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Einleitung

1. Einleitung

Seitdem es William Thomas Green Morton am 16. Oktober 1846 zum ersten Mal gelang, unter
den Augen der Offentlichkeit im Massachusetts General Hospital die Wirksamkeit einer
Athernarkose zu demonstrieren (Kopp Lugli, Yost und Kindler 2009), hat die Anasthesie den
klinischen Alltag revolutioniert und ist zu einem unverzichtbaren Bestandteil moderner Medizin
geworden. Wiederholt wurde die Entwicklung der Anasthesie zu den bedeutendsten
Meilensteinen der Medizingeschichte Uberhaupt gezahlt, vergleichbar etwa mit
Errungenschaften in den Bereichen Genetik, Immunologie oder Bildgebungsverfahren (Angell
2000; Snow 2007). Doch wie flihren Anasthetika zum Bewusstseinsverlust? Trotz ihrer weit
verbreiteten Anwendung und intensiver Forschungsbemihungen sind viele Fragen bezlglich
der Wirkmechanismen von Anasthetika noch nicht zufriedenstellend beantwortet (Hemmings
et al. 2019). Einige grundlegende Prinzipien der Wirkmechanismen von Anasthetika sind
zwischenzeitlich allgemein anerkannt. So entfalten Anasthetika ihre Wirkung auf molekularer
Ebene durch Interaktionen mit spezifischen Proteinen, wie etwa lonenkanale oder Rezeptoren
(Rudolph und Antkowiak 2004; Franks 2008). Die einzelnen Anasthetika unterscheiden sich
dabei zum Teil deutlich bezlglich der von ihnen beeinflussten molekularen Zielstrukturen
(Grasshoff et al. 2006). Eine zentrale Rolle spielt auRerdem die Identifizierung von neuronalen
Korrelaten des anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts (Alkire, Hudetz und Tononi
2008; Antkowiak und Grasshoff 2015; Palanca, Avidan und Mashour 2017). Um dabei ein
besseres Verstandnis von Netzwerk-Effekten zu erlangen, ist eine differenzierte,
substanzspezifische Betrachtung anasthesiologischer Wirkmechanismen auf molekularer und
zellularer Ebene notwendig (Hemmings et al. 2019). Ziel dieser Arbeit ist es, hierzu einen
Beitrag zu leisten, indem der Einfluss von Sevofluran auf die Erregbarkeit von

thalamokortikalen (TK)-Schaltneuronen untersucht wird.

1.1. Das Inhalationsanasthetikum Sevofluran
1.1.1. Entwicklungsgeschichte

Grundlagenforschung zur Entwicklung sicherer inhalativer Anasthetika auf Basis von
Chloroform begann in den 1930er-Jahren, in denen insbesondere die glnstigen
physikochemischen Eigenschaften von Verbindungen entdeckt wurden, die durch die
Substitution mit dem Halogen Fluor entstehen (Booth 1932). Im Verlauf wurden Utber 700
fluorierte Verbindungen mit anasthetischem Potenzial synthetisiert (Wilhelm 2018), dabei
flossen auch Erkenntnisse aus dem Manhattan-Projekt zum Bau der Atombombe in die
Entwicklung ein (Smith, Nathanson und White 1996). Nachdem Forschungsbemihungen mit
der Entdeckung von Halothan durch Charles Suckling 1951 einen neuen Schub erhielten,

wurde Sevofluran erstmals 1968 durch Bernard Regan synthetisiert, 1971 publiziert sowie im
1
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weiteren Verlauf pharmakologisch und toxikologisch charakterisiert (Wallin et al. 1975).
Obwohl in einer ersten klinischen Phase-1-Studie mit Freiwilligen ein Uberaus positives Fazit
gezogen wurde (Holaday und Smith 1981), gestaltete sich die Entwicklung insgesamt als
schwierig und konkurrierenden Anasthetika (z. B. Halothan, Isofluran) wurde lange der Vorzug
gegeben. So zeigten sich anfangs in tierexperimentellen Studien toxische Effekte, diese sind
aber nach heutiger Auffassung auf ein mangelhaftes Studiendesign zuriickzufihren (Smith,
Nathanson und White 1996; De Hert und Moerman 2015). Des Weiteren wurden die relativ
hohe Biotransformations-Rate sowie chemische Reaktionen mit Natrium- und Barium-haltigen
Atemkalk als kritisch bewertet (Brown und Frink 1992). Nach Erwerb der Rechte brachte
schliellich das japanische Unternehmen Maruishi Pharmaceutical Co., Ltd. Sevofluran zur
Marktreife (Smith, Nathanson und White 1996). Die klinische Einflhrung erfolgte im Jahr 1990
in Japan (Rossaint, Werner und Zwilller 2019). Gegenwartig zahlt Sevofluran neben Desfluran

zu den klinisch am haufigsten verwendeten Inhalationsanasthetika (Wilhelm 2018).

1.1.2. Physikochemische und pharmakologische Eigenschaften

Als dampfférmiges Inhalationsanasthetikum zahlt Sevofluran (1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-
(fluoromethoxy)propan) neben Desfluran, Enfluran, Halothan und Isofluran zu den sog.
volatilen Anasthetika. Diese Substanzen lassen sich unter der chemischen Gruppe der
halogenierten Kohlenwasserstoffe subsumieren, im Falle von Sevofluran handelt es sich um
einen ausschlieRlich mit Fluor halogenierten Methylpropylather (Rossaint, Werner und Zwildler
2019). Sevofluran ist farblos, nicht entziindlich und besitzt einen Dampfdruck von 157 Milli-
meter Quecksilbersaule (mmHg) bei 20 Grad Celsius (°C) sowie einen Siedepunkt von 58,5 °C
bei 760 mmHg (Wilhelm 2018). Sevofluran liegt somit bei Raumtemperatur in fliissiger Form
vor, weshalb es fur die klinische Anwendung mittels spezieller Verdampfervorrichtungen in den

dampfférmigen Zustand Uberfihrt werden muss (Patel und Goa 1996).

Der sog. minimal alveolar concentration (MAC)-Wert dient als Mal} zur Quantifizierung der
anasthetischen Potenz verschiedener Inhalationsandsthetika. Er korreliert invers mit der
Wirkungsstarke und wird von zahlreichen Faktoren beeinflusst (Rossaint, Werner und Zwilller
2019). Der MACso-Wert! betragt im Fall von Sevofluran fiir ein Patientenkollektiv von
Menschen mittleren Alters in Sauerstoff 2,05 Vol.-% (im Folgenden als % bezeichnet)
(Scheller, Saidman und Partridge 1988). Die Wirkungsstarke von Sevofluran ist im Vergleich

hoher als von Desfluran und niedriger als von Halothan und Isofluran (Wilhelm 2018).

' Definiton MACso-Wert: ,Der MACs-Wert ist die alveolare Konzentration eines
Inhalationsanasthetikums, die bei 50 % der Patienten Abwehrbewegungen auf einen definierten
Schmerzreiz (Hautinzision) unterdruckt.“ (Wilhelm 2018)

2
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Aufgrund der alleinigen Halogenierung mit Fluor (siehe Abbildung 1) weist Sevofluran einen
niedrigen Blut-Gas-Verteilungskoeffizienten (0,69 bei 37 °C) und somit eine verminderte
Blutléslichkeit auf (Strum und Eger 1987). Im Vergleich mit Isofluran, Enfluran und Halothan
ermoglicht diese Eigenschaft eine schnellere Gleichgewichtseinstellung von Partialdriicken in
unterschiedlichen Kompartimenten (Wilhelm 2018), was in einer schnelleren An- und
Abflutungskinetik resultiert (Yasuda et al. 1991).

¢
PP 9 o0 99 9

|
QOO OO O 00

00 © @ééé 00 ©

Desfluran Sevofluran Isofluran

Abb. 1: Strukturformeln volatiler Anasthetika (Wilhelm 2018)

Im Gegensatz zu Isofluran, welches vor allem in den 1980er und 1990er Jahren klinische Verwendung fand, fihrt
die ausschlief3liche Substitution der neueren volatilen Anasthetika Sevofluran und Desfluran mit dem Halogen Fluor
zu einer Reduzierung der Blutldslichkeit und damit zu einer genaueren Steuerbarkeit in der Narkoseflihrung. Text
verandert nach Wilhelm (2018).

Nach Beendigung der Zufuhr wird Sevofluran Uberwiegend pulmonal eliminiert, die
Biotransformationsrate betragt 3—5 %. Die Metabolisierung erfolgt hauptsachlich hepatisch via
Cytochrom Puso 2E1 zu anorganischem Fluorid und Hexafluoroisopropanol, wobei Letzteres

nach Glucuronidierung zugig uber die Nieren ausgeschieden wird (Kharasch 1995).

Kommt Sevofluran mit natrium-, kalium- oder bariumhaltigen Atemkalk von Kohlenstoffdioxid
(CO2)-Absorbern in Kontakt, kénnen verschiedene Abbauprodukte entstehen, u. a. das in
tierexperimentellen Studien nephrotoxische Compound A (Gonsowski et al. 1994). Jedoch
wird seit der Einflhrung von neuartigen Absorbern (Marini et al. 2007) der Einsatz von
Sevofluran auch bei Niedrigflussnarkosen als bedenkenlos maglich beurteilt (Gentz und Malan
2001; De Hert und Moerman 2015; Wilhelm 2018).

1.1.3. Klinischer Einsatz als Andsthetikum

Seit seiner Einfuhrung im Jahr 1990 konnte die Wirksamkeit und Sicherheit von Sevofluran in
zahlreichen Studien fur unterschiedliche Patientenkollektive nachgewiesen werden (Brioni et
al. 2017).
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Zu den typischen Nebenwirkungen, die im Rahmen einer grof3en Phase-IlI-Studie auftraten,
zahlen — in absteigender Reihenfolge der Haufigkeit ihres Auftretens — Ubelkeit, Somnolenz,
Erbrechen, Kaltegefiihl, Benommenheit und verstarkter Hustenreiz (Campbell et al. 1996). In
alteren Patientenkollektiven kommt es nach Operationen und Narkosen gehauft zu Delir und
kognitiven Leistungseinschrankungen (sog. postoperative cognitive dysfunction, POCD),
insbesondere bei grofden chirurgischen Eingriffen (Mashour, Woodrum und Avidan 2015). Ob
die Allgemeinanasthesie Uberhaupt einen unabhangigen Risikofaktor fir POCD darstellt, ist
aufgrund der aktuellen Datenlage fraglich (Guay 2011). Auch eine diesbeziigliche Uber- oder
Unterlegenheit von einzelnen Anasthetika ist bisher nicht eindeutig geklart und Gegenstand
zahlreicher wissenschaftlicher Studien (Tang et al. 2014; Geng, Wu und Zhang 2017; Miller et
al. 2018). Ebenso umstritten ist die Frage, ob Sevofluran eventuell einen neurotoxischen Effekt
bei Neugeborenen und sehr jungen padiatrischen Patienten hat: entsprechende Ergebnisse
tierexperimenteller Studien spiegeln sich bisher nicht in den verdffentlichten Daten

grolRangelegter klinischer Studien wider (Sun et al. 2016; McCann et al. 2019).

Die Effekte von Sevofluran auf das menschliche Organsystem sind vielfaltig und kénnen im
Folgenden nur kursorisch dargestellt werden. Dosisabhangig kommt es zu einer
Atemdepression bis hin zur Apnoe ab Werten der 1,5-2-fachen MAC (De Hert und Moerman
2015). Zudem wirkt Sevofluran bronchodilatatorisch und antiinflammatorisch (Shen et al.
2015), sein Einsatz bei Patienten mit Asthma bronchiale wird nicht nur als sicher beurteilt,
sondern stellt in schweren Fallen auch eine therapeutische Option dar (Schutte et al. 2013).
Sevofluran wirkt dosisabhangig blutdrucksenkend durch eine Reduzierung des totalen
peripheren Widerstandes (Brioni et al. 2017). Herzfrequenz (Nishiyama 2005) sowie
Herzzeitvolumen (De Hert und Moerman 2015) werden in klinisch relevanten Dosierungen
nicht oder nur geringflgig beeintrachtigt. Ein potenziell kardioprotektiver Effekt von volatilen
Anasthetika, u.a. auch Sevofluran, wird seit Langerem postuliert und ihr Einsatz in
herzchirurgischen Eingriffen wird in amerikanischen Guidelines empfohlen (Hillis et al. 2012).
Aufgrund zum Teil widersprichlicher Studienergebnisse wird die Thematik aber nach wie vor
kontrovers diskutiert (De Hert und Moerman 2015; Brioni et al. 2017). Hinsichtlich des
zerebrovaskularen Systems wirkt Sevofluran vasodilatatorisch und scheint erst in héheren
Dosierungen die zerebrale Autoregulation zu beeintrachtigen (Conti et al. 2006).
Tierexperimentelle Untersuchungen weisen auf einen moglichen neuroprotektiven Effekt von
Sevofluran hin, z. B. im Rahmen einer anasthesiologischen Prakonditionierung vor Induktion
zerebraler Ischamien. Diese Ergebnisse konnten aber bisher nicht in klinischen Studien
repliziert werden und haben daher keinen Einzug in die klinische Praxis gefunden (Kitano et
al. 2007; Brioni et al. 2017).

Als vorteilhaft im klinischen Einsatz erweist sich der — im Vergleich zu anderen volatilen
Anasthetika —angenehmere Geruch von Sevofluran und eine fehlende Reizung der Atemwege
4
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(Rossaint, Werner und Zwildler 2019), weshalb Sevofluran auch zur Inhalationseinleitung
verwendet werden kann und dabei eine mit Propofol vergleichbar Wirksamkeit erzielt (Joo und
Perks 2000). Insbesondere in der Kinderheilkunde ist die Inhalationseinleitung sowie die
inhalative Anasthesie mit Sevofluran das vorherrschende Narkoseverfahren und zeichnet sich
neben der einfachen technische Handhabung durch ein vorteilhaftes hamodynamisches Profil

und eine geringe Rate an Komplikationen aus (De Hert und Moerman 2015; Johr 2016).

Auch der Einsatz von Sevofluran zur Narkose-Aufrechterhaltung sowie der Einfluss auf die
Aufwachphase wurden in zahlreichen Studien untersucht (Brioni et al. 2017). Dabei zeigte sich
zwar, dass Patienten unter Desfluran schneller erwachen und zlgiger extubiert werden
kénnen, signifikante Unterschiede im weiteren postoperativen Verlauf konnten jedoch nicht
festgestellt werden (Saros et al. 2006; White et al. 2009). Gelegentlich wird eine héhere
Inzidenz von Agitation wahrend der Aufwachphase nach Sevofluran-Narkosen bei Kindern
beschrieben (Picard, Dumont und Pellegrini 2000). Diese Nebenwirkung scheint aber auf einer
friheren Wahrnehmung postoperativer Schmerzen im Vergleich zu anderen Anasthetika zu
beruhen und lasst sich durch eine adaquate analgetische Therapie positiv beeinflussen (Davis
et al. 1999).

1.2. Die Wirkung von Anasthetika auf das thalamokortiale Netzwerk
Entscheidend fiur die Betrachtung der Frage, wie Anasthetika ihre Wirkung auf das
Bewusstsein entfalten, ist die Identifizierung der durch sie beeinflussten neuronalen Strukturen
und Regionen im zentralen Nervensystems (ZNS) (Palanca, Avidan und Mashour 2017).
Hierbei wird dem Thalamus sowie dem TK-Netzwerk eine entscheidende Rolle zugeschrieben
(Hudetz 2012).

1.2.1. Aufbau des Thalamus

Der Thalamus ist eine bilaterale Kernstruktur des Dienzephalons, die aus einem dorsalen
Thalamus und einem ventralen Thalamus besteht. Den Hauptbestandteil des Thalamus bildet
der dorsale Thalamus, wohingegen der ventrale Thalamus insbesondere dem Nucleus
reticularis thalami (NRT) entspricht (Herrero, Barcia und Navarro 2002). Im Falle des
menschlichen Gehirns werden weiterhin bis zu 60 verschiedene thalamische Kerne sowie
Unterkerne unterschieden, wobei eine Vielzahl an konkurrierenden und teilweise
konfligierenden Klassifikationssystemen mit uneinheitlicher Nomenklatur existiert (Mai und
Maijtanik 2018).

Klassischerweise werden die Kerne des dorsalen Thalamus in spezifische und unspezifische

Kerne eingeteilt. Spezifische Kerne projizieren topographisch organisiert auf Neurone der

5



Einleitung

Lamina IV bestimmter sensorischer Areale des Kortex und bilden die kleinste Gruppe. Weitaus
haufiger finden sich unspezifische Kerne, die Verbindungen mit mehreren kortikalen Arealen
aufweisen und diffus auf Neurone aller kortikaler Schichten (Lamina | bis Lamina VI,
insbesondere Lamina V und VI) projizieren (Jones 2009). Da aber auch Kerne existieren, die
aus unterschiedlichen Neuronenpopulationen mit sowohl spezifischen als auch unspezifischen
kortikalen Projektionen zusammengesetzt sind, wird die Bedeutung dieser Unterscheidung
zunehmend in Frage gestellt (Yuan et al. 2016). Eine Hauptpopulation von Neuronen aller
Kerne des dorsalen Thalamus bilden die sog. exzitatorischen TK-Schaltneurone, denen eine

zentrale Rolle im TK-Netzwerk zukommt (Pape et al. 2005; Jones 2009).

Der NRT legt sich schalenférmig als dinne Schicht um anteriore und laterale Anteile des
dorsalen Thalamus. Als zytoarchitektonische Besonderheit finden sich hier — ortlich getrennt
von den exzitatorischen TK-Schaltneuronen — die meisten inhibitorischen Interneurone des
Thalamus (Buzsaki 2006). Die Interneurone des NRT erhalten exzitatorische Afferenzen aus
Axonkollateralen von thalamokortikalen sowie kortikothalamischen Verbindungen, seine
inhibitorischen Efferenzen projizieren auf Neurone aller Kerne des dorsalen Thalamus
(Ferrarelli und Tononi 2011). Aus dieser speziellen bidirektionalen Konnektivitat resultieren
inhibitorische Feedback- und Feedforward-Schleifen, welche die Grundlage thalamischer
Schaltkreise bilden (Jones 2009; Grant, Hoerder-Suabedissen und Molnar 2012). Auch hier
offenbart eine genauere Betrachtung ein Uberaus hohes Mal an Komplexitat: so scheint der
NRT aus unterschiedlichen Teilnetzwerken zu bestehen, die eine differenzierte Inhibition auf
spezifische thalamische Kerne in Abhangigkeit von Erregungs- und verhaltensbezogenen

Zustanden des Gehirns ausuben (Halassa et al. 2014).

Im Rahmen dieses Promotionsprojekts sollen TK-Schaltneurone des Nucleus (Ncl.) ventralis
posterior (VP), auch als ventrobasaler (VB)-Kernkomplex bezeichnet, untersucht werden. Der
VP besteht aus dem Ncl. ventralis posterolateralis (VPL) und dem Ncl. ventralis
posteromedialis (VPM). Beide Kerne projizieren auf primdre und sekundare
somatosensorische Areale des Kortex. Der VPL erhalt Afferenzen aus Nervenfasern des
Lemniscus medialis und des Lemniscus spinalis, die Afferenzen des VPM entstammen v. a.

aus den Ncll. principalis und spinalis des Nervus trigeminus (Benninghoff 2014 ).

1.2.2. Bedeutung des Thalamus

In spezifischen Kernen des Thalamus werden — mit Ausnahme des olfaktorischen Systems —
alle peripheren somatosensorischen Afferenzen neuronal verschaltet, bevor sie entsprechend
ihrer Modalitat zu einem spezifischen Kortexareal gelangen. So handele es sich beim
Thalamus nach einem vielzitierten Bonmot um das ,Tor zum Bewusstsein® (Pape et al. 2005;

Benninghoff 2014 ). Allerdings stellt der Thalamus keine bloRe Relaisstation von sensorischer
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Information auf dem Weg zum Kortex dar, sondern bildet mit diesem eine hochgradig vernetzte
Einheit zur dynamischen Modulierung und Prozessierung sensorischer Signale (Sherman und
Guillery 2002; Grant, Hoerder-Suabedissen und Molnar 2012). Dies wird auch dadurch
verdeutlicht, dass die Zahl der rlcklaufenden, kortikothalamischen Nervenfasern die
thalamokortikalen Verbindungen um das Funf- bis Zehnfache Ubersteigt (Mitrofanis und
Guillery 1993; Jones 1998). Insbesondere der komplexen und diffusen Verschaltung
unspezifischer thalamischer Kerne, u. a. mit Assoziationskortizes und dem limbischen System,
wird eine essenzielle Bedeutung flir multimodale Informationsverarbeitung und Integration
kortikokortikaler Kommunikation zugeschrieben (Mashour und Alkire 2013; Palanca, Avidan
und Mashour 2017).

In diesem Zusammenhang ist schon seit Langerem der Einfluss des Thalamus auf die
physiologischen Zustande von Wachheit und Schlaf von Interesse. Auf zellularer Ebene zeigt
sich, dass TK-Schaltneurone zwei unterschiedliche Funktionszustande einnehmen kénnen. Im
sog. ,tonischen Modus* generieren TK-Schaltneurone in schneller Abfolge viele
Aktionspotenziale in einem tonischen Erregungsmuster. Dies scheint eine wichtige Grundlage
fur Signalverarbeitung im Zustand der Wachheit zu sein (Pape et al. 2005; Franks 2008).
Demgegenuber wechseln TK-Schaltneurone mit zunehmender Schlaftiefe in den sog. ,Burst-
Modus®, welcher durch die langsame, rhythmische Produktion von Aktionspotenzialfolgen
charakterisiert ist. Grundlage hierfir ist die spontane Schrittmacheraktivitdt von TK-
Schaltneuronen im Burst-Modus (Pape et al. 2005). Im Zusammenspiel mit inhibitorischen
Neuronen des NRT entstehen Oszillationen, die in der Folge im TK-Netzwerk synchronisieren
und mittels Elektroenzephalographie (EEG) in Abhangigkeit vom Schlafstadium als sog.
Schlafspindeln? und 8-Wellen® abgeleitet werden kénnen (Steriade, McCormick und Sejnowski
1993; McCormick und Bal 1997). Diesen synchronisierten Oszillationen wird eine Filterfunktion
durch Dekorrelation der sensorischen Signaltransmission zwischen Thalamus und Kortex
zugeschrieben. (Le Masson et al. 2002; Pape et al. 2005). MaRgebliche Determinante der
unterschiedlichen Funktionszustande ist das Membranpotenzial der TK-Schaltneurone. Durch
Hyperpolarisation des Membranpotenzials auf Werte ab -75 mV kommt es zum Burst-Modus,
wohingegen eine Depolarisation auf Werte ab -55 mV zum tonischen Modus fuhrt (McCormick
und Bal 1997), siehe Abbildung 2. Die Regulierung des Membranpotenzials und somit des
Funktionszustandes von TK-Schaltneuronen wiederum unterliegt verschiedenen Einfliissen.
Hierzu zahlen insbesondere exzitatorischer Input von kortikothalamischen Projektionen sowie
dem Arousal-System (Hemmings et al. 2019), wohingegen die inhibitorische Komponente vor

allem durch Neurone des NRT ausgelibt wird (Sherman und Guillery 1996). Darlber hinaus

2 Schlafspindeln: Oszillationen mit einer Frequenz von 12—14 Hertz, die wéahrend des Ubergangs von
Wachheit zu Schlaf im Abstand von wenigen Sekunden auftreten (Buzsaki 2006)
3 5-Wellen: Oszillationen mit einer Frequenz von 0,5—4 Hertz mit hoher Amplitude, die typischerweise
wahrend Tiefschlafphasen abgeleitet werden kdnnen (Buzsaki 2006)
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existiert eine extraretikulare Inhibition von TK-Schaltneuronen, etwa durch Neurone der Zona
incerta oder des Ncl. pretectalis anterior (Bartho, Freund und Acsady 2002; Bokor et al. 2005).
Zudem spielt die Ausstattung von TK-Schaltneuronen mit spezialisierten lonenkanalen eine

wichtige Rolle fiir die Regulierung ihres Ruhemembranpotenzials (RMP) (Meuth et al. 2006).
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Abb. 2: Aktivitaitsmuster im thalamokortikalen Netzwerk (Pape et al. 2005)

Vereinfacht dargestellt sind die Bestandteile des TK-Netzwerks, die durch ihre reziproke Verschaltung
Netzwerkoszillationen ermdglichen. Hyperpolarisation der TK-Schaltneurone fiihrt zu einem rhythmisches
Erregungsmuster mit Aktionspotenzial-Salven (sog. Burst-Modus) und bedingt synchronisierte Oszillationen im TK-
Netzwerk. Diese lassen sich als typische Schlafwellen im EEG ableiten. Tonische Serien von Aktionspotenzialen
kennzeichnen den sog. tonischen Modus und werden durch Depolarisation von TK-Schaltneuronen induziert. Im
EEG zeigt sich ein niedrigamplitudiges, hochfrequentes Erregungsmuster, welches unter Wachheit abgeleitet
werden kann. (+: exzitatorische Verbindungen; -: inhibitorische Verbindungen; EEG-Spuren und Einzellableitungen
von TK-Schaltneuronen im Corpus geniculatum laterale pars dorsalis des Thalamus bei Ratten in vivo und in
Schnittpraparaten in vitro). Text verandert nach Pape et al. 2005.

1.2.3. Andésthetika und das thalamokortiale Netzwerk

Die Vermutung, der anasthetikavermittelte Bewusstseinsverlust kdnnte zumindest teilweise
den Thalamus involvieren, wird schon allein durch die Beobachtung gestitzt, dass die meisten
Anasthetika schlafdhnliche EEG-Veranderungen induzieren und dies eine Hyperpolarisation
von TK-Schaltneuronen voraussetzt (Franks 2008). So fiihren Sevofluran und Propofol
wahrend und nach Eintritt des Bewusstseinsverlusts zu einer Verschiebung des EEG-
Frequenzbandes Richtung niederfrequenter und hochamplitudiger &- und 8-Wellen* (Gugino
et al. 2001; Chander et al. 2014). Bei genauerer Betrachtung bleibt jedoch vieles umstritten:

so koénnte niederfrequente EEG-Aktivitdt weder notwendig noch ausreichend fir den

4 B-Wellen: Oszillationen mit einer Frequenz von 0,5 — 4 Hertz, die insbesondere bei Schlafrigkeit und
wahrend der friihen Schlafstadien zu beobachten sind (Buzsaki 2006)
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Bewusstseinsverlust sein, da sich zum einen unter Ketamin- und Distickstoffmonoxid-Narkose
ein aktiviertes EEG zeigt, zum anderen pathologische Zustande der Wachheit mit Delta-
Aktivitat beschrieben wurden (Voss und Sleigh 2007). Somit ist trotz intensiver
Forschungsbemuhungen die genaue Bedeutung des Thalamus im Rahmen des
anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts nach wie vor umstritten und es werden

verschiedene Hypothesen diskutiert (Mashour und Alkire 2013).

Funktionelle Bildgebungsstudien des Gehirns zeigten wiederholt, dass volatile und intravendse
Anasthetika den relativen Glukosemetabolismus und die regionale Durchblutung im Thalamus
signifikant reduzieren (Alkire et al. 1999; Fiset et al. 1999; Kaisti et al. 2002; Alkire, Hudetz und
Tononi 2008).° Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde postuliert, dass Anéasthetika mittels
unterschiedlicher Mechanismen eine Blockade von TK-Schaltneuronen durch
Hyperpolarisation bewirken und der Thalamus somit gleichsam als Schalter fir den
anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlust fungieren konnte (Alkire, Haier und Fallon 2000).
Als weitere Belege fir diese Theorie werden tierexperimentelle Studien an Ratten
herangezogen, in denen jeweils durch Injektion von Nikotin sowie einen Antikérper gegen
spannungsabhangige Kaliumkanale in den zentromedialen Thalamus die Wirkung von
Narkosen mit volatilen Anasthetika (Sevofluran und Desfluran) aufgehoben werden konnte
(Alkire et al. 2007; Alkire et al. 2009). Umgekehrt induzierte die Injektion von direkten und
indirekten gamma-aminobutyric-acid Typ A Rezeptor (GABAa-R)-Agonisten in die
intralaminare Kerngruppe des Thalamus von Ratten schnelle Bewusstlosigkeit und
entsprechende EEG-Veranderungen (Miller und Ferrendelli 1990). Zudem gibt es Hinweise,
dass Patienten mit schweren Hirnschaden, die sich in einem Zustand minimalen Bewusstseins
oder einem vegetativen Zustand befinden, von Tiefenhirnstimulation des Thalamus profitieren
kénnen (Giacino et al. 2012; Magrassi et al. 2016). Allerdings ist die Hypothese, Anasthetika
wurden thalamokortikale Konnektivitdt einfach abschalten oder abschwachen, aufgrund
neuerer Studienergebnisse einer deutlich differenzierteren Betrachtungsweise gewichen.
Daten aus einer funktionellen Bildgebungstudie ergaben, dass es unter Sevofluran sogar zu
einer verstarkten thalamischen Konnektivitat mit der supplementar-motorischen Rinde und der
Inselrinde kommt (Martuzzi et al. 2010). Zudem scheint Propofol weitaus starker die
funktionelle Konnektivitat zwischen nichtspezifischen thalamischen Kernen und dem Kortex zu
reduzieren, als es bezliglich der — fir die sensorische Transmission verantwortlichen —
spezifischen thalamischen Kerne der Fall ist (Liu et al. 2013). Entsprechend konnte
demonstriert werden, dass unter Sevoflurannarkose insbesondere die thalamische

Konnektivitat mit frontoparietalen Kortexarealen und der Pars posterior des Gyrus cinguli

5 Diese Aussage gilt jedoch nicht fiir Ketamin, welches zu einer Erhéhung des Glukosemetabolismus
im Thalamus fihrt (Langsjo et al. 2005)
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dosisabhangig beeintrachtigt wird, wohingegen die thalamische Konnektivitat mit

sensorischen Kortexarealen erhalten bleibt (Ranft et al. 2016).

Demgegentber koénnten Andasthetika auch primar Prozesse im Kortex induzieren, die zu
Bewusstlosigkeit fuhren. Veranderungen im Thalamus waren in diesem Fall lediglich die Folge
verminderter kortikaler Aktivitat als Ausdruck eines Top-Down-Mechanismus. (Mashour und
Alkire 2013; Jordan et al. 2013; Raz et al. 2014). Hierfur sprechen etwa simultane
elektrophysiologische Ableitungen von kortikalen und subkortikalen Signalen bei Parkinson-
Patienten, die bei Narkoseinduktion mittels Sevofluran oder Propofol hauptsachlich kortikal
abgeleitete Signalveranderungen zeigten (Velly et al. 2007). Andererseits existieren
Erkenntnisse aus einer neueren tierexperimentellen Studie an Ratten, in der die Auswertung
lokaler Feldpotenziale ergab, dass bei Narkoseinduktion mit Propofol Aktivitatsveranderungen
im zentromedialen Thalamus Veranderungen im Neokortex vorausgehen (Baker et al. 2014).
Auf Grundlage von EEG-Daten wurden verschiedene Top-Down-Anséatze postuliert. So kbénne
Sevofluran beispielsweise mittels Unterbrechung von sog. Phasen-Amplituden-Kopplung im
Bereich des parietalen Kortex zu Bewusstlosigkeit flihren (Blain-Moraes et al. 2015). Ein
weiterer kortikaler Mechanismus konnte in der Dampfung frontaler Feedback-Projektionen
liegen, was zu einer gestorten Interaktion zwischen frontalen und parietalen Regionen der
GroBhirnrinde fuhren soll (Blain-Moraes et al. 2015; Ranft et al. 2016). Die Beurteilung der
Bedeutung von Top-Down-Mechanismen im Gegensatz zu Botfom-Up-Prozessen fiir den
anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlust bleibt in der Zusammenschau letztlich umstritten

(Hemmings et al. 2019).

SchlieBlich wird die Bedeutung des Thalamus fur die Aufrechterhaltung von Bewusstsein
durch tierexperimentelle Studien in Frage gestellt, in denen Katzen (Villablanca 2004) und
Ratten (Fuller et al. 2011) der Thalamus entfernt wurde. In beiden Fallen zeigte sich, dass
athalamische Tiere noch zu Interaktion und Verhaltensweisen fahig sind sowie ein aktiviertes
EEG-Signal aufweisen. Allerdings bleibt das AusmalR des Wahrnehmungsvermoégens dieser
Tiere unklar und beobachtete Veranderungen in thalamischer Aktivitdt durch Anasthetika
lediglich als Epiphdnomen zu betrachten, ware wohl zu kurz gegriffen (Mashour und Alkire
2013).

Insgesamt bleibt die Feststellung, dass dem Thalamus im Zusammenspiel mit kortikalen
Prozessen eine bedeutende Funktion im Rahmen des anasthetikavermittelten
Bewusstseinsverlusts zuzukommen scheint. Insbesondere die Funktion unspezifischer TK-
Netzwerke riickt zunehmend in den Fokus des Wissenschaft (Liu et al. 2013). Hingegen bleibt
es aufgrund der komplexen Vernetzung methodisch schwierig, thalamische von kortikalen
Einflissen zu isolieren und somit Fragen nach Kausalitdt oder Bedeutung einzelner

Komponenten zu beantworten (Palanca, Avidan und Mashour 2017).
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1.3. Molekulare Wirkmechanismen von Anasthetika

Doch wie lasst sich die Wirkweise von Anasthetika auf neuronaler Ebene erklaren? Historisch
wurden mindestens 17 verschiedene Versuche unternommen, eine vereinheitlichte Theorie
Uber die zellulare Grundlage des pharmakologisch induzierten Bewusstseinsverlusts zu
formulieren. Ausgehend von der sog. Meyer-Overton-Regel Uber die Korrelation der
anasthesiologischen Wirkstarke von chemischen Verbindungen mit ihrer Fettldslichkeit wurde
zumeist postuliert, dass Anasthetika durch unspezifische Interaktionen mit der Lipid-
Doppelschicht von Nervenzellen deren physikochemische Eigenschaften verdndern
(Krasowski 2003).

Demgegenuber setzte sich die Erkenntnis durch, dass Anasthetika Uber eine Interaktion mit
Proteinen an spezifischen molekularen Zielstrukturen wirken (Franks und Lieb 1982; Rudolph
und Antkowiak 2004; Franks 2008). Uber die Jahre konnten verschiedene Rezeptor- und
lonenkanal-Klassen identifiziert werden, welche theoretisch formulierten Kriterien gentigen
(Hemmings et al. 2005) und in das Zentrum wissenschaftlicher Forschung riickten. So konnten
im Fall von Sevofluran elektrophysiologische Effekte auf GABAA-R, N-Methyl-D-Aspartat
Rezeptoren (NMDA-R), nikotinerge  Acetylcholinrezeptoren, = spannungsabhangige
Natriumkanale, K*-Tandemporen (Kzp)-Kanale, Glycinrezeptoren sowie hyperpolarization-
activated cyclic nucleotide-gated (HCN)-Kanale in unterschiedlichen Neuronenpopulationen
nachgewiesen werden (Kopp Lugli, Yost und Kindler 2009; Palanca, Avidan und Mashour
2017).

Dabei hat sich inzwischen mehrheitlich die Ansicht durchgesetzt, dass nicht eine einzelne
molekulare Zielstruktur allein oder Gberwiegend fiir die Induktion von Narkose verantwortlich
ist, wie beispielsweise zwischenzeitlich postuliert fir NMDA-R (Flohr, Glade und Motzko 1998)
oder GABAA-R (Zimmerman, Jones und Harrison 1994), sondern Anasthetika unterschiedliche
Rezeptoren und lonenkandle substanzspezifisch pharmakologisch beeinflussen (Franks
2008). Eine differenzierte Modulierung auf molekularer Ebene entspricht auch der
Beobachtung, dass sich gebrauchliche Anasthetika in ihrer klinischen Wirkungsweise
unterscheiden (Grasshoff et al. 2006).

Im Folgenden soll auf die beiden Zielstrukturen, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht

wurden, genauer eingegangen werden: HCN-Kanale und GABAA-R.

11



Einleitung

1.3.1 HCN-Kanéle

Die HCN-Kanalfamilie (fir hyperpolarisation-activated, cyclic nucleotide-gated) besteht aus
den vier Isoformen HCN Typ 1-4 (HCN1-HCN4) und wird zur Superfamilie der
spannungsabhangigen Kaliumkanale gerechnet. HCN-Kanale unterscheiden sich aber in
vielen Eigenschaften deutlich von den ubrigen Vertretern dieser Gruppe (Biel et al. 2009;
Riegelhaupt, Tibbs und Goldstein 2018). Als heteromultimere lonenkanale, die jeweils aus
sechs Transmembransegmenten (S1-S6) bestehen und schwach selektiv flir Natrium- und
Kaliumionen sind, werden HCN-Kanale durch Hyperpolarisation — nicht Depolarisation — der
Zellmembran Uber das RMP hinaus aktiviert und demonstrieren keine spannungsabhangige
Inaktivierung (Biel et al. 2009; He et al. 2014). Als weitere namensgebende Besonderheit
weisen HCN-Kanale am Carboxy-terminalen Ende von S6 eine Bindungsdomane fur zyklische
Nukleotide des Intrazellularraums auf. Die Bindungsdomane wirkt dabei in Abwesenheit von
cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) inhibitorisch auf die HCN-Kanal-Aktivierung,
dieser Effekt kann durch die Bindung von cAMP aufgehoben werden (Wainger et al. 2001).
Dabei demonstrieren insbesondere HCN2 und HCN4 eine besonders hohe Sensitivitat
gegenuber cAMP (Wang, Chen und Siegelbaum 2001; Stieber et al. 2003). Weiterhin findet
sich eine relevante Modulation der HCN-Kanal-Funktion durch die vorherrschende
Wasserstoffionenkonzentration bzw. den pH-Wert (Stevens et al. 2001), Phosphatid- und
Arachidonsaure (Fogle et al. 2007) sowie Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (Pian et al.
2007).

Die Aktvierung von HCN-Kanalen durch Hyperpolarisation resultiert in einem einwarts
gerichteten, gemischten Kationenstrom, der im Fall von Neuronen als Iy, (fir hyperpolarisation-
activated) bezeichnet wird (Pape 1996; Goldstein 2015). Der Grad der Aktivierung ist
spannungsabhangig, wobei die Aktivierungskinetik von der jeweils regional exprimierten
Isoform-Zusammensetzung abhangt (He et al. 2014). Dabei konnte mittels In-situ-
Hybridisierung in einer Studie an Mausen demonstriert werden, dass die Transkripte jeder
HCN-Kanal-Isoform eine einzigartige Verteilung im Gehirn aufweisen (Moosmang et al. 1999).
Im Fall von TK-Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes dominieren HCN2 und HCN4
(Moosmang et al. 1999). Eine genauere Betrachtung der neuronalen Kompartimente ergab
zudem, dass HCN2 und HCN4 sich nicht einheitlich auf der Zellmembran von TK-
Schaltneuronen verteilen. Vielmehr zeigt sich eine deutliche Immunmarkierung von HCN2 und
HCN4 im Bereich des Somas mit ausgepragter Kolokalisation, wohingegen dendritische
Dornfortsatze nur HCN2 und Axonterminale gar keine HCN-Kanale exprimieren (Abbas, Ying
und Goldstein 2006). Quantitativ scheinen HCN2, die eine mittelschnelle Aktivierungskinetik
aufweisen (He et al. 2014), den grofiten Anteil an der Generierung von somatischem Inin TK-
Schaltneuronen zu haben (Ludwig et al. 2003; Abbas, Ying und Goldstein 2006), wobei HCN4
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als langsamste Kanale (Wahl-Schott und Biel 2009) eine modulierende Funktion einnehmen
kénnten (Pape et al. 2005).

I vermittelt eine Depolarisation der Zellmembran, bis das Schwellenpotenzial
spannungsabhangiger Kalziumkanale erreicht wird. Diese vermitteln den sog. T-Typ
Kalziumstrom (,T“ steht flr transient), der in einer schnellen Aktionspotenzialfolge (sog.
Bursts) resultiert (Pape et al. 2005). Somit fungieren HCN-Kanale als molekularer
Schrittmachermechanismus fir rhythmische Oszillationen und bestimmen deren Periodizitat,
sowohl im TK-Netzwerk als auch in anderen neuronalen Netzwerken (Luthi und McCormick
1998; Pape et al. 2005; Abbas, Ying und Goldstein 2006). Dabei werden diese Oszillationen
als ein zentraler Mechanismus flir eine Reihe von grundlegenden Prozessen angesehen
(Wahl-Schott und Biel 2009), u. a. Wahrnehmung und Verarbeitung von sensorischen Reizen
sowie Lernen und Gedachtnis. Zudem spielen sie eine wichtige Rolle im Zusammenhang von
Wachheit und Schlaf (Buzsaki 2006; Calabro et al. 2015). Im Zusammenspiel mit anderen
lonenkanalen regulieren HCN-Kanale u. a. den Membranwiderstand Rwm (/nput-Resistance),
die zeitliche Integration von synaptischer Transmission an Dendriten, die Erregbarkeit und das
RMP von Neuronen (Pape 1996; Abbas, Ying und Goldstein 2006; He et al. 2014), wobei im
Fall von TK-Schaltneuronen Interaktionen zwischen HCN2-Kanalen und sog. TASK3-Kzp-
Kanalen malRgebend fir die Einstellung des RMPs sind (Meuth et al. 2006).

In den vergangenen Jahren rickten HCN-Kanale verstarkt als potenzielle molekulare
Zielstrukturen fur Anasthetika in den Fokus der Wissenschaft, insbesondere wegen ihres
Einflusses auf TK-Schaltneurone (Franks 2008; Goldstein 2015). Im Fall von TK-
Schaltneuronen zeigten Studien bereits eine Wirkung von Propofol (Ying et al. 2006), Halothan
(Budde et al. 2008) sowie von Xenon (Mattusch et al. 2015) auf HCN2-Kanale. Der Einfluss
der volatilen Anasthetika Isofluran und Sevofluran in klinisch relevanten Dosierungen wurde
insbesondere im Zusammenhang mit HCN1-Kandlen in unterschiedlichen neuronalen
Kontexten nachgewiesen (Chen et al. 2005; Chen et al. 2009; Zhou et al. 2015).

1.3.2 GABAs-Rezeptoren

In jeder Saugetierart stellt Gamma-aminobutyric acid (GABA) den wichtigsten inhibitorischen
Neurotransmitter des adulten ZNS dar. Die Wirkung wird hauptsachlich Gber ubiquitar
vorkommende GABAAa-R, die insbesondere fur Chlorid-lonen durchlassig sind, vermittelt
(Olsen und Sieghart 2009). Durch Bindung des endogenen Liganden GABA an GABAA-R
kommt es in Abhangigkeit vom RMP und des transmembrandsen elektrochemischen Chlorid-
Gradienten in den meisten adulten Neuronen zu einem Einwartsfluss von Anionen mit
konsekutiver Hyperpolarisation, wodurch neuronale Aktivitat inhibiert wird (Speigel, Bichler

und Garcia 2017). Selbstverstandlich existieren von diesem Lehrbuchdogma auch
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Ausnahmen. Denn in unreifen, sich entwickelnden Neuronen, die noch nicht den K*-CI-
Kotransporter exprimieren und somit keinen transmembrandsen, elektrochemischen
Gradienten etablieren kénnen, wirkt GABA depolarisierend (Rivera, Voipio und Kaila 2005;
Ben-Ari 2015). Und selbst im Fall von adulten Neuronen gibt es Hinweise auf eine

depolarisierende und somit exzitatorische GABAa-R-Aktivierung (Stein und Nicoll 2003).

GABAA-R sind ionotrope Rezeptoren und bestehen als Heteropentamere aus finf
verschiedenen Untereinheiten, die einen zentralen lonenkanal formen. Bisher wurden 19
verschiedene Untereinheiten beschrieben (a1-6, p1-3, y1-3, 8, ¢, 6, ™ und p1-3) (Franks
2008; Olsen und Sieghart 2009). Theoretisch ware somit eine Vielzahl an
Kombinationsmdglichkeiten denkbar, allerdings werden lediglich neun Konfigurationen in
signifikantem Umfang im ZNS exprimiert (Olsen und Sieghart 2008). Die Zusammensetzung
scheint bestimmten Regeln zu folgen und die meisten natirlich vorkommenden GABAa-R
enthalten zwei a-, zwei B- und entweder eine y- oder eine d-Untereinheit, die eine bestimmte
Anordnung zueinander einnehmen (Farrant und Nusser 2005; Speigel, Bichler und Garcia
2017). Dabei zeigt sich ein differenziertes Expressionsmuster von GABAA-R Untereinheiten
und Konfigurationen in Abhangigkeit von der Hirnregion (Wisden et al. 1992; Pirker et al. 2000),
des Neuronentyps (Lee und Maguire 2014) und des betrachteten neuronalen
Zellkompartiments (Sieghart und Sperk 2002).

Im Zusammenhang mit GABAa-R-vermittelter Transmission werden zwei unterschiedliche
Formen der Inhibition unterschieden: eine Aktivierung synaptischer GABAa-R fuhrt zu
phasischer Inhibition, wohingegen extrasynaptische GABAAa-R tonische Inhibition vermitteln
(Farrant und Nusser 2005; Bonin und Orser 2008). Auch hier spielt die Untereinheiten-

Zusammensetzung eine entscheidende Rolle (Speigel, Bichler und Garcia 2017).

1.3.2.1 Phasische Aktivierung von GABAs-R

Diese Form der GABAa-R-vermittelten Inhibition findet an GABAergen Synapsen statt. Die
Aktionspotenzial-abhangige Freisetzung von hohen GABA-Konzentrationen aus Vesikeln des
prasynaptischen Nervenendes in den synaptischen Spalt fiihrt zu einer kurzen Aktivierung von
postsynaptischen GABAa-R-Clustern, die eine eher geringe Affinitdt fur GABA und eine
schnelle Desensitisierungszeit aufweisen (Mody und Pearce 2004). In den meisten adulten
Neuronen kommt es aufgrund des nach intrazellular gerichteten Flusses von Anionen zu einer
hyperpolarisierenden Antwort, dem sog. inhibitory postsynaptic potential (IPSP) (Bonin und
Orser 2008). Sowohl die Erhéhung der Leitfahigkeit der Zellmembran flir Anionen als auch die
konsekutive Hyperpolarisation des Transmembranpotentials reduzieren die unmittelbare
Auftretenswahrscheinlichkeit fur Aktionspotentiale und wirken somit inhibitorisch (Farrant und

Nusser 2005). Zudem werden die funktionellen Eigenschaften des GABAA-R durch seine
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Rezeptorkinetik beeinflusst. Man nimmt an, dass der synaptische GABAA-R
Konformationsanderungen durchlauft und zwischen verschiedenen offenen, desensibilisierten
und geschlossenen Zustanden wechselt (Burkat, Yang und Gingrich 2001). Unterschiede der

Rezeptorkinetik in verschiedenen Zelltypen werden dabei auf spezifische Untereinheiten-

Konfigurationen von synaptischen GABAa-R zurlckgefihrt (Bacci et al. 2003). Siehe auch
Abbildung 3.

Extrasynaptisch

Synaptisch

Antagonist

Anésthetikum

ITI}I'IiSI:h

Abb. 3: Synaptische und extrasynaptische GABAA-R (Bonin und Orser 2008)

GABA wird auf Aktionspotenziale hin in den synaptischen Spalt freigesetzt und fiihrt zu einer kurzen Aktivierung
von GABAA-R in der postsynaptischen Membran. Hieraus resultiert ein sog. inhibitorischer postsynaptischer Strom
(inhibitory postsynaptic current, IPSC) von kurzer Dauer, da GABA diffundiert oder wieder in die Prasynapse
aufgenommen wird. Zudem unterliegen synaptische GABAa-R einer Desensitisierung. Extrasynaptische GABAa-R
werden von GABA niedriger Konzentration im Extrazellularraum aktiviert, das aus Synapsen ,uberlauft® oder
unabhéngig von synaptischen Mechanismen freigesetzt wird. Diese Rezeptoren zeigen nur eine schwache
Desensitisierung und produzieren eine kontinuierliche, tonische Inhibition. Diese tonische Inhibition kann durch die
Applikation von GABAa-R-Antagonisten demaskiert werden. Viele Anasthetika verstarken in klinisch relevanten
Dosierungen die tonische Inhibition. Text und Abbildung verandert nach Bonin und Orser (2008).

Hinsichtlich der im Rahmen dieses Promotionsvorhabens untersuchten TK-Schaltneurone des
VB-Kernkomplexes finden sich vor allem synaptische GABAA-R vom Typ a1pxy2 als Vermittler
der phasischen Inhibition (Peden et al. 2008; Herd et al. 2013).
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Insgesamt erlaubt die phasische Aktivierung von GABA-R in zeitlicher und rdumlicher Hinsicht
eine prazise und schnelle Form der inhibitorischen Transmission, was als
Grundvoraussetzung fur die Generierung rhythmischer Aktivitat in neuronalen Netzwerken gilt
(Farrant und Nusser 2005; Buzsaki 2006). Im Kontext des TK-Netzwerks konnte die
Bedeutung phasischer Inhibition fur die Regulierung oszillatorischer Synchronitat demonstriert

werden (Huntsman et al. 1999; Fogerson und Huguenard 2016).

1.3.2.2 Tonische Aktivierung GABAs-R

Bereits frih wurde postuliert, dass GABA nicht nur an schneller synaptischer Transmission
beteiligt sei, sondern mittels tonischer Aktivierung extrasynaptischer Rezeptoren auch eine
langsamere Form der Zellkommunikation vermitteln kénnte (Mody 2001). Dem liegt die
Beobachtung zugrunde, dass sich GABAa-R nicht nur in postsynaptischen Membranen
inhibitorischer Synapsen finden, sondern auch in erheblichem Umfang in extrajunktionalen
Membranen des neuronalen Somas sowie von Axonen oder Dendriten (Kullmann et al. 2005).
In adulten Neuronen des ZNS® gelang der Nachweis von tonischer, GABAa-R-vermittelten
Inhibition erstmals in Kérnerzellen des Cerebellums von Ratten (Kaneda, Farrant und Cull-
Candy 1995). Seitdem konnte fiir eine Vielzahl von Hirnregionen und Neuronenpopulationen
die Existenz einer tonischen Inhibition via GABAa-R demonstriert werden (Farrant und Nusser
2005; Bonin und Orser 2008). Klassischerweise wird angenommen, dass auch die Aktivierung
der extrasynaptischen GABAa-R durch die Bindung von GABA erfolgt. Dieses findet sich als
sog. ,Umgebungs-“ oder ,Uberlauf-“GABA (ambient oder spillover GABA) in niedrigerer
Konzentration im Interzellularraum des Nervengewebes, wohin es durch unterschiedliche
Mechanismen gelangen soll. So wurde postuliert, es wurde aus ,uberlaufenden Synapsen
dorthin entweichen (Farrant und Nusser 2005) oder aktiv von Astrozyten sezerniert werden
(Kozlov et al. 2006), aber auch verwandte Neurotransmitter-Analoga wie Taurin oder B-Alanin
koénnten anteilig tonische Inhibition vermitteln (Cavelier et al. 2005). Die Bedeutung von GABA-
unabhangigen, sich spontan 6ffnenden extrasynaptischen GABAA-R ist Gegenstand aktueller
Forschungsarbeiten, ihr Anteil an der GABAa-R-vermittelten tonischen Inhibition soll aber
signifikant sein (O'Neill und Sylantyev 2019). Extrasynaptische GABAA-R demonstrieren eine
hohere Affinitat fir GABA sowie wenig bis keine Desensitisierung in Anwesenheit hoher
GABA-Konzentrationen (Yeung et al. 2003), so dass sie eine kontinuierliche Inhibition

generieren kdnnen (Speigel, Bichler und Garcia 2017). Siehe auch Abbildung 3.

Auch im Fall der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten TK-Schaltneuronen des VB-

Kernkomplexes konnte die Existenz einer bedeutenden tonischen Inhibition durch

6 Der erste Nachweis von tonischer Inhibition durch extrasynaptische GABAA-R erfolgte im peripheren
Nervensystem (Brown et al. 1979).
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extrasynaptische GABAA-R nachgewiesen werden, die zudem den gréf3ten Anteil an der
gesamten inhibitorischen Transmission zu haben scheint (Belelli et al. 2005; Cope, Hughes
und Crunelli 2005; Jia et al. 2005). Dabei finden sich extrasynaptische GABAA-R vom Typ
0432/35 sowie a4p2/3y2, wobei Typ a4p256 dominiert (Sur et al. 1999; Peden et al. 2008; Herd
et al. 2013).

Funktional beeinflusst tonische Inhibition insbesondere die Leitfahigkeit einer Zelle fir
exzitatorischen Input. Durch erhohte tonische Inhibition kommt es zur Abnahme von Grélke
und Dauer des sog. exzitatorischen postsynaptischen Potenzials (EPSP), welches durch sog.
exzitatorische postsynaptische Stréme (excitatory postsynaptic currents, EPSCs)
hervorgerufen wird. Somit wird die Generierung eines konsekutiven Aktionspotentials weniger
wahrscheinlich (Farrant und Nusser 2005). Erhdhte Aktivitat extrasynaptischer GABAA-R im
Thalamus flihrt zu einer Hyperpolarisation von TK-Schaltneuronen und bahnt somit den
Ubergang in den Burst-Modus (Cope, Hughes und Crunelli 2005; Herd et al. 2013). Auf diese
Weise konnte verstarkte tonische Inhibition zu Rhythmogenese und erhdéhter Synchronitat von
Oszillationen im TK- sowie anderen neuronalen Netzwerken, etwa dem Hippocampus,
beitragen (Mann und Mody 2010; Fogerson und Huguenard 2016). Bemerkenswerterweise
konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von extrazellularem GABA im Hippocampus
von Ratten auch durch psychologische Stressoren beeinflusst wird (de Groote und Linthorst
2007). Dies kénnte einen Mechanismus darstellen, wie lokalisierte Prozesse als Folge von
Verhalten und Physiologie durch parakrine Effekte zu einer globaleren Modulation neuronaler

Netzwerke beitragen kénnen (Speigel, Bichler und Garcia 2017).

1.3.2.3 Untereinheiten-Zusammensetzung und Anédsthetika

GABAA-R werden als eine der pharmakologischen Hauptangriffspunkte flir Anasthetika
angesehen (Franks 2008; Garcia, Kolesky und Jenkins 2010). Auch bezuglich ihrer Sensitivitat
gegenuber dieser Arzneimittelklasse zeigen sich profunde Unterschiede zwischen synaptisch-
phasischen Rezeptoren und extrasynaptisch-tonischen Rezeptoren (Olsen und Sieghart 2008;
Speigel, Bichler und Garcia 2017). So werden zwar so gut wie alle Untereinheiten von
Anasthetika beeinflusst, allerdings scheinen extrasynaptische GABAa-R deutlich sensitiver auf
Anasthetika zu reagieren (Bonin und Orser 2008). In klinisch relevanten Dosierungen wirken
Anasthetika in der Regel als positive allosterische Modulatoren des GABAa-R (Garcia, Kolesky
und Jenkins 2010). Dabei weisen unterschiedliche Anasthetika teilweise spezifische Rezeptor-
Bindungsstellen auf und demonstrieren ein hohes Mall an Selektivitdt, was die Uberaus
differenzierte pharmakologische Wirkung einzelner Substanzen in Abhangigkeit von der
Untereinheiten-Zusammensetzung erklaren kénnte (Woll et al. 2018). Sowohl fur die volatilen
Anasthetika Halothan, Enfluran und Isofluran (Kotani und Akaike 2013) als auch fur Sevofluran

(Wu, Harata und Akaike 1996; Sebel et al. 2006) konnte eine Verstarkung von GABAa-R-
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vermittelter phasischer Inhibition nachgewiesen werden. Bezuglich der Effekte von Sevofluran
auf die tonische Inhibition ist die Datenlage bisher aulierst dirftig. So weisen Ableitungen von
mechanisch isolierten CA1 Neuronen des Hippocampus von Ratten (Ogawa et al. 2011) sowie
von postnatalen Neuronen im Striatum von Mausen (Ando et al. 2014) auf eine Verstarkung
der tonischen Inhibition durch Sevofluran hin. Verwandte Studien zeigten, dass Isofluran in
Pyramidenzellen des Hippocampus von Mausen die tonische Inhibition verstarkt, welche von
GABAA-R mit der Untereinheit a5 vermittelt wird (Caraiscos et al. 2004). Im Fall von TK-
Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes konnte ein ahnlicher Effekt auf die tonische Inhibition
durch Etomidat festgestellt werden (Belelli et al. 2005).

Im Rahmen dieses Promotionsprojekts soll u. a. die Rolle der GABAa-R-Untereinheit a4 fur die
Wirkung von Sevofluran auf phasische und tonische Inhibition in TK-Schaltneuronen des
thalamischen VB-Kernkomplexes genauer eruiert werden. Hierfir kommen Mause mit einem
konventionellen a4-Knockout (a4”) zum Einsatz. Die a4-Untereinheit weist eine hohe
Expression im Thalamus auf, wo sie in Assoziation mit der &-Untereinheit und einer B-
Untereinheit mafigeblich an der Vermittlung tonischer Inhibition beteiligt ist (Pirker et al. 2000;
Farrant und Nusser 2005; Peng et al. 2014). Hierfir spricht auch, dass es in Ableitungen von
TK-Schaltneuronen bei a4’ -Mausen nicht mehr gelang, tonische Inhibition nachzuweisen
(Chandra et al. 2006). Erwartungsgemaly befinden sich GABAa-R mit der a4- und -
Untereinheit hauptsachlich peri- und extrasynaptisch (Sun, Sieghart und Kapur 2004; Jia et al.
2005). Beide Untereinheiten weisen nicht nur eine hohe Rate an Kolokalisation im Wildtyp auf
(Jia et al. 2005), sondern zeichnen sich dartiber hinaus durch eine bevorzugte Partnerschaft
aus: in 6-Knockout-Mausen kommt es zu einer starken Abnahme der a4-Expression (Peng et
al. 2002), umgekehrt vermindert sich die 3-Expression in a4”-Mé&usen (Peng et al. 2014).
Funktionell wurde eine erhdhte a4-Expression im Zusammenhang mit unterschiedlichen
Epilepsie-Modellen (Brooks-Kayal et al. 1998; Rajasekaran et al. 2010) sowie chronischem
Alkoholkonsum (Mahmoudi et al. 1997; Cagetti et al. 2003) festgestellt. Zudem deuten
Studienergebnisse darauf hin, dass a4p5-GABAAa-R Uber ein besonderes pharmakologisches
Profil verfligen: die meisten Benzodiazepine binden nicht an diese Rezeptoren (Olsen und
Sieghart 2008), daflir demonstrieren sie eine hohe Sensitivitat gegentber Alkohol (Wallner,
Hanchar und Olsen 2003; Liang et al. 2008), Neurosteroiden sowie den intravendsen
Anasthetika Propofol und Etomidat (Meera et al. 2009). Aufierdem konnte die a4-Untereinheit
eine entscheidende Rolle bei der Vermittlung des amnestischen Effekts von volatilen
Anasthetika spielen, da dieser bei a4”-Mausen nach Isofluran-Narkosen vermindert war (Rau
et al. 2009). Vor diesem Hintergrund erscheint eine genauere Analyse des Einflusses der a4-

Untereinheit auf die Wirkung von Sevofluran durchaus vielversprechend.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens soll die Wirkung des volatilen Anasthetikums
Sevofluran auf die Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen im VB-Kernkomplex des Thalamus
untersucht werden. Hierbei handelt es sich um eine Neuronenpopulation, der eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung des anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts
zugeschrieben wird. Die Wirkmechanismen von Sevofluran sind in diesem neuronalen Kontext
bisher nicht ausreichend charakterisiert. Hierflir werden elektrophysiologische Patch-Clamp-
Ableitungen von TK-Schaltneuronen in Akut-Hirnschnittprdparaten verwendet, die einen
weitgehenden Erhalt der Neuronen in ihrer anatomischen und funktionellen Einbettung

gewahrleisten.
Dabei sollen die folgenden Fragen beantwortet werden:

Beeinflusst Sevofluran die intrinsische Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen?
Wie wirkt Sevofluran auf die HCN-Kanal vermittelten Strome in TK-Schaltneuronen?

Besteht bezuglich der Wirkung auf HCN-Kanale eine Dosisabhangigkeit?

N =

Wie wirkt Sevofluran auf die GABAa-R-vermittelte tonische und phasische Inhibition in TK-
Schaltneuronen?
5. Welchen Einfluss hat die GABAA-R-Untereinheit a4 auf die Wirkung von Sevofluran in TK-

Schaltneuronen?
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Im Rahmen dieses Promotionsvorhabens wurden weibliche C57BI6/N Wildtyp-Mause sowie
mannliche und weibliche a4"-M&use in einem Alter zwischen 21 und 49 Tagen verwendet. Bei
den a4”-Méausen handelte es sich um Mause mit einem konventionellen Knockout der a4-
Untereinheit des GABAA-R (Chandra et al. 2006). Da die Tétung aller Tiere ausschlief3lich
erfolgte, um deren Gehirne zu wissenschaftichen Zwecken (Herstellung von Akut-
Hirnschnittpraparaten) zu verwenden, handelte es sich nicht um Tierversuche im Sinne des
Gesetzes (vergleiche hierzu § 7 Abs. 2 Satz 3 Tierschutzgesetz’). Die entsprechende
Tierhaltung wurde von der Regierung von Oberbayern sowie dem Atlanta Veterans Affair
Medical Center Institutional Animal Care and Use Committee (USA) genehmigt. Dabei erfolgte
die Haltung der C57BI6/N Wildtyp-Mause und die Durchfuhrung der elektrophysiologischen
Untersuchungen an den Gehirnen von C57BI6/N Wildtyp-Mausen in den Raumlichkeiten der
Klinik fur Anasthesiologie und Intensivmedizin am Klinikum rechts der Isar der Technischen
Universitat Minchen, wohingegen die Haltung der a4”-Mause sowie die entsprechenden
elektrophysiologischen Untersuchungen an den Gehirnen von a4”-Mausen in Raumlichkeiten
des Neuroanesthesia Laboratory der Emory University im Atlanta Veterans Affair Medical
Center (USA) durchgefihrt wurden.

2.2. Herstellung der Hirnschnittpraparate

Die Herstellung von Akut-Hirnschnittpraparaten fur elektrophysiologische Messungen stellt
eine weitverbreitete und wichtige Methodik im Bereich der Neurowissenschaften dar, im Detail
unterscheiden sich angewandte Protokolle jedoch deutlich und werden haufig den
spezifischen Anforderungen der jeweiligen Fragestellung entsprechend modifiziert (Papouin
und Haydon 2018). Nachdem die Versuchstiere mit Isofluran narkotisiert worden waren,
erfolgte die Dekapitation mit Hilfe einer Guillotine. Die anschlieBende Praparation des
Hirngewebes wurde in eisgeklhlter kinstlicher Zerebrospinalflissigkeit (aCSF: artificial
cerebrospinal  fluid) vorgenommen, welche folgende Zusammensetzung aufwies
(Konzentrationen in mM): NaCl: 125; KCI: 2,5; NaH2POs-Monohydrat: 1,25; D(+)-Glucose-
Monohydrat: 25; NaHCOs: 25; MgCl.-Hexahydrat: 6; CaCl,-Dihydrat: 0,5. Eine ausreichende
Oxygenierung und die Einstellung eines physiologischen pH-Wertes von 7,4 wurden durch
kontinuierliche Sattigung der aCSF mit Carbogengas (95 % Oz, 5 % CO3) sichergestellt. Nach
Entnahme des Gehirns aus der Schadelhdhle wurde eine modifizierte Schnittfihrung nach

Agmon und Connors (1991) angewandt, die eine sichere Identifizierung des VB-

" Tierschutzgesetz in der Fassung der Bekanntmachung vom 18. Mai 2006 (BGBI. | S. 1206, 1313), das
zuletzt durch Artikel 280 der Verordnung vom 19. Juni 2020 (BGBI. | S. 1328) geandert worden ist.
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Kernkomplexes des Thalamus erlaubt und sich durch eine erhaltene funktionelle Konnektivitat
mit dem sensomotorischen Kortex auszeichnet. Hierflir wurde das Gehirn in Bezug zu seiner
anterior-posterioren Achse um 55° nach rechts gedreht und mit einer um 10° geneigten
Rasierklinge vertikal durchschnitten. Das Hirngewebe rostral von der Schnittflache wurde
entsorgt und das verbleibende Hirngewebe mittels Auftragen eines Gewebeklebers
(Histoacryl®, B. Braun, Melsungen, Deutschland) auf die Schnittflache an einem Metallblock
fixiert und in ein Schneidebecken eingelegt, welches mit eisgekihlter und Carbogengas-
gesattigter aCSF in oben genannter Zusammensetzung befiillt war. Anschlielend erfolgte das
horizontale Schneiden des Hirngewebes mittels Vibratom (HM 650 V, Thermo Fisher
Scientific, Schwerte, Deutschland; fiir a4 Leica VT-1000 S, Leica Biosystems, Buffalo Grove,
USA), wobei nach Erreichen der Zielregion i. d. R. drei bis vier Hirnschnitte mit einer

Schichtdicke von 350 ym gewonnen werden konnten.

AnschlieRend wurden die Hirnschnitte in ein Aufbewahrungsgefald verbracht, welches
ebenfalls mit Carbogengas-gesattigte aCSF enthielt. Die hierflr verwendete aCSF unterschied
sich in ihrer Zusammensetzung von der fir die Praparation verwendeten aCSF wie folgt
(Konzentrationen in mM): NaCl: 125; KCI: 2,5: NaH;POs-Monohydrat: 1,25; D(+)-Glucose-
Monohydrat: 25; NaHCOs: 25; MgCl>-Hexahydrat: 1; CaClz-Dihydrat: 2. Die Hirnschnitte
wurden zunachst 30 Minuten bei 35 °C gelagert und dann friihestens nach weiteren 30 Minuten
bei Raumtemperatur (20-24 °C) in die Messkammer des Patch-Clamp-Messaufbaus
transferiert. Wahrend der Lagerung im Aufbewahrungsgefald wurde eine kontinuierliche

Carbogengas-Zufuhr sichergestellt.

2.3. Infrarot-Videomikroskopie

Die Visualisierung einzelner Neurone im vitalen und ungefarbten Hirnschnittpraparat erfolgte
mittels Infrarot (IR)-Videomikroskopie, da Standard-Lichtmikroskopie hierflir nicht geeignet ist.
Hirnschnittpraparate in der verwendeten Schichtdicke weisen eine hohe Neuronen-Dichte auf,
wodurch das Phanomen der Doppelbrechung begiinstigt wird (Dodt und Zieglgansberger
1994; Dodt et al. 2002). Um die hohe Lichtstreuung zu reduzieren, wurde IR-Strahlung mit
einer Wellenlange (A) von 780 nm sowie die sog. Gradientenkontrast (GC)-Methode eingesetzt
(Dodt und Zieglgansberger 1990; Dodt, Becker und Zieglgansberger 2013). Durch die
Kombination dieser Ansatze lassen sich Neuronen in einer Tiefe von bis zu 100 ym im vitalen
Hirnschnitt gut darstellen (Dodt und Zieglgansberger 1994). Zum schematischen

Versuchsaufbau der IR-Videomikroskopie und zur GC-Methode siehe Abbildung 4.
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Abb. 4: Infrarot-Videomikroskopie und Gradientenkontrastmethode (Dodt et al. 2002)

(A) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus zur Visualisierung von Neuronen mittels Infrarot (IR)-
Videomikroskopie. Die Visualisierung wird durch Verwendung von IR-Strahlung, der Gradientenkontrast (GC)-
Methode sowie kontrastverstarkender Videotechnik erzielt. Die hier abgebildete Versuchsanordnung beinhaltet
auch einen UV-Laser, der eine Stimulation von Neuronen ermdglicht und im Rahmen dieser Arbeit nicht zur
Anwendung kam. (B) Funktionsweise der GC-Methode. Die Blendenebene des Kondensors wird durch ein
Linsensystem zwischen Lichtquelle und Mikroskop abgebildet, um rdumliche Filterung zu ermdglichen. Dies erfolgt
durch eine Blende mit Viertelringspalt im Strahlengang, so dass nur ein Teil des Lichtkegels passiert. Mit einem
konsekutiven Diffusor wird ein Beleuchtungsgradient lUber der Blendenebene erzeugt. Dies fiihrt zu weniger
Streulicht und einer verbesserten Visualisierungstiefe. Text und Abbildung verandert nach Dodt et al. (2002).

Fir die Inspektion der Hirnschnitte wurden Durchlichtmikroskope (Axioscop FS, Carl Zeiss,
Oberkochen, Deutschland; fir a4”: BX51WI, Olympus, Center Valley, USA) verwendet, die
Uber Wasser-Immersionsobjektive mit 60facher VergroRerung (Numerische Apertur 0,9;
Olympus, Hamburg, Deutschland) bzw. 40facher VergroRerung (fir a4”: Numerische Apertur:
0,65; Olympus, Center Valley, USA) verfigten. Nachdem ein IR-Interferenzfilter
(A =780 £ 5 nm) im Strahlengang platziert wurde, konnte das vergroRRerte Bild mit Hilfe von
IR-empfindlichen Digitalkameras, sog. CCD (fiir charged coupled device)-Kameras (ORCA-
Flash4.0 LT, Hamamatsu Photonics, Herrsching am Ammersee, Deutschland; fir a4”: ORCA-
05G, Hamamatsu Photonics, Bridgewater Township, USA) in Echtzeit auf einen Monitor

Ubertragen werden.

2.4. Elektrophysiologie

2.4.1. Versuchsaufbau

Nach dem Transfer der Hirnschnitte in die Messkammer des Patch-Clamp-Messaufbaus
erfolgte die Fixierung am Kammerboden mit Hilfe einer mit Nylonfaden bespannten
Platinspange, die in Eigenfertigung hergestellt wurde. Hierdurch konnten Stromungsartefakte

infolge der pulsierenden Pumpenférderung reduziert werden. Zur Steuerung der Patch-Pipette
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kamen Mikromanipulatoren zum Einsatz (Remote Control SM7, Luigs und Neumann,
Ratingen, Deutschland; fiir a4”: MPC-200/ROE 200, Sutter Instrument, Novato, USA). Der
Versuchsaufbau befand sich auf einem schwingungsisolierten Labortisch mit pneumatischer
Niveauregelung und innerhalb eines faradayschen Kafigs zur Abschirmung gegen aullere
elektrische Felder. Alle Versuche dieser Arbeit wurden bei Raumtemperatur (20-24 °C)
durchgefihrt.

2.4.2. Ganzzellableitung

Die elektrophysiologischen Ableitungen der TK-Schaltneurone erfolgte mit der Patch-Clamp-
Technik (Neher, Sakmann und Steinbach 1978). Dabei kamen feine Glaspipetten zum Einsatz,
die eine Messelektrode und Pipettenldésung enthielten. Als Messelektrode fungierte chlorierter
Silberdraht, der mit einem Patch-Clamp-Verstarker (SEC-10L, npi electronic, Tamm,
Deutschland; fir a4”-: MultiClamp 700B, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) verbunden war.
Zunachst wurde die Pipettenspitze unter Sichtkontrolle der Zellmembran des Neuronensomas
angenahert. Dabei wurden auftretende Offsetpotentiale und das Ubergangspotential (sog.
liquid junction potential) korrigiert. Sobald die Pipettenspitze die Zellmembran leicht berlhrte,
konnte durch die Applikation von Unterdruck ein sehr hoher Abdichtwiderstand zwischen dem
Pipettenrand und der Zellmembran erzeugt werden, der im Gigaohm-Bereich (GQ) liegt und
als ,Gigaseal“ bezeichnet wird (sog. ,Cell-Attached“-Konfiguration, Hamill et al. (1981)). Der
an der Ausbildung des Gigaseals beteiligte Membranabschnitt, auch ,Patch“ genannt, wurde
durch erneute Anwendung von Sog in der Pipettenéffnung rupturiert, wodurch eine
Ganzzellableitung hergestellt werden konnte (sog. ,Whole-Cell“-Konfiguration). So entstand
ein Zugang mit geringem Widerstand zum Zytoplasma des intakten Neurons, was die exakte
Messung des Membranpotenzials im sog. Current-Clamp-Modus sowie des
Summationsstroms von membranstandigen lonenkanalen im sog. Voltage-Clamp-Modus
ermdglichte (Sakmann und Neher 1984; Blanton, Lo Turco und Kriegstein 1989). Zudem
konnte Uber die Pipettentffnung die zytoplasmatische Lésung durch die Pipettenldsung
modifiziert werden (Rettinger, Schwarz und Schwarz 2018). Zum Ablauf der Etablierung einer
Ganzzellableitung siehe Abbildung 5. Im Rahmen dieser Arbeit wurden alle Messungen als

Ganzzellableitungen in der Whole-Cell-Konfiguration durchgefuhrt.
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Abb. 5: Etablierung der Ganzzellableitung bei einem TK-Schaltneuron

(A) Zu sehen ist, wie unter IR-Videomikroskopie die Patch-Pipette (1) dem Soma eines TK-Schaltneurons (2)
angenahert wird. Ein zuvor angelegter Uberdruck wird in dieser Phase des Patch-Vorgangs reduziert. Dieser soll
eine Verunreinigung der Pipettenspitze verhindern und fiir bessere Sichtverhaltnisse im Hirnschnittpréaparat sorgen.
(B) Sobald die Pipettenspitze Kontakt zur Zellmembran hat, kann durch vorsichtige Applikation von Unterdruck die
sog. Cell-Attached-Konfiguration hergestellt werden. Diese zeichnet sich durch einen Abdichtwiderstand im GQ-
Bereich aus (sog. Gigaseal). Durch erneuten Sog kann die Zellmembran eréffnet werden. Dies wird als Whole-Cell-
Konfiguration bezeichnet und ermdéglicht eine Ganzzellableitung des Neurons.

2.4.3. Pipetten und Intrazelluldriésungen

Zur Herstellung der Pipetten fir die Patch-Clamp-Messungen wurden extradiinne Kapillaren
aus Borosilikatglas mit Filament verwendet (Innendurchmesser: 1,17 mm;
Auf3endurchmesser: 1,5 mm; GB150EFT-10, Science Products, Hofheim, Deutschland;
fir a4”: Innendurchmesser: 1,12 mm; AuRendurchmesser: 1,5 mm; TW150F-4, World
Precision Instruments, Sarasota, USA). Mit Hilfe von Mikropipetten-Zuggeraten (DMZ
Universal Electrode Puller, Zeitz-Instrumente, Martinsried, Deutschland; fir a4”: P-1000
Flaming/Brown, Sutter Instrument, Novato, USA) wurden die Glaskapillaren ausgezogen, bis
die Pipettenspitzen einen Offnungsdurchmesser von ca. 1 um mit einem korrespondierenden
Gleichstromwiderstand von 4 bis 7 MQ im beflllten Zustand aufwiesen. Das anschlie3ende
Hitzepolieren der Pipettenspitze forderte die Entstehung eines Gigaseals (Rubaiy 2017;
Rettinger, Schwarz und Schwarz 2018).

Die in der Pipette befindliche Lésung wird als Intrazellularldsung (1Z) bezeichnet. Fir optimale
Bedingungen zur Ableitung bestimmter lonenkanal-Klassen wurde die Zusammensetzung der
IZ entsprechend angepasst. Die |Z zur Ableitung der HCN-Kanal-vermittelten Strome wies
folgende Zusammensetzung auf (Konzentrationen in mM): K-Gluconat: 130; NaCl: 5; MgCl»-
Hexahydrat: 2; HEPES: 10; EGTA: 0,5; ATP-Kz: 2; GTP-Naz: 0,3. Die Einstellung des pH-
Wertes auf 7,25 erfolgte mit Kaliumhydroxid (KOH). Die 1Z zur Ableitung der GABAa-R-
vermittelten Strome wies demgegenliber die folgende Zusammensetzung auf
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(Konzentrationen in mM): KCI: 140; NaCl: 5; EGTA: 0,1; HEPES: 10 mM; ATP-Mg?*: 2; GTP-
Nay: 0,3; Phosphokreatin TRIS: 20 bzw. Phosphokreatin Natriumsalzhydrat: 5 mM (fir a4”).
Die Titration des pH-Wertes auf 7,2 erfolgte mit KOH.

2.4.4. Charakterisierung von TK-Schaltneuronen

Nach Etablierung der Whole-Cell-Konfiguration wurde frihestens nach funf Minuten mit der
Stimulation der Zelle begonnen, um stabile Versuchsbedingungen zu gewéhrleisten. Aufgrund
ihrer spezifischen intrinsischen Eigenschaften konnten TK-Schaltneurone elektro-
physiologisch identifiziert werden. Im Current-Clamp-Modus wurden pro Messpunkt jeweils
acht hyperpolarisierende Strompulse mit einer Starke von -350 pA flr eine Dauer von 500 ms
in die abgeleitete Zelle injiziert. Hierunter demonstrierten TK-Schaltneurone eine atypische
Rektifizierung des Membranpotenzials (sog. Voltage Sag), die HCN-Kanal-abhangig durch
den Kationenstrom I, vermittelt wird (Datunashvili et al. 2018). Zur Berechnung des Voltage
Sags wurde die Differenz zwischen dem Punkt der maximalen Deflexion der Spannungskurve
sowie der stationdren Plateauphase des Membranpotenzials am Ende des
hyperpolarisierenden Stromimpulses ermittelt (Datunashvili et al. 2018). Die resultierenden
acht Spannungsantworten wurden im Anschluss graphisch gemittelt und ausgewertet. Durch
die Repolarisation werden T-Typ-Calciumkanale aktiviert, die eine Salve von
Aktionspotenzialen (sog. Rebound Burst) induzieren (Zeldenrust, Chameau und Wadman
2018). AnschlieRend zeigt sich eine langsame Nachdepolarisation (ADP: Afterdepolarization),
die ebenfalls durch den Kationenstrom I, vermittelt wird (Bal und McCormick 1996). Siehe
hierzu auch Abbildung 6.
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Abb. 6: Elektrophysiologische Charakterisierung von TK-Schaltneuronen

Durch Injektion eines hyperpolarisierenden Strompulses von -350 pA fir 500 ms koénnen im Fall von TK-
Schaltneuronen spezifische lonenkanal-abhangige Effekte induziert werden, die ihre elektrophysiologische
Identifizierung erlauben. Zunachst kommt es zu einer rektifizierenden Depolarisation, auch Voltage Sag genannt.
Im Anschluss folgen eine als Rebound Burst bezeichnete Salve von Aktionspotenzialen sowie eine
Nachdepolarisation (ADP: afterdepolarization). Sowohl Voltage Sag als auch ADP werden maRgeblich durch den
Kationenstrom | vermittelt und kénnen durch den HCN-Kanal-Blocker Caesium aufgehoben werden (Bal und
McCormick 1996). Ableitung im Current-Clamp-Modus unter Zugabe von 150 uM Ba?*.

Alle HCN-Kanal-bezogenen Messungen erfolgten unter Zugabe von 150 yM Ba?* zur
Extrazellularlosung. In dieser Konzentration blockiert Ba?* sog. einwarts gleichrichtende K*-
Kanale (Ki) und Kop-Kanale, wie TASK- und TREK-Kanale (Meuth et al. 2003). Hierdurch lasst
sich der durch HCN-Kanale vermittelte Kationenstrom I, pharmakologisch isolieren (Budde et
al. 2008). Dabei kommt es durch Ba?* zu einer Depolarisation des RMPs und einer Erhéhung
des Membranwiderstands (Rm). Darliber hinaus bewirkt Ba?* eine Demaskierung des Voltage
Sags und fuhrt zu einer Erhdéhung der Aktionspotenzial-Frequenz unter Stimulation
(Datunashvili et al. 2018).

2.4.5. HCN-Kanal

Die Messung des HCN-Kanal-vermittelten Kationenstroms I, erfolgte im Voltage-Clamp-
Modus. Ausgehend von -43 mV wurde I durch eine stufenweise Hyperpolarisation des
Membranpotenzials der abgeleiteten Zelle um 10 mV bis zu maximal -133 mV aktiviert. Jeder
Spannungssprung ging mit einer Verkirzung der Pulslange um 1,5 s einher, ausgehend von
15,5 s bei -43 mV bis zu 2 s bei -133 mV. Durch die Verkirzung konnten stabile
Messbedingungen gewahrleistet werden. Gleichzeitig wurde die Aussagekraft der Ableitungen

hierdurch nicht beeintrachtigt, da HCN-Kanale mit zunehmender Hyperpolarisation eine
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schnellere Aktivierungskinetik aufweisen (Mattusch et al. 2015). Zum Ende jedes
Spannungsintervalls erfolgte ein Spannungssprung auf -103 mV, um deaktivierende Strome

zu messen (sog. tail currents oder lr,). Siehe hierzu Abbildung 7.

-43 mV

-133 mv

20 mv

500 pA

2s

Abb. 7: Spannungsprotokoll: HCN-Kanal-vermittelter In

Im Rahmen des Messprotokolls wurde die Zellmembran des abgeleiteten TK-Schaltneurons schrittweise um 10 mV
hyperpolarisiert. Ausgehend von -43 mV kam es hierdurch zu einer zunehmenden Aktivierung der HCN-Kanal-
vermittelten Strome, zu erkennen an dem langsamen, einwartsgerichteten Kationenstrom In (*, exemplarisch
markiert fir den Spannungspuls bei -133 mV). Am Ende jeder Spannungsstufe wurde die Kommandospannung
kurzzeitig auf -103 mV eingestellt, um die deaktivierenden Stréme Itaizu messen (1, exemplarisch markiert fir den
Spannungspuls bei -73 mV). Gleichzeitig wurde zur Gewahrleistung stabiler Messbedingungen die Pulsléange bei
jedem Spannungsschritt um 1,5 s verkirzt. Ableitung im Voltage-Clamp-Modus unter Zugabe von 150 uM BaZ?*.

Mit Hilfe dieser Ir,i-Strdme lassen sich sowohl die spannungsabhangige Aktivierung p(V) als
auch das sog. Potential der halbmaximalen Aktivierung (V1) bestimmen. Hierflr wurden die

Itai-Stréome zunachst mittels folgender Funktion normalisiert:

p(V) = - Imin)/(lmax - Imin)

Dabei stellt Imax die Amplitude des lyai fir den Spannungssprung von -133 mV auf -103 mV
und Imin die Amplitude des |14 flr den Spannungssprung von -43 mV auf-103 mV dar (Mattusch
et al. 2015). Im Anschluss erfolgte eine Kurvenanpassung an die normalisierten Iri-Strome

mit Hilfe einer Boltzmann-Funktion:

Normalisierte Iy — Strome = 1/{1 + exp[(V1/2 - V)/S]}
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wobei S fir die Steigung der Kurvenanpassung steht. Hiermit Idsst sich die
spannungsabhangige Aktivierung von HCN-Kanalen gut abbilden (Pape et al. 2005; Ying et
al. 2006; Budde et al. 2008; Mattusch et al. 2015).

Die Aktivierungskinetik von HCN-Kanal vermittelten Strémen ist charakterisiert durch einen bi-
exponentiellen Verlauf mit den spannungsabhangigen Zeitkonstanten tss: und Tsiow, Wobei Trast
die Zeitkonstante darstellt, zur der die Stromamplitude 90 % der Gesamtamplitude betragt. Die
bi-exponentielle Kurvenanpassung zur Ermittlung von 1trnse und taow erfolgte fir das

Membranpotenzial -133 mV mit folgender Funktion:

Yy = yo+ Aiexp (_—(x — x0)> + Ajexp <——(x — x0)>

(51 T2

Dabei wurde fir jede Kurvenanpassung eine Verzégerung von ca. 50 ms, die zu Beginn der

In-Stromspur auftrat, nicht beriicksichtigt (Santoro et al. 2000; Ying et al. 2006).

2.4.6. Strom-Spannungsbeziehung und Membraneigenschaften

Unter den gleichen Messbedingungen wie zur Ermittlung von HCN-Kanal vermittelten Stromen
wurden Messungen zur Strom-Spannungsbeziehung (IV) durchgefuhrt. Hierfur wurden im
Current-Clamp-Modus 45 Strompulse mit einer Dauer von 500 ms im Abstand von 2 s
eingespeist. Die Strominjektion wurde beginnend bei -90 pA schrittweise um je +10 pA bis
max. +360 pA erhéht. Aus den aufgezeichneten Veranderungen des Membranpotenzials
lassen sich aktive und passive Membraneigenschaften ableiten. Zu Letzteren zahlen das RMP
und der Ru. Siehe hierzu Abbildung 8.
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Abb. 8: Strom-Spannungsbeziehung (IV)

Injektion von 45 stufenformigen Stromimpulsen mit einer Pulslange von 500 ms. Ausgehend von -90 pA wurde die
Zellmembran der abgeleiteten Zelle in Intervallen von 10 pA bis +360 pA zunehmend depolarisiert. Aus den hieraus
resultierenden Spannungsantworten lieRen sich aktive und passive Membraneigenschaften ermitteln. Das RMP
entspricht dabei der gemessenen Spannung bei ausbleibender Strominjektion (0 pA) im Rahmen der [V-Kurve. Aus
Griinden der Ubersichtlichkeit sind nur 30 Spannungsantworten bis zu einer Strompulsstirke von +210 pA
abgebildet. Ableitung im Current-Clamp-Modus unter Zugabe von 150 uM Ba2*.

2.4.7. GABAs-R: Miniatur inhibitorische postsynaptische Stréme und tonische

Inhibition

Die Messung GABAa-R-vermittelter Stréme erfolgte im Voltage-Clamp-Modus, wobei das
Membranpotential der abgeleiteten Zellen konstant bei -70 mV gehalten wurde. Zudem wurde

eine IZ mit angepasster Zusammensetzung verwendet (s. oben).

Zur Beurteilung der Wirkung von Sevofluran auf die phasische Komponente der GABAA-R-
vermittelten Inhibition wurden sog. miniature inhibitory postsynaptic currents (mIPSCs)
gemessen. Es handelt sich bei mIPSCs um inhibitorische postsynaptische Strome, die
unabhangig von prasynaptischen Aktionspotenzialen durch spontane Exozytose einzelner
GABAerger Vesikel zustande kommen (Ropert, Miles und Korn 1990; Pinheiro und Mulle
2008). Analog zu Aktionspotenzial-unabhangigen exzitatorischen postsynaptischen Strémen
lassen sich mittels mIPSCs die an der inhibitorischen synaptischen Transmission beteiligten
Prozesse genauer charakterisieren (Queenan, Lee und Pak 2012). So spricht eine Zunahme
der Amplitude eher fir eine Wirkung auf postsynaptischer Ebene, wie zum Beispiel eine
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erhdhte Dichte oder Leitfahigkeit von postsynaptischen Rezeptoren (O'Brien et al. 1998).
Demgegentiber weist eine Zunahme der Frequenz postsynaptischer Stréme auf eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit der Neurotransmitterfreisetzung aus der prasynaptischen Terminale
(Murthy et al. 2001) oder auf strukturelle Veranderungen im Sinne einer Zunahme der

funktionellen Synapsen (Malenka und Nicoll 1997) hin.

Einzelne mIPSCs wurden durch das automatische Detektionsprotokoll der Software Mini
Analysis (Snyaptosoft, Fort Lee, USA) erkannt und im Anschluss manuell kontrolliert. Erhoben
wurden Daten uber Frequenz, Amplitude, Ladungstransfer, Aktivierungszeit (rise time. Zeit,
innerhalb welcher es zu einer Aktivierung des inhibitorischen postsynaptischen Stroms von
10 % auf 90 % kommt (Maniezzi et al. 2019)) sowie Deaktivierungszeitkonstante (tq4: Zeit,
innerhalb welcher es zu einer exponentiellen Abnahme des inhibitorischen postsynaptischen
Stromflusses auf 37 % im Vergleich zu seinem Spitzenwert kommt (Maniezzi et al. 2019)). Zur
Ermittlung von t4 wurden die erhobenen mIPSCs graphisch gemittelt und entsprechend des
Mittelpunkts ihrer Aktivierungszeit ausgerichtet. AnschlieRend wurde eine mono-exponentielle

Kurvenanpassung vorgenommen.

GABAa-R-vermittelte mIPSCs wurden unter Kontrollbedingungen sowie nach 20-mindtiger
Applikation von 690 uM Sevofluran gemessen. Das unter Berlcksichtigung der gegebenen
lonenkonzentrationen berechnete Nernst-Potenzial fiir CI- (Ec)® betrug +1 mV, so dass die
gemessenen mIPSCs bei dem vorgegebenen Membranpotenzial von -70 mV als einwarts
gerichtete Strome erschienen. Durch Zugabe einer sattigenden Konzentration des GABAa-R-
Antagonisten Bicucullin (10 pM) am Ende der Sevofluran-Applikation konnte das Auftreten von
mIPSCs vollstandig aufgehoben werden. Hierdurch lie3 sich verifizieren, dass die

gemessenen Strome tatsachlich von GABAA-Rs vermittelt wurden.

Der Einfluss von Sevofluran auf die tonische, GABAa-R-vermittelte Inhibition lie} sich indirekt
ermitteln. Hierfur wurde die Veranderung des injizierten Haltestroms analysiert, der notwendig
war, um die abgeleitete Zelle auf dem vorgegebenen Membranpotenzial von -70 mV zu halten.
Zudem wurde nach Applikation von Sevofluran der GABAA-R-Antagonist Bicucullin (10 uM) in
die Extrazellularidsung gegeben. Dies bewirkte eine Blockade sowohl der tonischen Inhibition
als auch der phasischen, GABAx-R-vermittelten Strome, weshalb die Varianz des Haltestroms
abnahm und das Messsignal deutlich weniger ,verrauscht* erschien (Farrant und Nusser
2005).

Fur die quantitative Analyse der Veranderung des Haltestroms wurden aus 10-Sekunden
langen Intervallen Histogramme generiert, in denen die Strom-Amplituden entsprechend ihrer

Haufigkeitsverteilung graphisch dargestellt wurden (sog all-point-Histogramme). Im Anschluss

8Nernst-Potenzial: AEy = —gln (S—l) (Rettinger, Schwarz und Schwarz 2018)
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wurde an die Histogramme eine Kurvenanpassung mittels Gau3-Funktion® vorgenommen. Die
Spitzen dieser Kurven entsprachen dabei den mittleren Werten des Haltestroms, die in die
Auswertung eingingen (Bright und Smart 2013a; Maniezzi et al. 2019). Dabei konnte der
Einfluss von Sevofluran auf die tonische Inhibition anhand der Differenz des mittleren

Haltestroms quantifiziert werden (@Haltestromysevofiuran — @Haltestromikontrore;)-

Alle Messungen erfolgten unter der Zugabe von TTX (1 uM) zur Blockade
spannungsabhangiger Natriumkanale, damit die Freisetzung von GABA durch spontane
Aktionspotenziale ausgeschlossen werden konnte. Zudem enthielt die Extrazellularldsung den
spezifischen NMDA-Rezeptor-Antagonisten D-AP5 (50 uM), den spezifischen GABAg-
Rezeptor-Antagonisten CGP 55845 (5 uM) sowie den spezifischen AMPA- und Kainat-
Rezeptor-Antagonisten NBQX (5 uM) bzw. DNQX (fir a4”: 20 uM). Hierdurch konnten die

GABAa-R-vermittelten Stréme pharmakologisch isoliert werden.

2.5. Applikation und Konzentrationsbestimmung von Sevofluran

Fur die Applikation des volatilen Anasthetikums Sevofluran (Sevorane, Abbott, Baar, Schweiz;
fur a4”: Sevoflurane, USP, Baxter, Deerfield, USA) wurde ein Narkosemittelverdampfer
(Drager Vapor 19.3 fur Sevofluran, Dragerwerk, Lubeck, Deutschland) in die
Carbogengaszufuhr integriert. Das als Tragergas fungierende Carbogengas konnte aufgrund
der variablen Bypassfunktion des Verdampfers bei Bedarf mit Sevofluran in unterschiedlichen
Konzentrationen angereichert werden. Die Einstellung der Sevofluran-Konzentration erfolgte
mittels Handrad am Vapor. Zudem wurde ein kontinuierliches Monitoring des applizierten
Carbogengases und Sevoflurans mittels Narkosegasmonitors (Capnomac Ultima, Datex
Ohmeda, Duisburg, Deutschland) durchgefiihrt. Der Einfluss von Sevofluran auf HCN-Kanal-
vermittelte Strome sowie aktive und passive Membraneigenschaften wurde am Vapor mit den
Volumenprozent-Werten 0,4 %, 1,3 %, 1,8 %, 3,2 % und 8 % untersucht. Fiir den Einfluss von
Sevofluran auf die GABAa-R-vermittelten Stréme wurde ein Wert von 3,2 % verwendet. Im Fall
von Mausen entsprechen dabei 3,2 % Sevofluran im Mittel einer MAC von 1,0 (Ichinose et al.
1998). In diesem Zusammenhang muss allerdings berlcksichtigt werden, dass die in vitro
Versuche bei Raumtemperatur (20-24 °C) durchgefliihrt wurden und die MAC von volatilen
Anasthetika in der Gasphase eine deutliche Temperaturabhangigkeit aufweisen. So sinkt die
MAC bei niedrigeren Umgebungstemperaturen (Franks und Lieb 1996; Jenkins, Franks und
Lieb 1999). Deshalb wurde zusatzlich die Konzentration von Sevofluran in der flissigen Phase

bestimmt.

. e—(X—P—l)Z/ZGiZ
%GauB-Funktion: f(x) = YL, Aj———

giV2T
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Um aus den applizierten Volumenprozent-Werten die entsprechende Massenkonzentration
[ug/ml] bzw. Stoffmengenkonzentration [uM] des in der Extrazellularidsung gel6sten
Sevoflurans ermitteln zu kénnen, wurden nach 20-minitiger Sattigung der Extrazellulariésung
mit Sevofluran in einer Gaswaschflasche Proben aus der Messkammer des Patch-Clamp-
Setups entnommen. In Kooperation mit der Firma Intertek (Schweiz) AG (Reinach, Schweiz)
wurde aus diesen Proben die entsprechenden Massekonzentrationen mittels Headspace-
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (Headspace-GC/MS) bestimmt und

anschlielRend die Stoffmengenkonzentrationen berechnet.

Als Extrazellulariésung fungierte dabei mit Carbogengas gesattigte aCSF in folgender
Zusammensetzung (Konzentrationen in mM): NaCl: 125; KCI: 2,5: NaH2PO4-Monohydrat:
1,25; D(+)-Glucose-Monohydrat: 25; NaHCO3: 25; MgClz,-Hexahydrat: 1; CaCl,-Dihydrat: 2.

Fir die Zirkulation der Extrazellularldsung zwischen Gaswaschflasche und Messkammer des
Patch-Clamp-Setups wurden peristaltische Schlauchpumpen (REGLO Analog MS-4/12,
ISMATEC, Cole-Parmer, Wertheim, Deutschland; fur a4”: MINIPULS 3, Gilson, Middleton,
USA) verwendet. Um wahrend der Zirkulation mdgliche Verluste von geléstem Sevofluran zu
minimieren, kamen Schlauche aus Polytetrafluorethylen (PTFE-Chemieschlauch, RCT

Reichelt Chemietechnik, Heidelberg, Deutschland) zum Einsatz.

2.6. Auswertung und Statistik

Die Aufzeichnung der Messdaten erfolgte mit HEKA Pulse (Heka Elektronik Dr Schulze,
Lambrecht, Deutschland) sowie mit pClamp 10.3 (fiir a4”: Molecular Devices, Sunnyvale,
USA). Fir die anschlielRende Datenanalyse wurden Igor Pro 5 (Wave Metrics, Lake Oswego,
USA) und Clampfit Version 10.3.2.1 (Molecular Devices, San Jose, USA) verwendet, mIPSCs

wurden mit Hilfe von Mini Analysis (Synaptosoft, Fort Lee, USA) ausgewertet.

Fir die statistischen Analysen und die Erstellung der Grafiken wurde Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA) und GraphPad Prism 7.03 (GraphPad Software, San
Diego, USA) verwendet.

Bei den erhobenen Daten handelt es sich um abhangige bzw. verbundene Stichproben.
Aufgrund der geringen Stichprobengrofle wurde davon ausgegangen, dass die
Voraussetzungen flir parametrische Testverfahren grundsatzlich nicht erfillt sind. Deshalb
kam der nicht-parametrische Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zum Einsatz. Fur die
statistische Analyse von unabhangigen bzw. unverbundenen Stichproben wurde folglich der
Mann-Whitney-Test verwendet. Das Signifikanzniveau wurde mit a = 0,05 festgesetzt. Ein
Ergebnis wurde als statistisch signifikant bewertet, wenn ein p-Wert von < 0,05 vorlag. Dies

wird in Grafiken entsprechend durch einen Asterisk gekennzeichnet (*: p < 0,05).
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Fir die Sevofluran-Konzentration von 8 % bzw. 1470 uyM wurden insgesamt nur 5 Zellen
gemessen und ausgewertet (n = 5), da es sich um eine hohe Konzentration mit limitierter
klinischer Relevanz handelt. Aufgrund des geringen Stichprobenumfangs dieser Messreihe
konnte mit dem zur Verwendung kommenden Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test grundsatzlich
kein p-Wert < 0,05 erzielt werden. Vielmehr sind ermittelte Werte flr eine Konzentration von
1470 uM deskriptiver Natur und wurden zur Interpolation herangezogen, wenn Veranderungen

bereits in niedrigeren Konzentrationen signifikant waren.

Um zu testen, ob im Vergleich der verschiedenen Messreihen bezlglich der zentralen
Tendenzen einer untersuchten Variable signifikante Unterschiede bestehen, wurde der nicht-
parametrische Kruskal-Wallis-Test flir unabhangige Stichproben mit Dunn-Tests als Post-hoc-

Testverfahren verwendet (Motulsky 2017).

Zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve und zur Ermittlung der sogenannten halbmaximalen
inhibitorischen Konzentration (ICso: half maximal inhibitory concentration) wurde eine nicht-
lineare Regressionsanalyse durchgefiihrt. Die Kurvenanpassung erfolgte mittels variabler
Steigung und der sog. Methode der kleinsten Quadrate. Hierfir wurden die entsprechenden
X-Werte mittels dekadischem Logarithmus transformiert und ggf. Y-Werte normalisiert. Die

nicht lineare Regressionsanalyse basierte dabei auf folgendem Modell (Motulsky 2016):

100

Y= 1 + 10UogUCso—X)xHillSlope)

Der sog. HillSlope beschreibt dabei als Steigungsparameter die Steigung der Kurve (Motulsky
2016).

Fiur Korrelationsanalysen zur Beschreibung des Zusammenhangs zwischen zwei Variablen
wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson als Mal} flir den Zusammenhang berechnet
(Motulsky 2017). Die Interpretation des Korrelationskoeffizienten r erfolgte gemafR den
Vorgaben nach Cohen (1988):

e |r| = 0,1: kleine Effektstarke der Korrelation
e |r] = 0,3: mittlere Effektstarke der Korrelation

e |r] = 0,5: grol3e Effektstarke der Korrelation

Alle Daten werden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM: standard error of
the mean) bzw. als Mittelwerte mit 95 % Konfidenzintervall (95%-Kl) des Mittelwerts

angegeben.
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3. Ergebnisse

Im Rahmen dieses Dissertationsvornabens wurde der Einfluss des volatilen Anasthetikums

Sevofluran auf die Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen untersucht.

3.1. Konzentrationsbestimmung von Sevofluran

Nach Etablierung von stabilen Kontrollmessungen erfolgte eine 20-minltige Begasung der
Extrazellulariésung mit Sevofluran in den Volumenprozent-Konzentrationen 0,4 %, 1,3 %,
1,8 %, 3,2 % sowie 8,0 % bei Raumtemperatur (20-24 °C). Die Sevofluran-Konzentrationen
wurden dabei mittels Handrad am Vapor eingestellt. Um aus den verwendeten
Volumenprozent-Werten die entsprechenden Masse- [ug/ml] bzw. Stoffmengen-
konzentrationen [uM] des in der Extrazellulariosung geldsten Sevoflurans (caq: aqueous
concentration) zu bestimmen, wurden Proben aus der Messkammer entnommen und mittels
Headspace-Gaschromatographie mit Massenspektromie-Kopplung (Headspace-GC/MS)
ausgewertet. Die hierfur verwendeten Volumenprozent-Konzentrationen waren: 0 % (n = 1),
0,6 % (n=3),1,6 % (n=3)und 3,2 % (n = 3) Sevofluran. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: Masse- und Stoffmengenkonzentrationen (caq) von Sevofluran (Headspace-GC/MS)

Massekonzentrationen des in der Extrazellulariésung geldésten Sevoflurans fiir applizierte Volumenprozent-Werte
wurden mittels Headspace-GC/MS in Kooperation mit der Firma Intertek (Schweiz) AG bestimmt. Hieraus wurden
die entsprechenden Stoffmengenkonzentrationen (caq) sowie Quotienten von Stoffmengenkonzentrationen und
Volumenprozent-Werten berechnet (n = 3 fiir jede Konzentration).

Stoffmengenkonzentration

Sevofluran Massekonzentration Caq/%
. SEM (Caq) SEM .
[%] [ug/mi] [uM] [UM/%]
0,6 26,8 10,48 134,1 +2,42 223,5
1,6 ‘ 89,3 13,51 446,4 +17,55 279,0
3,2 ‘ 137,9 10,15 689,5 0,76 215,5

In einer friheren Arbeit konnte mittels Gaschromatographie gezeigt werden, dass die caq der
volatilen Anasthetika Sevofluran und Isofluran linear mit den Handradeinstellungen am Vapor
korrelieren (Haseneder et al. 2009). Zudem wurde fiir die Interpolation der Ubrigen caq €in
bereits publizierter Konzentrations-Wert flr eine bei Raumtemperatur maximal mit Sevofluran
gesattigte Extrazellulariésung herangezogen (Haseneder et al. 2002), siehe Abbildung 9 und
Tabelle 2.
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Abb. 9: Nicht-lineare Regressionsanalyse und Interpolation der Stoffmengenkonzentrationen (caq)

(A) Die mittels Headspace-GC/MS ermittelten caq des in Extrazellularidsung geldsten Sevoflurans wurden mittels
nicht-linearer Regression analysiert (Sigmoidale Kurvenanpassung, 4PL-Regressionsmodell, Methode der
kleinsten Quadrate, Werte als dekadischer Logarithmus (log10)). (B) Hiermit lieRen sich die caq der Ubrigen
Volumenprozent-Werte interpolieren (Sevofluran 0,4 %: 82,0 uM; 95%-Kl: 71,1-96,7 puM; Sevofluran 1,3 %:
326,4 uM, 95%-KI: 306,0-347,5 uM; Sevofluran 1,8 %: 449,4 uM, 95%-KI: 419,7-481,1 uM; 8,0 %: 1471,5 M,
95%-Kl: 1344,9-1608,8 uM). Angabe Werte als Mittelwerte mit 95%-KI.

Tabelle 2: Stoffmengenkonzentrationen (caq) Sevofluran

Angegeben sind die mittels Headspace-GC/MS ermittelten sowie mit Hilfe der nicht-linearen Regressionsanalyse
interpolierten caq von Sevofluran mit den entsprechenden Volumenprozent-Werten. Werte gerundet auf 10er-Stelle.

Sevofluran [%] Sevofluran caq[uM]
0,4 80
1,3 330
1,8 450
3,2 690
8,0 1470

3.2. Wirkung von Sevofluran auf die intrinsische Erregbarkeit

Zunachst wurde ermittelt, inwieweit Sevofluran in verschiedenen Konzentrationen die
intrinsische Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen beeinflusst. Hierflir wurden die Effekte auf
aktive und passive elektrische Eigenschaften der neuronalen Zellmembran untersucht, die sich

aus den Strom-Spannungsbeziehungs-Kurven ermitteln lief3en.

Bezlglich des Ruhemembranpotenzials (RMP) wurde zunachst ausgeschlossen, dass sich
die einzelnen Messreihen unter Kontrollbedingungen signifikant unterscheiden, siehe
Abbildung 10 A. Fir eine bessere Vergleichbarkeit wurden zudem die Messwerte unter

Kontrollbedingungen auf 1,0 normalisiert und die Wirkung von Sevofluran als relative
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Veranderung hiervon angegeben, sieche Abbildung 10 B. Dabei zeigte sich, dass es ab einer

Konzentration von 690 uM Sevofluran zu einer signifikanten Hyperpolarisation des RMPs kam.
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Abb. 10: Vergleich Kontrollgruppen und relative Veranderung RMP

(A) Im Vergleich zwischen den Messreihen zeigten sich beziiglich des RMPs unter Kontrollbedingungen keine
signifikanten Unterschiede, weshalb von der Vergleichbarkeit der Messreihen ausgegangen werden kann
(p = 0,354; Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test als Post-hoc-Test). Mittelwerte mit 95%-KI. (B) Normalisiert auf die
Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) zeigte sich, dass 80 yM (0,993, 95%-Kl: 0,981-1,005, n = 10, p = 0,275),
330 uM (0,997, 95%-KI: 0,970-1,014, n = 9, p = 0,734) und 450 uM Sevofluran (1,003, 95%-Kl: 0,992-1,014,
n =12, p = 0,569) keine signifikanten Veranderungen des RMPs bewirkten. Unter 690 uM Sevofluran kam es zu
einer signifikanten Hyperpolarisation des RMPs (1,047, 95%-Kl: 1,032-1,061, n = 9, p = 0,004). Auch 1470 pM
Sevofluran flhrte zu einer Hyperpolarisation des RMPs (1,068, 95%-Kl: 1,041-1,096, n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test fur jede Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI.

In Tabelle 3 sind die Effekte von Sevofluran in den unterschiedlichen Konzentrationen auf das

RMP in Absolutwerten dargestellit.

Tabelle 3: Die Wirkung von Sevofluran auf das RMP (Absolutwerte)

Die Wirkung von Sevofluran auf das RMP in verschiedenen Konzentrationen als Absolutwerte. Auch hier zeigte
sich, dass es unter Sevofluran 690 uM zu einer signifikanten Verschiebung des RMPs in Richtung Hyperpolarisation
kommt. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Mittelwerte mit 95%-KI.

Sevofluran RMP (Kontrolle) RMP (Sevofluran)
95%-KI 95%-KI n p
[uM] [mV] [mV]
80 -56,34 -57,57 — -55,10 -55,95 -57,40 - -54,50 10 0,232
330 -57,09 -58,04 — -56,14 -56,91 -68,30--5552 9 0,734
450 -56,64 -57,99 — -55,29 -56,81 -58,32--55,30 12 0,569
690 -57,80 -59,75 - -55,85 -60,49 -62,42--5855 9 0,004
1470 -58,59 -61,70 — -55,48 -62,58 -66,28 - -58,88 5 -
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Daruber hinaus wurde der Einfluss von Sevofluran auf den Membranwiderstand (Rwm)
untersucht. Dabei wurde zunachst sichergestellt, dass sich die einzelnen Messreihen unter
Kontrollbedingungen nicht signifikant voneinander unterschieden, siehe Abbildung 11 A.
Nach Normalisierung des Effekts von Sevofluran auf die jeweiligen Messungen unter
Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) zeigte sich, dass es ab einer Konzentration von 80 uM zu
einer signifikanten Abnahme des Ry kam, siehe Abbildung 11 B. Zur weiteren Analyse wurde
eine Dosis-Wirkungskurve mit Hilfe einer nicht-linearen Regressionsanalyse mit variabler
Kurvenanpassung sowie der Methode der kleinsten Quadrate erstellt, siehe Abbildung 11 C.
Hiermit lie® sich der sog. ICso-Wert (half maximal inhibitory concentration) ermitteln. Dieser
gibt die Konzentration eines Inhibitors an, unter welcher eine halbmaximale Hemmung zu
beobachten ist (Sebaugh 2011). Dieser betrug bezogen auf den Ry 908,8 uM (95%-Kl: 774,9—
1068,0 uM) Sevofluran
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Abb. 11: Einfluss von Sevofluran auf den Membranwiderstand (Rw)

(A) Im Vergleich zwischen den Messreihen zeigten sich hinsichtlich des Rm unter Kontrollbedingungen keine
signifikanten Unterschiede, weshalb von der Vergleichbarkeit der Messreihen ausgegangen werden kann
(p = 0,051; Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test als Post-hoc-Test). Mittelwerte mit 95%-KI. (B) Normalisiert auf die
Messergebnisse unter Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) zeigte sich, dass es ab einer Konzentration von 80 uM
Sevofluran zu einer signifikanten Abnahme des Rm kam (0,935, 95%-KIl: 0,883-0,986, n = 10, p = 0,027). Auch
330 uM (0,767, 95%-KI: 0,686-0,848, n =9, p = 0,004), 450 uM (0,792 , 95%-KI: 0,646-0,938, n = 12, p = 0,021)
und 690 pM Sevofluran (0,540, 95%-KI: 0,462—0,618, n = 9, p 0,004) flhrten zu einer signifikanten Abnahme des
Rwm. Ebenso bewirkte 1470 uyM Sevofluran eine Abnahme des Rwm (0,462, 95%-KI: 0,320-0,604, n = 5). Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test fir jede Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI. (C) Die relativen Veranderungen
des Rwm unter Sevofluran bezogen auf die Kontrollbedingungen (Kontrolle: 100,0) wurden zur Erstellung einer Dosis-
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Wirkungskurve und zur Ermittlung des I1Cso-Wertes herangezogen. Dabei lie3 sich fir die relative Veranderung des
Rwm eine ICso von 909,8 pyM Sevofluran (95%-Kl: 774,0-1068,0 uM) mit dem Steigungsparameter ,HillSlope*
von -1,47 (-1,80 — -1,13) ermitteln, R2: 0,8747. Die caq von Sevofluran wurde mittels dekadischem Logarithmus
(log1o) transformiert. * = p < 0,05, Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Tests bezogen auf Messungen unter
Kontrollbedingungen. Mittelwerte mit 95%-KI. (D) Stimulationsprotokoll und reprasentative Spannungsantworten
unter Kontrollbedingungen sowie unter Applikation von 330 uM Sevofluran, die zur Bestimmung des Rwm
herangezogen wurden.

In Tabelle 4 sind zusatzlich die Effekte von Sevofluran auf den Ry in Absolutwerten aufgefuhrt.

Tabelle 4: Die Wirkung von Sevofluran auf das Rm (Absolutwerte)

Die Wirkung von Sevofluran auf den Rwm in den verschiedenen Konzentrationen als Absolutwerte. Im Gegensatz zur
Analyse der relativen Veranderung ergibt sich erst ab einer Konzentration von 330 uM Sevofluran eine signifikante
Abnahme des Rm. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test. Mittelwerte mit 95%-KI.

Sevofluran Rwm (Kontrolle) Rwm (Sevofluran)
95%-KI 95%-KI n p
[uM] (MQ] (MQ]
80 211,3 175,5-247,0 199,1 158,0-240,2 10 0,065
330 204,3 168,8-239,8 156,2 124,6-187,7 9 0,004
450 230,4 193,7-267,1 178,3 146,7-209,9 12 0,012
690 294,0 233,2-354,8 153,6 130,4-176,8 9 0,004
1470 262,6 191,9-333,3 123,6 71,1-176,0 5 -

Weiterhin wurde der Einfluss von Sevofluran auf das Schwellenpotential untersucht. Wenn die
neuronale Zellmembran durch zunehmende Depolarisation das Schwellenpotential erreicht,
kommt es zur Offnung spannungsabhangiger Natriumkandle (Aktionspotenzial). Das
Schwellenpotenzial ist gekennzeichnet durch den Beginn des steilen Aufstrichs eines
Aktionspotenzials (Klinke et al. 2014). Von der grundsatzlichen Vergleichbarkeit der
Messreihen konnte dabei ausgegangen werden, siehe Abbildung 12 A. Unter Sevofluran-
Applikation kam es zu einer signifikanten Verschiebung des Schwellenpotentials in Richtung
Depolarisation, eine eindeutige Dosisabhangigkeit war allerdings nicht ersichtlich. Siehe hierzu
Abbildung 12 B.
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Abb. 12: Einfluss von Sevofluran auf das Schwellenpotential

(A) Der Vergleich des Schwellenpotentials (SP) unter Kontrollbedingungen ergab keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Messreihen, weshalb die Vergleichbarkeit der Messreihen als gegeben angesehen wird (p = 0,404;
Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test als Post-hoc-Test). Mittelwerte mit 95%-KI. (B) Messwerte unter Sevofluran
normalisiert auf Messwerte unter Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0). Bereits unter 80 uM Sevofluran kam es zu
einer signifikanten Verschiebung des Schwellenpotentials in Richtung Depolarisation (0,979, 95%-KI: 0,956-1,002,
n =10, p = 0,049). Dieser Effekt konnte auch unter 330 pM (0,945, 95%-KI: 0,933-0,958, n = 9, p = 0,004), 450 yM
(0,958, 95%-KI: 0,918-0,998, n = 9, p = 0,012) und 690 uM Sevofluran (0,959, 95%-KI: 0,933-0,985, n = 9,
p = 0,008) beobachtet werden. Ebenso flihrten 1470 uM Sevofluran zu einer Verschiebung des Schwellenpotentials
(0,931, 95%-KI: 0,864—-0,997, n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test flr jede Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte
mit 95%-KI. (C) Abgebildet sind reprasentative Spannungskurven nach depolarisierender Strom-Injektion
(Kontrolle: +110 pA, 330 uM Sevofluran: +180 pA), unter welchen es erstmals zu einem Aktionspotential kam. Dabei
wurde das Schwellenpotential unter 330 uM Sevofluran in Richtung Depolarisation verschoben.

Die Wirkung von Sevofluran auf das Schwellenpotential in Absolutwerten wird in Tabelle 5

aufgelistet.
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Tabelle 5: Wirkung von Sevofluran auf das Schwellenpotential (Absolutwerte)

Die Wirkung von Sevofluran auf das Schwellenpotential (SP) in den applizierten Konzentrationen als Absolutwerte.
Auch hier zeigte sich, dass es bereits ab einer Konzentration von 80 yM Sevofluran zu einer signifikanten
Verschiebung des Schwellenpotenzials in Richtung Depolarisation kam. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test.
Mittelwerte mit 95%-KI.

Sevofluran SP (Kontrolle) SP (Sevofluran)
95%-KI 95%-KI n p
[UM] [mV] [mV]
80 -37,8 -39,7 - -35,0 -37,0 -38,8 - -35,3 10 0,049
330 -37,1 -38,7 - -35,5 -35,1 -36,9 — -33,2 9 0,004
450 -37,2 -39,6 — -34,8 -35,7 -38,7--32,7 12 0,009
690 -40,2 -42,2 - -38,2 -38,5 -40,0 — -36,0 9 0,008
1470 -40,0 -43,1--36,8 -37,2 -40,6 — -33,7 5 -

Zudem wurde der Einfluss von Sevofluran auf die Frequenz der evozierten Aktionspotenziale
(AP) untersucht. Dabei konnte von einer Vergleichbarkeit der Messreihen ausgegangen
werden, siehe Abbildung 13 A. Bezogen auf die relative Verdnderung kam es ab einer
Konzentration von 330 yM Sevofluran zu einer signifikanten Reduzierung der AP-Frequenz

gegenuber den Kontrollbedingungen, siehe Abbildung 13 B.
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Abb. 13: Einfluss von Sevofluran auf die Aktionspotenzial-Frequenz

(A) Mit Hinblick auf die Aktionspotential-Frequenz (AP f) unterschieden sich die Messdaten unter
Kontrollbedingungen in den verschiedenen Messreihen nicht signifikant voneinander (p = 0,157; Kruskal-Wallis-
Test mit Dunn-Test als Post-hoc-Test). Mittelwerte mit 95%-KI. (B) Die Auswertung der auf die Messdaten unter
Kontrollbedingungen normalisierten (Kontrolle 1,0), relativen Veranderungen der AP f unter Sevofluran-Applikation
ergab, dass es unter 80 pM Sevofluran zu keiner signifikanten Veranderung kam (1,044, 95%-Kl: 0,998-1,094,
n =10, p = 0,074). Ab einer Konzentration von 330 uyM Sevofluran konnte eine Abnahme der AP f beobachtet
werden (0,9108, 95%-KI: 0,8214—1,000, n = 9, p = 0,039), ebenso unter 450 uM (0,8431, 95%-KI: 0,7043-0,9819,
n =12, p =0,006) und 690 uM Sevofluran (0,8043, 95%-KI: 0,7147-0,8940, n = 9, p = 0,004). Eine Abnahme der
AP f konnte auch in allen Zellen unter 1470 pM Sevofluran beobachtet werden (0,5258, 95%-KI: 0,2179-0,8337,
n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fir jede Messreihe. * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI. (C) Reprasentative
Spannungskurven nach depolarisierendem Strom-Impuls (+360 pA) im Current-Clamp-Modus. Verglichen wurde
die maximale Frequenz von Aktionspotenzialen unter Kontrollbedingungen sowie unter Sevofluran-Applikation
(690 pM).

Die Wirkung von Sevofluran auf die AP-Frequenz in Absolutwerten ist in Tabelle 6 aufgefiihrt.
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Tabelle 6: Die Wirkung von Sevofluran auf die Aktionspotential-Frequenz (Absolutwerte)

Abgebildet ist der Effekt von Sevofluran auf die AP-Frequenz in verschiedenen Konzentrationen als Absolutwerte.
Im Gegensatz zu den relativen Veranderungen (siehe Abbildung 13 B), kam es in Absolutwerten erst ab einer
Konzentration von 450 uM Sevofluran zu einer signifikanten Reduzierung der AP-Frequenz. Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang Test, Mittelwerte mit 95%-KI.

Sevofluran AP f (Kontrolle) AP f (Sevofluran)
95%-KI 95%-KI n p
[uM] [Hz] [Hz]
80 41,5 36,7-46,3 43,3 37,9-48,8 10 0,078
330 39,9 36,9-43,0 36,5 31,6-41,5 9 0,065
450 39,0 35,2-42,7 32,8 26,1-39,5 12 0,004
690 34,2 28,4-40,0 28,0 20,1-35,0 9 0,004
1470 34,4 22,0-46,8 18,5 4,5-32,6 5 -

AbschlieRend wurde fur eine Konzentration von 690 uM Sevofluran die Wirkung auf die Strom-
Spannungsbeziehung (IV) in TK-Schaltneuronen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die
Strominjektionen im gesamten Messbereich von -90 pA bis +150 pA in Anwesenheit von
690 uM Sevofluran zu einer signifikanten Depolarisation des Membranpotentials im Vergleich
zu Messungen unter Kontrollbedingungen fiihrten, siehe Abbildung 14. Dies spricht dafir,
dass es trotz Zugabe von 150 uM Ba?* in die aCSF durch Sevofluran zu einer Zunahme sog.

Leck-Strome (leak currents) kommt.

£ %‘ o w R EX ;
e 304 % * * }
S5 ® *
'g%ZO- *** }}§§}§gﬁﬁ
g3 x . g381lpgod®
=35 104 % ¢ § go® o
T T il 3 E 8 = . T T 1
-100 g0 ¥ g 150_ 50 100 150
g & 9 } } } . * Strominjektion [pA]
% & -20-
*
{ } =S 301 o Kontrolle
x * 404 @ Sevofluran 690 pM

Abb. 14: IV-Kurve Sevofluran 690 pM

Zur Erstellung einer Strom-Spannungsbeziehung (V) wurden im Current-Clamp-Modus beginnend von -90 pA bis
+150 pA in 10 pA-Schritten Stréme in TK-Schaltneurone (n = 9) injiziert und die entsprechende Veranderung (A)
des Membranpotentials gemessen. Es zeigte sich, dass es bei einer Konzentration von 690 uM Sevofluran zu einer
signifikanten Abnahme des A Membranpotentials tiber den gesamten Messbereichs kam. Messungen unter Zugabe
von 150 yM Ba2*. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI.
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Zusammenfassend beeinflusste Sevofluran sowohl aktive als auch passive elektrische
Membraneigenschaften. Unterschiede zeigten sich bezlglich der jeweiligen Konzentration, ab
welcher Sevofluran zu signifikanten Veranderungen gegeniber den Kontrollbedingungen
fuhrte.

3.3. Die Wirkung von Sevofluran auf HCN-Kanale

Zur Ermittlung des Einflusses von Sevofluran auf HCN-Kanale in TK-Schaltneuronen wurden
Ganzzellableitungen sowohl im Current-Clamp- als auch im Voltage-Clamp-Modus
durchgefihrt.

3.3.1. Die Wirkung von Sevofiuran auf den Voltage Sag

Im Current-Clamp-Modus demonstrieren TK-Schaltneurone unter Injektion eines hyper-
polarisierenden Strompulses (-350 pA) eine transiente Depolarisation des Membranpotentials,
den sog. Voltage Sag (siehe Abbildung 15 D). Dieser wird durch den einwarts gerichteten
Kationenstrom I, vermittelt, wobei im Gegensatz zu anderen Neuronen-Populationen
malfigeblich HCN-Kanale der Isoform 2 beteiligt sind (Moosmang et al. 1999; Ludwig et al.
2003).

Dabei zeigte sich, dass es bereits ab einer Konzentration von 80 uM Sevofluran zu einer
signifikanten Reduzierung des relativen Voltage Sags kam (Abbildung 15 B). Aus den
relativen Veranderungen des Voltage Sags wurde zudem mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse eine Dosis-Wirkungskurve erstellt, um die entsprechende [Cso zu
ermitteln. Bezuglich des Voltage Sags ergaben die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten
einen [Cso-Wert fir Sevofluran von 7353 uM (95%-Kl: 618,3-874,6 uM). Siehe
Abbildung 15 B.
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Abb. 15: Wirkung von Sevofluran auf den Voltage Sag

(A) Der Voltage Sag unter Kontrollbedingungen unterschied sich in den verschiedenen Messreihen nicht signifikant
voneinander (p = 0,447). Die Vergleichbarkeit der Messreihen war somit gegeben. Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-
Test als Post-hoc-Test. Mittelwerte mit 95%-KI. (B) Bezogen auf die relativen Veranderungen des Voltage Sags
zeigte sich, dass es im Vergleich zu den Messungen unter Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) ab einer
Konzentration von 80 uM Sevofluran zu einer signifikanten Abnahme kam (0,907, 95%-KI: 0,816-0,998, n = 10,
p = 0,049). Ebenso konnte eine signifikante Abnahme des relativen Voltage Sags mit 330 uyM (0,707, 95%-KI:
0,602-0,811, n =9, p = 0,004), 450 uM (0,692, 95%-KI: 0,525-0,860, n = 12, p = 0,005) sowie 690 pM Sevofluran
(0,545, 95%-KI: 0,423-0,667, n = 9, p = 0,004) beobachtet werden. Eine starke Abnahme des Voltage Sags zeigte
sich auch unter 1470 uM Sevofluran (0,298, 95%-KI: 0,091-0,506, n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fir jede
Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI. (C) Die relativen Veradnderungen des Voltage Sags unter
Sevofluran bezogen auf die Kontrollbedingungen (Kontrolle: 100,0) wurden zur Erstellung einer Dosis-
Wirkungskurve und zur Ermittlung des ICso-Wertes herangezogen. Dabei liel sich fiir die relative Veranderung des
Voltage Sags eine ICso von 735,3 pM Sevofluran (95%-Kl: 618,3-874,6 yM) mit dem Steigungsparameter
,HillSlope* von -1,40 (-1,79 — -1,02) ermitteln, R?: 0,8304.* = p < 0,05. Die caq von Sevofluran wurde mittels
dekadischem Logarithmus (log1o) transformiert. Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Tests bezogen auf Messungen unter
Kontrollbedingungen. Mittelwerte mit 95%-KI. (D) Reprasentative Spannungsantworten eines TK-Schaltneurons
unter Kontrollbedingungen sowie unter 330 uM Sevofluran. Zu erkennen ist die Abnahme des Voltage Sags unter
Sevofluran.

Die Wirkung von Sevofluran auf den Voltage Sag in Absolutwerten ist in Tabelle 7 aufgefihrt.
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Tabelle 7: Wirkung von Sevofluran auf den Voltage Sag (Absolutwerte)

Die Wirkung von Sevofluran auf den HCN-Kanal vermittelten Voltage Sag in verschiedenen Konzentrationen als
Absolutwerte. Im Gegensatz zu den relativen Veranderungen (siehe Abbildung 14 B) konnte erst ab einer
Konzentration von 330 uM Sevofluran eine signifikante Reduzierung des Voltage Sags beobachtet werden.
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test. Mittelwerte mit 95%-KI.

Voltage Sag Voltage Sag
Sevofluran

M) (Kontrolle) 95%-KI (Sevofluran) 95%-KI n p

g [mV] [mV]

80 58,5 47,5-69,4 53,4 41,6-65,2 10 0,065
330 54,5 44,8-64,2 39,1 28,4-49,8 9 0,004
450 55,0 45,1-65,0 40,3 26,9-53,6 12 0,005
690 68,5 54,7-82,3 39,1 25,2-53,0 9 0,004
1470 63,4 48,3-78,6 20,5 4,1-36,9 5 -

3.3.2. Die Wirkung von Sevofluran auf den Rebound Delay

Am Ende des im Current-Clamp-Modus applizierten hyperpolarisierenden Strompulses, durch
welchen der depolarisierende Voltage Sag induziert wird, kommt es konsekutiv zu einer Salve
von Aktionspotenzialen mit niedrigem Schwellenpotential, dem sog. Rebound Burst (Ying und
Goldstein 2005). Dieser Rebound Burst tritt mit einer zeitlichen Verzégerung auf, was als

Rebound Delay bezeichnet wird.

Definiert wird der Rebound Delay als die Zeit zwischen dem Ende der hyperpolarisierenden
Strominjektion sowie der Spitze des ersten Aktionspotenzials (Neuhoff et al. 2002), siehe
Abbildung 16 D. So zeigte sich, dass es ab einer Konzentration von 330 uM Sevofluran
dosisabhangig zu einer signifikanten Verlangerung des relativen Rebound Delays kam
(Abbildung 16 B).

Um die Beziehung zwischen Amplitude des Voltage Sags und Dauer des Rebound Delays zu
untersuchen, wurden zudem beide Werte unter Kontrollbedingungen sowie beispielhaft unter
330 uM und 450 uM Sevofluran in einem Graph gegeneinander aufgetragen. Anschlie3end
wurde eine Korrelationsanalyse zur Ermittlung des Korrelationskoeffizienten r nach Pearson
als Mal} fir den Zusammenhang zwischen Voltage Sag und Rebound Delay durchgefiihrt,
siehe Abbildung 16 C. Die Interpretation des Korrelationskoeffizienten r erfolgte geman
Cohen (1988). Fur die Beziehung zwischen Amplitude des Voltage Sags und Dauer des
Rebound Delays lag demnach im Fall der Messungen unter Kontrollbedingungen eine
moderate inverse Korrelation vor. Fur die Messungen unter Applikation von 330 pyM und

450 uM Sevofluran zeigte sich eine starke inverse Korrelation.
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Abb. 16: Wirkung von Sevofluran auf den Rebound Delay und Korrelation mit Voltage Sag

(A) Von der Vergleichbarkeit der verschiedenen Messreihen mit Hinblick auf den Rebound Delay konnte
ausgegangen werden, da sich die Messdaten unter Kontrollbedingungen im Vergleich nicht signifikant voneinander
unterschieden (p = 0,351; Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Test als Post-hoc-Testverfahren). Mittelwerte mit 95%-KI.

(B) Unter 80 uM Sevofluran war keine signifikante Veranderung des relativen Rebound Delays zu beobachten
(1,05, 95%-KI: 0,99-1,11, n = 10, p = 0,106). Ab einer Konzentration von 330 yM Sevofluran kam es zu einer
signifikanten Verlangerung des relativen Rebound Delays (1,27, 95%-KI: 1,20-1,38, n = 9, p = 0,004), genauso
unter 450 pM (1,27, 95%-KI: 1,12-1,43, n = 12, p < 0,001) sowie 690 pM Sevofluran (1,68, 95%-KI: 1,55-1,82,
n =9, p =0,004). Der Effekt zeigte sich auch unter 1470 uM Sevofluran (2,43, 95%-KI: 1,79-3,07, n = 5).

(C) Streudiagramm, in dem die Amplituden der Voltage Sags unter Kontrollbedingungen (n = 30) sowie unter
Applikation von 330 pM (n = 9) und 450 pM Sevofluran (n = 12) als Funktion der Dauer der entsprechenden
Rebound Delays abgebildet wurden. Die Korrelationsanalyse ergab die folgenden Korrelationskoeffizienten r nach
Pearson:

e Kontrolle: =-0,445 (95%-KI: -0,694 — -0,100, p = 0,013)
e Sevofluran 330 pM: r =-0,694 (95%-KI: -0,930 — -0,055, p = 0,038)
e  Sevofluran 450 pM: r =-0,722 (95%-Kl: -0,916 — -0,253, p = 0,008)

In das Streudiagramm sind die entsprechenden Regressionsgeraden eingezeichnet, die mittels linearer Regression
berechnet wurden. Fir die Steigung der Regressionsgeraden konnten dabei folgende Werte ermittelt werden:

e Kontrolle: -0,177 (95%-Kl: -0,315 — -0,039; R2 = 0,1975; p = 0,014)
e 330 uM Sevofluran: -0,433 (95%-KI: -0,835 — -0,031; R2=0,4811; p = 0,038)
e 450 uM Sevofluran: -0,407 (95%-Kl: -0,682 — -0,132; R2 = 0,5216; p < 0,001)

Die Unterschiede in den ermittelten Steigungsparametern waren allerdings nicht signifikant (p = 0,125)

(D) Reprasentative Spannungskurven im Current-Clamp-Modus als Folge eines hyperpolarisierenden Strompulses
(-350 pA) unter Kontrollbedingungen sowie unter 690 uM Sevofluran. Zu erkennen ist, dass es unter Sevofluran zu
einer Verlangerung des Rebound Delays kommt. Der Rebound Delay beschreibt die zeitliche Verzdgerung
zwischen Ende des hyperpolarisierenden Strompulses und der Spitze des ersten Aktionspotenzials.
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Die Wirkung von Sevofluran auf den Rebound Delay in Absolutwerten ist in Tabelle 8

dargestellt.

Tabelle 8: Wirkung von Sevofluran auf den Rebound Delay (Absolutwerte)

Die Wirkung von Sevofluran auf den Rebound Delay in verschiedenen Konzentrationen als Absolutwert. Ebenso
wie bei Betrachtung der relativen Veranderung kam es ab einer Konzentration von 330 pM Sevofluran
dosisabhangig zu einer signifikanten Verlangerung des Rebound Delays. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test.
Mittelwerte mit 95%-KI.

Rebound Delay Rebound Delay
Sevofluran

(Kontrolle) 95%-KI (Sevofluran) 95%-KI n p

uM]
[ms] [ms]
80 30,9 24,6-37,27 32,8 25,0-40,6 10 0,080

330 31,4 27,6-35,3 39,9 33,2-46,6 9 0,004
450 33,8 29,4-38,2 41,5 34,0-49,0 12 < 0,001
690 29,1 23,9-34,2 48,9 38,8-59,1 9 0,004
1470 30,7 24,3-37,1 75,1 45,7-104,6 5 -

3.3.3. Die Wirkung von Sevofluran auf den Kationenstrom Iy

Zur Beurteilung des Kationenstroms I, wurden die Zellen im Voltage-Clamp-Modus beginnend
bei -43 mV stufenweise in Schritten von 10 mV bis maximal -133 mV hyperpolarisiert
(Abbildung 17 A). Die maximale I,-Amplitude konnte bestimmt werden, indem das
Membranpotenzial der Zellen auf -133 mV (lh133mv)) eingestellt wurde (Pape 1996). Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die Messdaten auf die maximale In-Amplitude unter
Kontrollbedingungen mit 1,0 normalisiert Dabei zeigte sich, dass es unter Sevofluran-
Applikation zu einer signifikanten Abnahme der relativen Amplitude von I, kam (Abbildung 17
B). Bei einem Membranpotenzial von -133 mV konnte dosisabhangig eine signifikante
Veranderung ab einer Konzentration von 330 uM Sevofluran (Abbildung 17 Ci) beobachtet
werden, wohingegen die Messungen von |, bei einem Membranpotenzial von -73 mV (ln-73mv))
erst ab einer Sevofluran-Konzentration von 450 uM signifikante Veranderungen der relativen
Amplitude ergaben (Abbildung 17 Cii). Aus entsprechenden Dosis-Wirkungskurven lielRen
sich zudem ICso-Werte ermitteln. FUr In-133mv) betrug die ICso 1175 uyM Sevofluran (95%-KI:
1028-1343 yM), fur In7amv) 950 uM Sevofluran (95%-KI: 821-1099 uM) (Abbildung 17 Di,
Dii).
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Abb. 17: Die Wirkung von Sevofluran auf den HCN-Kanal-vermittelten Kationenstrom I

(Ai) Stimulationsprotokoll zur Messung des HCN-Kanal-vermittelten Kationenstroms In mit einer stufenweise
Hyperpolarisation des TK-Schaltneurons beginnend von -43 mV bis maximal -133 mV. (Aii) Reprasentative
Stromkurven im Voltage-Clamp-Modus unter Kontrollbedingungen sowie nach Applikation von 690 yM Sevofluran.

(B) Ab einer Konzentration von 450 uM Sevofluran kam es zu einer signifikanten Reduktion des Kationenstroms .
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Messdaten auf die maximale In-Amplitude bei -133 mV unter
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Kontrollbedingungen normalisiert. Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Tests fir jeden Spannungsschritt bezogen auf
Werte unter Kontrollbedingungen, n = 5-12 fiir jede Konzentration, * = p < 0,05.

(Ci) Bezogen auf die relative I-Amplitude bei -133 mV (lnh-133mv)) kam es im Vergleich zu den Messungen unter
Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) mit 80 uM Sevofluran (1,02, 95%-Kl: 0,93-1,11, n = 10, p = 0,695) zu keiner
signifikanten Veranderung. Demgegeniiber konnte unter 330 uM (0,93, 95%-KI: 0,89-0,97, n = 9, p = 0,008),
450 uM (0,85, 95%-KI: 0,79-0,91, n = 12, p = 0,001) sowie 690 uyM Sevofluran (0,73, 95%-KI: 0,63-0,84, n = 15,
p < 0,001) dosisabgangig eine signifikante Reduktion der relativen In133mv)-Amplitude beobachtet werden. Die
Abnahme betrug unter 1470 yM Sevofluran 0,46 (95%-KI: 0,27-0,65, n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fiir
jede Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI. (Cii) Zudem wurde der Einfluss von Sevofluran auf die relative
In-Amplitude bei einem Membranpotenzial von -73 mV (In7amv) ermittelt. Im Vergleich zu den Messungen unter
Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) konnte dabei in den Konzentrationen von 80 pM (1,03, 95%-KI: 0,89-1,12,
n=10, p = 0,557) und 330 pM Sevofluran (0,99, 95%-Kl: 0,93-1,06, n = 9, p = 0,844) keine signifikante
Veranderung beobachtet werden. Die Konzentrationen von 450 uM (0,83, 95%-KI: 0,72-0,94, n = 12, p = 0,005)
und 690 pM Sevofluran (0,64, 95%-KI: 0,52-0,76, n = 15, p < 0,001) flhrten dagegen zu einer signifikanten
Reduktion von Ih¢.73mv). Die Abnahme unter 1470 pM Sevofluran betrug 0,33 (95%-KI: 0,17-0,51, n = 5). Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test fir jede Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI.

(Di) Die relativen Veranderungen In-133 mv) unter Sevofluran-Applikation in verschiedenen Konzentrationen wurden
zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve und zur Berechnung des entsprechenden ICso-Wertes herangezogen.
So lief’ sich fur die Reduktion von In-133 mv) eine 1Cso von 1175 uyM Sevofluran (95%-KI: 1028—-1343 uM) mit dem
Steigungsparameter ,HillSlope“ von -1,97 (95%-KI: -2,37 — -1,57) ermitteln. RZ 0,9051. (Dii) Im Vergleich hierzu
fiel die ICso fir die Reduktion von Ini7amv) mit 950 uM Sevofluran (95%-KI: 821-1099 uM) niedriger aus (HillSlope:
-2,25, 95%-KI: -2,89 — -1,60; R2: 0,8599). Die caq von Sevofluran wurden mittels dekadischem Logarithmus (log1o)
transformiert. * = p < 0,05, Kruskal-Wallis-Test mit Dunn-Tests bezogen auf Messungen unter Kontrollbedingungen.
Mittelwerte mit 95%-KI.
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3.3.4. Die Wirkung von Sevofluran auf die Aktivierungszeitkonstanten Tf,ss und Tsiow

Wahrend sich bezuglich der spannungsabhangigen Aktivierungszeitkonstanten der HCN-

Kanale im Fall von 140w keine signifikanten Unterschiede unter Sevofluran zeigten, kam es ab

einer Konzentration von 450 uyM Sevofluran zu einer signifikanten Verlangerung von st

(Abbildung 18).
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Abb. 18: Die Wirkung von Sevofluran auf Tfast und Tsiow

(A) Reprasentative In-Stromkurven bei einem Membranpotenzial von -133 mV unter Kontrollbedingungen sowie
unter 690 pM Sevofluran. Die bi-exponentielle Kurvenanpassungen zur Ermittlung von trg und Tsow Sind als
gestrichelte Linien in Rot eingetragen. (Bi) Im Vergleich zu den Messungen unter Kontrollbedingungen (Kontrolle:
1,0) kam es unter Sevofluran ab einer Konzentration von 450 uM zu einer signifikanten Verlangerung von e (1,09,
95%-Kl: 1,00-1,81, n = 12, p = 0,034). Unter 690 pM Sevofluran fiel die Verlangerung starker aus (1,20, 95%-KI:
1,04-1,35,n =9, p = 0,02), dieser Trend setzte sich weiterhin in allen abgeleiteten Zellen unter 1470 yM Sevofluran
fort (1,90, 95%-Kl: 0,95-2,85, n = 5). (Bii) Demgegeniber zeigten sich nach Sevofluran-Applikation keine
signifikanten Unterschiede bezlglich der relativen Veranderung von tgow. FUr 450 uM betrug die relative
Veranderung 1,06 (95%-KI: 0,80-1,32, n = 12, p = 0,791), fir 690 uyM 0,71 (0,40-1,03, n = 9, p = 0,098) und fir
1470 pyM Sevofluran 0,55 (0,16-0,93, n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur jede Messreihe, * = p < 0,05,

Mittelwerte mit 95%-KI.
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3.3.5. Die Wirkung von Sevofluran auf das Potential der halbmaximalen Aktivierung Vi,

Aus der spannungsabhangigen Aktivierung p(V) der normalisierten l14i-Stréme lield sich zudem
das Potential der halbmaximalen Aktivierung (V1) bestimmen. Hierbei zeigte sich, dass es
erst ab einer Konzentration von 690 uM Sevofluran zu einer signifikanten Hyperpolarisation
des Vi, kam (Abbildung 19 B).

>
*
(v

! 1 >‘3 ’ A Hyperpolarisation *
v
o)
O € 1.1- LA %
5 8 o i 5 A
£ 0, olo A v -g
. 040 [u] % % ‘B 1.0----‘——-0 -%— o AELEEEE
- o) Q
> -90- a A > o A
v 2 09-
© ———
[ epolarisation
14 Y
-1004— . : ; : 0.8 : : . . :
o
§ &S FS S
& W N N e & S & S
& € & £ $ & & F &
i 3 3 o R
e ¢ ¢ 0 2 o °

Abb. 19: Die Wirkung von Sevofluran auf das Potential der halbomaximalen Aktivierung (V1:2)

(A) Die Vergleichbarkeit der verschiedenen Messreihen unter Kontrollbedingungen wurde mithilfe des Kruskal-
Wallis-Tests Uberpriift, der einen signifikanten Unterschied der Mediane ergab (p = 0,008). Die als Post-hoc-
Testverfahren durchgefilhrten Dunn-Tests ergaben dabei zwar einen signifikanten Unterschied der Vi.-Werte
zwischen der 80 yM und der 690 puM Sevofluran Gruppe. Im Vergleich der Absolutwerte (V42 Kontrolle
80 uM: -84,3 mV, 95%-KI: -81,6 — -87,5 mV vs. V12 Kontrolle 690 uM: -87,7 mV, 95%-KI: -86,9 — -90,1 mV) fallt die
Differenz mit 3,4 mV gering aus, weshalb weiterhin von der grundsétzlichen Vergleichbarkeit der Messreihen
ausgegangen wurde. (B) Keine relative Veranderung (Kontrolle: 1,0) beziiglich des V12 ergab sich fir die
Applikation von 80 uM (1,000, 95%-KI: 0,950-1,031, n = 10, p = 0,375) sowie 450 uyM Sevofluran (0,998, 95%-KiI:
0,975 —-1,022, n = 12, p = 0,677), unter 330 M Sevofluran zeigte sich sogar eine leichte Verschiebung von V12 in
Richtung Depolarisation (=0,975, 95%-KIl: 0,955 — 0,996, n = 9, p = 0,0273). Eine signifikante Verschiebung des
V12 in Richtung Hyperpolarisation konnte bei einer Konzentration von 690 uM Sevofluran beobachtet werden
(1,025, 95%-KI: 1,000-1,050, n = 15, p = 0,041), dieser Effekt liel} sich auch in allen abgeleiteten Zellen unter
1470 uM Sevofluran replizieren (1,090, 95%-Kl: 1,057-1,124, n = 5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur jede
Messreihe, * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI.

Wie bereits gezeigt, kommt es unter Sevofluran trotz Zugabe von 150 uM Ba?* zu einer
Zunahme sog. Leck-Strome (leak currents), siehe Abbildung 14. Dies kdnnte erklaren, dass
es erst ab einer vergleichsweise hohen Konzentration von 690 yM Sevofluran zu einer
moderaten Verschiebung von V15 in Richtung Hyperpolarisation kam. Zudem war es aufgrund
des Auftretens der Leckstrome unter hdheren Sevofluran-Konzentrationen notwendig, die
Normalisierung der Iri-Strome entsprechend anzupassen (Abbildung 20 Ei), siehe hierzu
auch Budde et al. (2008). Fir spannungsabhangige Aktivierungskurven p(V) sowie fur eine

Ubersicht der Wirkung von Sevofluran auf das Vi, in Absolutwerten siehe Abbildung 20.
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Abb. 20: Einfluss von Sevofluran auf die spannungsabhingige Aktivierung p(V) und das Potential der
halbmaximalen Aktivierung (V112)

(Ai-Ei) Abgebildet ist der Einfluss von Sevofluran in den untersuchten Konzentrationen auf die
spannungsabhangige Aktivierung p(V) der normalisierten Imi-Strdme im Vergleich zu Messungen unter
Kontrollbedingungen. Zur Ermittlung des Potentials der halbmaximalen Aktivierung (Vi/2, gestrichelte Linie) erfolgte
eine Kurvenanpassung mittels Boltzmann-Funktion. (Ei) Aufgrund des Auftretens von ausgepragten Leck-Stromen
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in Anwesenheit von Sevofluran in héheren Konzentrationen wurde fir die Messungen unter 1470 uyM Sevofluran
eine entsprechende Anpassung der Normalisierung der It.i-Strdme vorgenommen. Imin Wurde als die tats&chlich
niedrigste Itai-Amplitude definiert. Dabei trat Imin in den gemessenen Zellen unter 1470 uyM Sevofluran bei einem
Membranpotential von -73 mV auf. Itai-Stréme im Bereich von -43 mV bis -63 mV flossen entsprechend nicht in die
Berechnung von p(V) ein (ltai = 0). (Aii) In einer Konzentration von 80 uM hatte Sevofluran keinen signifikanten
Einfluss auf das Potential der halbmaximalen Aktivierung (V12) (Kontrolle: -84,3 mV, 95%-Kl: -82,5 — -86,1 mV; vs.
Sevofluran 80 pM: -83,3 mV, 95%-KI: -82,0 — -85,7 mV, n = 10, p = 0,375), (Bii) Fir 330 uM Sevofluran wurde
sogar eine Verschiebung von Viz in Richtung Depolarisation beobachtet (Kontrolle: -84,3 mV,
95%-Kl: -81,8 — -86,8 mV; vs. Sevofluran 330 pM: -82,1 mV, 95%-KI: -80,2 — -84,1 mV, n=9, p = 0,027). (Cii)
Demgegeniber konnte in einer Konzentration von 450 uM Sevofluran keine signifikante Veranderung beobachtet
werden (Kontrolle: -85,0 mV, 95%-KI: -83,7—- -86,4mV; vs. Sevofluran 450 pupM: -84,9 mV,
95%-KI: -82,1 —-87,8 mV, n =12, p = 0,677). (Dii) Ab einer Konzentration von 690 uM Sevofluran kam es zu einer
signifikanten Verschiebung von V1.2 in Richtung Hyperpolarisation (Kontrolle: -87,7 mV, 95%-KI: -85,8 — -89,7 mV,
vs. Sevofluran 690 pM: -89,9 mV, 95%-KI: -86,9 —-93,0 mV, n = 15, p = 0,041). (Eii) Ein gleichgerichteter Effekt
auf V4,2 zeigte sich auch bei 1470 uM Sevofluran (Kontrolle: -87,1 mV, 95%-KI: 85,0 — -89,3 mV; vs. Sevofluran
1470 pM: -95,0 mV, 95%-Kl: -91,1 —-98,4 mV, n =5). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fir jede Messreihe,
* = p < 0,05, n.s. = nicht signifikant (p > 0,05), Mittelwerte mit 95%-KI.

3.4. Die Wirkung von Sevofluran auf GABAa-Rezeptor-vermittelte Strome

Zur Ermittlung der Wirkung von Sevofluran auf GABAa-R-vermittelte Stréme wurden
Messungen im Voltage-Clamp-Modus durchgefihrt. Das Membranpotenzial der abgeleiteten
TK-Schaltheuronen wurde konstant auf -70 mV gehalten. Die Etablierung von Messungen
unter Kontrollbedingungen erfolgte unter Zugabe von 1 uM TTX, 50 uM D-AP5, 5 uM
CGP 55845 und 5 uM NBQX (fir a47: 20 uM DNQX).

3.4.1. Die Wirkung von Sevofluran auf mIPSCs in WT- und a4”-TK-Schaltneuronen

Die miniature inhibitory postsynaptic currents (mIPSCs) als Korrelate phasischer, GABAa-
Rezeptor vermittelten Inhibition wurden bezulglich ihrer Frequenz, Amplitude, Aktivierungszeit,
Deaktivierungszeitkonstante 14 sowie ihres Ladungstransfers analysiert. Die Messungen
erfolgten unter Kontrollbedingungen sowie nach 20-minutiger Applikation von 690 pyM
Sevofluran. Nach Zugabe einer sattigenden Konzentration des GABAa-R-Antagonisten
Bicucullin (10 yM) am Ende der Sevofluran-Applikation kam es zu einem vollstidndigen
Sistieren von mIPSCs (Abbildung 21 A).

Dabei zeigte sich, dass es im WT zu einer signifikanten Abnahme der mIPSC-Frequenz kam
(Abbildung 21 B), wohingegen mIPSC-Aktivierungszeit (Abbildung 21 D), 14 (Abbildung
21 E) und Ladungstransfer (Abbildung 21 F) signifikant zunahmen. Keine signifikante
Veranderung war im WT beziiglich der mIPSC-Amplitude zu verzeichnen (Abbildung 21 C).
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Abb. 21: Die Wirkung von Sevofluran auf mIPSCs in WT-TK-Schaltneuronen

(A) Reprasentative Stromspuren von mIPSCs bei einem vorgegebenen Membranpotenzial von -70 mV im Voltage-
Clamp-Modus und in Anwesenheit von 1 yM TTX, 50 uM D-AP5, 5 yM CGP 55845 und 5 yM NBQX (Kontrolle),
nach Applikation von 690 uM Sevofluran (20 Minuten) sowie nach Applikation des spezifischen GABAa-R-
Antagonisten Bicucullin (10 pM) in WT-TK-Schaltneuronen. (B) Automatisch selektierte und graphisch gemittelte
Stromspuren von mIPSCs, die entsprechend des Mittelpunktes ihrer Aktivierungszeit ausgerichtet wurden, unter
Kontrollbedingungen (n = 50) und nach Applikation von 690 uM Sevofluran (n = 50). (C) Unter 690 uM Sevofluran
kam es in WT-TK-Schaltneuronen zu einer signifikanten Abnahme des mIPSC-Frequenz (Kontrolle: 0,64 Hz,
95%-KIl: 0,44-0,84 Hz; vs. Sevofluran: 0,46 Hz, 95%-KI: 0,30-0,62 Hz, n = 12, p = 0,042). (D) Keine signifikanten
Unterschiede waren beziiglich der mIPSC-Amplitude festzustellen (Kontrolle: 31,0 pA, 95%-KI: 24,3-37,7 pA; vs.
Sevofluran: 36,9 pA, 95%-KI: 28,9-44,9 pA, n = 12, p = 0,052). (E) In Anwesenheit von 690 pM Sevofluran kam es
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zudem zu einer signifikanten Zunahme der mIPSC-Aktivierungszeit (Kontrolle: 4,02 ms, 95%-KI: 3,62—4,42 ms; vs.
Sevofluran: 4,72 ms, 95%-KIl: 4,23-5,20 ms, n = 12, p = 0,005), (F) der Deaktivierungszeitkonstanten (t4) (Kontrolle:
19,7 ms, 95%-KI: 16,3-23,1 ms; vs. Sevofluran: 123,2 ms, 95%-KI: 100,4-146,0 ms, n = 10, p = 0,002), (G) sowie
des Ladungstransfers (Kontrolle: 0,488 pC, 95%-Kl: 0,381-0,594 pC; vs. Sevofluran: 1,188 pC, 95%-Kl: 0,933—
1,442 pC,n =12, p<0,001. pC: Picocoulomb). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, * = p < 0,05, n.s. = nicht signifikant
(p > 0,05).

Zudem wurde untersucht, wie sich die Zugabe von 690 uM Sevofluran auf mIPSCs in a4-TK-
Schaltneuronen auswirkt. Die Ergebnisse hiervon sind in Abbildung 22 zusammengefasst. Im
Gegensatz zu den Messungen in WT-TK-Schaltneuronen zeigte sich hier keine signifikante
Veranderung der mIPSC-Frequenz (Abbildung 22 C).
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Abb. 22: Wirkung von Sevofluran auf mIPSCs in a4’-TK-Schaltneuronen

(A) Abgebildet sind reprasentative Stromspuren von mIPSCs bei einem Membranpotenzial von -70 mV im Voltage-
Clamp-Modus und unter Zugabe von 1 uM TTX, 50 uM D-AP5, 5 yM CGP 55845 und 20 uM DNQX (Kontrolle),
nach Applikation von 690 uM Sevofluran (20 Minuten) sowie nach Applikation des spezifischen GABAa-R-
Antagonisten Bicucullin (10 uM) in a4---TK-Schaltneuronen. (B) Automatisch selektierte und graphisch gemittelte
Stromspuren von mIPSCs, die entsprechend des Mittelpunktes ihrer Aktivierungszeit ausgerichtet wurden, unter
Kontrollbedingungen (n = 50) und nach Applikation von 690 uM Sevofluran (n = 50). (C) Im Gegensatz zu den WT-
TK-Schaltneuronen kam es unter 690 pM Sevofluran in den a4--TK-Schaltneuronen zu keiner signifikanten
Veranderung der mIPSC-Frequenz (Kontrolle: 0,77 Hz, 95%-KI: 0,45-1,10 Hz; vs. Sevofluran: 0,92 Hz, 95%-KI:
0,62-1,23 Hz, n = 10, p = 0,232). (D) Keine signifikanten Unterschiede nach Sevofluran-Applikation waren zudem
hinsichtlich der mIPSC-Amplitude festzustellen (Kontrolle: 26,1 pA, 95%-KI: 19,0-33,3 pA; vs. Sevofluran: 30,1 pA,
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95%-KI: 23,6-36,7 pA, n = 10, p = 0,065). (E) Die Zugabe von 690 pyM Sevofluran bewirkte eine signifikante
Zunahme der mIPSC-Aktivierungszeit (Kontrolle: 2,92 ms, 95%-KI: 2,79-3,06 ms; vs. Sevofluran: 3,94 ms, 95%-KI:
3,68-4,20 ms, n = 10, p = 0,002), (F) der Deaktivierungszeitkonstanten (t4) (Kontrolle: 15,6 ms, 95%-Kl: 13,1—
18,0 ms; vs. Sevofluran: 54,4 ms, 95%-Kl: 35,7-73,1 ms, n = 10, p = 0,002), (G) sowie des Ladungstransfers
(Kontrolle: 0,325 pC, 95%-KI: 0,236-0,414 pC; vs. Sevofluran: 0,765 pC, 95%-Kl: 0,589-0,942 pC, n =10,
p = 0,002. pC: Picocoulomb). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, * = p < 0,05, n.s. = nicht signifikant (p > 0,05).

AbschlieRend wurden die erhobenen mIPSC-Parameter in WT-TK-Schaltneuronen mit den
mIPSC-Parametern in a4”-TK-Schaltneuronen unter Kontrollbedingungen miteinander
verglichen. Es zeigte sich, dass mIPSCs in 0a4”-TK-Schaltneuronen unter
Kontrollbedingungen eine signifikant kiirzere Aktivierungszeit und einen signifikant geringeren

Ladungstransfer aufwiesen, sieche Tabelle 9.

Tabelle 9: Vergleich der mIPSC-Parameter in WT- und a4-"-TK-Schaltneuronen unter Kontrollbedingungen

Ubersicht der erhobenen mIPSC-Parameter in WT- und a4---TK-Schaltneuronen unter Kontrollbedingungen. Im
Vergleich der Stichproben untereinander zeigten sich signifikante Unterschiede bezuglich der Aktivierungszeit und
des Ladungstransfers. WT: n = 10-12; a4”: n = 10. Mann-Whitney-Test fir jeden Parameter. Mittelwerte mit 95%-
Konfidenzintervall.

mIPSC- WT a4’
95%-Kl 95%-KI p
Parameter (Kontrolle) (Kontrolle)
Frequenz
0,64 0,44-0,84 0,77 0,45-1,10 0,377
(Hz)
Amplitude
31,0 24,3-37,7 26,1 19,0-33,3 0,447
(PA)
Aktivierungszeit
4,02 3,62-4,42 2,92 2,79-3,06 <0,001
(ms)
Ta
19,7 16,3-23,1 15,6 13,1-18,0 0,090
(ms)
Ladungstransfer
(0C) 0,488 0,382-0,594 0,325 0,236-0,414 0,030
p

3.4.2. Die Wirkung von Sevofluran auf die tonische Inhibition in WT- und a4”’-TK-

Schaltneuronen

Der Einfluss von Sevofluran auf die tonische, durch extrasynaptische GABAa-R-vermittelte
Inhibition wurde anhand der Veranderungen des Haltestroms bestimmt (Bright und Smart
2013a; Maniezzi et al. 2019). Im Fall von WT-TK-Schaltneuronen ergab die quantitative
Analyse der Stromspuren mittels all-point-Histogrammen und anschlieRender
Kurvenanpassung, dass es unter der Applikation von 690 uM Sevofluran zu einer signifikanten,

einwarts gerichteten Verschiebung des mittleren Stroms kam (Abbildung 23 C). Dabei
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entspricht diese einwarts gerichtete Verschiebung des Haltestroms einer positiven Modulation
der tonischen Inhibition, welche durch extrasynaptische GABAa-R-vermittelt wird (Bright und
Smart 2013a; Maniezzi et al. 2019).
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Abb. 23: Die Wirkung von Sevofluran auf die tonische Inhibition in WT-TK-Schaltneuronen

(Ai) Reprasentative Stromspur eines WT-TK-Schaltneurons bei einem vorgegebenen Membranpotenzial
von -70 mV im Voltage-Clamp-Modus und unter Zugabe von 1 uyM TTX, 50 uM D-AP5, 5 yM CGP 55845 und 5 pM
NBQX (Kontrolle). Die mit (a) bezeichnete Box kennzeichnet das 10-Sekunden lange Intervall, welches zur
Erstellung des all-point-Histogramms in (Aii) verwendet wurde. (Aii) Reprasentatives all-point-Histogramm des 10-
Sekunden-Intervalls aus (Ai). Die eingezeichnete Kurve wurde mittels GauR-Funktion an die Datenpunkte des
Histogramms angepasst. Dabei stellt die Spitze der Kurve den mittleren Haltestromwert unter Kontrollbedingungen
dar. (Bi) Reprasentative Stromspur mit pharmakologisch isolierten mIPSCs desselben WT-TK-Schaltneurons nach
20-minutiger Applikation von 690 uM Sevofluran. Das 10-Sekunden lange Intervall, welches zur Erstellung des
entsprechenden all-point-Histogramms nach Sevofluran-Applikation (Bii) herangezogen wurde, ist mit (b)
gekennzeichnet. (Bii) Mittels Anpassung einer Gaul-Funktion an die Datenpunkte des all-point-Histogramms
wurde der mittlere Haltestrom unter Sevofluran-Applikation ermittelt. Dabei zeigte sich, dass es unter Sevofluran
zu einer einwarts gerichteten Verschiebung des Haltestroms kam. (C) Insgesamt kam es in WT-TK-Schaltneuronen
zu einer signifikanten Zunahme des applizierten Haltestroms unter 690 pM Sevofluran und somit der von
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extrasynaptischen GABAa-R-vermittelten, tonischen Inhibition (Kontrolle: -38,1 pA, 95%-KI: -56,0 — -20,3 pA vs.
Sevofluran: -85,4 pA, 95%-KI: -112,9 — -57,8 pA, n = 12, p < 0,001). Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, * = p < 0,05.

Interessanterweise zeigte sich demgegeniber in a4’-TK-Schaltneuronen unter Sevofluran-
Applikation in einer Konzentration von 690 uM keine einwarts gerichtete Verschiebung des
Haltestroms, sondern vielmehr eine leichte, aber signifikante auswarts gerichtete

Verschiebung des Haltestrom, sieche Abbildung 24 C.
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Abb. 24: Die Wirkung von Sevofluran auf die tonische Inhibition in a4’-TK-Schaltneuronen

(Ai) Reprasentative Stromspur eines a4”-TK-Schaltneurons bei einem vorgegebenen Membranpotenzial
von -70 mV im Voltage-Clamp-Modus und unter Zugabe von 1 yM TTX, 50 uM D-AP5, 5 yM CGP 55845 und 20 uM
DNQX (Kontrolle). Die mit (a) bezeichnete Box kennzeichnet das 10-Sekunden lange Intervall, welches zur
Erstellung des all-point-Histogramms in (Aii) verwendet wurde. (Aii) Reprasentatives all-point-Histogramm des 10-
Sekunden-Intervalls aus (Ai). Die eingezeichnete Kurve wurde mittels Gauf3-Funktion an die Datenpunkte des
Histogramms angepasst. Dabei stellt die Spitze der Kurve den mittleren Haltestromwert unter Kontrollbedingungen
dar. (Bi) Reprasentative Stromspur mit pharmakologisch isolierten mIPSCs desselben a4---TK-Schaltneurons nach
20-minutiger Applikation von 690 uM Sevofluran. Das 10-Sekunden lange Intervall, welches zur Erstellung des
entsprechenden all-point-Histogramms nach Sevofluran-Applikation (Bii) herangezogen wurde, ist mit (b)
gekennzeichnet. (Bii) Mittels Anpassung einer Gaul-Funktion an die Datenpunkte des all-point-Histogramms
wurde der mittlere Haltestrom unter Sevofluran-Applikation ermittelt. Dabei zeigte sich, dass es unter Sevofluran
zu einer leichten auswarts gerichteten Verschiebung des Haltestroms kam. (C) Im Gegensatz zu den WT-TK-
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Schaltneuronen kam es in den a4/-TK-Schaltneuronen zu einer signifikanten Abnahme des applizierten
Haltestroms unter Sevofluran und somit der von extrasynaptischen GABAa-Rs vermittelten, tonischen Inhibition
(Kontrolle: -64,6 pA, 95%-KI: -95,7 —-33,4 pA vs. Sevofluran: -47,8 pA, 95%-Kl: -74,9 — -20,7 pA, n = 10, p = 0,002).
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, * = p < 0,05.

Dabei unterschieden sich die mittleren Haltestrome unter Kontrollbedingungen in WT- und
a4”-TK-Schaltneuronen nicht signifikant voneinander, siehe Abbildung 25 A. Auch im
Vergleich der relativen Veranderungen des Haltestroms nach Sevofluran-Applikation zeigte
sich, dass es in TK-Schaltneuronen von WT-Tieren zu einer signifikanten Zunahme des
Haltestroms kam, wohingegen der Verlust der a4-Untereinheit eine Abnahme des Haltestroms
unter Sevofluran bewirkte (sieche Abbildung 25 B). Wie aus der Abbildung hervorgeht, war

dieser Effekt in a4”--TK-Schaltneuronen zwar signifikant, aber quantitativ gering ausgepragt.
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Abb. 25: Vergleich der tonischen Inhibition unter Kontrollbedingungen sowie nach Sevofluran-Applikation
(690 puM) in WT- und a4”-TK-Schaltneuronen

(A) Der Vergleich des Haltestroms in WT- und a4--TK-Schaltneuronen unter Kontrollbedingungen ergab keinen
signifikanten Unterschied (Kontrolle WT: -38,1 pA, 95%-Kl: -56,0 — -20,3 pA, n = 12; vs. Kontrolle a4--: -64,6 pA,
95%-Kl: -95,7 — -33,4 pA, n = 10; p = 0,177). Mann-Whitney-Test, n.s. = nicht signifikant (p > 0,05). (B) Beziiglich
der relativen Veranderungen des Haltestroms nach Sevofluran-Applikation (690 uM) zeigte sich, dass es in WT-
Neuronen gegeniber den Messungen unter Kontrollbedingungen (Kontrolle: 1,0) zu einer signifikanten Zunahme
des Haltestroms kam (3,12, 95%-KIl: 1,95-4,28, n = 12, p < 0,001), wohingegen der Verlust der a4-Untereinheit zu
einer geringfligigen, aber signifikanten Abnahme fiihrte (0,69, 95%-KI: 0,49-0,90, n = 10, p = 0,002). Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test fiir jede Messreihe. * = p < 0,05, Mittelwerte mit 95%-KI.

Zudem erfolgte nach Abschluss der Sevofluran-Applikation die Zugabe des GABAa-R-
Antagonisten Bicucullin (10 uM). Neben der vollstandigen Aufhebung von mIPSCs kam es zu
einer Veranderung des Haltestroms durch Blockade extrasynaptischer GABAA-Rs. Hierdurch
lie® sich im Vergleich zu dem mittleren Haltestrom unter Kontrollbedingungen die Prasenz
einer basalen tonischen Inhibition ermitteln. Diese ergab fur WT-TK-Schaltneurone eine
einwartsgerichtete Verschiebung des mittleren Haltestroms um +18,2 pA (x 4,0 pA, n =5) und
im Fall von a4”-TK-Schaltneuronen von +14,0 (+ 4,7 pA, n = 9). Die Unterschiede im Vergleich
zu den Messdaten unter Kontrollbedingungen waren allerdings in beiden Fallen nicht
signifikant.
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4. Diskussion

Gegenstand des vorliegenden Promotionsvorhabens war es, die Wirkung des volatilen
Anasthetikums Sevofluran auf die Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen im VB-Kernkomplex
des Thalamus mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik zu untersuchen. Hierfir wurden Strom- und
Spannungsantworten durch Stimulationsprotokolle im Current- sowie im Voltage-Clamp-

Modus generiert.

Der Thalamus wurde wiederholt als wichtige anatomische Zielstruktur flr volatile Anasthetika
identifiziert (Alkire et al. 1999; Fiset et al. 1999; Kaisti et al. 2002; Alkire, Hudetz und Tononi
2008) und spezifische elektrische Aktivitdatsmuster, die im TK-Netzwerk generiert werden, sind
mit dem Zustand der Bewusstlosigkeit assoziiert (Pape et al. 2005). Dabei wird die
Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen malgeblich durch den HCN-Kanal vermittelten
Kationenstrom Iy beeinflusst (Pape 1996; Robinson und Siegelbaum 2003). Zudem nehmen
GABAAa-Rs mit ihren unterschiedlichen Modalitaten der Inhibition eine bedeutsame Rolle in der
Regulierung von Neuronen ein (Franks 2008; Garcia, Kolesky und Jenkins 2010). Im Rahmen
dieses Promotionsvorhabens konnte gezeigt werden, dass Sevofluran in klinisch relevanten
Dosierungen in vitro inhibitorisch auf die intrinsische Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen im
VB-Kernkomplex des Thalamus wirkt. Dabei fihrte Sevofluran dosisabhangig tber ein breites
Membranpotenzial-Spektrum zu einer signifikanten Reduktion der Ir-Stromamplitude und in
héheren Konzentrationen zu einer Verschiebung der spannungsabhangigen Aktivierung von
HCN-Kanalen in Richtung Hyperpolarisation. Darliber hinaus bewirkt Sevofluran eine
Verstarkung der phasischen Inhibition via synaptischer GABAA-Rs und der tonischen Inhibition
via extrasynaptischer GABAa-Rs, wobei die Vermittlung der tonischen Inhibition in
Abhangigkeit von der a4-Untereinheit-Expression extrasynaptischer GABAa-Rs zu erfolgen
scheint. Diese Daten unterstitzen dabei die Ergebnisse vorausgehender Arbeiten, welche
funktionell der Inhibition des Thalamus eine zentrale Rolle in der Vermittlung der

Bewusstlosigkeit-induzierenden Wirkung von Sevofluran zuschreiben.

4.1. Klinische Relevanz der Sevofluran-Konzentration

Ein kritischer Punkt in der Identifizierung der molekularen Zielstrukturen von Anasthetika stellt
die Verwendung von Konzentrationen dar, die eine klinische Relevanz aufweisen (Eger et al.
2001). In diesem Zusammenhang gilt es zu berlcksichtigen, dass im Rahmen dieser Arbeit
die Applikation von Sevofluran nicht mittels Verdinnung und Zugabe von maximal gesattigter
Sevofluran-Lésung erfolgte (wie etwa bei Haseneder et al. (2002)), sondern mit Hilfe eines
Sevofluran-Vapors (wie etwa bei Sugasawa et al. (2018)). Hiermit konnte das Carbogengas
mit den Sevofluran-Volumenprozentkonzentrationen von 0,4 %, 1,3 %, 1,8 %, 3,2 % sowie
8,0 % angereichert werden. Die Referenz fir die verwendeten Konzentrationen stellt dabei der

61



Diskussion

MAC-Wert von Sevofluran dar (Franks und Lieb 1994). Im Fall von ménnlichen CD1-M&ausen
entsprechen 3,22 % Sevofluran bei physiologischen Temperaturen einer MAC von 1,0
(Ichinose et al. 1998), wobei gezeigt wurde, dass sich MAC-Werte fir die Anasthetika
Desfluran, Halothan und Isofluran in genetisch unterschiedlichen Mausstdammen zum Tell
deutlich unterscheiden kénnen (Sonner et al. 1999; Sonner, Gong und Eger 2000). Zudem
muss berlcksichtigt werden, dass die korrespondierenden geldsten Stoffmengen-
konzentrationen (caq) von volatilen Anasthetika eine Temperaturabhangigkeit aufweisen
(Franks und Lieb 1996). Die im Rahmen dieser Arbeit ermittelten, mit den eingestellten
Volumenprozentkonzentrationen korrespondierenden caq-Werte (0,4 %: 80 uM, 1,3 %: 330 pM,
1,8 %: 450 uM, 3,2 %: 690 uM und 8,0 %: 1470 uM) zeigen eine gute Ubereinstimmung mit
den in der Literatur publizierten ca-Werten von Sevofluran in wassriger Lésung. So rangieren
mittels Gaschromatographie ermittelte Werte im Bereich von 80 uM/% (2,8 %: 230 pM, 5,0 %:
410 uM, Nishikawa et al. (2011)), 150 uM/% (2,7 %: 400 pM, Nishikawa et al. (2005)),
190 uM/% (0,5 %: 94 pM, 1,0 %: 184 uM, Lim et al. (2014)) bis 210 uM/% (2,0 %: 420 uM,
Haseneder et al. (2009)). Dabei konnte in einer friiheren Arbeit unseres Labors mittels
Gaschromatographie gezeigt werden, dass die caq der volatilen Anasthetika Sevofluran und
Isofluran linear mit den Handradeinstellungen am Vapor korrelieren (Haseneder et al. 2009).
Dies deckt sich ebenfalls mit den im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Messungen, siehe
Tabelle 1.

Als Vergleichswert wurde die Empfehlung ausgesprochen, fir in vitro Versuche bei
Raumtemperatur mit Sevofluran eine mittlere effektive Konzentration (sog. ECso-Wert: half
maximal effective concentration) von 330 yM anzunehmen (Garcia, Kolesky und Jenkins
2010). Rechnerisch ergibt sich unter Verwendung geeigneter Verteilungskoeffizienten und
nach notwendigen Temperaturkorrekturen (Franks und Lieb 1993, 1996) bei Raumtemperatur
eine MAC-aquivalente caq von 380 uM (Haseneder et al. 2009). Somit sind die im Rahmen der
vorliegenden Experimente applizierten Sevofluran-Konzentrationen im Bereich von 80 uM bis
690 uM Sevofluran sicher klinisch relevant. Die hohe Konzentration von 1470 uM Sevofluran
war in diesem Zusammenhang bewusst ausgewahlt und wurde primar zur Berechnung von
ICs0-Werten herangezogen. Allerdings kamen in vorausgehenden elektrophysiologischen
Arbeiten, welche die Wirkung von Sevofluran in unterschiedlichen molekularen Kontexten
evaluierten, auch zum Teil deutlich héhere Konzentrationen zum Einsatz, etwa 2000 uM
(Barber et al. 2014) oder 2000 uM bis 8000 uM (Lecker et al. 2013).
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4.2. Die Wirkung von Sevofluran auf die intrinsische Erregbarkeit

Die Ergebnisse funktioneller Bildgebungsstudien fiihrten zu der Hypothese, dass Anasthetika
durch Hyperpolarisation und einer konsekutiv verminderten Erregbarkeit von TK-
Schaltneuronen zur Entstehung und Aufrechterhaltung des Bewusstseinsverlusts beitragen
konnten (Alkire, Haier und Fallon 2000). Dabei scheint dem Wechsel von einem tonischen
Aktivitatsmuster der Signaltransmission zum Kortex wahrend des Zustands von Wachheit
(Steriade, McCormick und Sejnowski 1993; McCormick und Bal 1997) zu dem sog. ,Burst-
Modus® wahrend der unterschiedlichen Schlafphasen eine wichtige Rolle zuzukommen (Pape
et al. 2005; Franks 2008). Der Burst-Modus von TK-Schaltneuronen ist durch langsame,
rhythmische Aktionspotenzialfolgen und eine Verschiebung des Membranpotenzials in
Richtung Hyperpolarisation mit konsekutiver Disruption von afferentem Informationstransfer

zum Kortex gekennzeichnet (Huguenard und McCormick 2007).

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es ab einer Konzentration von 690 uM
Sevofluran (caq aquivalent zu 1,8-2,1-fache MAC) zu einer signifikanten Hyperpolarisation des
Ruhemembranpotenzials (RMP) kam (Abbildung 10). Bereits ab 80 pyM Sevofluran (caq
aquivalent zu 0,21-0,24-fache MAC) konnte eine signifikante Reduktion des Rwm
(Abbildung 11) sowie eine Verschiebung des Schwellenpotentials in Richtung Depolarisation
beobachtet werden (Abbildung 12), ab 330 yM Sevofluran (caq aquivalent zu 0,9-1,0-fache
MAC) war die AP-Frequenz signifikant vermindert (Abbildung 13). Diese Ergebnisse lassen
sich gut mit Daten aus Arbeiten in Ubereinstimmung bringen, die den Einfluss von Isofluran
auf passive und aktive Membraneigenschaften von TK-Schaltneuronen in Ratten
untersuchten. Auch hier flhrte Isofluran dosisabhangig zu einer Hyperpolarisation des RMPs
(Ries und Puil 1999a, 1999b), einer Verminderung des Ry, einer Reduktion der tonischen AP-
Frequenz und sowie einer Verschiebung des AP-Schwellenpotentials in Richtung
Depolarisation (Ries und Puil 1999b). Hiervon abweichend existiert eine Arbeit, die zwar von
gleichgerichteten Effekten auf aktive Membraneigenschaften von TK-Schaltneuronen
berichtet, allerdings keine signifikanten Veranderungen des RMPs und des Rwu unter Isofluran-
Applikation feststellen konnte (Eckle et al. 2012). Mit einer mechanistisch Uberzeugenden
Erklarung bezlglich dieser divergierenden Ergebnisse vermogen die Autoren der Studie indes
nicht aufzuwarten, vielmehr wird auf allgemeine Limitationen in der Vergleichbarkeit der Daten
hingewiesen, wie etwa eine modgliche interne biologische Variabilitdt der verwendeten
Versuchstiere, Unterschiede hinsichtlich Umwelt, Erndhrung oder Behausung sowie

unterschiedlicher Versuchsbedingungen (Eckle et al. 2012).

Mit Blick auf weitere Anasthetika-Klassen offenbaren sich neben Ahnlichkeiten auch
substanzspezifische Unterschiede. So bewirkte das intravendse Anasthetikum Propofol in TK-
Schaltneuronen des VB-Kernkomplex in klinisch relevanter Dosierung eine mit der Wirkung

von Sevofluran vergleichbare Hyperpolarisation des RMPs um -2 bis -4 mV, zudem kam es zu
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einer signifikanten Reduktion des Ru auf 72 % des Ausgangswertes (was einer im Rahmen
dieser Arbeit ermittelten Wirkung von Sevofluran im Bereich von 450 yM bis 690 uM
entspricht). '° In diesem Zusammenhang schien die Wirkung von Propofol auf den Ry
insbesondere auf eine Wirkung an GABAa-Rs zurlickzuflihren zu sein (Ying et al. 2006).
Allgemein bedeutet eine Abnahme des zelluldaren Ru eine verringerte Erregbarkeit von
Neuronen, da entsprechend des Ohm’schen Gesetzes ein unveranderter Membranstrom
konsekutiv eine geringere Depolarisation des Membranpotenzials bewirkt und somit die
Auftretenswahrscheinlichkeit von Aktionspotenzialen reduziert wird (Mongiat et al. 2009;
Rettinger, Schwarz und Schwarz 2018). Selbst in Hirnschnitten, die drei Stunden nach
intraperitonealer Propofol-Injektion angefertigt wurden, war das AP-Schwellenpotential von
TK-Schaltneuronen im Vergleich zur Kontrollgruppe noch signifikant in Richtung
Depolarisation verschoben (Ying et al. 2006). Ahnliche Effekte auf den Ry konnten zudem fiir
das Barbiturat Pentobarbital in Neuronen des Corpus geniculatum mediale des auditorischen
Thalamus festgestellt werden. Zudem fuhrte Pentobarbital beziglich der aktiven
Membraneigenschaften in Abhangigkeit vom Membranpotenzial zu einer Aufhebung des
tonischen Entladungsmusters sowie des Burst-Modus von APs, welche sich erst durch
starkere Strominjektionen wiederherstellen lieRen (Wan und Puil 2002). Die gleiche
Beobachtung wurde auch im Rahmen dieser Arbeit unter Sevofluran-Applikation gemacht
(Daten nichtim Ergebnisteil gezeigt), was auf eine Blockade durch Shunting-Effekte hinweisen
konnte (Wan und Puil 2002). Im Gegensatz hierzu hatte das Edelgas Xenon, dessen Einsatz
als Anasthetikum in einer funktionellen Bildgebungsstudie ebenfalls zu einer Reduktion des
regionalen Metabolismus im Thalamus fiihrte (Rex et al. 2006), keinen signifikanten Effekt auf
das RMP, das Schwellenpotential von APs oder die AP-Frequenz von TK-Schaltneuronen und
bewirkte sogar eine Zunahme des Rwm (Mattusch et al. 2015). Bezlglich des
anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts kann dies als weiterer Hinweis fur bedeutende
substanzspezifische Unterschiede verstanden werden (Rudolph und Antkowiak 2004;
Antkowiak und Grasshoff 2015).

Um die molekularen Mechanismen, mittels derer Sevofluran zu einer verminderten
intrinsischen  Erregbarkeit mit  Veranderungen der passiven und  aktiven
Membraneigenschaften von TK-Schaltneuronen flihrt, genauer zu untersuchen, wurde im
Folgenden die Wirkung von Sevofluran auf HCN-Kanéle sowie die tonische und phasische

GABAa-R-vermittelte Inhibition genauer untersucht.

0 Interessanterweise konnte ein mit Propofol vergleichbarer Effekt auf das RMP und den Rwm durch
Applikation des spezifischen HCN-Kanal-Blocker erzielt werden (Ying et al. 2006), wobei als
Einschrankung die Spezifitdt von ZD7288 fir die Blockade von HCN-Kanal vermittelten Strémen durch
experimentelle Daten zum Teil in Frage gestellt (Wu et al. 2012).
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4.3. Die Wirkung von Sevofluran auf den HCN-Kanal-vermittelten Voltage Sag
und Rebound Delay

TK-Schaltheurone im VB-Komplex des Thalamus demonstrieren in Folge eines
hyperpolarisierenden Stromimpulses einen sog. depolarisierenden Voltage Sag mit einer
anschlielenden, niedrigschwelligen AP-Salve (sog. Rebound Burst), welche mit einer
gewissen zeitlichen Verzdgerung auftritt (dem sog. Rebound Delay), sowie einer
Nachdepolarisation (afterdepolarization, ADP) (Ying und Goldstein 2005; Ying et al. 2006).
Der den charakteristischen Voltage Sag vermitteInde Kationenstrom I, beruht in TK-
Schaltneuronen malfigeblich auf der HCN-Kanal Isoform Typ 2 (Ludwig et al. 2003). Dabei
besteht eine inverse Korrelation zwischen Amplitude des Voltage Sags und dem Rebound
Delay, was zuerst an dopaminergen Neuronen des Hirnstamms demonstriert wurde (Neuhoff
etal. 2002) und sich auch im Fall von TK-Schaltneuronen bestatigte (Ying et al. 2006; Mattusch
et al. 2015).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Sevofluran dosisabhangig mit einer ICso von
735,3 UM (caq aquivalent zu 1,9-2,2-fache MAC) zu einer signifikanten Abnahme des Voltage
Sags fuhrt sowie dosisabhangig ab einer Konzentration von 330 yM (caq &quivalent zu 0,9-
1,0-fache MAC) eine signifikante Verlangerung des Rebound Delays induziert (siehe
Abbildung 15 und 16). Dabei zeigte sich eine moderate inverse Korrelation zwischen Voltage
Sag und Rebound Delay unter Kontrollbedingungen. Unter Sevofluran-Applikation wurde der
die Beziehung beschreibenden Korrelationskoeffizient deutlich negativer mit einer
zunehmenden Steigung der entsprechenden Regressionsgeraden, ahnlich wie im Fall von
Propofol (Ying et al. 2006) und Xenon (Mattusch et al. 2015). Da der Voltage Sag maldgeblich
von dem Kationenstrom I, abhangt (Ludwig et al. 2003), ist diese Veranderung der Korrelation
als konsistent mit der supprimierenden Wirkung von Sevofluran auf In-abhangige

Spannungsantworten von TK-Schaltneuronen zu betrachten.

Die niedrigschwelligen Rebound Bursts von TK-Schaltneuronen im VB-Kernkomplex des
Thalamus in Folge einer Membran-Hyperpolarisation fihren zu einer Erregung kortikaler
Pyramidenzellen (Wahl-Schott und Biel 2009), vor allem via nicht-NMDA-glutamaterger
Projektionen (Hill und Greenfield 2013). Durch die funktionelle Beeintrachtigung von TK-
Schaltneuronen in der Generierung von Rebound Bursts kénnte Sevofluran zu einer
verminderten kortikalen Exzitation fihren. Dies wird durch eine andere Arbeit aus unserer
Arbeitsgruppe bestatigt, in welcher mit Hilfe der Voltage-sensitive dye imaging (VSDI)-Technik
unter Sevofluran dosisabhangig eine globale Abnahme sowie eine zeitliche Verzdgerung der
kortikalen Depolarisation infolge einer elektrischen Stimulation des VB-Kernkomplexes des
Thalamus beobachtet werden konnte (Kratzer et al. 2017). Einen ahnlichen Effekt auf die TK-
Netzwerkaktivitdt hatte auch das Edelgas Xenon (Mattusch et al. 2015). Ob eine

Beeintrachtigung der prasynaptischen HCN-Kanal-Funktion zu einer Inhibition oder

65



Diskussion

Verstarkung von synaptischer Transmission fihrt, ist umstritten (Beaumont et al. 2002; Boyes
et al. 2007). Eine experimentelle Arbeit konnte jedoch zeigen, dass im Hippocampus die
glutamaterge synaptische Transmission durch einen Stickstoffmonoxid-Cyclisches
Guanosinmonophosphat-abhangigen Signalweg via prasynaptischer HCN-Kanale aktiviert
wird (Neitz et al. 2011). Somit kdnnte die verringerte kortikale Depolarisation unter Sevofluran
auch darauf zurlckzufihren sein, dass Sevofluran durch seine dosisabhangige
Beeintrachtigung von HCN-Kanalen in TK-Schaltneuronen zu einer verminderten Freisetzung

des Neurotransmitters Glutamat in kortikalen Synapsen flhrt.

Interessanterweise filhrte das intravenése Anasthetikum Propofol zu einer deutlich
differenzierteren Modulation der thalamokortikalen Signaltransmission: hier zeigte sich mit
Hilfe der VSDI-Technik eine Beeintrachtigung tiefer kortikaler Strukturen infolge von
thalamischer Stimulation (Kratzer et al. 2017). Dies kann als weiterer Hinweis verstanden
werden, dass der anasthetikavermittelte Bewusstseinsverlust auf einer substanzspezifischen
Modulation unterschiedlicher neuronaler Signalwege beruht. Und so finden sich bei genauer
Betrachtung neben den substanzspezifischen Unterschieden auf Netzwerk-Ebene auch
differenzierte Effekte auf zellularer Ebene. Denn selbst unter der hohen Konzentration von
1470 uM Sevofluran (caq aquivalent zu 3,9-4,5-fache MAC) kam es zu keiner vollstandigen
Aufhebung des Voltage Sags. Demgegenuber fuhrte die Applikation von Propofol in einer
klinisch relevanten Dosierung von 5 uM zu einer beinahe vollstdndigen Abnahme des Voltage
Sags, wobei durch die anschlieRende Zugabe des spezifischen HCN-Kanal-Blockers ZD7288
kein additiver Effekt erzielt werden konnte. Dies wurde als okklusiver Effekt gewertet (Ying et
al. 2006), der sich fur Sevofluran in klinisch relevanten Dosierungen nicht replizieren lief3. Dies
bestédtigte sich auch in einer anderen, kirzlich publizierten Arbeit, die den Effekt von
Sevofluran auf sich entwickelnde cholinerge Interneuronen des Striatums von Mausen
untersuchte (Sugasawa et al. 2018). Dabei handelt es sich um eine Neuronenpopulation, die
ebenfalls eine hohe HCN2-Expression aufweist (Santoro et al. 2000). Hier zeigte sich, dass
die Applikation von 4,0 % Sevofluran via Vapor bei Raumtemperatur zu einer signifikanten
Reduktion der Amplitude des Voltage Sags flhrte (die Amplitude des Voltage Sags betrug
unter Kontrollbedingungen -12,48 + 1,38 mV und unter Sevofluran 4,0 % -10,89 + 1,57 mV)"",

aber keine vollstandigen Aufhebung bewirkte.

Erganzend kdénnte in weiterfihrenden Experimenten eine Ko-Applikation von Sevofluran und
des spezifischen GABAa-R-Blockers Bicucullin sinnvoll sein, um einen moglichen GABAa-R-
vermittelten Effekt auf Voltage Sag und Rebound Delay zu evaluieren (Ying et al. 2006).

Hierdurch konnte prazisiert werden, ob die Wirkung von Sevofluran auf den HCN-Kanal

" Die erheblichen Unterschiede in den Absolutwerten des Voltage Sags sind wahrscheinlich darauf
zurlickzufiihren, dass in der Arbeit von Sugasawa et al. (2018) eine Extrazellularlésung ohne Ba?*
verwendet wurde. Ba?* bewirkt eine Demaskierung des Voltage Sags (Datunashvili et al. 2018).
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vermittelten Kationenstrom |, tatsachlich direkter Natur ist. Auch wurde keine spezielle IZ zur
Isolierung von I, verwendet, um potenziell kontaminierende Na*-, K*- und Ca?*-Stréme zu

minimieren (Ying et al. 2006).

4.4. Die Wirkung von Sevofluran auf die HCN-Kanal vermittelten In, Vv, und Trast
Der HCN-Kanal vermittelte Kationenstrom I, spielt eine entscheidende Rolle in der
Regulierung des Membranpotentials und -widerstandes von TK-Schaltneuronen. Aufgrund
ihrer intrinsischen Schrittmacheraktivitat tragen HCN-Kanale auf molekularer Ebene zudem
mafgeblich zur Generierung von rhythmischen Oszillationen im TK-Netzwerk bei. Dieser
Umstand wiederum impliziert eine funktionelle Beteiligung von HCN-Kanalen in der
Regulierung unterschiedlicher Bewusstseinszustande (Pape 1996; Pape et al. 2005; Meuth et
al. 2006; Ying et al. 2006; Biel et al. 2009; He et al. 2014; Calabro et al. 2015). Im Wesentlichen
konnten zwei Effekte von Sevofluran auf native HCN-Kanale in TK-Schaltneuronen
nachgewiesen werden. Zum einen kam es erst ab einer vergleichsweise hohen Konzentration
von 690 uyM Sevofluran (caq aquivalent zu 1,8-2,1-fache MAC) zu einer signifikanten, aber
geringen Verschiebung des Potenzials der halbmaximalen Aktivierung (Vi12) in Richtung
Hyperpolarisation (siehe Abbildung 19, 20). Zum anderen konnte ab einer Konzentration von
330 uM Sevofluran eine signifikante Reduktion der maximalen In-Amplitude (bei einem
Membranpotenzial von -133 mV) mit einer ICso von 1175 uM Sevofluran (caq aquivalent zu 3,1-
3,6-fache MAC) festgestellt werden. Aber auch im Bereich von physiologischeren
Membranpotenzialen war eine signifikante Abnahme der I,--Amplitude zu verzeichnen: so lief3
sich beispielsweise flir ein Membranpotenzial von -73 mV eine ICso von 950 uM Sevofluran
(Caq @quivalent zu 2,5-2,9-fache MAC) ermitteln (siehe Abbildung 17).

Dabei zeigten die Werte von Vi, unter Kontrollbedingungen (-84,3 mV bis -87,7 mV flr
unterschiedliche Versuchsreihen, siehe Abbildung 20) eine gute Ubereinstimmung mit bereits
publizierten Werten von Vi, fur TK-Schaltneurone. So betrug Vi, bei Budde et al.
(2008) -86 £1 mV, bei Datunashvili et al. (2018) -86,4 + 0,9 mV, bei Meuth et al.
(2006) -87 = 2 mV oder bei Ludwig et al. (2003) -88 £ 1 mV. Dennoch weisen die Werte in der
Literatur auch in diesem Zusammenhang eine gewisse Streubreite auf und reichen
von -79,2 £ 0,4 mV (Ying et al. 2006) bis -98,8 + 1,6 mV (Mattusch et al. 2015). Vi»-Werte
unterscheiden sich dabei in Abhangigkeit von der jeweiligen HCN Isoform und sind etwa im
Fall von HCN1 und HCN3 deutlich in Richtung Depolarisation verschoben (Stieber et al. 2005).
In TK-Schaltneuronen finden sich vor allem HCN2- und HCN4-Kanéle (Moosmang et al. 1999;
Notomi und Shigemoto 2004), wobei HCN2 die pradominante Isoform zu sein scheint (Ludwig
etal. 2003). Auch entsprachen zuvor gemessene Aktivierungskinetiken von nativen I,-Strémen
in TK-Schaltneuronen Werten, die mittels heterolog exprimierter HCN2-Kanéalen, nicht aber

HCN4-Kanalen, ermittelt wurden (Ludwig et al. 1999; Biel et al. 2009; Mattusch et al. 2015).
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SchlieRlich kommt es in TK-Schaltneuronen von HCN27-M&usen zu einem Verlust von Iy,
(Ludwig et al. 2003). Dies spricht zusammenfassend daflr, dass die beobachteten Effekte auf

native In-Strome vor allem durch HCN2 vermittelt werden.

Wie erwahnt, fiel der Hyperpolarisations-Shift unter Xenon (Mattusch et al. 2015), Propofol
(Ying et al. 2006) und Halothan (Sirois, Lynch und Bayliss 2002; Budde et al. 2008) in klinisch
relevanter Dosierung deutlich starker aus als unter Sevofluran (in welchem Fall ein
vergleichbarer Effekt erst ab einer Konzentration von 1470 uM Sevofluran festgestellt werden
konnte). Dies kénnte zum einen darauf zurlickzuflihren zu sein, dass volatile Anasthetika in
ihrer modulierenden Wirkung auf HCN-Kanale eine deutliche Isoform-Spezifitat aufweisen und
die Untereinheiten-Zusammensetzung in Abhangigkeit vom Neuronen-Typ stark variiert
(Moosmang et al. 1999). So wurde gezeigt, dass die volatilen Anasthetika Isofluran und
Halothan im Fall von HCN1- und HCN2-Kanalen dosisabhangig eine Verschiebung von V12 in
Richtung Hyperpolarisation und eine Abnahme der maximalen |,-Amplitude verursachen
(Sirois, Lynch und Bayliss 2002; Chen et al. 2005). Interessanterweise ergaben sich dabei
deutliche Unterschiede im Vergleich zwischen HCN1- und HCNZ2-Kanalen. So fiel der
hyperpolarisierende Shift von Vir im Fall von HCN1 Kanalen prominent aus (Halothan
300 uM™: -9,0 + 0,7 mV; Isofluran 900 uM™: -10,1 + 0,9 mV, siehe Chen et al. (2005)),
wohingegen der Effekt auf HCN2-Kandle deutlich geringer war (Halothan
300 uM: -3,6 £ 0,6 mV; Isofluran 900 uyM: -3,7 + 1,5 mV, siehe Chen et al. (2005)). Da bei TK-
Schaltneuronen der Kationenstrom In mafigeblich von HCN2-Kanalen vermittelt wird (Ludwig
et al. 2003), konnten hierdurch Unterschiede im Ausmal des Hyperpolarisations-Shifts erklart
werden. Dies wurde auch durch kurzlich publizierte Daten Uber die Wirkung von Sevofluran
auf den HCN-Kanal-vermittelten Kationenstrom I, und dessen Aktivierungskinetik in sich
entwickelnden cholinergen Interneuronen des Striatums von Mausen bestatigt. Hier zeigte sich
eine geringe Verschiebung von V2 um ca. -3,1 mV unter Sevofluran (Sugasawa et al. 2018).
In dieser Neuronenpopulation stellt HCN2 — neben HCN4 in geringerem Umfang — ebenfalls
den malRgeblichen Isoform-Typ in Mausen dar (Santoro et al. 2000). Zum anderen kdnnte der
vergleichsweise geringe Hyperpolarisations-Shift, der erst ab einer Konzentration von 690 yM
Sevofluran auftrat, darauf zurtickzufiihren sein, dass es trotz Zugabe von 150 yM Ba?* in die
Extrazellulariésung zu einem Anstieg von sog. K*-Leck-Strémen kam (leak currents), siehe
Abbildung 14. Diesen Leck-Strémen wird u. a. die hyperpolarisierende Wirkung von volatilen
Anasthetika auf das RMP von Neuronen zugeschrieben (Patel et al. 1999; Ries und Puil
1999a, 1999b). Hierdurch kdnnte der Effekt von Sevofluran auf Vi, maskiert werden. Eine

ahnliche Beobachtung ist auch bei Budde et al. (2008) beschrieben. Hier fuhrten Isofluran und

2300 yM Halothan: caq &quivalent zu 1-fache MAC bei Raumtemperatur (Chen et al. 2005)
3900 uM Isofluran: caq dquivalent zu 3,2-fache MAC bei Raumtemperatur (Garcia, Kolesky und Jenkins
2010)
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Sevofluran in TK-Schaltneuronen selbst in Anwesenheit von 2 mM Ba?* zu einem so starken

Anstieg von Leck-Stromen, dass die Analyse der l14i-Strdme nur eingeschrankt moglich war.

Bezuglich der Reduktion der maximalen I,-Amplitude erscheinen die substanzspezifischen
Unterschiede weniger stark ausgepragt, obwohl auch diesbezlglich der HCN-Isoform und
damit der spezifischen Neuronenpopulation eine wichtige Rolle zukommt. Wahrend volatile
Anasthetika zu keiner signifikanten Abnahme der maximalen I,-Amplitude von HCN1-Kanalen
fuhrten, kam es im Zusammenhang mit HCN2-Kanalen unter 500 uM' Halothan zu einer
Abnahme der maximalen I,-Amplitude um ca. 27 % und unter 900 uM Isofluran um ca. 20 %
(Chen et al. 2005). Ein gleichgerichteter und quantitativ vergleichbarer Effekt auf die maximale
lh-Amplitude wie im Fall von Sevofluran wurde auch fiir Xenon (Mattusch et al. 2015) und
Propofol (Ying et al. 2006) beobachtet.

HCN-Kanal-vermittelte Stréme (ln) weisen in Folge von Hyperpolarisation im Voltage-Clamp-
Modus eine charakteristische Aktivierungskinetik auf. Diese Kinetik kann mittels bi-
exponentieller Kurvenanpassung beschrieben werden, wobei sich im Vergleich verschiedener
Isoformen des HCN-Kanals Unterschiede zeigen (Santoro et al. 2000). Im Fall von HCN2
Uberwiegt dabei die langsame Komponente der Aktivierung (tso.w) bis etwa zum Potential der
halbmaximalen Aktivierung Vip. Durch weitere Spannungsspringe in Richtung
Hyperpolarisation nimmt hingegen der Anteil von 1ty an der Strom-Amplitude schnell zu und
die Bedeutung von 14w nimmt ab (Santoro et al. 2000). Es zeigte sich, dass es ab einer
Konzentration von 450 uM Sevofluran (caq aquivalent zu 1,2-1,4-fache MAC) zu einer
signifikanten Verlangerung der Aktvierungszeitkonstanten t.« bei einem Membranpotential
von -133 mV kam, siehe Abbildung 18. Sevofluran bewirkt somit eine Verlangsamung der |-
Aktivierung. Ein vergleichbarer Effekt von Sevofluran konnte auch im Fall von cholinergen

Interneuronen des Striatums nachgewiesen werden (Sugasawa et al. 2018).

In der Zusammenschau sprechen die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten daflr, dass
Sevofluran einen inhibitorisch-modulierenden Effekt auf HCN-Kanale in TK-Schaltneuronen
entfaltet. Dabei wird auf Grundlage von Mutagenesis-Experimenten und Simulationen
angenommen, dass sowohl volatile Anasthetika als auch Propofol HCN-Kanale in ihrem
geschlossenen Zustand stabilisieren, aber mechanistische Unterschiede in der Bedeutung von
cAMP bestehen (Chen et al. 2005; Lyashchenko et al. 2007; Riegelhaupt, Tibbs und Goldstein
2018).

Die Funktion von HCN-Kanadlen wird durch intrazellulares cAMP moduliert (Luthi und
McCormick 1999; Frere und Luthi 2004; Biel et al. 2009), wobei cAMP durch Bindung an die

C-terminale Doméane die intrinsische allosterische Inhibition von HCN Kanéalen aufhebt und

4 500 uM Halothan: caq &quivalent zu 1,7-fache MAC bei Raumtemperatur (Chen et al. 2005)
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somit aktivierend wirkt (Ishii et al. 1999; Ludwig et al. 1999; Chen et al. 2005). Die Sensitivitat
gegeniuber cAMP scheint sich in Abhangigkeit von der jeweiligen HCN-Isoform zu
unterscheiden, wobei im Fall von HCN2 saturierende Konzentrationen von cAMP eine
deutliche Verschiebung des V12 in Richtung Depolarisation induzieren (Stieber et al. 2005;
Mattusch et al. 2015). Zudem fuhrt cAMP zu einer Beschleunigung der Aktivierungskinetik und
verstarkt [,-Strome (Pape 1996). Inwieweit die Suppression von |» in TK-Schaltneuronen dabei
von Interaktionen zwischen Anasthetika und cAMP beeinflusst wird, scheint
substanzspezifischen Unterschieden zu unterliegen (Riegelhaupt, Tibbs und Goldstein 2018).
Zwar fuhren sowohl Propofol als auch volatile Anasthetika und Xenon zu einer Verschiebung
von Vip in Richtung Hyperpolarisation, die Wirkung von Propofol auf Vi, scheint aber
unabhangig von cAMP zu sein (Ying et al. 2006), wohingegen im Fall von Xenon durch Zugabe
von cAMP in die IZ sowohl die Wirkung auf V4. als auch auf die In-Amplitude aufgehoben
wurde. Dies konnte daflir sprechen, dass Xenon durch die Reduktion von intrazellularem
cAMP oder durch einen Antagonismus an der cAMP-Bindungsstelle die Funktion des HCN-
Kanals beeinflusst (Mattusch et al. 2015). Auch eine Interaktion von Sevofluran mit cAMP ware
denkbar, da im Fall von Isofluran und Halothan die Effekte auf HCN1- und HCN2-Kanale
cAMP-abhangig waren (Chen et al. 2005; Chen et al. 2009). So existieren beispielsweise
Daten, die verminderte intrazellulare cAMP-Level im dorsalen Hippocampus von Ratten nach
prolongierter Sevofluran-Exposition demonstrieren (Xiong et al. 2013). Dieser Effekt kdnnte
durch eine inhibitorische Wirkung von volatilen Anasthetika auf das Enzym Adenylylcyclase
(AC) vermittelt werden, wie etwa im Fall von Halothan in braunen Adipozyten (Ohlson et al.
2004) sowie im Fall von Sevofluran und Isofluran in humanen Neuroblastom-Zellen (Kuroda
et al. 2004) gezeigt werden konnte. Auflerdem wurde in einer weiteren Arbeit nachgewiesen,
dass eine Gain-of-Function-Mutation eines AC-kodierenden Gens in C. elegans mit konsekutiv
erhdhten cAMP-Konzentrationen in Nervenzellen zu einer erhdhten Resistenz gegenlber
Isofluran flihrte (Saifee et al. 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung von cAMP
nicht evaluiert. Erganzende Versuche, in denen eine Aufrechterhaltung des intrazellularen
cAMP-Levels angestrebt wird, kdnnten in diesem Zusammenhang sinnvoll sein, um mdgliche

Verdinnungseffekte auszuschlieen (Riegelhaupt, Tibbs und Goldstein 2018).

Insgesamt bleibt festzuhalten, dass der Einsatz von Sevofluran in TK-Schaltneuronen
dosisabhangig die Wahrscheinlichkeit erhoht, die nativen HCN-Kandle in einem
geschlossenen Zustand zu halten. Es liegt nahe, dass dies wie im Fall von anderen volatilen
Anasthetika (Chen et al. 2005; Chen et al. 2009) durch einen cAMP-abhangigen Mechanismus
vermittelt wird, der experimentelle Nachweis hierfiir steht jedoch noch aus. Funktionell kdnnte
die inhibitorische Wirkung von Sevofluran auf HCN-Kanale von TK-Schaltneuronen eine
wichtige Komponente bezlglich des anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts darstellen,

da diesen Kandlen eine entscheidende Rolle bei der Generierung von synchronisierten
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Oszillationen im TK-Netzwerk zukommt, wie sie typischerweise in Phasen des Schlafs oder
auch unter Narkose auftreten (Voss und Sleigh 2007; Franks 2008; Wahl-Schott und Biel 2009;
He et al. 2014).

Allerdings ist die verminderte intrinsischen Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen nach
Sevofluran-Applikation wahrscheinlich nicht nur durch seine Wirkung auf HCN-Kanale zu
erklaren, sondern muss in einem komplexen Zusammenspiel mit der Modulation weiterer
membranstandiger Kanale verstanden werden. Insbesondere Kop-Kanalen wird eine zentrale
Rolle in der Regulierung des Membranpotentials von Neuronen zugeschrieben, indem sie die
basale Membranpermeabilitat fir K*-lonen regulieren (Goldstein et al. 2001; Yao et al. 2017).
Bezlglich dieser diversen Superfamilie von Kanalen konnte im Fall von TK-Schaltneuronen
mittels In-situ-Hybridisierung eine hohe Expressionsrate von TASK-3 sowie eine moderate
Expression von TASK-1, TRAAK und TWIK-1 nachgewiesen werden (Talley et al. 2001).
Dabei scheint das Membranpotential von TK-Schaltneuronen maf3geblich durch die Interaktion
von HCN2- mit TASK-3-Kanalen reguliert zu werden (Meuth et al. 2003; Meuth et al. 2006).
Seit Langerem ist bekannt, dass volatile Anasthetika Kzp-Kanale modulieren und hierdurch
eine Hyperpolarisation von TK-Schaltneuronen mit konsekutiv reduzierter neuronaler
Erregbarkeit induzieren (Patel et al. 1999; Patel und Honore 2001; Franks und Honore 2004;
Franks 2008). So fuhrt Isofluran zu einer Aktivierung von TASK-Kanalen in vivo und in vitro
(Berg et al. 2004), in Ubereinstimmung mit Arbeiten, die eine dosisabhangige Aktivierung von
sog. K*-Leck-Stromen (leak currents) in TK-Schaltneuronen berichteten (Ries und Puil 1999a).
Auch Halothan demonstrierte sowohl in Hirnstamm-Motoneuronen (Sirois, Lynch und Bayliss
2002) als auch in TK-Schaltneuronen des dorsalen Corpus geniculatum laterale (Budde et al.
2008) nicht nur eine Inhibition des Kationenstroms |n, sondern aktivierte auch einen TASK-
ahnlichen K*-Strom. Die unter Sevofluran beobachtete Hyperpolarisation des
Membranpotentials kénnte damit z. T. auch auf die Modulation von Kzp-Kanalen
zurtckzufihren sein (Zhao et al. 2019). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass Sevofluran
als positiver allosterischer Modulator an spannungsaktivierten K*-Kanalen wirkt (K,) (Liang et
al. 2015), die ebenfalls im Thalamus exprimiert werden (Vacher, Mohapatra und Trimmer
2008) und denen eine fundamentale Bedeutung in der Regulierung des Schwellenpotentials,
der Repolarisation, der Fortleitung sowie des Entladungsmusters von Aktionspotenzialen
zugeschrieben wird (Robbins und Tempel 2012). Aber auch eine hemmende Wirkung von
Sevofluran auf spannungsaktivierten Natrium (Nav)-Kanale ware denkbar, um die Wirkung auf
die intrinsische Erregbarkeit von TK-Schaltneuronen zu erklaren. Diese werden ebenfalls im
Thalamus exprimiert (Trimmer und Rhodes 2004; Vacher, Mohapatra und Trimmer 2008). Die
aktuelle Datenlage ist diesbeziglich jedoch nicht eindeutig. So konnte erst ab der
vergleichsweise hohen Konzentration von 1000 yM Sevofluran (caq aquivalent zu 2,6-3,0-

fache MAC) ein hemmender Effekt auf eine Gruppe von Na,-Kanéle nachgewiesen werden,
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mdglicherweise via Proteinkinase-C-vermittelter Signaltransduktion. Allerdings lie sich der
Effekt mit einer Konzentration von 500 uM Sevofluran nicht replizieren, was die klinische
Relevanz in Frage stellt (Yokoyama et al. 2011). Auch in den im Rahmen dieser Arbeit
erhobenen Daten zeigte sich kein Effekt von Sevofluran auf die Kinetik oder Amplitude von
APs (Daten im Ergebnisteil nicht angegeben). Andere experimentelle Daten sprechen
dagegen fir eine Wirkung der volatilen Anasthetika Isofluran und Sevofluran auf Na,-Kanale
in klinisch relevanten Dosierungen (Rehberg, Xiao und Duch 1996; Zhao et al. 2019). Darlber
hinaus konnte fir das volatile Anasthetikum Halothan in klinisch relevanter Dosierung eine
inhibitorische Wirkung auf prasynaptische Natriumkanale demonstriert werden, mit konsekutiv
verminderter Freisetzung des exzitatorischen Neurotransmitters Glutamat (Ratnakumari und
Hemmings 1998). Diese Wirkung volatiler Anasthetika auf prasynaptische Na,-Kanale wurde
in weiteren Studien bestatigt (Baumgart et al. 2015; Pal et al. 2015). Im Kontext von
thalamokortikaler Signaltransduktion erscheinen diesbeziglich weitere Untersuchungen

vielversprechend.

4.5. Die Wirkung von Sevofluran auf die GABAAa-R-vermittelte Inhibition

Das TK-Netzwerk ist eine =zentrale neuronale Zielstruktur im Rahmen des
anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts (Angel 1993; Alkire, Haier und Fallon 2000;
Alkire und Miller 2005). Neben Einflissen des extrathalamischen inhibitorischen Systems®
weisen die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten TK-Schaltneurone des VB-Kernkomplexes
— wie alle Ubrigen Kerngebiete des dorsalen Thalamus auch — starke inhibitorische
Projektionen von GABAergen Interneuronen des NRT auf, welcher durch seine besondere
anatomische Lage sowie seine bidirektionalen Konnektivitat mit Thalamus und Kortex in der
Vermittlung von Bottom-Up- sowie Top-Down-Prozessen eine besondere Rolle einnimmt
(Buzsaki 2006; Ferrarelli und Tononi 2011). Lokale GABAerge Interneurone sind dahingegen
im VB-Kernkomplex des Thalamus so gut wie nicht existent (Harris und Hendrickson 1987;
Munsch et al. 2005). Wahrend Tiefschlafphasen demonstrieren Interneurone des NRT ein
durch rhythmische AP-Salven gekennzeichnetes Entladungsmuster’®, wodurch via
GABAerger synaptischer Transmission starkere postsynaptische inhibitorische Antworten in
TK-Schaltneuronen hervorgerufen werden (Steriade 2001). Dies beglinstigt in Folge einer
zunehmenden Hyperpolarisation der TK-Schaltneuronen die Generierung von Rebound
Bursts in einer Frequenz von 1 bis 3 Hz (&-Wellen), die im TK-Netzwerk synchronisieren und
konsekutiv zu einem verminderten Informationstransfer zum Kortex filhren (Steriade et al.

1993; Steriade 1997, 2003). Hiermit vergleichbar demonstrieren Patienten in Vollnarkose

5 Zum extrathalamischen inhibitorischen Systems zahlen die Basalganglien, die sog. Zona incerta, die
Area pretectalis und die Formatio reticularis pontis (Halassa und Acsady 2016)
'6 Dies stellt den grundlegenden Mechanismus in der Generierung von sog. Schlafspindeln dar (Steriade
2003)
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ebenfalls langsam-wellige EEG-Aktivitdt (Chander et al. 2014). Im Fall des volatilen
Anasthetikums Isofluran konnte gezeigt werden, dass es in vivo zu einer starken
Verminderung der AP-Feuerrate von TK-Schaltneuronen bei gleichzeitig weitestgehend
erhaltenem sensorischen Input zum Thalamus kommt (Detsch et al. 1999), wobei diese
inhibitorischen Effekte durch die lokale Applikation des spezifischen GABAa-R-Antagonisten
Bicucullin in den VPM des Thalamus aufgehoben werden konnten (Vahle-Hinz et al. 2001). Es
lag daher nahe, dass auch Sevofluran seine Wirkung auf die Erregbarkeit von TK-

Schaltneuronen u. a. mittels Modulation GABAerger Inhibition vermittelt.

Ohnehin wird die Verstarkung — insbesondere synaptischer — GABAerger Inhibition als ein
zentraler molekularer Mechanismus gewertet, welcher zu dem Komplexen Phanomen des
anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts in vivo beitragt (Hemmings et al. 2005;
Grasshoff et al. 2006; Franks 2008). GABAA-Rs stellen den am weitest verbreiteten und
wichtigsten inhibitorischen Rezeptor-Typ im ZNS von adulten Saugetieren dar, wobei es durch
die Bindung von GABA 2zu einem Einstrom von Chloridionen mit konsekutiver
Hyperpolarisation der Zelle kommt (Olsen und Sieghart 2008, 2009). Bekannterweise
bewirken die volatilen Anasthetika Desfluran, Isofluran und Sevofluran in klinisch relevanten
Dosierungen eine Verstarkung der Funktion von synaptischen GABAa-Rs, ebenso wie vier
weitere Vertreter aus der Gruppe der zehn am haufigsten verwendeten Anasthetika (Mihic et
al. 1994; Nishikawa und Harrison 2003; Garcia, Kolesky und Jenkins 2010; Dai, Perouansky
und Pearce 2012; Kotani und Akaike 2013). Diese intrasynaptischen GABAA-Rs zeichnen sich
durch eine niedrige Affinitit gegeniber GABA aus und generieren inhibitorische
postsynaptische  Strome  (IPSCs) kurzer Dauer und mit einer schnellen
Deaktivierungszeitkonstanten (Mody und Pearce 2004). Im Fall von TK-Schaltneuronen
setzen sie sich v. a. aus den Untereinheiten a1, 2 und y2 zusammen (Jia et al. 2008; Jia et
al. 2005). Dabei rickt neben der synaptischen, phasischen Form GABAerger Inhibition
zunehmend eine persistierende, tonische Inhibition in den Fokus (Olsen 2015; Speigel, Bichler
und Garcia 2017). Neben der extrasynaptischen Membranlokalisation unterscheiden sich die
an der tonischen Inhibition beteiligten GABAa-Rs auch in ihrer Untereinheiten-
Zusammensetzung und ihren pharmakologischen Eigenschaften, wie etwa einer weitaus
hoheren Affinitat gegentiber GABA sowie einer fehlenden Desensitisierung (Yeung et al. 2003;
Belelli et al. 2005; Franks 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von Sevofluran in einer Konzentration von 690 yM

(ca. 1,8-2,1-fache MAC) auf die phasische und tonische GABAa-R-vermittelte Inhibition in TK-

Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes untersucht. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei

auf die Bedeutung der a4-Untereinheit des GABAa-Rs gelegt, welche in der Form von a432/36-

GABAA-Rs in dieser Neuronenpopulation stark exprimiert wird und vor allem in extra- und

perisynaptischer Lokalisation vorzufinden ist (Belelli et al. 2005; Cope, Hughes und Crunelli
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2005; Jia et al. 2005). Hierfir wurden a4”-Mause mit einem konventionellen Knockout

verwendet.

4.5.1. Phasische Inhibition

Es zeigte sich, dass es unter Sevofluran in TK-Schaltneuronen von WT-Mausen (a4**) zu
einer Verstarkung der phasischen GABAa-R-vermittelten Inhibition kam. So fiihrte Sevofluran
zu einer Verlangerung der Deaktivierungszeitkonstanten t4 mit konsekutiv erhéhtem
Ladungstransfer. Ein vergleichbarer Effekt war im Fall von a4”-Mausen zu verzeichnen, mit
den Unterschied, dass es zu keiner signifikanten Veranderung der mIPSC-Frequenz kam. Im
Vergleich der mIPSC-Parameter von a4”- und WT-Mausen fiel dabei auf, dass mIPSCs in TK-
Schaltneuronen von a4’ -Mausen eine kirzere Aktivierungszeit und einen niedrigeren

Ladungstransfer aufwiesen bei im Ubrigen guter Ubereinstimmung.

Dabei deuten Daten aus in vitro Ableitungen von TK-Schaltneuronen sowie von
hippocampalen CA1-Neuronen mit genetisch modifizierten GABAA-Rs darauf hin, dass der
prolongierende Effekt von Isofluran (jedoch nicht von Halothan) auf die Deaktivierungskinetik
mafgeblich durch die a1-Untereinheit vermittelt wird (Sonner et al. 2007; Ying et al. 2009). Die
Ergebnisse dieser Arbeit decken sich dabei gut mit Daten, die den Einfluss von Isofluran in
Konzentrationen unterhalb der MAC-Grenze auf IPSCs in TK-Schaltneuronen von a4’-
Mausen untersuchten (Jia et al. 2008). Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
bezuglich der Deaktivierungszeitkonstanten unter Kontrollbedingungen im Vergleich mit WT-
Mausen und Isofluran fiihrte dosisabhangig in beiden Gruppen zu einer Verldngerung von tq4
(Jia et al. 2008). Leider wurden bezuglich weiterer IPSC-Parameter keine Angaben gemacht,
zudem handelte es sich um sog. spontane ISPCs (sIPSCs) ohne TTX in der
Extrazellulariésung. Allerdings ergaben Messungen von hippocampalen Kdrnerzellen des
Gyrus Dentatus (GD), dass der Verlust der a4-Untereinheit auch in dieser Neuronenpopulation
zu einer Veranderung der mIPSC-Kinetik fuhrt (Chandra et al. 2006; Liang et al. 2008).
Interessanterweise kam es aber in beiden Arbeiten zu einer Verlangsamung der mIPSC-
Kinetik durch den Verlust der oa4-Untereinheit mit einer signifikant verlangerten
Aktivierungszeit und Deaktivierungszeitkonstanten im Vergleich zu WT-Tieren, wohingegen
der Einfluss auf den Ladungstransfer und die mIPSC-Amplitude jeweils unterschiedlich
bewertet wurde. In der Zusammenschau erscheinen die Ergebnisse dieses
Dissertationsvorhabens bezuglich der veranderten mIPSC-Kinetik mit einer verkurzten
Aktivierungskinetik sowie einem reduzierten Ladungstransfer durch den Verlust der a4-
Untereinheit plausibel. Zwar wurden in hippocampalen Neuronen des GD wiederholt ein
entgegengesetzter Effekt auf die Aktivierungszeit beobachtet, allerdings handelt es sich um

eine andere Neuronenpopulation und Vergleichswerte fur TK-Schaltneurone fehlen bisher in
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der Literatur. In Messungen von TK-Schaltneuronen mit gekoppelten Neuronen des NRT von
Tieren mit globalen Knockout der a4-Untereinheit ergab allerdings die Messung von Burst-
vermittelten IPSCs sowohl eine signifikante Abnahme des Ladungstransfers als auch der
Deaktivierungszeitkonstanten ohne signifikante Veranderung der IPSC-Amplitude (Herd et al.
2013)

Bezlglich der synaptischen GABAergen Inhibition wurden von Jia et al. (2008) der Einfluss
von Isofluran auf sog. spontane IPSCs (sIPSCs) in WT-Tieren untersucht, die sich von mIPSCs
durch die fehlende Zugabe von TTX in die Extrazellularidsung unterscheiden.
Ubereinstimmend mit Sevofluran wurde keine signifikante Veranderung auf die sIPSC-
Amplitude beobachtet, allerdings auch nicht auf die Frequenz, wohingegen Isofluran in
hoheren Konzentrationen ebenfalls zu einer starken  Verlangerung der
Deaktivierungszeitkonstanten 14 fuhrte. Dies deckt sich zudem mit der berichteten Wirkung
von Isofluran auf sIPSCs in Pyramidenzellen des auditorischen Kortex (Verbny, Merriam und
Banks 2005) sowie in Pyramidenzellen des Hippocampus (Dai, Perouansky und Pearce 2012).
Mit Hinblick auf die Rolle der a4-Untereinheit scheint Isofluran in den Konzentrationen 25 bis
250 uM eine vergleichbare Wirkung auf die Deaktivierungszeitkonstante von sIPSCs sowohl
in WT- als auch a4"-Mausen zu haben, diesbezliglich konnten die Autoren keine signifikanten

Unterschiede bei gleichgerichteten Effekten feststellen.

Die Daten dieser Arbeit zeigen somit eine Verlangerung der phasischen, durch synaptische
GABAa-R-vermittelten Strome, wobei dieser Effekt unabhangig von der a4-Untereinheit zu
sein scheint. Dies erfolgte anhand der Auswertung von spontan auftretenden, sog. miniature

inhibitory postsynaptic currents (mIPSCs).

4.5.2. Tonische Inhibition

Bezlglich der tonischen Inhibition fiihrte Sevofluran in TK-Schaltneuronen von WT-Tieren zu
einer starken Zunahme. Interessanterweise bewirkte der Verlust der a4-Untereinheit keine
Zunahme, sondern sogar eine leichte Abnahme im Sinne einer auswarts gerichteten
Verschiebung des Haltestroms. Wie aus Abbildung 25 hervorgeht, war dieser Effekt in a4"-
TK-Schaltneuronen zwar signifikant, aber quantitativ gering ausgepragt, was die biologische
Relevanz der beobachteten Abnahme relativiert. Dabei waren unter Kontrollbedingungen
keine signifikanten Unterschiede beziiglich des applizierten Haltestroms zwischen der WT-

und a4”-Gruppe festzustellen.

Frihere Arbeiten ergaben Ubereinstimmend, dass TK-Schaltneuronen eine tonische, GABAa-
R-vermittelte Inhibition demonstrieren (Belelli et al. 2005; Cope, Hughes und Crunelli 2005; Jia
et al. 2005; Chandra et al. 2006). Auch wurde bereits von Chandra et al. (2006) die Bedeutung
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der a4-Untereinheit des GABAa-Rs in der Vermittlung tonischer Inhibition in hippocampalen
Kornerzellen des GD sowie in TK-Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes untersucht, wobei
es sich in beiden Fallen um Neuronenpopulationen mit hoher Expressionsrate der o4-
Untereinheit handelt (Wisden et al. 1992; Pirker et al. 2000). Dabei zeigte sich, dass in a4’
Mausen hippocampale Neurone des GD eine deutlich reduzierte tonische Inhibition und TK-
Schaltneurone Uberhaupt keine messbare tonische Inhibition demonstrierten (Chandra et al.
2006). In einer weiteren Arbeit konnte festgestellt werden, dass es in hippocampalen
Neuronen des GD von a4’-Mausen ebenfalls zu einer signifikant reduzierten, geringen
tonischen Inhibition mit einem Verlust der Ethanol-vermittelten Potenzierung der tonischen
Inhibition kam (Liang et al. 2008). Eine deutlich reduzierte, aber vorhandene tonische Inhibition
in TK-Schaltneuronen von Tieren mit globalen Knockout der a4-Untereinheit wurde wiederum
in der Arbeit von Herd et al. (2013) beschrieben. Damit scheint der Verlust der a4-Untereinheit
zu einer bedeutsamen Reduktion der tonischen, GABAa-R-vermittelten Inhibition in TK-

Schaltneuronen zu fuhren.

In diesem Zusammenhang ist der Vergleich der im Rahmen dieses Promotionsvorhabens
erhobenen Daten mit einer Arbeit von Jia et al. (2008) von besonderem Interesse, in welcher
der Einfluss von Isofluran auf phasische sowie tonische, GABAa-R-vermittelte Inhibition in TK-
Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes von WT- sowie a4”-M&usen untersucht wurde. Es
zeigte sich, dass Isofluran (verwendete Konzentrationen: 25-250 uM, caq 8quivalent zu 0,09-
0,90-fache MAC)'"" in TK-Schaltneuronen von WT-Tieren dosisabhéngig zu einer einwarts
gerichteten Verschiebung des Haltestroms flihrte. Die Veranderung der mittleren Amplitude
dieses Stroms betrug fur 250 uM Isofluran 51 + 4 pA, im Vergleich hierzu bewirkte Sevofluran
in einer Konzentration von 690 pyM eine Veranderung von 47 * 11 pA. Vergleichbare
Veranderungen unter Isofluran wurden auch im Fall von hippocampalen Neuronen beobachtet
(Caraiscos et al. 2004). Zum einen scheint Isofluran dabei eine weitaus starkere Wirkung auf
die extrasynaptischen GABAa-Rs vom Typ a4p26 zu haben als auf die v. a. intrasynaptisch
lokalisierten GABAA-Rs vom Typ a1p2y2. Zum anderen zeigte sich in einem heterologen
Expressionssystem, dass Isofluran sowohl GABA-vermittelte Strome verstarkte als auch
GABA-unabhangig zu einer direkten Aktivierung von a4328-GABAa-Rs fuhrte. Die Autoren der
Studie folgern hieraus, dass Isofluran durch direkte Aktivierung von extrasynaptischen GABAa-
Rs als auch durch eine Verstarkung der Wirkung von sog. ambient GABA im Sinne einer
positiven allosterischen Modulation zu einer Zunahme der tonischen Inhibition fuhrt (Jia et al.
2008). Bezliglich der tonischen Inhibition von a4”-Mausen zeigten sich unter Isofluran in den

Konzentrationen 25 uM bis 250 uM keine signifikante Veranderung der tonischen Inhibition.

7 Empfohlene ECso fiir in vitro Versuche bei Raumtemperatur: 280 uM (Garcia, Kolesky und Jenkins
2010) bzw. Konzentration, welcher der einfachen MAC entspricht: 270 uM (Haseneder et al. 2009).
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In der Arbeit von Jia et al. (2008) wurde der Einfluss des volatilen Anasthetikums Isofluran auf
die phasische und tonische, GABAA-R-vermittelte Inhibition in TK-Schaltneuronen des VB-
Kernkomplexes mit einem Fokus auf die Rolle der a4-Untereinheit untersucht. Damit handelt
es sich mit Ausnahme der verwendeten Konzentrationen um vergleichbare Fragestellungen,
wie sie auch in diesem Dissertationsprojekt adressiert wurden. Zwar sind Sevofluran und
Isofluran physiochemisch ahnliche Substanzen (siehe Abbildung 1), in der Literatur finden
sich allerdings auch Hinweise auf bedeutsame Unterschiede bezlglich ihrer
pharmakologischen Wirkung auf GABAa-Rs. In einer neueren Arbeit von Woll et al. (2018)
wurden mittels sog. Photolabeling-Technik und photoaktivierbarer Isofluran- und Sevofluran-
Analoga die Bindungsstellen von Isofluran und Sevofluran an a1B3y2- und a1B3-GABAA-Rs
untersucht, wobei Letzteren als extrasynaptischen Rezeptoren eine Bedeutung in der
Vermittlung tonischer Inhibition zugeschrieben wird (Mortensen und Smart 2006). Dabei
deuten die Ergebnisse dieser Untersuchung zum einen darauf hin, dass die identifizierten
Bindungsstellen Uberwiegend spezifisch sind und sich in Abhangigkeit von der jeweiligen
Rezeptor-Untereinheit unterscheiden. Zum anderen zeigten sich bezlglich der
Bindungsstellen von Sevofluran und Isofluran neben Gemeinsamkeiten auch mehrere
Unterschiede. Interessanterweise scheinen beide Substanzen somit bezlglich ihrer Bindung
an synaptische und extrasynaptische GABAa-Rs ein hohes MalR an Selektivitdt zu
demonstrieren. Ein ahnlich selektives Verhalten in Bezug auf die Bindung an GABAA-Rs war
bereits fur Vertreter aus der Gruppe der intravendsen Anasthetika bekannt, wie etwa Propofol,
Etomidat und verschiedene Barbiturate (Forman und Miller 2016). Das unterschiedliche
Bindungsverhalten koénnte dabei friihere Beobachtungen erklaren, die funktionelle
Unterschiede zwischen Isofluran und Sevofluran in ihrer Wirkung auf GABAA-Rs beobachten
konnten. In der Arbeit von Ogawa et al. (2011) wurde der Einfluss der volatilen Anasthetika
Isofluran, Enfluran und Sevofluran auf phasische und tonische GABAa-R-vermittelte Inhibition
in mechanisch isolieten CA1-Neuronen des Hippocampus von Ratten mit intakten
prasynaptischen Endigungen untersucht. Dabei zeigte sich, dass alle drei Substanzen
dosisabhangig zu einer Verstarkung der tonischen Inhibition fihrten, allerdings in
unterschiedlichem Ausmali. AuRerdem konnten die Autoren bezlglich der synaptischen
Inhibition Unterschiede zwischen der Wirkung von Isofluran und Enfluran, zweier
Strukturisomere, auf der einen Seite und Sevofluran auf der anderen Seite ermitteln. Wahrend
Enfluran und Isofluran zu einer Erhéhung der mIPSC-Frequenz flhrten, hatte Sevofluran
keinen Effekt auf die Frequenz. Keine der drei Substanzen flihrte zu einer signifikanten
Veranderung der mIPSC-Amplitude in klinisch relevanter Dosierung, wohingegen nur
Sevofluran zu einer Zunahme der Deaktivierungszeitkonstanten fiihrte (in guter
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit). In der Zusammenschau mit weiteren

Differenzen wurde eine differenzierte Modulation synaptischer und extrasynaptischer GABAa-
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Rs durch diese drei Substanzen postuliert (Ogawa et al. 2011). Dies unterstreicht die

Notwendigkeit substanzspezifischer Betrachtungen.

Ein weiterer diskussionswurdiger Aspekt ist die im Rahmen dieser Arbeit erfolgte Bestimmung
der basalen tonischen Inhibition. Dies geschah nach 20-minutiger Applikation von Sevofluran
durch Zugabe von Bicucullin in die Extrazellularidésung. Zwar deuten die Daten auf das
Vorhandensein einer tonischen Inhibition sowohl in TK-Schaltneuronen von WT- als auch von
a4’ -Tieren hin, allerdings waren die Unterschiede im Vergleich zu den Messungen unter
Kontrollbedingungen jeweils nicht signifikant. In der Applikation von Sevofluran vor
Bestimmung der basalen tonischen Inhibition kénnte eine Limitation der Aussagekraft dieser
Daten liegen, da volatile Anasthetika als sog. ,dirty drugs”mit einer Vielzahl von Proteinen der
Zellmembranen Interaktionen aufweisen, inklusive zahlreicher Bestandteile der vesikularen
Neurotransmitterfreisetzung sowie spannungs- und ligandengesteuerter lonenkanale (Pittson,
Himmel und Maclver 2004; Al-Hasan et al. 2011). Auch wurde etwa im Vergleich zu der Arbeit
von Jia et al. (2008) eine relativ hdhere Konzentration von Sevofluran verwendet, was die
Bestimmung der basalen tonischen Inhibition beeintrachtigt haben kénnte. Dies lasst ggf. die
Durchfihrung erganzender Messungen ohne Sevofluran-Applikation empfehlenswert
erscheinen. AuRerdem koénnte in der Verwendung unterschiedlicher GABAa-R Antagonisten
zur Bestimmung der basalen tonischen Inhibition (Bicucullin in der vorliegenden Arbeit sowie
in Herd et al. (2013), Picrotoxin u. a. in Liang et al. (2008) sowie Gabazin etwa bei Chandra et
al. (2006)) eine Beeintrachtigung in der Vergleichbarkeit der Daten liegen (Johnston 2013). So
interagieren Gabazin und Bicucullin mit unterschiedlichen Aminosaure-Resten des GABAAx-
Rezeptors (Zhang, Xue und Chang 2008), wohingegen Picrotoxin im Gegensatz zum
kompetitiven Antagonisten Bicucullin die Wirkweise eines gemischten/nicht-kompetitiven
GABAa-R-Antagonist zeigt (Krishek, Moss und Smart 1996). Auch sei auf weitere
Unterschiede bezlglich der publizierten Methodiken hingewiesen, die Differenzen in
Absolutwerten erklaren konnten, wie etwa die Verwendung von unterschiedlichen
Intrazellulariésungen mit variierender Zusammensetzung (basierend entweder auf
Kaliumchlorid- oder Caesiumchlorid). Dies beeinflusst in der Folge auch das
Membranpotenzial, welches im Voltage-Clamp-Modus zur Ableitung GABAa-R-vermittelter

Strome eingestellt werden muss.

Ein weiterer Faktor, welcher die Aussagekraft der erhobenen Daten Uber GABAa-R-vermittelte
Strdme beintrachtigen kdnnte, ist die Durchfiihrung der Versuche bei Raumtemperatur (20-
24 °C). Dies entspricht einer weit verbreiteten Praxis (Jia et al. 2005; Belelli et al. 2005; Jia et
al. 2008; Ying et al. 2009; Ogawa et al. 2011), u.a. weil die Etablierung stabiler
Messbedingungen bei héheren Temperaturen deutlich beeintrachtigt ist (Bright und Smart
2013). Wahrend auf Grundlage der bisherigen Datenlage keine Anhaltspunkte existieren, dass
die Funktion von HCN2-Kanalen unter normalen Bedingungen eine Temperaturabhangigkeit
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aufweist (Nakamura et al. 2013; DiFrancesco und DiFrancesco 2015),'® scheint die Funktion
von GABAAa-Rs durch die vorherrschende Temperatur beeinflusst zu werden (Bright und Smart
2013a), insbesondere in Hinblick auf ihre Interaktionen mit volatilen Anasthetika (Jenkins,
Franks und Lieb 1999). Dabei zeigte sich, dass es mit steigenden Temperaturen zu einer
Abnahme der Affinitat fir GABA mit Verschiebung der entsprechenden ECso-Werte sowie
einer erhdhten Leitfahigkeit einzelner GABAA-Rs kommt (Jenkins, Franks und Lieb 1999;
Millingen et al. 2008). Bezlglich synaptischer Inhibition fiihrt ein Anstieg der Temperatur zu
einer erhohten Frequenz (korrelierend mit einer erhéhten Feuerrate von inhibitorischen
Interneuronen, Kim und Connors (2012)) sowie einer erhdéhten Amplitude und einer
schnelleren Kinetik der Deaktivierung von sIPSCs (Otis und Mody 1992), was sich auch im
Fall von Neuronen des NRT sowie TK-Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes bestatigte
(Huntsman und Huguenard 2000). Auch die tonische Inhibition wird mannigfaltig durch
Temperatur-abhangige Effekte moduliert (Bright und Smart 2013a), in einzelnen Neuronen
fuhrte eine Anhebung der Temperatur auf ein physiologisches Niveau zu einer Verdoppelung
der tonischen Inhibition (Bright und Smart 2013b). Wahrend verschiedene volatile Anasthetika
in einer MAC-aquivalenten Konzentration bei niedrigeren Temperaturen zu einer
susbtanzspezifischen Potenzierung von GABA-vermittelten Strémen flihrten, nahm dieser
Effekt in einem Bereich von 10 bis 37 °C ab, wobei bei einer physiologischen Temperatur von
37 °C die zuvor beobachteten Unterschiede bezuglich der Wirkung von verschiedenen

volatilen Anasthetika weitestgehend ausgeglichen waren (Jenkins, Franks und Lieb 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit kamen Tiere zum Einsatz, die einen konventionellen, globalen
Knockout der a4-Untereinheit des GABAa-Rs aufwiesen. Diese Tiere sind voll lebensfahig,
zeigen ein normales Fortpflanzungsverhalten und unterscheiden sich bei oberflachlicher
Betrachtung phanotypisch nicht von WT-Tieren, was sich mit der Charakterisierung von
genetisch identischen Tieren in vorausgehenden Publikationen deckt (Chandra et al. 2006).
Allerdings neigen Techniken mit einem vollstandigen Knockout im Vergleich zu gezielten
Interventionen eher dazu, kompensatorische Veranderungen zu induzieren, beispielsweise
hinsichtlich der genauen Lokalisation und den Eigenschaften der verbleibenden Rezeptoren
(Rovo et al. 2014). So scheint es im Fall von konventionellen o4”-Tieren zu einer
kompensatorisch erhéhten Expression der y2-Untereinheit in GABAA-Rs zu kommen (Liang et
al. 2008). Hierin kénnte eine Limitation in der exakten Beurteilung der a4-Untereinheit und

seiner Funktion liegen.

'8 Allerdings fiihrt eine bestimmte Missense-Mutation (S126L) in HCN2-Kanalen zu einer erhéhten
Temperaturempfindlichkeit dieser Kanale, mit schnellerer Kinetik und konsekutiv erhéhtem In bei febrilen
Temperaturen. Diese Mutation wurde in Patienten mit prolongierten Fieberkrampfen entdeckt und
kénnte im Zusammenhang mit bestimmten Epilepsieformen stehen (Nakamura et al. 2013; DiFrancesco
und DiFrancesco 2015).
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Final sei als Limitation darauf verwiesen, dass die Messungen von a4”-TK-Schaltneuronen in
einem anderen Labor erfolgten. Damit einhergehend kamen unterschiedliche
Messinstrumente, Aufnahme- und Auswertprogramme zum Einsatz, auch gab es geringe
Unterschiede bezlglich der verwendeten Substanzen und damit einhergehend der
Osmolaritat. Aus diesem Grund war zudem die Auswahl von Alters- und Zucht-korrelierten

WT-Tieren nicht méglich.

Die Daten dieser Arbeit legen in Zusammenschau mit der existierenden Literatur nahe, dass
die durch Sevofluran hervorgerufene Verstarkung der tonischen Inhibition in TK-
Schaltneuronen des VB-Kernkomplexes spezifisch durch GABAA-Rs mit der a4-Untereinheit

vermittelt wird und unabhangig von synaptischen GABAa-Rs ist.

Die Bedeutung dieser Erkenntnis wird auch mit Hinblick auf die Arbeit von Rovo et al. (2014)
Uber die Bedeutung von GABAAa-Rs in der Interaktion zwischen NRT und Thalamus deutlich.
Trotz fokaler Deletion synaptischer GABAA-Rs mit der Untereinheit y2 mittels viraler
Intervention im Thalamus von Mausen konnten weiterhin in vivo weitestgehend intakte,
thalamokortikal-generierte Oszillationen beobachtet werden (wie etwa Schlafspindeln oder
langsam-wellige kortikale Oszillationen, siehe Andrillon et al. (2011)). Extrasynaptische
GABAAa-Rs des Thalamus schienen daher interessanterweise fir die Aufrechterhaltung einer
intakten Netzwerkfunktion ausreichend zu sein. In der weiteren Ergrindung dieses
Uberraschenden Phanomens zeigte sich erwartungsgemalfd, dass in vitro TK-Schaltneurone
mit Deletion der synaptischen GABAa-Rs keine GABAergen synaptischen IPSCs mehr
aufwiesen, wenn auf sie projizierende Neurone des NRT im tonischen Modus feuerten.
Allerdings zeigten sich im Burst-Feuermodus von NRT-Neuronen phasische, GABAA-R-
vermittelte Events mit langsamer Kinetik, die als Burst-abhangige, phasische Rekrutierung
extrasynaptischer GABAa-Rs interpretiert wurden.' Die Bedeutung extrasynaptischer
GABAAa-Rs von TK-Schaltneuronen in Abhangigkeit vom Feuermuster des NRT wurde auch in
konventionellen a4”--Tieren mittels Dual Patch-Clamp-Technik untersucht (Herd et al. 2013).
Dabei zeigte sich, dass sowohl die phasische als auch die tonische GABAa-R-vermittelte
Inhibition von TK-Schaltneuronen in erstaunlich hohem Umfang dynamisch durch die Aktivitat
von projizierenden Neuronen des NRT reguliert wird. Zudem wird die Kinetik synaptischer
Inhibition stark durch die Rekrutierung extrasynaptischer GABAa-Rezeptoren beeinflusst.
Hierdurch wird die fur langere Zeit in der Literatur vertretene Ansicht, es existiere eine gewisse
Dualitdt zwischen extrasynaptischen und synaptischen GABAa-Rs zunehmend in Frage
gestellt. Den extrasynaptischen GABAa-Rs wurde klassischerweise eine eher statische

Funktion zugewiesen, indem sie durch aus Synapsen ,lberlaufendes GABA persistierend

9 IPSCs durch AP-vermittelte Aktivierung von extrasynaptischen GABAa-Rs mit auRergewodhnlich
langsamer Kinetik werden als ,GABA-A-slow“ Events bezeichnet und konnten auch in anderen
Hirnregionen nachgewiesen werden (Szabadics, Tamas und Soltesz 2007; Manko et al. 2012)
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aktiviert werden und mittels tonischer Inhibition die Erregbarkeit von Neuronen und somit
Netzwerken regulieren (Mody und Pearce 2004; Semyanov et al. 2004; Farrant und Nusser
2005). Dies deckt sich auch mit Erkenntnissen aus Arbeiten, welche eine veranderte a4-
Untereinheit-Lokalisation und Funktionalitat im Zusammenspiel mit der haufig kolokalisierten
o-Untereinheit (Jia et al. 2005) in einem Epilepsie-Model (Peng et al. 2004) sowie einem Modell
zum Alkoholentzugssyndrom (Liang et al. 2006) nachweisen konnten, was ebenfalls zu
Veranderungen sowohl der tonischen als auch phasischen Inhibition flihrte. Mit Hinblick auf
diese Erkenntnisse wird deutlich, dass die Erforschung der in vivo Wirkung von Anasthetika
auf GABAa-R-vermittelte Inhibition im Kontext des TK-Netzwerks sehr spezifisch mit Hinblick

auf Untereinheiten-Zusammensetzung zu erfolgen hat.

Die Ergebnisse dieses Promotionsprojekts verdeutlichen die Komplexitat, die aus der
differenzierten Wirkung von Anasthetika auf GABAa-Rs in Abhangigkeit von ihrer spezifischen
Untereinheiten-Zusammensetzung erwachst. Neben dem  anasthetikavermittelten
Bewusstseinsverlust zeichnet sich ein dhnliches Bild flr die pharmakologische Modulation
zahlreicher weiterer neuronaler Netzwerke ab, die u. a. an der Regulation von Angst, Lernen,
Gedachtnis, Sucht- sowie Stress-bezogenen Verhalten beteiligt sind und in denen den
jeweiligen GABAa-R-Untereinheiten eine zentrale Rolle zukommt (Engin, Benham und
Rudolph 2018). Dies unterstreicht die Bedeutung, die pharmakologische Wirkung von
Substanzen auf Ebene der Rezeptor-Untereinheiten, der Neuronenpopulation sowie des

neuronalen Netzwerks jeweils spezifisch zu betrachten.

81



Zusammenfassung

5. Zusammenfassung

Das volatile Anasthetikum Sevofluran kommt weltweit und mit hoher Sicherheit im klinischen
Alltag zum Einsatz. Trotz langjahriger Forschungsbemihungen sind die exakten neuronalen
Mechanismen, Giber die Sevofluran den Bewusstseinsverlust induziert und aufrechterhéalt, noch
nicht ausreichend verstanden. Wiederholt wurde in diesem Zusammenhang der
pharmakologischen Modulation des TK-Netzwerks eine bedeutende Rolle zugeschrieben. Im
Rahmen dieses Promotionsvorhabens wurde die Wirkung von Sevofluran auf die Erregbarkeit
von TK-Schaltneuronen im VB-Kernkomplex des Thalamus untersucht. Hierzu wurden in
vitalen Hirnschnitten von Mausen mit Hilfe der Patch-Clamp-Technik Strom- und
Spannungsantworten durch Stimulationsprotokolle im Current- und im Voltage-Clamp-Modus
erzeugt. Dabei zeigte sich, dass Sevofluran zu einer Reduktion der intrinsischen Erregbarkeit
von TK-Schalneuronen fuhrte. Dosisabhangig kam es zu einer signifikanten Hyperpolarisation
des RMPs, einer Reduktion des Ry, einer Verschiebung des Schwellenpotenzials in Richtung
Depolarisation sowie einer Verminderung der AP-Frequenz. Bezuglich der Wirkung von
Sevofluran auf HCN-Kanale, die sich in TK-Schaltneuronen Uberwiegend aus der Isoform Typ
2 zusammensetzen, kam es dosisabhangig mit einer ICso von 735,3 pM (caq aquivalent zu 1,9-
2,2-fache MAC) zu einer signifikanten Abnahme des Voltage Sags sowie ab einer
Konzentration von 330 pM (caq aquivalent zu 0,9-1,0-fache MAC) zu einer signifikanten
Verlangerung des Rebound Delays. DarUber hinaus konnte gezeigt werden, dass es ab einer
Konzentration von 690 yM Sevofluran (caq aquivalent zu 1,8-2,1-fache MAC) zu einer
signifikanten Verschiebung des Vi, in Richtung Hyperpolarisation kam. Zudem bewirkte
Sevofluran ab einer Konzentration von 330 uM eine signifikante und dosisabhangige Abnahme
der maximalen Ir-Amplitude mit einer ICso von 1175 yM (caq aquivalent zu 3,1-3,6-fache MAC)
sowie ab einer Konzentration von 450 uM (caq aquivalent zu 1,2-1,4-fache MAC) eine

signifikante Verlangerung der schnellen Aktivierungszeitkonstanten sy von I,

Daruber hinaus wurde der Einfluss von Sevofluran in einer Konzentration von 690 uM (Caq
aquivalent zu 1,8-2,1-fache MAC) auf die phasische und tonische, GABAa-R-vermittelte
Inhibition in TK-Schaltneuronen untersucht. Dabei wurde ein besonderer Augenmerk auf die
hauptsachlich extra- und perisynaptisch lokalisierte a4-Untereinheit des GABAa-Rs gelegt.
Sowohl in a4**- als auch in a4”-Tieren flihrte Sevofluran zu einer signifikanten Verstarkung
der phasischen Inhibition von TK-Schaltneuronen mit einer Verlangerung der
Deaktivierungszeitkonstanten und konsekutiv erhéhtem Ladungstransfer. Demgegeniber
konnte ausschlieBlich in TK-Schaltneuronen von WT-Tieren eine Verstarkung der tonischen
Inhibition durch Sevofluran verzeichnet werden. Vielmehr fihrte der Verlust der a4-
Untereinheit des GABAa-Rs zu einer leichten Abnahme des applizierten Haltestroms, was zum

einen die bedeutsame Rolle dieser Untereinheit in der Vermittlung von tonischer Inhibition in
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Zusammenfassung

TK-Schaltneuronen unterstreicht. Zum anderen tragen diese Ergebnisse zu der Hypothese
bei, dass Sevofluran eine differenzierte Modulation von GABAa-Rs in Abhangigkeit von ihrer
Untereinheiten-Zusammensetzung bewirkt. Damit leisten die vorliegenden Ergebnisse einen
Beitrag zum Verstandnis Uber die molekularen Mechanismen auf thalamischer Ebene, mittels
welcher Sevofluran zur Entstehung des anasthetikavermittelten Bewusstseinsverlusts
beitragen konnte.
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