Wie verstarken Lachgas, Xenon und Isofluran die GABA,-
Rezeptor-vermittelte zentrale Hemmung?
Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik

Rainer Haseneder



Klinik fiir Anaesthesiologie der Technischen Universitit Miinchen,
Klinikum rechts der Isar

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. E. Kochs)

Wie verstarken Lachgas, Xenon und Isofluran die GABA .-
Rezeptor-vermittelte zentrale Hemmung?
Untersuchungen mit der Patch-Clamp-Technik

Rainer Haseneder

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultdt fiir Medizin der Technischen Universitat
Miinchen zur Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier
Prifer der Dissertation:
1. Univ.-Prof. Dr. E. Kochs
2. Univ.-Prof. Dr. F. Hofmann

Die Dissertation wurde am 18.12.2002 bei der Technischen Universitit Miinchen
eingereicht und durch die Fakultat fiir Medizin am 09.04.2003 angenommen.



Meinen Eltern gewidmet



Teile der vorliegenden Dissertation wurden in folgenden Publikationen vorveroffentlicht:

Hapfelmeier G., Zieglgdnsberger W., Haseneder R., Schneck H., Kochs E.: Nitrous oxide and
xenon increase the efficacy of GABA at recombinant mammalian GABA, receptors.

Anesth Analg 2000; 91:1542-9

Hapfelmeier G., Haseneder R., Kochs E., Beyerle M., Zieglgdnsberger W.: Co-administered
nitrous oxide enhances the effect of isoflurane on GABAergic transmission by an increase in
open-channel block.

J Pharmacol Exp Ther 2001; 298:201-8

Hapfelmeier G., Haseneder R., Eder M., Adelsberger H., Kochs E., Rammes G., Zieglgansberger
W.: lsoflurane slows inactivation kinetics of rat recombinant a,p,y,-GABA, receptors:
enhancement of GABAergic transmission despite an open-channel block.

Neurosci Lett 2001; 307:97-100

Haseneder R., Rammes G., Zieglgdnsberger W., Kochs E., Hapfelmeier G.: GABA, receptor
activation and open-channel block by the anaesthetic isoflurane: a new principle of receptor
modulation.

Eur | Pharmacol 2002; 451:43-50



Inhaltsverzeichnis:

Abkiirzungsverzeichnis

1.

Einleitung

2. Theoretische Grundlagen

3.

4

2.1. Neurophysiologische Grundlagen
2.1.1. Informationsiibertragung im Nervensystem
2.1.2. Einteilung von lonenkandlen

2.1.3. Verschaltung erregender und hemmender ligandengesteuerter lonenkanéle am Beispiel des

Hippocampus
2.1.4. Funktionsprinzip ligandengesteuerter lonenkandle

2.2. Das GABAerge Neurotransmittersystem
2.2.1. GABA als Neurotransmitter
2.2.2. GABA-Rezeptoren
2.2.2.1. Einteilung
2.2.2.2. GABA,-Rezeptor
2.2.2.3. GABAgRezeptor
2.2.2.4. GABARezeptor
2.2.3. Agonisten und Antagonisten des GABA ,-Rezeptors
2.2.4. Anasthetika-Wirkung am GABA,-Rezeptor
2.2.4.1. Benzodiazepine
2.2.4.2. Barbiturate
2.2.4.3. Propofol
2.2.4.4. Etomidate
2.2.45. Ketamin
2.2.4.6. Steroidanasthetika
2.2.4.7. Volatile Anasthetika
2.2.4.8. Zusammenfassender Uberblick

2.3. Die untersuchten Inhalationsanasthetika

2.3.1. Der MAC-Wert
2.3.2. N,O
2.3.2.1. Physikochemische Eigenschaften
2.3.2.2.  Wirkung am GABAergen Neurotransmittersystem
2.3.2.3.  Wirkung an erregenden Neurotransmittersystemen
2.3.3. Xenon
2.3.3.1.  Physikochemische Eigenschaften
2.3.3.2.  Wirkung am GABAergen Neurotransmittersystem
2.3.3.3.  Wirkung an erregenden Rezeptorsystemen
2.3.4. Isofluran
2.3.4.1.  Physikochemische Eigenschaften
2.3.4.2.  Wirkung am GABAergen Neurotransmittersystem
2.3.4.3.  Wirkung an erregenden Rezeptorsystemen
2.3.5. Zusammenfassender Uberblick

2.4. Die Patch-Clamp-Technik
2.4.1. Messprinzip
2.4.2. Patch-Clamp-Konfigurationen
2.4.3. Transmitterapplikation
2.4.4. Heterologe Expression von lonenkanilen

Fragestellung

. Methodik
4.1. Zellkultur
4.2. Transfektion

4.3. Patch-Clamp-Technik
4.3.1. Vorbereitung der Zellen
4.3.2. Herstellung der Messelektroden
4.3.3. Herstellung der Whole-Cell-Konfiguration

n

AwWw W =~



4.3.4. Die schnelle Agonistenapplikation
4.3.5. Verwendete Losungen
4.3.5.1. Extrazellularlésung
4.3.5.2. Intrazellularlosung
4.3.5.3. GABA-Losung
4.3.5.4. Herstellung der gasgesattigten Lésungen
4.3.5.5. Isofluran-Lésung
4.3.5.6. Herstellung der N,O-gesattigten Isofluran-Lésungen
4.3.5.7. Herstellung der Picrotoxin- und Bicucullin-Lésungen
4.3.6. Aufnahmesystem und Auswertung der Daten
4.3.6.1. Stromaufzeichnung
4.3.6.2. Messgrolien
4.3.6.3. Statistische Auswertung

4.4. Computersimulationen der GABA ,-Rezeptor-Kinetik

5. Ergebnisse

5.1. Charakterisierung des exprimierten GABA ,-Rezeptors
5.1.1. GABA-Dosiswirkungskurve
5.1.2. Hemmung durch Bicucullin und Picrotoxin

5.2. Der Effekt gasformiger Anasthetika auf GABA-induzierte

Stromantworten
5.2.1. Die Loslichkeit von N,O und Xenon in Extrazellularlésung
5.2.2. Verstarkung GABA-induzierter Strome durch die Immobilizer N,O und Xenon
5.2.3. Kein Effekt durch den Non-Immobilizer Helium

5.3. Der Effekt von Isofluran auf die Funktion des GABA,-Rezeptors
5.3.1. Isofluran hat zwei gegensatzliche Wirkungen
5.3.2. Der verstarkende Effekt von Isofluran
5.3.3. Isofluran bewirkt zusatzlich einen Offenkanalblock
5.3.4. Modell fiir GABA ,-vermittelte IPSC und der Effekt von Isofluran
5.3.5. Computersimulation der Isofluran-Wirkungen

5.4. Der Effekt von gemeinsam appliziertem N,O und Isofluran auf GABA-
induzierte Strome
5.4.1. Applikation von GABA, N,O und Isofluran
5.4.2. Computersimulationen
6. Diskussion
6.1. N,O und Xe verstarken die Assoziation von GABA und GABA ,-Rezeptor

6.2. Isofluran verzogert die Dissoziation von GABA und blockiert gleichzeitig
den offenen GABA-Kanal

6.3. N,O verstarkt die Kanal-blockierende Wirkung von Isofluran am GABA,-
Rezeptor

Zusammenfassung
Literaturverzeichnis
Abbildungs- und Tabellenverzeichnis

10. Anhang

10.1. Materialien und Gerite
10.1.1.  Verwendete Chemikalien und Losungen
10.1.2.  Zellkultur
10.1.3.  Verbrauchsmittel
10.1.4.  Gerite

10.2. Danksagung
10.3. Verzeichnis eigener Publikationen
10.4. Lebenslauf

33
35
35
35
35
35
36
36
36
36
36
37
39

39

40

40
40
41

43
43
45
47

48
48
49
50
53
55

58
58
61

64

64

66

69
70
73
91

92

92
92
94
94
94

95
96
98



Abktiirzungsverzeichnis:
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Serotonin (5-Hydroxy-Tryptamin)

Agonist
o-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolproprionat

Blockierter Zustand des Rezeptors

Komplementare Desoxyribonukleinsdure (complementary desoxyribonucleic
acid)

Dimethylsulfoxid

Effektive Konzentration (effective concentration); x 2 Prozent des maximalen
Effektes

Exzitatorischer postsynaptischer Strom (excitatory postsynaptic current)

Exzitatorisches postsynaptisches Potential (excitatory postsynaptic potential)

y-Aminobuttersdure (y-aminobutyric acid)

Humane embryonale Nierenzellen (human embryonal kidney)

Inhibitorischer postsynaptischer Strom (inhibitory postsynaptic current)

Inhibitorisches postsynaptisches Potential (inhibitory postsynaptic potential)

Isofluran

Assoziationskonstante
Dissoziationskonstante

Minimale alveolare Konzentration (Definition siehe 2.3.1, S. 19)
Molekulargewicht

Boten-Ribonukleinsdure (messenger ribonucleic acid)
Mittelwert

Anzahl der gewerteten Experimente

N-Methyl-D-Aspartat

Lachgas (Stickoxidul)

Offener Zustand des Rezeptors

Irrtumswahrscheinlickkeit
Postsynaptischer Strom (postsynaptic current)

Geschlossener Zustand des Rezeptors (resting state)
Geschlossener Zustand des Rezeptors mit gebundenem Agonisten

Standardabweichung (standard deviation)
Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean)

Spannungsabhangige Calcium-Kanile (voltage-operated calcium channels)
Xenon

Zentrales Nervensystem

Grundsatzlich werden die international tiblichen Abkirzungen der Sl-Einheiten verwendet.
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1. Einleitung

Unter Allgemeinandsthesie im engeren Sinne ist ein medikament6s hervorgerufener Zu-
stand aus Bewusstseinsverlust (Hypnose), Analgesie bzw. Antinozizeption und vegeta-
tiver Abschirmung zu verstehen. Da die héheren Hirnfunktionen, wie z. B. das Bewusst-
sein, im Rahmen eines Gleichgewichts zwischen exzitatorischen (erregenden) und inhibi-
torischen (hemmenden) Prozessen reguliert werden, kann der Zustand der Andsthesie
vereinfacht entweder als Erhohung der neuronalen Inhibition, als Verminderung der
neuronalen Exzitation oder als Kombination von beidem angesehen werden (Tanelian,
1993).

Obwohl Anésthesie bereits seit Gber 150 Jahren angewendet wird (erste Narkose 1846
von William Morton), sind die molekularen Mechanismen der Andsthesie bis heute
immer noch nicht vollstandig geklart (Tanelian, 1993). Die strukturelle Vielfalt Andsthesie
erzeugender Substanzen, von einfachen Molekiilen wie Xenon, N,O, Chloroform und
Diethyl-Ather bis zu komplexeren Molekiilen wie Barbitursidure, Propofol oder Ketamin,
spricht gegen einen gemeinsamen Rezeptormechanismus, wie er fiir andere Substanzen
(z. B. fur Lokalanasthetika) bekannt ist (Ueda, 2001). Der Nachweis von Meyer und
Overton dariber, dass die andsthetische Potenz einer Substanz mit steigender Lipophilie
zunimmt (Meyer, 1899; Overton, 1901), filhrte zu der Hypothese, dass Anasthetika ihre
Wirkung an unpolaren Arealen in Nervenzellmembranen entfalten. Diese unpolaren
Areale konnen prinzipiell aus Lipiden oder Proteinen bestehen (Carlson, 1997). Nach der
Beschreibung der Zellmembranstruktur (Singer, 1972) beherrschte zundchst lange Zeit
die sog. unspezifische Lipidtheorie die Annahmen (ber die Mechanismen der
Andsthesie. Gemal’ der Lipidtheorie 16st sich das lipophile Anadsthetikum in der Nerven-
zellmembran und verdndert so deren physikochemische Eigenschaften, wodurch im
weiteren die Funktion transmembrandrer Proteinstrukturen moduliert wird (Trudell,
1977). Die Erkenntnisse der letzten 25 Jahre sprechen jedoch dafiir, dass nicht dieser
Lipidanteil, sondern die transmembrandren Proteine selbst den primdren Angriffsort der
Andasthetika darstellen (Proteintheorie; Franks, 1982). Insbesondere die fiir die zentrale
Exzitation und Inhibition maligeblichen Neurotransmittersysteme wurden als entscheid-
end fir die Vermittlung der Andsthesiewirkung erkannt (Krogsgaard-Larsen, 1996).

In den letzten Jahrzehnten konnten verschiedene ligandengesteuerte Rezeptor-lonen-
kanal-Komplexe (z. B. Glutamat-Rezeptoren, nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren,

GABA-Rezeptoren) als Angriffsorte von Andsthetika ermittelt werden. Dabei kommt dem
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GABAergen System als wichtigstem inhibitorischen Neurotransmittersystem eine beson-
dere Bedeutung zu. Eine Verstarkung der GABAergen Inhibition gilt als ein wichtiger von
mehreren moglichen Mechanismen fiir die Wirkung von Andasthetika auf neuronal-
zelluldrer Ebene (Franks, 1994).

Andasthetika konnen die GABAerge Inhibition prinzipiell auf verschiedene Weise
verstarken: Prasynaptisch (Steigerung der synaptischen Ausschiittung von GABA), synap-
tisch (Verminderung des GABA-Reuptakes und/oder Verminderung des enzymatischen
Abbaus) sowie postsynaptisch (direkte agonistische Wirkung am GABA-Rezeptor, Ver-
starkung der Bindung von GABA an den Rezeptor sowie direkte Modulation des CI-
Kanals; Tanelian, 1993).

Im Hinblick auf die postsynaptischen Mechanismen soll in der vorliegenden Arbeit de-
tailliert untersucht werden, wie die gasformigen Andsthetika N,O und Xe sowie das
volatile Andsthetikum Isofluran die inhibitorische GABAerge Transmission verstarken. Als
Modell fiir die GABAerge synaptische Transmission dienen GABA-induzierte Stromant-
worten von HEK 293-Zellen, die einen rekombinanten a,,y,-GABA,-Rezeptor der Ratte
exprimieren. Dabei beschrankt sich diese Arbeit nicht nur auf die experimentelle Er-
fassung der Anasthetika-Wirkung auf GABA,-Rezeptor-vermittelte Stromantworten. Die
hier verwendete zeitlich hochauflosende Technik erlaubt darliberhinaus eine mech-
anistische Beschreibung der Andsthetika-Wirkung am GABA,-Rezeptor anhand eines

kinetischen Modells.
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2.1.  Neurophysiologische Grundlagen

2.1.1.  Informationsiibertragung im Nervensystem

Wesentlich fir die Aufrechterhaltung der komplexen, integrativen Leistungen des
menschlichen ZNS ist das funktionierende Zusammenspiel exzitatorischer und inhibi-
torischer Prozesse innerhalb neuronaler Netzwerke mit sowohl divergenten als auch
konvergenten Verschaltungen. Divergenz bedeutet, dass ein Neuron Information auf
viele andere verteilt, Konvergenz bedeutet, dass ein Neuron Information von vielen
anderen erhilt. Hierbei hat die Informationsiibertragung eine elektrochemische Basis.
Die Informationsleitung innerhalb eines Neurons erfolgt durch Aktionspotentiale, welche
auf Potentialverinderungen der Nervenzellmembran beruhen. Die Ubertragung der
Aktionspotentiale von Neuron zu Neuron geschieht entweder durch elektrische oder,
weit hdufiger, durch chemische Synapsen. Chemische Synapsen benutzen einen Boten-
stoff (Neurotransmitter), der indirekt und unidirektional die Signaliibermittlung tber-
nimmt: Erreicht ein Aktionspotential das prasynaptische Ende eines Neurons, wird der
Neurotransmitter freigesetzt und diffundiert Gber den synaptischen Spalt zur post-
synaptischen Membran. Vermittelt durch - fiir den sezernierten Neurotransmitter spezi-
fische - Rezeptor-lonenkanal-Komplexe dndert sich die Permeabilitit der postsynaptisch-
en Membran fiir bestimmte lonen und damit das Membranpotential. (Zusammengefasst
nach Klinke, 1996; Greger, 1996; Petrides, 1997c.)

Man unterscheidet exzitatorische (erregende) und inhibitorische (hemmende) Neuro-
transmittersysteme. Die Bindung eines exzitatorischen Transmitters (z. B. Glutamat) an
seinen spezifischen Rezeptor bewirkt an der postsynaptischen Membran ein exzitato-
risches postsynaptisches Potential (EPSP), d. h. eine Depolarisierung der Zellmembran.
Dies wirkt erregend, da bei Uberschreitung eines bestimmten Schwellenwertes des
Membranpotentials in depolarisierender Richtung ein Aktionspotential ausgelost wird.
Bindet ein inhibitorischer Transmitter (z. B. GABA) an seinen spezifischen Rezeptor, so
entsteht ein inhibitorisches postsynaptisches Potential (IPSP), d. h. eine Hyper-
polarisation, die der Entstehung eines Aktionspotentials entgegenwirkt. (Zusammen-

gefasst nach Klinke, 1996.)
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2.1.2.  Einteilung von lonenkanalen

lonenkanile sind verantwortlich fiir die Aufrechterhaltung und Anderungen des Mem-
branpotentials von Neuronen.

Grundsatzlich unterscheidet man spannungsabhdngige (z. B. Natriumkandle) und
ligandengesteuerte lonenkandle. Wahrend spannungsabhdngige lonenkandle tber-
wiegend das Ruhemembranpotential aufrechterhalten und das Aktionspotential bilden,
vermitteln ligandengesteuerte lonenkandle die synaptische Signallibertragung, indem sie
den Anionen- bzw. Kationenfluss durch die Zellmembran regulieren. Ligandengesteuerte
lonenkandle lassen sich einerseits nach lonenselektivitit in kationenspezifische
(exzitatorische) Rezeptoren, wie z. B. Glutamat-, 5-HT,- sowie Acetylcholin-Rezeptoren
und anionenspezifische (inhibitorische) Rezeptoren, wie z. B. Glycin- und GABA,-
Rezeptoren einteilen. Andererseits unterscheidet man ionotrope und metabotrope
ligandengesteuerte lonenkandle. Bei ionotropen Rezeptoren, z. B. bei GABA,-
Rezeptoren, besteht Rezeptor und lonenkanal aus demselben Protein. Nach Bindung
des Neurotransmitters erfolgt hier die Kanal6éffnung direkt tiber eine Anderung des Iso-
merisierungszustandes des Kanalproteins, d. h. ohne zwischengeschaltete Signal-
kaskaden. Bei metabotropen Rezeptoren (z. B. GABAgRezeptoren, Katecholamin-
Rezeptoren, bestimmten 5-HT-Rezeptoren) erfolgt nach Transmitterbindung die Offnung
des lonenkanals indirekt Giber eine intrazellulire G-Protein-gekoppelte Signalkaskade.
Der eigentliche Rezeptor und der lonenkanal sind demnach zwei unterschiedliche
Proteinstrukturen. (Zusammengefasst nach Klinke, 1996; Petrides, 1997c.)

Im Gegensatz zu spannungsabhdngigen lonenkandlen, z. B. den spannungsabhdngigen
Calcium-Kanilen (VOCC), welche gegeniiber Andasthetika in klinisch relevanten Konzen-
trationen insgesamt weniger sensitiv sind, weisen bestimmte ligandengesteuerte lonenka-

ndle hingegen eine sehr hohe Sensitivitat gegeniiber Andsthetika auf (Franks, 1993).
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2.1.3.  Verschaltung erregender und hemmender ligandengesteuerter

lonenkandle am Beispiel des Hippocampus

Wegen seiner Ubersichtlichen und deshalb gut untersuchten Neuroanatomie stellt der
Hippocampus ein pradestiniertes Hirnareal zur Untersuchung von Organisation und
Funktion neuronaler Verschaltungen dar (Maccaferri, 2000). Als mutmalilich wichtiger
Zielort andsthetisch wirksamer Substanzen ist die Hippocampusregion zudem ein geeig-
netes Modell zur Untersuchung der zelluliren Wirkmechanismen von Andasthetika
(Kendig, 1991).

Physiologisch stellt der Hippocampus einen Zwischenspeicher zum Langzeitgedachtnis
dar: Er speichert und verarbeitet Informationen tber einige Wochen und Monate und
Uberfiihrt sie dann zum dauerhaften Abspeichern in die entsprechenden Areale der
GrolRhirnrinde (Kandel, 1992). Als zelluldres Korrelat fiir Funktionen wie Lernen und
Gedachtnis, die wichtigsten Leistungen des Hippocampus, gilt die besonders in der CA1-
Region gut untersuchte synaptische Plastizitat (Bliss, 1993). Man versteht darunter eine
Modulierbarkeit der synaptischen Ubertragung (synaptische Effizienz), die iiber glutamat-
erge, aber auch GABAerge Mechanismen gesteuert wird (Bliss, 1993).

Abb. 2.1 zeigt schematisch die Verschaltung des glutamatergen (erregenden) Trans-
mittersystems mit dem GABAergen (hemmenden) Transmittersystem am Beispiel der
CA1-Region des Ratten-Hippocampus. Die hyperpolarisierende, inhibitorische Kompo-
nente des postsynaptischen Potentials wird dabei iber zwischengeschaltete GABAerge

Interneurone vermittelt.
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Abb. 2.1: In der CAl1-Region des Hippocampus durchgefiihrte intrazelluldre Ableitung postsyn-
aptischer Strome zeigt nach Stimulierung der Schaffer-Kollateralen Stromantworten, die
aus einer exzitatorischen (EPSC) und einer inhibitorischen (IPSC) Komponente bestehen.
Die exzitatorische Komponente kommt dabei vor allem durch Wirkung des Transmitters
L-Glutamat auf ionotrope, glutamaterge Rezeptoren vom nichtt NMDA-Typ (sog. AMPA-
Rezeptoren'), die einen Na'-Einstrom vermitteln, zustande. Der nicht-kompetitive und
spannungsabhingige Mg”*-Block der NMDA-Rezeptoren lost sich bei Depolarisation der
postsynaptischen Membran durch Aktivierung von AMPA-Rezeptoren. Wegen ihrer
relativ langsamen Aktivierungskinetik tragen die NMDA-Rezeptoren jedoch wenig zur
postsynaptischen Antwort bei. Der inhibitorische Anteil der Stromantwort wird von der
Wirkung des Transmitters GABA bewirkt. Die schnelle Komponente in Form eines CI -
Einstromes wird hierbei durch die ionotropen GABA ,-Rezeptoren vermittelt, gefolgt von
einem durch G-Protein-gekoppelte GABAgRezeptoren vermittelten K*-Ausstrom. (Abb.
modifiziert nach Bliss, 1993.)

! Die Familie der ionotropen Glutamatrezeptoren umfalst zwei Untergruppen, die NMDA-Rezeptoren (selektiver Agonist: N-Methyl-
D-Aspartat (NMDA)) und die nichtNMDA-Rezeptoren (Kullmann, 2000). Letztere untergliedern sich in AMPA-Rezeptoren (selektiv-
er Agonist: a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolproprionat (AMPA)) und Kainatrezeptoren (Dingledine, 1999). Durch AMPA-
Rezeptoren hervorgerufene Leitfdhigkeitsanderungen der postsynaptischen Membran liegen im Bereich weniger Millisekunden,
ihnen wird daher die schnelle Komponente des postsynaptischen Stromes zugeschrieben (Dingledine, 1999).

6
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2.1.4.  Funktionsprinzip ligandengesteuerter lonenkanéle

Nach der ,Three-State-Kinetic-Theory” (del Castillo, 1957) gehen Rezeptor-lonenkanal-
Komplexe ausgehend vom geschlossen-ungebundenen Zustand (R) nach Bindung eines
Agonisten (A) Uber den Zustand (RA) in einen offenen Zustand (O) tber, wobei nur der
offene Zustand fiir die jeweiligen kanalspezifischen lonen passierbar ist. Der Ubergang
von Zustand R nach RA kann entsprechend als ,binding” bezeichnet werden. Die darauf-
folgende Isomerisierung zum Zustand O (Kanal6ffnung) nennt man ,gating”. Abb. 2.2

zeigt das einfachst mogliche Reaktionsschema.

,binding” ,gating”

: Kon B
Koff a

Abb. 2.2: Einfachstes kinetisches Modell zur Funktionsweise eines
Rezeptor-lonenkanal-Komplexes. Der Zustand R geht unter
Bindung des Agonisten A in einen geschlossen-ge-
bundenen Zustand (RA) liber, der dann in den Offenzu-
stand O (bergehen kann. Diese bidirektionalen Reaktio-
nen werden von den Assoziations- bzw. Dissoziationskon-
stanten (K., bzw. K z) und von den ,gating”-Raten o. bzw.
B bestimmt.

Je nach Agonist und lonenkanal kénnen auch mehrere Bindungsschritte zur Offnung des
lonenkanals notwendig sein (Colquhoun, 1981). Die Anzahl der Bindungsschritte lalst
sich anhand des Hill-Koeffizienten fir die Dosiswirkungsbeziehung zwischen Agonist
und der induzierten Stromantwort abschitzen. Abhingig von der Art des Kanals, des
Agonisten, dessen Konzentration und Interaktion mit anderen Substanzen muss ein
solches Reaktionsschema um zusatzlich mogliche Zustinde (z. B. blockiert, de-
sensitisiert) erweitert werden. Darliber hinaus sind auch unterschiedliche Offenzustande
(Dauer, Gesamtleitfahigkeit) denkbar (Colquhoun, 1981).

Durch Interaktion zwischen lonenkanal (z. B. GABA,-Rezeptor) und einer Substanz (z. B.
eines Andsthetikums) kénnen bestimmte Schritte in einem solchen Reaktionsschema be-
einflusst werden (z. B. Erhohung der Agonistenbindung) und/oder zusatzliche Zustande

entstehen (z. B. kompetitiver oder nichtkompetitiver Block, Kanalaktivierung).
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2.2. Das GABAerge Neurotransmittersystem

y-Aminobuttersaure (GABA) wurde 1950 von zwei verschiedenen Arbeitsgruppen ent-
deckt (Roberts, 1950; Awapara, 1950). Schon bald wurde postuliert, GABA konne die
Grundlage der zentralen Inhibition darstellen (Hayashi, 1956). Den Status eines inhibi-
torischen Neurotransmitters erhielt die Substanz jedoch erst Mitte der 60er Jahre
(Kravitz, 1963; Otsuka, 1966; Krnjevic, 1967). Heute ist unumstritten, dass GABA im
menschlichen Gehirn den vorherrschenden inhibitorischen Neurotransmitter darstellt
und somit hauptverantwortlich fiir die schnelle inhibitorische synaptische Transmission ist
(Mohler, 1996a).

Etwa ein Drittel aller Synapsen im Sdugetierhirn ist GABAerg (Bloom, 1971). Die meisten
GABAergen Neurone sind inhibitorische Interneurone, d. h. Neurone mit kurzem Axon
und lokaler Verschaltung (Goodchild, 1993). Beispielsweise in der CA1-Region des
Hippocampus haben diese Interneurone nur einen Anteil von < 10% an der Gesamtzahl
der Neurone (Olbrich, 1985), wegen ihrer divergenten Verschaltung besitzen sie jedoch
einen grofRen inhibitorischen Einfluss (Freund, 1996). Die Aktivierung von GABA-Rezep-
toren ist somit von entscheidender Bedeutung fiir die zentrale Inhibition (Mohler,
1996b). Das GABAerge Neurotransmittersystem spielt eine Rolle bei der Entstehung von
Schlaf und medikamentds induzierter Hypnose sowie allgemein bei der Limitierung
neuronaler Exzitation. Bei bestimmten Epilepsieformen, bei Angststérungen, sowie Lern-
und Gedachtnisdefiziten konnen Storungen des GABA-Systems vorliegen (Goodchild,
1993).

Der folgende Abschnitt gibt einen Uberblick iiber den Neurotransmitter GABA, die
GABA-Rezeptoren (insbesondere den GABA,-Rezeptor), sowie die pharmakologische

Beeinflussbarkeit des GABAergen Neurotransmittersystems.
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2.2.1.  GABA als Neurotransmitter

y-Aminobuttersaure (GABA, MG 103,1; Strukturfor-
mel: Abb. 2.3) entsteht in einer pyridoxalphosphat-
abhangigen Reaktion durch Decarboxylierung aus
Glutamat. Diese Reaktion wird im Nerven- und Glia-
gewebe durch das Enzym Glutamatdecarboxylase |,
in anderen Geweben durch das Enzym Glutamat-
decarboxylase Il katalysiert (Petrides, 1997c).

GABA findet sich im gesamten ZNS, die Konzentra-
tion ist jedoch von Region zu Region unterschiedlich:
Die hochsten Konzentrationen finden sich in den
Basalganglien, im Hippocampus, im Kleinhirn und im
Hypothalamus, sowie in den Rickenmarks-Hinter-

hornern (Goodchild, 1993).

Abb. 2.3: Strukturformel des Neuro-
transmitters  y-Aminobut-
tersdure (GABA).

Die Freisetzung von GABA aus der prasynaptischen Terminale erfolgt durch Exozytose,

die Uber einen Aktionspotential-getriggerten Ca®*-Influx durch VOCC ausgelost wird

(Klinke, 1996). Im synaptischen Spalt diffundiert GABA zur postsynaptischen Membran
und 6ffnet dort u. a. GABA,-Rezeptor-Kandle (Klinke, 1996). Die Wirkung von GABA im

synaptischen Spalt wird zum einen durch enzymatischen Abbau, zum anderen durch Re-

absorbtion beendet (Petrides, 1997c). Dieser Na'-Gradient-abhdngige Transport erfolgt

durch membranstandige Proteinkomplexe (= Neurotransmitter-Transporter) auf Nerven-

und Gliazellen (Masson, 1999).

Abb. 2.4 zeigt schematisch Freisetzung, Wirkung und Wiederaufnahme des Transmitters

GABA an der GABAergen Synapse.
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GABA;- prasynaptische

Terminale

Glutamat

/

Gliazelle

GABAg- GABA,- ,postsynaptic
Rezeptor Rezeptor density”

Abb. 2.4: Freisetzung, Wirkung und Wiederaufnahme von GABA an der GABAergen
Synapse: Aus Glutamat synthetisiertes und aus dem synaptischen Spalt
wiederaufgenommenes GABA wird in Vesiklen gespeichert (i). In den synap-
tischen Spalt freigesetztes GABA aktiviert postsynaptische GABA -Rezep-
toren (ii) sowie pra- und postsynaptische GABAg-Rezeptoren (iii). Letztere in-
hibieren Ca**-Kanidle und aktivieren K'-Kandle iiber G-Protein-gekoppelte
Mechanismen. Die Aktivierung prédsynaptischer GABAgRezeptoren hemmt
die Freisetzung von GABA aus der prasynaptischen Nervenendigung. Vor
allem in héheren Hirnregionen ist die bedeutenste postsynaptische Wirkung
die Aktivierung von GABA,Rezeptoren mit daraus resultierendem
erhéhtem Cl-Einstrom in die postsynaptische Zelle. Beendet wird die
Wirkung von GABA u. a. durch Wiederaufnahme aus dem synaptischen
Spalt iiber Na'-gekoppelten, aktiven Transport (iv). (Abb. modifiziert nach
Tanelian, 1993.)

Die Bildung eines kurzen (ein bis wenige Millisekunden; Clements, 1996) GABA-
Gradienten im synaptischen Spalt 16st ber allosterische Aktivierung der GABA,-
Rezeptoren einen Cl-Einstrom aus (Olsen, 1990). Diese GABA,-Rezeptor-vermittelte
schnelle Komponente des IPSC bewirkt eine kurzzeitige Hyperpolarisation der post-

synaptischen Membran in Form eines IPSP (Sakmann, 1983). Die Ldnge eines IPSC
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bestimmt die Dauer der Hyperpolarisation, die der Ausl6sung eines Aktionspotentials am
postsynaptischen Neuron entgegenwirkt (Jones, 1995). Eine Verlangerung von GABA-
ergen IPSC ist demnach ein entscheidender Mechanismus fiir die zentral-hemmende
Wirkung von Benzodiazepinen und Andsthetika (Tanelian, 1993). Die Dauer des durch
den kurzen synaptischen GABA-Gradienten ausgelosten IPSC wird wiederum haupt-
sachlich durch die wesentlich langsamere Inaktivierungs-Kinetik der GABA ,-Rezeptor-

Kandle terminiert und viel weniger durch die Dauer des GABA-Gradienten (Jones, 1995).

2.2.2.  GABA-Rezeptoren

2.2.2.1. Einteilung

Nach der Klassifikation der GABA-Rezeptoren von Hill und Bowery 1981 (Hill, 1981)
werden Bicucullin-sensitive und Baclofen-insensitive GABA-Rezeptoren als GABA,-Re-
zeptoren, Bicucullin-insensitive und Baclofen-sensitive als GABA;-Rezeptoren bezeichnet.
Das Molekulargewicht des GABA ,-Rezeptor-Komplexes betrdagt etwa 300 kDa, das des
GABA-Rezeptors etwa 80 kDa (Kuriyama, 1993).

2.22.2. GABA ,-Rezeptor

GABA ,-Rezeptoren gehoren, wie 5HT,-, Glycin- und nikotinische Acetylcholin-Rezep-
toren, zur Familie der ligandengesteuerten lonenkanale (Schofield, 1987).

Der GABA,-Rezeptor setzt sich aus flinf transmembrandren Untereinheiten zusammen,
wobei bis heute 19 verschiedene (a., ¢, B4 Vi3 O, € T, p,5) identifiziert wurden (Barnard,
1998). Von den vielen moglichen Untereinheitenkombinationen kommen in der Natur
allerdings nur relativ wenige vor (Hirouchi, 1994). Die im menschlichen ZNS am
haufigsten anzutreffende Stochiometrie eines Rezeptors ist 2a, 2B, 1y, (Chang, 1996).
Abb. 2.5 zeigt schematisch den Aufbau des GABA,-Rezeptors.

Die Bindungsstelle des Agonisten GABA besteht aus Teilen der o~ und Teilen der B-
Untereinheit (Amin, 1993). Benzodiazepine haben eine definierte Bindungsstelle an der
o-Untereinheit (Pritchett, 1989; siehe Abb. 2.5), wahrend die genauen Bindungsstellen

fir z. B. Barbiturate und neuroaktive Steroide noch nicht bekannt sind (Mohler, 1996a).

11
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Barbiturate
/ ‘ GABA, Bicucullin
e B 24— Steroide

o 4——— GABA, Bicucullin
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|

%2

-~
:.)(':
I —
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Abb. 2.5: Der GABA,Rezeptor besteht aus fiinf Glykoprotein-Unterein-
heiten. Zusammengelagert bilden sie eine zentrale Pore, die sich
bei Aktivierung des Kanals lochblendenartig spezifisch fir Cl-
lonen offnet. Fiir GABA und andere Rezeptormodulatoren
wurde, sofern bekannt, die jeweilige Bindungsstelle zugeordnet.
(P: Phosphorylierungsstelle; Abb. modifiziert nach Upton, 1996.)

Abb. 2.6 zeigt schematisch den Aufbau einer aus ca. 450 bis 550 Aminosduren be-
stehenden GABA,-Rezeptor-Untereinheit. Der extrazelluldare N-Terminus des Glyko-
proteins besitzt Glykosilierungsstellen und eine Cystinbriicke. Der C-Terminus liegt eben-
falls extrazellular (Petrides, 1997a). Zwischen den Domanen 3 und 4 liegt intrazellular
eine Polypeptid-Schleife, an der sich bei den meisten Untereinheiten ein phosphorylier-
barer Serylrest befindet (Petrides, 1997a). Von den a-helikalen Transmembran-Domanen
(TM) 1-4 ist die Domdne 2 an der Bildung der lonenkanalpore beteiligt (Macdonald,
1994), wo eine Haufung positiver Aminosdurereste die selektive Durchlassigkeit fiir die
negativ geladenen Cl-lonen erzeugt (Barnard, 1987). Dieser Bereich bildet zusammen
mit den anderen TM2 eine Engstelle innerhalb der lonenkanalpore, das sog. ,gate”

(Seeburg, 1990).
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Abb. 2.6: Jede Untereinheit des GABA-Rezeptors besteht aus vier hydrophoben
transmembrandren o-Helices, sowie extra- und intrazelluldr liegend je
einem globuldren Anteil. Durch G-Protein-vermittelte Phosphorylierung
des Rezeptors kénnen auch andere Transmitter, wie z. B. Dopamin,
Adenosin und Histamin die Funktion des GABA-Rezeptors modulieren.
(Feigenspan, 1994). (Abb. modifiziert nach Petrides, 1997a.)

2.2.2.3. GABA;-Rezeptor

Im Gegensatz zum ionotropen GABA,-Rezeptor ist der metabotrope GABA;-Rezeptor

G-Protein-gekoppelt (Bowery, 1989). Der GABAg-Rezeptor ist ein Protein mit sieben

transmembrandren Untereinheiten (Kaupmann, 1997). Die Aktivierung des GABA;-Re-

zeptors fiihrt Gber Erhéhung der K*-Leitfahigkeit und Verringerung der Ca**-Leitfahigkeit

zu einer Hyperpolarisation der neuronalen Membran (Kuriyama, 2000). Damit bilden

postsynaptische GABA;-Rezeptoren die langsame Komponente der GABAergen IPSP

(Mohler, 2001). Durch Verstarkung dieser GABAy-Rezeptor-vermittelten Mechanismen

wirkt Baclofen als Myotonolytikum (Bowery, 1996). Wahrend eine Interaktion von
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Andsthetika mit dem GABAg-Rezeptor lange Zeit verneint wurde (Bowery, 1993), wird in
neueren Arbeiten z. B. eine Aktivierung pra- und postsynaptischer GABA-Rezeptoren

durch Sevofluran beschrieben (Hirota, 1997).

2.2.2.4. GABARezeptor

Eine Gruppe ,atypischer” ionotroper GABA-Rezeptoren (Bicucullin-insensitiv, Baclofen-
insensitiv) wird als GABARezeptoren bezeichnet (Drew, 1984). Tatsdachlich handelt es
sich hierbei aber um einen p-Untereinheiten enthaltenden GABA ,-Rezeptor, die Klassifi-
kation ,GABA~Rezeptor” wird daher nicht mehr beflirwortet (Barnard, 1998).

Diese Rezeptoren wurden v. a. aus retinalem Gewebe kloniert (Johnston, 1996). Sie sind
insensitiv gegenliber Barbituraten (Shimada, 1992), Benzodiazepinen (Shimada, 1992)
und neuroaktiven Steroiden (Mihic, 1996). Fir volatile Anasthetika (Mihic, 1996) und
N,O (Yamakura, 2000) hingegen wurde ein inhibierender Effekt auf den GABA-

Rezeptor beschrieben.

2.2.3.  Agonisten und Antagonisten des GABA ,-Rezeptors

Bei agonistisch wirksamen Substanzen muss zwischen direkter Kanal-Aktivierung (z. B.
durch GABA, Muscimol, Barbiturate) und einer Verstarkung der GABA-Wirkung (z. B.
durch Benzodiazepine) unterschieden werden. Tab. 2.1 zeigt eine Auswahl der wich-

tigsten Modulatoren des GABA ,-Rezeptors.

GABA- Benzodiazepin- | Barbiturat- Kanallumen
Bindungsstelle | Bindungsstelle Bindungsstelle
agonistisch GABA, Muscimol | Benzodiazepine | Pentobarbital,
(Diazepam, Phenobarbital,
Flunitrazepam u. | (-)MPPB?
v. a.)
antagonistisch Bicucullin Flumazenil (= Ro | (+)MPPB? Picrotoxin, Zn**
15-1788)

Tab. 2.1: Auswahl der wichtigsten Agonisten und Antagonisten am GABA ,-Rezeptor, zugeordnet zur
jeweiligen Bindungsstelle (zusammengefasst nach Upton, 1996). Agonisten und Anta-
gonisten am GABA,-Rezeptor spielten, ganz abgesehen von z. T. erheblicher klinischer
Relevanz, vor Einfiihrung molekulargenetischer Methoden eine wichtige Rolle zur Unter-
scheidung und Klassifizierung verschiedener GABA-Rezeptor-Typen (Hill, 1981).

2 (-)/(+)MPPB = (-)/(+)1-Methyl-5-phenyl-5-propylbarbitursaure
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Neben den in Tab. 2.1 zusammengefassten Liganden wurden fiir zahlreiche weitere Sub-
stanzen, insbesondere Andsthetika, modulatorische Effekte am GABA,-Rezeptor nach-

gewiesen (siehe Abb. 2.5, S. 12, sowie 2.2.4).

2.2.4.  Anasthetika-Wirkung am GABA ,-Rezeptor

Verstarkung der inhibitorischen Wirkung des GABA,-Rezeptors durch Anasthetika stellt
einen wesentlichen Teil der neuronalen Mechanismen der Andsthesie dar (Tanelian,
1993). Der folgende Abschnitt gibt einen kurzen Uberblick {iber anisthetisch wirksame
Substanzen und deren Interaktion mit dem GABA,-Rezeptor. Die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Substanzen N,O, Xe und ISO werden beziiglich ihrer bisher be-

kannten Effekte an Rezeptor-lonenkanal-Komplexen im Abschnitt 2.3, S. 19 behandelt.

2.2.4.1. Benzodiazepine

Der ,Benzodiazepin-Rezeptor” ist eigentlich die Benzodiazepin-Bindungsstelle innerhalb
des GABA ,-Rezeptor-Komplexes (Upton, 1996). Benzodiazepine aktivieren den GABA-
Kanal nicht direkt, sie verstarken die Aktivitat des GABA,-Rezeptors vielmehr durch eine
Erh6hung der GABA-Affinitdt (Olsen, 1991). Nach der ,Three-State-Kinetic-Theory” (del
Castillo, 1957) bedeutet dies ein erhohtes ,binding” von GABA, was sich auf Einzelkanal-
ebene entsprechend in einer erhoéhten Kanal-Offnungsfrequenz bei unverinderter
mittlerer Offnungsdauer (Study, 1981) zeigt. Dies steht auch im Einklang mit einer
vergrolBerten Amplitude und einem verlangerten Zeitverlauf von GABAergen IPSC unter

dem Einfluss von Benzodiazepinen (Segal, 1984).

2.2.4.2. Barbiturate

Barbiturate zeigen verschiedene Effekte am GABA ,-Rezeptor. Wie Benzodiazepine er-
hohen sie die GABA-Affinitdt (Parker, 1986), verstarken dadurch GABA-induzierte CI-
Stromantworten (Holland, 1990) und verlangern GABA-vermittelte IPSC (Holland, 1990).
Im Unterschied zu Benzodiazepinen zeigte sich auf Einzelkanalebene jedoch eine Ver-
lingerung der mittleren Offnungsdauer der Einzelkanalereignisse bei gleichbleibender
Offnungsfrequenz (Segal, 1984). Nach der ,Three-State-Kinetic-Theory” (del Castillo,
1957) bedeutet dies eine Verstarkung der GABA-Wirkung durch erleichtertes ,gating”
des GABA-Kanals. Zusatzlich aktivieren Barbiturate den GABA,-Rezeptor direkt und

induzieren so einen GABA-unabhingigen CI-Strom (Robertson, 1989).
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2.2.4.3. Propofol

Propofol (2,6-Diisopropylphenol) bewirkt in klinisch relevanten Konzentrationen an Hirn-
schnitten von Ratten eine verstarkte GABAerge Hemmung (Hales, 1991). Propofol be-
sitzt am GABA,-Rezeptor eine Bindungsstelle, die sich von der Benzodiazepin-Bindungs-
stelle unterscheidet (Peduto, 1991). Wie Barbiturate bewirkt Propofol eine direkte
Aktivierung des GABA,-Rezeptors (Sanna, 1995), eine Erhohung GABA-induzierter
Stromantworten (Sanna, 1995) und eine Verlangerung GABAerger IPSC (Orser, 1994).
Wie Benzodiazepine erhéht Propofol die Einzelkanal-Offnungsfrequenz bei gleich-

bleibender mittlerer Offnungsdauer (Orser, 1994).

2.2.4.4. Etomidate

Etomidate zeigt am GABA,-Rezeptor einen direkt aktivierenden Effekt (Robertson, 1989),
eine Verstarkung GABA-induzierter Strome durch Erhéhung der GABA-Bindung, eine
Verlangerung GABAerger IPSC sowie eine erhohte Einzelkanal-Offenwahrscheinlichkeit

(Yang, 1996).

2.2.4.5. Ketamin

Der hauptsachlich beschriebene Wirkmechanismus von Ketamin besteht in einer
Hemmung der NMDA-Rezeptor-Aktivitdt (Franks, 1994). Dariiberhinaus beschreiben
einige Arbeiten auch eine Erh6hung der GABA ,-Rezeptor-Aktivitdt (Little, 1984) und eine
Verlangerung GABAerger IPSC (Gage, 1985).

2.2.4.6. Steroidandsthetika

Auch das andsthetisch wirksame Steroid Alphaxalone (3-Alpha-hydroxy-5-alpha-pregnane-
11,20-dion) bewirkt eine Verstirkung GABA-induzierter Stromantworten, (in hoheren
Konzentrationen) eine direkte Aktivierung von CI-Strémen (Barker, 1987) und eine Ver-

langerung von GABAergen IPSC (Harrison, 1987).

2.2.4.7. Volatile Anasthetika

Eine Verstarkung der GABA,-Rezeptor-Aktivitdt ist auch fiir volatile Andasthetika seit
lingerem bekannt (Moody, 1988). Patch-Clamp-Untersuchungen an Ganglionneuronen
der Rickenmarks-Hinterwurzel von Ratten zeigten, dass sich eine durch niedrige GABA-
Konzentrationen ausgel6ste Stromantwort durch klinisch relevante Konzentrationen (2-

facher MAC-Wert, Definition siehe 2.3.1, S. 19) von Halothan, ISO und Enfluran um etwa

16



2. Theoretische Grundlagen

das Dreifache erhohen liels (Nakahiro, 1989). Auch bei in Xenopus Oozyten® heterolog
exprimierten GABA ,-Rezeptoren zeigte sich dieser Effekt. Allerdings wurden die Strom-
antworten auf hohere GABA-Konzentrationen nicht verstarkt, durch Enfluran sogar ver-
mindert (Lin, 1992). Ebenso verringerten Enfluran und Halothan die Amplitude von
GABA ,-Rezeptor-vermittelten IPSC an Neuronen von Hippocampusschnitten der Ratte,
verlangerten jedoch deren Zeitverlauf, wodurch insgesamt der GABAerge transmem-

brandre Ladungsfluss anstieg (Banks, 1999).

2.2.4.8. Zusammenfassender Uberblick

Die Erkenntnisse der letzten Jahrzehnte hinsichtlich der Wirkung von Andsthetika auf das
GABA ,-Rezeptor-System werden im Allgemeinen mit dem Begriff ,Verstarkung” sub-
summiert. Zahlreiche elektrophysiologische Untersuchungen zeigten, worauf diese Ver-
starkung im Einzelnen beruht. Hierbei konnen unterschiedliche Messparameter be-
trachtet werden. Untersuchungen von Einzelkanalstromen, GABAergen Summenstromen
und GABAerger synaptischer Ubertragung an Hirnschnittpriparaten weisen zwar
tberwiegend in die Richtung einer ,Verstarkung” durch Andsthetika, die zahlreichen
Reviews zu diesem Thema liefern jedoch keine klare Ubersicht iiber die verschiedenen
Andsthetika hinsichtlich ihrer Wirkungen auf die unterschiedlichen Messparameter.
Ferner ist auch zu beriicksichtigen, um welches Untersuchungsmaterial es sich handelt,
da es durchaus Unterschiede z. B. zwischen endogenen und rekombinant-transfizierten
Rezeptoren sowie zwischen verschiedenen Spezies gibt. Die folgende Tab. 2.2 soll in
Teilen ein differenzierteres Bild (ber die bisher aus elektrophysiologischen Unter-

suchungen gewonnenen Erkenntnisse (iber einige Andsthetika widerspiegeln.

3 . el
Xenopus laevis = stidafrikanischer Krallenfrosch
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Direkte Affinitdt von | Stromantwort IPSC Einzelkanal-Aktivitit
Aktivierung des | GABA zum | Amplitude Amplitude Offnungs- mittlere Offen-
GABA,- Rezeptor frequenz zeit
Rezeptors Dauer Dauer Burstfrequenz Burstlange
o %) (Study, T (Skerritt, T (Segal, 1984™nat, T (Segal, 1984™nat) T (Study, 1981™"t | @ (Study, 1981™""
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£ g 1988"™") Twyman, u.a.)
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S T (Zimmerman, 1994 T (Holland, 1990""" ® (Twyman, T (Twyman,
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s Krasowski, 1997 u.a.)
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Untersuchungsmaterial:

" HEK293 Zellen

*¢ Xenopus Oozyten

" Mdusefibroblasten

“ Kortexneuronen der Ratte

" Hippocampusneuronen der Ratte
"™ Hippocampusneuronen der Maus
™ Riickenmarksneurone der Maus

" Riickenmarksneurone der Ratte

™ Neuronen des olfaktorischen Kortex des Meerschweinchens

Katze

Volatile Andsthetika:
" Halothan

" Enfluran

& Chromaffinzellen des Rindernebennierenmarkes

© Neuronen des Ganglion cervicale superior der Ratte
* Neuronen des Nucleus tractus solitarius der Ratte

# Ganglionneuronen der Riickenmarkshinterwurzel der

** Sevofluran
"* hei hohen Anisthetika-Konzentrationen
"k bei niedrigen Anisthetika-Konzenttrationen

Rezeptortyp:
" nativer Rezeptor

122
n22

1228

transfizierter o,B,y, GABA,-Rezeptor
transfizierter a,,8,y,. GABA-Rezeptor
transfizierter o, B,y,s GABA,-Rezeptor

"2 transfizierter o,B,v, GABA,-Rezeptor

tdiv

verschiedene transfizierte GABA-Rezeptoren

T erhoht; 4 erniedrigt; e gleichbleibend/keine Verdnderung; + Effekt vorhanden; & kein Effekt; - keine Daten bekannt;

Tab. 2.2: Uberblick iiber die Wirkungen einiger ausgewdhlter Anisthetika. Einerseits wird hier zwischen
direkter GABA-Rezeptor-Aktivierung und Beeinflussung der GABA-Wirkung (Affinitidt zum Re-
zeptor, GABA-Stromantworten, GABAerge IPSC, Einzelkanalstrome) unterschieden. Anderer-
seits werden Methoden und Untersuchungsmaterial (Kulturzellen, Hirnschnittprdparate,
endogen- bzw. heterolog exprimierte GABA-Rezeptoren, Spezies) berticksichtigt. In der
Literatur ist eine tabellarische Darstellung dieser Ausfiihrlichkeit bisher nicht zu finden.
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2.3. Die untersuchten Inhalationsanasthetika

2.3.1. Der MAC-Wert

Der MAC-Wert (minimal alveolar concentration) ist die alveoldre Konzentration eines In-
halationsanasthetikums, die bei 50% der Probanden eine motorische Reaktion auf einen
definierten Schmerzreiz (Hautinzision bestimmter Linge an der Unterarminnenseite)
unterdriickt (Eger, 1965). Die in diesem Sinne wirksamen Substanzen werden deshalb
auch als Immobilizer bezeichnet. Immobilisation bedeutet jedoch noch nicht Andsthesie
als jenen komplexen Zustand (siehe S. 1), der nicht immer mit einer einzelnen Substanz
erreicht werden kann. MAC-Werte einzelner Inhalationsandsthetika konnen in Kom-
bination mit anderen Andsthetika, Sedativa oder Analgetika erheblich vermindert sein.
Dartiberhinaus variiert der MAC-Wert inter- und intraindividuell erheblich (emotionaler
Zustand, Pramedikation, Alter, Stoffwechselsituation, Gewdohnung an zentralwirksame
Substanzen). Demgegeniiber unterscheiden sich die MAC-Werte von Menschen von

denen anderer Spezies (z. B. Nagetiere, Affen) oft viel weniger (Koblin, 1998).

23.2. N,O

N,O (Stickoxidul, Lachgas) ist das édlteste synthetische Narkosegas. Es wurde 1772 von
Joseph Priestley hergestellt und 1862 erstmalig erfolgreich von Gardner Colton bei einer

Zahnextraktion angewendet (Dzoljic, 1996a).

2.3.2.1. Physikochemische Eigenschaften

N,O (MG: 44; Strukturformel: Abb. 2.7) hat beim Men-

schen einen MAC-Wert von 104%; dieser ist also nur unter N=N=0O
hyperbaren Bedingungen zu erreichen (Gonsowski, 1994).

o i . . Abb. 2.7: Lachgas (= N,O,

In der klinischen Praxis wird daher das gut analgetisch Stickoxidul).
wirksame N,O vor allem in Kombination mit anderen

Andsthetika (wie z. B. ISO) eingesetzt (Larsen, 1999). N,O

ist ein stabiles Molekil, es wird nach Inhalation nicht

metabolisiert (Dzoljic, 1996a).
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2.3.2.2. Wirkung am GABAergen Neurotransmittersystem

Am Tiermodell wurde gezeigt, dass zumindest ein Teil der N,O-bedingten Verminderung
neuronaler Erregbarkeit (erfasst durch Messung visuell evozierter Potentiale) durch Inter-
aktion von N,O mit dem GABA,-Rezeptor-Komplex bedingt ist (Dzoljic, 1996b). Auch
fir den analgetischen (Emmanouil, 1989) bzw. anxiolytischen (Emmanouil, 1994) Effekt
von N,O wurde im Tiermodell eine Beteiligung des GABA-Systems nachgewiesen.

Eine Erhohung der GABA ,-Rezeptor-Aktivitat durch N,O wurde erst in wenigen Arbeiten
beschrieben. In akut-dissoziierten hippocampalen CA1-Neuronen der Ratte verstarkte
N,O GABA,-Rezeptor-vermittelte Cl-Strome (Dzoljic, 1998). Ein gebrauchliches Modell
flr synaptische Verschaltungen sind dissoziierte Hippocampus-Neurone, die in Kultur mit
sich selbst sog. ,Autapsen” bilden. Hier erhohte N,O den GABAergen inhibitorischen
Ladungstransfer insbesondere durch eine Verlangerung dieser autaptischen IPSC

(Mennerick, 1998).

2.3.2.3. Wirkung an erregenden Neurotransmittersystemen

Auf Glutamat-Rezeptoren hat N,O hingegen eine hemmende Wirkung: In Einzelkanal-
Untersuchungen zeigte sich eine verminderte Offenwahrscheinlichkeit (Macdonald,
1995), Messungen an Hippocampus-Neuronen der Ratte zeigten verminderte NMDA-
Rezeptor-vermittelte Stromantworten (Jevtovic-Todorovic, 1998). Auch am nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptor verminderte N,O die Kanaloffenzeit (Wachtel, 1995). Die Strom-
antwort von in Xenopus Oozyten heterolog exprimierten nikotinischen Acetylcholin-
Rezeptoren wurde nur bei Vorhandensein der B,-Untereinheit vermindert, was fir eine

definierte Bindungsstelle von N,O sprechen kénnte (Yamakura, 2000).

2.3.3.  Xenon

Xe (MG: 131,3) wurde 1898 entdeckt und gilt als das einzige unter normobaren Beding-
ungen andsthetisch wirksame Edelgas (Dingley, 1999).

2.3.3.1. Physikochemische Eigenschaften
Mit einem MAC-Wert von 71% ist es potenter als N,O (Dingley, 1999). Aus klinischer
Sicht ist die Anwendung von Xe als Andsthetikum wegen seiner ausgepragten kardio-

vaskuldren Stabilitdt von grolem Vorteil (Dingley, 1999).
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2.3.3.2. Wirkung am GABAergen Neurotransmittersystem

Bisher beschaftigten sich nur wenige Arbeiten mit der Interaktion von Xe und
Neurotransmittersystemen (siehe Tab. 2.3, S. 23). Eine Wirkung von Xe auf die
GABAerge synaptische Transmission wurde dabei bisher verneint (Franks, 1998). Auch
diese Arbeitsgruppe verwendete flir diese Untersuchungen sog. ,Mikroinseln” mit

,Autapsen“-bildenden Hippocampus-Neuronen (siehe 2.3.2.2, S. 20).

2.3.3.3. Wirkung an erregenden Rezeptorsystemen

Auch fiir Xe wurde ein hemmender Effekt auf den NMDA-Rezeptor beschrieben: In
Hippocampus-Neuronen der Ratte verminderte Xe NMDA-Rezeptor-vermittelte Strom-
antworten (Franks, 1998). Dieser hemmende Effekt, der unter den Glutamat-Rezeptoren
relativ spezifisch fir den NMDA-Rezeptor ist, gilt bislang als maligeblich fir die
anasthetische Wirkung von Xe (Franks, 1998).

2.3.4. lIsofluran

Isofluran wurde erstmals 1965 synthetisiert, 1984 in Deutschland in der Klinik eingefiihrt

und wird bis heute routinemalig eingesetzt.

2.3.4.1. Physikochemische Eigenschaften
SO (Strukturformel: Abb. 2.8) hat ein Molekulargewicht von

184,5 und einen Dampfdruck von ca. 238 mmHg. Es eignet l|: (|:l l|:

sich daher als dampfférmiges Andsthetikum mit einem MAC- F | | O | H
Wert von 0,75 Vol% in 100% O,, 0,26 Vol.% in 70% FH F
N,0/30% O, (Larsen, 1999). Abb. 2.8: fstglkturforme/ von

2.3.4.2. Wirkung am GABAergen Neurotransmittersystem

Neben einer Verstarkung GABAerger Mechanismen (Zimmerman, 1994; siehe auch Tab.
2.3, S. 23) zeigt ISO, insbesondere in hheren Konzentrationen, auch eine blockierende
Wirkung am GABA,-Rezeptor (Edwards, 1997), was nicht unmittelbar mit einer ver-
minderten neuronalen Erregbarkeit in Verbindung zu bringen ist. Es gibt jedoch Befunde,
die zeigen, dass Kanal-blockierende Substanzen Acetylcholin-Rezeptor-vermittelte End-

platten-EPSC verlangern (Neher, 1978). Auch die Verlangerung GABAerger IPSC durch
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ISO konnte durch eine sog. Offenkanalblockade des GABA-Kanals verursacht sein
(Jones, 1993). Als méglicher Mechanismus gilt eine verzogerte Rezeptor-Inaktivierung in
Anwesenheit eines Offenkanalblockers. In Einzelkanal-Ableitungen zeigt sich dies in
verlingerten und vermehrten ,Salven” von Offnungen und SchlieRungen einzelner
lonenkandle, was man damit erklart, dass ein blockierendes Molekiil die lonenkanalpore
in einem bestimmten Gleichgewicht verschlieft und wieder freigibt (Beam, 1976).
Gleichzeitig erklart eine solche Blockade die durch ISO verursachte Verminderung der
GABA-IPSC-Amplitude (Banks, 1999).

Einen Offenkanalblock-Mechanismus erkennt man insbesondere daran, dass sich ein
Transmitter-ausgeloster Strom im Moment der schnellen Entfernung einer Kanal-block-
ierenden Substanz voriibergehend sprunghaft erhéht. Dieser sog. Wiederoffnungsstrom
markiert den Ubergang der Kanile vom (im offenen Zustand) blockierten in den wieder-
geoffneten Zustand. Im Zusammenhang mit ISO wurden solche Wieder6ffnungsstrome
z. B. an GABAergen Flusskrebs-Endplatten (Adelsberger, 1998) und an nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptoren (Scheller, 1997) beschrieben.

2.3.4.3. Wirkung an erregenden Rezeptorsystemen

Am nikotinischen Acetylcholin-Rezeptor reduziert 1ISO in klinisch relevanter Konzentra-
tion die von Acetylcholin ausgel6ste Stromantwort; diesem Befund liegt wahrscheinlich
ein Offenkanalblock-Mechanismus zugrunde (Scheller, 1997). Glutamaterge exzita-
torische postsynaptische Potentiale (EPSP) im Hippocampus werden durch ISO
verringert (Nishikawa, 2000).
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2.3.5.

Zusammenfassender Uberblick

In Anlehnung an Tab. 2.2 stellt Tab. 2.3 eine Zusammenfassung der wichtigsten Befunde

zur Wirkung von N,O, Xe und ISO an verschiedenen ligandengesteuerten lonenkandlen

dar.

[N,O

|Xe

[1SO

GABA,-Rezeptor

Rezeptors

direkte Aktivierung des GABA -

& (Dzoljic, 1998

+ (Yang, 1992""; Haseneder, 2002" ")
%) (Harrison, 1993"212: Hall, 1994Pu"2: y.a.)

Affinitdt von GABA zum Rezeptor

T (Edwards, 1997*¢'4°; | ees, 1998*'")

GAai/?j(t)rr(:m' Amplitude T (Dzoljic, 1998™mat) (T) (Yamakura, 2000%%) T (Lin, 1992* Edwards, 1997*¢@onk: | ees,
xe,tdiv. H mf,t112l,
(T) (Jevtovic-Todorovic, (%) (de Sousa, 2000™"atau 1998 Jenkins, 1999 ua.)
1998hr,na[;) Franks, ]998hr,nat,pa3,tdiv) l, (Lin, 1992xe,hak; Edwards, 1997xe,ldro,hak; u‘a.)
Deaktivierung @ (de Sousa, 20007 | T (jones, 1992
hr,nat,pa3, tdiv
Franks, 1998 ) »J/ (Nakahiro, 1989™nat)
IPSC Amplitude ® (Mennerick, 1998"ntav) (%) (de Sousa, 2000™"t2) | @ (de Sousa, 2000™"atav)
i (Jones, 1993"™t Banks, 1999™2)
Dauer ® bis (1) (Mennerick, & (de Sousa, 2000mnatav) T (Jones, 1993 Banks, 1999"": de
1998hr,nat,au) SOUSa, 2000m'\,nal,au)
Einzelkanal- mittlere Offenzeit _ ab,nat
Ativitat \L (Adelsberger, 1998
nikotinischer Acetylcholin-Rezeptor
Affinitdt von ACh zum Rezeptor _ _ T (Raines, 1999°2)
AC:;]?\ZS):' Amplitude \L (Yamakura, 2000%'2) \L (Yamakura, 2000%%) \L (Dilger, 1993 Scheller, 1997™" u.a.)
Deaktivierung _ - \L (Dilger, 1993%%)
Einzelkanal- Offnungsfrequenz | _ - -
Aktivitat

mittlere Offenzeit

1 (Wachtel, 19950em5)

3 (Wachtel, 199527 Dilger, 1992a%1)

Burstanzahl _ . T (Dilger, 19922
Burstldnge _ - \L (Dilger, 19922
Glutamat-Rezeptoren
Glitﬁsvit;ts”om' Amplitude \L (Jevtovic-Todorovic, - \L (de Sousa, 2000™mmasaun)
1998 Mennerick,
1998hr,nan,m)
Deaktivierung . - ® (de Sousa, 20007 "5)
thggat;or_ Amplitude \L (Mennerick, 1998"nanau. \L (Yamakura, 2000%'%: de \L (de Sousa, 2000™2&2uv- Nishikawa,
b | Yamakura, 2000*™) Sousa, 2000™"*; 2000"maswn)
vermittelte Franks ]998hr,nag,\\n)
EPSC D -
aver ® (Mennerick, 1998M"a) - ® (de Sousa, 2000™"#%; Nishikawa,
2000"")
Einzelkanal- Offnungsfrequenz \L (Macdonald, 1995m%) - -
Aktivitat L

mittlere Offenzeit

‘L (Macdonald, 1995™")

Untersuchungsmaterial:

" HEK293 Zellen

*¢ Xenopus Oozyten

™ Mausefibroblasten

" Hippocampusneurone der Ratte

™ Mikroinseln aus Hippocampus-
gewebe der Ratte

™ Riickenmarksneurone der Ratte

" BC3H1 Tumorzellen der Maus

" Muskelgewebe der Heuschrecke

"3 PA3 Zellen

* tiefer abdominaler Streckmuskel des
FluBkrebses

™ Mausmyotuben

P Purkinjeneurone aus Rattenkleinhirn

 Elektroplax-Organ von Torpedo
nobiliana

Rezeptortyp:

" nativer GABA-Rezeptor

"¢ pativer Glutamat-Rezeptor

™" nativer NMDA-Rezeptor

" nativer nikotinischer ACh-Rezeptor

' transfizierter GABA,-Rezeptor

"2 yransfizierter o, By, GABA-Rezeptor

transfizierter o,,B,y, GABA-Rezeptor

 transfizierter nikotinischer Acetylcholin-
Rezeptor

212

" transfizierter NMDA-Rezeptor

" transfizierte Drosophila melanogaster GABA-
Rezeptoren

* Messung von autaptischen, d.h. ,Eigen-
synaptischen” Stromen

"* hei hohen Anisthetika-Konzentrationen

"k bei niedrigen Anisthetika-Konzentrationen

“"Wirkung des Andsthetikums wird v. a. der
NMDA-Rezeptor-Komponente
zugeschrieben

1 erhoht verlingert; J erniedrigt / verkiirzt; e gleichbleibend / keine Verdnderung; + Effekt vorhanden; & kein Effekt; - keine Daten bekannt;

Tab. 2.3: Der Effekt von N,O, Xe und ISO auf verschiedene ligandengesteuerte lonenkanale.
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2.4. Die Patch-Clamp-Technik

Die Patch-Clamp-Technik ermdglicht die Messung transmembranarer lonenstrome durch
lonenkandle (Numberger, 1996). Das Verfahren wurde Mitte der 70er Jahre von Erwin
Neher und Bert Sakmann (Medizin-Nobelpreis 1991) entwickelt. Grundprinzip der Tech-
nik ist die elektrische Abdichtung der Offnung einer fein ausgezogenen Glaspipette
durch ein Zellmembranstiick (engl. patch = Flicken) oder durch eine ganze Zelle.
Dadurch konnen Ladungsverschiebungen Gber die zellulire Membran hinweg von

einem speziellen Patch-Clamp-Verstarker registriert werden (Hamill, 1981).

2.4.1.  Messprinzip

Vereinfacht kann die Zellmembran als Isolator zwischen Extra- und Intrazellularraum
verstanden werden. Je nach lonenzusammensetzung des Intra- bzw. Extrazellularraums
besteht fiir die jeweiligen lonen eine bestimmte treibende Kraft (iber die Membran hin-
weg. Diese treibende Kraft bewirkt nach Aktivierung membranstandiger lonenkanile
einen Fluss der den jeweiligen Kanal passierbaren lonen. Eine solche transmembranare
Ladungsverschiebung wird durch den Patch-Clamp-Verstarker registriert und durch einen
Kompensationsstrom, der dem transmembrandren Strom entspricht, ausgeglichen. Dies
erfolgt durch einen negativen Riickkopplungsmechanismus, bei dem die Membran-
spannung gemessen und mit einer vorgegebenen Sollspannung (auch: Klemmspannung;
engl. clamp = Klemme) verglichen wird. Der Kompensationstrom wird letztlich gemessen
und aufgezeichnet. (Zusammengefasst nach Numberger, 1996.)

Das Besondere der Patch-Clamp-Technik gegeniber friiheren Voltage-Clamp-Verfahren
ist die extrem hohe Auflésung der gemessenen Signale gegeniiber dem Grundrauschen
(Hamill, 1981). Wesentlich flir die Reduktion des Rauschens ist vor allem der hohe Ab-
dichtwiderstand zwischen Pipetten6ffnung und Zellmembran (engl. seal = Abdichtung,
Versiegelung). Durch Anlegen eines Unterdruckes in der Pipette wird das Membranstiick
in die Offnung gesaugt. Der dadurch entstandene direkte Kontakt zwischen Glas- und
Membranoberfliche ist sehr stabil. Im Idealfall betragt der elektrische Widerstand
zwischen Pipetteninnerem und umgebender Badlosung mehrere Gigaohm (GQ), man

spricht daher vom , Gigaseal” (Numberger, 1996).
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2.4.2. Patch-Clamp-Konfigurationen

Je nach Fragestellung bzw. Vorgehensweise unterscheidet man bei der Patch-Clamp-
Technik verschiedene Konfigurationen. In Abb. 2.9 werden die beiden wichtigsten, die
Whole-Cell- bzw. die Outside-out-Konfiguration, schematisch dargestellt. Wahrend bei
der Whole-Cell-Konfiguration die Zelle im Ganzen erhalten bleibt, wird bei der Outside-
out-Konfiguration ein Membranstiick aus der Zelle gelost. Im glinstigen Falle verschlie3t
dieses als Halbvesikel die Pipettenéffnung so, dass die MembranauRenseite zur Bad-
l[6sung zeigt. Bei dieser Outside-out-Konfiguration konnen die Stromantworten einzelner
lonenkandle, im Idealfall eines einzigen lonenkanales gemessen werden (sog. Einzel-
kanal-Ableitung). Der einzelne lonenkanal folgt einem Alles-oder-Nichts-Prinzip, d. h. er
ist entweder geschlossen oder getffnet. Die gemessenen Einzelkanalstrome erscheinen
daher als rechteckférmige Spriinge von einer Nulllinie (geschlossener Zustand) zu einem
bestimmten Niveau (offener Zustand; siehe Abb. 2.9, B, schematische Stromantwort).
Bei der Whole-Cell-Konfiguration (Ganzzellableitung) hingegen werden Summenstrome
aller auf einer Zelle befindlichen aktivierten lonenkanéle registriert (siehe Abb. 2.9, A,
schematische Stromantwort). Bei beiden Konfigurationen ist die intrazelluldare Seite der
Zellmembran mit dem Pipetteninneren verbunden. Das bedeutet, dass ein Stromfluss
von aullen nach innen in das Pipetteninnere hineinflie$t (und umgekehrt). Definitions-
gemal wird ein sog. Einwdrtsstrom bei der Darstellung auf dem Messgerdt nach unten

aufgetragen. (Zusammengefasst nach Numberger, 1996.)
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Whole-Cell-Konfiguration: Outside-out-Konfiguration:

~
I —1 500 pA
| T 500 ms
Zelle Strom- Zellmembran Strom-
antwort antwort
A B

Abb. 2.9: Schematische Darstellung der beiden wichtigsten Patch-Clamp-Konfigurationen
und der dazugehérigen Stromantworten. A: Bei der Whole-Cell-Konfiguration be-
steht eine Verbindung zwischen Intrazellulirraum und dem Pipetteninneren. Es
wird eine Summation aus Einzelkanalstromen registriert (hier am Beispiel eines
typischen GABA -Rezeptor-vermittelten Chloridstroms). B: Bei der Outside-out-
Konfiguration weist die intrazellulire Seite eines Membran-,Flickens” (= engl.
patch) zum Pipetteninneren und die extrazelluldre Seite zur Badlésung. Im Ideal-
fall kann man dadurch die Stromantworten einzelner Kanéle registrieren. Beachte
die unterschiedliche Skala bei den schematischen Stromantworten. (Abb.
modlifiziert nach Numberger, 1996.)

Neben den beiden dargestellten Patch-Clamp-Konfigurationen gibt es noch weitere,
selten verwendete Konfigurationen (Cell-attached, Inside-out, etc.), auf die hier nicht
ndher eingegangen werden soll.

Fir die vorliegende Fragestellung wurde die Whole-Cell-Konfiguration als geeignete

Technik gewahlt. Zur Herstellung dieser Konfiguration siehe Abb. 4.1, S. 32.

2.4.3. Transmitterapplikation

Die an der Pipettenspitze befindliche Zellmembran bzw. Zelle stellt letztlich ein Modell

fir die postsynaptische Membran bzw. fir das postsynaptische Neuron dar. Die um-

gebende Badl6sung ist hierbei mit dem Milieu des synaptischen Spaltes zu vergleichen.

Die besondere Schwierigkeit besteht nun darin, auch fiir die Transmitterfreisetzung in

den synaptischen Spalt ein geeignetes Modell zu schaffen. Im synaptischen Spalt der

GABAergen Synapse z. B. wird sehr schnell (< 1T ms) ein GABA-Gradient erzeugt
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(Maconochie, 1994; Jones, 1995), der dann aufgrund Diffusion und Wiederaufnahme in
die Prasynapse innerhalb von Millisekunden wieder abfallt (Clements, 1996). Um im Rah-
men von Patch-Clamp-Untersuchungen ligandengesteuerter lonenkanale solch schnelle
Transmitterfreisetzung mit Bildung kurzer Transmittergradienten nachzuahmen, wurden
verschiedene Perfusions- bzw. Applikationsverfahren entwickelt.

Die urspriinglichen langsameren Verfahren, die die Transmitterl6sung schwerkraft-
getrieben Uber Schlauchsysteme applizieren, sind zur Erfassung der schnellen
Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik ligandengesteuerter lonenkandle wenig geeignet
(Numberger, 1996).

Schnellere Applikationssysteme, wie

z. B. das ,U-Tube”-Verfahren (siehe U”terdru k € Ventil

Abb. 2.10) erlauben hingegen einen

vollstandigen Losungswechsel in der

Umgebung der Zelle binnen etwa Uberdruck

100 ms (Numberger, 1996). Die &_—/ < Zelle
sehr schnelle Aktivierung ionotroper L austretende
Kandle innerhalb weniger Millise- UTube Perfusions-

[6sung
kunden kann man dadurch jedoch
Abb. 2.10: Bei der ,U-Tube” stromt die Perfusions-

nicht beurteilen, es kommt letztlich l6sung druckgetrieben in einen Schenkel

zu einer Limitierung der zeitlichen eines UAformigen Glasréhrchens. An den
anderen Schenkel wird ein Unterdruck

Auflosung durch die Transmitteran- angelegt, der durch einen Ventilmechanis-
) ) ) mus abgeschaltet werden kann. Zwischen

flutung. Da im weiteren die Entfern- beiden Schenkeln befindet sich ein Loch

in der Glasréhre, an das die Zelle herange-

ung des Transmitters passiv durch
8 P bracht wird. Bei Abschaltung des Unter-

Abdiffusion erfolgt, ist die In- drucks fliefSt die Perfusionslésung durch
o o ) das Loch und umsplilt die Zelle. (Abb. mo-
aktivierung der transmitterinduzier- difiziert nach Numberger, 1996.)

ten lonenstrome weniger Ausdruck

der spezifischen Inaktivierungskinetik der lonenkanale, sondern vielmehr der Abflutungs-
geschwindigkeit des Transmitters unterworfen. Gerade die Inaktivierungskinetik von
lonenkandlen ist aber ganz entscheidend fiir den Zeitverlauf synaptischer Antworten.
Daher bendétigt man zu deren Beurteilung ein System, das sowohl eine sehr schnelle
Applikation als auch Desapplikation des Transmitters erlaubt. Dafiir wurde das in dieser
Arbeit verwendete piezogetriebene Applikationssystem entwickelt (Franke, 1987), das
unter 4.3.4, S. 33 ndher beschrieben ist.

Ein neueres Verfahren zur gezielten Transmitterapplikation an beliebigen, eng
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begrenzten neuronalen Strukturen innerhalb eines Schnittprdparates ist die photolytische
Freisetzung von gekapselten (engl. caged) Transmittern. Dabei aktiviert man den mit
einer Schutzgruppe biologisch inaktivierten Agonist durch einen UV-Blitz (McCray,
1989). Die Desapplikation des Transmitters erfolgt aber durch passive Abdiffusion.

2.4.4. Heterologe Expression von lonenkandlen

Um lonenkandle mit definierter Untereinheitenzusammensetzung zu untersuchen,
benutzt man Zellenkulturen als heterologe Expressionssysteme. Heterolog bedeutet,
dass die Expression eines Proteins durch eine transfizierte Zelle erfolgt, die im nativen
Zustand dieses Protein nicht exprimiert (Numberger, 1996). Neben Xenopus laevis
Oozyten, Mausfibroblasten und Hela-Zellen eignet sich die sehr gebrauchliche Kultur-
zelllinie HEK 293 besonders gut als heterologes Expressionssystem (Numberger, 1996).
Zundchst wird das zu untersuchende Protein kloniert, d. h. die zugehorige mRNA wird
detektiert und in cDNA umgeschrieben. Diese wird dann in Plasmide, die als Trans-
fektionsvektoren dienen, eingebaut. Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-
DNA in eine Zelle (Loffler, 1997). Man unterscheidet transiente und stabile Transfektion.
Bei der transienten Transfektion werden die Proteine bis zum zelluldaren Abbau der
Plasmide nur voriibergehend, d. h. einige Tage exprimiert. Stabile Transfektion kann z. B.
durch einen Selektionsdruck erreicht werden (Numberger, 1996).

Bei der Transfektion muss die DNA die Zellmembran Gberwinden, um in den Zellkern zu
diffundieren. Dazu wurden unterschiedliche Methoden entwickelt: Bei der Calcium-
Phosphat-Technik wird die DNA komplexiert und damit die elektrochemische Barriere
zwischen negativem Zellinneren und der negativ geladenen DNA aufgehoben (Petrides,
1997b). Die Fremd-DNA kann auch mit Hilfe von Liposomen oder durch Mikroinjektion
in die Zelle geschleust werden (Petrides, 1997b). Mit der sog. ,Genkanone” werden die
Zellen mit DNA-beladenen Goldpartikeln ,beschossen” (Yang, 1990). Bei der Elektro-
poration wird die Zellmembran in einem elektrischen Feld voriibergehend fiir die
Plasmide durchldssig (Numberger, 1996). Fremd-DNA kann auch mittels Viren als sog.
,Genfdhren” in das Genom von Zellen integriert werden (Loffler, 1997, Petrides, 1997b).
Fir die vorliegende Arbeit wurde aus Rattenhirn cDNA der a,-, B,- bzw. v,-Unterein-
heiten des GABA ,-Rezeptors gewonnen und in Plasmide eingebaut. Damit wurden HEK
293-Zellen, die in nativer Form keine GABA-Rezeptoren exprimieren (Lavoie, 1997),

mittels Elektroporation transient transfiziert.
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3. Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wird die Wirkung der Anasthetika N,O, Xe und ISO auf den
GABA ,-Rezeptor untersucht. Die gewonnenen Ergebnisse sollen insbesondere die post-
synaptischen Mechanismen dieser Anasthetika aufklaren helfen. Hierbei ermoglicht das
verwendete System zur schnellen Transmitterapplikation erstmals auch eine kinetische
Beschreibung der Wirkung der untersuchten Anasthetika.

Als Modell fiir einen postsynaptischen Angriffsort dient das beschriebene Messsystem
mit transfizierten HEK 293-Zellen. Diese exprimieren einen rekombinanten GABA,-
Rezeptor der Ratte mit der Untereinheitenkombination o,B,y, , wie sie auch im
menschlichen ZNS am haufigsten vorkommt.

Mit der Patch-Clamp-Technik werden GABA-induzierte Stromantworten in der sog.
Ganzzellableitung aufgenommen. Dabei soll festgestellt werden, inwiefern die ge-
nannten Andsthetika diese Rezeptorantworten beeinflussen. Daraus sollen Riickschliisse
auf die Art der Interaktion zwischen dem jeweiligen Andsthetikum und dem GABA,-Re-
zeptor gezogen werden, um auch mogliche Unterschiede in den Wirkmechanismen zu
ermitteln. Als Ergdnzung zu den elektrophysiologischen Messungen soll die Kanalkinetik
des GABA ,-Rezeptors mit Hilfe einer Computersimulation modelliert und damit auch die
Wirkung der untersuchten Andsthetika qualitativ und quantitativ beschrieben werden.
Zundchst werden die gasférmigen Andasthetika N,O und Xe sowie das dampfférmige
Andsthetikum ISO getrennt voneinander untersucht. Darliberhinaus werden N,O und
ISO kombiniert angewendet. Dieses aufgrund der schwierigen Handhabung der beiden
Substanzen erstmalig durchgefiihrte Experiment soll zeigen, ob der klinisch additive
Effekt dieser Andasthetika auch durch Interaktion am GABA,-Rezeptor erklart werden

kann.

29



4. Methodik

4. Methodik

4.1. Zellkultur

Humane embryonale Nierenzellen der Zelllinie HEK 293 (Chargen-Nr. ATCC CRL 1573)
wurden in Minimal-Essential-Medium (MEM, Zusammensetzung: siehe Anhang; supple-
mentiert mit 10% fetalem Kalberserum, 4 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100
U/ml Streptomycin) kultiviert. Die Zellkultur erfolgte in Petrischalen (100 x 20 mm) bei
5% CO,, 95% Luft und 100% relativer Luftfeuchtigkeit bei 37° C. Mediumwechsel er-
folgte dreimal wochentlich. Dazu wurden unter sterilen Bedingungen nach Entfernen des
alten Mediums die adhadrenten Zellen eines Schélchens in 3 ml PBS-Puffer (Zusammen-
setzung: siehe Anhang) gewaschen und in 2 ml 1:5 Trypsinlosung und 3 ml MEM re-
suspendiert. Nach Zentrifugation (1000 U/min, 4 min) wurde der Uberstand vollstindig

entfernt und die Zellen nach Resuspension in 20 ml MEM auf zwei Schélchen verteilt.

4.2. Transfektion

Die Transfektion erfolgte mittels Elektroporation 12-18 Stunden vor den Patch-Clamp-Ex-
perimenten. Hierbei wurde die transiente Rezeptorexpression (fiir ca. 20-40 h) durch
HEK 293-Zellen genutzt. Als Transfektionsvektor diente das Plasmid PPK 235 mit aus
Rattenhirn gewonnener cDNA fiir die o, B, bzw. y,-Unterheiten des GABA ,-Rezeptors.
Eine weitere cDNA fiir GFP (griin fluoreszierendes Protein) wurde als Expressionsmarker
kotransfiziert. Zellen, die GFP exprimieren, dessen Griinfluoreszenz man unter Anregung
mit 460 nm sieht, exprimieren mit einer Wahrscheinlichkeit von > 90% auch einen
funktionellen GABA ,-Rezeptor.

Zur Transfektion wurden HEK-Zellen einer Petrischale (100 x 20 mm) nach Waschen mit
PBS-Puffer durch Trypsin abgel6st, in Medium resuspendiert, abzentrifugiert (1000
U/min, 4 min) und schlief8lich in 1950 pl Elektroporationspuffer und 50 uyl Magnesium-
sulfatlosung (genaue Zusammensetzung beider Losungen: siehe Anhang) resuspendiert.
400 pl dieser Zellsuspension wurden mit je 5 ug der Plasmide fiir die Rezeptorunter-
einheiten und 10 pg GFP-Plasmid versetzt. Die Elektroporation erfolgte bei 280-320 V
und 1T mF (abhangig vom Transfektionserfolg der vorangegangenen Elektroporation). Je
30-50 ul der elektroporierten Zellsuspension wurden in Petrischalen (35 x 10 mm) ge-
geben und bis zur Durchfiihrung der Experimente bei 5% CO,, 95% Luft, 100% relativer
Luftfeuchtigkeit und 37° C inkubiert.
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4.3. Patch-Clamp-Technik

Alle Patch-Clamp-Experimente wurden bei Raumtemperatur (20-23° C) durchgefiihrt. Ge-
messen wurden GABA-induzierte Chlorid-Einwartsstrome in der Whole-Cell-Konfigura-

tion (Ganzzellableitung).

4.3.1.  Vorbereitung der Zellen

Zur Durchfiihrung der Experimente mit den transfizierten HEK 293-Zellen wurde das

MEM durch Extrazellularlésung (Zusammensetzung: sieche Anhang) ersetzt.

4.3.2.  Herstellung der Messelektroden

Verwendet wurden Glaspipetten-Rohlinge aus Borosilikat (AuBendurchmesser 1,5 mm,
Innendurchmesser 1,17 mm). Die Messelektroden wurden mit einem Elektrodenzieh-
gerdt im Zweizugverfahren hergestellt. Nach dem Vorziehen (die Pipette wird durch eine
Glihwendel mittig angeschmolzen und dabei um ca. 1 cm ausgezogen) erfolgt in einem
zweiten Schritt ein weiteres Auseinanderziehen, bis die Pipette an der diinnsten Stelle
reilt. In einem dritten Schritt wurden die ausgezogenen Enden mit der Glihwendel
hitzepoliert. Die zwei entstandenen Pipetten wurden mit Intrazellularlésung gefillt und

hatten einen seriellen Widerstand von 4-9 MQ.

4.3.3. Herstellung der Whole-Cell-Konfiguration

Bei der Patch-Clamp-Technik gibt es unterschiedliche Messkonfigurationen (siehe 2.4.2,
S. 25). Bei der verwendeten Whole-Cell-Konfiguration werden Stromantworten aller
lonenkandle der gesamten Zellmembran erfasst. Die Herstellung der Whole-Cell-
Konfiguration ist in Abb. 4.1, A dargestellt. Zunichst wird die Pipettenspitze unter Mikro-
skopsicht an die Zellmembran einer am Schélchenboden adhadrenten Zelle herangefiihrt.
Beim Aufsetzen der Spitze auf die Zellmembran verringert sich der serielle Pipetten-
widerstand (Abb. 4.1, B). Uber die Pipetten-Halterung kann man auf das Pipetteninnere
eine Sog ausiiben, wodurch die Zellmembran in die Pipetten6ffnung eingezogen wird (2
Cell-attached-Konfiguration). Der Stromfluss durch die Pipettenspitze, der durch die
Kommandospannung erzeut wird, sinkt dadurch fast auf null. Dies signalisiert einen
hohen Abdichtwiderstand zwischen Pipette und Zellmembran (- Seal). Durch einen

zweiten - kiirzeren und starkeren - Sog wird die Zellmembran durchbrochen und damit
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die Whole-Cell-Konfiguration hergestellt. Dies kann man anhand der sog. kapazitiven
Artefakte (Lade- und Entladestrome der nun als Kondensator wirkenden Zellmembran)
sehen. Dabei soll der hohe Abdichtwiderstand zwischen Pipettenspitze und Zell-
membran erhalten bleiben. Liegt dieser Widerstand im GQ-Bereich spricht man vom sog.

Gigaseal.

I M
Pipettenspitze —p» s l 6 MQ
~ I

— J |2
Zellmembran ——p 7 Stromfluf® durch die Pipette
. . unter Kommandospannung
Pipettenspitze auf
(T mV)
Zellmembran aufsetzen

loose Patch- 24 MO
Clamp ] M

Sog auf Pipettenspitze ¢

ausiiben
Cell-attached
Konfiguration J/‘ 8GQ
Membran durchbrechen ¢ kapazitive Artefakte
Whole-Cell- ] ‘
Konfiguration = Asrmmrrissnrreeria e 1,2 G

Zelle abheben ¢

| 2

|100 pA

A B 20 ms

Abb. 4.1: Die Herstellung der Whole-Cell-Konfiguration. A: Schematische Dar-
stellung (modlifiziert nach Hamill, 1981). B: Die der jeweiligen Kon-
figuration entsprechenden Verstarkersignale (Bildschirmabbildungen
der pClamp-Software) mit exemplarischer Angabe des vom Ver-
starker gemessenen Pipettenwiderstandes.
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Nach Herstellung der Konfiguration wird die Zelle unter zundchst horizontaler, an-
schlieBend vertikaler Bewegung der Pipette vom Schalchenboden gelést und in das

Applikationssystem eingebracht.

4.3.4. Die schnelle Agonistenapplikation

Der GABA,-Rezeptor besitzt als ligandengesteuerter lonenkanal die Eigenschaft, nach
Aktivierung durch GABA innerhalb von Millisekunden vom geschlossenen in den
offenen Zustand Uberzugehen. Zur experimentellen Erfassung solch schneller Prozesse
benotigt man ein Applikationsystem, das den Losungswechsel in kiirzerer Zeit vornimmt
als die Zeitkonstante der schnellsten Zustandsdanderung, die beschrieben werden soll
(Numberger, 1996). Dem verwendeten schnellen Applikationssystem, mit dem (bei

Outside-out-Patches) Applikations- und Desapplikationszeiten von unter 100 s erreicht

24

Referenz-
elektrode

&

werden (Franke, 1987), kommt daher besondere Bedeutung zu.

piezobetriebener
Hub um 20 ym

Glaskapillare
(Innendurch-
messer: 0,15 mm)

i N

\

v

Hintergrundl6sung Flissigkeitsfilament Polyethylen-
(2 ml/min, Extrazellularlésung) (0,3 ml/min, GABA) rohrchen

L —

Abb. 4.2: Schemazeichnung des schnellen, piezobetriebenen Applikationssystems. Ein von der Auf-
nahmesoftware angesteuerter Piezokristall bewegt das Fliissigkeitsfilament mit der Test-
I6sung um 20 um auf die Zelle zu und wieder von ihr weg. Damit werden Austausch-
zeiten der Fliissigkeit in der Umgebung der Zelle von < 1 ms erreicht.
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Beim schnellen Applikationssystem ist ein Polyethylenréhrchen an einem Piezokristall
befestigt. Durch dieses Rohrchen flieBt schwerkraftgetrieben die umgebende Hinter-
grundlosung (= Extrazellularlosung). Innerhalb dieses Réhrchens fliet die Testlosung aus
einer diinnen Glaskapillare druckgetrieben in gleicher Richtung. Dabei bildet sich unter
laminaren Stromungsverhéltnissen das sog. Flissigkeitsfilament mit scharfer Grenze zur
Hintergrundl6sung (siehe Abb. 4.2).

An diese Grenze (sichtbar gemacht durch Farbung der Testlosung mit Lissamingriin) wird
unter Binokularsicht die Zelle platziert. Bei Aktivierung des Piezokristalls bewegt sich das
Flissigkeitsfilament um 20 um auf die Zelle zu und umbhiillt diese (Applikation). Bei
Inaktivierung des Piezokristalls senkt sich das Polyethylenr6hrchen wieder nach unten
und damit von der Zelle weg (Desapplikation). Die Dauer der Piezo-Aktivierung be-

stimmt demnach die Dauer der GABA-Applikation (siehe Abb. 4.3).

el

Zelle

f}
I
______ &
Applikation Desapplikation
GABA-
Losung ¢ o ) ¢
Applikationszeit (1,5 s)
Stromantwort ——p» /,’/
/
/_//,,}
— | 500 pA
L
500 ms

Abb. 4.3: Schematische Darstellung von Applikation und Desapplikation von GABA
mit resultierender Stromantwort.

Zwischen den Einzelpulsen wurden Pausen von 10 s Dauer eingehalten, um eine voll-
standige Resensitisierung der GABA,-Rezeptoren zu ermdoglichen (Jahn, 1997). Min-
destens drei stabile einzelne Stromantworten wurden jeweils gemittelt.

Die Glaskapillare ist mit einem Reservoir verbunden, welches aus zwei voneinander

getrennten, gasdicht abgeschlossenen Tanks besteht. Ein Tank enthalt die Kontrolllosung,
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d. h. den Transmitter GABA alleine, der andere zusatzlich das zu untersuchende
Andsthetikum. Durch manuelle Umschaltung speist wahlweise einer der beiden Tanks
das Flussigkeitsfilament.

Bei einem Teil der Experimente enthielt auch die Hintergrundl6sung das jeweils zu unter-
suchende Anadsthetikum. Hierdurch wurde eine Prdinkubation der Zelle mit dem

Anasthetikum erreicht.

4.3.5.  Verwendete Losungen

4.3.5.1. Extrazellularlésung
Die sog. Extrazelluldrlosung ist in lonen-Zusammensetzung, pH und Osmolaritait dem
physiologischen Extrazellularmillieu angeglichen (genaue Zusammensetzung: siehe

Anhang). Sie bildet das Umgebungsmillieu der Zellen in den Experimenten.

4.3.5.2. Intrazelluldrlésung
Die Patchpipette wird mit einer entsprechenden Intrazellularlosung gefiillt, die durch die
Whole-Cell-Konfiguration (siehe 4.3.3, S. 31) mit dem Intrazellularraum der HEK-Zelle in

Verbindung steht (genaue Zusammensetzung der Intrazelluldrlésung: siehe Anhang).

4.3.5.3. GABA-Losung
Aus GABA (MG = 103,1) wurde eine Stammlosung (10" M) hergestellt. Dazu wurden
103,1 mg GABA in 10 ml Extrazelludrlosung aufgelost. Die angegebenen Konzentratio-

nen wurden daraus in einer Verdiinnungsreihe hergestellt.

4.3.5.4. Herstellung der gasgesattigten Losungen

Fir die beschriebenen Messungen mulite das jeweilige Gas in Losung gebracht werden.
Dafir wurde N,O, Xe oder He in ein Glasgefa (10 ml) mit GABA-LGsung eingeleitet.
Die Begasung erfolgte mit kontinuierlichem Fluss von 20 ml/min fiir mindestens 3,5 min
Uber einen Teflonschlauch. Sobald sich die Zelle in der Messposition befand, wurde die
gesattigte Losung mittels Glasspritze ziigig in einen der Reservoirtanks (s. 0.) ein-
gebracht. Die verwendeten Gase bewirkten keine pH-Veranderungen der Losung.

Die Losung von N,O und Xe in der Extrazelluldarlosung konnte mittels volumetrischer
Gasloslichkeitsmessung in Flissigkeiten (nach Krauss, 1977, modifiziert von Dr. Karl-

Heinz Meister, Linde AG) im Zeitverlauf bestimmt werden (siehe 5.2.1, S. 43).
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4.3.5.5. Isofluran-Losung

Zur Herstellung einer gesattigten 1SO-Losung wurde flissiges 1SO in handelstiblicher
Form (Forene®) der Extrazellulirlosung im Uberschuss zugesetzt und fiir ca. 3 Stunden
geriihrt. Das Becherglas wurde mit Parafilm® verschlossen und bei 20° C aufbewahrt. Die
ISO-Konzentrionen der so gesattigten Losung wurde mittels Gaschromatographie
bestimmt und betrug 15 mM.

Die angegebenen ISO-Konzentrationen wurden mittels Verdiinnungsreihen aus der ge-
sittigten Losung hergestellt. Zur Uberpriifung der jeweiligen Konzentrationen wurden
einige Proben aus dem Messsystem aufgefangen und mit Gaschromatographie ge-
messen. Der Unterschied zwischen berechneter und gemessener Konzentration betrug
weniger als 15%. Um bei den Patch-Clamp-Experimenten diesen Unterschied moglichst
klein zu halten, wurden die I1ISO-Verdiinnungen stets unmittelbar vor dem jeweiligen
Experiment hergestellt und umgehend in das Applikationssystem eingebracht. Fir 1SO
wird ein MAC-Aquivalent von ca. 0,5 mM (Firestone, 1986) angegeben.

4.3.5.6. Herstellung der N,O-gesattigten Isofluran-Losungen
Zur Herstellung der N,O-gesattigten ISO-Lésungen wurden N,O-gesattigten GABA-
Losungen jeweilige Aliquots der ISO-Stammlosung (15 mM) zugegeben, kurz unter Luft-

abschluss durchmischt und umgehend in das Applikationssystem eingebracht.

4.3.5.7. Herstellung der Picrotoxin- und Bicucullin-L6sungen
Aliquots einer Picrotoxin- (MG: 602,6) bzw. Bicucullin- (MG: 509,3) Stammlésung (1 M
in DMSO) wurden jeweils kurz vor der Messung zur Extrazelluldrlosung in der

Verdiinnung 1:1000 pipettiert.

4.3.6. Aufnahmesystem und Auswertung der Daten

4.3.6.1. Stromaufzeichnung

Die Aufzeichnung der GABA-induzierten Strome erfolgte durch einen Computer-
kontrollierten Axopatch 200B Patch-Clamp-Verstarker mittels pClamp 6.0 Software. Die
Digitalisierungsrate betrug 10 kHz (Digidata 1200 A/D Converter). Die Tiefpass-Eck-
frequenz betrug 2 kHz. Die Strome wurden auf einer Festplatte gespeichert und an-
schlieRend mit AxoGraph 3 Software ausgewertet. Die MessgrofRen (s. u.) wurden mit

Hilfe von Detektionsalgorithmen computergestiitzt ermittelt.
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4.3.6.2. Messgrolien
Die gemessenen Stromantworten werden als Strom-Zeit-Diagramme aufgezeichnet, die
verschiedene Informationen beinhalten. Bei deren Analyse konnen verschiedene

Parameter bestimmt werden (siehe Abb. 4.4).

Agonist-
Applikation Desapplikation

' v }
IR o~

|
\ Ladungstransfer

]

ge

2

B ~ | 200 pA

G)

ge

S 500 ms

)
4>l_l<, | [

Strom- Deaktivierung

anstiegszeit (Zeitkonstante t)

(rise timej.904,)

Abb. 4.4: Die MessgrolRen Stromamplitude, Stromanstiegszeit, Deaktivierungs-
konstante und Ladungstransfer (grauer Bereich) am Beispiel einer
GABA-Antwort.

Maximale Stromamplitude (peak):
Erfassung als Absolutwert in der Einheit der Stromgréf3e (meist pA) oder als Relativwert

innerhalb einer Messreihe, normalisiert auf die Stromamplitude der Kontrollmessung.

Stromanstiegszeit, g9, (rise time ,q,,):

Das Zeitintervall zwischen Erreichen des 10%-Wertes und des 90%-Wertes der maxi-
malen Stromamplitude ist ein Gbliches Mals zur Beschreibung der Aktivierungskinetik
eines lonenkanals, die u. a. von der Agonisten-Affinitat bestimmt wird. Aus der Strom-
anstiegszeit lallt sich deshalb die Assoziationskonstante flir die Agonistenbindung K,
abschatzen. Die genaue Messung der Stromanstiegszeit setzt allerding eine schnelle
Transmitterapplikation, wie sie mit dem verwendeten piezobetriebenen System (siehe

4.3.4, S. 33) erreicht wird, voraus.
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Deaktivierungszeitkonstante t:

Der Stromabfall nach Agonistendesapplikation wird als Deaktivierung bezeichnet und
wird Ublicherweise mit einer Zeitkonstante t (in ms) beschrieben. Mit Hilfe dieser Zeit-
konstante la3t sich die GABA-Dissoziationskonstante K ; abschédtzen. Die Berechnung
der Zeitkonstante t erfolgt computergestiitzt. Hierbei wird mit Iterationsverfahren eine
idealisierte, auf einer Exponentialfunktion basierende Kurve so lange an die gemessene
Stromkurve angendhert, bis die quadrierten Differenzen, d. h. die durchschnittlichen Ab-
weichungen zwischen gemessener und berechneter Kurve moglichst klein sind
(Fahrmeir, 1997). Ausgehend von einem exponentiellen Abfall des Stroms in der Zeit

gemald der Gleichung

t

I(t)=1e *
ist T die Zeit, bei der gilt
1
It)=1,-—
e

Dabei ist 7y die maximale Stromamplitude und e die Basis des natiirlichen Logarithmus (=
2,718; Eulersche Zahl).

Neben der monoexponentiellen Beschreibung des Deaktivierungsverlaufes kann auch
ein biexponentieller Verlauf mit zwei Zeitkonstanten vorliegen.

Die Verwendung dieser Deaktivierungszeitkonstante im Sinne eines Rezeptor-Kanal-
abhidngigen Parameters setzt allerdings ein schnelles System fiir den Losungswechsel

voraus. Bei einer zu langsamen Desapplikation des Agonisten ware der Parameter falsch

hoch.

Ladungstransfer:

Ladungstransfer beschreibt den lonenstrom, der tiber die Zeit geflossen ist. Er entspricht
der Flache unter dem Strom-Zeit-Diagramm. Entsprechend ist die Einheit pAs.

Bei der synaptischen Ubertragung ist die Transmitter-induzierte transmembranire
Ladungsverschiebung von grolRer Bedeutung, da sie das Polarisationsniveau des post-
synaptischen Neurons kurzzeitig moduliert. Am GABA,-Rezeptor induziert GABA eine
Ladungsverschiebung in Form eines Chloridionen-Einstroms. Dadurch kommt es zu einer

Hyperpolarisation des postsynaptischen Neurons.
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4.3.6.3. Statistische Auswertung

Die Daten sind, wenn nicht anders angegeben, als Mittelwert + Standardabweichung
dargestellt. Signifikanzberechnungen erfolgten mittels Student t-Test fiir verbundene
Stichproben. Signifikanz wird bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 angenommen.
Der Student t-Test setzt eine Normalverteilung der Zielwerte voraus. Ein Vorliegen von

normalverteilten Werten wurde mit SigmaStat-Software gepriift.

4.4. Computersimulationen der GABA,-Rezeptor-Kinetik

Fir die Computersimulationen wurde eine spezielle Software ,Bioq - Modeling
Biochemical Reactions”, Version 2.0 (Parnas & Parnas Neurobiology Lab, Hebrew
Universitiy, Jerusalem, Israel) verwendet, die auf Berechnung von Differential-
gleichungssystemen beruht. Der Anwender kann hierbei ein kinetisches Reaktionschema
fir den lonenkanal (siehe 2.1.4, S. 7) aufstellen und Ratenkonstanten fir die einzelnen
Hin- bzw. Riickreaktionen einsetzen. Die Wahrscheinlichkeiten der einzelnen Zustdnde
(offen, geschlossen) im Zeitverlauf werden von der Software berechnet und dargestellt.
Der Verlauf der Offenzustinde ist demnach als simulierter lonenstrom zu verstehen.
Zeigt sich unter Verwendung eines stimmigen Reaktionsschemas in Verbindung mit
passenden Raten eine gute Ubereinstimmung des simulierten mit dem gemessenen
lonenstrom (hinsichtlich Dosis-Wirkungs-Beziehung fir Stromamplitude, Stromantiegs-
zeit, etc.), kann das entworfene Reaktionsschema als kinetisches Modell fiir den unter-

suchten lonenkanal angesehen werden.
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5. Ergebnisse

5.1.  Charakterisierung des exprimierten GABA,-Rezeptors

5.1.1. GABA-Dosiswirkungskurve

Die transfizierten HEK 293-Zellen exprimierten einen funktionellen o.p,y,-GABA,-Rezep-
tor. Die GABA-induzierten Strome wurden in der Ganzzell-Konfiguration aufgenommen.
Die Stromantworten nahmen mit steigenden GABA-Konzentrationen zu (Abb. 5.1, A).
Wie in fritheren Arbeiten mit demselben Rezeptortyp und unter Verwendung desselben
Expressionssystems (Jahn, 1997) war hierbei die GABA-Konzentration von 10° M
sdttigend, d. h. diese Konzentration entspricht der EC,,, hinsichtlich der Kanalaktivierung.
Im Mittel entsprachen 107 M GABA einer EC, , 10° M einer EC.:,, 5 x 10° M einer
EC,,+,, 10° M einer EC,,+,und 10* M GABA einer EC,. . (Abb. 5.1, B).
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Abb. 5.1: GABA-Antworten von o,B,y,,-GABA ,-Rezeptoren (Whole-Cell-Modus). A: Stromantworten
einer Zelle auf Applikation steigender GABA-Konzentrationen. Jede der dargestellten
Stromspuren wurde aus mindestens drei stabilen Einzelepisoden gemittelt. B: Dosis-
wirkungskurve. Der grau markierte Bereich stellt den GABA-Konzentrationsbereich dar, in
dem einige der nachfolgend beschriebenen Experimente durchgefiihrt wurden. Jeweils
Angabe von MW £ SEM, n = 11-40.
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Der Hill-Koeffizient dieser GABA-Dosiswirkungskurve erlaubt eine Abschatzung dariiber,
wieviele GABA-Molekiile an einen Rezeptor binden miissen, damit sich der lonenkanal
offnet. Hierfir wird der berechnete Hill-Koeffizient (2,4 + 0,2, n = 5; vgl. 2,2 + 0,4 nach
Jahn, 1997) ganzzahlig aufgerundet. Daraus ergibt sich, dass mindestens drei GABA-
Molekile zur Kanal6ffnung binden missen. Diese Abschdtzung wurde den Reaktions-
schemata fiir die Computersimulationen (s. u.) zugrunde gelegt.

Ubereinstimmend mit dem Equilibriumpotential fiir Cl-lonen unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen fand die Umkehr der Stromantworten bei einem Halte-
potential von 0 mV statt (ohne Abbildung). Die Wirkung gasférmiger und volatiler
Anisthetika wurde (iberwiegend bei GABA-Konzentrationen von 10° M bis 10° M
(graue Markierung in Abb. 5.1, B) untersucht, da sich hier (im steilen Bereich der

Dosiswirkungskurve) in den Vorversuchen die deutlichsten Effekte zeigten.

5.1.2. Hemmung durch Bicucullin und Picrotoxin

Bicucullin ist ein kompetitiver Antagonist am GABA,-Rezeptor (Krogsgaard-Larsen,
1996). Picrotoxin ist ein nicht-kompetitiver Antagonist am GABA ,-Rezeptor, wobei die
Bindung im Kanallumen (Gurley, 1995) des getffneten Kanals erfolgt (Inoue, 1988).

Die genannten Antagonisten (jeweils T mM) wurden in der unten dargestellten Weise
appliziert. Abb. 5.2, A & B zeigt jeweils ein reprasentatives von drei durchgefiihrten Ex-
perimenten. Jede Messung wurde mit einer Kontrollmessung mit 10° M GABA be-
gonnen (Abb. 5.2, A & B, i). Im Gegensatz zu Bicucullin [6ste Picrotoxin bei Des-
applikation einen sog. Wiederoffnungsstrom aus (Abb. 5.2, A & B, ii, grau markierter Be-
reich). Solche Wiederoffnungsstrome entstehen typischerweise als Umkehrung eines
Offenkanalblock-Mechanismus (Dilger, 1992b).

Unter langerdauernder (3 min) Applikation von Bicucullin (Abb. 5.2, A, iii) induzierte
GABA einen Strom mit niedriger Amplitude und langsamer Anstiegszeit (455 + 62 ms).
Derselbe Applikationsmodus mit Picrotoxin ergab eine fast vollstindige Hemmung der
GABA-Antwort (Abb. 5.2, B, iii). Bei Unterbrechung der Bicucullin- bzw. Picrotoxin-
Applikation (Abb. 5.2, A bzw. B, iv) durch den GABA-Puls zeigten sich Strome mit
schneller Anstiegszeit (24 + 2 ms) und langsamer Deaktivierung bzw. mit langsamer
Anstiegszeit (200 + 84 ms) und schneller Deaktivierung. Hier sieht man auch deutlich,
dass ein kompetitiver Antagonist (Bicucullin) die Deaktivierung (grau unterlegt, vgl.

Kontrolle, i), also die KanalschlieBungen, nicht beeinflusst. Der Kanalblocker Picrotoxin
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5. Ergebnisse

hingegen beschleunigte die Deaktivierung (grau, vgl. Kontrolle, i), da er die noch offenen
Kanéle blockiert, bevor sie von selbst schlielfen wiirden.

Die Antagonisten alleine induzierten keine Stromantwort am a,B,y,-GABA ,-Rezeptor
(ohne Abbildung). Das Loésemittel DMSO (fir die Bicucullin- bzw. Picrotoxin-Stamm-
[6sung, 100 mM) beeinflusste die GABA-induzierten Strome nicht (ohne Abbildung).

10° M GABA 10° M GABA
i i
10° M GABA 10° M GABA
1 mM Bicucullin T mM Picrotoxin
r“"“““ | “
ii ii
1 mM Bicucullin 1 mM Picrotoxin
10° M GABA 10° M GABA
——
iii iii
T mM T mM
Bicucullin Picrotoxin
.._10-3MGABA—... ..—10-3MGABA—....
M_’ \%
|500 pA | 500 pA
500 ms 500 ms
A B

Abb. 5.2: Vergleich der Wirkung von Bicucullin (A, kompetitiver Anta-
gonist) bzw. Picrotoxin (B, nicht-kompetitiver Antagonist) auf
GABA-induzierte ~ Chloridstrome am rekombinant trans-
fizierten o,B,y,-GABA ,-Rezeptor.
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5.2. Der Effekt gasformiger Anasthetika auf GABA-induzierte

Stromantworten

5.2.1.  Die Loslichkeit von N,O und Xenon in Extrazellularlésung

Um die Wirkung der gasférmigen Andsthetika N,O und Xe messen zu kénnen, miissen
diese Gase zuerst in Extrazellularlosung gelost werden. Die Loslichkeit sowie der
Zeitverlauf des Losevorgangs wurde mittels volumetrischer Gasloslichkeitsmessung in
Flissigkeiten bestimmt (nach Krauss, 1977, modifiziert von Dr. Karl-Heinz Meister, Linde
AG; Abb. 5.3, A & B). Bei diesem Verfahren wird ein Gefdss, das Uber einen
Ventilmechanismus mit der Flissigkeit (hier: Extrazellularlosung) in Verbindung steht, mit
dem zu untersuchenden Gas gefiillt. Mit Einsetzen des Losevorgangs (Ventiloffnung)
verringert sich das Gasvolumen und damit der Druck im Gefdss proportional zur sich
[6senden Gasmenge. Ein weiteres Ventil, das durch einen hochsensiblen Drucksensor im
Gefass gesteuert wird, fiihrt dann solange Gas zu, bis der Ausgangsdruck wieder erreicht
ist. Dabei wird das Volumen des zugefiihrten Gases gegen die Zeit aufgetragen. Es
entspricht dem Volumen des in Losung gegangen Gases (Krauss, 1977).

Unter den gleichen Bedingungen, wie sie bei den elektrophysiologischen Experimenten
herrschen (siehe 4.3.5.4, S. 35), wurde eine Sattigung der Extrazellularlosung (> 95%) mit
N,O nach 2,5 + 0,3 min, mit Xe nach 3,1 £ 0,3 min erreicht (Abb. 5.3, C). Die maximale
Loslichkeit von N,O in Extrazellularlésung betrug 0,654 + 0,01, die von Xe 0,088 + 0,005
(ml/ml). Daraus berechnet sich eine N,O- bzw. Xe-Konzentration in der gasgesattigten
Losung von 29,2 + 0,4 mM bzw. 3,9 £ 0,2 mM. Bei Raumluftexposition trat innerhalb 2

min keine wesentliche Entsattigung auf (ohne Abbildung).
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Abb. 5.3: Der Losevorgang von N,O und Xe in Extrazelluldarlosung im Zeitverlauf. Bestimmung
mittels volumetrischer Gasloslichkeitsmessung in Fliissigkeiten. A: Zeitverlauf der L6sung
des jeweilige Gases. Der Losevorgang wurde zum Zeitpunkt O gestartet (Ventil6ffnung).
In den dargestellten Beispielen I6sten sich 1,975 ml N,O (0,28 ml Xe) in 3 ml Extra-
zellularlbsung. Sattigung (> 95%) stellte sich bei N,O bereits nach 2,5 min, bei Xe nach
3,5 min ein. B: Die mittlere maximale Loslichkeit in 3 ml Extrazelluldrlésung betrug bei
N,O 1,96 + 0,03 ml (n = 3), bei Xe 0,26 £ 0,01 ml (n = 4). C: Sattigung (> 95%) war im
Mittel bei N,O nach 2,5 + 0,3 min (n = 3), bei Xe nach 3,1 £ 0,3 min (n = 4) erreicht.

Veroffentlichte Loslichkeitskoeffizienten (ml/ml) in H,O betragen im Vergleich dazu
0,6788 fir N,O und 0,1178 fir Xe (Wilhelm, 1977). An anderer Stelle wurde eine
Sattigung von Extrazellularl6sung mit N,O nach 2 min beschrieben (Dzoljic, 1998).

Die MAC-Werte (Definition siehe 2.3.1, S. 19) betragen fir N,O 1,04 atm (Hornbein,
1982), fir Xe 0,71 atm (Cullen, 1969). Damit liegen die mit Loslichkeitskoeffizienten bei
37° C (Wilhelm, 1977) errechneten MAC-Aquivalente fiir gelostes N,O etwa bei 20,6
mM, fiir gelostes Xe bei 2,9 mM.
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5.2.2.  Verstarkung GABA-induzierter Strome durch die Immobilizer N,O

und Xenon

Abb. 5.4, A zeigt exemplarisch den Effekt von N,O auf GABA-induzierte Stréme einer
Zelle. Die Applikation von 10° M GABA (2 EC,,+,) induzierte einen Strom von -219 pA
mit einer Anstiegszeit von 203 ms. Unter Anwesenheit von N,O erhohte sich die Strom-
amplitude auf -367 pA bei einer gleichzeitig verkiirzten Stromanstiegszeit von 133 ms.
Nach dem Auswasch von N,O ging die Stromamplitude wieder auf -249 pA und die
Anstiegszeit auf 183 ms zurtick.

Abb. 5.4, B zeigt den sehr dhnlichen Effekt von Xe. In dem dargestellten Experiment
induzierte GABA (10° M 2 EC.4,) einen Strom von -95 pA (Stromanstiegszeit: 174 ms),
Xe erhohte den Strom auf -133 pA (Stromanstiegszeit verkiirzt auf 137 ms). Nach dem
Auswasch von Xe stellten sich anndhernd die Ausgangswerte wieder ein (Amplitude:

97 pA, Stromanstiegszeit: 190 ms).

10°M GABA
10°M GABA +N,O (29,2 mM) 10°M GABA
100 pA
Kontrolle Auswasch J b
A 500 ms
10°M GABA
10°M GABA +Xe (3,9 mM) 10°M GABA
WOO pA
B Kontrolle Auswasch
500 ms

Abb. 5.4: GABA-induzierte Strome am a,B,y,,-GABA-Rezeptor. Reversible Verstirkung der
CABA-induzierten Stromantworten durch N,O (A) bzw. Xe (B) an jeweils
derselben Zelle.
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In einer nachfolgenden Versuchsreihe wurde untersucht, inwieweit N,O bzw. Xe die

Dosiswirkungskurve von GABA am untersuchten GABA ,-Rezeptor beeinflussen. Dazu

wurde GABA in Konzentrationen von 107 M bis 10° M jeweils alleine sowie zusammen

mit N,O (29,2 mM) bzw. Xe (3,9 mM) appliziert. Hierbei erhohten sowohl N,O als auch

Xe im Bereich niedrigerer GABA-Konzentrationen (107 M bis 10° M) die Stromamplitude
signifikant (Abb. 5.5, A und C). Gleichzeitig beschleunigten N,O und Xe den Strom-
anstieg (Abb. 5.5, B und D). Dies spricht fiir eine Erhéhung der GABA-Assoziations-

konstante K, innerhalb des kinetischen Reaktionsschemas (siehe 2.1.4, S. 7).

Relative Verdanderung der
* Stromamplitude durch
N,O (1,0 2 Kontrolle)

Stromanstiegszeit (ms)

O Kontrolle

(sw) #0019758ansuBWONS

o, 50 0 mN,O (29,2 mm) |[ 490
l L 1.8 L L300
- 1.6 T
- 200
l L 1.4 . . 4
l 1.2 « ¥ 100
------------- I -;-{ 1.0 .
. Los : : : —® 1o
107 10°® 10° 10* 10° 107 10°* 10° 10* 10°
A GABA (M) B GABA (M)
Relative Veranderung der Stromanstiegszeit (ms)
Stromamplitude durch
Xe (1,0 2 Kontrolle) O Kontrolle
* mXe (3,9 mM)| [ 250
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(sw) %0601 197s3ansurWONS

Abb. 5.5: Die Wirkung von N,O (A & B) und Xe (C & D) auf Amplitude und Anstiegszeit der
GABA-induzierten Strome am o.,B,y,-GABA-Rezeptor. Die Vergréllerung der Stréme
bei niedrigen GABA-Konzentrationen (2 Linksverschiebung der Dosiswirkungskurve) bei
gleichzeitiger Verkiirzung der Stromanstiegszeiten sprechen fiir eine Erh6hung der
GABA-Assoziationskonstante. (Jeweils Angabe von MW + SD, n = 5-9, *p < 0,05 versus

Kontrolle.)
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Die Applikation von mit N,O bzw. Xe gesattigter Extrazellularlosung (ohne GABA)

induzierte keine Stromantwort am o,f,y,-GABA ,-Rezeptor (ohne Abbildung).

5.2.3. Kein Effekt durch den Non-Immobilizer Helium

Das Edelgas He ist nicht andsthetisch wirksam und wird deshalb in diesem Zusammen-
hang auch als Non-Immobilizer bezeichnet (Koblin, 1998). Daher sollte untersucht
werden, ob diese Eigenschaft auch mit einem Ausbleiben einer Wirkung am GABA,-
Rezeptor einhergeht. Hierzu wurde eine GABA-Losung (10° M) — wie in den Experi-
menten mit N,O und Xe — mit He gesattigt und appliziert. Weder Amplitude (1,02 + 0,1
versus Kontrolle, n = 6) noch Anstiegszeit der GABA-induzierten Stréme (Kontrolle: 118
+ 69 ms, He: 107 £ 64 ms; n = 6) wurden durch He signifikant verandert (siehe Abb.
5.6). Dies zeigt auch, dass die unter Anwendung von N,O und Xe beobachtete Ver-
starkung der GABA-Strome tatsachlich auf eine Eigenschaft von N,O bzw. Xe zurtick-

zufiihren ist und nicht als Artefakt des methodischen Vorgehens zu werten ist.

10° M GABA
10° M GABA + He 10° M GABA

ST -

J

Abb. 5.6: He zeigte keinen Effekt auf GABA-induzierte Strome am GABA,-
Rezeptor (exemplarische Messreihe an einer Zelle).

= 1100 pA
500 ms
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5.3. Der Effekt von lIsofluran auf die Funktion des GABA,-
Rezeptors

5.3.1.  Isofluran hat zwei gegensatzliche Wirkungen

Mehrere Arbeiten beschreiben eine Verstarkung GABA-induzierter Strome durch 1SO
und fiihren u. a. darauf die klinische Wirkung dieses Andsthetikums zuriick (siehe 2.3.4.2,
S. 21). In der vorliegenden Arbeit soll insbesondere der zugrundeliegende Mechanismus
untersucht und die Interaktion zwischen dem GABA,-Rezeptor und ISO beschrieben
werden. ISO wurde zunichst in einer Konzentrationsreihe zusammen mit GABA (10° M
2 EC,31,) appliziert, um die ISO-Konzentration mit dem deutlichsten Verstarkungseffekt
an dem hier untersuchten «,B,y,-GABA,-Rezeptor zu ermitteln, da I1SO je nach Konzen-
tration zwei gegensatzliche Wirkungen hatte: Niedrige 1SO-Konzentrationen (0,15 bis
0,5 mM) verstarkten den GABA-Strom (maximale Verstarkung 1,84 + 0,75-fach durch 0,5
mM ISO), hohere ISO-Konzentrationen (> 1,5 mM) verminderten hingegen den Strom

(Abb. 5.7, A und B).

10° M GABA 30-

i -

| O |
14015 mMISO /7

X
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-,'+1,5mMISO ‘-V/-
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—_
=]
—

Relative Stromamplitude
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Abb. 5.7: Dualer Effekt von ISO auf die Stromantworten des o,B,y,-GABA ,-Rezeptors. A: Strom-
antworten einer Whole-Cell-Messung. Die ab 0,5 mM ISO auftretenden sog.
Wieder6ffnungsstrome (grau markiert) entstehen durch die Lésung eines Offenkanal-
blocks, der gleichzeitig die verkleinerten Strome bei hcheren ISO-Konzentrationen
erklart. B: Der maximale Verstarkungseffekt zeigte sich bei 0,5 mM ISO, was zugleich
dem berechneten MAC-Aquivalent fiir I1SO entspricht. Ein kausaler Zusammenhang
zwischen dem MAC-Aquivalent und dem maximalen Verstirkungseffekt in den
dargestellten Befunden mufS allerdings nicht bestehen und kann zufallig sein. Zudem
gibt es keine zuverldssigen Angaben (ber tatsdchliche Wirkstoffkonzentrationen im
synaptischen Spalt. (Jeweils Angabe von MW + SD, n = 4-6, *p < 0,05 versus Kontrolle.)
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Ab 0,5 mM ISO zeigten sich bei der schnellen Desapplikation von ISO die sog. Wieder-
offnungsstrome (grau markiert in Abb. 5.7, A), die auf den Offenkanalblock durch ISO

hinweisen.

5.3.2. Der verstarkende Effekt von Isofluran

In dieser Versuchsreihe wurde auf den Verstarkungseffekt von ISO ndher eingegangen.
Dazu wurde ISO zusammen mit steigenden GABA-Konzentrationen (107 M bis 10° M)
appliziert. Fir ISO wurde eine Konzentration gewadhlt, bei der in der vorherigen Ver-
suchsreihe der deutlichste Verstarkungseffekt festgestellt wurde. Abb. 5.8, A zeigt die
Stromantworten einer Zelle auf 10° M GABA ohne und mit 0,6 mM ISO, Abb. 5.8, B

und C zeigt die gemittelten Daten aus 9 Experimenten.
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Abb. 5.8: Wirkung von I1SO (0,6 mM) auf GABA-induzierte Strome. A: Stromantworten einer Zelle auf
10° M GABA. ISO vergréfRerte die Stromamplitude und verlingerte gleichzeitig die Strom-
anstiegszeit. Dies spricht fiir eine Verminderung der Dissoziationskonstante des Agonisten
vom Rezeptor. B: Bei niedrigen GABA-Konzentrationen (107 M bis 10° M) erhéhte 1SO sig-
nifikant die Stromamplitude. Dies entspricht einer Linksverschiebung der Dosiswirkungs-
kurve. C: Verlangerung der Stromanstiegszeiten durch ISO. (Jeweils Angabe von MW +
SEM, n =9, *p < 0,05 versus Kontrolle.)
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ISO (0,6 mM) vergroerte die Stromantworten auf niedrige GABA-Konzentrationen (107
M bis 10° M), was einer Linksverschiebung der GABA-Dosiswirkungskurve, also einer
erhohten Wirksamkeit von GABA am Rezeptor, entspricht (Abb. 5.8, B). Insoweit dhneln
sich N,O, Xe und ISO in ihrer Wirkung auf den hier untersuchten GABA ,-Rezeptor.
Nach den vorliegenden Befunden entsteht diese erh6hte Wirksamkeit von GABA jedoch
auf unterschiedliche Weise. Die gasformigen Andsthetika N,O und Xe verkiirzten die
Stromanstiegszeit, 40, (siche Abb. 5.5, B & D). Dies spricht fiir eine vergrofberte GABA-
Assoziationskonstante, der z. B. eine erleichterte GABA-Bindung zugrunde liegen
konnte. Demgegeniber verlangerte ISO die Stromanstiegszeit, .., (Abb. 5.8, C). Anhand
des Reaktionsschemas 1alst sich dies mit einer verminderten GABA-Dissoziations-
konstanten nachvollziehen. Die Wirkung von ISO konnte also in einer verlangsamten

Dissoziation von GABA vom Rezeptor bestehen.

5.3.3. lIsofluran bewirkt zusatzlich einen Offenkanalblock

Neben dem oben beschriebenen Verstarkungseffekt fiel auf, dass die Desapplikation von
ISO zu einem kurzzeitigen Wiederanstieg der Stromantwort fiihrte. Da solche Strome
typischerweise durch die Losung eines sog. Offenkanalblocks, also einer Blockade des
geoffneten lonenkanals, entstehen, kann man sie als ,Wieder6ffnungsstrome” bezeich-
nen. Diese Wiederoffungsstrome traten bereits bei einer ISO-Konzentration von 0,5 mM
auf und vergroRRerten sich deutlich mit steigenden Konzentrationen (siehe Abb. 5.7, A).
In der folgenden Versuchsreihe wurden deshalb die Wieder6ffungsstrome bei héheren
ISO-Konzentrationen ndher untersucht. Dazu wurde GABA in ansteigenden
Konzentrationen (10° M bis 10° M) zusammen mit ISO (1,5 mM bzw. 15 mM)
appliziert. Abb. 5.9, A zeigt eine Messreihe mit 15 mM ISO. Hierbei nahm die Amplitude
der Wieder6ffnungsstrome asymptotisch zu. Eine solche Zunahme zeigte sich auch bei
1,5 mM ISO, allerdings mit einem niedrigeren Maximalwert (Abb. 5.9, B). Dieser Befund
verdeutlicht, dass zur Entstehung der Wiederoffnungsstrome die GABA-Kanéle erst durch
GABA geoffnet werden missen, um dann von ISO blockiert werden zu kénnen. Die
Aktivierung der GABA-Kanile im Sinne eines lonenflusses zeigt sich dann tberwiegend

erst nach Losung des Offenkanalblocks in Form des Wieder6ffnungsstroms.
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Abb. 5.9: Die Grole der Wieder6ffnungsstrome hingt von der GABA- und der I1SO-Konzentration
ab. A: Strome einer Whole-Cell-Messung mit 15 mM [SO: Mit steigender GABA-
Konzentration (10° M bis 10° M) nahm die Amplitude der Wiederéffnungsstréme asymp-
totisch zu. B: Messungen mit 1,5 mM und 15 mM ISO. (Angabe von MW £ SEM, n = 4.)

Zur weiteren Beschreibung des Offenkanalblocks wurde der Effekt von ISO mit dem von
Picrotoxin verglichen, da es sich bei diesem Krampfgift nachweislich um einen Offen-
kanalblocker des GABA,-Rezeptors handelt (Inoue, 1988; Gurley, 1995). Dazu wurden
die GABA-induzierten Strome mit ISO (15 mM) bzw. mit Picrotoxin (1 mM) blockiert.
Eine gleichzeitige Applikation von GABA (10° M) und ISO bzw. Picrotoxin fiir 1,5 s er-
zeugte eine schnelle Stromantwort mit einem anfanglichen kurzen Peak, einem raschen
Stromabfall auf das Ausgangsniveau und schlieBlich einem (v. a. bei ISO) deutlichen
Wiederoffnungsstrom (grau markiert) nach Applikationsende (Abb. 5.10, i). Unter durch-
gehender Applikation von ISO bzw. Picrotoxin fiir mehrere Minuten kam es zu keiner
nennenswerten Kanal-Aktivierung durch GABA (Abb. 5.10, ii). Dieser Befund steht zwar
nicht voll im Einklang mit einem reinen Offenkanalblock-Mechanismus, da GABA wie in
(Abb. 5.10, i) einen initialen Strompeak induzieren hiatte missen, kann aber damit erklart
werden, dass in den Minuten vor der GABA-Applikation spontanéffnende Kanile
zunehmend blockiert wurden. Wiederoffnungsstrome blieben naturgemal aus, da bei
diesem Experiment keine Desapplikation von ISO bzw. Picrotoxin stattfand. Wurde
hingegen die verliangerte Applikation von ISO/Picrotoxin durch den GABA-Puls unter-
brochen (Abb. 5.10, iii), kam es im Zuge der Dissoziation der Blocker zu einem

deutlichen Strom mit einem relativ langsamen Stromanstieg (grau markiert). Unter
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Abwesenheit der Blocker wahrend der GABA-Applikation nahm der Strom nicht
(nennenswert) ab. Die erneute ISO/Picrotoxin-Applikation nach dem GABA-Puls
beschleunigte hingegen deutlich die Kanal-Deaktivierung (grau markiert), was sich
wiederum durch den Kanalblock erklaren 1dft. Insgesamt sprechen diese Befunde fiir
einen sehr dhnlichen Mechanismus von I1SO und Picrotoxin an dem hier untersuchten

a,B,7,-GABA -Rezeptor.

10° M GABA 10° M GABA
15 mM ISO 1T mM Picrotoxin
i / i
L] u
15 mM ISO 1T mM Picrotoxin
10° M GABA 10° M GABA
— . —i
ii i
15 mM T mM
ISO Picrotoxin
10° M GABA 10° M GABA
i i ‘ w
e ——
500 pA | 500 pA
A 500 ms B 500 ms

Abb. 5.10: Vergleich des Effekts von ISO (A) und Picrotoxin (B) auf GABA-
induzierte Stréome. Hierbei wurde die zeitliche Abfolge der
Applikation von GABA und ISO bzw. Picrotoxin entsprechend
der schematischen Darstellung variiert (i-iii). Die qualitativ ahn-
lichen Befunde sprechen fiir einen &dhnlichen Block-
mechanismus am a,B,y,-GABA-Rezeptor. Es ist jeweils ein re-
prasentatives von insgesamt jeweils drei durchgefiihrten
Experimenten dargestellt.
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5.3.4.  Modell fir GABA ,-vermittelte IPSC und der Effekt von Isofluran

Durch kurze (10 ms) Applikation von GABA in synaptisch relevanter Konzentration (10
M) wurden Stromantworten induziert, die in ihrer Kinetik GABA ,-vermittelten IPSC ent-
sprachen (Jones, 1995). Diese Stromantworten koénnen somit als Modell fiir post-
synaptische GABA ,-Antworten angesehen werden.

Der Zeitverlauf dieser ,IPSC-artigen” GABA ,-Antworten ist durch den typischerweise bi-
phasischen Stromabfall, der durch die Deaktivierung (siehe 4.3.6.2, S. 37) der GABA ,-Re-
zeptoren zustande kommt, charakterisiert. Die beiden Zeitkonstanten des Stromabfalls
Tepmell DZW. Tipeam betrugen in Ubereinstimmung mit den Werten von tatsdchlichen
GABA,-IPSC (Jones, 1995) 58 + 6 ms bzw. 287 + 30 ms. Der Wert dieser Zeitkonstanten
bestimmt die Linge GABA ,-Rezeptor-vermittelter Antworten und damit die GroRe dieser
zentral-inhibitorisch wirksamen postsynaptischen Ladungsverschiebungen.

ISO (0,6 mM) verldangerte beide Zeitkonstanten der GABA,-IPSC-Modelle, verringerte
jedoch deren Amplitude geringfligig, was auf die Kanal-blockierende Komponente von

ISO zurlickzufiihren ist (Abb. 5.11).

Kontrolle ISO Auswasch

0,6 mM ISO
10* M GABA man snnnm

155 ms

=211 ms

Tlangsam = 164 MSs

Tlangsam Tlangsam =

( mono 140 ms) ( mono 72 ms)

( mono 70 ms)

Tschnell = =47 ms

Tschnell = 38 ms Tschnell = 35 ms

-1009 pA
-1154 pA -1126 pA I 200 pA

Abb. 5.11: Klinisch relevante Konzentrationen von ISO (0,6 mM entspricht etwa 1 MAC-Aqui-
valent) verlangerten (reversibel) die ,IPSC-artigen” GABA-Antworten. Trotz der gleich-
zeitig durch die blockierende Komponente von ISO verminderten Stromamplitude war
insgesamt der Ladungsfluss (Fliche unter dem Strom-Zeit-Verlauf) deutlich vergrél3ert.
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Abb. 5.12 zeigt die gemittelten Messwerte aus den ,IPSC-artigen” GABA,-Antworten
von 9 Experimenten. ISO bewirkte eine reversible Verlangerung sowohl der schnellen als
auch der langsamen Zeitkonstante (Kontrolle: T, = 58 £ 6 ms, T, e = 287 £ 30 ms;

ISO: 1 =112+ 25 ms, T pe0m = 619 £ 190 ms; Auswasch: t

schnell —

schnell = 76 £ 14 MS, Tj3oiam
= 313 + 45 ms; Abb. 5.12, A)*. Trotz Reduktion der Stromamplitude von -785 + 267 pA
(Kontrolle) auf -606 + 187 pA* (Abb. 5.12, B) erhohte ISO durch Verlangerung der
Zeitkonstanten den GABA-induzierten Ladungsfluss (Kontrolle: -73 + 26 pAs, ISO: -111 +

35 pAs, Auswasch: -79 + 38 pAs; Abb. 5.12, C)“.

Kontrolle ISO Auswasch

10007

Tlangsam

-400

-800 1
*

-1200

800 1

600 1

Stromamplitude (pA)

400 1

Tschnell Kontrolle 1SO Auswasch

200 1

-40 -

-80 1

-120 1

LadungsfluB® (pAs)

Kontrolle

Deaktivierungs-Zeitkonstante (ms)
o
50 [ -
Auswasch :|"
so [ -
Auswasch I—'
(U9]
(e}

Kontrolle j

-160 ° *

A C

Abb. 5.12: ISO (0,6 mM) bewirkte bei den ,IPSC-artigen” Stromen (o,B,y,,-GABA ,-Rezeptor) eine
reversible Verlingerung der schnellen und der langsamen Zeitkonstante © (A). Trotz
signifikanter Reduktion der Stromamplitude (B) erhohte sich dadurch der GABA-
induzierte Ladungsfluss (Flache unter der Strom-Zeit-Kurve, C). (Jeweils Angabe von MW
+ SEM, n =9, *p < 0,05 versus Kontrolle.)

4 Angabe von MW + SEM
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5.3.5.  Computersimulation der Isofluran-Wirkungen

Basierend auf der , Three-State-Kinetic-Theory” (del Castillo, 1957) und den theoretischen
Grundlagen zur lonenkanalkinetik (Colquhoun, 1981) sowie unter Berlicksichtigung
publizierter Reaktionsschemata fiir den GABA,-Rezeptor (Adelsberger, 1997) wurde ein
vereinfachtes Modell erstellt (Abb. 5.13, A). Die drei GABA-Bindungsschritte wurden an-
hand des fiir diesen Rezeptor ermittelten Hill-Koeffizienten von 2,4 + 0,2 angenommen
(siehe hierzu 5.1.1, S. 40). Anhand experimenteller Daten wurden die dazugehdrigen
Ratenkonstanten abgeschatzt. Fir die zu behandelnden Fragestellungen wurden am
Modell Vereinfachungen vorgenommen:

1. Desensitisierungs-Zustande, die v. a. durch hohere Agonisten-Konzentrationen am
GABA -Rezeptor induziert werden (Jones, 1996), wurden nicht berlicksichtigt. Abb. 5.8,
S. 49 zeigt, dass bei einer niedrigen GABA-Konzentration (10° M) kaum Desensitisierung
auftrat, was entsprechend fiir den simulierten Strom gilt (Abb. 5.14, A, S. 57). Zudem
spielen Desensitisierungs-Zustande bei der Simulation von ,IPSC-artigen” GABA-Stromen
keine entscheidende Rolle, da selbst unter der hohen GABA-Konzentration von 10* M
wahrend der kurzen Applikationszeit von 10 ms nahezu keine Desensitisierung auftritt.
Der Stromabfall der ,IPSC-artigen” Strome ist vielmehr durch Kanal-Deaktivierung nach
Ende der GABA-Applikation bedingt.

2. Der Stromabfall der ,IPSC-artigen” GABA-Strome verlief typischerweise biphasisch,
d. h. mit einer schnellen und einer langsamen Zeitkomponente. Die Ursache hierfiir ist
umstritten. Diesem Phdnomen konnten u. a. verschieden lange Offenzustinde der
Kandle zugrunde liegen (Jones, 1995; Adelsberger, 1997). Zur Vereinfachung wurde
unter Annahme eines monophasischen Verlaufs nur eine Zeitkonstante berechnet, um
ein Reaktionsschema mit nur einer Art von Offenzustand (O) anzunehmen. Die Be-
schreibung des Stromabfalls durch also nur eine Zeitkonstante t ergab die Werte 105 +

14 ms (Kontrolle), 227 £ 29 ms (ISO; p < 0,05, n =9) und 127 + 18 ms (Auswasch).

Mit dem verwendeten kinetischen Modell (Abb. 5.13, A ohne ISO, Abb. 5.13, B mit ISO)
konnten GABA-Antworten simuliert werden (Abb. 5.14), die den gemessenen Strémen
entsprachen. Abb. 5.13, B zeigt ein Reaktionsschema zur Beschreibung der Effekte von
SO auf die GABA-induzierten Stromantworten. ISO hatte zwei unterschiedliche Wirkun-
gen: Zum einen resultierte eine Linksverschiebung der GABA-Dosiswirkungskurve (siehe

Abb. 5.8, B, S. 49) bei gleichzeitiger Verlangsamung des Stromanstiegs (siehe Abb. 5.8,
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C, S. 49). Diese Befunde lassen sich am besten durch eine (um das 0,5-fache) ver-

minderte Dissoziationskonstante K. fir GABA erklaren. Zum anderen bewirkte 1SO

einen Offenkanalblock am GABA,-Rezeptor. Die Raten flr K, gioqy Und K gioq) Wurden

aus den experimentellen Daten abgeschitzt, bei denen I1SO in steigender Konzentration

appliziert wurde (siehe Abb. 5.7, S. 48).

GABA
3 xK,, 2xK,, 1 xK,,
GABA GABA GABA B
R é R,GABA é R;2GABA é R,3GABA = O
A 1xK, 2xK,; 3xK,, *
GABA + ISO
3 x Ko 2 x Ko, I'x Kop Kon tiock)
GABA GABA GABA 8 ISO
R é R,GABA é R;2GABA é R,3GABA @a O é B
B 0,5x1xK,4 0,5x2x K, 0,5 x 3 x K¢ Ko Brock)

Wert Einheit

K. | 2300000 M's'
K, 16 5
Koo | 30000  M's’
Ko (Block) 35 s
o 300 s
1000 s’

Abb. 5.13: Anhand der experimentellen Daten konnte ein vereinfachtes Reaktionsschema fiir den
GABA ,-Rezeptor erstellt werden. A: Der Ubergang vom geschlossenen Zustand R in
den Offenzustand O des Rezeptors kann gut mit drei Bindungsschritten und den
angegebenen Ratenkonstanten fiir Agonisten-Assoziation K,, , Agonisten-Dissoziation
K.7, sowie B und o (,gating”) beschrieben werden. B: Dieses erweiterte Modell
beschreibt die Interaktion zwischen ISO und dem GABA,-Rezeptor: Halbierung der
GABA-Dissoziationskonstante K,; sowie Offenkanalblock (B = blockierter Zustand des

Kanals) unter der Annahme einer Bindung eines ISO-Molekiils in der Kanalpore.
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Simulierte Stromantworten auf eine niedrige GABA-Konzentration ohne und mit ISO

0,6 mM ISO
10° M GABA 10° M GABA
B 04— JE— 0o —
= ) Strom- \ / ; \ r
= —~ 0,02 { anstiegszeit 0,02 1
§9 1 270ms | - 5”0”7; \\ /
2 oos. Ampliude 0041 ansiegszeit |
< 3 006 0,036 0,06 - A\ | Wieder-
%V 0,08 ] 0,08 Amplitude ! étff”“”gs'
= ; | 0,073 strom
O 0,1 0,1 .
0 2 4 0 2 4
A Zeit (s) Zeit (s)
Simulation , IPSC-artiger” GABA-Strome ohne und mit ISO
M
10* M GABA e O MM 15O
= 07— ' 0 '
2
£ 02 0,2
== T=94 ms 1
52 o4 04 ;
S £ 1
28 06 0,6
<2 1
= N 08 Amplitude 0,706 0,8 |
(] 4
= 1,0 . . : . . 1,0
O 0 2 4 0 2 4
Zeit (s) Zeit (s)

oo

Abb. 5.14: Die unter Verwendung der obigen Modelle (siehe Abb. 5.13) simulierten GABA-Ant-
worten ohne und mit ISO stimmen gut mit den gemessenen Strémen (iberein. Darge-
stellt ist hierbei die Wahrscheinlichkeit des Zustandekommens des Offenzustands O
im Zeitverlauf. A: Die Simulation 1,5 s langer GABA-ISO-Koapplikation ergab, wie bei
den gemessenen Stromen, GABA-Stréme mit grélSerer Amplitude und langerer Strom-
anstiegszeit. Wie im Experiment l6ste die (simulierte) Dissoziation von ISO einen
Wiederoffnungsstrom aus. Korrespondierendes Experiment: siehe Abb. 5.8, A, S. 49.
B: Die mit demselben Modell simulierten ,IPSC-artigen” GABA-Antworten waren
(wie im Experiment) unter Anwesenheit von ISO verldangert (durch vermindertes K,
bedingt) und etwas verkleinert (durch den Kanalblock bedingt). Korrespondierendes
Experiment: siehe Abb. 5.11, S. 53.
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5.4. Der Effekt von gemeinsam appliziertem N,O und Isofluran
auf GABA-induzierte Strome

In der klinischen Praxis wird hdufig N,O mit einem volatilen Andsthetikum kombiniert, da
sich die klinische Wirkung der Substanzen gegenseitig verstarkt (die analgetische
Wirkung von N,O verringert z. B. den MAC-Wert von ISO von 1,1 Vol.% auf 0,5 Vol.%)
(Larsen, 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig untersucht, ob sich dies auch

in einer additiven Wirkung am a,8,y,-GABA,-Rezeptor zeigt.

5.4.1.  Applikation von GABA, N,O und Isofluran

Ausgehend von der Kontrolle (nur GABA 5 x 10° M 2 EC,.+;) wurde an jeweils einer
Zelle nacheinander der Effekt von N,O (29,2 mM N,O + GABA), von ISO (0,2-1,2 mM
ISO + GABA) und von N,O + ISO (29,2 mM N,O + 0,2-1,2 mM ISO + GABA) gemessen
(Koapplikation der angegebenen Substanzen fiir jeweils 1,5 s). Abb. 5.15 zeigt
exemplarisch die Stromantworten einer Zelle: Gegentiber der Kontrolle (-466 pA) be-
wirkten N,O und I1SO (0,6 mM) jeweils fiir sich einen deutlich vergroflerten Strom (N,O:
-686 pA, ISO: -679 pA). Zusammen bewirkten N,O und ISO jedoch keine weitere
wesentliche VergroBerung des Stroms (-719 pA). Auffdlligerweise wurde jedoch der
durch Dissoziation von ISO ausgeloste Wiederoffnungsstrom durch N,O vergroRert

(Abb. 5.15, Insets).
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5x 10°M GABA

.

Amplitude -466 pA

_\

686 pA

/
..-»-J mwmf

+0,6 mM ISO

679 pA

+N,O
+0,6 mM ISO

o Sy

-719 pA

-
+0,6 mM ISO

645 pA

| 200 pA

500 ms

Abb. 5.15: GABAerge Stromantworten einer Zelle unter Einfluss von N,O, ISO,
und koappliziertem N,O und ISO. Die Kombination beider
Andsthetika bewirkte keine nennenswerte Steigerung der Ampli-
tude gegeniiber der durch jede einzelne Substanz erhéhten Strom-
antwort. N,O vergrolerte jedoch den unter ISO auftretenden
Wiedersffnungsstrom (siehe Insets). Offenbar wurden also unter
dem Einfluss von N,O mehr GABA-Kanale durch ISO blockiert als

ohne N,O.
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Die oben dargestellte Versuchsreihe wurde mit verschiedenen 1SO-Konzentrationen
durchgefiihrt. Gemessen wurden die Stromamplitude (Abb. 5.16, A) und die GroRe des
Wiedero6ffnungsstroms (Abb. 5.16, B).

2150 8150 _
®ISO+N,O |]1,8 ®|SO + N,O 160
| _ =
I l 16 58 * 2
“““ ‘T’““““"""'1,54 > %, u 120 3
Ul @ =
. T 1,4 < o l 3
o T S0 4 @
12 33 . l 80 %
z e =
3 o
O--———mmm e e e e e — - 1,0 Q g— * ‘ i
| I— c ©
* j;i = « l El 40 >
* 0,8 *
L ]
* i oE
— —oo—o0— : : —1o
kein 0,2 04 06 08 10 1,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
150 ISO (mM) ISO (mM)
A B

Abb. 5.16: Relative Stromamplitude (A) und Wieder6ffnungsstrome (B) GABA-induzierter Strome
unter Einfluss steigender ISO-Konzentrationen mit und ohne N,O. A: Uberlagerung von
GABA-verstirkendem und  Kanal-blockierendem  Effekt ergab fiir ISO eine
glockenférmige Dosis-Wirkungs-Beziehung (O). Der GABA-verstarkende Effekt von N,O
und ISO addierte sich jedoch nicht signifikant (B). (MW + SEM, n = 7-15 je ISO-
Konzentration, *p < 0,05, **p < 0,01 versus Kontrolle.) B: Die mit steigenden ISO-
Konzentrationen groler werdenden Wiederoffnungsstrome waren unter N,O noch
grolSer, d. h. ISO blockierte offenbar unter dem Einfluss von N,O mehr Kandle. Dies
kénnte womdoglich einen additiven Effekt von N,O und ISO auf die Stromamplitude
verhindern. (MW + SEM, n = 5-13 je ISO-Konzentration, *p < 0,05 ISO + N,O versus
I1SO)

Ubereinstimmend mit publizierten Daten (Neumahr, 2000) zeigte ISO fiir den Effekt auf
den GABA-induzierten Strom eine glockenformige Dosiswirkungskurve (Anstieg bis 0,5
mM ISO, Abfall ab 0,8 mM ISO) als Ausdruck des dualen Effekts von ISO (Verstarkung
versus Block) auf den GABA,-Rezeptor. Der Scheitelpunkt liegt bei einer 1,51 + 0,14-
fachen Verstarkung durch 0,5 mM ISO (Abb. 5.16, A, O). N,O alleine vergroflerte den
GABA (5 x 10°® M)-induzierten Strom 1,54 £ 0,1-fach (n = 47; siehe auch: 5.2.2, S. 45).
N,O und ISO (0,5 mM) gemeinsam vergrofierten den Strom lediglich 1,64 + 0,16-fach
(Abb. 5.16, A, M). ISO verursachte bei Desapplikation ab Konzentrationen von
durchschnittlich 0,5 mM Wieder6ffnungsstrome, die als Umkehrung des Offenkanal-

blocks zu verstehen sind. Deren Grofle nahm mit steigenden ISO-Konzentrationen zu
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(Abb. 5.16, B, O). Zusammen mit N,O traten diese Wiederoffnungsstrome schon ab
einer ISO-Konzentration von 0,15 mM auf und waren durchgehend grofSer als ohne N,O
(Abb. 5.16, B, ®). Offenbar wurden also unter dem Einfluss von N,O mehr GABA-Kanale
durch 1SO im Offenzustand blockiert. N,O kdénnte demnach eine vermehrte Offnung

von GABA ,-Rezeptor-Kandlen bewirkt haben.

5.4.2.  Computersimulationen

Die Effekte von N,O und ISO lassen sich auch am kinetischen Modell fir den GABA,-
Rezeptor nachvollziehen (Abb. 5.17).

Ahnlich wie 1SO (0,5 mM) bewirkte N,O eine Linksverschiebung der Dosiswirkungs-
kurve von GABA, d. h. eine erhohte Wirksamkeit (Effizienz) des Agonisten GABA. Dies
spricht fiir eine effektivere GABA-Bindung, die durch die Assoziationskonstante K, und
die Dissoziationkonstante K ; determiniert wird. Wahrend allerdings ISO die Strom-
anstiegszeiten gleichzeitig verlangerte, was am ehesten fiir eine Verminderung von K
spricht, lassen sich die durch N,O verkiirzten Stromanstiegszeiten durch eine erh6hte K,
nachvollziehen (siehe auch S. 50). Folglich lieBen sich unter Anwendung des Reaktions-
schemas (Abb. 5.17, B & C) die experimentellen Befunde durch eine N,O-bedingte 1,45-
fache Erhohung der Assoziationskonstante K_, bzw. durch eine 1ISO-bedingte Halbierung
der Dissoziationskonstante K, simulieren. Wieder wurde der Offenkanalblock durch ISO
als Hin- und Riickreaktion in das Modell miteinbezogen (Abb. 5.17, C). So konnten auch
die Wiederoffnungsstrome simuliert werden (Abb. 5.18). Abb. 5.17, D stellt eine Kombi-
nation aus den Modellen B (N,O) und C (ISO) dar, also eine durch ISO halbierte K
zusammen mit dem Offenkanalblock und eine durch N,O 1,45-fach vergroRerte K. Die
mit dem so erstellten Modell D simulierte GABA-Antwort stimmt gut mit dem Experi-

ment berein (Abb. 5.18).
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GABA (5 x 10° M) Wert Einheit
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p
R é R,GABA é R;2GABA é R3GABA = O é B
a

D 0,5 x1xK,z 0,5x 2 x K¢ 0,5x 3 x K¢ Kot Block)

Abb. 5.17: A: Vereinfachtes Modell fiir den GABA,-Rezeptor mit geschlossenen (R) und offenen
(O) Zustdanden, ohne Beriicksichtigung der Desensitisierung. B: N,O bewirkte eine
Linksverschiebung der GABA-Dosiswirkungskurve (siehe Abb. 5.5, A, S. 46), sowie
eine Verringerung der Stromanstiegszeit,qq9, (siehe Abb. 5.5, B, S. 46). Diese Befunde
lassen sich im Reaktionsschema mit einer N,O-bedingten 1,45-fachen Erh6hung der
GABA-Assoziationskonstante K, erkldren. C: Reaktionsschema zur Beschreibung der
Effekte von ISO: 0,5-fache GABA-Dissoziationskonstante K ; sowie Offenkanalblock (B
= blockierter Zustand des Rezeptors). D: In diesem Modell wurden die Effekte von
N,O und ISO unabhéngig voneinander kombiniert.
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Die errechnete Offenwahrscheinlichkeit (Zustand O des Kanals) im Zeitverlauf stimmte

bei allen Modellen sehr gut mit den experimentell ermittelten Stromen tberein (Abb.

5.18).
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Abb. 5.18: Vergleich der experimentell ermittelten (A; siehe auch Abb. 5.15, S. 59) mit den
simulierten (B) GABA-Antworten unter Einfluss von N,O, ISO und N,O + ISO. Ex-
perimentell ermittelte und simulierte Strome stimmen beziiglich Amplitude und Strom-
anstiegszeit, 09, gut Uberein. B, iii & iv: Wahrend ISO alleine eine Blockwahrschein-
lichkeit (blockierter Zustand B) von 30% bedingte (Wiederéffnungsstrom: 0,047),
erhohte N,O die Blockwahrscheinlichkeit auf 35% und den Wieder6ffnungsstrom auf

0,059.
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In der vorliegenden Arbeit bilden GABA-induzierte Stromantworten von HEK 293-Zellen,
die einen rekombinanten o,B,y,-GABA,-Rezeptor der Ratte exprimieren, ein Modell fir
die schnelle GABAerge synaptische Transmission. Die verwendete Untereinheitenkombi-
nation des GABA ,-Rezeptors kommt auch im menschlichen ZNS am hdufigsten vor. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafiir, dass die zentral-inhibitorische Wirkung der
Andsthetika N,O, Xenon (Xe) und Isofluran (ISO) zumindest teilweise durch den GABA,-
Rezeptor vermittelt wird. Nach den in dieser Arbeit ermittelten Befunden besteht die
Wirkung von N,O, Xe und ISO u. a. in einer Erh6hung der Wirksamkeit von GABA am
GABA,-Rezeptor.

6.1. N,O und Xe verstarken die Assoziation von GABA und
GABA,-Rezeptor

Die experimentelle Erfassung der Wirkungen gasférmiger Andsthetika auf liganden-
gesteuerte lonenkandle ist technisch anspruchsvoll und wurde bisher in nur wenigen
Arbeiten durchgefiihrt (siehe Tab. 2.3, S. 23). Bei solchen Experimenten stellt sich
zundchst die Frage, ob das Gas (in Extrazellularlosung gelost) iberhaupt den zu unter-
suchenden lonenkanal erreicht und in welcher Konzentration es wirkt. In der vor-
liegenden Arbeit erfolgte erstmalig eine Evaluierung des Zeitverlaufs des Losevorgangs
von N,O und Xe durch eine volumetrische Bestimmung (siehe 5.2.1, S. 43). Hier konnte
gezeigt werden, dass die fir die elektrophysiologischen Messungen verwendete Extra-
zellularl6sung (kontinuierliche Begasung fiir mindestens 3,5 min) bereits nach wenigen
Minuten mit N,O bzw. Xe gesattigt ist. Die gemessene maximale Loslichkeit dieser Gase
in der Extrazellularlésung entspricht den jeweiligen Tabellenwerten fir H,O (Wilhelm,
1977).

N,O und Xe vergrofern den GABA-induzierten Strom und verkiirzen gleichzeitig die
Stromanstiegszeit, 0, , Was am ehesten fir eine Erhohung der GABA-Affinitdt spricht
(sieche Abb. 5.5, S. 46). Diese detaillierte Beschreibung der Wirkung am GABA ,-Rezeptor
ist in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. Erst die Anwendung des Systems der
schnellen Agonistenapplikation (siehe 4.3.4, S. 33) in dieser Arbeit ermdglichte die hohe

zeitliche Auflosung der Rezeptoraktivierung und damit die zuverldssige Angabe von
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Stromanstiegszeiten. In der Computersimulation des N,O-Effektes driickt sich dies in
einer 1,45-fachen Erh6hung der GABA-Assoziationskonstante K, aus (Abb. 5.17, B, S.
62). Diese kinetische Modellierung des Effekts von N,O am GABA,-Rezeptor wurde
bisher noch nicht beschrieben. Eine Erhohung GABA-induzierter Stromantworten durch
N,O wurde bislang an Hippocampusneuronen von Ratten festgestellt (Dzoljic, 1998). In
einer anderen Untersuchung wurde ebenfalls eine Verstarkung GABAerger Stromant-
worten durch N,O beschrieben (Yamakura, 2000). Hier wurde jedoch die beobachtete
N,O-bedingte Hemmung des NMDA-Rezeptors als bedeutsamer fiir die zentral-
inhibitorische Wirkung von N,O erachtet. Wegen der stark divergenten Verschaltung
GABAerger Interneurone, wie sie z. B. im Hippocampus vorliegt (Freund, 1996), konnte
sich jedoch selbst eine schwache Veranderung der GABA,-Rezeptor-Funktion insgesamt
relativ stark auswirken.

Bisher gibt es nur wenige Publikationen zur Wirkung von Xe auf lonenkandle. Ein Effekt
am GABA,-Rezeptor wurde dabei bisher weitgehend verneint (Franks, 1998; siehe
2.3.3.2, S. 21). Eine neuere Arbeit (Yamakura, 2000) beschreibt hingegen einen
schwachen Verstarkungseffekt von Xe auf Stromantworten von in Xenopus Oozyten
exprimierten GABA,-Rezeptoren. Die Diskrepanz der verschiedenen Arbeiten
hinsichtlich des Xe-Effekts konnte maoglicherweise in unterschiedlichen Untereinheiten-
kombinationen der jeweils untersuchten Rezeptoren begriindet sein. Geringfiigige
Anderungen in der B-Untereinheit (Carlson, 2000) oder die Anwesenheit einer zusitz-
lichen (endogenen) &- oder 6-Untereinheit (Mihalek, 1999) beeinflussen die Wirkung
mancher Substanzen auf den GABA ,-Rezeptor erheblich. Darliberhinaus zeigt der in der
vorliegenden Arbeit untersuchte o,f,y,-GABA,-Rezeptor bereits unterschiedliche Strom-
antworten, je nachdem ob er von HEK 293-Zellen oder von Xenopus Oozyten
exprimiert wird (unveréffentlichte Daten aus der eigenen Arbeitsgruppe). Diese Tatsache
kann mit dem Einfluss der ,Wirtszelle” auf die Funktion und Struktur des Rezeptors
erklart werden (Connolly, 1996).

Zur Erklarung der Interaktionen zwischen Edelgasteilchen (z. B. Xe) bzw. Gasmolekilen
mit zwei verschiedenen Atomen (z. B. N,O) einerseits und Proteinen andererseits
wurden sehr komplexe Computersimulationen durchgefiihrt (Trudell, 1998). Demnach
entstehen durch Polarisierung des Molekiils sog. schwache Krifte zwischen dem
Gasmolekil und dem Protein. Die Grolle des jeweiligen Molekiils korreliert dabei mit
der Fahigkeit zur Polarisierung, und in der Folge mit seiner Potenz als Immobilizer

(andsthetische Wirksamkeit im Sinne der motorischen Antwort auf Schmerzreiz; siehe
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auch Erlauterung zum MAC-Begriff, S. 19; Trudell, 1998). Auf diese Weise werden
verschiedene Immobilizer (Argon, Krypton, Xe und Stickstoff) von Non-Immobilizern (wie
z. B. He, Neon und Wasserstoff) unterschieden (Trudell, 1998). In der vorliegenden
Arbeit bewirkten die Immobilizer N,O und Xe im Gegensatz zum Non-Immobilizer He
eine Verstarkung GABA ,-Rezeptor-vermittelter Strome.

Es lalt sich also zusammenfassen, dass N,O und Xe die Wirksamkeit von GABA am
GABA ,-Rezeptor durch eine Verstarkung der GABA-Assoziation erhohen. Dadurch lielse

sich die in vivo-Wirkung dieser Gase (Immobilizer) zumindest teilweise erklaren.

6.2. Isofluran verzogert die Dissoziation von GABA und
blockiert gleichzeitig den offenen GABA-Kanal

Wie bereits in einer friitheren Arbeit der eigenen Arbeitsgruppe (Neumahr, 2000) darge-
stellt ist, hat ISO am «o,B,y,-GABA,-Rezeptor einen dualen Effekt (Abb. 5.7, B, S. 48):
Niedrige 1SO-Konzentrationen erhohen, hohe ISO-Konzentrationen vermindern die
GABA-induzierte Stromantwort. Zudem bewirkt ISO, wenn auch in Konzentrationen, die
deutlich iber dem MAC-Aquivalent liegen, eine direkte Aktivierung des o,B,y,-GABA ,-
Rezeptors zusammen mit einem Offenkanalblock (Haseneder, 2002).

Die Verstarkung der GABA-induzierten Stromantwort ist bei 0,5 mM ISO am
deutlichsten ausgeprigt. Diese Konzentration wird als MAC-Aquivalent von [SO
angesehen (Firestone, 1986). Dennoch muss kein kausaler Zusammenhang zwischen
dieser klinisch relevanten ISO-Konzentration und dem maximalen Verstarkungseffekt in
den vorliegenden Befunden bestehen, zumal es auch keine zuverlassigen Angaben (iber
tatsachliche Wirkstoffkonzentrationen im synaptischen Spalt gibt.

Die genauere Betrachtung der Aktivierungs-Kinetik der GABA-Strome in der vor-
liegenden Arbeit ergab, dass ISO (0,6 mM) neben der Erh6hung der Stromamplitude
gleichzeitig die Stromanstiegszeit verlangert (Abb. 5.8, B & C, S. 49). Dieser Befund
spricht flir eine Verzégerung der Dissoziation des Agonisten GABA von seiner Bindungs-
stelle. In der Computersimulation des ISO-Effekts driickt sich dies in einer Halbierung der
GABA-Dissoziationskonstante K ; aus (Abb. 5.13, S. 56). ISO stabilisiert also offenbar die
Bindung zwischen GABA und dem GABA-Rezeptor, was letztlich die inhibitorische post-
synaptische Transmission verstarken konnte.

Auffallig ist, dass die rasche Entfernung (Desapplikation) von ISO (> 0,5 mM) aus der
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Umgebung der GABA,-Rezeptor-tragenden Zelle einen kurzen, transienten Wiederan-
stieg der Stromantwort verursacht. Das gleiche Phanomen zeigt sich auch bei Picrotoxin
(Abb. 5.2, Biii, S. 42 & Abb. 5.10, B i, S. 52), einem GABA,-Kanal-Blocker (Inoue, 1988),
wdhrend Bicucullin, ein kompetitiver GABA-Antagonist, bei Desapplikation keine solchen
sog. Wiederoffnungsstrome auslost (Abb. 5.2, A ii, S. 42). Die Wieder6ffnungsstrome
entstehen also offensichtlich bei der Umkehrung eines Offenkanalblocks, wie ihn Picro-
toxin und ISO am GABA,-Rezeptor verursachen. Dieser Mechanismus konnte entsprech-
end unter Einbeziehung eines Bindungsschrittes, durch den ISO innerhalb des
kinetischen =~ GABA-Rezeptor-Modells einen  Kanalblock bewerkstelligt, in  der
Computersimulation nachvollzogen werden (Abb. 5.13 & Abb. 5.14, S. 56 & 57). Uber-
dies weisen Befunde am Drosophila-GABA-Rezeptor darauf hin, dass ISO und Picrotoxin
sogar eine gemeinsame Bindungsstelle im Lumen des lonenkanals haben (Edwards,
1997). Auch im Zusammenhang mit Kanalblockern des nikotinischen Acetylcholin-
Rezeptors wurden dhnliche Wieder6ffnungsstrome beobachtet (Dilger, 1992b).

Eine andere Theorie zur Erklarung der Wieder6ffnungsstrome postuliert, dass diese durch
einen Ubergang vom desensitisierten in den offenen Zustand verursacht werden (Jones,
1995). Desensitisierung wird als Konformationsanderung des Rezeptors ohne stattfinden
von Bindungsschritten definiert (Jones, 1995). Ein desensitisierter Rezeptor-lonenkanal-
Komplex ist inaktiv und gegenliber dem Agonisten insensitiv. Die zur Resensitisierung
des GABA ,-Rezeptors erforderliche Zeit betragt mehrere Sekunden (Jahn, 1997). Diese
Zeit scheint zu lange, um, wie in unseren Befunden, Wiederoffnungsstrome mit einer
Stromanstiegszeit von 10 bis 50 ms auszul6sen. Zudem konnte bei den durchgefiihrten
Computersimulationen ein derartiger Mechanismus zur Auslosung von Wieder6ffnungs-
stromen nicht nachvollzogen werden (nicht gezeigte Experimente). Die vorliegenden
Uberlegungen anhand verschiedener kinetischer Modelle lassen den Schluss zu, dass zur
Entstehung von Wieder6ffnungsstromen die Umkehrung eines Bindungsschritts, tber
den die Blockade eines aktivierten Kanals erfolgt, notwendig ist. Das Modell (Abb. 5.13,
S. 56) steht auch im Einklang mit dem Befund, dass die Amplitude der Wieder-
offnungsstrome sowohl mit der I1SO- als auch mit der GABA-Konzentration zunimmt
(Abb. 5.9, S. 51). Dies bestatigt die Annahme, dass eine Zunahme der ISO-Konzentration
die Anzahl der blockierten Kanéle erhoht, wahrend eine Zunahme der GABA-Konzen-
tration die Anzahl der insgesamt gedffneten und damit blockierbaren Kanale erhoht.

Bis hierher 1al8t sich also zusammenfassen, dass ISO am GABA,-Rezeptor einen dualen

Effekt auslibt. Einerseits erhoht 1ISO, ebenso wie N,O und Xe, die Wirksamkeit von
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GABA am GABA,-Rezeptor, jedoch anders als N,O und Xe, durch eine Verminderung
der GABA-Dissoziation. Zusatzlich blockiert ISO den GABA-Kanal, wenn er sich im
offenen Zustand befindet.

Dabei scheint die Bedeutung dieses blockierenden Effekts zundchst unklar, da er nicht
unmittelbar mit einer Verstarkung der GABAergen synaptischen Transmission in Zu-
sammenhang zu bringen ist. Es gibt jedoch altere Befunde zum nikotinischen
Acetylcholin-Rezeptor, die zeigen, dass Kanal-blockierende Substanzen die Offnungs-
salven (sog. ,bursts”) der einzelnen Kanale verlangern konnen (Beam, 1976). Dies wird
damit erklirt, dass ein Offenkanalblock das Offnungsverhalten eines lonenkanals dahin-
gehend verdandert, dass das blockierende Molekil die Kanalpore in einem bestimmten
Gleichgewicht verschlieft und wieder freigibt. Dadurch wird der kinetische Ubergang
des lonenkanals vom aktivierten in den inaktiven Zustand verzégert und somit insgesamt
die Offenzeit verlangert. Durch einen solchen Mechanismus konnte 1SO, moglicher-
weise auch zusammen mit der verzogerten GABA-Dissoziation, den verlangerten Zeit-
verlauf GABAerger IPSC (Jones, 1993; Banks, 1999) verursachen.

Um schlieBlich die Wirkung von ISO auf GABAerge IPSC nachzuvollziehen, wurde in
der vorliegenden Arbeit ein Modell entwickelt: Hierbei induzieren kurze GABA-Appli-
kationspulse Stromantworten, die GABAergen IPSC stark dhneln (Jones, 1995). Dies
zeigt gleichzeitig, dass die Kinetik GABAerger IPSC wesentlich von der Kinetik der post-
synaptischen GABA,-Rezeptoren bestimmt wird (Jones, 1995). Unter dem Einfluss einer
MAC-aquivalenten 1ISO-Konzentration (0,6 mM) ist der Zeitverlauf dieser ,IPSC-artigen”
GABA-Strome deutlich verlangert. Dadurch vergroBert sich der GABA-induzierte
Ladungsfluss, obwohl ISO gleichzeitig die Stromamplitude vermindert, was sich wieder-
um durch den Offenkanalblock erklaren last (Abb. 5.11, S. 53 und Abb. 5.12, C, S. 54).
Anhand des kinetischen Modells (Abb. 5.13, A, S. 56) konnten diese ,IPSC-artigen”
GABA-Strome sowie deren Verdnderung durch 1ISO wiederum nachvollzogen werden
(Abb. 5.14, B, S. 57).

Insgesamt stehen diese Befunde im Einklang mit einer direkten postsynaptischen
Wirkung von 1SO, die im wesentlichen in einer Verlangerung GABAerger IPSC besteht.
Gemal den vorliegenden Befunden bewerkstelligt ISO diese Verlangerung durch eine
verzogerte GABA-Dissoziation, moglicherweise in Kombination mit einem Offenkanal-
block der GABA-Kandle. Durch die stark divergente Verschaltung GABAerger Inter-
neurone, wie sie z. B. im Hippocampus vorliegt, konnte diese Wirkung von ISO zu einer

deutlich verstarkten zentralen Hemmung fiihren.
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6.3. N,O verstarkt die Kanal-blockierende Wirkung von Isofluran

am GABA,-Rezeptor

In den dargestellten Experimenten verstarkten sowohl N,O als auch ISO die GABA-
induzierten Strome (Abb. 5.5, S. 46; Abb. 5.8, S. 49). Allerdings unterscheiden sich die
beiden Substanzen dabei im Wirkmechanismus, was sich insbesondere in unterschied-
lichen Aktivierungskinetiken der Stromantworten ausdriickt. Anhand des kinetischen
Modells 1dt sich zeigen, dass hierbei die Wirkung von N,O in einer Verstarkung der
Assoziation, die von ISO mit einer Verzogerung der Dissoziation von GABA und GABA,-
Rezeptor bestehen konnte. Darliberhinaus bewirkt ISO einen Offenkanalblock am
GABA,-Rezeptor. Dadurch kann ISO insbesondere in héheren Konzentrationen die
GABA-induzierten Strome deutlich reduzieren.

Obwohl in der klinischen Praxis verschiedene Andasthetika kombiniert angewendet
werden, existieren bisher noch keine Daten (iber deren Interaktionen auf Rezeptor-
Ebene. In der hier beschriebenen Versuchsreihe wurden deshalb N,O und ISO
zusammen am GABA,-Rezeptor appliziert. Hierbei fiel v. a. auf, dass sich die
verstarkenden Effekte von N,O und ISO nicht nennenswert aufaddierten, wahrend
hingegen die durch ISO ausgelosten Wiederoffnungsstrome in Anwesenheit von N,O
deutlich groBer waren (Abb. 5.15, S. 59). Diese Befunde konnten in der Computer-
simulation nachvollzogen werden, indem die zuvor erstellten Modelle fiir den N,O-Effekt
bzw. fiir den ISO-Effekt in einem neuen Modell kombiniert wurden (Abb. 5.17, S. 62, D).
Dies spricht dafiir, dass beide Substanzen unabhingig voneinander ihre Wirkung am
GABA ,-Rezeptor entfalten, was sich u. a. darin duert, dass unter Einfluss von N,O mehr
geoffnete Kandle vorliegen, die dann wiederum durch ISO blockiert werden konnen.
Dadurch kommt moglicherweise bei Dissoziation von ISO der grollere Wieder-
offnungsstrom zustande. Ob allerdings in dieser Interaktion zwischen N,O und ISO am
GABA ,-Rezeptor der klinisch additive Effekt der beiden Anasthetika begriindet ist, bleibt

zweifelhaft und fraglich.
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7. Zusammenfassung

Ein wesentlicher Wirkmechanismus von Allgemeinanasthetika besteht in der Verstarkung
neuronaler Inhibition. GABA ist der vorherrschende inhibitorische Neurotransmitter im
ZNS. Der GABA,-Rezeptor, der die schnelle inhibitorische synaptische Transmission
vermittelt, gilt als ein wichtiger Angriffsort fiir Allgemeinanasthetika.

In der vorliegenden Arbeit ermoglichte die Kombination von zeitlich hochauflésender
Elektrophysiologie (System zur schnellen Agonistenapplikation) und kinetischer
Modellierung von Rezeptormechanismen erstmalig eine detaillierte Beschreibung der
Interaktion zwischen N,O, Xe und ISO und dem GABA,-Rezeptor. Hierfliir wurden
mittels Patch-Clamp-Technik GABA-induzierte Strome von HEK 293 Zellen, die einen
rekombinanten «,fB,y,-GABA,-Rezeptor der Ratte exprimieren, gemessen. Die ge-
messenen Strome wurden anhand eines kinetischen Modells des GABA,-Rezeptors
simuliert, um den Effekt der Anasthetika qualitativ und quantitativ zu beschreiben.

N,O, Xe und ISO erhohen die Wirksamkeit von GABA am GABA,-Rezeptor. Erstmals
zeigt ein kinetisches Modell, dass N,O und Xe diesen Effekt durch Verstarkung der
GABA-Assoziation bewirken, 1ISO hingegen durch Verminderung der GABA-Dissoziation.
Gleichzeitig blockiert ISO den offenen GABA,-Kanal, ein Effekt, der sich insbesondere
bei hoheren 1ISO-Konzentrationen zeigt. Die verzogerte GABA-Dissoziation durch 1SO
erklart die Verlangerung des Zeitverlaufs GABA ,-Rezeptor-vermittelter postsynaptischer
Strome. Der Offenkanalblock erklart die Verminderung deren Amplitude. Bei klinisch
relevanten Konzentrationen von ISO (berwiegt dabei moglicherweise die Verlangerung
des Zeitverlaufs, was insgesamt zu einer vermehrten postsynaptischen GABAergen
Hyperpolarisation fihrt.

Die untersuchten Andasthetika verstarken die GABA,erge synaptische Transmission durch
direkte postsynaptische Wirkung. Bislang wurde die Andsthesie erzeugende Wirkung,
insbesondere von N,O und Xe, Giberwiegend auf eine Verminderung der glutamatergen
Exzitation zurtickgefiihrt (Franks, 1998; Yamakura, 2000). Da aber auch die hemmenden
GABAergen Interneurone glutamaterg angesteuert werden (siehe Abb. 2.1, S. 6), konnte
es sein, dass eine alleinige Hemmung der glutamatergen Exzitation in der Summe nicht
unbedingt zu einer verstarkten Inhibition fiihrt. Der hierfiir entscheidendere Mechan-
ismus konnte im positiv GABAergen Effekt begriindet sein, insbesondere vor dem Hinter-
grund einer stark divergenten Verschaltung GABAerger Neurone, wie sie z. B. im Hippo-

campus vorliegt. Offen bleibt, ob ein im klinischen Sinne ,gutes” Andsthetikum gerade
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Uber eine Kombination von Exzitationshemmung und Inhibitionsverstarkung wirken
muss, oder ob nur einer der genannten Mechanismen entscheidend ist. Fir die kiinftige
Beantwortung dieser Frage bedarf es tieferer Einblicke in das Phanomen Anasthesie,

insbesondere hinsichtlich elektrophysiologisch erfassbarer Messparameter.

Abb. 7.1 auf der nichsten Seite stellt eine synoptische Ubersicht der in dieser Arbeit

erhobenen Befunde und deren Interpretation dar.
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Abb. 7.1: Synoptische Ubersicht iiber die erhobenen Befunde und deren Interpretation.
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10.1. Materialien und Gerate

10.1.1. Verwendete Chemikalien und Losungen

Bezug der Chemikalien, wenn nicht gesondert angegeben, bei Sigma-Aldrich,

Deisenhofen, Deutschland.

Minimum Essential Medium (MEM), Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland:

(mg/l)
CaCl, x 2 H,0O 264
KClI 400
MgSO, x 7 H,0 200
NaCl 6800
NaHCO, 200
NaH,PO, x 2 H,0 158
D-Glucose 1000
Phenolrot 10
Aminosduren:
L-Arginin-HCI 126
L-Cystin 24
L-Histidin HCI x H,O 42
L-Isoleucin 52
L-Leucin 52
L-Lysin x HCI 73
L-Methionin 15
L-Phenylalanin 32
L-Threonin 48
L-Tryptophan 10
L-Thyrosin 10
L-Valin 46
Vitamine:
D-Ca Pantothenat 1,0
Cholinchlorid 1,0
Folsdure 1,0
i-Inositol 2,0
Nikotinamid 1,0
Pyridoxal-HCI 1,0
Riboflavin 0,10
Thiamin-HClI 1,0

Phosphat Buffered Saline (PBS)-Puffer:
(%)

KCl 0,2
NaCl 8,0
Na,HPO, x 2 H,O 1,4
KH,PO, 0,2
pH=273
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Elektroporationspuffer:

(mM)
KH,PO, x 3 H,O 50
K-Acetat 20

pH 2 7,35 (eingestellt mit CH,COOH)

Magnesiumsulfatlésung:

MgSO, x 7 H,0O

0,1 M

pH 2 7,67 (eingestellt mit NaOH)

Extrazellularlosung:
(mM)

NaCl 162
KCI 5,3
Na,HPO, 0,67
KH,PO, 0,22
HEPES 15
L-Glucose 5,6
CaCl, 2,0

pH 2 7,35 (eingestellt mit NaOH)
Osmolaritat: 340 mOsm/I

Intrazellularlbsung:

(mM)
KCl 140
MgCl, 2,0
EGTA 11
HEPES 10
Glucose 10

pH 2 7,3 (eingestellt mit KOH)
Osmolaritat: 340 mOsm/I

Weitere Chemikalien:

DMSO
fetales Kélberserum (FKS)
Isofluran (Forene®)
Sevofluran
L-Glutamin
GABA, Penicillin/Streptomycin, Trypsin
Farbemittel Lissamingriin BN
C.I. 44090 (Acid Green)
Plasmid PPK 235
cDNA-Inserts fir GABA,-Rezeptor-
Untereinheiten

Gase:

N,O, Helium, Luft
Xenon

Merck, Darmstadt, Deutschland

Biochrom KG, Berlin, Deutschland

Deutsche Abbott GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Maruishi Pharmaceutical Co., Osaka, Japan

Gibco BRL, Eggenstein, Deutschland
Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Sigma-Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

Max-Planck-Institut fiir Psychatrie, Miinchen, Deutschland
Max-Planck-Institut fiir Psychatrie, Miinchen, Deutschland

Linde AG, Hollriegelskreuth, Deutschland
Messer-Griesheim GmbH, Krefeld, Deutschland
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10.1.2. Zellkultur

HEK 293-Zellen (ATCC> CRL 1573)

10.1.3. Verbrauchsmittel

Zellpraparation und Transfektion:

Petrischalen (100 x 20 mm)
Petrischalen (35 x 20 mm)

Patch-Clamp-Methodik:
Borosilikat Glaspipetten (GC150TF-10)

10.1.4. Gerate

Zellpraparation und Transfektion:

Digifuge GL

Lamin Air©
Brutschrank IG 150
Elektroporationssystem

Patch-Clamp-Methodik:

Feinwaage SBC 32
Elektrodenziehgerat

DMZ-Universalpuller
Auflichtmikroskop Axiovert
Fluoreszenzlampe (Filter: 460 nm)

mit HBO 50
Patch-Clamp-Verstarker Axopatch 200B
Analog-Digital-Wandler

Digidata 1200 A/D Converter
Piezzokristall Minitranslator P-249.20

EDV-Umgebung:

Power Macintosh 7200/90
Vektra Pentium PC
pClamp 6.0 Software
AxoGraph 3 Software
SigmaStat 2.03 Software
Bioq 2.0 Software

5 American Type Culture Collection

DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Clark Electromedical Instruments, Pangbourne Reading, England

Heraeus Instruments, Miinchen, Deutschland

Heraeus Instruments, Miinchen, Deutschland

Jouan, Saint-Herblain, Frankreich

Biotechnologies and Experimental Research, Inc., San Diego, CA,
USA

Scaltec Instruments GmbH, Géttingen, Deutschland

Zeitz Instruments, Augsburg, Deutschland
Zeiss, Gottingen, Deutschland

Zeiss, Gottingen, Deutschland
Axon Instruments Inc., Forster City, CA, USA

Axon Instruments Inc., Forster City, CA, USA
Physik Instrumente, Waldbronn, Deutschland

Apple Computer, Cupertino, CA, USA

Hewlett-Packard, Palo Alto, CA, USA

Axon Instruments Inc., Forster City, CA, USA

Axon Instruments Inc., Forster City, CA, USA

SPSS Sience, Chicago, IL, USA

Parnas & Parnas Neurobiology Lab, Hebrew Universitiy,
Jerusalem, Israel (www.ls.huji.ac.il/~parnas/BIOQ/bioq.html)
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