2002).

Zur pharmakologischen Modifikation der Effizienz des GABA-Uptakes in
kultivierten neokortikalen Gewebeschnitten wurde NO-711 eingesetzt, ein
hochspezifischer GAT-1-Blocker, der die synaptische Wiederaufnahme von
GABA mit einer sehr niedrigen 1Cso (Konzentration eines Inhibitors, bei der die
halbmaximale Inhibition auftritt) von 47 nM hemmt (Suzdak et al., 1992). Die
Experimente wurden an kultivierten (organotypischen) Gewebeschnitten des
Neokortex durchgefuhrt, da aufgrund einer hohen intrinsischen synaptischen
Konnektivitat (Abb. 5) in diesem Praparat spontane Aktionspotenzialaktivitat
auftritt und GABA bestandig freigesetzt wird. Allerdings fehlen diesen
Gewebekulturen im direkten Vergleich zur Situation in vivo die erregenden
subkortikalen Eingange, weshalb die mittlere Rate, mit der die kultivierten
Neurone Aktionspotenzial generieren, vergleichsweise niedrig ist. Um in vivo-
ahnliche Aktivitatsraten zu induzieren, wurde deshalb die extrazellulare
Magnesiumkonzentration vermindert, was zu einer NMDA-Rezeptor-
abhangigen Depolarisierung und tonischen Aktivierung der Nervenzellen fihrt
(Flint and Connors, 1996). Die Einstellung in vivo-ahnlicher Aktivitatsraten war
ein kritischer Aspekt der Experimente, da erwartet wurde, dass unter der
Bedingung geringer Aktivitatsraten, wie sie beispielsweise in akut isolierten
Gewebeschnitten in aller Regel beobachtet werden, eine nur geringe



Freisetzung von GABA stattfindet. Wird aber nur wenig GABA freigesetzt, ist
kaum zu erwarten, dass sich durch die pharmakologische Modifikation des
GABA-Transports die Erregbarkeit der Neurone signifikant verandern lasst.
Sind diese Uberlegungen zutreffend, dann ist die Beseitigung von GABA aus
dem Extrazellularraum besonders dann ein kritischer Faktor, wenn viel GABA

freigesetzt wird.

1-9 Tage in vitro /—PW

Abb. 5 Entwicklung von kultivierten

A/ Gehirnschnitten Zum Zeitpunkt der
Organentnahme  existieren nur  wenige

synaptische  Verbindungen zwischen den
Nervenzellen. Wahrend der ersten 9 Tage ex
vivo wachsen die Axone aus und es kommt zur
Bildung zahlreicher Synapsen. Die wachsende

Zahl an Synapsen fuhrt dazu, dass die Neurone
spontan Aktionspotenziale generieren.

10-35 Tage in vitro

1.4. Hypothesen zur Bedeutung von GABA-Transportern fur die
neuronale Aktivitat in kultivierten Gewebeschnitten des

Neokortex

Spontane Aktivitdt in neokortikalen Netzwerken in vitro besteht Uberwiegend
aus einem Wechselspiel von ,Up* und ,Down* Zustdnden (states), also Phasen
hoher bzw. sehr niedriger neuronaler Aktivitat (Shu et al., 2003). Up states sind
durch schnelle Abfolgen von Aktionspotenzialen gekennzeichnet, die
ublicherweise als ,Bursts” bezeichnet werden; daher werden im Folgenden Up
state und Burst synonym verwendet. Up states entstehen durch spontane,
Aktionspotenzial-unabhangige synaptische Transmitterfreisetzung, die zunachst

in einzelnen Neuronen Uberschwellige Erregung produziert, welche wiederum



nach wenigen Millisekunden Aktionspotenzialaktivitat in weiten Bereichen des
kortikalen Netzwerks zindet (Maeda et al., 1995;Robinson et al., 1993).
Wahrend eines Up states befinden sich die exzitatorischen und inhibitorischen
Leitfahigkeiten im Gleichgewicht (Haider et al., 2006). Es ist anzunehmen, dass
vor allem bei solch hoher Aktivitdt des neokortikalen Netzwerks die Hemmung
des GABA-Transports durch NO-711 eine Akkumulation von freigesetztem
GABA im synaptischen Spalt bewirkt. Bei ausreichender synaptischer Dichte
konnte diffundierendes GABA die GABAA- und GABAg-Rezeptoren
umgebender Synapsen aktivieren, was als ,cross talk” bezeichnet wird
(Clements, 1996;Mody et al., 1994;Overstreet and Westbrook, 2003). Auch
konnte akkumulierendes GABA in den extrasynaptischen Raum diffundieren
(Fink-Jensen et al., 1992) und extrasynaptische GABA-Rezeptoren aktivieren
(Mody and Pearce, 2004;Scimemi et al, 2006;Semyanov et al.,
2003;Semyanov et al., 2004). Auf der anderen Seite kdonnte die Akkumulation
von GABA eine Reduktion inhibitorischer Stréme bewirken, falls aufgrund der
hohen GABA-Konzentration synaptische GABA-Rezeptoren desensitisieren
wirden (Keros and Hablitz, 2005;Overstreet et al., 2000)

Auf das gesamte Netzwerk Ubertragen, bedeutet dies, dass die
Nettoeffekte einer Hemmung der GABA-Wiederaufnahme auf spontane
neuronale Aktivitat vielfaltig und teilweise entgegengesetzt sein konnten. Eine
leichte Hemmung des GABA-Uptakes mit NO-711 kdnnte nach Beginn eines
Up states eine leichte Akkumulation von GABA im synaptischen Spalt und
folglich eine Verstarkung der inhibitorischen Strome (IPSCs) bewirken. Dies
sollte die Feuerraten innerhalb der Up states reduzieren. Eine starke Hemmung
der GABA-Wiederaufnahme konnte Uber verstarkte Akkumulation und Diffusion
von GABA aus dem synaptischen Spalt cross talk erzeugen und
extrasynaptische GABA-Rezeptoren aktivieren und auf diese Weise das
neokortikale Netzwerk in einen weniger erregbaren Zustand bringen, so dass
die Entstehung von Aktivitat erschwert werden wirde. Eine Konsequenz
hieraus konnte eine Reduktion der Frequenz der Up states sein. Zusatzlich
wirden die Effekte von diffundierendem GABA mit einer zeitlichen Latenz in

Erscheinung treten und sich moglicherweise in einer Burstverkirzung



widerspiegeln. Wenn jedoch eine Hemmung der GABA-Wiederaufnahme zu
einer permanent erhohten GABA-Konzentration fuhrt, ist zu erwarten, dass
synaptische Rezeptoren zumindest teilweise desensitisieren und somit bei
Ausschittung von GABA zu Beginn eines Bursts nicht zur Verfigung stehen.
Dies wiederum sollte, ohne zeitliche Verzdgerung, inhibitorische Strome
verringern und somit Feuerraten erhdhen. Die Experimente der vorliegenden
Arbeit — Messung spontaner Aktivitat in kortikalen Netzwerken in vitro

(organotypische Kulturen) — dienen der Uberpriifung dieser Hypothesen.
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2. Material und Methoden

2.1. Praparation und Kultivierung

Fur die Praparation des Neokortex wurden Ratten in einem postnatalen Alter
von 3 Tagen (P3) ausgewahlt und mit Isofluran (Abbott, Wiesbaden,
Deutschland) anasthesiert bis keine Schmerzreflexe mehr auszulésen waren.
Nach der Enthauptung wurde das Gehirn herausgenommen und in eine
Petrischale mit eiskalter Gey’s Balanced Salt Losung (Sigma, Deutschland)
Uberfuhrt. AnschlieRend wurde die Dura vom Gehirn abgezogen. Das Gehirn
wurde auf einen Teflonblock mit Sekundenkleber aufgeklebt und es wurden
Schnitte mit einer Dicke von ca. 350 um mit Hilfe eines Vibroslicers (Campden
Instruments, Loughborough, England) angefertigt. Die kurzzeitige Lagerung
erfolgte im Kuhlschrank bei 4 °C bis die Schnitte mit 13 pl Plasma (Sigma) und

13 ul Thrombin (Sigma) auf

Tab. 1 Zusammensetzung des Nahrmediums (406 ml) Deckglasern (Kindler
Freiburg, Deutschland)
Menge [ml] Substanz

fixiert werden konnten. Die

100 Pferdeserum (Gibco) Kult K )
100 Hanks' Balanced Salt Solution (Sigma) uituren amen n

4 Glukose 50 % (Sigma) Kulturréhrchen (Nunc,

2 L-Glutamin (Sigma) Wiesbaden, Deutschland),

200 Basal Medium Eagle (Si . .

asal Medium Eagle (Sigma) die danach mit 750 ul

Nahrmedium  (Tab. 1)
befullt und anschlieRend bei 36 °C mit Raumluft mit einem Anteil von 5 %
Kohlenstoffdioxid begast wurden. Inkubiert wurden die Schnitte bei 36 °C in
einem Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) bei kontinuierlicher Drehung
(ca. 10 U/h; ,Roller-tube“-Technik) (Gahwiler, 1981). Zweimal wdchentlich
erfolgte ein Medienwechsel mit wochentlicher Zytostatikazugabe (10 pl) (5-
Fluor-2-Deoxyuridin, Cytosin-b-D-Arabino-Furanosid, Uridin; Sigma). Nach
jedem Medienwechsel wurden die Kulturen unter oben genannten Bedingungen
begast (Abb. 6).
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2.2. Elektrophysiologie

kamen in ein mit Nahrmedium (750
ul) geftlltes Kulturréhrchen, um
anschlieBend im Brutschrank bei
kontinuierlicher Drehung begast zu
werden (Raumluft mit 5 % CO, bei
37 °C). Das Nahrmedium wurde
zweimal pro Woche erneuert, bei
wochentlicher Zytostatikagabe (10

).

Extrazellulare Ableitungen wurden an zwei verschiedenen Messapparaturen mit

einem inversen (Axiovert 135M; Zeiss, Deutschland) oder einem aufrechten

Mikroskop (Axioskop 2; Zeiss) durchgefiihrt. Gehirnschnitte, die sich in der

Tab. 2 Zusammensetzung der ACSF
Substanz (Sigma) | Konzentration [mmol/l]

NaCl 120,00

KCI 3,30
NaH,PO,*H,0 1,13
MgCl,*6H,0 0,20
NaHCO; 26,00
CaCl,*2H,0 1,80
D-Glukose 11,00

Badkammer der Mess-
apparatur befanden, wurden
Uber eine Peristaltikpumpe

(Ismatec, Wertheim-Mondfeld,

Deutschland) mit artifizieller
zerebrospinaler Flussigkeit
(ACSF, Tab. 2) mit einer

Durchlaufrate von 1 ml/min
umspualt. wurde die
ACSF mit Carbogen (95 %

Sauerstoff + 5 % Kohlenstoff-

Begast

dioxid). Die Temperatur in der

Badkammer betrug 34 - 36 °C. Die Messelektroden hatten einen ohmschen

Widerstand von 1 - 2 MQ und waren mit

ACSF beflllt. Die endgultige

Positionierung von zwei Messelektroden im Gewebe richtete sich nach der
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Starke der neuronalen Signale, die mit Hilfe zweier Lautsprecher (ein Lauts-
precher pro Elektrode) akustisch wiedergegeben wurden. Ebenso konnte die
Signalstarke mit Hilfe von AxoScope 9 (Axon Instruments, USA) bzw. ClampEx
(Axon Instruments) bewertet werden.

Diese Programme zeigten die Signale in Form von Aktionspotenzialen an,
deren Amplitude mindestens ca. 100 pV betragen sollte. Da an zwei
unterschiedlichen  Messapparaturen gemessen wurde, kamen zwei
verschiedene Verstarker zum Einsatz (Model 1800; A-M Systems, USA und
Multi Clamp 700A, Axon Instruments). Die Signale wurden um den Faktor 1000
verstarkt und zwischen 1 Hz und 5 kHz gefiltert. Die Sampling-Rate betrug 10
kHz. Mit Hilfe des Programms AxoScope 9 (Axon Instruments) bzw. ClampEx
(Axon Instruments) und der Digitalisierungskarte Digidata 1200 (Axon

Instruments) konnten die gemessenen Signale digital aufgenommen werden.

2.3.  Applikation der Testsubstanzen

Alle Substanzen und Substanzkombinationen wurden per Spritzen (Hamilton,
Bonaduz, Schweiz), die von Spritzenpumpen (Harvard Appartus, March-
Hugstetten, Deutschland) angetrieben wurden, tUber Teflonschlauche appliziert.
Die Durchlaufrate betrug 1 ml/min. Vor jeder Messung wurden die
entsprechenden Substanzen ca. 15 min eingewaschen und vor jeder
Auswaschmessung wurden sie mindestens 30 min mit ACSF ausgewaschen.

Um die Dosis-Wirkungs-Kurve fir NO-711 (Sigma) erstellen zu kbnnen,
wurde NO-711 (Abb. 7) in ansteigenden Konzentrationen appliziert. Des
Weiteren wurde NO-711 in zwei weiteren Experimentreihen zusammen mit 100
UM Bicucullin (Sigma), einem GABAa-Rezeptoren-Blocker, bzw. 10 uM CGP
55845, einem GABAg-Rezeptoren-Blocker (Tocris/Biotrend), appliziert.

13
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Abb. 7 Strukturformel von NO-711 Die Substanz Guvacin (Kasten)
bildet das Grundgeriist von NO-711.

2.4. Datenanalyse und statistische Auswertung

Die Datenanalyse wurde mit Hilfe des Programms Matlab 6.5 (The MathWorks,
Natick, USA) durchgefuhrt. Fur die Feuerraten-Analyse wurden die Rohsignale
zwischen 300 Hz und 3 kHz gefiltert. Durch das visuelle Festlegen eines
bestimmten Schwellenwerts wurden nur diejenigen Signalausschlage als
Aktionspotenziale klassifiziert, die diesen Schwellenwert auch erreichten. Aus
der in einer Aufnahme detektierten Aktionspotenzialanzahl und der
Aufnahmedauer wurde die mittlere Feuerrate berechnet.

Die detektieren Aktionspotenziale konnten fir eine Burstanalyse
herangezogen werden. Gruppen von Aktionspotenzialen wurden zu einem
Burst zusammengefasst, wenn sie folgende Kriterien erfillten: i) am Beginn
eines Bursts mussten zwei Aktionspotenziale in weniger als 10-100 ms
aufeinander erfolgen; ii) alle nachfolgenden Aktionspotenziale mussten in
weniger als 300-1000 ms aufeinander folgen; iii) vor dem Beginn eines Bursts
musste eine neuronale Ruhephase von 1000 ms Dauer mit maximal drei
Aktionspotenzialen existieren; iv) die Dauer eines Bursts durfte 10 ms nicht
unterschreiten. Uber die Anzahl der so detektierten Bursts und die Aufnahme-
dauer wurde die Burstfrequenz in der jeweiligen Aufnahme berechnet. Auch
wurde die mittlere Burstlange, das mittlere Zeitintervall zwischen den Bursts
(Zeitintervalliperburst) und der Anteil der Aufnahmedauer, in dem sich die
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Netzwerke im aktiven Zustand befanden (RelZeitaiy), ermittelt. Des Weiteren
wurden die Aktionspotenzial-Bursts zur Generierung der ,Peri-Event-Time*-
Histogramme (PETH) verwendet, in denen mit einer bestimmten Binbreite die
zeitliche Verteilung der Aktionspotenziale (Spikes) innerhalb der Bursts ermittelt
wurde. Zeitpunkt t = 0 ms war der erste Spike pro Burst und das Histogramm
erstreckte sich von 0 - 500 ms. Die Histogramme wurden tber alle Bursts einer
Aufnahme gemittelt, um die mittlere Anzahl an Spikes pro Bin zu erhalten. Im
letzten Schritt wurden die Bins von 0 - 40 ms und jene von 100 - 500 ms
gemittelt, womit man eine ,frihe* Feuerrate (unmittelbar nach Beginn eines
Bursts) und eine ,spate” Feuerrate erhielt.

Wurden die Rohsignale mit einem Tiefpass-Filter von 100 Hz gefiltert,
kamen lokale Feldpotenziale (LFP) zum Vorschein. In Aufnahmen, in denen
langsame, durch rhythmisch schwankende Badspiegel hervorgerufene
Artefakte zu sehen waren, wurden die Signale mit einem Hochpass-Filter von 4
Hz gefiltert. Weiterhin wurden Interferenzen aus dem Stromnetz
("Netzbrummen") mit einem Sperrfilter (-3 dB Frequenzen 49 und 51 Hz)
herausgefiltert und die Abtastrate um den Faktor 10 (auf 1000 Hz) reduziert. Die
Detektion von Feldpotenzial-Bursts erfolgte analog zur Detektion von
Aktionspotenzial-Bursts. Ein ausgewahlter Schwellenwert entschied daruber,
welche Feldpotenzialausschldge zu einem Burst zusammengefasst wurden
(Abb. 8). Auch hier mussten die Feldpotenziale eine zuvor festgesetzte
Mindestlange erreichen, um als Bursts erfasst zu werden. Ein weiteres
Kriterium war der Zeitabstand zwischen Feldpotenzial-Spitzen, die den
Schwellenwert Uberschritten. Zur besseren Detektion wurden die Betrage der
Feldpotenziale analysiert (bildlich gesprochen wurden die negativen Anteile der
Feldpotenziale ,hochgeklappt®, (Abb. 8). Auf diese Weise wurden die
Burstfrequenz, die durchschnittliche Burstlange, die RelZeity:, und das
Zeitintervallinernurst €rmittelt. Die statistische Auswertung mit t-Tests erfolgte je

nach Datenlage entweder Uber verbundene oder tber unverbundene
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Abb. 8 Feldpotenziale (Filter: 1 -
100 Hz) Die negativen Anteile der
Feldpotenziale wurden »hoch-
geklappt”. Die gestrichelte Linie
bildete den Schwellenwert, der von
Feldpotenzialen erreicht werden
musste, damit diese als Bursts
erkannt wurden. Detektierte Bursts
wurden mit einem unter dem
jeweiligen Burst befindlichen Balken
versehen.

Stichproben. In allen Dosis-Wirkungs-Kurven und Saulendiagrammen sind die
Standardabweichungen abgebildet. Um fest zu stellen, ob sich
Stichprobenmittelwerte signifikant voneinander unterscheiden, wurde bei zwei
Stichproben der t-Test und bei mehreren Stichproben ANOVA (Analysis Of
Variance) angewendet. Post-Hoc-Tests schlossen sich der ANOVA an. Es
wurden p-Werte bestimmt, das Signifikanzniveau lag durchgéngig bei a=0,05.

Zur  Quantifizierung von  Dosis-Wirkungsbeziehungen  wurden alle
dosisabhangigen Parameter (z.B. mittlere Feuerrate) normalisiert, so dass der
Kontrollwert (jener am Beginn eines Experiments vor Einwaschen der
Testsubstanz) 1 betrug. Die so erhaltenen Dosis-Wirkungsbeziehungen zeigten
eine monoton abfallende, nichtlineare ~ Abhangigkeit  von der
Substanzkonzentration (z.B. Abb. 14). Um die Sensitivitdit des jeweiligen
Parameters von der Konzentration an NO-711 zu quantifizieren, wurde der ECso
bestimmt (die Konzentration, bei der der halbmaximale Effekt erreicht wird).
Hierzu wurden die Dosis-Wirkungsbeziehungen transformiert, um die Wirkung
als Hemmung auszudricken (d.h. der Wert 0 entsprach keinem Effekt, und der
Wert 1 einer Hemmung von 100 %) und dann mittels Angleichung einer Hill-

Kurve parametrisiert:

I
" [ECyT
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F ist der jeweilige Parameter (z.B. Aktionspotenzialrate), [L] die
Ligandenkonzentration (d.h. die Konzentration von NO-711) und n der Hill-
Koeffizient. s ist ein Skalierungsfaktor, der als freier Parameter in die
Kurvenangleichung einging, um dem Umstand einer Hemmung < 100 %
Rechnung zu tragen. Um Auskunft dariiber zu erhalten, welcher Anteil der
Streuung sich in den Daten durch das Regressionsmodell (hier: Dosis-
Wirkungs-Kurven) erklaren lasst, wurde das BestimmtheitsmaR (R?) bzw. das
korrigierte Bestimmtheitsmalf3 (Rzad,-) berechnet.

Der Vergleich von Dosis-Wirkungskurven erfolgte mit Hilfe eines F-Tests
(Motulsky and Christopoulos, 2003); es wurde die Nullhypothese getestet, dass
Paare von Kurven aus ein- und derselben Grundgesamtheit von Daten

stammen.
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3. Ergebnisse

3.1. Kortikale Spontanaktivitat unter Kontrollbedingungen

Neokortikale  Spontanaktivitatt wurde in  einer ACSF mit einer
Magnesiumkonzentration von 0,2 mM gemessen, um ein MalR an
Netzwerkaktivitat zu erreichen, welches hoher liegt als unter physiologischen
Bedingungen (~1 mM) (Antkowiak and Hentschke, 1999;Canepari et al., 1997).
Betrachtet man unter dieser Kontrollbedingung die kortikalen Rohsignale einer
spontanaktiven Kultur, waren aktive Phasen (Up states) mit einer
durchschnittlichen Frequenz von 0,17 Hz (SD: +/- 0,13 Hz) zu erkennen, die
sich mit Phasen neuronaler Ruhe (Down states) abwechselten (Abb. 9). Das
Rohsignal der Up states konnte in Potenzialanderungen langsamer und
schneller Frequenz gefiltert werden (Abb. 10). Die langsameren
Potenzialanderungen spiegelten Feldpotenziale wider, die durch synchrone
synaptische Aktivitdt im Netzwerk erzeugt worden sind, die schnelleren waren
auf lokale Aktionspotenziale zuriickzufihren. Die Startphase eines Up states
war durch eine hohe Aktionspotenzialdichte und insbesondere durch eine
intensive Feldpotenzialanderung gekennzeichnet. Typisch war die schnelle
Abnahme der Aktivitat kurz nach der Startphase, die sich im Laufe eines Up
states jedoch wieder aufgebaut hat und eine gewisse Zeit konstant geblieben
istt. Dem Ende eines Up states konnte eine Uberschiel3ende Aktivitat
vorausgehen. Unter Kontrollbedingungen trat eine hohe Rohsignal-
Heterogenitat im neokortikalen Netzwerk auf (Abb. 9). Sowohl die Lange der Up
states als auch die der Down states (Interburst-Phasen) variierten erheblich
(Mittelwert Up states: 3579 ms, SD: +/- 3436 ms; Mittelwert Down states: 8638
ms, SD: +/- 9686 ms). Das unterschiedliche Muster verschiedener Up states
war durch ungleich hohe Feldpotenzialamplituden gepragt, was besonders in

den Startphasen sichtbar war.
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0,5 mVv

500 ms

Abb. 9 Spontanaktivitat, Rohsignal (Filter: 1 Hz - 5 kHz) Ein heterogenes Aktivitdtsmuster
bildete die Spontanaktivitat in unbehandelten neokortikalen Schnittkulturen.

ﬁ°ﬂ.’§i?é‘i'Hz, Abb. 10 Up state, gefiltert Rohsignale (oben)

wurden Tiefpass (mitte) und Hochpass (unten)
gefiltert, um sowohl Feldpotenziale als auch
Aktionspotenziale analysieren zu kénnen.

Feldpotential
(1 Hz - 100 Hz)

Aktionspotential
(300 Hz - 5 kHz)
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3.2. Kortikale Spontanaktivitat unter Hemmung der GABA-
Wiederaufnahme

Am Beginn der Analyse der Effekte von NO-711 stand die Frage, inwieweit
Aktionspotenziale und Feldpotenziale redundante Information tber die zeitliche
Struktur spontaner Aktivitat enthalten. Bei qualitativer Betrachtung von
Rohdaten scheinen beide Signalkomponenten stets gleichzeitig aufzutreten
(Rohsignale, Abb. 11). Eine quantitative Auswertung der Burstlange und der
RelZeityqy, bestétigte diesen Eindruck. Bei beiden Parametern korrelierten die
Aktionspotenzial- und  Feldpotenzialdaten in einem hohen Mald
(Korrelationskoeffizienten: 0,99 bzw. 0,96, Abb. 11). Beide Diagramme wurden
doppelt-logarithmisch aufgetragen, damit insbesondere bei Kulturen mit kurzen
Aktivitdatphasen bzw. geringer Aktivitat genaue Aussagen Uber deren
Aktionspotenzial-Feldpotenzial-Korrelationen gemacht werden konnten.

Dem Burstlangen-Diagramm (Abb. 11) ist zu entnehmen, dass die
Feldpotenzial-Burstlangen im Bereich kurzer Aktivitatsphasen hdhere Werte
angenommen haben als die Burstlangen der Aktionspotenzialdaten. Diese
Abweichung war auf die unterschiedliche Signalcharakteristik von Aktions- und
Feldpotenzialen zurtickzufihren. Feldpotenziale spiegeln synaptische Aktivitat
wider, die — wie in zahlreichen Untersuchungen des Neokortex in vitro und in
vivo gezeigt wurde — haufig auch unterschwellig existiert und zur Auslésung von
Aktionspotenzialen fihren kann (Berger et al., 2007;Kawaguchi, 2001;Léger et
al.,, 2005;Margrie et al., 2002;Petersen et al.,, 2003;Sanchez-Vives and
McCormick, 2000;Steriade et al., 1993). Dies bedeutet, dass viele Neurone
eines Netzwerks nicht wahrend der gesamten Dauer eines Up states
Aktionspotenziale ,feuern“ und dass daher Aktionspotenzial-Bursts tendenziell
kirzer sind als Up-Zustdnde, die Uber Feldpotenziale ermittelt werden. Die
relative Abweichung zwischen Aktionspotenzial- und Feldpotenzial-Burstlangen
wurde mit steigender Burstdauer niedriger und die Korrelation somit hoher. Der
grof3e Vorteil der Feldpotenziale gegentiber Aktionspotenzialen liegt darin, dass
Feldpotenziale die Aktivitat des gesamten Netzwerks besser widerspiegeln
(Léger et al.,, 2005). Aus diesem Grund und um teilweise redundante

20



Information zu vermeiden, beschranke ich mich bei der Darstellung von

Burstlange, RelZeityq, und Zeitintervallinernurst auf Feldpotenziale.
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Abb. 11 Die Korrelation von Feldpotenzialen (FP) und Aktionspotenzialen (Spx) In den
doppelt-logarithmisch aufgetragenen Diagrammen der Burstldnge und der RelZeit,,;, besteht
eine positive Korrelation zwischen den Aktions- und Feldpotenzialen (Korrelationskoeffizient:
0,99 bzw. 0,96). Zusétzlich sind im oberen Diagramm zwei Bursts unterschiedlicher Lange in
Form von FP und Spx dargestellt.
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Schon nach Zugabe einer geringen Konzentration von NO-711 (10 nM),
war aus den Rohdaten eine deutliche Abnahme der Burstlange ersichtlich.
Noch eindeutiger trat dieser Effekt bei 250 nM NO-711 auf (Abb. 12).

Kontrolle NO-711 10 nM

NO-711 250 nM Auswasch

>

S
o)
Q
o

L

3s

Abb. 12 Rohdaten bei Applikation von NO-711 Représentatives Beispiel aus einer Reihe von
Experimenten mit ansteigender NO-711-Konzentration. Die Effekte von NO-711 waren mit dem
Auswasch reversibel.

Die auf die mittlere Feuerrate der Kontrollbedingung (0 nM NO-711)
normalisierte Dosis-Wirkungs-Beziehung weist eine konzentrationsabhangige,
in erster Naherung exponentielle Abnahme der mittleren Feuerrate auf (Abb.
13). NO-711 unterdriickte die mittlere Feuerrate bis zur maximal applizierten
Konzentration von 1 um nicht vollstandig (der asymptotische Grenzwert der Hill-
Kurve, die ,Restfeuerrate, betrug 0,13), doch trat der halbe Maximaleffekt
schon bei einer geringen NO-711-Konzentration auf (ECso = 34,07 nM) (Abb.
13). Diese Effekte, wie alle weiteren Effekte in der Arbeit, waren mit dem

Auswasch grol3tenteils reversibel.
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Gleichzeitig verkurzte NO-711 mit steigender Konzentration sowohl die
RelZeitaiv (Abb. 14), als auch die mittlere Burstlange (Abb. 15). Auch wenn sich

die maximalen NO-711-Effekte in allen drei Parametern wenig voneinander

unterschieden, war die Burstlange der sensitivste Parameter. Des Weiteren war

die Messwert-Streubreite aller

drei

Parameter

bei niedrigen NO-711-

Konzentrationen ausgepragter als bei hoheren (Abb. 13 — Abb. 15).

Spx: Mittlere Feuerrate (norm.)

FP: Burstlange (norm.)

EC,,: 34,07 nM
1,21 Restfeuerrate: 0,13
R% :0,38
1j adj
0,8-9
0,6F I
(
0,4F
0,2F T {
0_| | 1 | 1 1
0 200 400 600 800 1000
NO-711 [nM]
Abb. 13 Mittlere Feuerrate Die mittlere
Feuerrate nahm mit steigender NO-711-
Konzentration ab, jedoch ohne
vollstandige Hemmung (n = 6 - 34).
Normalisiert wurde auf die
Kontrollbedingung (0 nM NO-711).
1 5
ﬁ’ EC,, 14,33 nM
Rezzstlénge: 0,12
0,8‘ Radj: 0,75
®
0,61
0,4+
] ] !
1 1 T I 1 1 Jl-
0 200 400 600 800 1000
NO-711 [nM]

Abb. 15 Burstlange Mit einer ECso von 14
nM war die Burstlange der empfindlichste
Parameter (n 2 - 22). Normalisiert
wurde auf die Kontrollbedingung.

FP: RelZeitaktiv (nOrm.)

1 EC,, 37.15nM
Restaktivitat: 0,09
R% 10,79

0,8 adj

D

| I | 1 |
0 0 200 400 600 800 1000
NO-711 [nM]
Abb. 14 RelZeitys, Die ECs

unterschied sich nicht wesentlich von
jener der mittleren Feuerrate (n = 5 -
23). Normalisiert wurde auf die
Kontrollbedingung.

Betrachtet man die Burstlange

und das Zeitintervallinterourst

gemeinsam in Abhangigkeit von
der NO-711-Konzentration, erkennt
man einen biphasischen Verlauf
(Abb. 16): Mit steigender NO-711-
Konzentration nahm die Burstlange
ab, doch

Zeitintervallinerourst Sank nur bis zu

kontinuierlich das

einer NO-711-Konzentration von
ca. 50 nM. Bei héheren
Konzentrationen stieg das
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Zeitintervallinerburst  deutlich  an. Dies bedeutet, dass niedrige NO-711-
Konzentrationen die Burstfrequenz durch eine Verkirzung der Up states
erhohten, diese  jedoch durch hohere NO-711-Konzentrationen
heruntergeschraubt wurde, da

die Down states langer

O o
wurden. ! S O 10
E O 25 NO-711
Wie bereits erwahnt, tritt = i @ 50
207 ® 250 [M]
im Neokortex neuronale o © ® 500
. L .5 05k @® 1000
Aktivitat nicht kontinuierlich =
auf, sondern in Phasen, die im B 6l
g 0
Allgemeinen abrupt beginnen - ¢ AH +
und enden. Zu Beginn der or, L ! | . ! L
0 05 1 15 2 25 3
Aktivitatsphasen  geht  das FP: Zeitintervall, ., .t (NOrM.)
neuronale Netzwerk von Abb. 16 Zeitintervalliyerurst VS. Burstlange
(relativer) Ruhe zu hoher Mit  steigender NO-711 Konzentration
wurden die Bursts kontinuierlich verkirzt,
Aktivitat Uber, so dass binnen wohingegen das Zeitintervalliyerurst erst
. _ abnahm, um ab 50 nM NO-711 wieder
Millisekunden viel  Neuro- anzusteigen (n = 2 — 21).

transmitter ausgeschuttet wird,

maoglicherweise in den extrasynaptischen Raum gelangt und dort potenziell
extrasynaptische Rezeptoren aktiviert. Es ist daher von Interesse, den Verlauf
der Feuerraten wahrend der Aktivitdtsphasen (,Peri-Event“-Feuerraten), also
wahrend der Bursts zu charakterisieren. An den Histogrammen ist zu erkennen,
dass mit steigender NO-711-Konzentration die Feuerraten innerhalb der Bursts
abnahmen (Abb. 17). Dabei sanken die Feuerraten pro Bin vor allem in den
letzten 400 ms der Histogramme (spate Phase) und blieben in den ersten 40
ms (fruihe Phase) nahezu unveréndert. Dieser Unterschied wird deutlich,
werden die Veranderungen der Feuerraten in der friihen (FRsgn) und der spaten
Phase (FRspa) getrennt betrachtet (Abb. 18). Klar ist zu erkennen, dass mit
steigender NO-711-Konzentration nur die Feuerraten in der spaten Phase

abfielen.
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Abb. 17 PETH NO-711 Die Wirkung von NO-711 wahrend der Up states. Die dunkelgraue
Flache stellt das Zeitintervall der FRqn, die hellgraue Flache das Zeitintervall der FRgp dar. Die
grauen gezackten Linien geben Standardabweichungen wider.
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Abb. 18 Die Abbildung wurde
auf die Feuerraten der
Kontrollbedingung (0 nM NO-
711) normalisiert. Die FRyqn
und FRgps sind nur bei NO-
711-Konzentrationen von 250,
500 und 1000 nM signifikant*
verschieden voneinander (p <
0,05). (h=18-29)
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3.3. Kortikale Spontanaktivitat

unter Hemmung der

Wiederaufnahme von GABA und zuséatzlicher Blockade der

GABAA\-Rezeptoren

Die bisher dargestellten Ergebnisse zur Wirkung von NO-711 haben gezeigt,

dass eine Hemmung der Wiederaufnahme von GABA kortikale Spontanaktivitat

Uber GABA-Rezeptoren moduliert. Im Neokortex existieren neben GABAa- auch

GABAg-Rezeptoren. Da GABAg-Rezeptoren infolge pra- und postsynaptischer

Lokalisation sowohl einen Einfluss auf die Transmitterfreisetzung austben als

Kontrolle Bicu 100 pM

——
ety efmmanfe
M+

Bicu 100 yM + NO-711 250 nM Auswasch

I
1

0.05m

L
3s

Abb. 19 Neuronale Aktivitat bei Applikation von
Bicucullin (+ NO-711) Repréasentatives Beispiel aus der
Bicucullin-Experimentreihe. Nach alleiniger Applikation
von Bicucullin wurde Bicucullin mit NO-711 koappliziert.
Die Effekte waren mit dem Auswasch reversibel.

auch IPSCs hervorrufen
(Bennett et al., 1997;Calver
et al., 2002), war es wichtig
herauszufinden,  welchen
Stellenwert diese
Rezeptoren bei den
Effekten von NO-711
haben. So wurde in einer
separaten Experimentreihe
der kompetitive GABAa-

Rezeptoren-Antagonist
Bicucullin (Sigma) in einer
Konzentration von 100 pM
zuerst alleine und in der
zZweiten Einwaschphase
zusammen mit 250 nM NO-
711 appliziert. Die
gemessenen Effekte von
NO-711 wurden somit unter
Blockade der GABAa-

Rezeptoren ermittelt. Der Unterschied zwischen der Wirkung von NO-711 in

Gegenwart und Abwesenheit von Bicucullin brachte Erkenntnisse lber den

Einfluss der nicht blockierten GABAg-Rezeptoren auf die Spontanaktivitat.
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Die Auswertung der Rohdaten ergab, dass durch Bicucullin die Lange der
einzelnen Bursts verkirzt wurde (Abb. 19). Des Weiteren wurde im Vergleich
zur Kontrolle das Muster der Bursts homogener: Einem FP-Ausschlag hoher
Amplitude zum Anfang eines Bursts folgten nach einer kurzen Latenz drei bis
sechs FP-Spitzen, deren Amplituden bis zum Burstende hin kontinuierlich
anwuchsen. Im Gegensatz dazu veranderten sich unter Kontrollbedingungen
die Feldpotenziale im Anschluss an den initialen FP-Ausschlag nicht nach einer
erkennbaren Ordnung (Abb. 20).

Setzte man die Aktivitditsmuster wahrend alleiniger Bicucullin-Applikation
als Referenzzustand fest (im normalisierten Saulendiagramm in Abb. 21 Wert
1), war eine Veranderung der Burstlange durch zusatzliche Applikation von 250
MM NO-711 am Saulendiagramm (Abb. 21), aber auch an den Rohdaten (Abb.
19) nicht zu erkennen. Gleichfalls anderte zusatzliches NO-711 das Muster der
Bursts nicht (Abb. 20).

Kontrolle Bicu 100 uM Bicu 100 uM + NO-711 250 nM

A ~

. Af— H—

Abb. 20 FP bei Applikation von Bicucullin (+ NO-711) Dargestellt sind pro
Bedingung vier Burstaufzeichnungen. Das homogene Burstmuster unter 100
MM Bicucullin wurde durch 250 nM NO-711 nicht verandert.
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Jedoch reduzierte zuséatzliches NO-711 die RelZeita, und verlangerte das
Zeitintervallinernurst. Beide Effekte waren statistisch signifikant. Die Zunahme der
mittleren Feuerrate und die Abnahme der Burstlange erreichten hingegen keine
Signifikanz (Abb. 21). Dies zeigt, dass auch GABAg-Rezeptoren die durch NO-
711 hervorgerufene Veranderung der RelZeityq, bzw. des ZeitintervallSinterburst
vermittelten, jedoch deren alleinige Aktivierung die mittlere Feuerrate und
Burstlange nicht signifikant beeinflusste. Die geringe Anderung aller Parameter
durch NO-711 weist darauf hin, dass eine Hemmung der Wiederaufnahme von
GABA nicht zu einer massiven Aktivierung von GABAg-Rezeptoren fihrte,
und/oder dass diese Rezeptoren nur einen schwachen Einfluss auf kortikale
Spontanaktivitat ausubten, zumindest unter den gewahlten

Versuchsbedingungen.

T
*
*

1,6

I

1,4
1,2

1
0,8
0,6

Relative Verdanderung

0,4
0,2

0

Abb. 21 Relative Veranderung nach Applikation von 250 nM NO-711 Der Ordinatenwert 1
fasst die Aktivitat alleiniger Bicucullin-Applikation zusammen. 250 nM NO-711 reduzierte die
RelZeit,qy signifikant* (p = 0,041; SD: +/- 14 %) auf 89 % und verlangerte signifikant* (p =
0,046; SD: +/- 29 %) das Zeitintervalliemust auf 116 %. Die Veranderungen der mittleren
Feuerrate (p = 0,144) und der mittleren Burstlange (p = 0,339) zeigten hingegen keine
Signifikanz.
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3.4. Kortikale Spontanaktivitat unter Hemmung der
Wiederaufnahme von GABA und zusatzlicher Blockade der
GABAg-Rezeptoren

Der im letzten Abschnitt dokumentierte geringe modulatorische Einfluss von
GABAg-Rezeptoren auf die Aktionspotenzialaktivitdt konnte auf die extremen
Versuchsbedingungen zuriickzufihren sein. Eine vollstdndige Blockade der
GABAa-Rezeptoren  beraubt  kortikale  Netzwerke  ihrer  wichtigsten
inhibitorischen Eingange und kdnnte sie in einen Zustand versetzen, in dem
andere inhibitorische Einflisse nicht zum Tragen kommen. Es erschien daher
angebracht, eine komplementdre Messreihe durchzufihren, in der initial
GABAg-Rezeptoren blockiert wurden, um danach NO-711 zu applizieren. Ein
Vergleich der Aktivitatsmuster unter diesen Bedingungen mit den
Aktivitatsmustern bei alleiniger Gegenwart von NO-711 (Abb. 13 — Abb. 15)
sollte weitere Aufschlisse Uber die Bedeutung von GABAa- und GABAg-
Rezeptoren geben.

Der spezifische GABAg Rezeptor-Blocker CGP 55845 (10 uM) rief eine
deutliche Veranderung des Burstmusters hervor (Abb. 22). Die Bursts
.zerfielen” nach einer anfanglichen Phase kontinuierlichen Feuerns in kleinere
Einzelbursts, deren Trennung auf das Burstende hin eindeutiger wurde. Ebenso
war eine Verlangerung der gesamten Aktivitatsphasen (kontinuierliches Feuern
gefolgt von Einzelbursts) sowie der Phasen neuronaler Ruhe zu erkennen.
Wahrend zusatzlicher Applikation von 250 uM NO-711 trat das Zerfallen in
Einzelbursts friher auf, was die anfangliche Phase kontinuierlicher Aktivitat
verkirzte. Bei der Auswertung dieser Daten wurden die Kriterien fur die
Detektion von Bursts so angepasst, dass immer gesamte Aktivitatsphasen zu

Bursts zusammengefasst wurden (siehe auch Abschnitt 4.6. in der Diskussion).
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Abb. 22 Die Wirkung von CGP und NO-711 auf die Aktivitdtsmuster kortikaler Neurone
Abgebildet ist ein reprasentatives Beispiel aus der Messreihe mit CGP und zuséatzlicher
Applikation von NO-711. Der Auswasch zeigt die Reversibilitat der Substanzwirkung.

In den normalisierten Konzentrations-Wirkungsbeziehungen (10 uM CGP
55845 + x nM NO-711, Abb. 23 und Abb. 24) entsprach der Ordinatenwert 1
den Messwerten bei der alleinigen Applikation von 10 uM CGP 55845. CGP
55845 veranderte die konzentrationsabhangige Wirkung von NO-711 auf die
mittlere Feuerrate nur gering (Abb. 23). Im Gegensatz dazu fiel die NO-711-
Dosis-Wirkungs-Kurve der RelZeityq, in Anwesenheit von CGP 55845 flacher
ab (Abb. 24). Auch unter GABAg-Rezeptor-Blockade fiel die FRspsx mit
steigender NO-711-Konzentration ab, wohingegen auch hier die FRsun keine
Abnahme zeigte (Abb. 25, Abb. 26).
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1,2 EC50: 33,36 nM
Restfeuerrate: 0,28
1 R? :0,35
adj

o
[

o
N

NO-711 + CGP 10 pM

AT

| | | | 1
0 200 400 600 800 1000
NO-711 [nM]

Abb. 23 Die Wirkung von NO-711 auf die mittlere Feuerrate
mit und ohne Blockade der GABAg-Rezeptoren durch CGP
Die ECsq der schwarzen Dosis-Wirkungs-Kurve ist im Kasten
abgebildet (n = 2 - 14). Die Kurve wurde auf die mittlere
Feuerrate der Bedingung 10 pM CGP normalisiert. Der
Unterschied zur ECsg (34,07 nM) der grauen Kurve ist minimal.
Beide Kurven sind nicht signifikant verschieden voneinander (p =
0.194).

Spx: Mittlere Feuerrate (norm.)
o o
N (o))
I

FP: RelZeit ;4 (norm.)

4 EC,,: 358,79 nM
Restaktivitat: 0,12
R? :0,44
0,8 N adj
0.6
NO-711 + CGP 10 pM
0,4F
NO-711
0,2F
| | | | | ?
0 200 400 600 800 1000
NO-711 [nM]

Abb. 24 Die Wirkung von NO-711 auf die anteilige aktive Zeit
(RelZeitagiy) mit und ohne CGP Die ECs (358,79 nM) der
schwarzen Kurve (n = 3 - 16) Ubersteigt die ECsq (37,14 nM) der
grauen Kurve um das Zehnfache. Normalisiert wurde die
schwarze Kurve auf die RelZeity, der Bedingung 10 um CGP.
Die zwei Kurven sind signifikant verschieden voneinander (p <<
0,001).
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Abb. 25 PETH CGP(+NO-711) Die Dosis-Wirkungs-Daten von NO-711 in Anwesenheit von
CGP ergeben das PETH. Die dunkelgraue Flache spiegelt das Zeitintervall der FRgy, wider, die
hellgraue Flache das der FRgp:.
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Abb. 26 Die Kurven wurden

auf die Feuerraten der
Bedingung 10 upM CGP
normalisiert. Die Daten der

FRion und FRgpa sind nur bei
einer NO-711-Konzentration
von 1000 nM signifikant*
verschieden voneinander (p <
0,05).
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Um zu erfahren, ob die Effekte von GABA-Uptake-Blockade auf die friihen
und die spaten Feuerraten durch GABAg-Blockade beeinflusst werden, wurden
die Effekte von 250 nM NO-711 mit den Effekten von 250 nM NO-711 in
Anwesenheit von 10 pM CGP 55845 miteinander verglichen. CGP 55845
beeinflusste die NO-711-Effekte auf die FRu, nicht, doch verminderte CGP
55845 eindeutig den Abfall der FRgsps, den NO-711 herbeiftihrte (Abb. 27). Die
Resultate zeigen auf, dass auch GABAg-Rezeptoren einen Anteil an der
Reduktion der FRsps durch NO-711 hatten.

1,51 * Abb. 27 Beeinflussung der
B 250 nM NO-711 NO-711-Effekte durch CGP

Die schwarzen Saulen wurden
Eerrr auf  die  Feuerraten  der
Kontrollbedingung (0 nM NO-
1 711), die weil3en Saulen auf die
Feuerraten der Bedingung 10
uM CGP normalisiert.
Signifikant* ist nur der
Unterschied der FRgpa (P <
0.5 0,05).

0 -

F Rfri]h FRSPét

Feuerrate (norm.)
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4. Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben eine erste Antwort auf die Frage,
in welchem Umfang GABA-Transporter an der Kontrolle der spontanen Aktivitat
kortikaler Neurone beteiligt sind. Eine Hemmung der Wiederaufnahme von
GABA, schon durch geringe Konzentrationen des Wiederaufnahme-Blockers
NO-711, beeinflusst die neuronale Aktivitat signifikant. An den Effekten von NO-
711 wirken sowohl GABA- als auch GABAg-Rezeptoren mit, die den GABAAa-

Rezeptoren von groRerer Bedeutung sind.

4.1. Kortikale Spontanaktivitat entsteht durch das Zusammenspiel

von synaptischer Erregung und Hemmung

Das extrazellular registrierte Muster eines Up states unter Kontrollbedingungen
spiegelt Vorgdnge an Synapsen und Neuronen in kortikalen Netzwerken in vitro
wider. Die hohen Feldpotenzialamplituden am Anfang der Up states (Abb. 10)
entstehen infolge exzitatorischer ,Kettenreaktionen* des Netzwerks, durch die
viele Neurone innerhalb kirzester Zeit erregt werden (Maeda et al.,
1995;Robinson et al., 1993). Die hohe Aktivitdt im Netzwerk kann zu einem
kurzzeitigen Depolarisationsblock einzelner Neurone fiihren; dies kdnnte die
anschlieBende temporéare Aktivitatsminderung im Netzwerk erklaren (Gutnick et
al., 1989;Kawaguchi, 2001;Thomson and West, 1986;Ziburkus et al., 2006), die
in manchen Experimenten zu sehen war (Abb. 10). Nach der Repolarisation
dieser Neurone kann sich Aktivitat wieder aufbauen. Die Up states werden
durch das Uberwiegen inhibitorischer Strome, die durch freigesetztes GABA
entstehen, beendet. Ein Grund fir das Uberwiegen inhibitorischer Strome ist,
dass sich wahrend eines Up states inhibitorische Neurone nach synaptischer
Aktivierung durchschnittlich langer im aktivierten Zustand befinden als
exzitatorische (Shu et al., 2003).



4.2. Kortikale Spontanaktivitat reagiert sensitiv. auf eine
Veranderung des Gleichgewichts zwischen Exzitation und
Inhibition

Die durch NO-711 herbeigefuihrte Abnahme der mittleren Feuerrate (Abb. 13),
der RelZeityiv (Abb. 14) und der Burstlange (Abb. 15), sowie die Zunahme des
ZeitintervallSinerburst @b einer NO-711-Konzentrationen von 50 nM (Abb. 16)
implizieren eine deutliche Verschiebung des Erregungszustandes kortikaler
Neurone in Richtung Inhibition. Die verstarkte Inhibition im neokortikalen
Netzwerk ist aller Wahrscheinlichkeit nach auf die in der Einleitung postulierte
Akkumulation von GABA zurtickzufihren: Wachst die GABA-Konzentration im
synaptischen Spalt an, kann dieser Transmitter infolge reduzierter
Wiederaufnahme nicht wieder in die Prasynapse aufgenommen werden. Zwar
wurde spekuliert, dass eine Blockade der GABA-Wiederaufnahme Uber den
Anstieg der synaptischen GABA-Konzentration eine Desensitisierung
synaptisch lokalisierter GABAA-Rezeptoren (Keros and Hablitz, 2005;0verstreet
et al., 2000) in den spontanaktiven Kulturen verursachten. Diese Hypothese
konnte durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt werden. Die
durch NO-711 beguinstigte GABAx-Rezeptoren-Desensitisierung wirde IPSCs
in den Frihphasen der Bursts reduzieren, was sich in einem Anstieg der FRsun
niederschlagen misste. Dies wurde jedoch nicht beobachtet. Um die
Vermutung der fehlenden Desensitisierung zu erharten, bedarf es in Zukunft
intrazellularer Messungen in  spontanaktiven  Kulturen, denn eine
Desensitisierung wuirde sich in einer Veranderung der IPSC-Kinetik aul3ern
(Keros and Hablitz, 2005;Overstreet et al., 2000).

Ebenso ist davon auszugehen, dass synaptisch akkumulierendes GABA
Inhibition nicht Gber die Besetzung zusatzlicher GABAa-Rezeptoren aktiver
Synapsen verstarkt (Mody et al., 1994). Dieser Effekt wirde durch eine
Verstarkung der IPSCs (Hajos et al., 2000) eine Reduktion der FR¢yn bewirken.
Doch da diese ausbleibt, ist anzunehmen, dass schon unter
Kontrollbedingungen GABAa-Rezeptoren aktiver Synapsen vollkommen
gesattigt sind. Wie ist also die Zunahme der Inhibition zu erklaren?
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Der biphasische Verlauf des ZeitintervallSinterburst (Abb. 16) lasst vermuten,
dass bei h6heren NO-711-Konzentrationen (> 50 nM) ein anderer inhibitorischer
Mechanismus eine Rolle spielt als bei niedrigen. Schon sehr niedrige
Konzentrationen an NO-711 beeintrachtigen den GABA-Uptake (ICso = 47 nM;
(Suzdak et al., 1992)) und fuhren nach dem Start eines Bursts wahrscheinlich
zu einer verstarkten Akkumulierung von GABA im synaptischen Spalt, was eine
erhohte GABA-Diffusion aus der aktiven Synapse bedeutet. Geht man von einer
ausreichenden Synapsendichte in den hier verwendeten organotypischen
Kulturen aus, besteht die Mdglichkeit, dass diffundiertes GABA synaptische
GABA-Rezeptoren umgebender, bis dahin noch inaktiver Synapsen aktiviert
und sich so im neokortikalen Netzwerk der schon in der Einleitung
hypothesierte cross talk benachbarter Synapsen ausbildet (Clements,
1996;0verstreet and Westbrook, 2003). An Nervenzellen, die cross talk
erfahren, nehmen inhibitorische  Stréme zu. Sie Uben einen
hyperpolarisierenden Effekt auf diese Nervenzellen aus, die jetzt eine hthere
Spannungsanderung erfahren missen, damit weitere Aktionspotenziale
entstehen kénnen (Eccles, 1964). Ebenfalls fihren die offenen GABAx-Kanale
und die dadurch gestiegene Leitfahigkeit (,shunting inhibition*) dazu, dass der
Einfluss von erregenden postsynaptischen Potenzialen (EPSPs) auf das
Membranpotenzial abnimmt (Ulrich, 2003). Die daraus resultierende verringerte
Erregbarkeit (Eccles, 1964;Ulrich, 2003) vor allem exzitatorischer Neurone
senkt die mittlere Feuerrate (Abb. 13) und fuhrt, wie eingangs vermutet, zu
friheren Abbriichen von Up states (Abb. 15).

Auf den ersten Blick mag es paradox erscheinen, dass der durch niedrige
NO-711-Konzentrationen entstandene inhibitorische cross talk das
Zeitintervallinerburst Verkurzt (Abb. 16), doch liegt es nahe, dass dieser im
Netzwerk die ,Regeneration® der Neurone, vor allem des exzitatorischen
Systems, fordert. Wahrend eines Up states erfahren Neurone depolarisierende
Kalziumeinstrome Uber NMDA-Rezeptoren und spannungsabhangige
Kalziumkanale. Ab einer bestimmten intrazellularen Kalziumkonzentration
offnen sich Kalzium-gesteuerte Kaliumkanale, die Repolarisation und (Nach-)
Hyperpolarisation vermitteln (Madison and Nicoll, 1984;Sah, 1996;Schwindt et
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al.,, 1988). Diese Kaliumkanédle schlieBen, wenn die intrazellulare
Kalziumkonzentration auf ein bestimmtes Niveau abgesunken ist, was
Na‘/Ca*-Austauscher und ATP-getriebene Ca?*-Pumpen herbeifiihren.
Solange diese Kaliumkandale gedffnet sind, ist die Entstehung tberschwelliger
Depolarisationen und somit neuer Up states im Netzwerk beeintrachtigt
(Compte et al.,, 2003;Tabak et al., 2001). Hier kdnnte sich der cross talk
auswirken, indem er durch einen frihen Abbruch der Up states
Kalziumeinstrome verringert. Infolgedessen akkumuliert wahrend eines Up
states intrazellular weniger Kalzium. Dies verkirzt die Zeitspanne, bis die
intrazellulare Kalziumkonzentration mit Hilfe der Austauscher und Pumpen auf
das Niveau abgesunken ist, bei dem Kalzium-gesteuerte Kaliumkanale wieder
schlielen und neue Depolarisationen Uberschwellig werden, so dass Up states
friher eintreten, sichtbar am reduzierten Zeitintervallinemurst. Nun tritt aber der
genannte Mechanismus mit steigender NO-711-Konzentration (> 50 nM)
wahrscheinlich in den Hintergrund und andere inhibitorische Vorgange im
Netzwerk verklrzen das Zeitintervallinerpurst Nicht weiter (Abb. 16), sondern tben
einen gegenteiligen Effekt aus.

Wie schon in der Einleitung vermutet, sollte eine hohe NO-711-
Konzentration tUber synaptisch akkumulierendes GABA die Diffusion von GABA
in den extrasynaptischen Raum begtinstigen (Fink-Jensen et al., 1992;Frahm et
al.,, 2001), so dass u.a. nicht-desensitisierende extrasynaptische GABAx-
Rezeptoren besetzt werden (Semyanov et al., 2003;Semyanov et al., 2004). Die
dadurch entstehenden tonisch-inhibitorischen Strome (Mody and Pearce,
2004;Scimemi et al., 2006;Stell and Mody, 2002) hyperpolarisieren im Vergleich
zu den kurzen (phasischen) IPSCs, die an synaptischen GABAx-Rezeptoren
entstehen, die Membranen Uber eine langere Zeitdauer (Farrant and Nusser,
2005) und verstarken zudem shunting inhibition (Ulrich, 2003). Es ist also
denkbar, dass die an exzitatorischen Neuronen somit abnehmende
Eintrittswahrscheinlichkeit aktionspotenzialerzeugender EPSPs eine weitere
Senkung der mittleren Feuerrate (Abb. 13), der RelZeitaq (Abb. 14) und der
Burstlange (Abb. 15) herbeigefiihrt hat. Auf diese Weise kdonnten ab einer NO-
711-Konzentration von ca. 50 nM tonisch-inhibitorische Strome ebenso die
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einem Up state folgende Zeitspanne (Zeitintervallinermurst) (Abb. 16) verlangert
haben.

Sowohl cross talk als auch tonische Inhibition erfordern eine ausreichende
Menge an diffundiertem GABA. Da die Diffusion von GABA in umliegende
Synapsen und in den extrasynaptischen Raum eine bestimmte Zeit in Anspruch
nimmt, sollten sich die Effekte von NO-711 nicht schon in der Anfangsphase
eines Bursts bemerkbar machen. Mit dieser Hypothese decken sich die
Ergebnisse, dass NO-711 zwar die FRspa, aber nicht die FRqun reduziert (Abb.
17 und Abb. 18).

Im Vergleich zu Experimenten an akuten Schnitten, die NO-711-Effekte im
mikromolaren Bereich aufzeigen (Drasbek and Jensen, 2006;Keros and Hablitz,
2005), treten in den spontanaktiven Kulturen der vorliegenden Arbeit schon
deutliche Effekte im nanomolaren Bereich auf (ECso. mittlere Feuerrate = 34,07
nM, RelZeityiiy = 37,15 nM, Burstlange = 14,33 nM). Der geringe Unterschied
zwischen ECsp in organotypischen Kulturen und ICso = 47 nM in Synaptosomen
(Suzdak et al, 1992) ist ein Beleg dafir, dass GAT-1 eine
aktivitatsbestimmende Bedeutung zukommt. Aufgrund der Uberwiegend
synaptischen Lokalisation der GAT-1 (Borden, 1996;Conti et al., 2004) haben
Effekte, die durch NO-711 ausgelést werden, ihre Grundlage
hdchstwahrscheinlich Uberwiegend in der synaptischen GABA-Ausschuttung.
Da in spontanaktiven Schnittkulturen pro Zeiteinheit mehr GABA ausgeschittet
wird als in akuten Schnitten, reichen vermutlich geringere Mengen an NO-711
aus, um sichtbare Auswirkungen zu erzeugen.

Die grof3e Streuung der mittleren Feuerrate bei der niedrigsten NO-711-
Konzentration (10 nM) (Abb. 13) kénnte damit zu erklaren sein, dass sich einige
Neurone unter Kontrollbedingungen bei Beginn eines Bursts kurzfristig im
Depolarisationsblock befinden. Eine geringe Verstarkung der Inhibition durch
niedrige Konzentrationen an NO-711 kdonnte dem Depolarisationsblock jener
Neurone entgegenwirken und - scheinbar paradoxerweise — die
Aktionspotenzialrate in dieser Phase erhohen. Somit wirde sich auch die
Streuung der mittleren Feuerrate bei niedrigen NO-711-Konzentrationen
vergroRern. Durch steigenden inhibitorischen Einfluss infolge zunehmender
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NO-711-Konzentration erhdht sich der Anteil jener Neuronen, deren Aktivitat
abnimmt, was sich schlief3lich in der niedrigeren Streuung widerspiegelt.

Doch wieso kann NO-711 in den hier applizierten Konzentrationen keine
vollstdndige Inhibition bewirken (Abb. 13 bis Abb. 15)? Die Ursache liegt
vermutlich in der Abhangigkeit der GABA-Ausschittung von der
Netzwerkaktivitdt. Mit nachlassender neokortikaler Aktivitat, hervorgerufen
durch NO-711, nimmt die GABA-Freisetzung und somit auch die Grundlage fur
die Effekte von NO-711 ab. So kann die Inhibition mit steigender NO-711-
Konzentration nur so lange intensiviert werden, bis ein neokortikales
Aktivitatsniveau erreicht ist, das durch unausreichende GABA-Ausschiittung
eine weitere Steigerung der von NO-711 herbeigefuhrten Inhibition verhindert.

4.3. Ein Vergleich der Wirkung von NO-711 und gebrauchlichen
Anésthetika

Im Folgenden soll der eingangs gestellten Frage nachgegangen werden, in wie
weit sich die Hemmung der Netzwerkaktivitdt durch NO-711 von jener
Hemmung unterscheidet, die durch gebrauchliche Anasthetika herbeigefuhrt
wird. Dieser Aspekt ist im Hinblick auf einen mdglichen Einsatz von GABA-
Transporter-Blockern in der klinischen Anasthesiologie von grol3em Interesse.
Vergleicht man die In-vitro-Effekte von NO-711 mit Effekten der volatilen
Anéasthetika Isofluran und Enfluran, fallt auf, dass die mittleren Feuerraten durch
Isofluran bzw. Enfluran im Gegensatz zu NO-711 (Abb. 13) vollstandig
gehemmt werden (Antkowiak and Helfrich-Forster, 1998). Dieser Unterschied
konnte auf das breite Wirkspektrum volatiler Anasthetika zurtickzufihren sein.
Diese vermitteln Hemmung im ZNS nicht nur tGber die Modulation von GABAA-,
sondern u.a. auch von Glutamat- und Glycin-Rezeptoren sowie
spannungsabhéngigen Leitfahigkeiten (Grasshoff et al., 2005;Grasshoff et al.,
2006;Patel and Honoré, 2001;Rudolph and Antkowiak, 2004), wohingegen die
Wirkung von NO-711 ausschlieBlich GABA-Rezeptoren zuzuschreiben ist.
Ebenso konnen die intravendsen Andasthetika und spezifische GABAa-
Rezeptor-Modulatoren Propofol, Pentobarbital und Etomidate keine vollstandige
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Hemmung der mittleren Feuerrate bewirken (Antkowiak, 1999;Grasshoff et al.,
2007), da sie in klinisch gebrauchlichen Konzentrationen lediglich GABAAa-
Rezeptoren modulieren. Womdglich reicht eine aktivitditsabhangige Modulation
von GABA-Rezeptoren nicht aus, um kortikale Netzwerkaktivitat vollkommen zu
supprimieren.

Isofluran, Enfluran und Propofol senken die mittlere Feuerrate
ausschlief3lich Gber eine Reduktion der Burstfrequenz (Antkowiak, 1999). Im
Gegensatz dazu reduzieren Pentobarbital und Etomidate die mittlere Feuerrate
ausschlieBlich Uber eine Depression der Feuerrate innerhalb der Bursts
(Antkowiak, 1999;Drexler et al., 2005). Hier unterscheidet sich NO-711 von den
genannten volatilen und intravendsen Andasthetika, indem es die mittlere
Feuerrate sowohl tUber eine Reduktion der Feuerrate innerhalb der Bursts (Abb.
17 und Abb. 18) als auch Uber die Senkung der Burstfrequenz bei
Konzentrationen tber 50 nM (Abb. 16) verringert. Ein weiterer wichtiger Aspekt
ist, dass nur unter NO-711, aber unter keinem der oben genannten volatilen
und intravendsen Anéasthetika, eine Verkirzung der Burstlange beobachtet
wurde (Abb. 15). Somit stellt sich die Frage, was die Ursachen fur die
Effektunterschiede zwischen NO-711 und den oben genannten Ané&sthetika
sein konnten.

Hierbei ist der zentrale Punkt die Akkumulation von GABA im System
durch NO-711. Vermutlich erschwert eine hohe (> 50 nM) Konzentration an NO-
711 dber die Induktion tonischer Strome auch wahrend der Down states die
Generierung von Up states. Solch eine tonische Komponente, wie sie auch bei
Propofol und Isofluran beobachtet wurde (Bai et al.,, 2001;Caraiscos et al.,
2004;Drasbek et al., 2007), kann umso mehr als Ursache fir die Reduktion der
Burstfrequenz gesehen werden, als die Applikation von 50 uM GABA das
.Feuermuster” in gleicher Weise verandert (Antkowiak, 1999). Zusatzlich 6ffnen
Isofluran und Enfluran spannungsabhéangige Kaliumkanéle und fihren somit zur
Hyperpolarisierung von Neuronen (Patel and Honore, 2001).

Dass NO-711 im Gegensatz zu den meisten untersuchten Anasthetika
auch die Burstlange verkurzt, liegt vermutlich am progressiven Charakter der
Inhibition durch akkumulierendes GABA: Je langer das kortikale Netzwerk aktiv
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ist, desto mehr GABAa-Rezeptoren sollten aktiviert werden, da mehr
Transmitter ausgeschuittet als abtransportiert wird. Dies steht in scharfem
Kontrast zum inhibitorischen Mechanismus von GABAergen Anasthetika wie
Pentobarbital und Etomidate: Diese Substanzen verlangsamen die Abklingzeit
von IPSCs und hemmen somit in Abhangigkeit von der Feuerrate inhibitorischer
Neurone, jedoch weitestgehend unabhangig vom Zeitpunkt innerhalb eines
Bursts. Auf der Basis dieser unterschiedlichen Mechanismen ist zu erklaren,
dass Pentobarbital und Etomidate die Dichte an Aktionspotenzialen pro Burst
verringern ohne die Burstldnge zu beeinflussen, unter NO-711 hingegegen die

Bursts progressiv ,ausdinnen®, bis hin zum friheren Abbruch.

4.4. Kortikale Aktivitat unter Blockade GABAerger Rezeptoren

Zur Uberprifung der Hypothese, inwieweit die beobachteten Effekte von NO-
711 auf kortikale Feuermuster tber GABAA-Rezeptoren vermittelt wurden, kam
in einer separaten Serie von Experimenten der GABAa-Rezeptoren-Blocker
Bicucullin zum Einsatz.

Als kompetetiver allosterischer Inhibitor von GABAa-Rezeptoren reduziert
Bicucullin inhibitorische Strome (Ueno et al., 1997) und senkt somit einen
wichtigen Teil des hemmenden Inputs im System, was als Disinhibition
bezeichnet werden kann. Disinhibition synchronisiert Aktivitat im Netzwerk und
fuhrt auf diese Weise zu paroxysmalen Entladungen im Neokortex (Connors,
1984). Unter bestimmten Bedingungen erzeugt Disinhibition in spontanaktiven
Kulturen einfache oszillatorische Aktivitdt (Castro-Alamancos, 2000;Castro-
Alamancos and Rigas, 2002) oder in akuten Schnitten nach Stimulation sogar
epileptiforme Entladungsmuster (Hwa et al., 1991). Die durch 100 uM Bicucullin
disinhibierten organotypischen Kulturen erzeugten Spontanaktivitat, deren Up
states sich in LAnge und Muster nur minimal voneinander unterschieden (Abb.
19 und Abb. 20). Dies konnte daran liegen, dass die Neurone infolge der
Blockade inhibitorischer Eingange nach Beginn der Up states sofort massiv
Jlosfeuern® und folglich auch viel exzitatorischen Neurotransmitter ausschutten.

Der darauf folgende enorme Kalziumeinstrom in die Zellen o6ffnet rasch
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kalziumabhangige Kaliumkanale (Madison and Nicoll, 1984;Sah, 1996;Schwindt
et al., 1988), was zu einem frihen Abbruch der Erregung fuhrt. Ebenso kénnte
synaptische Erschopfung glutamaterger Neurone (Staley et al.,, 1998) die
frihzeitige Beendigung der Up states herbeifiihren. In der Summe engt
Disinhibition somit den urspriinglichen ,Spielraum® fir die Generierung
verschiedener AktivitAitsmuster ein, erkennbar am monotonen Muster der Up

states.

4.5. GABAa-Rezeptoren sind entscheidend fur die Wirkungen von
NO-711

Die Effekte von NO-711 unter GABAa-Rezeptor-Blockade waren im Vergleich
zu Kontrollbedingungen stark abgeschwacht. Zwar veranderte NO-711 die
RelZeityq, und das Zeitintervallinerurst, jedoch nicht die mittlere Feuerrate und
die Burstlange signifikant (Abb. 21). Daraus lasst sich schlie3en, dass NO-711
Uber eine Aktivierung von GABAa-Rezeptoren die mittlere Feuerrate kortikaler
Neurone senkt und Up states verkurzt.

Welche Mechanismen sind flr die Verlangerung der neuronalen
Ruhephasen zwischen den Bursts und die daraus resultierende Absenkung der
RelZeit,iv verantwortlich? Es ist davon auszugehen, dass flr die Verlangerung
der neuronalen Ruhephasen GABAg-Rezeptoren von Bedeutung sind. Hierzu
zahlen einerseits die postsynaptischen GABAg-Rezeptoren, die Uberwiegend
extrasynaptisch lokalisiert sind und andererseits prasynaptische GABAg-
Rezeptoren, die auf erregenden Zellen zu finden sind (Calver et al., 2002). Die
Aktivierung postynaptischer GABAg-Rezeptoren erhoht die Kaliumleitfahigkeit
erregender Neurone (Gahwiler and Brown, 1985;0tis et al., 1993) und induziert
ein verzogertes langsames inhibitorisches postsynaptisches Potenzial (IPSPg)
(Connors et al., 1988;Davies et al., 1990).

Falls auch préasynaptische GABAg-Rezeptoren exzitatorischer Neurone
aktiviert werden, vermindert sich die Ausschittung von exzitatorischem
Transmitter und die hierdurch bewirkte Erregung an postysnaptischen
Membranen nimmt ab. Am Ende steht der reduzierte exzitatorische Input im

42



neokortikalen Netzwerk, was die Zeit verlangert, die das Netzwerk braucht, um

den Schwellenwert zum ,Zinden* eines Up states zu erreichen.

4.6. Die Blockade von GABAg-Rezeptoren verandert die Wirkung
von NO-711

Die Blockade von GABAg-Rezeptoren fihrt zu einer deutlichen Verdnderung
der Aktivitditsmuster kortikaler Neurone. Einerseits verlangern sich
Aktivitatsphasen und —pausen, andererseits besitzen die Aktivitdtsphasen klarer
abgegrenzte Einzelbursts (Abb. 22).

Durch die Blockade von GABAg-Rezeptoren verliert NO-711 Teilaspekte
seiner hemmenden Wirkung. Der Anteil der Zeit (RelZeityq), den die
Netzwerke aktiv sind, sinkt mit Applikation von NO-711 weniger deutlich (Abb.
24). Dies ist ein Hinweis auf eine maligebliche Beteiligung von GABAg-
Rezeptoren an der Kontrolle spontaner kortikaler Aktivitdt, wenn die
Wiederaufnahme von GABA vermindert wird (siehe jedoch weiter unten). Die
mittleren Feuerraten hingegen werden mit blockierten GABAg-Rezeptoren
genauso stark gehemmt wie mit funktional intakten GABAg-Rezeptoren (Abb.
23). Dieses Ergebnis steht in sehr guter Ubereinstimmung mit dem Befund,
dass mittlere Feuerraten Uber GABAx-Rezeptoren reguliert werden (Abb. 21).
Zusammengenommen fuhren beide Beobachtungen zu dem Schluss, dass bei
gehemmter GABA-Wiederaufnahme Disinhibition (via Blockade von GABAg-
Rezeptoren) die mittlere Dichte an Aktionspotenzialen in Phasen neuronaler
Aktivitat (Up states) senkt. Dies erscheint paradox, wenn lediglich ein Effekt des
Blockers auf postsynaptische GABAg-Rezeptoren angenommen wird. Wie
bereits erwdhnt kommen GABAg-Rezeptoren jedoch auch prasynaptisch
sowohl auf hemmenden wie erregenden Synapsen vor (Calver et al., 2002). Es
ist daher denkbar, dass eine Disinhibition inhibitorischer Neurone — d.h. ein
Mehr an Inhibition — durch CGP 55845 andere, erregende Effekte des Blockers
mehr als kompensiert und so die Ausdiinnung der Aktionspotenziale verursacht.
Ein alternativer, wahrscheinlicherer Grund liegt in der qualitativen Anderung der
Aktivitdtsmuster durch CGP 55845. Die teilweise sehr langen und komplexen
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Aktivitatsphasen in Gegenwart von CGP 55845 enthielten Einzelbursts, die
durch Pausen neuronaler Aktivitdt getrennt waren. Sowohl Einzelbursts als
auch Pausen wurden zum Ende der Aktivitatsphasen meist langer (Abb. 22
zeigt dies exemplarisch). Da aufgrund dieser Dynamik eine Auftrennung der
Aktivitatsmuster in Bursts wie unter Kontrollbedingungen arbitrar gewesen ware
— je nach Abbruchkriterium (ii), wie in den Methoden beschrieben, hatte dies in
vielen kurzen oder wenigen langen Bursts resultiert — wurden die sehr langen
Aktivitatsphasen, inklusive langer Pausen am Ende, zusammengefasst und als
ein Burst betrachtet. Es ist daher mdglich, dass bei einer alternativen
Quantifizierung der RelZeitav (z.B. auf der Basis des Membranpotenzials in
intrazellularen Messungen) die Unterschiede in diesem Aspekt spontaner
Aktivitat mit und ohne Blockade von GABAg-Rezeptoren geringer ausfallen.

Das zeitliche Auftreten von Aktionspotenzialen innerhalb von Bursts
untermauert jedoch die Hypothese einer Beteiligung von GABAg-Rezeptoren an
der hemmenden Wirkung von NO-711: In der Gegenwart von CGP 55845 ist
nach Applikation von 250 nM NO-711 die Dichte an Aktionspotenzialen im
Vergleich zu NO-711 ohne CGP 55845 hoher (Abb. 27), doch dies erst 100 -
500 ms nach Beginn eines Bursts (FRspa). Wie schon im Falle des
synaptischen cross talks und der tonischen Inhibition argumentiert wurde,
resultiert diese Latenz wahrscheinlich aus der GABA-Diffusion aus dem
synaptischen Spalt zu extra- und prasynaptischen GABAg-Rezeptoren, die Zeit
in Anspruch nimmt (Calver et al., 2002). Sie ist wahrscheinlich auch auf die
langsame Kinetik der IPSCgs zurlckzufuhren, die malRgeblich von der
Signaltransduktion GABAg-Rezeptor—G-Proteine—K*-Kanal bestimmt wird
(Otis et al., 1993).

4.7. Hemmung von GABA-Transportern im klinischen Kontext:
Heterotransport und tonische Stréme

In der bisherigen Erérterung der Ergebnisse wurde angenommen, dass GAT-1
GABA vom extrazellularen Raum ins Zellinnere transportiert. Der Transport in
die umgekehrte Richtung, genannt GABA-Heterotransport, kann auftreten,



wenn neuronale Aktivitdt extra- und intrazellulare lonenkonzentrationen
kurzfristig verschiebt (Gaspary et al., 1998;Richerson and Wu, 2003;Wu et al.,
2001;Wu et al., 2007). Dies bedeutet, dass GABA-Transporter eine neuronal
hemmende Wirkung haben kdnnen, indem sie einen extrazellularen GABA-
Spiegel aufrechterhalten. Eine Beeintrdchtigung des GABA-Transports sollte
demzufolge eine neuronal erregende Wirkung haben, wie im Gyrus Dentatus
von Ratten mit induzierter Epilepsie und im Temporallappen epilepsiekranker
Menschen gezeigt wurde (Patrylo et al., 2001). In der vorliegenden Arbeit gab
es jedoch keine Hinweise auf eine erregende Wirkung des GAT-1-Blockers NO-
711. Dies ist im Einklang mit anderen In-vitro-Studien, die gezeigt haben, dass
eine Blockade der GABA-Wiederaufnahme durch GAT-1 die extrazellulare
GABA-Konzentration erhoht, dadurch tonische GABAerge Strome induziert
werden und diese Blockade daher hemmend wirkt (Frahm et al., 2001;Jensen
et al., 2003;Keros and Hablitz, 2005;Semyanov et al., 2003). Auch die Kklinische
Verwendung von Blockern der GABA-Wiederaufnahme bei Krankheitsbildern,
die durch exzessive neuronale Aktivitat gekennzeichnet sind, spricht fur eine
insgesamt zentralnervdos dampfende Wirkung dieser Substanzen (Genton et al.,
2001).

Wie die Manipulation an GABA-Transportern, so wirken sich ebenso
diverse Pharmaka auf tonische Strome aus, nachdem sie an extrasynaptische
GABA-Rezeptoren gebunden haben, was sich in einer Veranderung der
Feuermuster aufern kann (Semyanov et al., 2004). Im Kklinischen Alltag
eingesetzte Medikamente wie die intravendsen Andasthetika Propofol und
Etomidate oder das volatile Anasthetikum Isofluran beeinflussen wie schon
erwahnt neben der phasischen auch die tonische Inhibition signifikant (Bai et
al., 2001;Caraiscos et al., 2004;Drasbek et al., 2007). Auch Benzodiazepine wie
Midazolam oder Zolpidem koénnen tonische Stréme erhdhen, wie im
Hippokampus (Caraiscos et al., 2004;Semyanov et al., 2003) und Neokortex
(Yamada et al., 2006) gezeigt wurde. Das schlafinduzierende Medikament THIP
setzt infolge seiner Praferenz fiur &-Untereinheiten an extrasynaptischen

GABAa-Rezeptoren des Neokortex an und induziert dort tonische Strome.
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Die Unterschiede im klinischen Einsatzspektrum GABAerger Pharmaka
konnten unter anderem auf ihre Potenz, tonische Strome zu beeinflussen,
zurtckzufihren sein (Bai et al., 2001). Als Beispiel sei das Medikament
Propofol erwdhnt, das Patienten im Status epilepticus (Grand mal) zur
Narkoseeinleitung verabreicht wird, mit dem Ziel, den Krampfanfall zu
.durchbrechen®, wenn dies mit Benzodiazepinen nicht gelingt (Miller and
Drislane, 2008). Doch ist es sicherlich nicht korrekt, diesen Effekt nur auf die
hohere Potenz von Propofol gegentiber Benzodiazepinen, tonische Stréme zu
verstarken, zurtckzufiihren (Bai et al., 2001). Ebenso spielt bei dem klinischen
Wirkungsspektrum die  Spezifitdit dieser Substanzen fur bestimmte
Untereinheiten der GABAa-Rezeptoren eine Rolle, sowie die Verteilung dieser
Untereinheiten im Zentralen Nervensystem (Grasshoff et al., 2006;Rudolph and
Antkowiak, 2004).

Eine Auswirkung tonischer Strome auf Feuermuster (Semyanov et al.,
2004) hangt nicht nur von deren Starke, sondern auch davon ab, an welchen
Neuronen im Netzwerk die Strome ausgepragt werden. Nicht nur
Pyramidenzellen, sondern auch Interneurone erfahren im ZNS tonische Strome
(Scimemi et al., 2006;Semyanov et al., 2003). Im Neokortex ist die Starke
tonischer Strome in Interneuronen von der Schichtlokalisation und vom
Interneuronentyp abhangig (Drasbek et al., 2007;Drasbek and Jensen,
2006;Vardya et al.,, 2008). So kann eine Erhéhung tonischer Stréme unter
Umstanden Uber Disinhibition auch fordernd auf neokortikale Aktivitat wirken,
was die Komplexitat der Signalverarbeitung in den Netzwerken des ZNS

verdeutlicht.

46



4.8. Ausblick

Der GABA Transporter GAT-1 ist fur die Wiederaufnahme von GABA und somit
fur die Regulation der extrazellularen GABA-Konzentration von zentraler
Bedeutung (Borden, 1996;Conti et al.,, 2004;Keros and Hablitz, 2005). In
Ubereinstimmung mit dieser Vorstellung hat die vorliegende Arbeit gezeigt,
dass GAT-1 an der Kontrolle neokortikaler Spontanaktivitat beteiligt ist. Es
erscheint interessant, in weiterfihrenden Experimenten zu klaren, inwiefern
andere GABA-Transporter wie GAT-2 und GAT-3 kortikale Spontanaktivitat
beeinflussen. Sowohl elektrophysiologische Studien (Keros and Hablitz,
2005;Kinney, 2005) als auch der anatomische Befund einer eher
synapsenfernen Lokalisation dieser Transporter (Borden, 1996;Conti et al.,
2004) lassen vermuten, dass sie kortikale Aktivitdt in anderer Weise
beeinflussen als GAT-1.

Als Spekulation sei am Ende nochmals erwahnt, dass eine Kombination
von GAT-Blockern und Anéasthetika, die Uber GABAa-Rezeptoren wirken,
maoglicherweise einen grofRen Vorteil in sich birgt, indem beispielsweise Uber
eine starkere Aktivierung extrasynaptischer GABAa-Rezeptoren und einen
induzierten cross talk durch GAT-Blocker eine Reduktion der Kklinischen
Dosierung bestimmter Anasthetika erreicht werden konnte. Dies wirde die
Eintrittswahrscheinlichkeit bekannter Nebenwirkungen solcher Anésthetika
senken. So konnte der néchste Schritt sein, herauszufinden, wie sich die
Wirkungen von schon untersuchten Anasthetika (z.B. Propofol) verandern,
wenn zuséatzlich die Wiederaufnahme von GABA durch NO-711 gehemmt wird.
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5. Zusammenfassung

Viele Klinisch gebrauchliche Anasthetika vermindern die Aktivitdit von
Nervenzellen in Gehirn und Ruckenmark, indem sie GABAa-Rezeptoren,
Zielstrukturen des hemmenden Botenstoffs y-Aminobuttersaure (GABA), positiv
modulieren. Ein anderer, bisher jedoch kaum untersuchter Mechanismus,
zentralnervdose Hemmung zu verstarken, besteht darin, die Wiederaufnahme
von GABA zu hemmen. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie eine
Hemmung der Wiederaufnahme von GABA durch NO-711 spontane neuronale
Aktivitat im Neokortex in vitro beeinflusst und inwieweit sich diese Effekte von
den in der Literatur beschriebenen Wirkungen gebrauchlicher Anasthetika
unterscheiden.

Extrazellulare Messungen in organotypischen Schnittkulturen, deren
Spontanaktivitat durch Zustande hoher (Up states) und niedriger (Down states)
Aktivitat charakterisiert ist, zeigten mit steigender NO-711-Konzentration eine
Reduktion der mittleren Feuerrate (ECso = 34,07 nM), der relativen Zeitdauer, in
der sich der Neokortex im aktiven Zustand befand (RelZeitaiv, ECso = 37,15
nM) und der mittleren Lange aktiver Phasen (Burstlange, ECsp = 14,33 nM). Die
Feuerraten innerhalb der spaten Phase der Up states (100 — 500 ms nach
Beginn eines Up states) nahmen konzentrationsabhangig ab, nicht jedoch die
Feuerraten in der friihen Phase (0 — 50 ms nach Beginn eines Up states). Die
durch NO-711 induzierten Feuermuster wiesen Parallelen zu jenen mit klinisch
gebrauchlichen Anésthetika auf, unterschieden sich jedoch von diesen durch
eine aul3erordentlich starke Verkirzung der Aktivitatsphasen.

Der Stellenwert von GABAA- und GABAg-Rezeptoren als Vermittler der
Effekte von NO-711 wurde durch pharmakologische Blockade ermittelt. 100 uM
des GABAAa-Rezeptoren-Blockers Bicucullin bewirkte, dass NO-711 (250 nM)
die mittlere Feuerrate und Burstlange nicht zu reduzieren vermochte. Blockade
der GABAg-Rezeptoren durch 10 uM CGP 55845 anderte die NO-711-Dosis-
Wirkungs-Kurve der mittleren Feuerrate (ECso = 33,36 nM) nicht signifikant (p =
0,194), jedoch signifikant (p < 0,001) die Kurve der RelZeitaiv (ECso = 358,79
nM). CGP 55845 reduzierte den durch NO-711 herbeigefihrten Abfall der
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Feuerraten innerhalb der spaten Phase der Up states. Diese Ergebnisse
zeigen, dass GABAAa-Rezeptoren zwar die entscheidende Rolle bei den
Effekten von NO-711 zukommt, jedoch der Einfluss der GABAg-Rezeptoren
hierbei nicht zu vernachlassigen ist.

In der Summe erwies sich NO-711 als eine hocheffizient
aktivitatsdampfende Substanz, die aufgrund putativer Synergismen mit
Modulatoren des GABAa-Rezeptors maglicherweise in Zukunft eine Anwendung

in der Anasthesie finden konnte.
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