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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Inhalationsanasthetikum Xenon

1.1.1 Physikochemische Eigenschaften

Das farb- und geruchlose Gas Xenon gehért neben Helium, Neon, Argon, Krypton und
Radon zur Gruppe der Edelgase (Hauptgruppe VIII des Periodensystems der Elemente). Der
Name leitet sich aus dem griechischen evog [xenos] ab und bedeutet ,Fremder”. Es wurde
1898 von Sir William Ramsay und Morris Travers entdeckt. Seine relative Atommasse
betragt 131,293. Xenon ist sehr reaktionstrage und bildet nur unter extremen Bedingungen
Verbindungen mit anderen Elementen (Chernick et al., 1962). Als chemisches Element ist
Xenon nicht synthetisierbar, die Gewinnung erfolgt ausschlieRlich durch fraktionierte
Destillation flussiger Luft im sog. Linde-Verfahren. Der Anteil von Xenon in der
atmospharischen Luft betragt lediglich 0.086 * 10°® Vol.-% (Glueckauf und Kitt 1956).

1.1.2 Klinischer Einsatz von Xenon

Die anasthetischen und analgetischen Eigenschaften von Xenon sind bereits seit Ende der
30er Jahre bekannt, der erste klinische Einsatz als Narkosegas wurde 1951 beschrieben
(Cullen und Gross 1951). Xenon konnte sich jedoch aufgrund seiner enorm hohen Kosten,
v. a. bei Verwendung in halbgeschlossenen Narkosegerdten, nicht als Routine-
Inhalationsanasthetikum durchsetzen. Die Einfliihrung geschlossener Narkosesysteme mit
extrem niedriger Frischgaszufuhr in den letzten Jahren sowie die Entwicklung von Verfahren,
welche Xenon aus der Expirationsluft zu recyclen vermégen (Dingley und Mason 2007),
kénnten jedoch eine breitere Verwendung Xenons auch unter ékonomischen Aspekten
moglich werden lassen. In den letzten Jahren zeigten Multicenterstudien, dass Xenon auch
an gréfReren Patientenkollektiven effizient und sicher angewendet werden kann (Rossaint et
al., 2003; Sanders et al., 2004).

1.1.3 Xenon —ein ideales Anasthetikum?

Im Vergleich zu den bisher in der klinischen Routine eingesetzten Inhalationsanésthetika
besitzt Xenon eine Reihe von Eigenschaften, die den Anforderungen an ein ideales
Andasthetikum sehr nahe kommen. Die anésthetische Potenz eines Inhalationsanasthetikums
wird mit dem MAC (minimal alveolar concentration)-Wert angegeben. Der MAC-Wert ist die
alveolare Konzentration einer Substanz, die bei 50 % der Probanden eine motorische
Reaktion auf einen definierten Schmerzreiz (Hautinzision an der Unterarminnenseite)

unterdriickt (Merkel und Eger 1963). Der MAC-Wert von Xenon wurde urspriinglich mit
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Einleitung

70 Vol.-% angegeben (Cullen et al., 1969), liegt aber einer neueren Studie zufolge mit 63
Vol.% etwas niedriger (Nakata et al., 2001). Xenon ist somit potenter als Lachgas (N,O),
dessen MAC-Wert bei tber 100 Vol.% liegt (Hornbein et al., 1982). Im klinischen Einsatz
stellte sich Xenon als Anéasthetikum mit besonders gering ausgepragter kardiozirkulatorisch
depressiver Wirkung heraus. Uberdies konnte in verschiedenen tierexperimentellen Arbeiten
gezeigt werden, dass Xenon kardioprotektive (Preckel et al., 2000; Baumert et al., 2007),
sowie neuroprotektive Wirkungen (Wilhelm et al., 2002; Schmidt et al., 2005; Dingley et al.,
2006) hat. Somit waren Eingriffe an kardialen Hochrisikopatienten, oder Eingriffe, die mit
erhohtem Risiko einer intracerebralen Schéadigung einhergehen, pradestinierte
Anwendungsbereiche fir Xenon als Narkosegas.

Die An- und Abflutungszeit eines Anasthetikums wird wesentlich durch den Blut-Gas-
Verteilungskoeffizienten (BGVK) beeinflusst. Dieser beschreibt das Losungsverhalten eines
Gases im Blut. Er gibt die Konzentration eines Stoffes im Blut im Verhaltnis zur alveolaren
Konzentration an (Steward et al., 1973). Somit beschreibt er die Menge des anasthetischen
Gases, die gelost werden muss, bis es zu einem Ausgleich zwischen dem alveolaren
Partialdruck und dem Partialdruck des Gases im Blut kommt. Ein niedriger BGVK bedeutet
also, dass es schnell zu einem Ausgleich kommt, An- und Abflutungszeiten also kurz sind.
Klinisches Resultat ist entsprechend eine gut steuerbare Narkose. Xenon besitzt im
Vergleich zu anderen Inhalationsanasthetika mit 0,115 (Goto et al.,, 1998) den niedrigsten
BGVK. Verglichen mit Narkoseregimen bestehend aus Lachgas kombiniert Sevofluran bzw.
Isofluran konnten deutich kiirzere Aufwachzeiten nach Beendigung der Xenonzufuhr gezeigt
werden (Goto et al., 1997; Rossaint et al., 2003).

Ahnlich wie Lachgas hat Xenon eine analgetische Wirkung. So konnten Yagi et al. z.B. eine
analgetische Wirkung an gesunden Probanden zeigen, wenn Xenon in subanastethischen
Dosierungen appliziert wurde (Yagi et al., 1995). Inwiefern diese analgetische Wirkung
tatsachlich klinisch relevant, d. h. Opiat-einsparend ist, ist jedoch noch nicht vollstandig
geklart: Wahrend altere Studien einen geringeren Opiatbedarf bei Xenon-anasthesierten
Patienten zeigen konnten (Lachmann et al., 1990), zeigte sich eine solcher Effekt im

Rahmen einer vor kurzem publizierten Studien nicht (Luginbuhl et al., 2005).

Diesen Vorteilen stehen in Bezug auf die Verwendung von Xenon als
Inhalationsanasthetikum nur wenige Nachteile gegeniiber. So ist der Einsatz bei Patienten
mit schweren pulmonalen Erkrankungen problematisch. Ein wesentliches Problem ist, dass
bei einem MAC-Wert von 63 Vol.-% maximal 37 Vol.-% Sauerstoff in der Inspirationsluft
angeboten werden kénnen, wodurch bei pulmonal stark kompromittierten Patienten u. U.
keine ausreichende Gewebeoxygenierung zu gewahrleisten ist. Dartber hinaus fuhrt Xenon

aufgrund seiner hohen Dichte und Viskositat tierexperimentell zu einer Erhéhung des
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Atemwegswiderstandes (Zhang et al., 1995; Calzia et al., 1999), wobei gezeigt werden
konnte, dass die klinische Relevanz dieser Wirkung nicht sehr ausgepragt ist (Lachmann et
al., 1990; Baumert et al., 2002). Dartber hinaus wird der Einfluss von Xenon auf den
zerebralen Blutfluss (CBF) kontrovers diskutiert. Einige tierexperimentelle Studien zeigten
eine Erhdhung des CBF (Hartmann et al., 1987; Schmidt et al., 2001), wohingegen z.B.
(Yao et al., 1992; Fink et al., 2000) das Gegenteil beschreiben. Eine Positronenemissions-
Tomographie-Studie, die unter Xenonmonoan&sthesie bei gesunden Probanden
durchgefuhrt wurde, zeigt ebenfalls eine Verminderung des CBF (Laitio et al., 2007).
Aufgrund dieser nicht eindeutigen Datenlage wird der Einsatz von Xenon - trotz
neuroprotektiver Eigenschaften — bei Pat. mit erh6htem intrakraniellen Druck derzeit nicht
empfohlen (Sanders et al.,, 2004). Bei Operationen, bei denen es unter extrakorporaler
Zirkulation zu zerebralen Luftembolien kommt schein Xenon das neurokognitive sowie das

histologische Outcome zu verschlechtern (Jungwirth et al., 2006).

1.2 Synaptische Transmission

Die Kommunikation der Nervenzellen erfolgt Uber spezialisierte Kontaktstellen, die
Synapsen. Prinzipiell kdnnen zwei Transmissionswege unterschieden werden. Bei
sogenannten chemischen Synapsen I6st ein in der prasynaptischen Terminale
ankommendes Aktionspotential die Freisetzung von Neurotransmitter-Molektlen aus. Diese
diffundieren Uber den synaptischen Spalt und binden an flir sie spezifische postsynaptische
Rezeptoren. So wird die chemische Information des Transmitters erneut in ein elektrisches
Signal zurtckverwandelt. Eine durch die Transmitter-Rezeptor-Interaktion bedingte
Depolarisation fuhrt zur Erregung der postsynaptischen Nervenzelle, eine Hyperpolarisation
zur Hemmung. Bei der zweiten Moglichkeit der synaptischen Informationstibertragung sind
Neurone direkt Uber sogenannte ,gap junctions® miteinander verbunden. Dabei erfolgt die

Informationsibertragung direkt elektrisch, d. h. ohne Transmittersubstanz.

Die fur die chemische Informationstibertragung im ZNS wichtigsten Transmittersystem sind
das exzitatorische glutamaterge (Monaghan et al., 1989) und das inhibitorische GABAerge

Transmittersystem (Fahn und Cote 1968; Perry et al., 1971).

1.2.1 Glutamaterge Transmission

Glutamat wird vorwiegend in den Nervenendigungen aus o-Ketoglutarat und
Ammoniumionen durch das Enzym Glutamat-Dehydrogenase synthetisiert. Uber Glutamat-
Transporter erfolgt die Aufnahme in Vesikel, in denen Glutamat gespeichert wird. Nach der
Freisetzung werden die synaptischen Effekte schnell durch in den Nervenendigungen bzw. in
den Astrozyten lokalisierte Glutamattransporter (EAAT; excitatory amino acid transporter)

beendet, die Glutamat in die Zellen aufnehmen (Beart und O'Shea 2007; Benarroch 2010).
3
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Entsprechend ihrer Funktion kbnnen Rezeptoren, deren natlrlicher Agonist L-Glutamat ist, in
zwei Klassen unterteilt werden: lonotrope Glutamatrezeptoren sind ligandengesteuerte
lonenkandle, die durch einen Natriumeinstrom eine schnelle Depolarisation des
postsynaptischen Neurons bewirken. lonotrope Glutamatrezeptoren lassen sich anhand ihrer
Sensitivitat zu artifiziell hergestellten Agonisten wiederum in drei Untergruppen unterteilen:
N-methyl-D-Aspartat (NMDA)-, a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionséure
(AMPA)- sowie Kainat-Rezeptoren. Die zweite Klasse der Glutamatrezeptoren bilden die
metabotropen Glutamatrezeptoren, die G-Protein-gekoppelt, also indirekt Uber intrazellulare
Signalkaskaden, ihre Wirkung entfalten. In der Elektrophysiologie ist zudem die Unterteilung
der ionotropen Glutamatrezeptoren in NMDA und nonNMDA-Rezeptoren ublich. Die Gruppe
der nonNMDA-Rezeptoren beinhaltet entsprechend die AMPA- und die Kainat-Rezeptoren.

1.2.1.1 NMDA-Rezeptoren

NMDA-Rezeptoren spielen hauptsachlich eine Rolle bei der neuronalen Entwicklung, bei der
synaptischen Plastizitdt sowie bei Pathologien des zentralen Nervensystems (Monaghan et
al., 1989; Dingledine et al., 1999). Der NMDA-Rezeptor besitzt neben seinem Liganden
Glutamat noch eine Bindungsstelle fir Glycin, das fir die Aktivierung des Kanals essentiell
ist. Da weder Glutamat, noch Glycin den lonenkanal alleine 6ffnen kénnen, werden beide als
Koaktivatoren bezeichnet (Kleckner und Dingledine 1988). Der lonenkanal des NMDA-
Rezeptor-Kanal-Komplexes ist gut permeabel fiir Na*-, K*- und Ca*-lonen (Monaghan et al.,
1989). Der Ca**-loneneinstrom lost intrazelluldre Prozesse aus, die sowohl fiir die neuronale
Plastizitat, wie auch fur die NMDA-Rezeptor vermittelte Neurotoxizitat verantwortlich zu sein
scheinen (Lipton und Rosenberg 1994; Lee et al., 1999; Hardingham und Bading 2003). Der
lonenkanal des NMDA-Rezeptors wird spannungsabhangig durch Mg®*-lonen blockiert
(Nowak et al., 1984). Diese Blockierung l6st sich, wenn das Ruhemembranpotential des
Neurons positiver als -20 bis -30 mV wird (Mayer et al, 1984). Ein weiteres
Charakteristikum des NMDA-Rezeptors ist der langsame Zeitverlauf der durch ihn
vermittelten exzitatorischen postsynaptischen Strome (EPSC, excitatory postsynaptic

currents; Lester et al. 1990).

Der NMDA-Rezeptor ist ein Protein, welches aus vier verschiedenen transmembranéren
Untereinheiten zusammengesetzt ist (Cull-Candy et al., 2001). Die fur die Funktion des
Rezeptors essentielle NR1-Untereinheit wird von nur einem Gen kodiert. Fur dieses sind
acht Splice-Varianten bekannt, die sich in ihrer Verteilung sowie in ihrer Funktion
unterscheiden (Dingledine et al., 1999). Fur die NR2-Untereinheit existieren vier
verschiedene Gene und somit die Subtypen NR2A-NR2D, fir die NR3-Untereinheit nur zwei

Subtypen (NR3A und NR3B). Die NR3-Untereinheit scheint eine regulatorische Funktion zu
4
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besitzen, da bei NMDA-Rezeptoren, die die NR3-Untereinheit enthalten, die Leitfahigkeit
insbesondere auch fur Calciumionen geringer ist (Das et al., 1998; Nakanishi et al., 2009).
Zusatzlich kénnen aus NR1- und NR3A-B-Untereinheiten alleine glycinerge exzitatorische
Rezeptoren entstehen (Chatterton et al., 2002). Im NMDA-Rezeptor-Kanal-Komplex gibt es
verschiedene Bindungsstellen fir Liganden, die z. T. nur modulatorische Funktionen
besitzen. Es sind folgende Bindungsstellen bekannt (Monaghan et al., 1989; Scatton 1993;
Hollmann und Heinemann 1994; Dingledine et al., 1999): (A) Die Agonistenbindungsstelle,
die von der NR2A-D-Untereinheit gebildet wird, (B) die Glycin-Bindungsstelle, die von der
NR1-Untereinheit gebildet wird, (C) eine Bindungsstelle fir Antagonisten wie Phenylcyclidin,
(D) eine spannungsabhéngige Mg**-lonen Bindungsstelle an der auch der NMDA-
Rezeptorantagonist Memantine bindet, (E) eine Bindungsstelle fir die den Kanal
spannungsabhangig blockierenden Zn**-lonen, (F) eine Bindungsstelle fiir die modulatorisch
wirkenden Polyamine Spermin und Spermidin sowie (G) eine Bindungsstelle flr Protonen.
Der in dieser Arbeit verwendete kompetitive NMDA-Rezeptorantagonist AP5 (siehe Kapitel
2.3.3) bindet an die Agonistenbindungsstelle des Glutamats. Zuséatzlich kann die Aktivitat der
Rezeptoren auch durch Phosphorylierung der intrazellularen Anteile der transmembrandsen

Glykolisierungsstellen erfolgen.
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Abb. 1.2.1: Schematische Darstellung des NMDA-Rezeptor-lonenkanal-Komplexes.

A Der Rezeptor ist aus vier oder funf verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt. Es existieren
die Untereinheiten NR1, NR2 und NR3, wobei es fur die letzen beiden verschiedene Subtypen gibt. In
der basolateralen Amygdala zum Beispiel ist eine Kombination aus NR1- und NR2A- oder NR2B-
Untereinheiten zu finden. An der NR1-Untereinheit findet sich die Bindungsstelle fiir den Koaktivator
Glycin, wohingegen die Bindungsstelle des Agonisten Glutamat an NR2 Untereinheiten lokalisiert ist.
B Die transmembrandren Untereinheiten bilden eine zentrale Ilonenpore. Diese st
spannungsabhangig durch Mgz+-lonen blockiert. Bei Depolarisation der Zellmembran I6st sich diese
Blockade und der Rezeptor wird permeabel fiir Na*-, K- und Ca*-lonen. Durch den Ca®*-lonen-
Einstrom kdnnen intrazellulare Prozesse ausgeldst werden, die fur die neuronale Plastizitat sowie die
NMDA-Rezeptor-vermittelte Neurotoxizitéat verantwortlich sind. Abb. verandert nach Parsons (2007).

An vielen exzitatorischen Synapsen sind NMDA-Rezeptoren mit AMPA-Rezeptoren
kolokalisiert. Eine prasynaptische Ausschittung von Glutamat kann somit zur AMPA-
Rezeptor-vermittelten Vordepolarisation der postsynaptischen Zelle fiihren. Dadurch I6st sich
der Mg*-Block aus dem lonenkanal des NMDA-Rezeptors, in der Folge kénnen NMDA-

Rezeptor-vermittelte lonenstrome flie3en.

1.2.1.2 AMPA-Rezeptoren

Der AMPA-Rezeptor ist permeabel fir Na*-, K'- und teilweise auch fir Ca®-lonen. Im

Gegensatz zu den NMDA-Rezeptoren, deren Hauptfunktion eher die Modulation der

synaptischen Transmission ist, vermitteln AMPA-Rezeptoren mehr die schnelle

exzitatorische synaptische Ubertragung per se. Wahrend die Anzahl der NMDA-Rezeptoren

in der postysynaptischen Membran grof3tenteils konstant ist, unterliegen die AMPA-

Rezeptoren einem hohen Turnover und werden rasch in die postsynaptische Membran ein-
6
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und ausgebaut (Contractor und Heinemann 2002; Malinow und Malenka 2002). Die Anzahl
der postsynaptischen AMPA-Rezeptoren bestimmt also die Starke der synaptischen
Ubertragung (deSouza und Ziff 2002). AMPA-Rezeptoren weisen eine pentamere Struktur
auf. Es wurden vier verschiedene Untereinheiten beschrieben, GLUR1-GLUR4 (Hollmann
und Heinemann 1994; Paas 1998). Fur jede der Untereinheiten bestehen zwei verschiedene
Splicevarianten, die als Flip und Flop Varianten bezeichnet werden (Sommer et al., 1990).
Die Untereinheiten sind jeweils aus einem Polypeptid mit ca. 900 Aminosduren aufgebaut,
welches drei Transmembrandoméanen (TM1, TM3 und TM4) beinhaltet. TM2 bildet
intrazellulér eine Schleife, und diese einzelnen Schleifen der jeweiligen Untereinheiten bilden
gemeinsam den lonenkanal. Die Varianten unterscheiden sich nicht wesentlich beztglich
ihrer pharmakologischen Eigenschaften, jedoch aktiviert Glutamat ,Flip-Kanale* effektiver als
.Flop-Kanale®“. Somit kdnnen Neurone die Glutamatsensitivitat inrer Rezeptoren alleine durch
Veranderung der Splicevariante vergréRern bzw. verkleinern (Sommer et al.,, 1990;
Dingledine et al., 1999).

Die elektrophysiologischen Eigenschaften der AMPA-Rezeptoren werden also durch die
Untereinheiten bestimmt. Ein Rezeptor kann entweder homomer oder heteromer
zusammengesetzt sein. Eine besondere Rolle nimmt die GLUR2-Untereinheit ein.
Heteromere oder Homomere aus der GLUR2-Untereinheit besitzen eine sehr geringe
Permeabilitat fir Ca®*-lonen (Hollmann et al., 1991). Zusétzlich zeigen Rezeptoren, die die
GLURZ2-Untereinheit besitzen ein lineares Strom-Spannungsverhaltnis (Pellegrini-Giampietro
et al.,, 1997). Im Gegensatz dazu lasst sich bei Rezeptoren ohne GLUR2 Untereinheit ein
einwartsgerichtetes Strom-Spannungsverhdltnis finden (Hollmann und Heinemann 1994).
Die Stromkurven heteromerer AMPA-Rezeptoren sind deutlich groRer als die der
entsprechenden Homomere, so dass man davon ausgeht, dass die Untereinheiten als
funktioneller heteromerer Rezeptorkomplex interagieren (Boulter et al., 1990; Sakimura et
al., 1990).

Die kompetitiven nonNMDA-Antagonisten CNQX (6-Cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion) und
NBQX (1,2,3,4-Tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzol[flquinoxalin-7-sulfonamid) zeigen keine
bzw. eine geringe Selektivitat fur die einzelnen Untereinheiten des AMPA-Rezeptors. Sie
binden jeweils an die Glutamatbindungsstelle. Der selektive AMPA-Antagonist GYKI 52466
(4-(8-Methyl-9H-1,3-dioxolo[4,5-h][2,3]benzodiazepin-5-yl)-benzenamin Hydrochlorid) wirkt
nichtkompetitiv Uber einen allosterischen Mechanismus (Parsons et al., 1994; Rammes et
al., 1994). Ein elektrophysiologisches Charakteristikum der AMPA-Rezeptoren ist die sog.
Desensitisierung. Bei Patch-Clamp-Messungen in Expressionssystemen zeigt sich nach
Applikation von Glutamat ein rascher Anstieg der Stromantwort bis hin zum Maximum. Bei

langerer Applikation von Glutamat verkleinert sich die Stromantwort aufgrund der
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Desensitisierung bis zu einer konstanten Amplitude. Nach Beendigung der
Agonistenapplikation reduziert sich der Strom aufgrund Deaktivierung der Rezeptoren bis auf
das Ausgangsniveau. Cyclothiazid hemmt die Desensitisierung und verlangsamt die
Deaktivierung (Partin et al., 1996; Rammes et al., 1999).

1.2.2 GABAerge Transmission

Der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter im ZNS ist y-Aminobuttersaure (GABA,
y-aminobutyric acid). GABA wird im Zytosol durch Decarboxylierung von Glutamat durch das
Enzym GAD (glutamic acid decarboxylase) synthetisiert und danach von Transportern
(VIAAT; vesicular inhibitory amino acid transporter) in Vesikel eingebracht. Neben
sogenannten bestimmten Projektionen wie z. B. vom Striatum in die Substantia nigra (long-
axoned GABA cells) werden GABAerge Projektionen hauptséchlich von Interneuronen
gebildet. Jedoch kann GABA neben seiner Hauptfunktion, namlich die neuronale ,Feuerrate®
zu senken, auch exzitatorisch wirken (Cherubini et al., 1991; Farrant und Kaila 2007). Hier ist
Exzitation jedoch nicht als Depolarisation zu verstehen, sondern als Steigerung der
Wahrscheinlichkeit, dass die postsynaptische Zelle ein Aktionspotential generiert (Farrant
und Kaila 2007). Zusatzlich zur Beeinflussung der postsynaptischen Exzitabilitdt scheint die
Aktivitat von GABAergen Projektionen wichtige Einflisse auf die Ausbildung neuronaler
Netze zu haben (McBain und Fisahn 2001; Jonas et al., 2004).

GABA Rezeptoren lassen sich in die Gruppe der ionotropen (GABA, und GABA:) und der
metabotropen Rezeptoren (GABAg) einteilen.

1.2.2.1 lonotrope GABA Rezeptoren

Die ionotropen = GABA,-Rezeptoren gehdéren wie auch die  nikotinergen
Acetylcholinrezeptoren, Glycinrezeptoren und die 5-HTs-Rezeptoren (Serotonin-Rezeptoren)
zur Familie der sogenannten ,cys-loop® ligandengesteuerten lonenkanale (cl-LGIC, cis-loop
ligand-gated ion channels). Dieser Name beruht auf der Tatsache, dass Cysteine in der
aminoterminalen Domane eine Disulfidbriicke ausbilden (Simon et al., 2004). Wie bei allen
Rezeptoren dieser Klasse bilden Untereinheiten mit je vier Transmembrandomanen (TM1-
TM4) ein Pentamer mit einer zentralen lonenpore (Abb. 1.2). Die Untereinheiten sind in 19
verschiedenen Genen kodiert und lassen sich in 8 Klassen einteilen (Barnard et al., 1998;
Korpi et al, 2002; Sieghart und Sperk 2002; Farrant und Kaila 2007). Die
Untereinheitenzusammensetzung unterscheidet sich in verschiedenen Hirnregionen, wobei
sich der im ZNS von Saugetieren am haufigsten vorkommende GABA-Rezeptorsubtyp aus
den Untereinheiten ay, B,, y2 zusammensetzt (Sieghart und Sperk 2002; Farrant und Kaila

2007). Es existieren mehrere Bindungsstellen am GABA4-Rezeptor. Die Bindungsstelle von
8
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GABA liegt extrazellular und wird von den a- und B-Untereinheiten gebildet (Stephenson
1995).

GABA Bindungsstelle
‘9/.

Benzodiazepin-
Bindungsstelle

i

i

intrazellular

ueIquap

Abb. 1.2.2: Der GABA-Rezeptor.

Der GABA,-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter lonenkanal. Er besitzt eine Bindungsstelle fir den
wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter des ZNS, y-Aminobuttersaure. Der Rezeptor ist ein
Pentamer aus 5 Untereinheiten, die zentral eine lonenpore bilden. Der im ZNS von Saugetieren am
haufigsten vorkommende GABA,-Rezeptorsubtyp setzt sich aus den Untereinheiten ai, B, V2
zusammen. Die a- und B-Untereinheit bilden zusammen die GABA Bindungsstelle, an die auch der
Antagonist Bicucullin kompetitiv bindet. Bei Bindung von GABA 06ffnet sich der lonenkanal und wird
permeabel fir CI" und HCO3". Somit fiihrt die Offnung des Kanals unter physiologischen Bedingungen
durch einen CI'-Einstrom zur Hyperpolarisation. Die Benzodiazepinbindungsstelle wird von der a- und
y-Untereinheit gebildet. Abb. verandert nach Mihic (1997).

Binden Agonisten an diese beiden Untereinheiten ergibt sich eine Konformationsanderung
des Rezeptors und der lonenkanal wird permeabel fur CI und HCOj3'. Der Einstrom von CI' in
die postsynaptische Zelle fihrt zur Hyperpolarisation. Zwischen der a- und der vy-
Untereinheit befindet sich die sogenannte Benzodiazepinbindungsstelle. Diese Substanzen
offnen den Kanal nicht direkt, sondern verstarken die Aktivitat des Rezeptors durch
Steigerung der GABA-Affinitdt (Walters et al., 2000). Sie wirken Klinisch anxiolytisch,
sedierend, muskelrelaxierend und antikonvulsiv. Hingegen bindet der in dieser Arbeit
verwendete selektive GABAA-Rezeptorantagonist Bicucullin (BIM, Biccuculinmethiodid; siehe
Kapitel 2.3.3) kompetitiv an die GABA-Bindungsstelle des Rezeptors.

GABAc-Rezeptoren sind homomere Zusammensetzungen aus p-Untereinheiten. Sie sind

nicht bicucullinsensitiv. Die Bezeichnung als GABAc-Rezeptoren wird inzwischen nicht mehr
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beflrwortet, diese Rezeptoren werden vielmehr als Subtypen des GABA-Rezeptors
angesehen (Barnard et al., 1998; Farrant und Kaila 2007). p-Untereinheiten wurden meist

aus retinalem Gewebe kloniert.

1.2.2.2 Metabotrope GABA-Rezeptoren

GABAg-Rezeptoren sind G-Protein-gekoppelte Neurotransmitterrezeptoren. Sie bestehen
aus einem Protein mit sieben Transmembrandomanen. Die Aktivierung der GABAg-
Rezeptoren filhrt zur Hyperpolarisation der Zelle tber eine Verringerung der Ca®'-
Leitfahigkeit und bildet Uber Steigerung der K*-Leitfahigkeit den langsamen Teil der GABA
vermittelten inhibitorischen postsynaptische Strome (Kuriyama et al., 1993; Ranft et al.,
2004). Diese Rezeptoren sind insensitiv gegentber Bicucullin. Baclofen entfaltet als
typischer Agonist an diesen Rezeptoren seine myotonolytische Wirkung (Bowery 1993). Ein

typischer Antagonist ist das in dieser Arbeit verwendete CGP 35348 (Olpe et al., 1990).

1.3 Neuronale Wirkmechanismen der Anasthesie

Unter Allgemeinanasthesie wird ein medikamentds hervorgerufener Zustand aus Be-
wusstseinsverlust (Hypnose), Amnesie, Muskelrelaxation, Analgesie bzw. Antinozizeption
und vegetativer Abschirmung verstanden. Moderne Narkoseregime erreichen diese
Grundeigenschaften der Anasthesie durch eine Kombination aus verschiedenen
Medikamenten. Die Muskelrelaxation zur Erleichterung der Intubation und einer kontrollierten
Beatmung wird durch Muskelrelaxantien ausgelost. Der Bewusstseinsverlust (Hypnose) wird
durch Anéasthetika verursacht, und Schmerzfreiheit des Patienten wird durch Analgetika wie
z. B. Opioide erreicht. Bei den Anasthetika unterscheidet man zwischen intravendsen und
inhalativen Substanzen. Letztere konnen dampfférmig (volatil), wie z. B. Isofluran oder
Sevofluran, oder gasférmig wie Xenon oder N,O sein. Trotz intensiver Forschung in den
letzten Jahren ist der Wirkmechanismus der Inhalationsanasthetika bis heute nicht

vollstandig geklart.

Nachdem Overton und Meyer eine Korrelation zwischen der anasthetischen Potenz und der
Loslichkeit in Olivendl beschrieben haben (Meyer 1899; Overton 1901), bestand lange Zeit
die Theorie, dass Anasthetika unspezifisch an hydrophoben Lipidkomponenten der Zellen
wirken. Mittlerweile geht man jedoch davon aus, dass Anasthetika ihre Wirkung viel
spezifischer durch eine Modulation membranstandiger lonenkanéle hervorrufen (Franks und
Lieb 1994; Campagna et al., 2003; Rudolph und Antkowiak 2004). Anasthesie kann dabei

durch Verschieben des neuronalen Erregungsgleichgewichts zwischen Exzitation und
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Inhibition in Richtung der Inhibition erzeugt werden. So wurden zahlreiche inhibitorische
lonenkandle wie z. B. der GABA,-, der Glycin-, und der 5-HT;-(Serotonin)-Rezeptor sowie
auch die exzitatorischen Kanéle des glutamatergen Systems und der nikotinerge
Acetylcholinrezeptor als Zielstrukturen verschiedener inhalativer Anasthetika beschrieben
(Krasowski und Harrison 1999). Exzitatorische Rezeptoren werden dabei in ihrer Wirkung in
der Regel vermindert, inhibitorische Rezeptoren verstarkt.

1.4 Wirkung von inhalativen Anasthetika in verschiedenen Arealen des

zentralen Nervensystems

Bis heute ist noch nicht genau geklart, inwiefern bestimmte Areale des Gehirns bzw. des
ZNS fur die Vermittiung der Wirkung von Inhalationsanasthetika verantwortlich sind. In den
letzten Jahren sind jedoch einige Areale mit Anasthetika-sensitiven Funktionen in den Fokus
anasthesiologischer Grundlagenforschung geraten (Campagna et al., 2003). So geht man
zum Beispiel davon aus, dass motorische Reaktionen auf einen Schmerzreiz eher auf
Ruckenmarksebene unterdriickt werden. Hinweise dafir lieferten Tierexperimente, in denen
eine zervikale Durchtrennung des Rickenmarks keinen Einfluss auf den MAC-Wert bei
Stimulation der Extremitaten hatte (Rampil 1994). Im Gegensatz dazu werden Amnesie und
Hypnose auf supraspinaler Ebene vermittelt. Das retikulare-aktivierende System, Thalamus,
Pons, Amygdala und der Hippocampus sind beteiligt an Wahrnehmung,
GedAachtnisleistungen, Lernen, Schlaf und Aufmerksamkeit (Goodman und Mann 1967;
Angel 1993; Campagna et al., 2003). Fur den Verlust des Bewusstseins durch Anéasthetika
spielt neben dem Thalamus und der thalamokortikalen Vernetzung auch der Kortex selbst
eine wichtige Rolle (Rudolph und Antkowiak 2004; Alkire und Miller 2005).

1.4.1 Basolaterale Amygdala

Die Amygdala (Mandelkern) ist Teil des limbischen Systems und besonders wichtig fur die
Verarbeitung von Emotionen. Ein Funktionsverlust der Amygdala durch entsprechende
Lasionen verursacht eine Verminderung negativer Emotionen wie Angst und Wut
(Weiskrantz 1956; Zola-Morgan et al., 1991), wohingegen eine Stimulation der Amygdala
Angst und Furcht auslost (Kaada 1951; Chapman et al.,, 1954). Die Amygdala liegt im
Temporallappen rostro-medial und besteht aus mehreren Kernen (Pitkdnen und Amaral,
1998), die sich funktionell in drei Hauptkerngebiete unterteilen lassen: die basolaterale, die
oberflachliche und die zentralomediale Amygdala. Die basolaterale Amygdala (BLA) erhalt
Informationen aus den Sinnessystemen (gustatorisch, visuell, olfaktorisch, auditorisch und
somatosensorisch), sowie aus dem Hippocampus und dem Kortex (Sah et al.,, 2003).
Aufgabe des basolateralen Komplexes ist es, bestimmten Stimuli einen affektiven bzw.

emotionalen Wert zuzuordnen. Der Mandelkern spielt somit z. B. bei der
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Angstkonditionierung eine wesentliche Rolle, ist aber auch an der Vermittlung der durch
Anéasthetika induzierten Amnesie beteiligt (Dutton et al., 2001; Alkire und Nathan 2005).
Desweiteren nimmt die Amygdala Aufgaben in der Schmerzverarbeitung wahr (Neugebauer
et al., 2003) und ist an der Regulation des vegetativen Nervensystems beteiligt (Sajdyk und
Shekhar 1997). Mdoglicherweise spielt daher die Amygdala in Bezug auf die beiden
Anéasthesie-Endpunkte Amnesie und Analgesie eine wesentliche Rolle.

1.4.2 Prafrontaler Kortex

Der Neokortex macht beim Menschen ca. 80 % des Hirnvolumens aus. Der Kortex besteht
aus verschiedenen Zelltypen, die in unterschiedlichen Schichten zu finden sind. Dadurch
entsteht eine Schichtung des Neokortex, die in die Laminae | bis VI unterteilt werden
(Mountcastle 1997). In der Lamina V finden sich hauptséchlich Pyramidenneurone, die
grofldten Zellen des Neokortex. Sie verarbeiten synaptische Eingédnge aus allen Laminae des
Kortex sowie aus dem Thalamus und leiten diese an subkortikale Regionen weiter (Molnar
und Cheung 2006).

Als prafrontalen Kortex (PFC, prefrontal cortex) bezeichnet man den Teil des Frontallappens,
der nicht zum motorischen, pramotorischen oder supplementarmotorischen System gehort.
Die wesentlichen Aufgaben des PFC sind die kognitive Kontrolle im Sinne der Anpassung
von Verhaltensmustern an die gegebene Situation, und er spielt eine wesentliche Rolle in
Bezug auf das Bewusstsein. Uber eine Desintegration der kortikalen
Informationsverarbeitung (sog. kortikales unbinding) fuhren Anasthetika moglicherweise zum
Bewusstseinsverlust (Mashour 2004; Rudolph und Antkowiak 2004; Alkire und Miller 2005).
Der PFC wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit modellhaft also als ZNS-Areal gewahlt,
das an der Vermittlung der hypnotischen Komponente einer Allgemeinsanésthesie beteiligt
sein konnte. Dartber hinaus ist der PFC wegen der dort wahrgenommener
Gedéachtnisfunktionen und, in diesem Zusammenhang stehend, der dort vermittelten

Amnesie anasthesiologisch relevant (Rudolph und Antkowiak 2004).
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i ; ; Golgi- Abb. 1.4.1: Schematische Darstellung des
Lamne NREEANG Impragnation o rtikalen Aufbaus ’

Verandert nach Benninghoff (2002).

Lamina | (Lamina molecularis):Hier finden
sich nur vereinzelt kleine Neurone. Diese
Schicht besteht hauptséachlich aus
Dendriten und Axonen.

Lamina Il (L. granularis externa): kleine
Pyramidenzellen und dicht gedréngte
Interneurone (Kérnerzellen).

Lamina Ill (L. pyramidalis externa): kleine
und locker verteilte Pyramidenzellen.

v Lamina IV (L. granularis interna): Hier
finden sich vorwiegend Stern-
pyramidenzellen und Interneurone
(Kérnerzellen). Dies ist das Hauptziel der
Afferenzen aus dem Thalamus.

v Lamina V (L. pyramidalis interna): In
dieser Schicht sind die grofRen
Pyramidenzellen lokalisiert, deren Axone

v zu subkortikalen Arealen ziehen. Im

I motorischen Kortex sind die
Pyramidenzellen besonders gro3 und
werden dort Betzzellen genannt.

Zusatzlich finden sich noch Interneurone.

Lamina Vi (L. multiformis):
Unterschiedliche Neurone (Spindelzellen
und Interneurone), flieBender Ubergang
zur weilRen Substanz.

1.4.3 Hinterhorn des Rickenmarks

Somatosensorische Informationen aus der Peripherie gelangen durch sensorische
Nervenfasern uber die Hinterwurzel ins Rickenmark. Im Hinterhorn der grauen Substanz
findet die Verschaltung auf das zweite Neuron und eine lokale Informationsverarbeitung statt.
Die graue Substanz des Riickenmarks lasst sich in zehn Laminae unterteilen (Rexed 1952),
wovon die Laminae 1-VI das Hinterhorn bilden (Abb. 1.4.2). Wé&hrend die sensorischen
Informationen der Haut Uber gro3e AB-Fasern eher in die tiefen Laminae Il bis VI geleitet
werden (Todd 2002), werden in den oberflachlichen Laminae | und Il hauptsachlich
Informationen der Schmerzwahrnehmung (Nozizeption) verarbeitet (Millan 1999). Als
Substantia gelatinosa (SG) bezeichnet man die Lamina Il, in der nozizeptive Informationen
verschaltet werden. Diese werden uber die dicken, schnellen Ad-Schmerzfasern, bzw. die
dunnen, langsameren C-Schmerzfasern in dieses Areal geleitet. Die SG ist das wichtigste
Areal fur die Schmerzverarbeitung auf spinaler Ebene (Coggeshall et al. 1997; Furue et al.
2004). Eine Inhibition der neuronalen Aktivitat in der SG gilt als ein wesentlicher

Wirkmechanismus fir analgetisch wirkende Substanzen (Moore et al., 2000). Anasthetika
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wie Xenon, welche zusatzlich zu ihrer hypnotischen Wirkung auch eine analgetische Wirkung
haben, kdnnten also diese Uber eine Modulation der neuronalen Erregbarkeit in der SG
hervorrufen. Zusétzlich findet, wie bereits aufgefiihrt, die Unterdrickung motorischer
Reaktionen auf einen Schmerzreiz hauptséachlich auf Rickenmarksebene statt (Campagna
et al., 2003). Dies kann entweder durch eine Verminderung der neuronalen Aktivitat der
Motorneurone im Vorderhorn, oder durch eine Verminderung des nozizeptiven Inputs im
Hinterhorn ausgeltdst werden. Insofern konnte auch der Anasthesie-Endpunkt Immobilisation
z. T. auf Ebene der SG-Neurone vermittelt sein.

Hintethom grave Substanz

= Hinterwurzel

woisse Substans s A ’, / Substantia Gelatinosa

Vi i Vorderwurzel

Abb. 1.4.2: Transversalschnitt des Riickenmarks.

A Toluidin-Blau angefarbter Schnitt des Ruckenmarks einer Ratte. Verandert nach Mi (2007). B
Schematische Darstellung. In der Hinterwurzel ziehen die afferenten Fasern ins Hinterhorn des
Ruckenmarks, wo sie synaptisch verschaltet werden. Die Substantia gelatinosa (Lamina 1) ist das
wichtigste Areal fur die Schmerzverarbeitung. Von darin enthaltenen Neuronen wurden in dieser Arbeit
Stromantworten mit Patch-Clamp Technik durchgefuhrt. Verandert nach Duus (1995).
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1.5 Die Wirkung von Xenon auf Neurotransmittersysteme — Ubersicht Uber

den aktuellen Forschungsstand

Die Wirkung von Xenon auf Rezeptor-lonenkanal-Ebene wurde bis heute in verschiedenen
Studien ausschliel3lich in sog. Expressionssystemen oder an Kkultivierten Neuronen

untersucht.

1.5.1 Exzitatorische Neurotransmitter

Glutamat ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter, glutamaterge Stromantworten
werden durch Xenon vermindert. Strittig ist jedoch nach wie vor, an welchem Subtyp der
Glutamat-Rezeptoren Xenon seine Hauptwirkung entfaltet (Preckel et al.,, 2006). Erste
Arbeiten zur neuronalen Wirkung von Xenon postulierten eine nahezu alleinige Wirkung am
NMDA-Rezeptor (Franks et al. 1998; de Sousa et al. 2000). In diesen Studien wurden
glutamaterge Stromantworten aus ,Autapsen®-bildenden, dissoziierten Hippocampus-
neuronen untersucht, wobei Xenon den NMDA-Rezeptor-vermittelten Anteil dieser Antworten
weit mehr reduzierte als den nonNMDA-Rezeptor-vermittelten Anteil. Autapsen stellen ein
maximal reduziertes synaptisches Modellpraparat dar, daran gewonnene Ergebnisse
besitzen daher nur eingeschréankte Aussagekraft. Yamakura konnte zeigen, dass Xenon die
Stromantworten von rekombinanten, heterolog exprimierten NMDA-Rezeptoren reduziert
(Yamakura et al. 2000). Zwischenzeitlich konnte jedoch auch gezeigt werden, dass
Stromantworten heterolog exprimierter nonNMDA-Rezeptoren (Plested et al. 2004; Dinse et
al. 2005) sowie nonNMDA-Rezeptor-vermittelte Antworten aus kultivierten Kortexneuronen
(Dinse et al. 2005) durch Xenon reduziert werden. Eine neuere Arbeit am Modellorganismus
C. elegans' beschreibt dariiber hinaus diverse mit Anasthesie korrelierende Verhaltens-
anderungen, die durch Xenon uber Inhibition von AMPA-Rezeptoren, jedoch nicht NMDA-

Rezeptoren, hervorgerufen werden (Nagele et al., 2005).

1.5.2 Inhibitorische Neurotransmitter

Der GABA-Rezeptor gilt als wichtigster inhibitorisch wirksamer lonenkanal. Eine
Verstarkung der GABAa-Rezeptor-vermittelten Inhibition gilt als wichtiger moglicher

Mechanismus fur die Wirkung von Anasthetika auf neuronaler Ebene.

Es gibt Hinweise, dass der GABA,-Rezeptor einen Angriffsort fur das Inhalations-
anasthetikum Xenon darstellt. Eine Erhohung GABA-induzierter Stromantworten von GABAx-
Rezeptoren unterschiedlicher Untereinheitenzusammensetzung wurde in vitro hachgewiesen
(Hapfelmeier et al., 2000; Yamakura & Harris, 2000). In diesen Studien wurden GABAa-

Rezeptoren auf verschiedenen Kulturzellen, namlich humanen embryonalen Nierenzellen

! Caenorhabditis elegans = Fadenwurm aus der Ordnung der Rhabditiden
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(HEK 293 Zellen) bzw. Xenopus laevis Oozyten heterolog exprimiert. Die Ergebnisse lassen
Ruckschlisse auf eine erhohte Affinitat von GABA zum Rezeptor zu (Hapfelmeier et al.,
2000). Dies wirde in vivo eine verstarkte Inhibition durch eine erhdohte GABAerge

synaptische Transmission verursachen.

Demgegentber steht eine Arbeit, in der von dissoziierten, ,Autapsen“-bildenden
Hippocampusneuronen GABA-Rezeptor-vermittelte inhibitorische Stromantworten (GABA,-
IPSC) abgeleitet wurden, und diese von Xenon nicht beeinflusst wurden (de Sousa et al.,
2000). Eine andere Arbeit verneint ebenfalls eine Xenon-Wirkung auf Stromantworten
exprimierter GABA-Rezeptoren (Franks et al., 1998).

Die Wirkung von Xenon auf den GABAs-Rezeptor wird also kontrovers diskutiert. Sie ist
zumindest weit weniger stark ausgepragt und weniger eindeutig belegt, als es die
verstarkende Wirkung anderer Inhalationsanasthetika (z. B. N,O, Isofluran) auf das GABA-

System ist (Campagna et al. 2003; Preckel et al. 2006).

1.5.3 Andere Neurotransmittersysteme

Die Datenlage zur Wirkung von Xenon an anderen Neurotransmitter-Rezeptoren ist wenig
umfangreich. Einige Arbeiten beschreiben an heterolog exprimierten Glycin-Rezeptoren eine
Potenzierung (Daniels et al. 1998; Yamakura et al. 2000), sowie an heterolog exprimierten
5-HT3- (Suzuki et al. 2002) bzw. nACh-Rezeptoren (Yamakura et al. 2000; Suzuki et al.
2003) eine Inhibition durch Xenon. Inwiefern diese Wirkungen jedoch eine Relevanz fur das
Herbeifiihren des klinischen Zustandes Anasthesie besitzen, ist ungeklart (Preckel et al.,
2006)

1.5.4 Die Wirkung von Xenon an spannungsabhéangigen lonenkanédlen und

lonentransportern

In verschiedenen Studien wurde der Effekt von Xenon auf Kaliumkanéle untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass Xenon heterolog-exprimierte humane TREK;-Kanale® aktiviert.
Jedoch scheinen TASK-Kanéle (Gruss et al., 2004) und K;-Kanale® in Myozyten (Stowe et al.

2000; Huneke et al. 2001) von Xenon nicht beeinflusst zu werden.

Spannungsabhangige Ca®*-Kanale scheinen durch Xenon ebenfalls nicht moduliert zu

werden. So hat Xenon keine Wirkung auf die Funktion von hetererolog exprimierten N-Typ

2 TREK,-Kanéle (= TWIK-related K'-Kanal) und TASK-Kandle (= TWIK-related acid sensitive K'-
Kanal) sind auswarts-rektifizierenden K'-Kanéle, die zur Gruppe der TWIK-Kanale (= Twin-Pore-K'-
Kanal) gehoren. Diese bestehen aus vier transmembranare Segmente mit zwei Porenregionen.

* einwarts-rektifizierende (inwardly rectifying) K*-Kanale
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Ca?'-Kanalen (White et al., 2005) sowie L-Typ Ca**-Kanalen in Myozytenkultur (Stowe et al.
2000; Huneke et al. 2001; Fassl et al. 2003). Es liegen keine Arbeiten dartiber vor, ob Xenon
an T-Typ, P/Q-Typ oder R-Typ Ca**-Kanalen modulierend wirkt.

Jedoch konnte eine inhibierende Wirkung von Xenon auf die Plasmamembran-Ca?*-ATPase
(Franks et al. 1994; Horn et al. 1995) gezeigt werden, wobei gefolgert wird, dass die daraus
resultierende intrazellulare Ca®*-Erhéhung die neuronale Signalverarbeitung verandern und

somit einen Mechanismus darstellen kann, welcher Anasthesie vermittelt.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Die neuronalen Mechanismen, Uber die Xenon seine andsthetischen und analgetischen
Eigenschaften vermittelt, sind nicht vollstandig geklart. Die bisher gewonnenen elektro-
physiologischen Kenntnisse Uuber die Wirkung von Xenon an lonenkanalen wurden
ausschlief3lich an Kulturzellen — meist mit heterolog exprimierten Rezeptoren — erhoben. Im
Gegensatz dazu solten im Rahmen dieses Dissertationsvorhabens neuronale
Wirkmechanismen von Xenon in weniger artifziellen in vitro Modellen untersucht werden.
Diese Modelle sind sog. Akut-Hirnschnittpraparate verschiedener ZNS-Regionen, in denen
die Neurone in ihrem im wesentlichen erhaltenen Netzwerk erhalten bleiben, und an denen
somit die Wirkung Xenons auf die synaptische Transmission und auf die Rezeptorfunktion in
situ untersucht werden kann.

Als Untersuchungsareale wurden wegen ihrer moglichen Relvanz fir die Anasthesie-
Endpunkte Amnesie, Hypnose und Analgesiedie basolateralen Amygdala, der préfrontalen

Kortex, sowie das Hinterhorn des Rickenmarks gewabhilt.

Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden:

1. Wie beeinflusst Xenon die GABAerge, NMDAerge- und nonNMDAerge synaptische
Transmission?
Beeinflusst Xenon die prasynaptische Glutamatfreisetzung?

3. Zeigen sich in den jeweiligen ZNS-Arealen unterschiedliche Xenonwirkungen?
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2 Material und Methoden

2.1 Herstellung der Schnittpraparate

Fur die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene sog. Akut-
Schnittpraparate benutzt. Die Experimente in der basolateralen Amygdala wurden in
Koronarschnitten, die Experimente im prafrontalen Kortex in Sagittalschnitten von
Mausegehirnen durchgefuhrt. Die Experimente in der Substantia gelatinosa erfolgten in

Transversalschnitten des lumbalen Rickenmarks méannlicher Ratten.

2.1.1 Praparation der Hirnschnitte

Fur die Praparation der Hirnschnitte wurde méannliche C57JCrl Black 6 Mause verwendet.
Aufgrund der besseren Hypoxietoleranz und der erleichterten Bedingungen fiir Patch-Clamp-
Ableitungen wurden Tiere mit einem Alter zwischen 21 und 49 Tagen fir die Préaparation

benutzt.

Die Tiere wurden mit dem volatilen Anasthetikum Isofluran narkotisiert und anschlielend
dekapitiert. Alle weiteren Praparationsschritte erfolgten in eisgekihlter und mit Carbogengas
(95% Sauerstoff / 5% Kohlendioxid) gesattigter kiinstlicher Cerebrospinalfliissigkeit (ACSF,
artificial cerebrospinal fluid; Zusammensetzung (mM): NaCl 125; KCI 2,5; NaH,PO, 1,25;
MgCl, 1; Glucose 25; NaHCO; 25; CaCl, 2; pH 7,37). Nach Freilegung des
Schadelknochens erfolgten zwei Transversalschnitte von kaudal und ein flach gefiihrter
Sagittalschnitt entlang der Mittellinie des Schadels nach rostral. Die eréffnete Schadelkalotte
wurde mit einer Pinzette beidseits aufgebogen um den Zugang zum Gehirn zu ermdglichen.
Anschlieend wurde das Gehirn vorsichtig nach Durchtrennung der Nervi optici mit einem
abgerundeten Spatel aus der Schadelhdhle herausgeldst und enthommen. Zur Praparation
der Koronarschnitte fir die Ableitungen in der Amygdala wurde mit einer Rasierklinge das
Kleinhirn in koronarer Schnittfiihrung entfernt, um somit eine gerade Standflache zu erhalten,
auf der das Gehirn anschlieBend mittels Cyanoakrylatklebstoff (Histoakryl, B. Braun,
Melsungen, Deutschland) auf einen Metallblock geklebt werden konnte. Zur Praparation der
sagittalen Hirnschnitte fur die Experimente im PFC wurde das Gehirn nach Entfernung des
Kleinhirns mittels sagittaler Schnittfihrung in die beiden Hemisphéaren geteilt, und eine der

beiden Hemisph&ren anschlieRend an der Schnittflache auf einen Metallblock geklebt.

Bei beiden Praparationen wurde der Metallblock anschlieBend in ein mit gekuhlter und
Carbogen-gesattigter ACSF geflillites Schneidegefald eingelegt. AnschlieRend wurde das
Gehirn mit einem Vibratom (HM 650 V, Microm International, Walldorf, Deutschland) in

350 um dicke Sagittal- bzw. Koronarschnitte zerteilt. Mit dem weiten Ende der Pasteurpipette
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wurden die fertigen Hirnschnitte in GefalRe mit Carbogen-gesattigter ACSF transferiert und
sodann 30 Minuten bei 34 °C inkubiert. AnschlieBend wurden sie bis zur Uberfiihrung in die
Messkammer des Patch-Clamp-Setups bei Raumtemperatur (22-24 °C) unter standiger

Zufuhr von Carbogengas aufbewahrt.

2.1.2 Praparation der lumbalen Rickenmarksschnitte

Zur Praparation der Ruckenmarksschnitte wurden 14—-28 Tage alte ménnliche Wistar-Ratten
verwendet. Die Ratten wurden zunachst mit Isofluran in einer Kammer anéasthesiert. Zur
Aufrechterhaltung einer ausreichend tiefen Narkose wurde der Kopf wahrend der Préaparation
in einem Gefal fixiert, an dessen Ende sich ein mit Isofluran getrankter Schwamm befand.
Um die Ratte nicht durch eine Uberdosierung mit Isofluran zu téten, wurde die Narkosetiefe

anhand der Spontanatmung der Ratte kontrolliert.

Zur Freilegung der Wirbelsaule erfolgte am Rucken des Tieres zuerst von kranial nach
kaudal eine mediane Hautinzision. Nachdem die Wirbelsaule zugéanglich war, wurde die
Ratte durch Durchtrennung der Halswirbelsdule mit einer Schere getdtet. Anschliel3end
erfolgte mit einer Schere von kranial bis kaudal eine beidseitige Laminektomie, um den
Zugang zum Ruckenmark zu erméglichen. Wahrend der Praparation wurde das Riickenmark

mit eisgekiihlter, Carbogengas gesattiger ACSF gekdihlt (siehe Abb. 2.1.1).

beidseitige
Laminektomie

Isofluran getrankter—__ |
Schwamm /\
o

b—

Abb. 2.1.1: Praparation der Rickenmarksschnitte.
Die Ratte wurde mit Isofluran anésthesiert. Nach Hautinzision erfolgte die Durchtrennung der

Halswirbelsdule und anschlieRend eine kraniokaudale Bilaminektomie. Wé&hrend der Praparation
wurde das Rickenmark mit Carbogengas gesattigter, gekihlter ACSF umspiilt.
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Nach kompletter Entfernung samtlicher Wirbelb6gen konnte das Rluckenmark nach
Abtrennung des sakralen Anteils vorsichtig entnommen werden. Es wurde anschlie3end in
eine mit Carbogen-gesattigter ACSF gefiilliten Petrischale gelegt. Die weitere Praparation
erfolgte unter Binokularsicht mit 6-facher Vergréung (Wild-Heerbrugg, Heerbrugg,
Schweiz). Nach Ablésung der Dura mater wurden die Wurzelfasern vom Praparat
abgetrennt. Das zervikothorakalen Rickenmark wurde schlieRlich entfernt und das lumbale
Ruckenmark auf der ventralen Seite auf einen Agarblock der L&nge nach mit
Cyanoakrylklebstoff aufgeklebt. Der Agarblock wurde auf einen Metallblock fixiert. Der
Metallblock mit dem aufgeklebten Rickenmark wurde dann in ein mit Carbogen-gesattigter
ACSF gefllltes Schnittgefald transferiert. Anschlie@end wurden mit einem Vibratom 500 pm
dicke Transversalschnitte des Rickenmarks gefertigt. Die fertigen Schnitte wurden mit dem
weiten Ende einer Pasteurpipette in ein GefaR mit Carbogen-gesattiger ACSF uberfihrt und
anschlieRend ungefahr 30 Minuten bei 34 °C inkubiert. Bis zum Uberfihren in die

Ableitkammer wurden die Praparate bei Raumtemperatur (22—24 °C) aufbewahrt.

2.2 Infrarotmikroskopisch gelenkte Photostimulation

Durch die Infrarotmikroskopisch gelenkte Photostimulation kénnen unter visueller Kontrolle
an bestimmten Strukturen (z. B. Dendriten) der Neurone Substanzen appliziert werden. Die
Technik ist eine Kombination aus Infrarot-Videomikroskopie und Photostimulation. Aufgrund
der hohen zeitlichen und raumlichen Auflésung ist diese Methodik sehr gut geeignet um
synaptische Transmissionsvorgange zu imitieren (Dodt et al., 2002). Sie ermoglicht somit
einen Rickschluss darauf, ob eine untersuchte Substanz ihre Wirkung eher auf

prasynaptischer oder auf postsynaptischer Ebene erzielt.

2.2.1 Infrarot-Videomikroskopie

Mit Hilfe der Infrarot-(IR)-Videomikroskopie kénnen Neuronen im vitalen Hirnschnitt sichtbar
gemacht werden (MacVicar 1984; Dodt et al. 1990; Dodt et al. 1994). Da im Hirnschnitt viele
Neuronen dicht nebeneinander liegen, wird sichtbares Licht durch diese Zellverbande sehr
stark gestreut. Um diese Streuung zu minimieren, wird statt sichtbarem langwelliges Licht im
Infrarotbereich verwendet. Die besten Resultate sind mit IR-Licht mit einer Wellenlange von
780 nm zu erreichen (Dodt und Zieglgansberger 1994), das auch fur die Versuche der
vorliegenden Arbeit benutzt wurde. Eine Verstarkung des Kontrasts wurde einerseits durch
eine in der Videokamera eingebaute Kontrastverstarkung und andererseits durch ein
Gradientenkontrast-(GC)-Verfahren (Dodt et al., 2002) erreicht. Das Prinzip des GC-
Verfahrens (Abbildung 2.2.1) ist die Minimierung von Streulicht und die Erzeugung eines

Beleuchtungsgradienten in zwei orthogonalen Richtungen. Dadurch kann im Gegensatz zum
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sog. Interferenzkontrast nach Nomarski eine gréRere Visualisierungstiefe im Schnitt und ein

sehr viel hoherer Kontrast erreicht werden.

B
Gradientenkontrast

| ‘r:;cner Filter Diffusor A

IR-sensible
Videokamera

Dichriotischer Spiegel
|
™~
[ Monitor
Gradienten- # |nfrarot-Filter
kontrast 3
Halogenlichtquelle ¥ e~
:u' Messcomputer

Abb. 2.2.1: Versuchsaufbau des Infrarot-Videomikroskops mit IR-gelenkter Photostimulation.

A Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: Die Neurone werden mit Hilfe der IR-
Videomikroskopie visualisiert. Gleichzeitig wird ein Laserimpuls Uber eine Quartzfaser in das
Mikroskop geleitet und durch einen dichriotischen Spiegel und das Objektiv auf das abgeleitete
Neuron fokussiert. B Prinzip des Gradientenkontrasts. Das Streulicht wird durch eine
Viertelfeldbeleuchtung und einen nachgeschalteten Diffusor minimiert. Dadurch kann ein hoherer
Kontrast und eine gréRere Visualisierungstiefe erreicht werden. Verandert nach Dodt et al. (2002).

Fur die Infrarot-Videomikroskopie wurde ein Axioskop-Mikroskop (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) verwendet. Bei diesem Mikroskop gelangt durch einen zwischen der
Halogenlampe und Kondensor positionierten IR-Interferenzfilter lediglich IR-Licht mit der
Wellenlange 780 nm in den Strahlengang. Das Mikroskop ist mit einem 60x Wasser-
Immersionsobjektiv (numerische Apertur 0,9; Olympus, Hamburg, Deutschland) ausgestattet.
Das Bild wird nach zweifacher Vergré3erung in einem VergréRerungstubus (Barlow-Linse)
auf eine infrarotsensitive Videokamera (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japan) projiziert.
Das Videobild wird letztendlich auf einem Monitor sichtbar gemacht (Abbildung 2.2.2).
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Abb. 2.2.2: Infrarot-Videomikroskopiebild von vitalen Nervenzellen.

Die Abbildung zeigt Pyramidenneurone der Lamina V des Neokortex einer Maus. Der Dendrit (Pfeil)
und das Soma (Punkt) sind deutlich zu erkennen. Im rechten Teil des Bildes sieht man die
Patchpipette (Stern). Auf Hohe des Pfeils wirde der Laserspot fur die Photostimulation auf den
Dendriten gerichtet werden. Verandert nach Dodt & Zieglgénsberger (1998).

2.2.2 Laser-Photostimulation

Das Grundprinzip der Laser-Photostimulation besteht in der photolytischen Freisetzung einer
biologisch aktiven Substanz aus einer durch Veresterung inaktivierten Verbindung (,caged®-
Verbindung;  Abb. 2.2.3). Durch diese Imitierung einer  prasynaptischen
Transmitterfreisetzung kdnnen gezielt postsynaptische Stromantworten untersucht werden.
Bei Bestrahlung der ,caged“-Verbindung durch energiereiches ultraviolettes (UV) Licht wird
die kovalente Esterbindung photolytisch gespalten und somit das biologisch aktive Molekl
freigesetzt. Durch diesen schnellen Prozess kann man unmittelbar einen
Konzentrationsanstieg von z.B. Neurotransmittern oder sekundéaren Botenstoffen bewirken
(McCray et al. 1989; Adams et al. 1993; Hess et al. 1995).
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Durch zusatzliche Fokussierung des UV-Lichts auf einen kleinen Punkt kann die Freisetzung
der biologisch aktiven Substanzen raumlich begrenzt, und damit gezielt einzelne Neurone
oder sogar kleinere neuronale Abschnitte pharmakologisch beeinflusst werden.

CNB - caged - Glutamat

biologisch aktives
Glutamat
NO,
CO,”
-0,C 4 UV-Laserimpuls - NO
0 *H,N
. ;
i cOo,
CO,

Abb. 2.2.3: CNB-caged-Glutamat.

Das Glutamat ist durch Veresterung inaktiviert. Durch einen UV-Laserimpuls wird die Esterbindung
innerhalb von 21 ps photolytisch gespalten und das in der Folge biologisch wirksame Glutamat kann
an die glutamatergen Rezeptoren binden. Verandert nach Kramer (2005).

Fur die Experimente dieser Arbeit wurde zur photolytischen Spaltung von ,caged®-Glutamat
ein UV-Laser (Nd:YVO4, 100 kHz Pulswiederholrate; DPSS Lasers, San Jose, USA)
verwendet. Die UV-Strahlung des Lasers wurde Uber eine Quarzfaser mit einem
Durchmesser von 25 um in den Strahlengang des Mikroskops eingeleitet und tber einen
dichroitischen Strahlenteiler (FT 460) von oben in das Objektiv eingesiegelt. Durch den
dichroitischen Spiegel konnte ausschlieRlich Licht mit einer Wellenlange von unter 460 nm
auf die Hirnschnitte gelangen. Der UV-Laser emittierte Licht mit einer Wellenlange von 355
nm. Nachdem das Laser-Licht in das Objektiv eingeleitet wurde, wurde der Lichtstrahl des
Lasers in den Brennpunkt des Objektivs (60x, numerische Apertur 0,9; Olympus, Hamburg,
Deutschland) und somit in die Fokalebene gebiindelt. Der daraus resultierende Lichtpunkt
hatte einen Durchmesser von ca. 5 um. Da die Strahlung des Lasers wahrend des
Experiments im Hirnschnitt nicht genau lokalisierbar ist, wurde der Lichtpunkt mit Hilfe eines
fluoreszierenden Papiers vor dem Experiment auf eine Markierung am Bildschirm eingestellt.
Durch diese Markierung konnte wahrend des Experiments der Lichtpunkt, und damit der Ort
der photolytischen Stimulation genau eingestellt werden. Die Lichtleistung des Lasers lag bei
den Experimenten zwischen 50 und 100 mW, diese konnte mit Hilfe eines Polarisationsfilters
variiert werden. Die Dauer des Lichtpulses und die Offnung eines zwischen Laser und
Mikroskop geschalteten Shutters wurde Uber einen Computer mit entsprechender Software
(HEKA Pulse, Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland) und einem AD-Wandler gesteuert.

Dadurch konnte die Dauer des Lichtimpulses auf 3-5 ms eingestellt werden.
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Fir die Experimente dieser Arbeit wurde y-(a-Carboxy-2-nitrobenzyl)-glutamat (CNB-caged-
Glutamat; Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in einer Konzentration von 100 pM
verwendet. Vorteile der CNB-Gruppe gegeniber anderen “caged®-Verbindungen sind eine
hdéhere Wasserldslichkeit und eine hdéhere ,uncaging® Rate. Durch ausreichende
Beleuchtung mit UV-Licht wird physiologisch aktives Glutamat innerhalb von 21 ps zu 90 %
freigesetzt (Wieboldt et al., 1994). Das CNB-caged-Glutamat ist biologisch &uf3erst inert und
im Hirnschnitt physiologisch inaktiv: In Vorarbeiten wurde beschrieben, dass CNB-caged-
Glutamat per se keinen Einfluss auf die elektrophysiologischen Eigenschaften der Neurone
hat (Schubert et al. 2001), und glutamaterge Rezeptoren nicht durch spontane Hydrolyse
des CNB-caged-Glutamat desensitisiert werden (Eder et al. 2002).

2.3 Elektrophysiologie

2.3.1 Versuchsaufbau

Das Infrarot-Mikroskop war fir die elektrophysiologischen Experimente mit motorisierten
Mikromanipulatoren (Luigs und Neumann, Ratingen, Deutschland) ausgestattet. Dadurch
konnten die Ableitkammer, das Mikroskop sowie auch die Patch-Clamp-Pipette in allen drei
Raumrichtungen unabhangig voneinander bewegt werden. Dies ermdéglichte es, die Hirn-
bzw. Rickenmarksschnitte nach fir die Ableitung geeigneten Zellen abzusuchen. Die
Schnittpraparate wurden vorsichtig in die Ableitkammer gelegt und mit einem mit dinnen

Nylonfaden bespannten Platinrahmen (sog. Grid) fixiert.

Die Ableitkammer wurde mit ACSF perfundiert, welche unter Kontrollbedingungen mit 30 %
0, 5% CO, und 65 % N, gesattigt war. Unter diesen Kontrollbedingungen mit relativ
niedriger O,-Konzentration lieRen sich ausreichend grof3e Antworten ableiten. War die
Amplitude und Kinetik der gemessenen Stromantworten mindestens 15 min stabil, wurde die
ACSF mit einer Gasmischung aus 30 % O,, 5% CO, und 65 % Xenon gesattigt. 15—-30 min
nach Beginn des Xenon-Einwaschens wurde die ACSF wieder mit dem Ausgangs-Gas-
gemisch gesattigt (= Auswasch). Die Reduzierung des Sauerstoffgehalts auf 30 % im
Gegensatz zu 95 % bei Carbogengas hatte keinen Einfluss auf die Rezeptorkinetik bzw. das
Ruhemembranpotential der Neurone (Ranft et al. 2007). Um die Hypoxietoleranz der vitalen

Schnitte zu vergrofRern wurden die Experimente bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Die ACSF zirkulierte Uber dinne Teflon-Schlauche von der Ableitkammer zum
Flussigkeitsreservoir. Im Reservoir erfolgte die kontinuierliche Sattigung der ACSF. Durch
die Rezirkulation und die kontinuierliche Sattigung konnte eine konstante Versorgung der
Schnitte in der Ableitkammer mit Sauerstoff bzw. eine konstante Perfusion mit Xenon

gewabhrleistet werden. Das Zirkulationsvolumen der ACSF betrug 20 ml. Die Konzentrationen
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der Sauerstofffraktion bzw. der Kohlendioxidfraktion in den Gasgemischen wurden mit einem
kalibrierten Gasmonitor (Datex Capnomac Ultima, Duisburg, Deutschland) kontrolliert. Die
Flussraten der Reservoirbegasung betrugen 0,3-0,5 I/min.

Die Positionierung der Stimulationselektrode, sowie das Auffinden der fir die Ableitungen

geigneten Neurone erfolgte abhangig von der untersuchten ZNS-Region.

Basolaterale Amygdala:

Die Koronarschnitte fur die Ableitungen in der BLA wurden mittels Grid in der Kammer fixiert.
AnschlieBend wurde die Amygdala lichtmikroskopisch — aufgesucht und die
Stimulationselektrode (siehe Kapitel 2.3.2.3) auf die Capsula externa gesetzt. Anschlielend
wurde die BLA nach geeigneten Projektionsneuronen durchsucht.

Prafrontaler Kortex:

Am rostralen Ende des Sagittalschnittes wurde zunachst Infrarot-videomikroskopisch die
Lamina V anhand der charakteristischen Pyramidenzellen identifiziert. AnschlieBend wurde
die Lamina V nach geeigneten Neuronen durchsucht, und danach die Stimulationselektrode

oberhalb des entsprechenden Areals in der Lamina Il/Ill platziert.

Ruckenmark — Substantia gelatinosa:

Nach Fixierung der Transversalschnitte mit dem Platin-Grid wurde lichtmikroskopisch
anhand des typischen Bilds die Substantia gelatinosa (Lamina Il) identifiziert. Die
Stimulationselektrode wurde auf die Eintrittszone der Hinterwurzel (dorsal root entry zone)

gesetzt.

2.3.2 Ganzzellableitung und Stimulation

Die Ableitung der einzelnen Neurone erfolgte mit der ,Patch-Clamp“-Technik (Stuart et al.,
1993). Der Vorteil dieser Methode gegeniiber der Ableitung mit scharfen Mikroelektroden
besteht vor allem im sehr hohen Abdichtungswiderstand zwischen der Pipettenspitze und der
Zellmembran, der im Bereich von GQ (,giga-seal”) liegt. Neben dem guten Rausch/Signal-
Verhéltnis, das es ermdglicht auch kleine Strome bzw. Potentialanderungen zu messen,
kann bei dieser Methode auch die elektrische Aktivitat der gesamten Zelle in der sog.
,Whole-Cell“-Konfiguration (= Ganzzellableitung) gemessen werden (Blanton et al. 1989;
Edwards et al. 1989). Zusétzlich kdnnen der Pipettenlésung auch Pharmaka zugesetzt
werden, die gezielt intrazellular lonenkandle blockieren. Alle im Rahmen der vorliegenden

Arbeit durchgefiihrten Messungen erfolgten in der Ganzzellableitung.
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2.3.2.1 Pipetten

Die Pipetten wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren mit Innenfilament (Hugo-Sachs
Elektronik-Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland) mit einem
Horizontalziehgerat (DMZ-Universalpuller, Zeitz, Martinsried, Deutschland) angefertigt und
hitzepoliert. Der Innendurchmesser der Kapillaren betrug 1,17 mm, der AuRendurchmesser
1,5 mm. Durch genaue Einstellung einzelner Parameter am Ziehgerat konnte der
Spitzendurchmesser (ca. 1 pm) und somit der Gleichstromwiderstand der geflillten Pipetten
(4-7 MQ) eingestellt werden. Die Intrazellulariésung hatte folgende Zusammensetzung (in
mM): K-Gluconat 130; KCI 5; HEPES 10; EGTA 0,5; Mg-ATP 2; Glucose 5. Der pH-Wert
wurde mit 0,1 molarem KOH auf 7,3 eingestellt, die Osmolaritat betrug 260-270 mosM
(Andreasen und Hablitz 1994). Bei einigen Experimenten wurde Lidocain-Natrium-N-
ethylchlorid (5 mM) zur Intrazellularlosung  hinzugefigt, um  bei  hohen
Ruhemembranpotentialen Na*-Kanal-Stromantworten (sog. Spikes), zu verhindern.

2.3.2.2 Herstellung der Ganzzellableitung

Die Neurone wurden in der ,Whole-Cell“-Konfiguration im Voltage-Clamp-Modus abgeleitet.
Die mit der Intrazellularlésung gefiillite Patchpipette war Gber einen chlorierten Silberdraht mit
dem Patch-Clamp-Verstarker (SEC 10L, NPI electronic, Tamm, Deutschland) verbunden.
Fur den Voltage-Clamp-Modus arbeitete der Verstarker im diskontinuierlichen
Einzelelektroden-,Voltage-Clamp“-Verfahren (dSEVC, ,discontinuous single electrode
voltage clamp®). Dies bedeutet, dass der Verstarker mit einer voreingestellten Frequenz (50—
60 Hz) zwischen Spannungsmessung und Injektion des Kompensationsstroms zur Erhaltung

des eingestellten Membranpotentials hin- und herwechselt.

Zur Herstellung der Ganzzellableitung wurde zun&chst nach einem geeigneten Neuron
gesucht und anschliel3end die Pipette vorsichtig dem Zellsoma genahert. Vor Erreichen des
Neurons wurde die Kapazitat und der Widerstand der Pipette abgeglichen. Dies erfolgte im
sog. ,Bridge-Mode“ (Wheatstone’sche Briicke). Uber eine 50 ml Spritze konnte von extern
Uberdruck auf die Pipette gegeben werden, um ein Verstopfen wahrend der Bewegung
durch das Schnittpraparat zu verhindern. War die Pipette unmittelbar an die Zellmembran
gebracht, wurde dieser Druck vorsichtig abgelassen und durch einen langsam starker
werdenden Unterdruck zunachst die ,Cell-attached“-Konfiguration hergestellt. Anschliel3end
wurde die Membran unter der Pipettendffnung mit einem kurzen, starkeren Sog
durchbrochen und somit die ,Whole-Cell“-Konfiguration hergestellt. Somit wurde die Pipette

mit dem Zellinneren leitend verbunden. Als umladbarer Widerstand zwischen zwei leitenden
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Flussigkeiten (Intrazellularlosung und Extrazellularlésung) ist die Zellmembran ein
Kondensator und hat somit neben ihrem Membranwiderstand (Ry) noch kapazitative
Eigenschaften (Cy) . Daruiber hinaus liegt zwischen dem in der Pipette liegenden Silberdraht
und dem Zellsoma ein Widerstand, der in Serie mit dem Membranwiderstand der Zelle
verbunden ist und somit als Serienwiederstand (Rs) bezeichnet wird (siehe Abbildung 2.5).
Zusatzlich zum Pipettenwiderstand wird dieser durch Zellfragmente gebildet, die beim Offnen
der Zelle in den Mindungsbereich der Pipette gezogen werden und diesen somit verlegen.

2.3.2.3 Elektrische und photolytische Stimulation
Zur Messung der postsynaptischen Stréme wurden die Neurone elektrisch und photolytisch

stimuliert. Die beiden Stimulationsarten erfolgten abwechselnd im Abstand von jeweils 15 s.

Die elektrische Stimulation erfolgte Uber eine bipolare, konzentrische Stimulationselektrode
aus Wolfram (AuBBendurchmesser 200 pum, Innendurchmesser 100 um, SNEX-100X, Hugo-
Sachs-Elektronik  -Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland). Die
Stimulationselektrode wurde mittels Mikromanipulatoren sanft auf den Schnitt aufgelegt. Sie
war bei allen Schnittpraparaten so positioniert, dass der abgeleiteten Zelle vorgeschaltene
Axone stimuliert werden konnten. Diese wurden dadurch {berschwellig erregt und
stimulierten wiederum das postsynaptische, abgeleitete Neuron orthodrom (Ichinose et al.
1996; Shao et al. 1996). Die Stimulationselektrode war mit einem Stimulationsgeréat
verbunden, das Uber einen Computer mit einem AD-Wandler von der Aufzeichnungssoftware
(HEKA Pulse, Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland) getriggert wurde. Am
Stimulationsgerat konnte sowohl die Dauer des Stromimpulses (0,05-0,5 ms), als auch die

Intensitat eingestellt werden (0,1-100 V).

Zur photolytischen Stimulation wurde nach Herstellung der Ganzzellableitung CNB-caged-
Glutamat mit einer Konzentration von 100 pM zur ACSF hinzugegeben. Nach ungefahr 10
min Einwaschzeit konnte mit der photolytischen Stimulation begonnen werden. Dazu wurde
der Laserpunkt auf den Dendriten der abgeleiteten Zelle gerichtet, und die Laserintensitét so

eingestellt, dass eine Stromantwort von ca. 50-200 pA abgeleitet werden konnte.
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2.3.3 Postsynaptische Strome

2.3.3.1 NMDA EPSC

Wie in Kapitel 1.2.1.1 beschrieben, setzen sich die NMDA-Rezeptoren aus NR1- und NR2-
Untereinheiten zusammen (Hollmann und Heinemann 1994), wobei es von den NR2-
Untereinheiten vier verschiedene Isoformen (NR2A-D) gibt. In der Amygdala ist der NMDA-
Rezeptor aus einer Kombination aus NR1- mit NR2A- und/oder NR2B-Untereinheiten
zusammengesetzt (Walker und Davis 2008). Um zu untersuchen, ob die Effekte von Xenon
auf eine der beiden NR2-Untereinheiten zuriickzufihren sind, wurden NMDA-Rezeptor-
Stromantworten von Rezeptoren, die diese NR2-Untereinheiten enthalten, pharmakologisch
isoliert. Zur Isolation von NR1/NR2A-NMDA-Rezeptoren wurde Ro 25-6981 (0,5 uM)
eingewaschen, welches ein selektiver Antagonist der NMDA-Rezeptoren ist, die die NR2B-
Untereinheit enthalten (Fischer et al., 1997). NR1/NR2B-NMDA-Rezeptoren wurden durch
Zugabe von NVP-AAMO77 (100 pM), einem Antagonisten fir NMDA-Rezeptoren, die die
NR2A- Untereinheit enthalten (Auberson et al. 2002; Berberich et al. 2005), isoliert.

2.3.3.2 NonNMDA EPSC

Unter nonNMDA-Glutamat-Rezeptoren werden AMPA- und Kainat-Rezeptoren
zusammengefasst. Die Zugabe von GYKI 52466, einem selektiven AMPA-Rezeptor-
Antagonisten (Ouardouz und Durand 1991), blockierte zuvor gemessene nonNMDA EPSC
vollkommen. Somit scheinen Kainat-Rezeptor-vermittelte lonenstréome bei der Vermittelung
von nonNMDA EPSC nur eine geringe Rolle zu spielen, so dass im folgenden von AMPA
EPSC gesprochen wird. Um zu untersuchen, inwiefern Xenon einen Einfluss auf die
Desensitisierung der AMPA-Rezeptoren hat, wurde Cyclothiazid (100 um), ein selektiver
Desensitisierungsblocker (Partin et al. 1994; Fucile et al. 2006), zur ACSF hinzugegeben und
danach die Wirkung von Xenon auf die AMPA-Rezeptor vermittelte glutamaterge

Transmission untersucht.

2.3.4 Miniatur EPSC

Auch ohne vorausgehendes Aktionspotential werden aus den synaptischen Terminalen der
Neurone spontan Transmitter-Vesikel freigesetzt. Diese I0sen in der posysynaptischen Zelle
Rezeptor-vermittelte lonenstrome aus, die als sogenannte miniature excitatory postsynaptic
currents (MEPSC) aufgezeichnet werden konnen. Eine Veranderung der Frequenz der
MEPSC wirde fur eine verminderte prasynaptische Freisetzung von Vesikeln und somit fur
einen prasynaptischen Effekt einer pharmakologisch aktiven Substanz sprechen. Die
mMEPSC wurden unter Anwesenheit von 1 uM Tetrodotoxin (TTX) aufgezeichnet. TTX ist ein
Natriumkanalblocker, der verhindert, dass eine synaptische Transmitterfreisetzung durch

spontan entstehende Aktionspotentiale ausgelost wird. Somit entstehen unter diesen
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Bedingungen die gemessenen mPSCs ausschlieBlich durch spontan an der Prasynapse
freigesetzte Vesikel. Zur Isolierung von AMPA-Rezeptor vermittelten mEPSC wurden 50 pM
AP5, 200 pM CGP35348 und 20 pM BIM zur ACSF hinzugefiigt. Die mEPSC wurden im

Voltage-Clamp Modus bei einem eingestelltem Haltepotential von =70 mV aufgezeichnet.

2.4 Bestimmung der Xenonkonzentration in der Messkammer

Nach 15 mindtiger Sattigung des ACFS-Reservoirs mit der Xenongasmischung wurden aus
der Messkammer des Mikroskops Proben entnommen und luftdicht verschlossen. In diesen
wurden in Kooperation mit der Firma RCC Ltd. (Ittingen, Schweiz) mit Headspace
Gaschromatographie die Konzentration von Xenon bestimmt. Diese betrug bei Sattigung mit
65 % Xe/30% O,/5 % CO, 1,9 mM + 0,2 mM (n=5).

Um die Konzentrationsabhangigkeit der Xenonwirkung zu untersuchen wurden in einem Tell
der Experimente zusatzlich niedrigere Konzentrationen von Xenon appliziert. Die Sattigung
der ACSF mit Gasgemischen mit einem Anteil von 30, 18 und 5 Vol.-% Xenon fihrte zu
geldsten Xenonkonzentrationen von 1,1 + 0,1 mM, 0,6 + 0,1 mM und 0,2 + 0,1 mM (ebenfalls

gaschromatographische Bestimmung, n = 4 je Konzentration).

2.5 Auswertung und Statistik

Die Ganzzellableitungen wurden verstarkt, mit einem Tiefpass-Filter gefiltert (3 kHz) und
danach mit einer Sampling-Frequenz von 9 kHz digitalisiert (ITC-16 Computer Interface,
Instrutech Corp., Port Wahsington, USA). Die Aufzeichnung der Stromantworten erfolgte mit
der Software ,HEKA Pulse“ (HEKA Pulse, Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland), die
Auswertung anschlieBend mit der Software Igor Pro 5 (Wave Metrics, Lake Oswego, USA).
Vor jeder elektrischen Stimulation wurde die Kommandospannung des Verstarkers
sprungartig fir die Dauer von 200 ms um 10 mV gesenkt und die Zelle dadurch
hyperpolarisiert. Dies fuhrte zur einer Umladung der Zellmembran, welche in Abb. 2.5.1 als
kapazitative Stromspitzen zu erkennen ist. Mit Hilfe dieses sog. Testpulses lassen sich die
Membraneigenschaften der Zelle (Ry, Cy) und die Qualitdt der Ganzzellableitung (Rs)
wahrend des Experiments erfassen. Neben der Bestimmung der Amplitude des Stromflusses
durch die Membran nach einer Stimulation wurde auch der Zeitverlauf der Stromantwort
(Deaktivierungszeitkonstante, Ladungstransfer) ausgewertet. Im Einzelnen wurden folgende

Parameter bestimmt:
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Stromamplitude (,peak"):

Die Stromamplitude beschreibt die maximale Auslenkung der Stromantwort von der

Ausgangslinie in pA.

Ladungstransfer:

Der Ladungstransfer beschreibt den lonenstrom, der Uber eine bestimmte Zeit, in diesem
Fall fir die Zeit der lonenkanal6ffnung, flie3t. Er entspricht der Flache unter dem Strom-Zeit-
Diagramm und kann durch Integration der Flache unter der Kurve bestimmt werden. Der

Ladungstransfer wird in pAs angegeben.

Deaktivierungszeitkonstante (t; Decay):

Der Stromabfall wird als Deaktivierung bezeichnet und Ublicherweise mit einer Zeitkonstante
T (in ms) angegeben. Diese Zeitkonstante kann computergestitzt berechnet werden. Dazu
wird mit einem lIterationsverfahren eine auf einer Exponentialfunktion basierenden Kurve so
lange an die Messkurve angenéhert, bis der Abstand zwischen beiden maoglichst gering ist.

Die Deaktivierungszeitkonstante kann dann mit folgender Formel berechnet werden:
1
I(z)=1,—
0=ty

Neben diesem monoexponentiellen Deaktivierungsverlauf kann auch ein biexponentieller
Verlauf mit zwei Zeitkonstanten vorliegen. Dies ist z. B. bei Stromantworten Ublich, die durch
NMDA- oder GABA,- Rezeptoren vermittelt werden. In diesem Fall wird das o. g.
Iterationsverfahren mit einer auf einer Biexponentialfunktion basierenden Kurve
durchgefihrt.

Membranwiderstand (Rw):

Der Membranwiderstand wird durch den Ohm’schen Widerstand der Zellmembran gebildet.
Aus dem Testpuls kann er aus der Stromdifferenz vor und nach der kapazitativen
Stromspitze errechnet werden. Nachdem die Zellmembran im Testpuls vollstéandig
umgeladen ist, wird der kapazitative Widerstand sehr grof3. Somit fliel3t der Erhaltungsstrom
(lofser), der das eingestellte Potential gegeniiber dem Bad aufrechterhalten soll, durch den

Membranwiderstand. Dieser kann also dann durch die Gleichung R,= U / luset berechnet
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werden. Hier wird vorausgesetzt, dass der Serienwiderstand (Rs) viel kleiner als der

Membranwiderstand ist und somit Rs vernachlassigt werden kann.

Serienwiderstand (Rs):

Der Serienwiderstand wird durch den Widerstand der Pipetten sowie den Widerstand von
Zellfragmenten, die die Pipettenmindung verlegen, gebildet. Wahrend des
Umladeprozesses hat der Kondensator einen sehr geringen, zu vernachlassigenden
Widerstand. Somit wird der Membranwiderstand kurzgeschlossen und es ist nur noch der
Serienwiderstand wirksam. Folglich kann der Serienwiderstand in der frihen Phase des

Testpulses mit der Formel Rs = U / |,ox berechnet werden.
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Abb. 2.5.1: Berechnung der Messgrof3en aus dem abgeleiteten Stromzeitverlauf.

A Vor jeder Stimulation wurde das Kommandopotential des Verstarkers sprungartig fir die Dauer von
200 ms um 10 mV gesenkt (sog. Testpuls; links unten im Bild). Dies fuhrt zu einer Umladung der
Zellmembran, die an den kapazitativen Stromspitzen zu erkennen ist. Durch Bestimmung der Lange
dieser kapazitativen Stromspitzen kann der Serienwiderstand (Rs) errechnet werden. Nach
vollkommener Umladung der Zellmembran ist der kapazitative Widerstand sehr hoch, so dass der
Potentialerhaltungsstrom (lyse) Uber den Membranwiderstand abflie3t. logser kann tber Bestimmung
der Differenz zwischen dem Strom vor und nach Umladung der Zelle errechnet werden. Nach dem
Testpuls erfolgt nach einer kurzen Latenzphase die Stimulation. Durch Stimulation der synaptischen
Verbindung zur abgeleiteten Zelle kommt es zur synaptischen Transmitterausschittung und somit
zum lonenfluss durch die konsekutiv offenen ligandengesteuerten lonenkanéle. Dieser ist in der Grafik
als Stromantwort dargestellt. An der Stromantwort I&sst sich die absolute Amplitude ablesen. Die
Berechnung der Deaktvierungszeitkonstante erfolgt durch Annéherung einer auf einer Exponential-
bzw. Biexponentialfunktion basierender Kurve an die Messkurve. Durch Integration der Flache
unterhalb der Stromantwort kann der Ladungstransfer (in pAs) bestimmt werden. B Schematische
Darstellung der Ganzzellableitung. Die Zelle ist in der Ganzzellableitung mit dem Zellinneren leitend
verbunden. Die Zellmembran ist ein umladbarer Widerstand zwischen zwei leitenden Medien und
somit ein Kondensator mit einer bestimmten Kapazitat (Cy). Zusatzlich hat sie einen eigenen
Widerstand (Ry; Membranwiderstand), mit dem der Serienwiderstand (Rs) in Serie geschaltet ist.
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Um die einzelnen Experimente vergleichbar zu machen, wurden die Antworten der letzten 5
Minuten vor Beginn des Xenon-Einwasches auf 1,0 normalisiert und die Anderung der
Amplituden als relative Veréanderung zu diesem normalisierten Ausgangsniveau berechnet

(relative Amplituden).

Zur Detektion der mEPSC wurde die Schwelle zur Detektion der Amplituden als dreifache
Standardabweichung des Grundrauschens definiert. Die mEPSC wurden computergesttitzt
detektiert und anschlieBend visuell verifiziert. Danach wurden die Frequenz und die

Amplitude der Ereignisse bestimmt.

Die Datenzusammenfassung und die statistische Analyse erfolgten Uber Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, Redmond, USA). Die Messwerte wurden mit Hilfe des Student’s t-
Test fUr unabhéngige bzw. abhangige Daten auf signifikante Unterschiede uberprift.
Signifikanz wurde ab p < 0,05 angenommen. Mittelwerte werden in dieser Arbeit

grundsatzlich mit dem zugehdrigen SEM (,standard error of the mean®)-Wert angegeben.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde der Einfluss des Inhalationsanadsthetikums Xenon auf die synaptische
Transmission in verschiedenen Arealen des ZNS untersucht. Zunachst wurde die Wirkung
des Edelgases in der basolateralen Amygdala ausfihrlich charakterisiert. Dartiberhinaus
wurden Experimente in zwei weiteren Arealen des ZNS, dem prafrontalen Kortex sowie in
der Substantia gelatinosa des Rickenmarks durchgefiihrt, um eventuelle Differenzen bzgl.
der Wirkung in diesen funktionell unterschiedlichen Arealen zu identifizieren.

3.1 Der Einfluss von Xenon auf die synaptische Transmission in der

basolateralen Amygdala

Zunéchst wurde der Einfluss von Xenon auf die basale synaptische Transmission untersucht.
Hierzu wurden der ACSF keine Rezeptor-Antagonisten beigefiigt. AnschlieRend wurden die
einzelnen, Rezeptoren-spezifischen exzitatorischen und inhibitorischen Antworten

pharmakologisch isoliert.

3.1.1 Basale synaptische Transmission

Zur Untersuchung der Xenonwirkung auf die basale synaptische Transmission wurden die
Zellen in der Ganzzellableitung im Voltage-Clamp Modus auf —=70 mV geklemmt. Unter
Sattigung der ACSF mit der Kontroll-Gasmischung (65 % N, / 30 % O, / 5 % CO,) wurden
postsynaptische Stromantworten, evoziert durch elektrische Stimulation von Afferenzen aus
dem lateralen Kerngebiet der Amygdala, aufgenommen. Waren die Antworten unter diesen
Kontrollbedingungen mindestens zehn Minuten lang hinsichtlich ihrer Gré3e und Kinetik
stabil, wurde die Stickstofffraktion der Begasung gegen Xenon ausgetauscht. Unter 15
minutiger Xenonapplikation wurden die basalen PSC auf 80,2 + 4,2 % der Kontrollantworten
reduziert. Nach Beendigung der Xenonapplikation (Washout) erreichten die EPSC wieder

das Ausgangsniveau (Abb. 3.1.1).
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Abb. 3.1.1: Xenon reduziert die synaptische Transmission in der BLA.

Die videomikroskopisch identifizierten Neurone in der BLA wurden im Voltage Clamp
Modus auf -70 mV geklemmt und anschlieBend die durch elektrische Stimulation der
Capsula externa hervorgerufenen Stromantworten in der Ganzzellableitung
aufgenommen.

Die oben abgebildeten Stromkurven zeigen Antworten eines reprasentativen
Experiments unter Kontrollbedingungen und unter Applikation von Xenon. Vor dem
Stimulationsartefakt (8) findet sich der sog. Testpuls, bei dem die Zelle 200 ms um -10
mV hyperpolarisiert wird. Hieraus lassen sich die Eigenschaften der Zelle wie der
Haltestrom, der Serienwiderstand (Pipettenwiderstand) und der Eingangswiderstand
(Membranwiderstand) bestimmen, und somit die Ableitbedingungen wé&hrend des
Experiments Uberwachen.

In der Grafik sind die relativen Amplituden (y-Achse) Uber der Zeit (x-Achse)
aufgetragen. Die Symbole des Diagramms stellen die gemittelten relativen Amplituden
der einzelnen Experimente £ SEM dar.

Unter Kontrollbedingungen wurde die ACSF mit einem Gasgemisch aus 65 % N,,30 %
O, und 5 % CO, gesattigt bis die Amplituden der EPSC Uber mindestens zehn Minuten
ein stabiles Niveau erreicht hatten. Zur Applikation von Xenon wurde der
Stickstoffanteil im Gasgemisch gegen Xenon (65 %) ausgetauscht. Die
gaschromatographische Bestimmung des geldsten Xenon in der ACSF ergab eine
Konzentration von 1,9 + 0,2 mM Xe. Um die Experimente vergleichbar zu machen
wurden Amplituden wéahrend der letzten funf Aufnahmeminuten unter
Kontrollbedingungen auf 1,0 (100 %) normalisiert und dann die relativen Amplituden der
einzelnen Experimente gemittelt. Xenon reduzierte die Amplituden der basalen PSC auf
80,2 + 4,2 (n = 5). Nach Beendigung der Xenonapplikation erreichten die
Stromantworten wieder das Ausgangsniveau. * p < 0,05.
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Die passiven Membraneigenschaften der Zellen (Membranwiderstand, Serienwiderstand und

Ruhemembranpotential) &nderten sich unter Xenonapplikation nicht (Tab. 3.1.1).

Passive Eigenschaften der Neurone

Kontrolle Xe 1,9 mM Washout
RMP (mV) -66,4+1,1 -65,1+1,5(#) -66,5+ 1,5 (##)
Rv (MQ) 292,2+28,1 281.1+27,2 (#) 270,2 + 30,0 (##)
Rs (MQ) 155+ 1,4 15,9+ 1,5 (#) 15,3 + 1,4 (##)

Tabelle 3.1.1: Die passiven Membraneigenschaften der abgeleiteten Neurone werden durch Xe
nicht verandert.

Das Ruhemembranpotenial (RMP) wurde vor, wahrend sowie nach Xenonapplikation durch
Umschalten des Verstarkers in den sog. Bridge-Mode kontrolliert, und der Membranwiderstand (Ry)
sowie der Serienwiderstand (Rs) wurden wahrend des Experiments aufgezeichnet. Die angegebenen
Werte sind Mittelwerte der einzelnen Experimente + S.E.M (n = 5-13). Xe hatte keinen Einfluss auf die
passiven Membraneigenschaften sowie das Ruhemembranpotential der abgeleiteten Neurone. # nicht
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; ## nicht signifikant unterschiedlich zur Xenongruppe.

3.1.2 Inhibitorische GABAerge Transmission

Zur Ableitung GABAs-Rezeptor vermittelter IPSC wurden die exzitatorischen Rezeptoren
sowie der GABAg-Rezeptor pharmakologisch blockiert und das Haltepotential wahrend der
Aufzeichnug auf -50 mV gesetzt. Xenon hatte keinen Einfluss auf die Amplitude der GABA,
IPSC (Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.1.2: Das Inhalationsanéasthetikum verdndert die Amplitude von GABA,-Rezeptor
vermittelter IPSC nicht.

Um den Einfluss von Xenon auf die GABAerge Transmission zu untersuchen wurden
GABA, IPSC pharmakologisch isoliert. Dazu wurden die Schnittpraparate mit den
spezifischen Antagonisten AP5 (NMDA-Rezeptorantagonist), NBQX (AMPA- und
Kainatrezeptorantagonist) und CGP 35348 (GABAg-Rezeptorantagonist) inkubiert.
Xenon hatte keinen Einfluss auf die Amplitude der GABA, IPSC.

GABA, IPSC weisen typischerweise eine biexponentielle Deaktivierungskinetik auf (Jones et
al. 1995; Krampfl et al. 1998). Entsprechend wurden zur Beschreibung dieser Kinetik zwei
Zeitkonstanten ,tgecay SChnell* und ,tgecay langsam® ermittelt. Xenon verlangerte statistisch
signifikant und reversibel die schnelle Komponente des Stromabfalls (tgecay Schnell)
GABAerger IPSC. Xenon hatte jedoch keinen Einfluss auf die langsame Komponente des
Stromabfalls (tgecay langsam) und auf den Ladungstransfer (charge), der durch Integration

der Flache unter den jeweiligen Stromkurven bestimmt wurde (Tab. 3.1.2).
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GABA, IPSC
Kontrolle Xenon 1,9 mM Washout
Tdecav SChNell (Ms) 154+22 21,2+3.3 (% 15,7+1,4 (%
Taecay lANGSAM (MS) 33,8+11,8 30,8+9,2 (#) 43,5 + 26,5 (##)
Ladungstransfer (pAs) 43+15 3,9+1,0(#) 3,6 £0,7 (##)

Tabelle 3.1.2: Xenon verlangert die schnelle Zeitkomponente der Deaktivierungszeitkonstante
des GABA,-Rezeptors.

Durch Annadherung einer auf einer biexponentiellen Funktion basierenden Kurve an die Messpur
wurden die beiden  Zeitkomponenten (Tdecay ~ Schnell und  Tgecay langsam)  der
Deaktivierungszeitkonstante (decay) t bestimmt. Zusatzlich wurde der Ladungstransfer durch
Integration der Flache unter der Stromkurve berechnet. Xenon verlangerte tgecay SChnell signifikant
und reversibel, wohingegen die langsame Konstante unverandert blieb. Die Verlangerung der
schnellen Komponente des Decay wirkte sich aber nicht im Sinne einer Vergrof3erung des
Ladungstransfers aus, der unter Xenonapplikation nicht signifikant verandert wurde. (* p < 0,05 Xenon
versus Kontrolle bzw. Washout versus Xenon; # nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; ## nicht
signifikant unterschiedlich zu Xenon).

Die glutamaterge synaptische Transmission wird durch NMDA- und AMPA-Rezeptoren
vermittelt. Um die Wirkung von Xenon auf NMDA bzw. AMPA-Rezeptor vermittelte EPSC zu
untersuchen, wurden die jeweiligen EPSC durch spezifische Antagonisten isoliert. Die
Stromantworten wurden dabei einerseits durch elektrische Stimulation (eEPSC),

andererseits durch photolytische Freisetzung von Glutamat (pC) hervorgerufen.

3.1.2.1 NMDA-Rezeptor-vermittelte Stromantworten

Zur pharmakologischen Isolierung NMDA-Rezeptor-vermittelter-Antworten wurden die
Schnittpraparate mit den spezifischen Antagonisten NBQX, CGP 35348 und Bicucullin
inkubiert. Um eine Vordepolarisation des Neurons und damit Verminderung der Mg*-
Blockade der NMDA-Rezeptoren zu erzielen, wurde bei einem Haltepotential von —-40mV
aufgezeichnet. Xenon reduzierte die elektrisch evozierten NMDA-Stréme (NMDA eEPSC)
reversibel auf 64,6 + 5,3 % des Ausgangshiveaus (n = 6; Abb. 3.1.3 A). Die durch
photolytische Freisetzung von Glutamat hervorgerufenen Stromantworten (NMDA pC)
wurden ebenfalls reversibel auf 72,9 + 5,1 % (n = 6) verringert (Abb. 3.1.3 B), wobei kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Effekt von Xenon auf NMDA eEPSC und NMDA pC
festzustellen war (p > 0,05; Abb. 3.1.3 C).
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Abb. 3.1.3: Xenon reduziert NMDA-vermittelte-Stréme bei elektrischer und bei photolytischer
Stimulation gleichermal3en.

Zur Untersuchung der Xenonwirkung auf NMDA-Rezeptor-vermittelte Strome wurden
zwei unterschiedliche Stimulationsarten verwendet. Einerseits wurden die synaptischen
Verbindungen zur abgeleiteten Zelle elektrisch stimuliert (NMDA eEPSC; A) und
andererseits wurde durch Infrarot gelenkte photolytische Spaltung von CNB-caged-
Glutamat (100 uM) mit Hilfe eines UV-Lasers die synaptische Transmitterfreisetzung
imitiert (NMDA pC; B). Durch Applikation von Xenon (1,9 mM) wurden NMDA eEPSC
auf 64,6 + 5,3 % (A, n = 6), photolytisch evozierte NMDA pC auf 72,9 + 5,1 % (B, n = 6)
verringert. C Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied der Xenon-
bedingten Reduktion von NMDA eEPSC und NMDA pC (p > 0,05). Als Balkendiagramm
dargestellt sind hier jeweils die Uber die letzten 5 Minuten des Xenoneinwasches
gemittelten relativen Amplituden von NMDA eEPSC und NMDA pC. (** p < 0,01).

Die Deaktivierungskinetik NMDA-Rezeptor-vermittelter  Stromantworten lasst  sich
typischerweise durch eine biexponentielle Funktion, d. h. durch zwei Zeitkonstanten
beschreiben. Das Inhalationsandsthetikum Xenon verédnderte diese Deaktiverungs-
Zeitkonstanten nicht (Tabelle 3.1.3 und Abb. 3.1.6.).

NMDA eEPSC
Kontrolle Xenon 1,9 mM Washout
Tdecav SChNell (Ms) 14,4 + 3,7 17,2127 (#) 22,5+9,1 (##)
Taecay lANGSAM (MS) 55,2+14,5 44,6 + 14.8 (#) 62,5 + 23,7 (##)

Tabelle 3.1.3: Xenon hat keine Einfluss auf die Kinetik NMDA-Rezeptor-vermittelter Antworten
in der BLA.

Weder die schnelle noch die langsame Zeitkonstante der Deaktivierungskinetik der NMDA eEPSC

wurde durch Xenon verandert. (# nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; ## nicht signifikant
unterschiedlich zu Xenon).

39



Ergebnisse

In der Amygdala setzt sich der NMDA-Rezeptor aus den Untereinheiten NR1, NR2A und
NR2B zusammen (Monyer et al. 1992; Sah et al. 2003). Um zu untersuchen, inwiefern die
Wirkung von Xenon auf NMDA-Rezeptor vermittelte Strome abhé&ngig von der NR2A- bzw.
NR2B-Untereinheit des Rezeptors ist, wurden NMDA pC aufgezeichnet und durch selektive
Antagonisten jeweils eine der beiden Untereinheiten blockiert (Abb. 3.1.4 A & B). Die dann
gemessenen postsynaptischen Strome wurden also nur von NMDA-Rezeptoren vermittelt,
die die jeweils blockierte Untereinheit nicht enthielten. Nach Applikation der Antagonisten
nahmen die Amplituden der NMDA-Stromantworten stark ab und erreichten nach 20-30
Minuten ein stabiles Niveau. Die darauffolgende zusatzliche Reduktion der NMDA pC durch
Xenon zeigte keine signifikanten Unterschiede zu den Ergebnissen ohne Blockade der
NR2A- bzw. der NR2B-Untereinheit (Abb. 3.1.4 C).
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Abb. 3.1.4: Die Wirkung von Xenon auf NMDA-Rezeptor vermittelte Stromantworten unter
Blockade der NR2A- bzw. NR2B-Untereinheit unterscheidet sich nicht von der Xenonwirkung
auf NMDA-Rezeptor vermittelte Stromantworten ohne Untereinheitenblockade.

A Die Applikation von Ro 25-6981, ein selektiver Antagonist der NR2B-Untereinheit,
bewirkte eine deutliche Reduktion von NMDA pCs. Da die NR2B-Untereinheit fur die
langandauernde Offnung des Kanals mit entsprechend langsamer Deaktivierungskinetik
der Stromantworten verantwortlich ist, verkurzten sich dabei auch die Stromantworten.
Ca. 40 Minuten nach Beginn der Ro 25-6981-Applikation hatten die Antworten ein
stabiles Niveau erreicht, sodass dann mit der Applikation von Xenon begonnen wurde.
Xenon reduzierte die Amplitude zuséatzlich reversibel auf 69,8 + 3,7 % (n = 6) des
Kontrollniveaus (unter NR2B-Bloackade). B NVP-AAMO077, ein Antagonist, der
vorzugsweise die NR2A-Untereinheit blockiert, bewirkte ebenfalls eine Verringerung der
NMDA pC, sowie eine Verlangerung der Deaktivierungskinetik der NMDA pC. Unter
konsekutiver Xenonapplikation verringerte sich die Amplitude der NMDA pC zusatzlich
reversibel auf 68,9 + 1,5 % (n = 6) des Kontrollniveaus (unter NR2A-Blockade). C Die
Xenon-bedingte Reduktion von NMDA pC ohne Blockade der NR2A oder NR2B
Untereinheiten unterschied sich nicht von der Reduktion von NMDA pC mit blockierter
NR2A oder NR2B Untereinheit. Die Balkendiagramm stellen jeweils die Uber die letzten
funf Minuten des Xenoneinwasches gemittelten relativen Amplituden der NMDA pC dar.
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3.1.2.2 AMPA-Rezeptoren

AMPA eEPSC und AMPA pC wurden bei einem Haltepotential von =70 mV und in
Anwesenheit spezifischer Antagonisten der GABAa-, GABAg-, und NMDA-Rezeptoren
aufgezeichnet. Die Applikation von Xenon verringerte signifikant AMPA vermittelte eEPSC
auf 56,2 + 4,9% (n = 6; Abb. 3.1.5 A, bzw. AMPA pC auf 62,1 + 4,8% (n = 6; Abb. 3.1.5 B)
des Ausgangswertes. Die Reduktion der Amplituden war reversibel und es bestand kein
signifikanter Unterschied zwischen der Reduktion der elektrisch bzw. photolytisch
hervorgerufenen Stromantworten (Abb. 3.1.5 C).
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Abb. 3.1.5: Xenon reduziert im gleichem Ausmall AMPA-Rezeptor vermittelte Strome auf
elektrische bzw. photolytische Stimulation.

Im vitalen Hirnschnittpraparat der basolateralen Amygdala wurden sowohl durch
elektrische Stimulation (AMPA eEPSC, A) als auch durch photolytische Freisetzung von
Glutamat (AMPA pC, B) hervorgerufene AMPA-Rezeptor vermittelte Antworten durch
Xenon reversibel vermindert. C Zwischen der Xenon-vermittelten Reduktion der
Amplituden der AMPA eEPSC bzw. AMPA pC war kein signifikanter Unterschied
feststellbar. Dieser fehlende Unterschied lasst sich am ehesten durch einen
postsynaptischen Mechanismus erklaren.
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Die Deaktivierungsphase von AMPA eEPSC wird typischerweise mit einer
monoexponentiellen Funktion beschrieben. Die daraus errechnete
Deaktivierungszeitonstante t anderte sich unter Xenon-Applikation nicht (Tabelle 3.1.4 und
Abb. 3.1.6.).

AMPA eEPSC

Kontrolle Xe 1,9 mM Washout

Tdecav (MS) 104+1,0 9.7+1.4(# 10,9 + 1,7 (##)

Tabelle 3.1.4: Xe beeinflusst die Kinetik der AMPA-Rezeptoren in der BLA nicht.
Die Deaktivierungszeitkonstante t der AMPA eEPSC wurde durch Xenon nicht

verandert. (# nicht signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; ## nicht signifikant
unterschiedlich zu Xenon)

NMDA eEPSC AMPA eEPSC

—— Kontrolle —— Kontrolle

Xe 1,9 mM skaliert Xe 1,9 mM skaliert

Abb. 3.1.6: Xenon hat keinen Einfluss auf die Kinetik NMDA bzw. AMPA-Rezeptor vermittelter
Stromantworten in der Amygdala.

Die Abbildung zeigt Original-Stromantworten reprasentativer Experimente,
aufgenommen von Neuronen der basolateralen Amygdala. Jeweils in Schwarz ist eine
Stromantwort unter Kontrollbedingungen dargestellt, in Grau sind Antworten unter
Xenon-Applikation abgebildet. Diese sind so skaliert, dass die Amplituden mit denen
der Kontrollantworten Ubereinstimmen. In der Abbildung ist gut zu erkennen, dass der
Verlauf des Stromabfalls der Kontrollantworten und der skalierten Antworten unter
Xenonapplikation nahezu nicht unterscheidet.
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Eine Arbeit mit an heterolog exprimierten AMPA-Rezeptoren durchgefihrten Experimenten
beschreibt, dass AMPA-Rezeptor vermittelte Antworten nur dann von Xenon beeinflusst
werden, wenn die Rezeptoren nur gering desensitisieren (Plested et al., 2004).
Desensitisierung beschreibt eine Abnahme des Stromfluss in der Gegenwart des Agonisten.
In den folgenden Experimenten wurde versucht, diese Ergebnisse an Stromantworten im
vitalen Hirn-Schnittpraparat nachzuvollziehen. Dabei wurden AMPA eEPSC in Anwesenheit
des Desensitisierungsblockers Cyclothiazid (CTZ; 100 pM) aufgezeichnet. Die Xenon-
bedingte Reduktion der Amplitude der AMPA eEPSC betrug unter CTZ 71,4 + 3,7% (n = 5)
und war damit signifikant geringer als die Xenon-bedingte Reduktion bei Experimenten, bei
denen die Desensitisierung nicht durch CTZ blockiert wurde.
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Abb. 3.1.7: Die Blockade der Desensitisierung der AMPA-Rezeptoren verringert den Effekt von
Xenon auf AMPA eEPSC.

Cyclothiazid (CTZ) hemmt die Desensitisierung der AMPA-Rezeptoren. Um zu
untersuchen, ob Xenon einen Einfluss auf die Desensitisierung der AMPA-Rezeptoren
hat, wurde Experimente unter Anwesenheit von CTZ durchgefihrt. A Durch Blockade
der Desensitisierung mittels CTZ (100 pM) verlangerte sich die Offnungszeit des
Rezeptors und die Amplitude nahm zu (oben rechts). AnschlieRende Xenonapplikation
fihrte zu einer Verringerung der AMPA eEPSC auf 71,4 £ 3,7% (n = 5) des
Ausgangsniveaus. B Unter Anwesenheit von CTZ war der Effekt von Xe auf die
Amplitude der AMPA eEPSC signifikant geringer als bei den Experimenten ohne CTZ
(71,4 + 3,7% mit CTZ bzw. 56,2 £+ 4.9% ohne CTZ; p < 0,05).
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Die AMPA-Rezeptor vermittelten mEPSC wurden bei einem Haltepotential von =70 mV und
pharmakologischer Blockade der NMDA-, GABAA- und GABAg-Rezeptoren aufgezeichnet.
Zunachst wurde getestet, ob sich von den abgeleiteten Neuronen auf elektrische Stimulation
hin AMPA eEPSCs aufzeichnen lieBen. AnschlieBend wurde Tetrodotoxin (TTX), ein
Antagonist der spannungsabhangigen Na'-Kanale, zur ACSF hinzugefigt, um die
Ausbildung spontaner Aktionspotentiale zu verhindern. Unter diesen Bedingungen
reprasentieren mEPSC ausschlief3lich Stromantworten welche auf spontane préasynaptische
Vesikelfreisetzungen zuruckzufihren sind. Die gemittelte Frequenz der mEPSC betrug
8,9 £ 1,3 Hz bei einer mittleren Amplitude von 5,6 = 0,9 pA. Nach Applikation von Xenon
verringerte sich die gemittelte Amplitude der mEPSC signifikant auf 4,1+ 0,3 pA, die
Frequenz hingegen anderte sich nicht (Abb. 3.1.8 und 3.1.9).
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Abb. 3.1.8: Xenon reduziert die Amplitude von AMPA mEPSC in der BLA, hat jedoch keinen
Einfluss auf deren Frequenz.

Die durch spontane Transmitterfreisetzung aus der prasynaptischen Terminale
zustande kommenden postsynaptischen Stromantworten werden als Miniatur EPSC
(mEPSC) bezeichnet. A Die Frequenz der abgeleiteten mEPSC in der BLA betrug
8,9+ 1,3 Hz und &nderte sich unter dem Einfluss von Xenon nicht. Die mittlere
Amplitude der mEPSC betrug 5,6 + 0,9 pA und verringerte sich nach Applikation von
Xenon signifikant auf 4,1+ 0,3 pA (n = 5). B zeigt die Original-mEPSC eines
reprasentativen Experiments. Deutlich erkennbar ist die Abnahme der Amplitude bei
unverdnderter Frequenz.

44



Ergebnisse

A B
% 1004 ' 100 ———===
£ 80 s 801 [/
2 o )
3 601 3 6041 |
3 --- Kontrolle 3 ! --- Kontrolle
= 40 = 4041 |
Qg —Xel9mM e ! — Xel9mM
8 20 8 201
> >
S g
I e e e — g 0 ———————
0 200 400 600 800 1000 0 5 10 15 20
inter-event Intervall Amplitude
(ms) (PA)

Abb. 3.1.9: Kumulative Wahrscheinlichkeiten des inter-Event Intervalls und der Amplituden
unter Kontrollbedingungen und dem Einfluss von Xenon.

In den Diagrammen sind zum einen die kumulative Wahrscheinlichkeit fir die Intervalle
zwischen einzelnen mMEPSC (sog. Inter-Event-Intervalle; (A)), zum anderen die
kumulative Wahrscheinlichkeit fir mEPSC Amplituden (B) jeweils mit und ohne Xenon
dargestellt. Die Verteilung der Inter-Event-Intervalle der Kontroll- und Xenon-mEPSC
unterscheidet sich nicht, die Verteilung der Amplituden ist unter Xenon jedoch in
Richtung kleinerer Amplituden verschoben.

3.1.3 Konzentrationssabhangigkeit der Xenonwirkung auf die glutamaterge

Transmission

In weiteren Experimenten wurde untersucht, ob die Wirkung von Xenon auf AMPA und
NMDA-Rezeptor vermittelte Stromantworten konzentrationsabhéngig ist. Dazu wurden
Gasgemische mit 30 % (1,1 mM) bzw. 18 % (0,6 mM) Xenon verwendet. Der Stickstoffanteil
wurde in den Gasgemischen entsprechend vergrof3ert, wobei die Sauerstoff- sowie die
Kohlendioxidfraktion unverandert blieben. Unter dem Einfluss von 1,1 mM (0,6 mM) Xenon
wurden die elektrisch evozierten NMDA eEPSC auf 74,8 + 5,9 % (81,2 =+ 4,1 %) und die
photolytisch stimulierten NMDA pC auf 76,8 + 1,9 % (86,3 + 4,9 %) des Ausgangsniveaus (n
= 4 je Konzentration und Messparameter) reduziert (Abb. 3.1.10). Bei keiner Konzentration
zeigten sich signifikante Unterschiede bzgl. der Xenon-bedingten Reduktion der elektrisch

evozierten und photolytisch hervorgerufen NMDA-Rezeptor-Stromantworten.
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Abb. 3.1.10: Xenon reduziert NMDA eEPSC und NMDA pC konzentrationsabhangig.

A und B Unter Applikation von 1,1 mM Xenon verminderte sich die Amplitude der
NMDA eEPSC auf 74,8 £ 5, 9 % (n = 4) und die der NMDA pC auf 76,8 £ 1,9 % (n = 4)
des Ausgangsniveaus. Die Unterschiede zwischen Applikation von 1,9 mM Xenon und
1,12 mM Xenon waren nicht signifikant. C Xenon reduziert NMDA eEPSC und NMDA pC
dosisabhangig. Das Ausmald der Xenon-bedingten Reduktion von NMDA eEPSC versus
NMDA pC war bei keiner der Xenonkonzentrationen unterschiedlich.

Bei AMPA eEPSC bzw. AMPA pC bewirkte 1,1 mM (0,6 mM) Xenon eine Abnahme der
Amplitude auf 68,3 + 7,2 % (78,0 = 6,1 %) bzw. 71,9 + 3,2 % (86,0 + 5,0 %) (Abb. 3.1.11; n =

4 je Konzentration und Messparameter).
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Abb. 3.1.11: Xenon verringert AMPA eEPSC und AMPA pC konzentrationsabhéngig.

A und B Reversible, konzentrationsabhéangige Reduktion von AMPA eEPSC und AMPA
pC durch 1,1 bzw. 0,6 mM Xenon. (n = 4 je Konzentration und Messparameter) C Das
Ausmal der Xenon-bedingten Reduktion von AMPA eEPSC versus AMPA pC war bei
keiner der Xenonkonzentrationen unterschiedlich.
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Die Applikation von 0,2 mM Xenon bewirkte keine signifikante Abnahme der NMDA-
Rezeptor-vermittelten Strome (NMDA eEPSC 95,3 + 4,3 %; NMDA pC 96,0 + 3,8 %; jeweils
n = 5) bzw. der AMPA-Rezeptor-vermittelten-Strome (AMPA eEPSC 93,1 + 4,7 %; AMPA pC
95,3 + 2,9 %); jeweils n = 6).

Der berechnete ICso-Wert von Xenon betrug 3,5 mM (Hill-Koeffizient: -1,0) bei NMDA eEPSC
und 2,3 mM (Hill-Koeffizient: -1,0) bei AMPA eEPSC. Fur die durch photolytische
Freisetzung von Glutamat evozierten NMDA pC bzw. AMPA pC ergaben sich eine ICsy von
5,6 (Hill-Koeffizient: -0,8) bzw. 2,7 (Hill-Koeffizient: -1,2).

3.2 Einfluss von Xenon auf die synaptische Transmission im prafrontalen

Kortex und in der Substantia gelatinosa des Riuckenmarks

Zusatzlich zu der zuvor beschriebenen Charakterisierung der Wirkung von Xenon auf die
synaptische Transmission in der BLA wurde der Einfluss des Inhalationsanasthetikums in
zwei weiteren Arealen des ZNS untersucht. Als kortikales Areal wurde exemplarisch der
prafrontale Kortex gewahlt. Um die Wirkung von Xenon auf spinaler Ebene zu
charakterisieren wurden Experimente in der Substantia gelatinosa des Ruckenmark-
Hinterhorns durchgefiihrt. Die elektrische Stimulation der Afferenzen zu den Neuronen des
Hinterhorns erfolgte dabei in der Eingangszone der Hinterwurzel (DREZ; dorsal root entry

zone).

3.2.1 Basale synaptische Transmission

Im PFC sowie in der SG wurden zunachst Summenantworten bei einem Haltepotential von
-70 mV aufgezeichnet. In den Pyramiden-Neuronen der Lamina V des PFC verminderte
Xenon (1,9 mM) die Amplitude der Stromantworten reversibel auf 70,1 + 10,3 % (n = 5) und
in den Neuronen der SG auf 74.3 + 4.2 % des Ausgangsniveaus (n = 6; Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.2.1: Xenon hemmt die basale synaptische Transmission im prafrontalen Kortex und in
der Substantia gelatinosa.

Von Pyraminden-Neuronen der Lamina V des prafrontalen Kortex und von Neuronen der
Substantia gelatinosa (Lamina 1) des Ruckenmark-Hinterhorns wurden
Summenantworten aufgezeichnet. Die Applikation von Xenon reduzierte die
postsynaptischen Stréme im PFC auf 70,1 £ 10,3% (A) und die in der SG auf 74,3 +
4,2% (B). Nach Beendigung der Xenonzufuhr erreichten die Strome wieder ihr
Ausgangsniveau.

3.2.2 Inhibitorische GABAerge Transmission

Pharmakologisch isolierte, durch elektrische Stimulation hervorgerufene GABA, IPSC
wurden bei einem Haltepotential von =50 mV in beiden Arealen aufgezeichnet. Wie auch in
der BLA hatte Xe keinen Einfluss auf die Amplituden (Abb. 3.2.2) oder den Ladungstransfer
(Tab. 3.2.1) GABAA Rezeptor-vermittelter IPSC. Anders als in der Amygdala zeigten sich
unter Xenon keinerlei signifikante Veranderungen der Deaktivierungszeitkonstanten GABAA
Rezeptor-vermittelter IPSC (Tab. 3.2.1).
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Abb. 3.2.2: Xenon hat keinen Einfluss auf die inhibitorische GABAerge Transmission im PFC
und in der SG.

Die Aufzeichnung elektrisch evozierter GABA, IPSC im PFC und in der SG erfolgte wie
in der basolateralen Amygdala. Nachdem die Antworten unter Kontrollbedingungen
mindestens zehn Minuten stabil waren, wurde mit der Applikation von Xenon (1,9 mM)
begonnen. Das Anasthetikum hatte keinen Einfluss auf die Amplitude der IPSC (PFC: n

=5; SG: n=4).

GABA, IPSC

PFC Kontrolle Xe 1,9 mM Washout
Tgecav SChnell (ms) 255+1,6 26,7+ 1,7 (#) 32,6 1,9 (##)
Tdecay lANgSAM (MS) 75,7 +54 71,0 £ 2,2 (#) 68,6 + 4,7 (##)
Ladungstransfer (pAs) 7821 8,8+2,0 (#) 7,6 +£0,7 (##)

SG Kontrolle Xe 1,9 mM Washout
Tdecav SChNEll (MS) 21,0+4,4 19,8 +4,1 (#) 21,5+0,5 (##)
Tgecay l@aNgsam (ms) 29,8 +4,7 34,5+8,2 (#) 29,5+ 5,5 (##)
Ladungstransfer (pAs) 1,7£0,9 1,5+£0,7 (#) 1,2+£0,4 (##)

Tabelle 3.2.1: Xenon hatte keinen Einfluss auf die Deaktivierungszeitkonstanten und den
Ladungstransfer im PFC und in der SG.

Analog zu den Experimenten in der BLA wurden im PFC und in der SG die
Deaktivierungszeitkonstanten und der Ladungstransfer fir GABA, IPSC bestimmt.
Sowohl die schnelle, als auch die langsame Deaktivierungszeitkonstante und auch der
Ladungstransfer blieben durch Xenon im PFC wie auch in der SG unverandert. # nicht
signifikant unterschiedlich zur Kontrolle; ## nicht signifikant unterschiedlich zu Xenon.
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3.2.3 Glutamaterge Transmission

Entsprechend den Versuchen in der BLA wurde im PFC wie auch in der SG die Wirkung von
Xenon auf die glutamaterge synaptische Transmission untersucht. Dazu wurden durch
spezifische Antagonisten NMDA- bzw. AMPA-Rezeptorstrome pharmakologisch isoliert. Die
Rezeptorstrome wurden entweder durch elektrische oder durch photolytische

Glutamatfreisetzung hervorgerufen.

Unter Zufuhr von Xenon verringerten sich die Amplituden der NMDA eEPSC bzw. NMDA pC
im PFC reversibel auf 57,7 + 4,4%, bzw. 58,6 + 3,6% (Abb. 3.2.3 A; jeweils n = 6). Das
Ausmald der Xenon-bedingten Reduktion von NMDA eEPSC und NMDA pC war dabei nicht
signifikant unterschiedlich. Die nach pharmakologischer Isolation aufgenommenen AMPA.-
Rezeptorstrome wurden ebenfalls durch Xenon vermindert. Im PFC verringerte das
Inhalationsanasthetikum die AMPA eEPSC (AMPA pC) auf 66,9 + 4,1 (63,7 = 2,9%; jeweils n
= 6; Abb. 3.2.3 B).

relative NMDA eEPSC NMDA pC relative | AMPAeEPSC AMPA pC
Amplitude § Amplitude
¥enon 1.9 mk Henon 1.9 mh Xenon 1.9 mM ¥enon 1.8 mi
1,5 - 4?‘ s 1,5 1 / —v__——
_ji00 paA VTDD pA _Jomopa . _J100pa
Kontrolle 20Tms Kontrolle 20ms &|-Kontrolle 20 ms Kaontrolle 20 ms
1,0 4
Y -. > E ". . -!!: 3
0,5 1 i 0,5 -
* NMDA eEFPSC e AMPA eEPSC
Xenon 1,9 mM Xenon 1,9 mM
] ]
0 T T T 1 0 T T T 1
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
A Zeit (min) B Zeit (min)

Abb. 3.2.3: Im PFC hemmt Xenon die durch NMDA bzw. AMPA-Rezeptoren vermittelte
glutamaterge Transmission.

Wie in der Amygdala wurden im PFC NMDA- bzw. AMPA-Rezeptor vermittelte
Stromantworten pharmakologisch isoliert. A Nach Applikation von Xenon reduzierte sich
die Amplitude der NMDA eEPSC reversibel auf 57,7 + 4,4 % (n = 6), die Amplitude der
photolytisch evozierten NMDA pC auf 58,6 + 3,6 % (n = 6). B AMPA eEPSC wurden
durch Xenon auf 66,9 + 4,1 % des Ausgangsniveaus, AMPA pC auf 63,7 = 2,9 %
(jeweils n = 6) verringert.
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Die NMDA-Rezeptorstréme in der SG wurden durch Xenon auf 71.9 + 3.4% (NMDA eEPSC;
n = 5) bzw. 71.5 + 5.6% (NMDA pC; n = 5) verringert (Abb. 3.2.4 A). Auch hier war kein
signifikanter Unterschied festzustellen. AMPA eEPSC (AMPA pC) wurden in der SG durch
Xenon auf 64,5 + 6,5% (58,2 = 3,1%; jeweils n = 5) des Ausgangsniveaus reduziert (Abb.
3.2.4 B). Auch hier zeigte sich kein Unterschied im Ausmal} der Xenon-bedingten Reduktion
der AMPA eEPSC versus AMPA pC.
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Amplitude Amplitude
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Abb. 3.2.4: In der Substantia gelatinosa des Rickenmarks hemmt Xenon die glutamaterge
exzitatorische Transmission.

Zusatzlich zur elektrischen Stimulation der Afferenzen in der Eingangszone der
Hinterwurzel wurden die abgeleiteten Nervenzellen durch photolytische Freisetzung von
Glutamat stimuliert. A Xenon verringerte die Amplituden der NMDA eEPSC und die der
photolytisch evozierten NMDA pC auf das gleiche Niveau (n = 5 je Messparameter). B
AMPA eEPSC wurden durch Xenon auf 64,5 + 6,5% (n =5), AMPA pC auf 58,2 + 3,1 %
des Ausgangsniveaus (n = 5) reduziert.

Analog zu den entsprechenden Versuchen in der BLA wurden auch im PFC von Lamina V
Pyramidenneuronen sowie von den Neuronen der SG AMPA mEPSC aufgezeichnet. Unter
Kontrollbedingungen ergab sich im PFC eine mittlere mEPSC-Frequenz von 9,0 + 0,7 Hz
(n = 5; Abb. 3.2.5). Die Xenonapplikation anderte die mEPSC-Frequenz nicht. Die mittlere
Amplitude der mEPSC wurde jedoch durch Xenon von 4,2 + 0,3 pA auf 3,7 + 0,1 pA
(p < 0,05) verringert.

AMPA mEPSC traten bei SG-Neuronen mit einer mittleren Frequenz von 4,9 + 2,1 Hz (n = 5)

und einer mittleren Amplitude von 5,1 + 0,6 pA (n = 5) auf. Xe reduzierte die Amplitude der
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mEPSC auf 3,7 £ 0,1 pA (n = 5, p < 0,05), wohingegen kein signifikanter Einfluss auf die

Frequenz nachweisbar war (Abb. 3.2.5).
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Abb. 3.2.5: In beiden Arealen des ZNS reduzierte Xenon die Amplitude, jedoch nicht die
Frequenz der AMPA mEPSC.

Es wurden mEPSC von Lamina-V-Pyramiden-Neuronen des PFC (PFC; A, B, C) und
von Neuronen der Substantia gelatinosa des Rickenmarks (SG; D, E, F) bei einem
Haltepotential vom -70 mV aufgezeichnet. A und D zeigen reprasentative Original-
MEPSC jeweils eines Experiments. In den Diagrammen B und E sind zum einen die
kumulative Wahrscheinlichkeit fur die Intervalle zwischen einzelnen mEPSC (sog. Inter-
Event-Intervalle), zum anderen die kumulative Wahrscheinlichkeit fir mEPSC
Amplituden jeweils mit und ohne Xenon dargestellt. Die Verteilung der Inter-Event-
Intervalle blieb durch Xenon unverandert, die Verteilung der Amplituden wurde jedoch
in Richtung kleinerer Amplituden verschoben. Die Balkendiagramme C und F zeigen
zusammengefasste Daten aus jeweils 5 Experimenten. Xe verringerte im PFC wie auch
in der SG signifikant die Amplitude der mEPSC ohne Wirkung auf deren Frequenz.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurde erstmalig die Wirkung des gasformigen Anasthetikums Xenon auf die
synaptische Transmission in der basolateralen Amygdala, dem prafrontalen Kortex sowie im
Hinterhorn des lumbalen Ruckenmarks in Einzelzellableitungen untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass Xenon in vitalen Schnittpraparaten der oben genannten ZNS-Areale
keinen Einfluss auf die GABAerge synaptische Transmission hat, jedoch deutlich hemmend
auf AMPA- und NMDA-Rezeptor-vermittelte Stromantworten wirkt. Die erhobenen Daten
sprechen dabei dafir, dass Xenon diese Hemmung vorwiegend uber postsynaptische

Mechanismen hervorruft.

4.1 Diskussion der Kontrollbedingungen und der klinischen Relevanz der

Xenon-Konzentration

Im Grof3teil der Experimente der vorliegenden Arbeit wurde die ACSF, mit der die
Schnittpraparate perfundiert wurden, mit einem Gasgemisch bestehend aus 65 % Xenon,
30 % O, und 5 % CO, gesattigt. Um vergleichbare Bedingungen zu erhalten, wurde die
Praparate bei der Aufzeichnung der Kontrollantworten mit ACSF perfundiert, welche mit
65 % N, (Inertgas), 30 % O, und 5 % CO, gesattigt war. Unter dieser relativ niedrigen O,-
Konzentration von 30 % lieBen sich sowohl unter Kontrollbedingungen als auch unter
Xenonapplikation gentigend grofe und im Zeitverlauf stabile intrazellular abgeleitete
Antworten aufzeichnen (nicht gezeigte Kontrollexperimente). AuRerdem konnte in einer
kirzlich veroffentlichten Arbeit aus dem eigenen Labor gezeigt werden, dass eine Reduktion
der angebotenen O,-Konzentration von 95 % auf 30 % weder zu einer Anderung des
Ruhemembranpotentals und Eingangswiderstands der abgeleiteten Neurone, noch zu einer
Anderung der Kinetik von NMDA-Rezeptor-Antworten oder einer Anderung von Amplitude
oder Frequenz von AMPA-mEPSC fuhrt (Ranft et al., 2007).

Gaschromatographisch bestimmt ergab sich unter 65 % Xenon in der Gasphase eine in der
ACSF geloste Xenon-Konzentration von 1,9 mM. Der MAC-Wert (siehe 1.1.3, S. 8) von
Xenon wird mit 63 bis 71 Vol.-% angegeben (Cullen et al., 1969; Nakata et al., 2001). Mit
einem Loslichkeitskoeffizienten Xenons von 0,0887 (Weathersby und Homer 1980)
errechnen sich daraus in-vitro-MAC-AquivaIente gelosten Xenons von 2,2 bis 2,5 mM. Die
unter den vorliegenden experimentellen Bedingungen applizierte Xenonmenge von 1,9 mM
bei Sattigung mit 65 Vol.-% Xenon liegt demzufolge im MAC-aquivalenten, also klinisch

relevanten Bereich.
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4.2 Wirkung von Xenon auf die GABAerge synaptische Transmission

Eine Verstarkung der inhibitorischen GABAergen synaptischen Transmission gilt als
wichtiger Mechanismus, wie Anasthetika die neuronale Aktivitdt im ZNS hemmen und damit
in vivo Anasthesie erzeugen (Ubersichtsarbeiten: Franks et al. 1994; Campagna et al. 2003;
Rudolph et al. 2004). Die Ergebisse der vorliegenden Arbeit sprechen jedoch dafir, dass das
Inhalationsanasthetikum Xenon die GABAerge synaptische Transmission nahezu nicht
beeinflusst. In den Pyramidenneuronen der Lamina V des PFC, sowie in Neuronen der SG
zeigte sich unter Xenon keinerlei Modulation der GABAs-Rezeptor-vermittelten IPSC. In der
BLA verlangerte Xenon die schnelle Komponente der Deaktivierungs-Zeitkonstante der
GABA,-Rezeptor-vermittelten IPSC. Der Ladungstransfer jedoch, der fur die Starke der
Inhibition verantwortlich ist (Mody et al. 1994; Hentschke et al. 2005), blieb unter Xenon
unverandert. Volatile Anasthetika, die ihre anasthetische Wirkung wahrscheinlich
hauptséachlich Uber eine Verstarkung der GABAergen synaptischen Transmission vermitteln
(Campagna et al., 2003), verlangern die Deaktivierungszeitkonstante GABAerger IPSC auf
200-500 % des Ausgangshiveaus, und dies flhrt konsekutiv zu einem vergréf3erten
Ladungstransfer (Banks et al. 1999; Nishikawa et al. 2001). Im Gegensatz dazu ist die in
dieser Arbeit festgestellte Verlangerung des ,tgecay Schnell“ auf 138 % unter Xenon zwar

statistisch signifikant, jedoch nicht mit einer Vergréf3erung des Ladungstransfers verbunden.

Diese Ergebnisse sind in Einklang mit anderen Studien, die zeigen, dass Xenon keinen
Einfluss auf GABA, IPSC hat, die von Autapsen-bildenden Hippocampusneuronen abgeleitet
wurden (Franks et al. 1998; de Sousa et al. 2000). Zwei andere Arbeiten jedoch zeigten
unter Xenon eine etwa 20 bzw. 40%ige VergrofRerung des Cl-lonenstroms von GABAx-
Rezeptoren, die in Xenopus Oozyten (Yamakura et al. 2000) bzw. HEK 293 Zellen
(Hapfelmeier et al.,, 2000) heterolog exprimiert waren. Diese zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit widersprichlichen Befunde lassen sich dabei auf folgende Weise

erklaren:

Zum einen wurden in o. g. Arbeiten GABAs-Rezeptoren mit bestimmten Untereinheiten-
Kombinationen (Yamakura et al. 2000: a4, und o4f,y.s; Hapfelmeier et al. 2000: oB2y21)
untersucht, wahrend in der vorliegenden Arbeit native, d. h. in ihrer Untereinheiten-
Zusammensetzung nicht definierte GABAs-Rezeptoren untersucht wurden. Im ZNS von
Saugetieren sind GABA, Rezeptoren mit der Untereinheitenzusammensetzung o;f,y, am
haufigsten (Farrant und Kaila 2007), wahrend z. B. in der BLA die haufigste
Untereinheitenzusammensetzung a,fB.y; ist (McKernan und Whiting 1996). Es konnte gezeigt
werden, dass Veranderungen in der B-Untereinheit (Jurd et al., 2003; Reynolds et al., 2003)
oder die zusatzliche Anwesenheit von 6- (Mihalek et al., 1999) oder B6-Untereinheiten
(Bonnert et al.,, 1999) die Sensitivitat von GABA-Rezeptoren gegeniber neuronal
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wirksamen Substanzen, wie z. B. Anasthetika kritisch beeinflussen. Somit konnten
unterschiedliche Untereinheitenzusammensetzungen auch die unterschiedliche Sensitivitat
der GABAa-Rezeptoren fir Xenon erklaren. Ein wesentliches Merkmal der in der
vorliegenden Arbeit verwendeten ZNS-Schnittpraparate ist das Vorhandensein nativer
Rezeptoren, deren Untereinheiten-Zusammensetzung damit eher die Verhéltnisse in vivo

widerspiegelt.

Zum anderen trat die Xenon-bedingte Verstarkung der Cl-Stromantworten sowohl bei
Yamakura et al. (2000) als auch bei Hapfelmeier et al. (2000) nur bei niedrigen, nicht-
sattigenden GABA-Konzentrationen auf. Die tatséchlich an der Synapse auftretenden
Transmitter-Konzentrationen sind jedoch deutlich hoher (Mody et al., 1994) und damit in
einem Bereich, in dem auch die o. g. Arbeiten keine Verstarkung unter Xenon zeigen
konnten. Die potenzierende Wirkung Xenons auf durch niedrige GABA-Konzentrationen
ausgeloste CI-Stromantworten konnte aber darauf hindeuten, dass die sog. tonische
Inhibition durch Xenon beeinflusst wird. Die tonische Inhibition wird Uber extrasynaptische
GABA,-Rezeptoren, die bereits durch niedrige GABA-Konzentrationen aktiviert werden,
vermittelt (Hemmings et al., 2005; Walker und Semyanov 2008). Eine solche Wirkung

Xenons kann durch die Experimente der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen werden.

Eine nachweisbare Wirkung von Xenon auf die inhibitorische synaptische Transmission
zeigte sich bei den vorliegenden Experimenten also nicht. In Zusammenschau mit einer
neueren in vivo Arbeit, die gezeigt hat, dass unter Xenonnarkose die Bindung von radioaktiv
markierten Flumazenil* unverandert ist (Salmi et al., 2008), sprechen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit daher daflr, dass die pharmakologischen Eigenschaften Xenons

hdchstwahrscheinlich nicht tber eine Verstarkung der GABAergen Inhibition erfolgt.

4.3 Beeinflussung der glutamatergen synaptischen Transmission

Das Edelgas Xenon verminderte in den drei untersuchten ZNS-Arealen die basale
synaptische Transmission und somit die neuronale Erregungsibertragung. Dies konnte
maligeblich fir den Zustand der Anasthesie unter Xenon verantwortlich zu sein. Bei
Neuronen, bei denen das Membranpotential wahrend der Patch-Clamp-Ableitung bei
-70 mV gehalten wird, wird die basale synaptische Transmission hauptséchlich durch

AMPA- und in geringerem Mal3e durch NMDA-Rezeptoren vermittelt.

4.3.1 Xenonwirkung auf die NMDA-Rezeptor-vermittelte synaptische Transmission

Anasthetische und analgetische Wirkungen kénnen prinzipiell durch Blockade von sowohl
NMDA- als auch AMPA-Rezeptoren erklart werden (Hudspith 1997). In den untersuchten

4 kompetitiver Antagonist an der Benzodiazepin-Bindungsstelle des GABA,-Rezeptors
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Arealen des ZNS bewirkte Xenon eine reversible Reduktion der NMDA-Rezeptor-vermittelten
Stromantworten. Ein Antagonismus am NMDA-Rezeptor wurde bereits fir verschiedene
Anéasthetika wie Propofol, Lachgas, Ketamin und volatile Anasthetika beschrieben (Rudolph
und Antkowiak 2004). Auch fur Xenon wurde bereits vielfach eine Hemmung NMDA-
Rezeptor-vermittelter Stromantworten gezeigt, wobei z. T. postuliert wurde, dass dies der
Hauptmechanismus fir die anésthetischen Eigenschaften dieses Gases sei (Franks et al.
1998; de Sousa et al. 2000; Ubersichtsarbeit: Preckel et al. 2006). In Bezug auf die
Weitergabe exzitatorischer Informationen spielt der NMDA-Rezeptor innerhalb der basalen
synaptische Transmission jedoch nur eine untergeordnete Rolle. Insofern ist die Bedeutung
der durch Xenon verursachten Depression der NMDAergen synaptischen Transmission fur
den in vivo-Zustand Anasthesie mdglicherweise geringer als vielfach postuliert. Viel
entscheidender als im Rahmen der "normalen” synaptischen Transmission ist die Bedeutung
des NMDA-Rezeptors bei repetitiver Stimulation. Dann namlich werden Uber nun aktivierte
NMDA-Rezeptoren Mechanismen der synaptischen Plastizitat, welche ein neuronales
Korrelat fur Gedachtnis darstellt, und Exzitotoxizitat induziert (Ubersichsarbeit: Hardingham
2009). Ein Antagonismus am NMDA-Rezeptor kdnnte daher vielmehr einerseits zur — im
Rahmen einer Allgemeinanasthesie gewilinschten — Amnesie fiihren und andererseits die
neuroprotektiven Eigenschaften (Homi et al. 2003; Dingley et al. 2006; Ma et al. 2006; Martin

et al. 2007) von Xenon vermitteln.

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde in der basolateralen Amygdala zusatzlich
untersucht, inwiefern die Xenon-Wirkung von NMDA-Rezeptor-Untereinheiten abhangig ist.
Eine Untereinheiten-spezifische Interaktion mit dem NMDA-Rezeptor koénnte das
pharmakologische Profil einer Substanz entscheidend pragen (Parsons 2001). Eine
Untereinheiten-spezifische Wirkung am NMDA-Rezeptor konnte z. B. fur analgetisch (Xiao et
al., 2008) oder neuroprotektiv (Leaver et al., 2008) wirkende Substanzen gezeigt werden.
Die Stdchiometrie des NMDA-Rezeptors ist zwar noch nicht vollstandig geklart, man geht
jedoch davon aus, dass NMDA-Rezeptoren Tetramere sind, welche meist aus zwei
obligatorischen NR1-Untereinheiten sowie zwei NR2-Untereinheiten gleichen oder
unterschiedlichen Subtyps bestehen (Hatton et al. 2005; Paoletti et al. 2007). In der
Amygdala handelt es sich dabei um die NR2-Subtypen NR2A und NR2B (Monyer et al.
1992; Monyer et al. 1994; Wenzel et al. 1997; Vicini et al. 1998; Walker et al. 2008). Um zu
untersuchen, ob Xenon seine Wirkung auf NMDA-Rezeptor-vermittelte Antworten auch zeigt,
wenn die NR2A- oder NR2B-Untereinheit blockiert ist, wurden Experimente in Anwesenheit
von Antagonisten dieser Untereinheiten durchgefiihrt. NVP-AAMO77 ist ein kompetitiver
Antagonist mit einer ca. 12fach héheren Selektivitat fir die NR2A- gegenliber der NR2B-
Untereinheit (Neyton et al. 2006; Paoletti et al. 2007). Ro 25-6981 ist ein Ifenprodil-Derivat

mit einer etwa 3000fachen Selektivitdt fur die NR2B- gegeniber den anderen NR2-
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Untereinheiten. Weder die Blockade der NR2A-, noch die Blockade der NR2B-Untereinheit
bewirkte eine Veranderung der antagonistischen Potenz von Xenon auf NMDA-Rezeptor-
vermittelte, durch photolytische Transmitterfreisetzung hervorgerufene Stromantworten.
Aufgrund der oben beschriebenen Zusammensetzung der NMDA-Rezeptoren in der
Amygdala spricht dieses Ergebnis stark fir eine Wirkung von Xenon uber die NR1-
Untereinheit. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit einer kirzlich veroffentlichten Arbeit:
Dickinson et al. (2007) konnten mit Hilfe einer speziellen Protein-Bindungs-Simulation sowie
durch Experimente an heterolog exprimierten NMDA-Rezeptoren zeigen, dass Xenon
wahrscheinlich kompetitiv an der Glycin-Bindungsstelle bindet. Die Glycin-Bindungsstelle
liegt in der extrazellularen Doméane der NR1-Untereinheit.

4.3.2 Xenonwirkung auf die AMPA-Rezeptor-vermittelte synaptische Transmission

Die ersten Arbeiten, die zu den neuronal-molekularen Wirkmechanismen von Xenon
veroffentlicht wurden, zeigten eine deutliche Reduktion von NMDA-Rezeptor vermittelten
Antworten bei fehlender Wirkung auf AMPA-Rezeptor vermittelte Antworten (Franks et al.
1998; de Sousa et al. 2000). Man ging daher bislang davon aus, dass der NMDA-Rezeptor
die wichtigste Zielstruktur fir die Xenon-Wirkung sei. Neueren Arbeiten zufolge beeinflusst
Xenon jedoch auch die Funktion von nonNMDA-Rezeptoren. So konnte gezeigt werden,
dass die Stromantworten sowohl von heterolog exprimierten AMPA-Rezeptoren (Plested et
al.,, 2004) als auch Kainatrezeptoren (Dinse et al. 2005) unter Xenon reduziert werden.
Ebenso reduziert Xenon die Stromantworten von nonNMDA-Rezeptoren, die von kutivierten
Mause-Kortexneuronen aufgezeichnet wurden (Dinse et al. 2005). Eine andere Arbeit zeigte,
dass Xenon uber Inhibition von AMPA-Rezeptoren, jedoch nicht NMDA-Rezeptoren, am
Modellorganismus C. elegans Verhaltensénderungen hervorruft, welche mit Anasthesie in
Verbindung gebracht werden (Nagele et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Xenon deutlich und reversibel AMPA-Rezeptor-vermittelte synaptische
Transmission in der basolateralen Amygdala, dem prafrontalen Kortex sowie der Substantia
gelatinosa im Hinterhorn des Ilumbalen Ruckenmarks reduziert. Da die Weitergabe
exzitatorischer Information an den Synapsen zu einem wesentlichen Teil Uber AMPA-
Rezeptoren geschieht, wirde die beobachtete Depression dieser Rezeptoren mit einer
deutlichen Verminderung der neuronaler Erregungsleitung unter Xenon einhergehen. Diese
konnte ein in vitro-Korrelat darstellen fir neuere in vivo-Befunde, die einen Uber einen reinen
NMDA-Antagonimus hinausgehenden Mechanismus bei der Xenonandsthesie nahelegen
(Nagele et al., 2005; Rex et al., 2006; Laitio et al., 2007; Rex et al., 2008).
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4.3.3 Postsynaptische Mechanismen

Die Starke der synaptischen Ubertragung kann prinzipiell tber prasynaptische (z. B.
Modulation der Transmitterfreisetzung, -wiederaufnahme oder -speicherung, Anderung der
Ca,+-Konzentration in der prasynaptische Terminale) oder postsynaptische Mechanismen
(z. B. Anderung der Anzahl oder Empfindlichkeit der postsynaptischen lonenkanale)
modifiziert werden. Prasynaptische Wirkmechanismen wurden z. B. fur die
Inhalationsanasthetika Halothan (Asai et al., 2002), Isofluran (Maclver et al., 1996; Larsen et
al., 1997; Sasaki et al., 2002; Haseneder et al., 2004), Sevofluran (Moe et al., 2002) und N,O
(Ranft et al., 2007) beschrieben. Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher zu
untersuchen, ob Xenon NMDA- und AMPA-Rezeptor vermittelte Stromantworten rein
postsynaptisch oder unter Beteiligung prasynaptischer Mechanismen reduziert. Die Wirkung
Xenons auf durch photolytische Glutamat-Freisetzung hervorgerufene NMDA- und AMPA-
Rezeptor-vermittelte Antworten wurde daher untersucht und mit der Wirkung Xenons auf
NMDA eEPSCs und AMPA eEPSCs verglichen. Die photolytische Freisetzung von Glutamat
simuliert und ersetzt damit die prasynaptische Transmitterfreisetzung, womit die
aufgezeichneten NMDA- und AMPA-pC weitgehend unabhangig von Mechanismen der
prasynaptischen Terminale sind (Dodt et al.,, 1999; Rammes et al., 2007). Die Xenon-
bedingte Reduktion von NMDA- bzw. AMPA-pC war in allen drei untersuchten ZNS-
Regionen nicht unterschiedlich zur Xenon-bedingten Reduktion von NMDA-eEPSCs bzw.
AMPA-eEPSCs. Dies spricht gegen eine bedeutsame Beteiligung der prasynpatischen
Terminale am Wirkmechanismus Xenons. Zusatzlich wurde die Xenonwirkung auf AMPA
MEPSC untersucht. Xenon reduzierte in allen drei ZNS-Regionen die mEPSC Amplitude
ohne Einfluss auf die Frequenz der mEPSC. Dies spricht dafiir, dass die Xenon-vermittelte
Reduktion der synaptischen Transmission nicht auf einer weniger haufigen prasynaptischen
Glutamatvesikel-Freisetzung beruht. Die Reduktion der Amplitude der mEPSC kann jedoch
entweder durch eine Modulation postsynaptischer Rezeptoren oder durch einen
verminderten Glutamatgehalt der einzelnen Transmittervesikel zustande gekommen sein.
Zwischen diesen beiden Mechanismen kann mit den verwendeten Methoden nicht
unterschieden werden. In Zusammenschau jedoch mit dem Befund, dass Xenon NMDA
eEPSC und NMDA pC bzw. AMPA eEPSC und AMPA pC in jeweils gleichem Mal} reduziert,
erscheint ein rein postsynaptischer Xenon-Mechanismus viel wahrscheinlicher als ein

zusatzlicher Einfluss Xenons auf die Grol3e der prasynaptischen Transmitter-Quanten.
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4.3.4 Wirkung von Xenon auf AMPA eEPSC unter Blockade der Desensitisierung

An glutamatergen Synapsen liegt die Transmitterkonzentration im synaptischen Spalt bei 1—
5 mM, und der Transmitter wird in der Regel innerhalb 0,2—2 ms wieder aus diesem entfernt
(Clements 1996). Somit deaktivieren AMPA-Rezeptoren nach der schnellen Entfernung des
Transmitters eher, wahrend die sog. Desensitisierung an schnellen Synapsen nur eine
untergeordnete Rolle spielt (Rammes et al., 1998). Die Xenon-bedingte Reduktion der AMPA
eEPSC auch bei den Experimenten dieser Dissertation ist also weitgehend unabhé&ngig von
der Desensitisierung. Paradoxerweise berichtete eine Studie Uber einen Zusammenhang
zwischen der Wirkung von Xenon und der Rezeptordesensitisierung. Xenon wirkte nur
hemmend auf AMPA Rezeptorstromantworten, wenn die Desensitisierung verhindert wurde,
und zwar entweder durch Zugabe des Agonisten Kainat, der neben seiner agonistischen
Wirkung auch eine Desensitisierungs-hemmende Wirkung hat, oder durch Zugabe des
Desensitisierungshemmers CTZ (Plested et al., 2004). Die Ergebnisse dieser Studie kbnnten
jedoch durch die relativ langsame Agonistenapplikation bei der Messung an Xenopus
Oozyten beeinflusst sein. In einer weiteren Arbeit (Clements 1996), in der ein
Applikationssystem benutzt wurde, bei dem innerhalb von 1 ms die Agonistenapplikation
unterbrochen werden konnte, konnte gezeigt werden, dass die Sensitivitat der AMPA
Rezeptoren gegenlber Xenon nicht davon abhdngt, ob desensitisierende oder nicht-
desensitisierende Agonisten appliziert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Desensitisierung der AMPA Rezeptoren durch Zugabe von CTZ blockiert. Trotz dieser
Blockade verringerte Xenon unter physiologischeren Bedingungen in vitalen
Schnittpraparaten signifikant die Amplitude der AMPA eEPSC. Die Zugabe von CTZ
verlangerte dabei die Deaktivierungszeitkonstanten, wahrscheinlich durch eine Erhéhung der
Glutamataffinitat (Fleck et al., 1996; Rammes et al., 1996). Die Befunde der vorliegenden
Arbeit sprechen also dafir, dass die Abnahme der Amplitude der AMPA eEPSC nicht durch
eine Modulation der Desensitisierung, sondern zumindest teilweise durch eine Abnahme der

Glutamataffinitat zustande gekommen ist.

4.3.5 Konzentrationsabhéngigikeit der Xenonwirkung

In der basolateralen Amygdala wurden zusétzliche Experimente mit niedrigeren Xenon-
Konzentrationen (0,1, 0,6 und 1,1 mM) durchgefihrt. Es zeigte sich dabei, dass Xenon
NMDA- und AMPA-Rezeptor vermittelte Stromantworten konzentrationsabhéngig reduziert.
Eine vollstandig aussagekraftige Dosis-Wirkungs-Kurve lie3 sich unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen jedoch nicht erstellen. Hierzu ware die Lésung von noch
hoheren Xenon-Konzentrationen, die die jeweilige Stromantworten auf mehr als nur
~56-73 % des Ausgangsniveaus vermindern, notwendig. Die Applikation h6herer Xenon-

Konzentrationen ist jedoch limitiert durch die maximale Léslichkeit von Xenon: Die hdchste
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Konzentration unter normobaren Bedingungen geldsten Xenons wird in der Literatur mit
3,9 mM angegeben (Hapfelmeier et al., 2000). Bei dieser Arbeit aus dem eigenen Labor
wurden 100 Vol.-% Xenon verwendet, und die Applikation erfolgte nicht — wie in der
vorliegenden Arbeit — Uber eine sog. offene Messkammer, d. h. es ist von einem weit
geringeren Verlust auszugehen. Um in der vorliegenden Arbeit tGberhaupt 1Cs-Werte und
Hill-Koeffizienten angeben zu kbnnen, musste angenommen werden, dass es sich bei Xenon
um einen vollstandigen Antagonisten handelt. Die bisher in der Literatur angebenen
maximale Verringerung von NMDA- bzw. AMPA-Rezeptor-vermittelten Antworten betragen
70 bzw. 60%, und wurden unter 80 bzw. 84 Vol.-% Xenon (entsprechend 3,4 bzw. 3,54 mM
gelosten Xenons) erzielt (de Sousa et al., 2000; Dinse et al., 2005). Unter normobaren
Bedingungen konnte also bisher kein vollstandiger Antagonismus Xenons an glutamatergen
lonenkandlen gezeigt werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass noch
hohere, unter hyperbaren Bedingungen geldoste Xenon-Konzentrationen, diese Kandle
komplett blockieren. Die in der vorliegenden Arbeit angeben ICso-Werte und Hill-Koeffizienten
sind also als extrapolierte Werte zu verstehen. Durch diese Limitierung lassen sich auch
mdoglicherweise die (statistisch nicht signifikant) unterschiedlichen ICso-Werte der NMDA-
Stromantworten gegentiber denen der AMPA-Stromantworten erklaren. Insofern ist also eher

von einer equipotenten Wirkung Xenons auf beide Rezeptor-Typen auszugehen.

1,9 mM gelostes Xenon entsprechen dem in-vitro-MAC-Aquivalent Xenons (siehe 4.1, Seite
52). Wahrend sich dieses MAC-Aquivalent auf den Konzentrationsbereich bezieht, ab dem
Xenon immobilisierende Eigenschaften vermittelt (sog. MACimmobiity, Definition siehe 1.1.3,
Seite 1f), handelt es sich bei der sog. MAC.wu als diejenige Konzentration eines
Inhalationsanasthetikums, ab der eine Substanz hypnotisch wirkt (Stoelting et al., 1970). Der
MAC.wake VON Xenon am Menschen wird mit 33 Vol.-% angegeben, dass entsprechende in
vitro-Aquivalent in der vorliegenden Arbeit ist die Xenonkonzentration von 1,1 mM. Es konnte
gezeigt werden, dass Inhalationsanasthetika in einer Dosierung im Bereich des MAC ke die
Gedachtnisbildung unterdriicken. Vor dem Hintergrund, dass die basolaterale Amygdala eine
wichtige Rolle bei der Vermittlung der Anéasthetika-induzierten Amnesie spielt (ausfuhrliche
Diskussion unter 4.4.1), kénnte die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Depression der
exzitatorischen synaptischen Transmission bereits durch 1,1 mM Xenon an der Vermittlung

einer amnestischen Wirkung von Xenon im Bereich der MAC,ake beteiligt sein.
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4.4 Klinische Relevanz der Messergebnisse

Als Teilaspekte einer Narkose in vivo gelten Hypnose, Immobilisation, Amnesie, Analgesie
und kardiovaskulére Stabilitat. Diese Aspekte werden z. T. Uber verschiedene ZNS-Areale
vermittelt (Kendig 1993; Eger et al. 1997; Kissin 1997; Campagna et al. 2003; Sonner et al.
2003; Rudolph et al. 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte eine hemmende Wirkung von
Xenon auf die glutamaterge synaptische Transmission in der basolateralen Amygdala, im
prafrontalen Kortex und in der Substantia gelatinosa des Ruckenmark-Hinterhorns gezeigt

werden.

4.4.1 Basolaterale Amygdala

Die Amygdala spielt eine wichtige Rolle fir autonome Funktionen sowie fur die
Gedachtnisbildung. Insbesondere unter emotional geladenen Umstanden wie Furcht, spielt
die Amygdala im Lernprozess eine wichtige Rolle. Dariberhinaus verhindern Lasionen der
Amygdala die amnestischen Wirkungen verschiedener Anasthetika (Alkire et al. 2001; Alkire
et al. 2005). Somit scheint die Amygdala eine wichtige Rolle in der Vermittlung der durch
Anasthetika hervorgerufenen Amnesie zu spielen. Dies konnte sowohl fir Diazepam (Tomaz
et al. 1992), Propofol (Alkire et al., 2001) als auch fiir Sevofluran (Alkire und Nathan 2005)
nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit konnte dargestellt werden, dass Xenon die
neuronale Aktivitat in der basolateralen Amygdala Uber eine Verminderung der AMPA- und
NMDA-Rezeptor-vermittelten synaptischen Transmission reduziert. Verschiedenen klinische
Studien beschreiben bei Patienten nach Xenon-Anasthesie eine retrograde Amnesie
(Lachmann et al. 1990; Rossaint et al. 2003), und bis heute sind unter Xenon-Narkose keine
Awareness-Falle beschrieben. Diese Amnesie konnte u. a. durch die in dieser Arbeit

beschriebene Wirkung von Xenon in der basolateralen Amygdala vermittelt werden.

DarlUberhinaus spielt die Amygdala eine wichtige Rolle bei der Schmerzverarbeitung. In der
basolaterale Amygdala erfolgt die Verarbeitung nozizeptiver Inputs aus dem Thalamus und
dem Kortex (Pitkanen et al. 1997; Doron et al. 1999; Linke et al. 1999; Smith et al. 2000).
Lasionen oder eine voribergehende Inaktivierung der Amygdala vermindern emotionale
Schmerzreaktionen (Neugebauer et al. 2003). Eine Inhibition der exzitatorischen
synaptischen Ubertragung in der Amygdala konnte somit zumindest teilweise an der

analgetischen Wirkung von Xenon beteiligt sein.

4.4.2 Prafrontaler Kortex

Der PFC spielt eine wichtige Rolle bei der Aufrechterhaltung des Arbeitsgedachnisses (Fritts
et al. 1998; Wall et al. 2001; Vertes 2002). Aus anasthesiologischer Sicht kdnnte also der

PFC — &hnlich wie die basolaterale Amygdala — ein wichtiges Areal fur die gewiinschte
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Amnesie unter Narkose zu sein. Darlberhinaus ist eine Beeintrachtigung der kortikalen
Informationsverarbeitung beteiligt an der hypnotischen Wirkung von Anasthetika (Alkire und
Miller 2005; Velly et al., 2007). Dabei sind die genauen Mechanismen, die der Anasthetika-
induzierten Bewusstlosigkeit zugrunde liegen, bis heute nicht geklart. Es scheinen sowohl
eine Suppression der neuronalen Aktivitdt und Erregbarkeit (Alkire et al. 2000) als auch eine
Anasthetika-bedingte Storung der Kohéarenz, d. h. Phasengleichheit neuronaler Aktivitat
beteiligt zu sein (Cariani 2000; Mashour 2004). In der vorliegenden Arbeit konnte eine
deutlich hemmende Wirkung von Xenon auf NMDA- bzw. AMPA-Rezeptor-vermittelte
Stromantworten der grof3en Pyramidenneuronen in der Lamina V des PFC gezeigt werden.
Diese Verminderung der neuronalen Exzitabilitat kobnnte einen Mechanismus darstellen, wie
Xenon Uber  eine Modulation der intrakortikalen Informationsverarbeitung
Bewusstseinsverlust und Amnesie verursacht. Da die Pyramidenzellen der Lamina V das
Hauptausgangssystem aus dem Kortex bilden (Sesack et al.,, 1989) kodnnte eine
Beeintrachtigung dieser Efferenzen durch Xenon zusatzlich zu einer Beeinflussung

subkortikaler Prozesse fuhren.

4.4.3 Substantia gelatinosa

Afferente nozizeptive Ad- und C-Fasern projezieren in die oberflachlichen Laminae des
Ruckenmark-Hinterhorns, insbesondere in die Substantia gelatinosa, in denen sie erstmalig
synaptisch verschaltet werden (Graham et al., 2007). Eine Verminderung der neuronalen
Exzitabilitdt in der Substantia gelatinosa kénnte einen wesentlichen Mechanismus fir
Analgesie darstellen (Moore et al., 2000). So konnte z. B. fir Opioid-Analgetika (Glaum et al.
1994; Kohno et al. 1999) aber auch fir die volatilen Anasthetika Halothan (Asai et al., 2002)
und Isofluran (Haseneder et al. 2004) eine Verminderung der exzitatorischen synaptischen
Transmission in der SG gezeigt werden. Xenon besitzt neben seinen hypnotischen auch
analgetische Eigenschaften (Yagi et al., 1995). Daten aus tierexperimentellen in vivo (Utsumi
et al., 1997) sowie in vitro (Watanabe et al., 2004) Studien brachten Evidenz, dass Xenon
seine analgetischen Eigenschaften moglicherweise durch eine Reduktion der neuronalen
Erregbarkeit in den oberflachlichen Teilen des Ruckenmark-Hinterhorns vermittelt. Arbeiten
zum genauen Mechanismus und die hierbei beteiligten Transmitter-Systeme auf spinal-
neuronaler Ebene fehlen jedoch bisher. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden,
dass Xenon die Erregbarkeit der SG-Neurone hemmt, und zwar Uber eine — v. a. Uber
postsynaptische Mechanismen bewirkte — Reduktion der exzitatorischen NMDA- und AMPA-
Rezeptor vermittelten synaptischen Transmission. Dies koénnte ein wesentlicher
Mechanismus fir die analgetischen Eigenschaften des Inhalationsanéasthetikums Xenon

sein.
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DarlUberhinaus herrscht mittelweile Konsens, dass ein weiterer wichtiger Teilaspekt von
Anéasthesie, namlich Immobilisation, zu einem wesentlichen Teil auf spinaler Ebene vermittelt
wird (Antognini und Schwartz 1993; Rampil 1994; Antognini et al., 2002; Asai et al., 2002).
Hierbei ist neben einer Depression der neuronalen Aktivitat im Ruckenmark-Vorderhorn
(Rampil und King 1996) auch eine Verminderung der neuronalen Aktivitdt im Hinterhorn
beteiligt (Sonner et al., 2003). Insofern kdnnten die von uns beobachtete Depression der
synaptischen Transmission auf Substantia gelatinosa-Neurone unter Xenon auch den
immobilisierenden Eigenschaften dieses Gases zugrunde liegen.
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5 Zusammenfassung

Aus Klinischer Sicht erflllt Xenon viele Bedingungen, die an ein "idelaes" Andasthetikum
gestellt werden. Der breite klinische Einsatz wird im Wesentlichen nur durch die geringe

Verfugbarkeit und den damit verbundenen hohen Preis verhindert.

Die neuronal-molekularen Mechanismen, wie Xenon seine anasthetischen und
analgetischen Eigenschaften vermittelt, sind bisher nicht erschépfend geklart. Bisher
veroffentlichte Arbeiten hierzu beschranken sich im Wesentlichen auf die Untersuchung von
verschiedenen Anasthesie-relevanten lonenkanélen in isolierten Expressionssystemen oder

Zellkulturen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde daher die Wirkung von Xenon auf verschiedene
Komponenten der synaptischen Transmission in weniger artifiziellen Modellen, namlich in
Mause- bzw. Ratten-Schnittpraparaten Anasthesie-relevanter ZNS-Regionen (Amygdala,

Kortex, Hinterhorn des Rickenmarks), untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass Xenon in den untersuchten Arealen die exzitatorische
synaptische Transmission deutlich vermindert, jedoch keine Wirkung auf die inhibitorische,
GABA,-Rezeptor-vermittelte synaptische Transmission hat. NMDA- und AMPA-Rezeptor-
vermittelte Stromantworten wurden durch Xenon in gleichem Mal3e reduziert. Die erhobenen

Daten sprechen jeweils flr einen hauptsachlich postsynaptischen Mechanismus.

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte potente Hemmung der exzitatorischen synaptischen
Ubertragung durch Xenon in einer kortikalen, subkortikalen und spinalen ZNS-Region kénnte
einen wesentlichen Teil des neuronalen Wirkmechanismus Xenons darstellen und damit den

klinischen Wirkungen Hypnose, Amnesie und Analgesie zugrunde liegen.
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Anhang

Abkulrzungsverzeichnis

ACSF
AMPA
BLA
CGP35348
Cwm
CNB
AP5
EGTA
eEPSC
EPSC
GABA
GC
GIuR
loffset
IPSC
IR
NBQX
NMDA
pC

PFC

Kinstliche Cerebrospinalflissigkeit (artificial cerebrospinal fluid)
a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure (...propionic acid)
Basolaterale Amygdala
p-(3-Aminopropyl)-P-diethoxymethylphosphinsaure

Spezifische Membrankapazitat

a-Carboxy-2-nitrobenzyl

D(-)-2-Amino-5-phosphonopentanséure
bis-(Aminoethyl)-glycolether-N,N,N",N"-tetraacetat

elektrisch evozierter Exzitatorischer postsynaptischer Strom (...current)
Exzitatorischer postsynaptischer Strom (...current)
y-Aminobuttersaure (...acid)

Gradientenkontrast (...contrast)

Glutamatrezeptor

Potentialerhaltungsstrom

Inhibitorischer postsynaptischer Strom (...current)

Infrarot
1,2,3,4-Tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzo[flquinoxaline-7-sulfonamide
N-methyl-D-aspartat

photolytisch evozierter Strom (,... current®)

Prafrontaler Kortex (,prefrontal cortex®)
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PSC

Rm

RMP

Rs

RMP

SEM

SG

™

TTX

uv

ZNS

5-HT

Postsynaptischer Strom (...current)
Spezifischer Membranwiderstand
Ruhemembranpotential
Serienwiderstand
Ruhemembranpotential
Standardfehler (standard error of the mean)
Substantia gelatinosa
Transmembransegment
Tetrodotoxin

Ultraviolett

Zentrales Nervensystem

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
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Verwendete Substanzen

ACSF:

Substanz Konzentration (mM) Hersteller
CaCl, 2 Sigma Aldrich
Glucose 25 Sigma Aldrich
KCI 2,5 Sigma Aldrich
MgCl, 1 Sigma Aldrich
NaCl 125 Sigma Aldrich
NaHCO; 25 Sigma Aldrich
NaH,PO, 1,25 Sigma Aldrich

pH = 7,37 (unter Sattigung mit Carbogen)

Intrazellularlésung:

Substanz Konzentration (mM) Hersteller
EGTA 5 Sigma Aldrich
Glucose 5 Sigma Aldrich
HEPES 10 Sigma Aldrich
K-Gluconat 130 Sigma Aldrich
KCI 5 Sigma Aldrich
Mg-ATP 2 Sigma Aldrich
Lidocain-Na-N- 5 Sigma Aldrich
ethylchlorid

pH = 7,3 (mit KOH eingestellt)



Anhang

Weitere Chemikalien:

Substanz Konzentration Hersteller
CNB-caged- 100 uM Sigma Aldrich
Glutamat

Gyki 52466 Tocris Bioscience
Cyclothiazid 100 pM Sigma Aldrich
Tetrodotoxin 1uM Sigma Aldrich
CGP 35348 200 uM Ciba Geigy
D-AP5 50 uM Sigma Aldrich
Biccuculin 20 uM Sigma Aldrich
methiodid

NBQX 5 uM Sigma Aldrich
Ro 25-6981 0,5 uM Roche
NVP-AAMO77 50 nM Novartis
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Verzeichnis eigener Publikationen

Originalarbeiten:

Xenon Reduces N-methyl-D-aspartate (NMDA) and a-amino-3-hydroxy-5-methyl- 4-
isoxazolepropionic acid (AMPA) Receptor Mediated Synaptic Transmission in the Amygdala
Haseneder R, Kratzer S, Kochs E, Eckle VS, Zieglgénsberger W, Rammes G.

Anesthesiology. 2008 Dec;109(6):998-1006

The xenon-mediated antagonism against the NMDA receptor is non-selective for receptors
containing either NR2A or NR2B subunits in the mouse amygdala

Haseneder R.*, Kratzer S.*, Kochs E., Hofelmann D., Auberson Y., Eder M., Rammes G.

Eur J Pharmacol. 2009 Oct 1;619(1-3):33-7

Xenon Attenuates Excitatory Synaptic Transmission in the Rodent Prefrontal Cortex and Spinal
Cord Dorsal Horn

Haseneder R*, Kratzer S*, Kochs E, Mattusch C, Eder M, Rammes G.

Anesthesiology. 2009 Dec;111(6):1297-307

Isoflurane and sevoflurane dose-dependently impair hippocampal long-term potentiation
Haseneder R, Kratzer S, von Meyer L, Eder M, Kochs E, Rammes G.
Eur J Pharmacol. 2009 Nov 25;623(1-3):47-51. Epub 2009 Sep 16.

Abstracts / Kongressbeitrage

Xenon Reduces Synaptic Transmission in the Mouse Amygdala, Prefrontal and Somatosensory
Cortex but Does not Affect Synaptic Transmission in the Motor Cortex.

Haseneder R, Kratzer S, Kochs E, Zieglgdnsberger W, Rammes G.

Eur J Anaesthesiol 2006;24 (supplS39)

Xenon Reduces NMDA- and Non-NMDA-Receptor Mediated Synaptic Transmission Via
Postsynaptic Mechanisms

Haseneder R, Kratzer S, Kochs E, Zieglgéansberger W, Rammes G.

Anesthesiology 2007; 107: A132

Xenon reduziert die exzitatorische synaptische Transmission im prafrontalen Kortex
Uber postsynaptische Mechanismen

Haseneder R, Kratzer S, Kochs E, Zieglgéansberger W, Rammes G.

Deutscher Anasthesie Congress, 2008

Xenon reduces NMDA-receptor mediated synaptic transmission in the mouse amygdala via
postsynaptic mechanisms and independent on the NR2A or NR2B subunit

R Haseneder R, Kratzer S, Kochs E, Zieglgénsberger W, Rammes G.

First Price, Best abstracts competition session, Eur J Anaesthesiol 2008;25(suppl 44):ESAPC1-1

Xenon reduziert im prafrontalen Kortex die exzitatorische synaptische Transmission Uber
postsynaptische Mechanismen

Haseneder R, Kratzer S, Kochs E, Zieglgadnsberger W, Rammes G.

Anasthesiol Intensivmed 2008, 7:363-405

Xenon Reduces Glutamatergic Synaptic Transmission to Neurons in the Spinal Cord Dorsal
Horn

Kratzer S, Haseneder R, Kochs E, Zieglgansberger W, Rammes G.

Anesthesiology 2008; 109: A720

Xenon Reduces NMDA Receptor Mediated Synaptic Transmission in the Prefrontal Cortex and
Spinal Cord Dorsal Horn via Postsynaptic Mechanisms

Kratzer S, Haseneder R, Kochs E, Zieglgansberger W, Rammes G.

J Neurosurg Anesthesiol 2008 Oct;20(4):324-5
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Xenon Blocks Hippocampal Long-term Potentiation in Acute Mice Brain Slices
Kratzer S, Haseneder R, Kochs E, Zieglgansberger W, Rammes G
Eur J Anaesthesiol 2009;26(suppl 45): 7AP4-7

Xenon-induced Reduction of AMPA Receptor-mediated Postsynaptic Currents in the Mouse
Amygdala is Dependent on Receptor Deactivation.

Haseneder R., Kratzer S., Kochs E., Eder M., Rammes G.

Eur J Anaesthesiol 2009;26(suppl 45): 7AP4-8

Xenon Reduces Synaptic Transmission to Substantia Gelatinosa Neurons Via Postsynaptic
Mechanism

Kratzer S, Haseneder R, Kochs E, Zieglgansberger W, Rammes G.

Anesthesiololy 2009; 111:A783
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