Aus dem Institut fur klinische Neurowissenschaften und medizinische
Psychologie der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Alfons Schnitzler

NMDA-Rezeptor-abhangige Modulation der Wirkung von Etomidat

auf die hippokampale Netzwerkaktivitat in vitro

Dissertation

Zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

der Medizinischen Fakultat der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf

vorgelegt von
Anthony Nucaro
2025



Als Inauguraldissertation gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat
der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf.

gez.:
Dekan: Prof. Dr. med. Nikolaj Klocker
Erstgutachterin: Prof. Dr. rer. nat. Olga Sergeeva

Zweitgutachterin: Prof. Dr. rer. nat. Inge Bauer



»Auch aus Steinen, die einem in den Weg gelegt

werden, kann man etwas Schénes bauen.”

- Johann Wolfgang von Goethe



.  Zusammenfassung

Multimorbide Patient:innen stellen Anasthesist:innen vor Herausforderungen.
Etomidat, ein GABAerges Anasthetikum, zeigt wenig unerwilnschte
kardiovaskulare Wirkungen. Seine Wirkung wird allerdings durch eine
Hypofunktion des NMDA-Rezeptors beeinflusst. Solche Hypofunktionen kdnnen
durch Medikamente oder Erkrankungen auftreten. Diese Arbeit untersucht die
Rolle des NMDA-Rezeptors und dessen Einfluss auf die Wirksamkeit von

Etomidat im hippokampalen Netzwerk.

Kulturen von hippokampalen Rattenneuronen wurden auf Mikroelektrodenarrays
gezuchtet. Etomidat wurde in steigenden Konzentrationen mit oder onne NMDA-
Rezeptor-Modulatoren zu Zellkulturen hinzugegeben und die
Aktionspotenzialfrequenz bestimmt. Folgende Modulatoren wurden benutzt:
Magnesium (Mg?*) , Memantin (Mema), DAP5, Dextromethorphan (DXM),
Dextrorphan  (DXO), Cyanquixaline (CNQX), CBR-5884 und N-
Acetylaspartylglutamat (NAAG). Zudem wurde RNA-Interferenz benutzt, um
NMDA-Rezeptoren zu modulieren. Die Expression der NMDA-Rezeptor-mRNA
wurde mittels quantitativer PCR  Uberpruft. Die Abnahme der
Aktionspotenzialfrequenz wurde mittels Varianztestung mit der Kontrollgruppe im
Ableitmedium ohne Magnesiumzusatz bzw. mit Magnesiumzusatz bei Versuchen
mit NAAG verglichen. Die ECso von Etomidat wurde mittels einer nichtlinearen
Regression auf Grundlage der Aktionspotenzialfrequenz ermittelt und modelliert.

Ein p-Wert von < 0,05 galt als statistisch signifikant.

Die Aktionspotenzialfrequenz nahm bei Zugabe von 5 und 10 yM Etomidat
signifikant starker ab, wenn Mg?*, Mema, DAP5, DXM oder DXO in der
Ableitldsung vorhanden waren. Die Ubrigen Stoffe, sowie die RNA-Interferenz
zeigten keine signifikante Veranderung der Aktionspotenzialfrequenz. Die ECso
von Etomidat war 13,47 yM (95 % CI: 5,16 - 35,19 uM) in der Kontrollgruppe.
Mg?*, Mema, DAP5, DXM, DXO und CNQX fiihrten zu einer Abnahme der ECso

bezogen auf die Aktionspotenzialfrequenz.

Die Interaktion zwischen NMDA- und GABAAa-Rezeptor scheint auch im
neuronalen Netzwerk fortzubestehen. Weitere Untersuchungen in vivo sind

vonndten, um die klinische Relevanz dieser Ergebnisse zu Uberprifen.



[I. Abstract

Multimorbid patients, especially those with pre-existing cardiac conditions, pose
a challenge to anesthesiologists. Etomidate, a GABAergic anesthetic, shows few
cardiovascular side effects. However, its effect is influenced by NMDA receptor
hypofunction. This can be caused by drugs or certain diseases. This study
investigates the role of the NMDA receptor and its influence on the efficacy of

etomidate in the hippocampal network.

Cultures of rat hippocampal neurons were grown on microelectrode arrays.
Etomidate was added in increasing concentrations with or without the presence
of NMDA receptor modulators and action potentials per minute were recorded.
The following modulators were used: Magnesium (Mg?*), Memantine (Mema),
DAPS, Dextromethorphan (DXM), Dextrorphan (DXO), Cyanquixaline (CNQX),
CBR-5884 and N-acetylaspartylglutamate (NAAG). In addition, short interfering
RNA interference was used to induce receptor hypofunction. The decrease in
action potential frequency was compared to the control group (artificial
cerebrospinal fluid without magnesium supplementation or with magnesium
supplementation in experiments with NAAG) using Kruskal-Wallis test or Mann-
Whitney U test. The ECso of etomidate with and without modulators was
determined using a non-linear regression based on action potential frequency
and modelled using a logistic Hill equation. A p-value of < 0.05 was considered

statistically significant.

The action potential frequency decreased significantly more with the addition of
5-10 uM etomidate when Mg?*, Mema, DAP5, DXM or DXO were present in the
solution. Other substances and addition of short interfering RNA showed no
significant change. The ECso of etomidate was 13.47 uM (95 % CI: 5.16 -
35.19 uyM) in the control group. Mg?*, Mema, DAP5, DXM, DXO and CNQX

caused a reduction in the ECso based on action potential frequency.

The interaction between NMDA and GABAA receptors appears to persist in the
neuronal network. Further in vivo studies are needed to determine the clinical

relevance of these findings.



lll.  Abkurzungsverzeichnis

AD = Alzheimer-Demenz

ACSF = artificial cerebrospinal fluid

AMPA = a-amino-3-hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolepropionic acid
ANOVA = analysis of variance
AWP = Auswaschperiode

Beh = behandelte Kultur

bp = Basenpaare

CaMKIl = Calcium-Calmodulin-

abhangige Proteinkinase Il
cDNA = complementary DNA
CI = confidence interval
CNQX = Cyanquixaline

CRIS = Checkilist for Reporting in

vitro Studies
Ct = threshold cycle
CYP = Cytochrom-P-450

DAP5 = D-2-Amino-5-

phosphonovalerate
Df = degrees of freedom
DXM = Dextromethorphan
DXO = Dextrorphan
E = Effizienz

eAP = extrazellulares

Aktionspotenzial

ECs0 = mittlere effektive

Konzentration

EDTA = ethylenediaminetetraacetic

acid
Eto = Etomidat
GABA = gamma-amino-butyric-acid

GCP Il = Glykoprotein-Glutamat-
Carboxypeptidase Il

GRIN1 = glutamate ionotropic

receptor NMDA type subunit 1
HHU = Heinrich-Heine-Universitat

HEPES = (4-(2-Hydroxyethyl)-1-

piperazinyl)-ethansulfonsaure
HKG = housekeeping-Gen
KG = Koérpergewicht

Kon = Kontrolle

LANUV = Landesamt flir Natur,

Umwelt und Verbraucherschutz
LTP = long term potentiation
MEA = Mikroelektrodenarray
MEM = minimal essential medium
Mema = Memantin

MRNA = messenger RNA

n = Anzahl an Experimenten

N = Anzahl an Rattenwiirfen



NAAG = N-Acetylaspartylglutamat

nAChR = nikotinische

Acetylcholinrezeptoren
NBM = neurobasal medium

NCBI = national center for

biotechnology information
NMDA = N-Methyl-D-Aspartat

nob/min = number of bursts per

minute

nos/min = number of spikes per

minute
PBA = pseudobulbarer Affekt

PBS = phosphate-buffered saline

solution
PCP = Phencyclidin

PCR = polymerase chain reaction

PHGDH = 3-
Phosphoglyceratdehydrogenase

PKC = Proteinkinase C

gPCR = quantitative PCR

RNA = ribonucleic acid

RNAi = RNA-Interferenz

RPM = revolutions per minute

Sig. = Signifikanz

siRNA = short interfering RNA
SEM = standard error of the mean
USA = United States of America
VS = versus

ZETT = Zentrale Einrichtung fiir
Tierforschung und

Tierschutzaufgaben

ZNS = Zentralnervoses System
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V. Dissertationsschrift

1.Einleitung

1.1 Wissenschaftlicher Hintergrund

Der demographische Wandel bringt mit steigendem Alter auch eine steigende
Krankheitslast, die sog. Morbiditat. Durch die Entwicklung von neuen und
besseren Therapieoptionen konnen Menschen auch bei multiplen, gravierenden
Vorerkrankungen ihr Leben fortfuhren. Dieser Umstand sorgt allerdings fur immer
wachsende Herausforderungen bei der Patientenversorgung, welche
insbesondere in kritischen Umgebungen wie im Operationssaal oder der
Intensivstation zum Tragen kommen. Oftmals sehen sich somit
Anasthesist:innen mit diesen Herausforderungen konfrontiert. Multimorbide und
vor allem kardial vorerkrankte Patient:innen bendtigen besonderes Augenmerk
bei der Wahl der benutzten Verfahren und Medikamente zur Narkoseeinleitung-
und -aufrechterhaltung. Gebrauchliche Hypnotika wie z. B. Propofol kénnen fir
eine ausgepragte Hypotonie sorgen, welche es, besonders bei schwerkranken
Patient:innen, zu vermeiden gilt. Eine Alternative zu Propofol bildet Etomidat,
welches ebenfalls zur Narkoseeinleitung benutzt werden kann, aber im
Gegensatz zu Propofol weniger unerwlnschte kardiovaskulare Wirkungen
verursacht (1). Auf Grund einer Suppression der adrenokortikalen Achse ist
Etomidat nicht zur Narkoseaufrechterhaltung zugelassen, aber es findet in der
heutigen Medizin vor allem zur Einleitung kardiochirurgischer Eingriffe noch
Gebrauch (2).

Es gibt zahlreiche Belege flr eine gamma-amino-butyric-acid (GABA)-erge
Vermittlung der anasthetischen Wirkung durch Etomidat und Propofol (3, 4).
Dennoch sind einige Wechselwirkungen bislang ungeklart. So konnte im
Tierexperiment gezeigt werden, dass die gleichzeitige Infusion des N-Methyl-D-
Aspartat (NMDA)-Rezeptor-Antagonisten MK-801 (auch Dizocilpine genannt) die
Potenz von Etomidat um ca. 50 % verstarken kann (5). Des Weiteren konnte bei
elektrophysiologischen Experimenten unserer Arbeitsgruppe festgestellt werden,
dass die Potenz von Etomidat zunimmt, wenn Magnesium im Ableitmedium

vorhanden ist (Prof. Dr. O. Sergeeva 2021, nicht publizierte Daten). Da dieses
1



lon ein physiologischer Antagonist des NMDA-Rezeptors ist, scheint eine
Interaktion zwischen Etomidat und besagtem Rezeptor denkbar. Eine mogliche
Erklarung ist eine wechselseitige Beziehung zwischen den NMDA- und GABAa-
Rezeptoren. An dissoziierten hippokampalen Neuronen konnte gezeigt werden,
dass eine Aktivierung des NMDA-Rezeptors eine Verringerung der GABAergen
Strome zur Folge hat (6). Somit ware eine umgekehrte Interaktion ebenfalls
plausibel. Eine Wirkvermittlung von Etomidat tUber den NMDA-Rezeptor scheint

nach aktueller Datenlage hingegen unwahrscheinlich.

Inwieweit ist also der NMDA-Rezeptor an der Vermittlung der Anasthesie
beteiligt? Trotz vieler Untersuchungen ist diese Frage nicht abschlie3end geklart.
Am wahrscheinlichsten ist, dass der NMDA-Rezeptor eine indirekte,
modulatorische Funktion bei der Vermittlung von Hypnose, Analgesie und

Immobilitat Gbernimmt (7).

Eine NMDA-Rezeptor-Hypofunktion kénnte sich also auf die Wirkung von
bestimmten Anasthetika wie Etomidat auswirken. Im klinischen Alltag gibt es
verschiedene Moglichkeiten, wie eine solche Hypofunktion eintreten kann.
Naheliegend ist eine gleichzeitige Einnahme oder Verabreichung von Etomidat
mit NMDA-Rezeptor-Antagonisten. Am gebrauchlichsten ist das zur Analgesie
und Narkoseeinleitung verwendete Ketamin (8), welches die Kanalpore des
NMDA-Rezeptors blockiert (9). Ein weiteres, weniger gebrauchliches
Medikament ist Memantin, welches als Antidementivum zur Therapie der
Alzheimer-Demenz (AD) zugelassen ist (10-12). Auch Dextromethorphan (DXM),
was z.T. als Beisatz in frei verkauflichen Hustenmitteln Verwendung findet (13),
entfaltet seine Wirkung Uber eine Inhibierung des NMDA-Rezeptors. Es besteht
also auch die Moglichkeit einer Einnahme von NMDA-Rezeptor-Antagonisten,

ohne Wissen der behandelnden Anasthesist:innen.

Eine seltenere, aber daflir umso wichtigere Erscheinung der NMDA-Rezeptor-
Hypofunktion ist die Anti-NMDA-Rezeptor Enzephalitis. Bei dieser seltenen
Autoimmunerkrankung bildet der Organismus Antikdrper gegen den hirneigenen
Rezeptor, was zu einer (Meningo-) Enzephalitis mit verschiedenen, z.T. diffusen
Symptomen flihren kann (14). Aktuell gibt es keine grof3en klinischen Studien

oder Ubersichtsarbeiten zur Narkoseeinleitung und -filhrung in diesem



Patientenkollektiv. Der Konsensus in der Literatur spricht allerdings gegen eine
Verwendung von NMDA-Rezeptor-Antagonisten wie Ketamin und fir GABAerge
Anasthetika wie Propofol oder Etomidat (15-17).

Es scheint also, als kénnte eine Wechselwirkung zwischen NMDA- und GABAa-
Rezeptoren klinisch bedeutsam sein, z.B. in Situationen, in denen eine
Hypofunktion des NMDA-Rezeptors gegeben ist, aber eine Narkose nicht
umgangen werden kann. Zugleich konnte solch eine Wirkverstarkung benutzt
werden, um Dosis einzusparen und die Rate an unerwlunschten Wirkungen zu
reduzieren. Dies koénnte auch einen Schritt in Richtung individualisierter,
patientenzentrierter Anasthesie darstellen. Daher ist es einerseits wichtig,
mogliche Wechselwirkungen zwischen Medikamenten zu verstehen, um die
Sicherheit der Anwendung zu erhdéhen. Andererseits kann ein besseres
Verstandnis des Wirkmechanismus gangiger Anasthetika den Weg ebnen, um

Substanzen mit einem besseren kardialen Wirkungsprofil herzustellen.

In dieser Arbeit soll die modulatorische Rolle des NMDA-Rezeptors in der
Anasthesie untersucht werden, indem der Einfluss des NMDA-Rezeptors auf die
Wirksamkeit des GABAergen Anasthetikums Etomidat in einem in vitro

Neuronenmodell hippokampaler Zellen untersucht wird.

1.2 Mikroelektrodenarrays

Die ursprunglichen Beobachtungen einer moglichen Interaktion von Etomidat und
Magnesium in unserer Arbeitsgruppe fanden an Mikroelektrodenarrays (MEA)
statt. Diese elektrophysiologischen Messinstrumente sind seit ca. 1970 in
Gebrauch (18) und kdénnen, im Gegensatz zu Einzelzell-Ableitungen wie die
patch-clamp-Technik, die Aktivitat eines vollstandigen Neuronennetzwerks
ableiten (19). Auf Grund der sehr guten ortlichen und zeitlichen Aufldsung kdnnen

dennoch einzelne Aktionspotenziale erkannt werden.

Fir MEA-Ableitungen werden neuronale Kulturen direkt auf einer
Elektrodenplatte gezlchtet. Durch den Einsatz von Materialien ohne
zytotoxischen Effekt kdnnen diese Kulturen mehrere Monate kultiviert werden

und erlauben wiederholte Experimente. So kann die Anzahl bendtigter



Versuchstiere minimiert werden. Dies ist wichtig, weil fur solche Kulturen nur

embryonale oder neonatale Zellen in Frage kommen.

Ein Vorteil der Benutzung von MEAs liegt in der einfachen Bedienung: So kdnnen
schnell Ableitungen vorgenommen werden, ohne daflr vorher komplizierte
Versuchsaufbauten vorbereiten zu missen. Die Systeme konnen
Veranderungen des Aktivitatsmusters registrieren und zum Beispiel Wirkorte
genauer ermitteln (20). Weitere Einsatzgebiete sind die Identifizierung von
Stoffen, welche neurologische Symptome verursachen kdnnen (21-23), oder die
Entwicklung von Feedback-Systemen, welche in der Lage sind auf aul3ere Reize

zu reagieren und sich anzupassen (24, 25).

1.3 Etomidat
Etomidat (chemisch R-1-(1-Ethylphenyl)imidazole-5-ethylester) ist ein

Hypnotikum, welches zur Einleitung von Narkosen via intravendse Applikation
benutzt wird. Etomidat fand nach Feststellung seiner hypnotischen Wirksamkeit
1972 (26) schnell Einzug in die klinische Praxis. Dies lag zum grof3en Teil an
dessen gunstigem kardiovaskularen Risikoprofil: Etomidat sorgt zwar fur eine
Abnahme von Herzzeitvolumen, Schlagvolumen und Blutdruck, aber in einem
schwacheren Umfang als zum Beispiel Propofol, welches ebenfalls zur Einleitung

der Anasthesie mittels intravendser Gabe benutzt wird (1, 27).

Im Jahrzehnt nach seiner Entdeckung wurde Etomidat in der Klinik zur Einleitung
und Aufrechterhaltung der Anasthesie benutzt. 1983 kamen allerdings erste
Berichte einer erhdhten Mortalitat bei kritisch kranken Patient:innen auf (28-30),
wonach die Benutzung dieses Praparats stark zurlckging. Diese beschriebene
erhohte Mortalitdt ist auf eine Hemmung der adrenokortikalen Achse —
insbesondere Uber eine Hemmung der 11-B-Hydroxylase - zurtickzufuhren, was
zu derselben Zeit in praklinischen Studien gezeigt wurde (4, 30, 31). Aufgrund
dieser Erkenntnisse ist Etomidat in Deutschland sowie der Europaischen Union

nicht mehr zur Narkoseaufrechterhaltung zugelassen.

Heutzutage wird Etomidat vor allem zur Einleitung herzchirurgischer Eingriffe
benutzt (2, 32). Auch bei Blitzeinleitungen und kurzen Eingriffen, bei welchen eine

einmalige Hypnotikumgabe genugt, findet Etomidat Verwendung (33-35).



Etomidat entfaltet seine hypnotische Aktivitat durch eine positive allosterische
Modulation des GABAa-Rezeptors, insbesondere der B2- und B3-Untereinheiten,
d.h. der Effekt einer GABA-Bindung an den Rezeptor wird verstarkt. Die
sedierende Wirkung wird in grof3en Teilen durch eine Potenzierung an der B2-
Untereinheit erreicht. Die immobilisierende Komponente von Etomidat beruht
hingegen groRtenteils auf einer Aktivierung der (Bs-Untereinheit (36, 37). Diese
Potenzierung des Rezeptors sorgt fur eine Stabilisation der Offen-Konfiguration
und eine Verstarkung des Anionenstroms durch den Kanal, was wiederum zu
einer Hyperpolarisation der entsprechenden Zelle fiuhrt. Diese Hyperpolarisation
hat eine Hemmung der synaptischen Transmission zur Folge, da so die Schwelle
zum Erreichen eines Aktionspotenzials gesteigert wird (38). Diese Selektivitat fur
die B-Untereinheit des GABAa-Rezeptors sorgt dafur, dass Effekte Uber andere

Wirkorte grofitenteils ausgeschlossen werden kénnen.

Derzeit befinden sich verschiedene Etomidat-Analoga wie Methoxycarbonyl-
Etomidat und Carboetomidat in der Entwicklung. Diese Stoffe sollen ein ahnlich
gunstiges Wirkungsprofil wie Etomidat aufweisen, dabei aber weniger mit der 11-
B-Hydroxylase und damit der adrenokortikalen Achse interagieren (39-42). Es
bestent die Hoffnung, mit diesen Stoffen neue Madoglichkeiten der

Narkoseeinleitung bei kardiovaskular vorerkrankten Patient:innen zu finden.

1.4 NMDA-Rezeptoren und die Magnesium-
Blockade

NMDA-Rezeptoren sind ubiquitar exprimierte ionotrope Glutamat-Rezeptoren,
welche eine Vielzahl besonderer Eigenschaften aufweisen. Sie spielen in vielen

Prozessen des zentralnervisen Systems (ZNS) eine Schlusselrolle.

NMDA-Rezeptoren sind hochaffin  fur L-Glutamat, den wichtigsten
exzitatorischen Transmitter des ZNS, sind aber nicht an der basalen
synaptischen Transmission beteiligt (43). Dies hat mehrere Grinde: Einerseits
wird Glutamat durch Transporter in der Prasynapse und den nahegelegenen
Astrozyten schnell und effizient aus dem synaptischen Spalt entfernt.

Andererseits gibt es eine starke, spannungsabhangige Magnesium-Blockade des



Kanals bei basaler  Erregung. Die Mg?*-lonen kénnen bei
Ruhemembranpotenzialen in die Kanalpore gelangen und den Kanal blockieren
(44). Diese Blockade wird erst aufgehoben, wenn bei ausreichend hoher

Depolarisation der Membran das Mg?* aus der Bindung entfernt werden kann.

Gemeinsam sorgen diese beiden Mechanismen daflir, dass NMDA-Rezeptoren
im ZNS als sogenannte ,Koinzidenzdetektoren“ fungieren konnen, d.h. sie
werden erst aktiviert, wenn verschiedene Inputs an einer Synapse gebulndelt
werden. Fur eine langer andauernde Aktivierung von NMDA-Rezeptoren ist eine
Glutamat-Bindung an den Rezeptor bei gleichzeitiger Membrandepolarisation
notwendig. Die alleinige Glutamatbindung reicht jedoch bei depolarisierter
Membran nicht aus, um diese Kanale zu aktivieren: Dafur ist zusatzlich die

Bindung eines Co-Agonisten wie Glyzin (45) oder D-Serin vonndten (46).

Die Bindung von Agonisten und Antagonisten ist von der Konstellation an
Untereinheiten des Rezeptors abhangig. NMDA-Rezeptoren kdonnen aus drei
verschiedenen Untereinheiten bestehen: GIuN1 (veraltet auch NR1 genannt),
GIuN2 (alt: NR2) und GIuN3 (alt: NR3). Die GluN1-Untereinheit beinhaltet die
Bindungsstelle fur Glyzin am NMDA-Rezeptor und ist fur die Funktion des
Rezeptors unerlasslich. Die GluN2-Untereinheit hingegen ist Bindungsort fur
Glutamat und kann wiederum in verschiedene Isoformen unterteilt werden:
GIuN2A-D. Diese verschiedenen Isoformen weisen allesamt unterschiedliche
Affinitaten fur Glutamat auf und bestimmen weitere Eigenschaften des Rezeptors
wie Permeabilitdt und Kinetik (47, 48). Die GluN3-Untereinheit weist ebenfalls
eine Glyzin-Bindungsstelle auf, Gbernimmt aber im Gegensatz zu der GluN1-
Untereinheit eine inhibitorische Funktion des NMDA-Rezeptors (49, 50). Diese
Untereinheiten bilden gemeinsam Heterotetramere, welche meistens aus zwei
GIuN1- und zwei GluN2-Untereinheiten bestehen (51).

NMDA-Rezeptoren und insbesondere die GIuN2B-Untereinheit sind
verantwortlich fur die neuronale Kalziumpermeabilitat. Sie sind mal3geblich am
Einstrom von Ca?*-lonen in die Postsynapse beteiligt (52), welcher verschiedene
Signalwege auslésen kann und somit zu Veranderungen der Rezeptordichte und
sogar der Struktur der Synapse fiihren kann (53). UbermaRiger CaZ*-Einstrom

kann aber auch Signalkaskaden der Excitotoxizitat aktivieren (54). Dieser, durch



die Aktivierung von Glutamatrezeptoren bedingte Zustand ist an dem neuronalen
Untergang bei Pathologien wie ischamische Schlaganfalle, Epilepsien und
Schadel-Hirn-Traumata beteiligt (55).

Wie bereits erwahnt, wurde der Beitrag der NMDA-Rezeptoren in der Anasthesie
von einigen Arbeitsgruppen ausgiebig untersucht. Anfangliche tierexperimentelle
Studien lieBen eine Vermittlung des anasthetischen Effektes durch diese
Rezeptoren vermuten, da bei NMDA-Rezeptor-knockout GABAerge Anasthetika
wie Pentobarbital ihre Wirksamkeit verloren (56). Allerdings scheint dieser Effekt
auf eine Uberexpression des monoaminergen Systems zuriickzufihren zu sein,
welche kompensatorisch im Falle eines NMDA-Rezeptor-Mangels auftritt (57,
58). Obwohl die Rolle des NMDA-Rezeptors bei der Vermittlung von Hypnose,
Anasthesie und Immobilisation nicht abschlieRend geklart ist, scheint dessen

Funktion am ehesten modulatorischer Natur zu sein (7).

1.5 NMDA-Rezeptor-Modulatoren

1.5.1 Memantin

Memantin (3,5-Dimethyl-adamantan-1-ylamin) ist ein Antidementivum, welches
in Deutschland zuerst 1989 und in den friihen 2000er sowohl in der Europaischen
Union als auch in den United States of America (USA) zugelassen wurde (12).
Obwohl Memantin vorwiegend zur Behandlung der AD eingesetzt wird (59), gibt
es praklinische, sowie klinische Evidenz bezuglich dessen Verwendung zur
Behandlung bei anderen Erkrankungen wie Schizophrenie, Depression und
Demenz anderer Ursachen wie Parkinson, Diabetes, Durchblutungsstorungen

oder hormonellen Stérungen (10, 60).

Memantin wirkt Uber eine Blockade des NMDA-Rezeptors, genauer Uber eine
nicht-kompetitive Hemmung, einen sog. open-channel-block (11), ahnlich dem
Wirkmechanismus von Magnesium (61). Durch Bindung im Kanalinneren des
NMDA-Rezeptors unterbindet Memantin den lonenstrom, wodurch auch die
Neurotoxizitat des Rezeptors unterbunden wird (62-64). Solch eine Bindung ist

jedoch nur maglich, wenn der NMDA-Rezeptor sich in seinem ,offen“-Zustand



befindet: So kann Memantin in die Kanalpore eintreten und bei Schluss des

Kanals in dessen Innerem festgehalten werden (61).

Abgesehen von der Wirkung an NMDA-Rezeptoren beeinflusst Memantin auch
eine Vielzahl anderer molekularer Ziele: In hoéheren Konzentrationen (10-
500 uM) werden  Serotonin- und  Dopamin-reuptake-,  nikotinische
Acetylcholinrezeptoren (hnAChR), Serotoninrezeptoren, Sigma-1-Rezeptoren und
spannungsabhangige Natriumkanale beeinflusst (61). Parsons und Kollegen
beschreiben in einem Ubersichtsartikel (65) auRerdem auch eine schwache
Inhibition von L-Typ-Kalziumkanalen, sowie eine milde Potenzierung von a-
amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic ~ acid  (AMPA)-Rezeptoren.
Einige dieser Interaktionen sind auch bei geringeren Konzentrationen schon zu
beobachten, insbesondere bei bestimmten Kombinationen von Untereinheiten,
wie zum Beispiel a7-Homomere des nAChR (ICso 5 (95 % Konfidenzintervall:
(engl.: confidence interval (Cl)) 3-8 uM) (66).

Memantin sorgt, im Gegensatz zu anderen NMDA-Rezeptor-Antagonisten,
deutlich seltener flr unerwiinschte Wirkungen am ZNS (67), was die Substanz
vertraglicher macht. Als maogliche Grinde hierfur werden in der Literatur die
niedrige Bindungsaffinitat, und das damit verbundenen schnelle Auflosen der
Rezeptor-Modulator Bindung, die ausgepragte Spannungsabhangigkeit und die
Abhangigkeit vom Rezeptorzustand genannt. Diese Faktoren werden in der sog.
signal-to-noise-Hypothese zusammengefasst (65). Diese beschreibt, dass
Memantin bei pathologischer Aktivierung des NMDA-Rezeptors im Kanalinneren
gebunden bleibt und diese somit verhindert. Die physiologische Aktivierung des
NMDA-Rezeptors kann jedoch unverandert ablaufen, da bei ausreichender

Depolarisierung Memantin die Bindung auflost (65).

Auf Grund des steigenden Alters der Allgemeinbevolkerung liegt die Vermutung
nahe, dass immer mehr Menschen an Demenzen unterschiedlicher Atiologien
erkranken werden. Fur viele dieser Menschen wurde Memantin eine mogliche
Therapieoption bedeuten. Es ist also denkbar, dass der therapeutische Einsatz

von Memantin in den nachsten Jahren zunehmen wird.



1.5.2 DAPS
Kurz nach seiner Entdeckung Anfang der 1980er Jahre (68) wurde D-2-Amino-

5-phosphonovalerate (DAPS5) intensiv erforscht (69). Durch diesen potenten und
selektiven Antagonisten des NMDA-Rezeptors konnte die Beteiligung des
Rezeptors an der Langzeitpotenzierung (engl.: long term potentiation, LTP) und
damit an der synaptischen Plastizitat gezeigt werden (70). Spater wurde die
Relevanz des NMDA-Rezeptors flr Lernprozesse festgestellt, wie im Morris-
Water-Maze-Versuch gezeigt (71). Hierbei sollten Ratten eine Plattform in einem
kleinen Pool mit tribem Wasser finden. Nach einer intraventrikularen
Behandlung mit DAPS schnitten Versuchstiere deutlich schlechter als die
Kontrollen ab und verbrachten weniger Zeit im richtigen Quadranten des Pools.
Ahnliche Effekte wurden fiir Kurz- und Langzeitgedachtnisprozesse (72) und

operantes Lernen festgestellt (73).

Zusammenfassend ist DAP5 ein hoch potenter und selektiver Inhibitor des
NMDA-Rezeptors. Es hat bereits stark zu der Erforschung dieses Rezeptors
beigetragen und eignet sich fur die gegebene Fragestellung auf Grund seiner
hohen Selektivitat.

1.5.3 Dextromethorphan und Dextrorphan

Dextromethorphan ist ein seit Uber 60 Jahren verwendetes, frei verkaufliches
Antitussivum, welches in einer Vielzahl verschiedener Praparate verwendet wird.
Seit 2013 ist es in Europa auch fir die Behandlung des pseudobulbaren Affekts
(PBA) zugelassen (13). Der PBA geht mit einer Ubertriebenen oder
inkongruenten emotionalen Reaktion auf Ereignisse einher und tritt haufig als
Begleiterscheinung der amyotrophen Lateralsklerose, von Schlaganfallen, der
AD und weiteren Krankheitsbildern auf (74). Zusatzlich zu diesen Indikationen
wird DXM auf Wirksamkeit bei einer Vielzahl anderer Krankheitsbilder wie
Depressionen oder chronischen Schmerzen untersucht (75). Aulderdem wurden
diese NMDA-Rezeptor-Antagonisten hinsichtlich ihrer Wirksamkeit bei der

Behandlung von Diabetes Mellitus untersucht (76).

DXM ahnelt strukturell Opioiden, hat jedoch keine opioid-typischen Wirkungen
und bindet auch nicht an den entsprechenden Rezeptoren (75). Vielmehr wird als

Wirkmechanismus flr die meisten therapeutischen Indikationen das
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Zusammenspiel von NMDA-Rezeptor-Antagonismus und Sigma-1-Rezeptor-
Agonismus vermutet (75). AuRerdem beeinflusst DXM noch weitere Ziele wie
zum Beispiel Serotonin- und Noradrenalin-reuptake-Transporter, NAChR und
spannungsabhangige Natriumkanale — ahnlich wie auch Memantin (77). Eine
weitere Ahnlichkeit zu Memantin zeigt DXM auch in der Art und Weise, den
NMDA-Rezeptoren zu blockieren: DXM bindet im Kanalinneren, verhindert so
eine Passage von lonen durch die Pore und wird bei Depolarisation der Membran
aus der Bindungsstelle gelost, um eine physiologische Aktivierung des Rezeptors

zu erlauben (78).

DXM ist ein gut vertragliches Medikament und sorgt in therapeutisch Ublichen
Dosierungen kaum fur unerwunschte Wirkungen, auch wenn hohere Dosen
ahnliche Effekte wie Ketamin und Phencyclidin (PCP) haben, d.h. zu Dissoziation
und Halluzination flhren (79, 80). Hinzu kommen gastrointestinale Beschwerden
sowie Schlafrigkeit und Schwindel, welche z.T. auch bei niedrigeren Dosierungen

auftreten kdnnen (13).

Im menschlichen Kérper wird DXM mithilfe der Cytochrom-P-450-(CYP)-Enzyme
schnell zu Dextrorphan (DXO) metabolisiert, was vermutlich ebenfalls die
therapeutische Aktivitat des Medikaments vermittelt und auch der starkere
NMDA-Rezeptor-Antagonist zu sein scheint (81-83). Auf Grund interindividueller
Unterschiede im CYP-System bauen Menschen DXM unterschiedlich schnell zu
DXO um. Aus diesem Grund wurden fur die Untersuchungen dieser Arbeit sowohl
DXM als auch DXO getestet.

1.5.4 CNQX

Cyanquixaline (chemisch 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione, CNQX) ist ein
kompetitiver AMPA-Rezeptor-Inhibitor. AMPA-Rezeptoren sind, wie NMDA-
Rezeptoren auch, ionotrope Glutamatrezeptoren. AMPA-Rezeptoren sind aber in
erster Linie an der basalen synaptischen Transmission beteiligt (84). CNQX wird
in der Wissenschaft oft benutzt, um die exzitatorische synaptische Transmission
zu beeinflussen: Der Antagonist bewirkt die Endozytose von AMPA-Rezeptoren
und verschiebt somit das synaptische Gleichgewicht in Richtung Inhibition.
Auflerdem inhibiert CNQX auch Kainat-Rezeptoren (85) und ist ein
nichtkompetitiver NMDA-Rezeptor-Antagonist (86). Somit isoliert CNQX die
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GABA-erge Transmission des ZNS. Die ECso fur die Inhibierung von AMPA-
Rezeptoren ist mit 0,3 uM vom Hersteller Abcam (Cambridge. UK) angegeben;
Fiur die Inhibierung von NMDA-Rezeptoren hingegen sind 25 yM beschrieben
(87, 88). Folglich sollte die benutzte Konzentration von 10 yM ausreichen, um die
AMPA-Rezeptorfunktion, aber nicht die NMDA-Rezeptorfunktion, vollstandig zu

hemmen.

1.5.5 CBR-5884

Wie bereits oben beschrieben, bendtigen NMDA-Rezeptoren zusatzlich zur
Bindung von Glutamat als exzitatorischen Neurotransmitter auch einen Co-
Agonisten wie Glyzin oder D-Serin (46). Insbesondere konnte gezeigt werden,
dass die NMDA-Rezeptor-Aktivierung durch D-Serin durch die 3-
Phosphoglyceratdehydrogenase (PHGDH) beeinflusst wird (89). Dieses
Schlisselenzym der Serinsynthese wird durch CBR-5884 nicht-kompetitiv
inhibiert (90). Seit der Entdeckung dieses Effekts wurde CBR-5884 in vitro zur
Behandlung verschiedener Krankheiten wie Ovarial- und Magenkarzinome, aber
auch Candida-Infektionen erprobt (91-93). Durch die Nutzung dieses Molekiils
kann die metabolische Modulation des NMDA-Rezeptors durch D-Serin

untersucht werden.

1.5.6 NAAG

Das neuronale Dipeptid N-Acetylaspartylglutamat (NAAG) ist ein in Saugetieren
durch das gesamte ZNS verbreitete Transmitterpeptid (94, 95). Es konnte gezeigt
werden, dass NAAG in Neuronen durch die NAAG-Synthetase hergestellt (96,
97) und in Astrozyten durch die Glykoprotein-Glutamat-Carboxypeptidase I
(GCP 1l) abgebaut wird (98, 99).

Die GCP Il bestimmt maligeblich die Wirkweise von NAAG: Bei der basalen
synaptischen Transmission wird nur wenig GCP Il ausgeschuttet und somit wenig
NAAG gespalten. Das Peptid kann so seine Rolle als Inhibitor des NMDA-
Rezeptors sowie verschiedener anderer glutamaterger Rezeptoren wahrnehmen
(100, 101). Bei hoher synaptischer Aktivitat wird allerdings die Expression von
GCP Il zusammen mit der Ausschuttung an NAAG hochreguliert, wodurch
vermehrt NAAG zu N-Acetylaspartat und Glutamat abgebaut wird. Letzteres kann

Uber eine (vermutlich allosterische) Modulation (102) des NMDA-Rezeptors

11



diesen aktivieren und, infolgedessen, eine verstarkte Excitotoxizitat verursachen
(100, 101). Daher wird NAAG als mdglicher Ausldser verschiedener Pathologien
wie z.B. Schizophrenie (103, 104) in Betracht gezogen. Es konnte auch eine
Neuroprotektion durch erhdhte Konzentrationen an NAAG nachgewiesen
werden, was Gegenstand aktueller Forschung ist (101). AuRer der GCP Il haben
auch der pH-Wert und verschiedene NMDA-Rezeptoruntereinheiten einen
Einfluss auf die Wirkweise von NAAG (105).

1.6 RNA-Interferenz und genetische Modulation des
NMDA-Rezeptors

Ribonukleinsauren (engl.: ribonucleic acid (RNA))-Interferenz (RNAI) ist ein
physiologischer Prozess zur genetischen Regulation der Expression von
Proteinen. Die Entdeckung von short interfering RNA (siRNA) und des
Zusammenhangs mit der Genexpression erbrachte den Entdeckern (106) kurze
Zeit nach der Veroffentlichung ihrer Arbeit einen Nobelpreis. Bei siRNA handelt
es sich um kurze Abschnitte doppelstrangiger RNA von 20-24 Basenpaaren (bp)
Lange (107) mit einem sense- und einem anti-sense-Strang. Nach Degradation
des sense-Strangs durch den RNA-induced silencing complex (RISC) (108) kann
der anti-sense-Strang an messenger RNA (mRNA) binden und die
Proteinbiosynthese unterbrechen (109, 110). Durch diesen sehr spezifischen
Wirkansatz kénnen siRNAs benutzt werden um die Synthese kdrpereigener
Proteine zu unterbinden (111); gleichzeitig sorgt dieser Ansatz aber nicht fur eine
permanente Anderung des Genoms und hat sich daher in Sicherheitsaspekten
bewahrt (112).

Das glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 1 (GRIN1)-Gen codiert fur
die GluN1-Untereinheit des NMDA-Rezeptors, welche flir dessen Funktion
unabdingbar ist (s.0.)(113). Obwohl es bisher noch wenig Forschung zur
Runterregulierung des NMDA-Rezeptors mittels siRNA gibt, konnten
verschiedene Studien dieses Prinzip erfolgreich belegen (114, 115). Auch in vivo
konnte gezeigt werden, dass eine Modulation des NMDA-Rezeptors moglich ist
und klinisch nachweisbare Effekte hervorruft, ohne die weitere Funktion der
Versuchstiere einzuschranken (116). Ein Vorteil der genetischen Modulation mit

siRNA gegenuber alternativen Methoden zeigt sich in der grof3tenteils normalen
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Entwicklung von Versuchstieren, auch nach Regulation von ansonsten
lebensnotwendigen Genen wie GRIN1 (117). Der globale knockout der NMDA-
Rezeptor-Untereinheit GIluN1 fuhrt zu erheblichen Veranderungen im
Neurotransmitterhaushalt, was die Entwicklung der Versuchstiere beeinflusst
(57, 118).

1.7 Ziele der Arbeit und Fragestellung

Es gibt verschiedene Belege fur eine Wechselwirkung zwischen den GABAa-
Rezeptoren und den NMDA-Rezeptoren. Es konnte gezeigt werden, dass eine
Aktivierung der NMDA-Rezeptoren eine Abnahme der GABAergen Strome in
vitro zur Folge hat (6, 119). Ebenfalls zeigte sich im Tiermodell, dass eine
gleichzeitige NMDA-Rezeptor-Blockade eine Abnahme der ECso von Etomidat
zur Folge hat (5). Die Auswirkung dieser Interaktion wurde allerdings bisher kaum
erforscht. Daher ist das Ziel dieser Arbeit, die Wechselwirkung zwischen NMDA-

und GABAAa-Rezeptoren im hippokampalen Netzwerk besser zu verstehen.

Die Arbeit testet die Hypothese, dass eine pharmakologische Blockade und
genetische Herrunterregulierung der NMDA-Rezeptoren im hippokampalen
Netzwerk eine gesteigerte Potenz von Etomidat im Sinne einer starkeren

Abnahme der Aktionspotenzialfrequenz in vitro verursacht.

Abbildung 1.1 stellt die NMDA- und GABAA-Rezeptoren und deren Interaktion
dar, im oberen Teil bei aktivem NMDA-Rezeptor, im unteren Teil bei inaktivem
Rezeptor. Auf der rechten Seite sind die Bindungsstellen verschiedener

verwendeter Substanzen dargestellt.
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Abbildung 1.1: NMDA- und GABAAa-Rezeptoren Interaktion

Abb. 1.1: NMDA- und GABAx-Rezeptoren Interaktion. (A) zeigt den aktiven Zustand des NMDA-
Rezeptors mit nachfolgender Phosphorylierung des GABAa-Rezeptors durch die Proteinkinase C
(PKC) und die Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase Il (CaMKII). (B) zeigt den inhibierten
NMDA-Rezeptor. Der GABAa-Rezeptor wird daraufhin nicht mehr phosphoryliert und weist eine
starkere Aktivierung auf. Auf der rechten Seite sind die benutzten Modulatoren abgebildet, so wie
ihre Bindungsstellen, bzw. ihren Angriffspunkt in den Metabolismus des NMDA-Rezeptors.
Erstellt mithilfe von BioRender.com ©.
CaMKII = Calcium-Calmodulin-abhangige Proteinkinase II; CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-
Amino-5-phosphonovalerate; DXM = Dextromethorphan; DXO = Dextrorphan; GABA = gamma-
amino-butyric-acid; NAAG = N-Acetylaspartylglutamat; NMDA = N-Methyl-D-Aspartat; PKC =
Proteinkinase C
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2.Materialien und Methoden

Diese Arbeit ist nach der Checklist for Reporting in vitro Studies (CRIS) guidelines

geschrieben worden (120).

2.1 Organentnahme und Praparation der Zellkulturen

Die Experimente wurden bei der Zentralen Einrichtung fur Tierforschung und
wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-Heine-Universitat
angemeldet (Aktenzeichen O58/91) und befolgen die Richtlinien des deutschen

Tierschutzgesetzes.

Alle Experimente wurden an Kulturen aus primaren Zellen von neonatalen Ratten
durchgefuhrt. Die Versuchstiere wurden aus der Zentralen Einrichtung fur
Tierforschung und wissenschaftliche Tierschutzaufgaben (ZETT) der Heinrich-
Heine-Universitat bezogen. Diese wurden fachgerecht dekapitiert, die Gehirne
herausprapariert und in sterile, phosphatgepufferte Losung (engl.: phosphate-
buffered saline solution (PBS)) gegeben. Unter mikroskopischer Sicht wurde der
Hippocampus prapariert, von der Arachnoidea befreit und auf einen Objekttrager
mit 0,05 % Trypsin/Ethylendiamintetraessigsaure (Invitrogen, Cat.Nr. 25300-
054) (engl.: ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)) gegeben, wo dieser mit
einem Skalpell mechanisch zerkleinert wurde. Nach Uberfiihrung in ein
Reaktionsgefal® wurde das Gemisch bei 37 °C und leichter Schittelbewegung in
einem Heizblock (HLC HTM 130, Ditabis, Pforzheim) fur 20 min inkubiert. Nach
einmaligem Waschen mit PBS und zweimaligem Waschen mit einem N&ahrstoff-
Medium (im Weiteren MV10 genannt) bestehend aus 10 % fetales Kalberserum,
89 % minimal essential medium (MEM), 2 mM Glutamin, 0,1 U/ml Insulin und 10
mM (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES) wurden die
Zellen im Medium suspendiert und fur drei Minuten (min) ruhen gelassen. Der
Uberstand (eine Zellsuspension gesunder Zellen) wurde abgenommen und in ein
sauberes Gefaly Uberfuhrt, welches bei 1300 Umdrehungen pro Minute (engl.:
revolutions per minute (RPM)) fur sechs min zentrifugiert wurde (Microstar 12,
VWR, Rednor, Pennsylvania, USA). Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen, die Zellen erneut in 120-420 yl MV10 suspendiert und auf
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Polyethylenimin-beschichtete (Cat.Nr. P3143, Sigma-Aldrich) MEAs (Multi
Channel Systems, Reutlingen, Cat.Nr.890953) bzw. entsprechende
Tragermedien ausplattiert (Zelldichte 1-2x10% pro cm?). Die Kulturen wurden in
einen Brutschrank (Heracell Vios 250, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
bei 37 °C, sowie 95 % relativer Luftfeuchte und 5 % CO2-Sattigung inkubiert. Vier
bis acht Stunden (h) nach Ausplattierung der Zellen wurde diesen Kulturen
neurobasal medium (NBM) mit den Zusatzen 2% B-27 und 50 U/ml
Penicillin/Streptomycin hinzugegeben, um ein finales Volumen von 1,6 ml zu
erreichen. Das Kulturmedium wurde einmal wochentlich gewechselt. Am Tag des
Mediumwechsels und zwei Tage darauf wurden keine Messungen mit den

Kulturen vorgenommen.

2.2 Versuchsprotokolle bei Mikroelektrodenarrays-

Messungen

In Vorbereitung auf eine Messung wurde den Kulturen das Kulturmedium
entzogen, aufbewahrt und durch 1 ml auf 37 °C vorgewarmten kunstlichen Liquor
cerebrospinalis (engl.: artificial cerebrospinal fluid (ACSF)) ersetzt, welcher
folgende Bestandteile enthielt: NaCl (150 mM), KCI (3,7 mM), CaClz (2,0 mM),
MgCl2 (0 oder 0,5 mM), HEPES (10 mM), Glucose (10 mM) und einen pH von 7,4
hatte. Nach einer Eingewdhnungszeit von 15 min, die dazu dienen sollte, die
transport- und mediumwechselbedingten hydromechanischen Artefakte zu
minimieren, wurden die ersten zwei Messungen flr jeweils 120 Sekunden (s)
durchlaufen. Nach Ende dieser Zeitperiode wurde 1 ul Etomidat hinzugegeben,
um eine Konzentration von 0,1 uM Etomidat zu erreichen. Nach einer erneuten
Wartezeit von etwa einer min wurde eine 120 s dauernde Messung durchgefluhrt
und die Flussigkeit im Reservoir durch frisches ACSF ersetzt. So wurde
vorgegangen, bis die gesamte Konzentrationsreihe von Etomidat gemessen
worden war (0,1 uM, 1 uM, 5 uM, 10 pgM und 50 pM). Nach der letzten Messung
mit Etomidat wurden erneut zwei Kontrollmessungen Uber 120 s durchgefuhrt

und den Zellkulturen dann ihr ursprungliches Kulturmedium zurtickgegeben.
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Fir Messungen in Anwesenheit von Magnesium wurde ein zweiter Ansatz
hergestellt, der ACSF mit 500 yM Magnesiumchlorid enthielt und so

vorgegangen wie oben beschrieben.

Fur Ableitungen in Anwesenheit von pharmakologischen Modulatoren der
NMDA-Rezeptoren wurden keine separaten Losungen hergestellt, sondern die
Stoffe im Rahmen der Messungen in den Glaszylinder der MEAs zu der
ursprunglichen Ableitldsung ohne Magnesium gegeben. Dies erlaubte es, die
Substanzen bis kurz vor Gebrauch bei -20 °C tiefgefroren zu lagern, um
eventuelle Degradationen zu verhindern. Da die Hypothese aufgestellt wurde,
dass unter den vorliegenden Bedingungen NAAG den NMDA-Rezeptor
aktivieren wurde, wurden diese Messungen in ACSF mit 500 uM
Magnesiumzusatz durchgefliihrt. Durch die magnesiumbedingte NMDA-
Rezeptor-Blockade sollte so die NAAG-bedingte Aktivierung deutlicher werden.
Vor den Messungen in Anwesenheit von CBR-5884 wurden die Kulturen 1-2 h

mit diesem Stoff inkubiert, um die Serinsynthese zu hemmen.

Fir Memantin, DAP5, DXM, DXO, CNQX und NAAG wurden den anfanglichen
zwei Messungen im ACSF zwei weitere Messungen im Beisein des NMDA-
Rezeptor-Antagonisten nachgeschaltet, bevor Etomidat hinzugegeben wurde,
um so die Aktivitatsveranderung im Netzwerk ohne Anasthetikum bewerten zu
konnen. Um stabile Aktivitatsmuster zu gewahrleisten, wurde nach Zugabe eines
Modulators 3-7 min gewartet, bevor Messungen aufgenommen wurden. Es
wurden 16 Versuchsansatze im ACSF ohne Magnesium durchgefuhrt, 17 im
ACSF mit Magnesium, 19 in Anwesenheit von Memantin, 13 in Anwesenheit von
DAPS5, jeweils 10 und 9 in Anwesenheit von DXM und DXO und 7 in Anwesenheit
von CNQX. Es wurden aul3erdem insgesamt 3 Versuche mit NAAG, 3 Versuche
mit CBR-5884 und 8 Versuche nach Transfektion mit siRNA durchgefuhrt.

Eine schematische Darstellung der Protokolle findet sich in Abbildung 2.1.
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Abbildung 2.1: Schematisches Versuchsprotokoll

Abb. 2.1: Schematisches Versuchsprotokoll der Messungen in ACSF ohne Magnesium. Erstellt
mithilfe von BioRender.com ©.
ACSF = artificial cerebrospinal fluid

Insgesamt wurden 21 Messungen benutzt, um die Versuchsprotokolle zu
etablieren und Konzentrationen benutzter Substanzen zu erproben. Diese sind
nicht in die Auswertung eingeflossen. Alle Messungen sind fortlaufend ab 1

nummeriert worden.

Experimente im ACSF mit oder ohne Magnesium, mit Memantin, DAP5, DXM,
DXO oder CNQX werden als ,Hauptexperimente“ zusammengefasst, da hierbei
deutlich mehr Versuchsansatze durchgefuhrt worden sind als in den ubrigen

Gruppen.

2.3 Mikroelektrodenarrays und Messungen

Die verwendeten apparativen Vorrichtungen entsprechen den von Fleischer

(121) beschriebenen Bedingungen.
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Alle im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten MEAs besitzen 60 Elektroden aus
einer Titan-Titannitrat-Legierung, welche mit Siliciumnitrid isoliert sind. Die
Elektroden sind in einem 8x8 quadratischen Muster auf dem Objekttrager
angebracht und einer Nummer zugeordnet, welche ihre Position in der Matrix
widerspiegelt. Eine einzelne Elektrode hat einen Durchmesser von 30
Mikrometer (um) und die Elektroden sind in einem Abstand von 200 um
zueinander angebracht. Uber den Elektroden ist ein 1,2 Zentimeter (cm) hoher
Glaszylinder angebracht, welcher als Behaltnis fur Medien und eingesetzte
Testsubstanzen dient (s. Abb. 2.2.).

Abbildung 2.2: MEA-Elektrodenplatte mit Glaszylinder

Abb. 2.2: Ein im Rahmen der Untersuchungen benutzter MEA mit Glaszylinder. (1) markiert die
eigentlichen Elektroden der MEA, links im Elektrodenfeld ist die Referenzelektrode als dicker
schwarzer Balken zu sehen. Mit (2) sind die Kontaktflichen der Elektroden zu der MEA-
Verstarkereinheit markiert (s. Abb. 2.3).
MEA = Mikroelektrodenarray

Die besondere Anordnung der Elektroden in zahlreichen Saulen sorgt fir eine
deutliche Oberflachenvergroflerung und somit flr eine bessere Signalauflésung
und geringere Rauschamplitude. Die Elektroden sind jeweils einem Messkanal

(engl.: channel) zugeordnet.
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Abbildung 2.3: Messvorrichtung exemplarisch

Abb. 2.3: Es ist exemplarisch ein Arbeitsplatz fir MEA-Messungen gezeigt. (1) zeigt ein
Mikroskop zur optischen Betrachtung der Zellkulturen. Mit (2) ist die MEA-Verstarkereinheit mit
Heizelement markiert, der Pfeil deutet auf die Nische zur Einlage einer MEA-Elektrodenplatte (s.
Abb. 2.2). Die Einheit ist an eine MC-Card angeschlossen (3), welche wiederum an einen
herkdmmlichen PC (4) angeschlossen ist. Die MC-Card dient der Digitalisierung der zellularen
Aktionspotenziale.

MEA = Mikroelektrodenarray

Jede Elektrode ist mittels Leiterbahnen aus Titan mit Siliziumnitrid-lsolierung mit
dem auleren Feld des Glasbehaltnisses verbunden, wo sich Kontaktplatten far
die Verstarkereinrichtung befinden. Der zweiteilige Verstarker besitzt Kontakte,
die dank einer Federung den Kontaktplatten aufliegen und so die Signale aus
den Zellkulturen abtasten kdnnen. Der Verstarker gibt die Signale wiederum an
eine MC-Card weiter (TC 02, Multi Channel Systems, Reutlingen), welche
ihrerseits an einen handelslblichen PC angeschlossen ist. In dem Verstarker ist
aulRerdem noch ein Heizelement (Multi Channel Systems, Reutlingen) integriert,

welches die Temperatur der Zellkulturen wahrend der Messungen konstant bei

20



37 °C halten kann. Abbildung 2.3 zeigt einen Arbeitsplatz mit MEA-
Verstarkereinheit auf einem Mikroskop. Daneben eine MC-Card, welche an

einem PC angeschlossen ist.

Die digitalisierten Datenstrdome wurden mit der Software MC_Rack (Version

3.9.1, Multi Channel Systems, Reutlingen) dargestellt und gespeichert.

2.4 Aktionspotenzialanalyse

Nach der Speicherung der Daten erfolgte die Analyse mit dem Programm
SpAnNer (Version 3.6, RESULT Medizinische Analyseverfahren GmbH,
Tdnisvorst, Deutschland). Hierbei wurde zu Beginn einer Messung die Schwelle
zur Detektion eines Aktionspotenzials fur jeden Kanal individuell festgelegt. Dies
ist notwendig, weil einzelne Elektroden ein unterschiedlich starkes
,2Hintergrundrauschen® aufweisen kénnen. So wurde in dieser Lernphase die
achtfache Standardabweichung des Mittelwerts der Rauschamplitude bestimmt
und als Schwelle fur die Detektion der ,spikes” (die digitalen Korrelate der
Aktionspotenziale) festgelegt. Die spikes durfen maximal 2 ms lang sein und eine

Refraktarzeit von 4 ms nicht unterschreiten.
Drei oder mehr spikes in enger zeitlicher Abfolge wurden als ,burst® gewertet.

Hauptvariable der Untersuchungen war die mittlere prozentuale Anderung der
Anzahl an spikes/min (engl.: number of spikes per minute (nos/min)), d.h. das
Verhaltnis zwischen den spikes in Anwesenheit einer bestimmten Konzentration
Etomidat und dem Mittelwert der beiden vorangegangenen Kontrollmessungen
(insgesamt 240 s). In gleicher Art und Weise wurde auch die mittlere prozentuale

Anderung an bursts/min berechnet (nob/min) (121, 122).

Weiterhin wurde bei bestimmten Substanzen die Anderung der basalen Aktivitat
untersucht, also die Anderung der Aktivitdit nach Zugabe der Substanz

gegenuber zwei vorangegangenen Messungen im reinen ACSF.

Die Berechnung der verwendeten Variablen ist anhand von Abbildung 2.4
erlautert. Hier sind die spikes aus Messung 53 gezeigt, wo erst Memantin und

dann Etomidat in aufsteigenden Dosierungen zu der getesteten Zellkultur
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gegeben wurde. Auf der x-Achse sind die Messperioden wahrend des Versuchs
aufgetragen; jede Messperiode betragt 120 s. Schwarze Balken zeigen
Messperioden nur im ACSF, blaue Balken zeigen Messperioden in Anwesenheit
von Memantin; Rote Balken zeigen Messperioden an, in denen Etomidat und
Memantin im ACSF vorhanden waren. Zur Berechnung der basalen Aktivitat
wurde dann der Quotient aus dem Mittelwert der spikes der ersten beiden
Messperioden (nur ACSF) und der dritten und vierten Messperiode (ACSF mit
Memantin) gebildet. Die Variable nos/min bezeichnet die Anzahl an spikes in
einer Messperiode mit Etomidat im Verhaltnis zu den beiden vorangegangenen
Messperioden. Diese beiden Berechnungen sind im unteren Teil der Abbildung

als Formeln gezeigt. Flr die Ubrigen Substanzen wurde analog verfahren.

M53 Etomidat und Memantin

3000
Basale Aktivitat

A

e | ' l l l i

nos/min

o

0,1 uM 1uMm 5uM 10 uM 50 uM
Eto Eto Eto Eto Eto
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E 2

Anzahl an spikes/min
g
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‘ : : : - 100
Mittelwert (spikes/ming, spikes/minzy)
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Abbildung 2.4: Berechnung der Variablen
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Abb. 2.4: Veranschaulichung der Berechnung von verschiedenen Variablen am Beispiel von
Messung 53. Hier wurde erst Memantin und dann Etomidat in aufsteigenden Dosierungen zu der
Kultur gegeben. Die Dosierungen sind anhand der roten Pfeile oberhalb der Balken
gekennzeichnet. Die x-Achse zeigt in fortlaufender Nummerierung die Messperioden, jede
Messperiode ist 120 s lang. Auf der y-Achse ist die Anzahl an spikes/min aufgetragen.
Messperioden ohne Zusatz von Substanzen sind durch schwarze Balken markiert, bei blau
markierten Messperioden wurde Memantin zum ACSF hinzugegeben, rote Balken bedeuten eine
Zugabe von Memantin und Etomidat zum ACSF. Am unteren Bildrand sind die Formeln zur
Berechnung der basalen Aktivitat sowie der nos/min gezeigt.

Eto = Etomidat; M53 = Messung 53; nos/min = number of spikes/min

2.5 Versuche mit RNA-Interferenz

2.5.1 Transfektion der siRNA

Zur genetischen Modulation der NMDA-Rezeptoren wurde GRIN1-short
interfering RNA von Ambion (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)
verwendet (Cat.-Nr 4457287 (in-vivo Negativkontrolle #1 siRNA) und Cat.Nr.
4390771, ID: S127804 (GRIN1-siRNA)).

In Vorbereitung auf die Transfektion wurden MEAs selektiert, welche sich
zwischen dem elften und 14. Tag in vitro befanden und noch fur keine anderen
Messungen benutzt worden waren. MEAs die ein ahnliches Aktivitatsprofil
aufwiesen wurden in Paaren zusammengelegt. Ein Tag vor der Gabe der siRNA
wurde das verwendete Kulturmedium durch 400 ul neurobasal medium plus ohne
Antibiotikazugabe ersetzt, um etwaige Interaktionen zwischen den RNA-
Molekulen und Antibiotika zu verhindern und so einen uneingeschrankten

knockdown der NMDA-Rezeptoren zu erreichen.

Zu Beginn wurden 100 pl OPTI-MEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA,
Cat. Nr. 31985-062) zu 10 ul Lipofectamin 2000 (Cat. Nr. 11668-019)
hinzugegeben. Durch das Lipofectamin wird die Permeabilitat der
Zellmembranen erhoht und der Eintritt der siRNA in die Zellen gewahrleistet.
Gleichzeitig wurden 2-5 ul siRNA in 100 pl OPTI-MEM aufgeldst und daraufhin in
die Lipofectamin-enthaltenden Rohrchen gegeben und exakt 10 min lang bei
Raumtemperatur sanft in einem Heizblock (HLC HTM 130, Ditabis, Pforzheim)
geschuttelt.
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Danach wurden die Gemische zu den vorher ausgewahlten MEAs gegeben, um
ein Volumen von 500 pl pro MEA zu erhalten.

Von den, vorher in Paaren zusammengelegten, MEAs erhielt eine die GRIN1-
siRNA und die andere, also die Kontrolle, sogenannte scrambled siRNA (NC1),
die fur kein Gen kodiert und damit keinen Effekt auf die neuronale Aktivitat haben

sollte.

Um siRNA transfizierte Zellkulturen in wells herzustellen, wurde analog zu dem
vorher beschriebenen Verfahren vorgegangen, pro Trager erhielten die Kulturen
jedoch 50 uyl Medium und entweder 50 yl GRIN1-siRNA oder scrambled-siRNA
(NC1: in-vivo Negativkontrolle #1 siRNA).

2.5.2 Messungen an siRNA-transfizierten

Mikroelektrodenarrays

Da laut Herstellerangaben der maximale Effekt der siRNA 48 h nach Zugabe
erreicht wird, wurden diese Experimente frihestens 48 h nach Transfektion
durchgefuhrt. Dabei wurde Standardableitldsung ohne Magnesium benutzt und
so vorgegangen wie bei den Ubrigen Messungen ohne Magnesium. Der Ablauf

der Experimente war wie oben beschrieben (s. Abb. 2.1).

2.6 quantitative real-time PCR
2.6.1 Isolation der mRNA und Herstellung der cDNA

Die Isolation der mRNA erfolgte aus den vorher hergestellten Kulturen mithilfe
des ,Dynabeads mRNA DIRECT MicroKit* nach den Herstellerangaben. Alle

Reagenzien wurden vor Gebrauch auf Zimmertemperatur erwarmt.

Die Lyse der Zellen erfolgte mittels 35 pl Extraktionspuffer; danach wurden diese
bis zur Verwendung tiefgefroren. Nachfolgend wurden die lysierten Zellen mit
70 yl TRIS-HCI (10 mM, pH 7,4) durch Pipettieren gemischt und eine min lang
bei 10000 RPM zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde dieser zu
den vorgewaschenen Dynabeads gegeben und zehn min auf einem Heizblock
(HLC HTM 130, Ditabis, Pforzheim) bei Raumtemperatur geschattelt, um die
Bindung der mRNA an die Dynabeads zu ermdglichen.
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Das Roéhrchen wurde auf einem Magneten platziet und gemal den
Herstellerangaben wurde der Dynabeads-mRNA-Komplex je zweimal mit
Waschpuffer A und B gewaschen. Anschlielend wurde die mRNA in 8,4 ul
sterilem, RNAse-freiem Wasser eluiert. Nach zweiminttigem Schatteln bei 65 °C

wurde das Gefal erneut auf dem Magneten platziert.

Zur Synthese der komplementaren Desoxyribonukleinsdure (engl.:
desoxyribonucleic acid (DNA)) (cDNA) mittels reverser Transkription wurde der
Uberstand zusammen mit 7 yl ¢cDNA first strand synthesis kit (Pharmacia
Biotech, Freiburg, Deutschland) in ein neues Réhrchen gegeben, welches bei 37
°C fur mindestens zwei h inkubiert wurde. Das cDNA-Syntheseprodukt wurde bei
-80 °C eingefroren, um die reverse Transkription zu beenden. Die Produkte

wurden bei -20 °C gelagert.

2.6.2 Protokoll der quantitativen real-time polymerase

chain reaction
Um das Ausmal} der Expression des NMDA-Rezeptors nach Zugabe der siRNA

zu quantifizieren, wurde eine quantitative real-time polymerase chain reaction
(PCR) durchgefuhrt. Die real-time oder quantitative PCR (QPCR) beruht (so wie
die herkdbmmliche PCR auch) auf dem Prinzip der Amplifikation der DNA. In
dieser Arbeit wurde GRIN1 als Zielgen und B-Aktin als housekeeping-Gen (HKG)
benutzt. Die qPCR-Versuche wurden in optischen 96-well-MicroAmp Platten
(Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien, USA) durchgefiihrt, welche 10 pl
Volumen pro well fassten. Die finale Mischung in den wells bestand zu 1/3 aus
SYBR Green PCR Master mix (Applied Biosystems, Carlsbad, Kalifornien, USA)
und zu 2/3 aus nukleasefreiem Wasser, cDNA (100-150 ng) und den

entsprechenden Primern.

Die Experimente wurden an einer StepOne Plus real-time PCR-Maschine der

Firma Applied Biosystems (Carlsbad, Kalifornien, USA) durchgeflhrt.

Das initiale Thermalprotokoll sah wie folgt aus:
1. Inkubation fir 2 min bei 50 °C, um die Uracil-DNA-Glykosidase zu aktivieren
2. 10 min bei 95 °C, um die Uracil-DNA-Glykosidase wieder zu hemmen und die

AmpliTaq Gold Polymerase zu aktivieren.
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Die Uracil-DNA-Glykosidase im PCR-Ansatz wird benétigt, um Kontaminationen
durch DNA-Fragmente aus vorherigen Ansatzen zu verhindern. So werden zu
Beginn des Thermalprotokolls Uracilbausteine durch Hydrolyse von n-

glykosidischen Bindungen entfernt und deren erneute Amplifikation verhindert.

Danach wurden 40 Zyklen in der folgenden Rotation angeschlossen:

1. 15 s bei 95 °C zur Denaturierung
2. 2 min bei 50 °C zum annealing

3. 1 min bei 60 °C zur Elongation

2.6.3 Fluoreszenzdetektion

Zur Fluoreszenzdetektion wurde SYBR Green Master mix kit (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) benutzt. Dieses ist ein Cyanin-Farbstoff und
kann in doppelstrangige DNA interkalieren. Durch diese Interkalation wird ein
Komplex gebildet, welcher blaues Licht absorbiert (Amax = 494 nm) und griines
Licht emittiert (Amax = 521 nm) (123). Der Komplex fluoresziert proportional
mehr, je mehr PCR-Produkte vorhanden sind. Da aber so nicht zwischen
verschiedenen PCR-Produkten unterschieden werden kann, wurde immer auch
eine Schmelzkurvenanalyse zum Ausschluss unspezifischer Bindungen und
Primerdimerisierungen durchgeflihrt. In den durchgefiihrten Versuchen zeigte die

Schmelzkurve stets einen einzelnen peak tber 76 °C (s Abb. 2.5).
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Abbildung 2.5: Schmelzkurvenanalyse der qPCR-Amplifikationsprodukte

Abb. 2.5: Schmelzkurve nach Amplifikation des cDNA-Fragments von GRIN1. Auf der x-Achse
ist die Temperatur aufgetragen, auf der y-Achse die Fluoreszenzanderung pro Zeit (AF/AT). Das
Produkt wurde kontinuierlich auf bis zu 95 °C erhitzt; die entstehende Fluoreszenz wurde durch
das Gerat detektiert. Die Bildung eines einzelnen Peaks bei etwa 85 °C (sog. Schmelzpunkt)
deutet auf ein spezifisches PCR-Produkt ohne unspezifische Amplifikationen oder Primer-Dimere

hin. Die geringe Variabilitdt zwischen den Kurven der technischen Replikate unterstreicht die
Reproduzierbarkeit und Spezifitdt der Reaktion. Die zusatzlichen, niedrigeren Peaks bei etwa 75

°C deuten auf geringe Mengen unspezifischer Nebenprodukte oder Primerartefakten hin, welche

aber nicht die Hauptamplifikation beeinflussen.

cDNA = komplementare Desoxyribonukleinsdure; GRIN1 = glutamate ionotropic receptor N-

methyl-D-aspartate type subunit 1; PCR = polymerase chain reaction; qPCR = quantitative
polymerase chain reaction

Die Schmelzkurvenanalyse zeigte die Anwesenheit von PCR-Produkten mit einer
Lange > 100 bp am Ende der Amplifikation. Diese weisen typischerweise einen
Schmelzpunkt auf, welcher héher als 76 °C liegt. Die Schmelzkurvenanalyse ist
allerdings ungeeignet, um die Grolke der PCR-Produkte nachzuweisen. Daher
wurde eine Gel-Elektrophorese angeschlossen. Hierfur wurden reprasentative
Proben zusammen mit einem DNA-size-marker, welches eine Lange von 100 bp

aufweist, auf 2 %iges Agarosegel aufgetragen. Durch das Verwenden des DNA-
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size-markers kann die PCR-Produktgréf3e bestimmt werden. Abbildung 2.6 zeigt
die Ergebnisse einer Gelelektrophorese, welche die PCR-Produktgréfen fur B-
Aktin und GRIN1 (Primer fur GluN1) nachweisen.

Bakt 415 bp M cunt 219 6p M

—— 500 bp
—— 400 bp
L 300bp
— 200 bp
—100 bp
NC1Si NC1Si NC1Si NC1Si NC1Si  NC1Si
R1 R2 R3 R1 R2 R3

Abbildung 2.6: Gelelektrophorese der PCR-Produkte

Abb. 2.6: Darstellung einer Gelelektrophorese. M bezeichnet einen kommerziellen DNA-size-
marker. Dieser Marker enthalt Banden in 100-bp-Schritten und dient so als Referenz zur
Abschatzung der GréRRe der amplifizierten DNA-Fragmente. Der Marker ist rechts hervorgehoben.
Die erwartete ProduktgroRe ist neben den Namen der entsprechenden Gene angegeben. Uber
der Abbildung stehen die Abklrzungen der Produktnamen (Bakt = B-Aktin; GIuN1

Untereinheit des NMDA-Rezeptors), sowie die erwartete Lange der Produkte. Alle Ansatze

erste

stammen aus Kulturen welche mit NC1-siRNA behandelt wurden (NC1 Si = negative control 1
SiRNA (engl.: Negativkontrolle 1 siRNA (s.0.))). Durch die Verwendung des DNA-size-markers
kann gezeigt werden, dass die amplifizierten Produkte ungefahr die erwartete Lange besitzen.
Bakt = B-Aktin; bp = Basenpaare; DNA = Desoxyribonukleinsaure; M = DNA-size-marker; NC1 Si

= negative control 1 siRNA; PCR = polymerase chain reaction; R = Rattenwurf

Die Gelelektrophorese ist allerdings nicht in der Lage, die Identitat der
Produktsequenzen zu verifizieren. Um diese mit bekannten Transkripten in der
Gen-Datenbank des national center for biotechnology information (NCBI) zu
vergleichen, wurde eine Sanger-Sequenzierung angewandt. Die PCR-Produkte
wurden mittels PCR-purification kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) in

nukleasefreiem Wasser aufgereinigt. Die hochste Ubereinstimmung wurde mit
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den NCBI-Sequenzen gefunden, welche in der Primer-Tabelle (Tab. 2.1)

aufgefuhrt sind.

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten Primer

Gen bp Sequenz GenBank ID
lm 415 CGTGAAAAGATGACCCAGATCATGTT NM_031144.3 (124)

GCTCGTTGCCAATAGTGATGACCTG  NM_031144.3 (124)
reverse
w 219 GCTGTACCTGCTGGACCGCT NM_001287423.1
(125)
GRIN1 GCAGTGAGGAAGCCACTATGATC NM_001287423.1
reverse (125)
Tab. 2.1: Ubersicht der verwendeten Primer mit Angabe der Basenpaar-Lénge, Sequenzen und
GenBank ID nach NCBI.

bp = Basenpaare; GRIN1 = glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 1

2.6.4 Berechnung der Effizienz

Um die Effizienz (E) der PCR zu bestimmen, wurde die absolute Quantifizierung
benutzt. Fir jedes verwendete Primerpaar wurde hierbei eine Standardkurve
erstellt (s. Abb. 2.7).

Standard Curve

00001 a0t a0l Qo a0l 002 at a0z 1 2 3145 0 20 3 100 200 1000 10‘))3 10000
Quantity

Target: Target 1 Slope: -3.432 Y-Inter: 21.987 Bi'; 0.984 Eff's: 95.584

Abbildung 2.7: Standardkurve fir die Expression von GRIN1

Abb. 2.7: Standardkurve der Expression von GRIN1. Die Standardkurve ergibt sich aus der
seriellen Verdinnungsreihe der Proben (1:8; 1:16; 1:32; 1:64). Aufgetragen ist der quantifizierte
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Ct-Wert auf der y-Achse, sowie die logarithmierte Ausgangsmenge der GRIN1-DNA. Im gelben

Kasten unter der Kurve ist die Steigung (engl.: slope) angegeben, welche -3,432 ist. Danach
ergibt sich eine Amplifikationseffizienz von etwa 95,5 % nach der Formel E = 10 (1-/Steigung), Der y-

Achsenabschnitt ist bei 21,987. Auflerdem zeigt die Regressionsgerade eine hohe Linearitat (R2
= 0,984), was auf eine konsistente Amplifikation Gber den gesamten Verdiinnungsbereich

hinweist.

Die DNA-Proben wurden schrittweise bis zu einer Konzentration von 1:64
verdinnt und in Duplikaten amplifiziert. Pro Primerpaar wurden je zwei
Standardkurvenbestimmungen durchgefuhrt. Zur Berechnung der
Standardkurven wurden die cycle threshold (Ct)-Werte der verschiedenen
Verdinnungsstufen herangezogen. Der Ct-Wert gibt die Anzahl an Zyklen an,
welche bendtigt werden, damit das ,echte® Fluoreszenzsignal das
Hintergrundrauschen Ubersteigt (123, 126). In der exponentiellen Phase der PCR
(zwischen Start- und Plateauphase) kann, unter optimalen Verhaltnissen, ein
Anstieg der DNA pro Zyklus um etwa den Faktor 2 beobachtet werden. In der
Regel gelten Werte zwischen 1,8 und 2,2 als gut (127). Der zu Beginn der
exponentiellen Phase gemessene Wert wird zur Quantifizierung genutzt und als
Ct-Wert beschrieben (123, 126). Die Effizienz der gqPCR kann anhand der
Steigung (engl.: slope) der Standardkurve mithilfe der Formel E = 10 (1/Steigung)
berechnet werden (128). Fiur B-Aktin betrug E = 1,98; fir GRIN1 =1,96. Der

lineare Regressionskoeffizient R? betrug > 0,95 fiir jedes verwendete Primerpaar.

2.6.5 Relative Quantifizierung

Der relative Expressionslevel von GRIN1 gegenlber B-Aktin wurde mittels AACt-
Methode berechnet, wie auch an anderer Stelle beschrieben (127-130). Die
Expression des Zielgens GRIN1 wurde mit der Expression des housekeeping-
Gens (HKG) verglichen und relativ zu dieser normalisiert. Das HKG ist eine
molekulare Referenz, die ubiquitar und homogen exprimiert wird. Es ist
aulBerdem leicht zu detektieren und wird nur sehr geringgradig durch aullere
Einflusse wie zellularen Stress oder Medikamenteneinnahme beeinflusst. Durch
die relative Normalisierung des Zielgens werden interindividuelle Unterschiede in

der Expression und Variationen in der Menge der Ausgangs-DNA ausgeglichen.

Um die relative Expression der NMDA-Rezeptor-Untereinheit GIuN1 zu

berechnen, wurde die Differenz zwischen der Expression des housekeeping- und
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des Zielgens berechnet, also zwischen Kontrolle (Kon) und behandelter Kultur
(Beh). Die Expression der Kontrolle wurde hierbei als 100 % angegeben. Mithilfe

der folgenden Formel wurde die relative Expression berechnet:

2-AACT= 9- (CT-Zielgen - CT-HKG) Beh - (CT-Zielgen - CT-HKG) Kon

2.7 Statistische Auswertung

Die Daten sind, wenn nicht anders erwahnt als Mittelwerte + Standardfehler des
Mittelwertes (engl.: standard error of the mean, SEM) angegeben. Die
statistischen Analysen wurden mittels Excel (Version 2405, Redmond, WA, USA)
oder GraphPad Prism (Versionen 7 oder 10, La Jolla, CA, USA) durchgeflhrt.

Um den Unterschied in basaler Aktivitat nach Zugabe von NMDA-Rezeptor
Modulatoren zu errechnen, wurden die spikes/min in den Messungen ohne
Modulator ermittelt und als baseline (100 %) festgelegt. Dann wurden die
spikes/min in Beisein des Modulators bestimmt und als prozentualer Anteil der
baseline ausgedriickt. Nach einer Prifung auf Normalverteilung mittels Shapiro-

Wilk-Test wurde ein Wilcoxon matched-pairs signed rank Test angeschlossen.

Um Unterschiede zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppen in Bezug auf
nos/min und nob/min festzustellen, wurde auch hier zunachst eine Prifung auf
Normalverteilung nach Shapiro-Wilk durchgefuhrt. Waren alle Gruppen
normalverteilt, wurde eine einfaktorielle One-Way-Analysis of Variance (ANOVA)
mit einem post-hoc-Mehrfachvergleich nach Tukey angeschlossen. War eine
oder mehrere Gruppen nicht normalverteilt, so wurde stattdessen ein Kruskal-
Wallis-Test durchgeflihrt, mit anschlieRender Korrektur fir Mehrfachvergleiche
nach Dunn. Die Werte hier sind wie folgt angegeben H (df, n) = x, p = y. Df steht
fur Freiheitsgrade (engl.: degrees of freedom), n fur die Anzahl an Experimenten.
Die NAAG- und Mg?-Gruppen, sowie GRIN1- und NC1-Gruppen wurden
untereinander mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Hier gilt fir die Werte U

(P=xn=Yy).

Die Berechnung der mittleren effektiven Konzentration (ECso0) erfolgte mittels
einer nichtlinearen Regression mit der Methode der kleinsten Quadrate anhand

der Veranderung der nos/min. So wurden Dosis-Wirkungs-Kurven mit drei
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Parametern anhand einer logistischen Hill-Gleichung modelliert. Es wurde keine
Gewichtung der Datenpunkte eingesetzt, um bias zu vermeiden. Zusatzlich
wurden 95 %ige Konfidenzintervalle berechnet, um die Genauigkeit der
berechneten Parameter einzuschatzen. Die Ergebnisse sind als ECso-Wert (95 %

Konfidenzintervall: x-y) angegeben.

Die relative Expression der NMDA-Rezeptor-mRNA uber die PCR wurde
ebenfalls mittels One-Way-ANOVA errechnet, mit anschlieendem Tukey post-

hoc Test. Die Ergebnisse sind wie oben beschrieben dargestellt.

Far die gesamte Arbeit wurde ein Niveau von p < 0,05 als signifikant gewertet. In

Abbildungen ist das Erreichen dieses Signifikanzniveaus mit einem (*) angezeigt.

Wenn nicht anders erwahnt gibt (n) die Anzahl an Experimenten und (N) die

Anzahl an Rattenwirfen an.

2.8 Liste der benutzen Substanzen und Gerate

Alle benutzen Substanzen sind im Folgenden tabellarisch gelistet.

Tabelle 2.2: Ubersicht iiber die verwendeten Reagenzien

Reagenz Hersteller, Stadt, Land

phosphate-buffered saline solution Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

ethylenediaminetetraacetic acid | Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

minimal essential medium Life Technologies, Eugene, USA

fetales Kalberserum Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

B-27® Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

Glutamin Merck, Darmstadt, Deutschland

Insulin Life Technologies, Eugene, USA

HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin Life Technologies, Eugene, USA

Streptomycin Life Technologies, Eugene, USA

Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Etomidat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Memantin Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

DAP5 Abcam, Cambridge, UK

DXM zur Verfugung gestellt durch Dr. Okka

Scholz, Institut flr
Stoffwechselphysiologie, HHU
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DXO zur Verfigung gestellt durch Dr. Okka
Scholz, Institut fur
Stoffwechselphysiologie, HHU

CNQX Abcam, Cambridge, UK

NAAG Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

CBR-5884 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Lipofectamin Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

siRNA Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris-HCI-Puffer Merck Millipore, Burlington, USA

Tab. 2.2: Angabe der in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und Hersteller, sowie Hauptsitz
des Herstellers.
CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-Amino-5-phosphonovalerate; DXM = Dextromethorphan;
DXO = Dextrorphan; HEPES = (4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure; NAAG = N-
Acetylaspartylglutamat; siRNA = short interfering  RNA;  Tris-HCI-Puffer =
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-Hydrochlorid-Puffer; UK = United Kingdom; USA = United
States of America

Tabelle 2.3: Ubersicht iiber verwendete Fertig-Kits

Kit Hersteller, Stadt, Land

Dynabeads mRNA DIRECT MicroKit  Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA

cDNA first strand synthesis kit GE Healthcare, Buckinghamshire, UK

Quickprep Micro mRNA Purification GE Healthcare, Buckinghamshire, UK
kit
Tab. 2.3: Angabe der in dieser Arbeit verwendeten Fertig-Kits mitsamt Hersteller und Hauptsitz
des Herstellers
cDNA = complementary deoxyribonucleic acid; mMRNA = messenger ribonucleic acid, UK = United

Kingdom; USA = United States of America

Tabelle 2.4: Gerateliste

Gerat Modell Hersteller Hauptsitz
Mikroelektrodenarray 60MEA200/10iR- Multi Channel Reutlingen,
Ti-gr Systems Deutschland
MEA- MEA2100-Mini- Multi  Channel Reutlingen,
Verstarkerelement 60-System Systems Deutschland
MC_Card TC 02 Multi  Channel Reutlingen,
Systems Deutschland
Mikroskop Labovert FS Leitz Stuttgart,
Deutschland
Heizblock HLC HTM 130 Ditabis Pforzheim,
Deutschland
Brutschrank Heracell Vios 250 Thermo Fisher Waltham, MA,
Scientific USA
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Zentrifuge Microstar 12 VWR Rednor, PA,

USA
PCR-Gerat StepOne Plus Applied Carlsbad, CA,
Biosystems USA

Tab. 2.4: Liste der Gerate, welche fur diese Arbeit benutzt worden sind. Es sind
Modelle und Hersteller mit Hauptsitz dargestellt.
CA = California; MA = Massachusetts; MEA= Mikroelektrodenarray; PA =
Pennsylvania; PCR = polymerase chain reaction, USA = United States of

America
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3.Ergebnisse

3.1 Ubersicht der Ergebnisse

Insgesamt wurden 105 MEA-Messungen eingeschlossen. Es wurden Kulturen
von 11 verschiedenen Rattenwurfen benutzt, pro Wurf entstanden so etwa 4-8
ableitbare MEA-Kulturen. Im Durchschnitt waren die untersuchten Kulturen 28 +
11 Tage alt (11-102 Tage). Um die bendtigte Anzahl an Kulturen und
Versuchstieren zu minimieren, wurden MEAs wiederholt gemessen; dabei wurde

immer mindestens ein Abstand von 3 Tagen eingehalten.

Im Folgenden ist eine Ubersicht aller Experimente tabellenweise gegeben. Die
Wertigkeit einzelner Experimente und das Verhaltnis zwischen Substanzen und
hippokampaler Netzwerkaktivitat ist in den folgenden Kapiteln fur einzelne

Substanzen im Detail angegeben.

Die Tabellen 3.1-3.3 zeigen die Ergebnisse verschiedener Tests in den
Hauptexperiment-Gruppen bezogen auf die Variable nos/min.
Tabelle 3.1 zeigt die Ergebnisse der Prifung auf Normalverteilung bei allen
Etomidatkonzentrationen mittels Shapiro-Wilk-Test. Hierbei waren bei keiner
Konzentration alle Substanzgruppen normalverteilt. In Tabelle 3.2 sind die
Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests gelistet. Alle verwendeten Substanzen
wurden mit der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium verglichen und
entsprechend als signifikant oder nicht signifikant markiert. Tabelle 3.3 zeigt
schliel3lich die Teststatistik, die Freiheitsgrade und den p-Wert aus dem Kruskal-
Wallis-Test.

Tabelle 3.1: Entscheidung uber Normalverteilung der nos/min mittels

Shapiro-Wilk-Test bei den Hauptexperimenten

Etomidat Kon Mg?* Mema DAP5 DXM DXO CNQX
n-Wert 0,518 0,149 0,075 0,234 0,693 0,036 0,984

_ 16 17 19 13 10 10 7

normalvert Ja Ja Ja Ja Nein Ja
ellt’7
p-Wert 0,253 0,188 0,041 0,018 0,275 0,133 0,879

_ 16 17 19 13 10 10 7

normalvert Ja Nein Nein Ja Ja Ja

ellt'?
ETrE 3 0505 0,005 0,046 <0001 0219 0,076 0,562
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16 17 19 12 10 10 7

normalvert EE Nein Nein Nein Ja Ja Ja

eilt?

p-Wert 0,194 < 0,001 0,003 0,010 0,403 0,001 0,236
16 17 19 13 10 10 7

normalvert [RRE Nein Nein Nein Ja Nein Ja

eilt?

n-Wert 0,001 0,003 <0,001 0,047 <0,001 <0,001 0,002
7 7 7 9 10 10 7

normalvert B\E Nein Nein Nein Nein Nein Nein

eilt?
Tab. 3.1: Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests bezlglich nos/min bei den Hauptexperiment-

Gruppen. Fir jede Etomidatkonzentration und Gruppe sind der p-Wert, die Anzahl an
Experimenten (n) und die Entscheidung Uber eine vorliegende Normalverteilung angegeben. Bei
keiner Etomidatkonzentration waren alle Gruppen normalverteilt.
CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-Amino-5-phosphonovalerate; DXM = Dextromethorphan;
DXO = Dextrorphan; Kon = Kontrolle; Mema = Memantin; Mg2* = Magnesium; n = Anzahl an

Experimenten

Tabelle 3.2: Ubersicht der Ergebnisse aus Kruskal-Wallis-Tests fiir nos/min

in den Hauptexperimenten

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5uM 10 uM 50 uM
o e NGAY 1002+33 996+61 785+93 502%69 51£37
ACSF mit 97,3+54 712+93 30,0+82 109%*50 12x08
Magnesium |n = [Bi 17 17 17 7
854+75 418%78 17,735 150%38 20%20
N ° 19 19 19 7
90,6+9,7 357+9,3 232+109 14,7+44 3411
n  BE 13 12 13 9
856+10,3 549+126 144+37 11,8%3,0 40%29
I ° 10 10 10 10
885+66 33861 141%43 8434 1,5+0,9
I 10 10 10 10
951+7,9 53285 273%82 17,7+59 1510
I ' 7 7 7 7
B ns ns ns ns

Tab. 3.2: Ubersicht der Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test beziiglich der Variable nos/min bei

den Hauptexperimenten, gegliedert nach Etomidatkonzentration. Es werden nos/min, Anzahl an
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Experimenten (n) und statistische Signifikanz angegeben. Gruppen, welche sich signifikant von
der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium unterscheiden sind mit ,*“ markiert, andere mit
,ns* (nicht signifikant). Statistische Signifikanz ist auRerdem durch fettgedruckte Zahlen
hervorgehoben.

ACSF = artificial cerebrospinal fluid; CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-Amino-5-
phosphonovalerate; DXM = Dextromethorphan; DXO = Dextrorphan; Kon = Kontrolle; Mg?* =
Magnesium; n = Anzahl an Experimenten; nos/min = number of spikes per minute; ns = nicht

signifikant; Sig. = Signifikanz

Tabelle 3.3: Ubersicht der statistischen Kennwerte aus dem Kruskal-Wallis-

Test fur nos/min in den Hauptexperimenten

Etomidat H Freiheitsgrade p-Wert

7,03 6 0,318
32,57 6 < 0,0001
26,10 6 < 0,001
22,25 6 < 0,01
6,309 6 0,390

Tab. 3.3: Angabe von Teststatistik (H), Freiheitsgraden und p-Wert des Kruskal-Wallis-Test der

nos/min fir die Hauptexperimente, gegliedert nach verwendeter Etomidatkonzentration.

Die nachfolgenden Tabellen 3.4-3.6 sind analog zu den vorangehenden
aufgebaut, allerdings far die Variable nob/min.
Tabelle 3.4 zeigt die Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests fur die Variable nob/min
bei den Hauptexperimenten an. In Tabelle 3.5 sind die Ergebnisse des Kruskal-
Wallis-Test gelistet, sowie die Angaben zur Signifikanz gegenuber der
Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium. Tabelle 3.6 zeigt die statistischen

Kennwerte des Kruskal-Wallis-Tests.

Tabelle 3.4: Entscheidung uber Normalverteilung der nob/min mittels
Shapiro-Wilk-Test bei den Hauptexperimenten

Etomidat Kon Mg?* Mema DAP5 DXM DXO CNQX
p-Wert 0,065 0,010 <0,001 0,220 0,211 0,200 0,327

_ 16 17 19 13 10 9 7

normalvert Nein Nein Ja Ja Ja Ja
eilt?

p-Wert 0,215 0,896 0,003 <0,001 0,096 0,583 0,470

_ 16 17 19 13 10 9 7

normalvert RE Ja Nein Nein Ja Ja Ja
eilt?

[ 5uM | p-Wert 0293 <0001 0033 <0001 <0001 0078 0238
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16 17 19 18 10 9 7
normalvert EE Nein Nein Nein Nein Ja Ja
eilt?
p-Wert 0,600 <0,001 <0,001 <0,001 0,034 < 0,001 0,003

16 17 19 13 10 9 7
normalvert [RRE Nein Nein Nein Nein Nein Nein
eilt?
n-Wert <0,001 <0,001 <0,001 <0,0010 <0,001 <0,001 0,001

7 7 7 9 9 9 7
normalvert BREL Nein Nein Nein Nein Nein Nein

eilt?
Tab. 3.4: Ergebnisse des Shapiro-Wilk-Tests bezliglich nob/min bei den Hauptexperiment-

Gruppen. Fir jede Etomidatkonzentration und Gruppe sind der p-Wert, die Anzahl an
Experimenten (n) und die Entscheidung Uber eine vorliegende Normalverteilung angegeben. Bei
keiner Etomidatkonzentration waren alle Gruppen normalverteilt.
CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-Amino-5-phosphonovalerate; DXM = Dextromethorphan;
DXO = Dextrorphan; Kon = Kontrolle; Mema = Memantin; Mg2* = Magnesium; n = Anzahl an

Experimenten

Tabelle 3.5: Ubersicht der Ergebnisse aus dem Kruskal-Wallis-Tests fiir

nob/min in den Hauptexperimenten

Testsubstanzen

ACSF ohne
Magnesium

ACSF mit
Magnesium

0,1 uM

nob/min (%) [RLEEERAS

16

99,2 44,1
K
0 ns

QLN EAR 98,5+ 15,0

S5 =
»n ©

nob/min (%) PEEAERIH

N
w

>
(%]

nob/min (% 3149

= 00
o O

=}
(7]

nob/min (% 7,3+12,9

©

>
(%]

8377

nob/min (%)

~N ©©

>
(7]

1M
101,56+ 6,7

16

86,4 £ 11,9
17

ns

40,6 £9,7
19

39,1£19,8
13

*

36,8 +£9,6
10
24,049
9

58,5 £ 10,6
7

ns

5uM
109,4 *
12,3

16

56,6 £ 26,5
17

*

10,6 £ 2,2
19

18,3 £ 14,7
12

*

9,953
10

*

52119

33,1+ 12,1
7
ns

10 M
64,3+ 11,5

16
7,2+25
17

*
8727
19

52+23
13

*

3,011
10
39125
9

12,0+ 7,5
7

*

50 uM
6,6 +5,2

0,9+0,5

ns
3,5+3,3

ns
1,0+£0,9

ns
1,1+0,8

ns
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Tab. 3.5: Ubersicht der Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test bezliglich der Variable nob/min bei
den Hauptexperimenten, gegliedert nach Etomidatkonzentration. Es werden nob/min, Anzahl an
Experimenten (n) und statistische Signifikanz angegeben. Gruppen, welche sich signifikant von
der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium unterscheiden sind mit ,* markiert, andere mit
,ns“ (nicht signifikant). Statistische Signifikanz ist auBerdem durch fettgedruckte Zahlen
hervorgehoben.

ACSF = artificial cerebrospinal fluid; CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-Amino-5-
phosphonovalerate; DXM = Dextromethorphan; DXO = Dextrorphan; Kon = Kontrolle; Mema =
Memantin; Mg?* = Magnesium; n = Anzahl an Experimenten; nob/min = number of bursts per

minute; ns = nicht signifikant; Sig. = Signifikanz

Tabelle 3.6: Ubersicht der statistischen Kennwerte aus dem Kruskal-Wallis-

Test fur nob/min in den Hauptexperimenten

Etomidat H Freiheitsgrade p-Wert

EXETY 5.5 6 0,429
K 37.05 6 < 0,0001
ETT 37,55 6 < 0,0001
KT o527 6 < 0,001
ETTT R 3.17 6 0,787

Tab. 3.6: Angabe von Teststatistik (H), Freiheitsgraden und p-Wert des Kruskal-Wallis-Test der

nob/min fur die Hauptexperimente, gegliedert nach verwendeter Etomidatkonzentration.

In Tabelle 3.7 sind die ECso-Werte von Etomidat in Anwesenheit der
verschiedenen benutzen Substanzen mit entsprechenden Konfidenzintervallen

angegeben. Diese sind anhand der Veranderung der nos/min berechnet.

Tabelle 3.7: Ubersicht der Testsubstanzen, ECso-Werten basierend auf die

nos/min mit Konfidenzintervallen

Testsubstanzen ECso 95 % CI
13,47 5,16 — 35,19
1,79 0,56 — 5,82
|Memantin _~~ RGH 0,17 - 2,58
DY 0.43 0,08 — 2,33
1,04 0,13-8,53
0,49 0,25 - 0,97
1,04 0,37 - 3,09
6,79 1,59 — 51,79
[GRINT [P 0,32 - 13,67
8,20 1,60 — 137,60

39



Tab. 3.7: Ubersicht Gber die ECso-Werte von Etomidat in den Experimenten unter verschiedenen
Bedingungen. Diese Werte basieren auf die Veranderung der nos/min. Es ist zudem das 95%ige
Konfidenzintervall angegeben (Ausnahme: CBR-5884. Hier ist das 90 %ige Konfidenzintervall
angegeben).

ACSF = artificial cerebrospinal fluid; ECso = mittlere effektive Konzentration; Cl = confidence
interval; CNQX = Cyanquixaline; DAP5 = D-2-Amino-5-phosphonovalerate; DXM =
Dextromethorphan; DXO = Dextrorphan; GRIN1 = glutamate ionotropic receptor NMDA type
subunit 1; NC1 = negative control 1 siRNA

3.2 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat im ACSF ohne

Magnesium

Die Wirkung von Etomidat im ACSF ohne Magnesium galt in den vorliegenden
Versuchen als Kontrollgruppe. Um die Datengewinnung zu illustrieren sind in
Abbildungen 3.1 und 3.2 Originalableitungen aus dem capture-Programm
MC_Rack gezeigt. Abbildung 3.1 zeigt Messung 25, in ACSF ohne Magnesium.
Es sind die Kanalstrome aus allen Kanalen der verwendeten MEA gezeigt.
Abbildung 3.2 zeigt ebenfalls Messung 25 (ACSF ohne Magnesium). Hier sind
drei verschiedene Strome Uber Kanal 66 gezeigt (also dem Kanal an der Position
6 vertikal und horizontal der MEA-Matrix), vor, wahrend und nach der Applikation
von 1 uM Etomidat. Kanal 66 wurde auf Grund seiner stabilen Aktivitat Gber alle

drei Phasen der Applikation ausgewahlt.
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50 mvV

Abbildung 3.1: Originalableitung Messung 25 im ACSF ohne Magnesium,

alle Kanale

Abb. 3.1: Originaldarstellung der Datengewinnung aus dem verwendeten capture-Programm
MC_Rack mit Darstellung aller Kandle der MEA. MC_Rack dient der Umwandlung der
Aktionspotenziale auf Zellebene in digitale Datenstréme, sowie derer Verbildlichung. Es ist
Messung 25 aus der Kontrollgruppe dargestellt, d.h. im ACSF ohne Magnesium. Zum
dargestellten Zeitpunkt ist kein Etomidat in der Ableitldsung vorhanden. Man sieht Uber alle
Kanale ein Grundrauschen (auer Kanal 15, hier ist die Referenzelektrode der MEA konnektiert).
Die sichtbaren Ausschlage oberhalb des Grundrauschens sind bursts an Aktionspotenzialen, d.h.
Ansammlungen von mindestens 3 Aktionspotenzialen in schneller Abfolge. Die bursts sind uber
grol3e Teile der MEA - und damit der Zellkultur - synchron.
MEA = Mikroelektrodenarray; ACSF = artificial cerebrospinal fluid
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Abbildung 3.2: Originalableitung von Kanal 66 aus Messung 25 in ACSF

ohne Magnesium vor, wahrend und nach Applikation von 1 yM Etomidat

Abb. 3.2: Originaldarstellung der Datengewinnung aus dem verwendeten capture-Programm
MC_Rack. Es sind Strdme uber Kanal 66 (Position 6 vertikal und horizontal im Gitternetz der
MEA-Matrix) dargestellt, die wahrend Messung 25 im ACSF ohne Magnesium aufgenommen
wurde. Es sind drei Phasen der Etomidatapplikation abgebildet: vor Applikation (A), wahrend der
Applikation von 1 yM Etomidat (B) und wahrend der Auswaschperiode nach Applikation von
Etomidat (C). Alle 3 Kanalableitungen zeigen ein gewisses Grundrauschen, sowie Ausschlage im
Sinne von spikes und bursts, also Aktionspotenzialen und Ansammlungen von 3

Aktionspotenzialen in schneller Abfolge. Es ist nur eine geringfiigige Anderung der Aktivitat nach
Zugabe von 1 yM Etomidat zu erkennen, sowie eine leichtgradig wiederkehrende Aktivitat

wahrend der Auswaschperiode.

ACSF = attificial cerebrospinal fluid; MEA = Mikroelektrodenarray

Die Veranderungen der nos/min durch die Zugabe von Etomidat zum ACSF ohne
Magnesium sind im Folgenden beschrieben. 0,1 und 1 uM Etomidat zeigten
keine Wirkung auf die Spikefrequenz. Nach Zugabe von 5 yM Etomidat war eine
Abnahme der nos/min auf im Mittel 78,5 £ 9,3 % der Kontrollbedingungen
erkennbar; nach Zugabe von 10 yM Etomidat war die Abnahme noch
ausgepragter auf im Mittel 50,2 £ 6,9 % der Kontrollbedingungen. Wurden 50 yM
Etomidat zum ACSF ohne Magnesium hinzugegeben sank die nos/min auf 5,1 £

3,7 % der Kontrollbedingungen.

Das Burstverhalten der Kulturen zeigte ein ahnliches Muster. 0,1 und 1 uyM
Etomidat zeigten ebenfalls keine Wirkung auf die nob/min. Die Zugabe von 5 yM
Etomidat zum ACSF ohne Magnesium sorgte fUr eine geringgradige Steigerung

der nob/min auf 109,4 = 12,3 % der Kontrollbedingungen. Eine Erhéhung der
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Etomidatkonzentration auf 10 uM flhrte zu einer Abnahme der nob/min auf 64,3

111,5 % der Kontrollbedingungen, wahrend eine zusatzliche Erhéhung der

Konzentration auf 50 yM zu einer Abnahme der nob/min auf 6,6 £ 5,3 % der

Kontrollbedingungen fuhrte.

Die ECso von Etomidat basierend auf der Veranderung der nos/min betrug in der
Kontrollgruppe 13,47 uM (95 % CI: 5,16 — 35,19 uM) (s. Dosis-Wirkungs-Kurve

in Abb. 3.3, (F)).
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Abbildung 3.3: Spike-Raster-Plots, extrazellulare Aktionspotenziale und

Dosis-Wirkungs-Kurve in der Kontrollgruppe

Abb. 3.3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Kontrollgruppe. In (A)-(C) sind Spike-Raster-

Plots abgebildet, welche die Kanale einer MEA Uber die Zeit auftragen. Ein Kreuz entspricht
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einem Aktionspotenzial. (A) zeigt ein Spike-Raster-Plot wahrend der Kontrolle, (B) bei Applikation
von 1 uM Etomidat und (C) in der Auswaschperiode. Die Anzahl an Aktionspotenzialen (spikes)

in Anwesenheit von Etomidat, welche oberhalb der Plots angegeben ist, deutet auf eine leichte
Senkung der Aktivitat hin. (D) und (E) zeigen den Mittelwert der extrazellular abgeleiteten

Aktionspotentiale tiber Kanal 66 (Position 6 vertikal und horizontal auf der MEA-Matrix) wahrend
der Kontrolle und der Messung mit 1 yM Etomidat. In beiden Messungen zeigen sich hier stabile

eAP, was auf eine gute Datenqualitat hindeutet. Die n-Angaben in diesen beiden Teilabbildungen

gibt die Anzahl an spikes an, welche an diesem Kanal gemessen worden sind. (F) zeigt die Dosis-
Wirkungs-Kurve von Etomidat im ACSF ohne Magnesium. Diese betragt hier etwa 13,47 pM.

Kon = Kontrolle; eAP = extrazellulares Aktionspotenzial; Eto = Etomidat;, AWP =
Auswaschperiode; ACSF = atrtificial cerebrospinal fluid; Mg?* = Magnesium; MEA =

Mikroelektrodenarray

Zusammenfassend zeigte Etomidat im ACSF ohne Magnesium erst ab einer
Konzentration von ca. 5 yM eine Wirkung im Sinne einer Abnahme der Aktivitat.

Allerdings war die nob/min bei 5 yM Etomidat erhdht anstatt erniedrigt.

3.3 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat im ACSF

mit Magnesium

Magnesium ist ein starker physiologischer Inhibitor des NMDA-Rezeptors und
bindet im Kanalinneren (44). Diese Substanz wurde untersucht, weil Sie ein
korpereigener und spezifischer Blocker des Rezeptors ist. Die verwendete

Konzentration an Magnesium war 500 uM.

Im ACSF mit Magnesium zeigte sich bei Zugabe von 0,1 oder 1 yM Etomidat kein
signifikanter ~ Unterschied zur  Kontroligruppe. Bei  Erhdhung der
Etomidatkonzentration auf 5 yM zeigte sich eine signifikante Abnahme der
nos/min gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,01) (s. Abb. 3.4, (D)). Auch bei
10 uM Etomidat gab es einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe in der
nos/min (p < 0,001). Die Zugabe von 50 uM Etomidat fuhrte zwar zu einer starken
Abnahme der nos/min, diese unterschied sich aber nicht signifikant von der
Kontrollgruppe. Diese Ergebnisse sind auch in Tabelle 3.2 dargestellt.
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Das Burstverhalten im ACSF mit Magnesium verhielt sich in ahnlicher Weise.
Weder bei Zugabe von 0,1 uM noch bei Zugabe von 1 yM Etomidat gab es einen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Eine signifikante Anderung
gegenuber der Kontrollgruppe zeigte sich bei Zugabe von 5 uM Etomidat
(p <0,01) (s. Abb. 3.4, (E)). Auch eine Etomidatkonzentration von 10 uM sorgte
fur einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (p < 0,01). Bei Steigerung
der Etomidatkonzentration auf 50 yM war der signifikante Unterschied
aufgehoben. Tabelle 3.5 zeigt eine detaillierte Ubersicht dieser und weiterer

Ergebnisse.

Die ECso von Etomidat im ACSF mit Magnesium basierend auf der Veranderung
der nos/min betrug 1,79 uM (95 % CI: 0,56 — 5,82 uM) (s. Dosis-Wirkungs-
Kurven in Abb. 3.4, (F)).
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Abbildung 3.4: Spikes-Raster-Plots, Veranderungen des Spike- und

Burstverhaltens und ECso im ACSF mit Magnesium

Abb. 3.4: Die linke Seite zeigt Spike-Raster-Plots fur Kontrollbedingungen (A), Applikation von
1 uM Etomidat (B) und Auswaschperiode (C). In diesen Plots sind die Kanale einer MEA (x-

Achse) gegen die Zeit aufgetragen (y-Achse) und ein Kreuz entspricht einem Aktionspotenzial.

Hier erkennt man eine deutlich synchrone Aktivitat der Zellkultur Gber alle drei Perioden. Es ist
auch deutlich erkennbar, dass die Spikedichte bei Applikation von 1 yM Etomidat deutlich
zurtckgeht und wahrend der AWP wieder ansteigt. (D) zeigt die Abnahme der nos/min nach
Zugabe von 5 pM Etomidat mit Magnesium im Ableitmedium; (E) zeigt die Abnahme der nob/min
nach Zugabe von 5 pM Etomidat. In beiden Fallen ist die Abnahme signifikant starker als im ACSF
ohne Magnesium (schwarz). Bei den Dosis-Wirkungs-Kurven (F) zeigt sich eine

Linksverschiebung der blauen Kurve (ACSF mit Magnesium) gegeniber der Kurve unter

Kontrollbedingungen (schwarz, ACSF ohne Magnesium). Diese Linksverschiebung ist nicht
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statistisch signifikant (s. Konfidenzintervalle in Tabelle 3.7). Die ECso von Etomidat im ACSF mit
Magnesium betragt etwa 1,79 uM. Die Anzahl an Experimenten ist in (D) und (E) in Klammern

angegeben. Der Asteriskus (*) weist auf statistische Signifikanz gegeniber der Kontrollgruppe
(p < 0,05) hin.
Kon = Kontrolle; nos/min = number of spikes per minute; Eto = Etomidat; nob/min = number of
bursts per minute; AWP = Auswaschperiode; ACSF = artificial cerebrospinal fluid; ECso = mittlere

effektive Konzentration; MEA = Mikroelektrodenarray

Zusammenfassend zeigte die Zugabe von 500 yM Magnesium zum ACSF
signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe sowohl in der nos/min als auch in

der nob/min im Bereich zwischen 5 und 10 yM Etomidat.

3.4 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat in Anwesenheit von

Memantin

Memantin ist ein open-channel Blocker des NMDA-Rezeptors und findet seine
Anwendung als Antidementivum und bei verschiedenen psychiatrischen
Erkrankungen wie Schizophrenie oder ADHS. In dieser Arbeit sollte es als
pharmakologischer Inhibitor des NMDA-Rezeptors dienen. In Abbildung 3.5 ist
eine Originalableitung aller Kanale der MEA aus Messung 27 gezeigt, welche in
Anwesenheit von Memantin im ACSF durchgefuhrt wurde. Es ist eine geringe

Aktivitat mit vereinzelten Bursts erkennbar.

47



2000 ms
e

z I o BT BT T ‘ 51 ‘ 1 ‘ 71

o a

uw

2 22 32 12 52 62 72 82

i3 23 33 43 53 63 73 83
i 24 34 44 54 64 74 B4
s 35 35 45 55 65 75 B5
6 26 3 16 56 6 76 3
7 27 37 47 57 67 77 87
28 38 18 58 ] 78

Abbildung 3.5: Originalableitung aus Messung 27 in ACSF mit Memantin,

alle Kanale

Abb. 3.5: Originaldarstellung der Messung 27 aus dem verwendeten capture-Programm
MC_Rack mit Darstellung aller Kanale der MEA. Hier wurde Memantin zum ACSF hinzugegeben.
MC_Rack dient der Umwandlung der Aktionspotenziale auf Zellebene in digitale Datenstrome.
Zum dargestellten Zeitpunkt ist kein Etomidat im ACSF vorhanden. Man erkennt hier bei fast allen
Kanalen ein Grundrauschen an elektrischer Aktivitat, wohingegen nur wenige Kanale tatsachliche
Aktionspotenziale bzw. bursts (also Ansammlungen von mindestens 3 Aktionspotenzialen)
zeigen.

ACSF = artificial cerebrospinal fluid; MEA = Mikroelektrodenarray

Die Zugabe von 10 yM Memantin zum ACSF ohne Magnesium flhrte zu einer
Abnahme der basalen Spikefrequenz auf 68,8 + 15,9 % der vorausgegangenen
Messperioden, was im Wilcoxon matched-pairs signed rank Test statistische

Signifikanz mit einem two-tailed p-Wert von 0,018 (n = 16) erreichte.

Bei einer Etomidatkonzentration von 0,1 uM in Anwesenheit von Memantin zeigte
sich kein Unterschied der nos/min zur Kontrollgruppe. Wurde die
Etomidatkonzentration auf 1 uM erhdht, zeigte sich hingegen eine signifikant
starkere Abnahme der nos/min gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,0001). Auch

bei einer Konzentration von 5 oder 10 uM Etomidat war ein signifikanter
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Unterschied zur Kontrollgruppe in der nos/min (p < 0,001 fir 5 uM bzw. p < 0,01
fur 10 uM; Abb. 3.6, (D)) zu beobachten. Bei Zugabe von 50 yuM Etomidat zum
ACSF mit Memantin war kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mehr

erkennbar.

Die nob/min zeigte nach Hinzufigen von 0,1 yM Etomidat keinen Unterschied
zur Kontrollgruppe. Eine Erhdhung der Etomidatkonzentration auf 1 yM sorgte
fur eine Abnahme der nob/min auf 40,6 + 9,7 % der Anfangsaktivitat (p < 0,001).
Etomidatkonzentrationen von 5 oder 10 uM sorgten zusammen mit Memantin im
ACSF fir eine signifikant starkere Abnahme der nob/min gegenuber der
Kontrollgruppe (p <0,0001 bzw. <0,01; s. Abb. 3.6, (E)). Bei einer
Etomidatkonzentration von 50 yM war kein signifikanter Unterschied in der

nob/min zwischen Memantin- und Kontrollgruppe zu beobachten.

Die ECso von Etomidat im ACSF ohne Magnesium mit 10 uM Memantin war
0,67 uM (95 % CI: 0,17 — 2,58 uM, errechnet aus der Veranderung der nos/min).

Die entsprechenden Dosis-Wirkungs-Kurven sind in Abbildung 3.6, (F) zu sehen.
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Abbildung 3.6: Spikes-Raster-Plots, Veranderungen des Spike- und

Burstverhaltens und ECso im ACSF mit Memantin

Abb. 3.6: In (A)-(C) sind Spike-Raster-Plots abgebildet. Auf der x-Achse sind die Kanale der MEA
aufgetragen, auf der y-Achse die Zeit wahrend der Messperiode. Jedes Kreuz entspricht einem
Aktionspotenzial. (A) zeigt einen Spike-Raster-Plot vor Applikation von Etomidat, (B) wahrend der
Applikation von 1 yM Etomidat (B) und (C) wahrend der Auswaschperiode bei Anwesenheit von
Memantin im ACSF. Hier sind bereits vor Applikation des Hypnotikums nicht alle Kanéale aktiv, die
Applikation senkt die Spikefrequenz nochmals. In der AWP erholt sich die Spikefrequenz nahezu.
(D) und (E) zeigen die Anderung der nos/min und nob/min nach Zugabe von 5 uM Etomidat als
Mittelwert £+ SEM. Die Abnahme ist signifikant groRer als in der Kontroligruppe im ACSF ohne
Magnesium. Die Anzahl an Experimenten ist in Klammern angegeben. (F) zeigt eine signifikante
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve von Etomidat in Kombination mit Memantin
(orange) gegeniber den Kontrollbedingungen (schwarz). Die ECso von Etomidat in Anwesenheit
von Memantin betragt ca. 0,67 uM. Signifikante Anderungen gegentiber der Kontrolle (p < 0,05)

sind mit einem Asteriskus (") markiert.
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Kon = Kontrolle; nos/min = number of spikes per minute; Eto = Etomidat; nob/min = number of
bursts per minute; AWP = Auswaschperiode; ACSF = artificial cerebrospinal fluid (Deutsch:
kunstlicher Liquor cerebrospinalis); MEA = Mikroelektrodenarray; SEM = standard error of the

mean; ECso= effektive mittlere Konzentration

Insgesamt bewirkte Memantin eine Abnahme der basalen Zellkulturaktivitat,
sowie eine deutliche Verstarkung der Wirkung von Etomidat auf die
hippokampale Netzwerkaktivitat. Etomidat zeigte in Anwesenheit von Memantin
eine signifikant starkere Wirkung auf das Spike- und Burstverhalten der Kulturen
im Konzentrationsbereich zwischen 1 und 10 uM. Dies zeigte sich auch in der

signifikanten Abnahme der ECso von Etomidat.

3.5 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat in Anwesenheit von
DAP5

DAPS ist ein hochselektiver, kompetitiver Antagonist des NMDA-Rezeptors. Es
bindet an der Glutamatbindungsstelle des NMDA-Rezeptors auf der GIuN2A oder
GIluN2B-Untereinheit (131). DAPS5 diente hier dazu, den NMDA-Rezeptor
moglichst selektiv zu inhibieren und die Vermittlung der Wirkung Uber andere

Rezeptoren auszuschliel3en.

Bei Zugabe von 10 uM DAP5 zum ACSF ohne Magnesium zeigte sich eine
Abnahme der mittleren basalen Aktivitat auf 70,8 + 11,6 %. Wilcoxon matched-
pairs signed rank Test war diese Abnahme statistisch signifikant mit einem two-
tailed p-Wert von 0,023 (n = 19).

In  Anwesenheit von DAP5 zeigte 0,1 uM Etomidat keinen signifikant
unterschiedlichen Effekt zur Kontrollgruppe in Bezug auf die nos/min. Bei Zugabe
von 1, 5 oder 10 yM Etomidat zum ACSF mit DAP5 zeigte sich hingegen eine
signifikant starkere Abnahme der nos/min gegenuber der Kontrollgruppe
(p <0,0001 far 1 yM und p < 0,05 fur 5 und 10 uM; s. Abb. 3.7, (D)).
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Die Burstfrequenz zeigte nach Zugabe von 0,1 yM Etomidat zum ACSF mit DAP5
keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Im Konzentrationsbereich
zwischen 1 und 10 yM Etomidat konnten signifikante Unterschiede zwischen
DAP5- und Kontrollgruppe (p < 0,0001 fur 1 und 5 uM und p < 0,01 far 10 pM, s.
Abb. 3.7, (E)) beobachtet werden. Bei Erhéhung der Etomidatkonzentration auf
50 uM waren keine signifikanten Unterschiede zwischen DAP5- und

Kontrollgruppe zu beobachten.

Die ECso von Etomidat in Anwesenheit von 10 yM DAP5 im ACSF basierend auf
der Veranderung der nos/min betrug 0,43 pM (95 % CI: 0,08 — 2,33 uM).
Abbildung 15 zeigt eine Zusammenstellung der Ergebnisse fur DAP5. Die Dosis-
Wirkungs-Kurven von Etomidat sind in Abbildung 3.7 (E) dargestelit.
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Abbildung 3.7: Spikes-Raster-Plots, Veranderungen des Spike- und
Burstverhaltens und ECso im ACSF mit DAP5
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Abb. 3.7: Die Spike-Raster-Plots (A)-(C) tragen die Kanale der MEA (y-Achse) gegen die Zeit

der Messperiode auf (x-Achse). Jedes Kreuz steht fiir ein Aktionspotenzial. (A) zeigt eine
Messung im ACSF mit DAP5 vor Applikation von Etomidat, (B) wahrend der Applikation von 1 uM
Etomidat und (C) wahrend der Auswaschperiode nach Etomidatgabe. Man erkennt, dass die
Kanale 50-80 inaktiv sind. AuRerdem nimmt die Spikefrequenz bei Zugabe von 1 uM Etomidat
deutlich ab (Gber den Spike-Raster-Plots angegeben) und erholt sich in der Auswaschperiode.
(D) und (E) zeigen die Anderung der nos/min und nob/min bei Zugabe von 5 uM Etomidat als

Mittelwerte £ SEM. Die Abnahme der nos/min und nob/min mit DAP5 ist signifikant starker als in
der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium. (F) zeigt Dosis-Wirkungs-Kurven fiir Etomidat mit
(rot) und ohne Zusatz (schwarz) von DAP5 im Ableitmedium. Die Dosis-Wirkungs-Kurve ist

signifikant nach links verschoben. Die ECso von Etomidat in Anwesenheit von DAP5 ist etwa
0,43 uM. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl an Experimenten an. Signifikante

Veranderungen gegeniber der Kontroligruppe (p <0,05) sind mit einem Asteriskus (,**)
gekennzeichnet.

Kon = Kontrolle; nos/min = number of spikes; Eto = Etomidat; nob/min = number of bursts; AWP
= Auswaschperiode; ACSF = artificial cerebrospinal fluid; DAP5 = D-2-Amino-5-

phosphonovalerate; SEM = standard error of the mean; ECso = mittlere effektive Konzentration

Insgesamt reduzierte DAPS die basale Aktivitat der Zellkulturen. Im Bereich
zwischen 1 und 10 uM Etomidat sorgte das Vorhandensein von DAP5 im ACSF
fur eine signifikant starkere Abnahme der Spike- und Burstfrequenz im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Die ECso von Etomidat zeigte die grofte Abnahme in

Anwesenheit von DAP5 gegenuber allen anderen untersuchten Substanzen.

3.6 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat in Anwesenheit von

Dextromethorphan oder Dextrorphan

DXM ist ein frei verkaufliches Antitussivum, welches seine Wirkung Uber eine
nicht-kompetitive Blockade des NMDA-Rezeptors entfaltet. Es wirkt an der
PCP/MK801-Bindestelle innerhalb der Kanalpore (77) nahe der
Magnesiumbindestelle und damit ahnlich wie Memantin. Der Metabolit DXO,
welcher aus DXM entsteht, wirkt in ahnlicher Weise, ist allerdings potenter als

das nicht metabolisierte DXM. DXM wurde ausgewahlt, weil es frei verkauflich ist
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und es somit moglich ist, dass Patient:innen mit diesem Medikament pramediziert

sind, ohne, dass die behandelnden Anasthesist:innen dies wissen.

Die Zugabe von 10 puM DXM ins Ableitmedium veranderte die basale
Spikeaktivitat gegenlber den vorausgegangenen Messperioden nicht signifikant.
Der two-tailed p-Wert war im Wilcoxon matched-pairs signed rank Test 0,232;
n=10.

Bei Zugabe von 0,1 uM Etomidat ins ACSF mit DXM zeigte sich, in Bezug auf die
nos/min, kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe. Bei Zugabe von 1, 5
und 10 yuM Etomidat ins ACSF mit DXM war eine signifikante Abnahme der
nos/min (p < 0,05) zu beobachten (s. Abb. 3.8, (D)).

Die nob/min zeigte bei einer Etomidatkonzentration von 0,1 uM in Anwesenheit
von DXM keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Ab einer
Konzentration von 1 yM Etomidat konnte hingegen ein signifikanter Unterschied
zur Kontrollgruppe festgestellt werden (p < 0,01; s. Abb. 3.8, (E)). Eine
Etomidatkonzentration von 5 yM sorgte im ACSF mit DXM fir eine signifikante
Abnahme der nob/min mit p < 0,0001, eine Konzentration von 10 yM Etomidat
sorgte fur eine starkere Abnahme der nob/min (p < 0,001). 50 yM Etomidat
verursachten weder bei nos/min noch bei nob/min einen signifikanten

Unterschied zwischen der DXM- und der Kontrollgruppe.

Die ECso0 von Etomidat (errechnet anhand der Veranderung der nos/min) war im
ACSF ohne Magnesium mit DXM 1,04 uM mit einem 95 %igen Konfidenzintervall
von 0,13 — 8,53 pM. Die Dosis-Wirkungs-Kurven von Etomidat sind in Abb. 3.8
(F) gezeigt.
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Abbildung 3.8: Spikes-Raster-Plots, Veranderungen des Spike- und
Burstverhaltens und ECso im ACSF mit DXM

Abb. 3.8: (A)-(C) zeigen Spike-Raster-Plots welche MEA-Kanale (y-Achse) gegen die Zeit der
Messperiode auftragen (x-Achse). Jedes Kreuz entspricht einem Aktionspotenzial. (A) zeigt ein
Spike-Raster-Plot im ACSF mit DXM vor Applikation von Etomidat, (B) wahrend und (C) nach

Applikation von 1 yM Etomidat. Es ist erkennbar, dass die Kanéle 1 bis ca. 37 nicht aktiv sind.
Gleichzeitig wird die Spikefrequenz durch die Zugabe von Etomidat etwa halbiert, in der AWP
erholt sich die Frequenz auf den Ausgangswert (Anzahl an spikes ist oberhalb der Spike-Raster-
Plots angegeben). Rechts zeigt (D) die Anderung der nos/min nach Zugabe von 5 uM Etomidat,
(E) zeigt ein entsprechendes Diagramm fiir die Anderung der nob/min. Hier sind Mittelwerte +
SEM gezeigt. Die Abnahme der beiden Variablen ist in Anwesenheit von DXM signifikant starker
als in der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium. Die Anzahl an Experimenten istin Klammern
angegeben. (F) zeigt Dosis-Wirkungs-Kurven fiir Etomidat in Beisein von DXM (dunkelgriin) und
in der Kontrollgruppe (schwarz). In Anwesenheit von DXM kommt es zu einer Linksverschiebung,

diese ist nicht signifikant. Die ECso von Etomidat in Anwesenheit von DXM ist 1,04 uM.
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Kon = Kontrolle; nos/min = number of spikes; Eto = Etomidat; nob/min = number of bursts; AWP
= Auswaschperiode; ACSF = artificial cerebrospinal fluid; DXM = Dextromethorphan; SEM =
standard error of the mean; ECso = mittlere effektive Konzentration

DXO veranderte die Wirkung von Etomidat in ahnlicher Weise wie DXM.

Die basale Aktivitat der Kulturen blieb nach Zugabe von 10 uM DXO unverandert.
Hier war der two-tailed p-Wert=0,910 (n=10) im Wilcoxon matched-pairs

signed rank Test:

Die nos/min zeigte bei einer Konzentration von 0,1 uM Etomidat keinen
Unterschied zur Kontrollgruppe. Wurde die Konzentration auf 1-10 yM erhoht,
konnte eine signifikant starkere Abnahme der nos/min im Vergleich zur
Kontrollgruppe festgestellt werden (p < 0,001 flr 1 und 5 pM; p < 0,01 flr 10 uM;
s. Abb. 3.9, (D)).

Auch die nob/min zeigten bei Zugabe von 0,1 yM Etomidat keinen Unterschied
zwischen DXO- und Kontrollgruppe. Und auch hier zeigten
Etomidatkonzentrationen zwischen 1 und 10 uM eine signifikant starkere
Abnahme der nob/min in der DXO-Gruppe im Vergleich zu der Kontrollgruppe
(p < 0,001 fr 1 uM, p < 0,0001 fur 5 uM und p < 0,01; s. Abb. 3.9, (E)).

Bei Anwesenheit von 10 uM DXO im ACSF ohne Magnesium betrug die ECsovon
Etomidat basierend auf die Veranderung der nos/min 0,49 uM (95 % CI: 0,25 —
0,97; s. Abb. 3.9, (F)).
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Abbildung 3.9: Spikes-Raster-Plots, Veranderungen des Spike- und
Burstverhaltens und ECso im ACSF mit DXO

Abb. 3.9: (A)-(C) zeigen Spike-Raster-Plots, welche MEA-Kanéle (y-Achse) gegen die Zeit der
Messperiode auftragen (x-Achse). Jedes Kreuz entspricht einem Aktionspotenzial. (A) zeigt eine

Messung in ACSF mit DXO vor Applikation von Etomidat, (B) die gleiche Messung wahrend der
Applikation von 1 yM Etomidat und (C) wahrend der AWP. Man erkennt eine Abnahme der
Spikefrequenz bei Applikation des Hypnotikums, welche sich wahrend der AWP nicht vollstandig

auf das Ausgangsniveau erholt. (D) und (E) zeigen die Anderung der nos/min bzw. der nob/min
bei Zugabe von 5 uM Etomidat als Mittelwerte + SEM; die Anzahl an Experimenten ist hier in
Klammern angegeben. Die Abnahme der nos/min und nob/min ist in Anwesenheit von DXO
signifikant starker als in der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium. Die Dosis-Wirkungs-
Kurven von Etomidat mit (hellgriin) und ohne (schwarz) DXO sind in (F) gezeigt. Hier ist die
hellgrine Kurve signifikant linksverschoben; die ECso von Etomidat in Anwesenheit von DXO
betragt ca. 0,49 uM.

Kon = Kontrolle; nos/min = number of spikes; Eto = Etomidat; nob/min = number of bursts; AWP
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= Auswaschperiode; ACSF = artificial cerebrospinal fluid; DXO = Dextrorphan; ECso = mittlere

effektive Konzentration

Der NMDA-Rezeptor-Antagonist DXM und dessen Metabolit DXO zeigten beide
keine Veranderung der basalen Zellkulturaktivitat. Beide Substanzen sorgten fur
eine signifikant starkere Abnahme der Spike- und Burstfrequenz in den Kulturen
nach Zugabe von 1-10 uM Etomidat im Vergleich zur Kontrollgruppe. Auch die
ECso von Etomidat war in Anwesenheit beider Substanzen signifikant geringer

als in der Kontrollgruppe.

3.7 Veranderung der hippokampalen

Netzwerkaktivitat durch Etomidat in Anwesenheit von
CNQX

CNQXiist in erster Linie ein AMPA und Kainat-Rezeptor-Antagonist, welcher aber
auch in bedeutendem Malte den NMDA-Rezeptor inhibiert. Dies erfolgt tber eine
Interaktion mit der Glyzinbindungsstelle des NMDA-Rezeptors auf der GIuN1-
Untereinheit (86). Abbildung 3.10 zeigt eine Originalableitung aller Kanale aus

Messung 112, welche in Beisein von CNQX durchgefuhrt wurde.

58



2000 ms

—
E I 4 T B T 51 a1 I B
[=} a
et 4
3 m
fiz 22 32 42 52 62 72 82 |
b E] 23 33 43 53 63 73 83
B 54 3 a 7] 54 72 84
s %5 35 5 55 5 75 85
i 56 36 %6 56 56 76 86
7 27 37 47 57 67 77 87 |
\

Abbildung 3.10: Originalableitung von Messung 112 im Beisein von CNQX
im ACSF, alle Kanale

Abb. 3.10: Originaldarstellung aus dem capture-Programm MC_Rack mit Darstellung aller
Kanale der MEA. MC_Rack dient der Umwandlung der Aktionspotenziale auf Zellebene in digitale
Datenstrome. Es ist Messung 112 im ACSF mit CNQX dargestellt. Zum dargestellten Zeitpunkt
ist kein Etomidat im ACSF vorhanden. Alle Kanale (auBer Kanal 15, Referenzelektrode) weisen
ein Grundrauschen auf. Die sichtbaren Ausschlage oberhalb des Grundrauschens sind bursts an
Aktionspotenzialen, d.h. Ansammlungen von mindestens 3 Aktionspotenzialen in schneller
Abfolge. In der Darstellung herrscht maRige Synchronitdit der Ausschlage.
CNQX = Cyanquixaline; ACSF = atrtificial cerebrospinal fluid

Eine Zugabe von 10 yM CNQX ins ACSF ohne Magnesium ergab im Wilcoxon
matched-pairs signed rank Test keine statistisch signifikante Veranderung der
basalen Aktivitat gegenuber der Kontrollgruppe. Der two-tailed p-Wert war 0,219
(n =7).

In Bezug auf die nos/min zeigte die CNQX-Gruppe bei keiner benutzten
Etomidatkonzentration einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (s.
Abb. 3.11, (D)).
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CNQX zeigte bei der nob/min &hnliche Aktivitatsmuster, mit einer Ausnahme: Bei
Zugabe von 10 yM Etomidat im ACSF mit CNQX konnte eine signifikant starkere
Abnahme der Burstfrequenz gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,05) beobachtet

werden.

Die ECso0 von Etomidat (errechnet anhand der Veranderung der nos/min) betrug
bei Zugabe von CNQX ins Ableitmedium 1,04 pM (95 % CI: 0,37 — 3,09 uM). Die
Dosis-Wirkungs-Kurven von Etomidat sind in Abbildung 3.11 (F) dargestellit.

(A) Kon (4716 spikes) (D) nos/min bei 5 pM Eto
¥ ¥ e = (16) @)
RE :w N i; .*:*++:f+t.;”‘ 2001
1t s 3 o3 T
B it §a¥1:¥§ iiie
lariee HEEE LI LEEIL4E 150{ .
N .
wi ffi*%wtiﬁ:it% 14 54 43¢ pEr e de £ ¢
NI RTINS E100{ -
a sTe
AT HEY NFHIT T YL Y FEFE Y OHT PN 2
wﬁt W EF HPHEF EFEY P FPF R FEFR P OHF TR RE 50'
- = a = = 0- y
Zeit <] Kon CNQX
(B) Eto 1 uM (1364 spikes) (E) nob/min bei 5 M Eto
el it b bbbt S 2501 (18) @
v v 4tut RIS SO
200{ °
#ow S R R :
w .
c S
gwb» + +of+ s s3F v+ a3 o Faod 3% 5F 4% 4 §150-
besrtorsopt Fabband o dts o n HiRt bae t ey forforvamd 35
) Prrpeihayeys © 4004
e R T T e TR s S T e =
+++++ e e L T T R S R Y 50_
= = = = = 0- v
o [2) Kon CNOX
(C) AWP (3182 spikes) (F) Eto in ACSF und mit CNQX
R s i B e ST ¥ *
R o ; . E
FET TN e B W T g8 P E
R 3 A e & g vy + i g
° 5]
HEETS S SNNSTIR T # F o F t+ ¥ 4 K g’\-_
I AETEEEETE X AR RS R AN AR £3
fFE6EF  FF IH I B ¢ B ¥+ 8 2 L # ;%
EEEE JFPETINEEEE ST S PR T S f
B 3
g Konzentration an Etomidat (log, M)

Abbildung 3.11: Spikes-Raster-Plots, Veranderungen des Spike- und
Burstverhaltens und ECso im ACSF mit CNQX
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Abb. 3.11: (A)-(C) zeigen Spike-Raster Plots, welche die Kanale einer MEA (auf der y-Achse)
gegen die Zeit in einer Messperiode auftragen (x-Achse). Jedes Kreuz entspricht einem

Aktionspotenzial. (A) zeigt einen Spike-Raster-Plot vor, (B) wahrend und (C) nach der Applikation
von 1 yM Etomidat. Man erkennt eine Abnahme an Aktionspotenzialen bei (B). Bei (C) erholt sich
die Aktionspotenzialfrequenz und nimmt auch an Synchronitat zu. (D) zeigt die Anderung an
nos/min, (E) die Anderung von nob/min nach Zugabe von 1 yM Etomidat. In diesen Diagrammen
sind Mittelwerte + SEM gezeigt. Die Anzahl an Experimenten ist hier in Klammern angegeben.
Die Veranderungen sind nicht statistisch signifikant. In (F) sind die Dosis-Wirkungs-Kurven fir
Etomidat gezeigt. Die lila Kurve zeigt die Wirkung von Etomidat in Kombination mit CNQX an, die
schwarze die Wirkung unter Kontrollbedingungen. Es ist eine Linksverschiebung der lila Kurve
erkennbar, welche aber nicht signifikant ist.
ACSF = artificial cerebrospinal fluid; AWP = Auswaschperiode; CNQX = Cyanquixaline; ECso =
mittlere effektive Konzentration; Eto = Etomidat; Kon = Kontrolle; nob/min = number of bursts;

nos/min = number of spikes; MEA = Mikroelektrodenarray; SEM = standard error of the mean

Insgesamt zeigte die Zugabe von CNQX zum ACSF keine Anderung der basalen
Aktivitat der Zellkulturen. Keine der verwendeten Etomidatkonzentrationen sorgte
in Anwesenheit von CNQX fur eine signifikant von der Kontrollgruppe
unterschiedliche Spike- oder Burstfrequenz. Die ECso von Etomidat in
Anwesenheit von CNQX war mit 1,04 yM signifikant geringer als in der

Kontrollgruppe.

3.8 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat nach Inkubation mit
CBR-5884

CBR-5884 ist ein nicht-kompetitiver Inhibitor der PHGDH, welches wiederum das
Schlisselenzym der Serinsynthese ist (90). Ohne Serin ist die Funktion des
NMDA-Rezeptors erheblich eingeschrankt. Die Inkubation mit diesem Stoff sollte
Hinweise auf weitere Moglichkeiten der NMDA-Rezeptor-Inhibition geben und

eventuell Ruckschlusse auf serinassoziierte Pathologien ermoglichen.

Allerdings zeigte CBR-5884 weder bei der nos/min, noch bei der nob/min einen
statistisch signifikanten Unterschied zu der Kontrollgruppe, unabhangig von der
Konzentration an Etomidat (s. Abb. 3.12 (A-B)). Eine genaue Auflistung der
Kennwerte findet sich in den Tabellen 3.8 und 3.9.
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Tabelle 3.8: Ubersicht der Ergebnisse und Signifikanz fiir nos/min bei CBR-
5884

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5 uM 10 uM 50 uM

oA I G eAN 100233 99661 785:93 502:69 5137
Magnesium |n KO 16 16 16 7

o= L T NCAM 1051 £93 112,011 [755+25 27,0129 04+04

n o E 3 3 3 3

p-Wert 0,712 0,171 0,793 0,171 0,792
Tab. 3.8: Ubersicht der Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fiir nos/min bei den Experimenten

mit CBR-5884, gegliedert nach benutzter Etomidatkonzentration. Es werden nos/min, Anzahl an
Experimenten (n) und die p-Werte angegeben. Bei keiner Konzentration wurde statistische
Signifikanz erreicht.
ACSF = artificial cerebrospinal fluid; n = Anzahl an Experimenten; nos/min = number of spikes

per minute

Tabelle 3.9: Ubersicht der Ergebnisse und Signifikanz fiir nob/min bei CBR-
5884

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5 uM 10 uM 50 uM

IO L aCAN 104437 101567 1094 + 643115 6652
Magnesium 12,3

CR © 10 1 16 7

o L T G NCAN 1044+37 1279+27 815+75 293+151 0,08+0,08

K 3 3 3 3
> 0,999 0,084 0,303 0,217 0,500

Tab. 3.9: Ubersicht der Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fiir nob/min bei den
Experimenten mit CBR-5884, gegliedert nach benutzter Etomidatkonzentration. Es werden
nob/min, Anzahl an Experimenten (n) und die p-Werte angegeben. Bei keiner Konzentration
wurde statistische Signifikanz erreicht.
ACSF = artificial cerebrospinal fluid; n = Anzahl an Experimenten; nos/min = number of spikes

per minute

Die, anhand der Veranderung der nos/min errechnete, ECso von Etomidat betrug
hier 6,79 uM. Das 90 %ige Konfidenzintervall ist 1,59 — 51,79 uM; Abbildung 3.12

(C) zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurven fur Etomidat in dieser Gruppe.
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(A) nos/min bei 5 uM Eto (B) nob/min bei 5 uM Eto
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Abbildung 3.12: Veranderung der spikes und bursts, sowie Dosis-
Wirkungs-Kurven nach Inkubation mit CBR-5884

Abb. 3.12: (A) und (B) zeigen die Anderung an nos/min und nob/min im Vergleich zur
Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium. Hier sind Mittelwerte + SEM gezeigt. Bei keiner
Variable gab es einen statistisch signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe. Bei (C) sind die
Dosis-Wirkungs-Kurven von Etomidat mit (braun) und ohne CBR-5884 (schwarz) abgebildet. Man
erkennt nur einen geringflgigen Unterschied zwischen dem Verlauf beider Kurven. Die ECso von
Etomidat nach Inkubation mit CBR-5884 war 6,79 uM und unterschied sich nicht signifikant von

der ECso in der Kontrollgruppe. Die Anzahl an Experimenten ist in Klammern angegeben.

ACSF = artificial cerebrospinal fluid; ECso = mittlere effektive Konzentration; Eto = Etomidat;
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nob/min = number of bursts per minute; nos/min = number of spikes per minute; SEM = standard

error of the mean

CBR-5884 zeigte in keinem der untersuchten Parameter einen signifikanten
Unterschied zur Kontrollgruppe. Die ECs0 von Etomidat war in Anwesenheit von
CBR-5884 geringer als in der Kontrollgruppe, allerdings mit einem breiten

Konfidenzintervall und keiner Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve.

3.9 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat in Anwesenheit von

NAAG im Vergleich zu ACSF mit Magnesium
NAAG ist ein Peptid, welches abhangig vom Aktivierungsstatus des NMDA-

Rezeptors diesen entweder potenzieren oder inhibieren kann. Bei geringer
synaptischer Aktivitat bleibt die Struktur des Stoffs erhalten und NAAG inhibiert
den NMDA-Rezeptor Uber die Glutamatbindungsstelle, wahrend bei erhohter
synaptischer Aktivitdt vermehrt GCP Il ausgeschittet wird, welches NAAG zu
Glutamat spaltet und so den Rezeptor aktiviert (100, 101). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde vermutet, dass NAAG den NMDA-Rezeptor aktiviert. Daher wurde

hier als Kontrolle die Gruppe in ACSF mit Magnesium gewahlt.
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(A) Basale Aktivitat (B) nob/min bei 0,1 uM Eto
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Abbildung 3.13: Veranderung der basalen Netzwerkaktivitat, der bursts und
der ECs0 von Etomidat durch NAAG

Abb. 3.13: (A) Anderung der basalen Aktivitat der Zellkulturen nach Zugabe von 20 uM NAAG

im Vergleich zur Magnesiumgruppe; (B) Anderung der nob/min nach Zugabe von 0,1 puM
Etomidat im Beisein von NAAG. Es sind Mittelwerte £+ SEM gezeigt. Die Anzahl an Experimenten
ist hier in Klammern angegeben. (C) Zeigt die Dosis-Wirkungs-Kurven fur Etomidat im ACSF mit
Magnesium (blau) und mit Magnesium und NAAG (rosa).
ACSEF = artificial cerebrospinal fluid; Eto = Etomidat; NAAG = N- Acetylaspartylglutamat; nob/min
= number of bursts per minute; nos/min = number of spikes per minute; SEM = standard error of

the mean

Nach Hinzufigen des Peptids ins ACSF mit Magnesium war keine statistisch
signifikante Veranderung der basalen Kulturaktivitat im Vergleich zu den beiden

vorausgegangenen Messperioden zu beobachten (s. Abb. 3.13, (A)). Im
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Wilcoxon matched-pairs signed rank Test betrug der two-tailed p-Wert > 0,999
(n = 3).

Auch im two-tailed Mann-Whitney-U-Test zeigte NAAG fur die nos/min bei keiner
Etomidatkonzentration einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe
(ACSF + 500 uM Magnesium). Kennwerte sind in Tabelle 3.10 gelistet.

Tabelle 3.10: Ubersicht der Ergebnisse und Signifikanz fiir nos/min bei
NAAG

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5uM 10 uM 50 uM
N A NeAY 973£54 712+93 300+82 109+50 1,2%0,8

Magnesium [n | 17 17 17 7
AN 132+226 | 76432 [231£13 | 21,3%19, [02%0;2
I 3 3 3 3
n-Wert 0,093 0,842 0,991 > 0,999 0,350

Tab. 3.10: Ubersicht der Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fiir nos/min bei den

Experimenten mit NAAG gegliedert nach Etomidatkonzentration. Es werden nos/min, Anzahl an
Ergebnissen (n) und p-Werte angegeben. Bei keiner Konzentration wurde statistische Signifikanz
erreicht.

ACSF = artificial cerebrospinal fluid; n = Anzahl an Experimenten; NAAG = N-

Acetylaspartylglutamat; nos/min = number of spikes per minute

Bei den nob/min konnte im two-tailed Mann-Whitney-U-Test bei einer
Etomidatkonzentration von 0,1 uM ein signifikanter Unterschied zwischen NAAG-
und Kontrollgruppe beobachtet werden (s. Abb. 3.10, (B)). Hierbei war die
nob/min in der NAAG-Gruppe signifikant hoher als in der Kontrolle. Bei hdheren
Etomidatkonzentrationen war kein Unterschied mehr festzustellen. Die nob/min

und statistischen Kennwerte sind in Tabelle 3.11 aufgelistet.

Tabelle 3.11: Ubersicht der Ergebnisse und Signifikanz fiir nob/min bei
NAAG

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5uM 10 uM 50 uMm

IS AT NEAY 99.2+41 864119 566+265 7,2%25  1,1+09
Magnesium \n i 17 17 17 7

204,9+43,0 880+348 347266 214+206 00%00
n 3 3 3 3
<0,01 0,921 0,615 0,171 0,250

Tab. 3.11: Ubersicht der Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests fir nob/min bei den

Experimenten mit NAAG gegliedert nach Etomidatkonzentration. Es werden nos/min, Anzahl an
Ergebnissen (n) und p-Werte angegeben. Bei keiner Konzentration wurde statistische Signifikanz

erreicht.
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ACSF = artificial cerebrospinal fluid; n = Anzahl an Experimenten; NAAG = N-

Acetylaspartylglutamat; nob/min = number of bursts per minute

Die ECso von Etomidat basierend auf die Veranderung der nos/min in
Anwesenheit von 20 yM NAAG betrug 0,94 uM (95 % CI: 0,01-5,51 yM). In
Abbildung 3.13 (C) sind die Dosis-Wirkungs-Kurven von Etomidat dargestellt.

Zusammenfassend zeigt sich, dass NAAG die basale Aktivitat der Kulturen nicht
beeinflusste. Auch die nos/min war nicht signifikant gegenuber der
Kontrollgruppe (ACSF + 500 uM Magnesium) verandert, unabhangig von der
Etomidatkonzentration. Die nob/min war nur bei Zugabe von 0,1 yM Etomidat
signifikant hoher als in der Kontroligruppe. Die ECso von Etomidat war in

Anwesenheit von NAAG nicht geringer als im ACSF mit Magesium.

3.10 Veranderung der hippokampalen
Netzwerkaktivitat durch Etomidat nach Inkubation mit
SiRNA

Gezielte knockdowns bestimmter Gene durch RNAi sind innovative
Moglichkeiten der Einflussnahme in biologische Prozesse. Hierbei wird die
doppelstrangige siRNA degradiert, wonach der anti-sense Strang an die mMRNA
einer Zelle binden kann, um die Proteinbiosynthese zu arretieren. Mithilfe dieser
Methode soll eine moglichst spezifische Inhibierung des NMDA-Rezeptors
erreicht werden, ohne durch pharmakologische Wechselwirkungen mit anderen

Rezeptoren beeinflusst zu werden.

Die real-time PCR zeigte eine mangelhafte Wirkung der GRIN1-siRNA zur
Runterregulierung des NMDA-Rezeptors. Die relative Expression der Rezeptor-
MRNA war zwar hoher in Ansatzen, welche mit GRIN1-siRNA statt NC1-siRNA
behandelt worden waren (13 £ 11 %; n = 4), diese beiden Ansatze unterschieden
sich aber im paired T-test nicht voneinander (p = 0,12; s. Abb. 3.14, (A)).

Die Ergebnisse der Prifung auf Normalverteilung nach Shapiro-Wilk sind in den
Tabellen 3.12 und 3.14 gezeigt.
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Tabelle 3.12: Priufung auf Normalverteilung der nos/min bei den siRNA-

Experimenten.

Etomidatkonzentration Kontrolle NC1 GRIN1

n-Wert 0,518 0,859 0,6290
RO 4 4
normalverteilt? B Ja Ja
0253 0339 0,165
O s 4
normalverteilt? [ Ja Ja
0,505 0,403 0,542
RO s 4
normalverteilt? R& Ja Ja
0,194 0,956 0,011
FI 15 4 4
W iyl Ja Ja Nein
000" 0163 0045
FR 4 4
normalverteilt? RGN Ja Nein

Tab. 3.12: Prifung auf Normalverteilung der nos/min nach Shapiro-Wilk bei Kontroll-, NC1- und
GRIN1-Gruppe. Fir jede Etomidatkonzentration und Gruppe sind der p-Wert, die Anzahl an
Experimenten (n) und die Entscheidung ber Normalverteilung angegeben. Normalverteilte
Gruppen sind durch fettgedruckte Zeichen hervorgehoben.
GRIN1 = glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 1; n = Anzahl an Experimenten; NC1

= negative control 1 siRNA

Im Vergleich zwischen der NC1- und der GRIN1-Gruppe gab es keinen
signifikanten Unterschied in der nos/min, unabhangig von der verwendeten
Etomidatkonzentration (s. Abb. 3.14, (C)). Im Vergleich zwischen der Kontroll-
und der GRIN1-Gruppe sorgte eine Zugabe von 1 uM Etomidat fur eine
signifikant starkere Abnahme der nos/min in der GRIN1-Gruppe im Gegensatz
zu der Kontrollgruppe (s. Abb. 3.14, (C)). Die Ubrigen untersuchten
Etomidatkonzentrationen zeigten keine signifikanten Unterschiede zur

Kontrollgruppe. Eine Auflistung dieser Ergebnisse ist in Tabelle 3.13 zu finden.

Tabelle 3.13: Ubersicht iiber Ergebnisse und Signifikanz bei nos/min im

Vergleich zwischen Kontroligruppe, NC1- und GRIN1-Gruppe

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5uM 10 uM 50 uMm
ACSF ohne 1002+£33 996+6,1 785+93 502%69 5137
Magnesium 16 16 16 16 7

0,999 <0,05 0,299 0,200 0,198
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NC1 YTTTYOAY 993+24  910+104 612177 425+141 0,0+0,0

CR : ‘ i 7

p-Wert 0,996 0,254 0,841 0,813 0,899

Al ey 100,0£52 623+14,8 46,1+221 180+151 0,0+0,0
I : : : i

Tab. 3.13: Ubersicht der Ergebnisse der ANOVA- und Kruskal-Wallis-Tests fiir nos/min in der
Kontrollgruppe, sowie in der NC1- und GRIN1-Gruppe, gegliedert nach verwendeter
Etomidatkonzentrationen. Es werden nos/min, Anzahl an Experimenten (n) und p-Werte gezeigt.
Bei Zugabe von 1 yM Etomidat unterschied sich GRIN1 signifikant von der Kontrollgruppe in
ACSF ohne Magnesium.
ANOVA = analysis of variance; ACSF = artificial cerebrospinal fluid; GRIN1 = glutamate ionotropic
receptor NMDA type subunit 1; n = Anzahl an Experimenten; NC1 = negative control 1 siRNA;

nos/min = number of spikes per minute

Tabelle 3.14: Priifung auf Normalverteilung der nob/min bei den siRNA-

Experimenten nach Shapiro-Wilk

Etomidatkonzentration Kontrolle [\ o] GRIN1

n-Wert 0,065 0,023 0,884
n_ RC 4 4
normalverteilt? JRE Nein Ja
0,215 0,167 0,689
O 16 s 4
normalverteilt? B Ja Ja
0203 086 0264
O 16 4 4
normalverteilt? B Ja Ja
0,600 0769 0003
FI 6 4 4
normalverteilt? [ Ja Nein
0,000 >0999 0,999
F 4 4
normalverteilt? REL Nein Nein

Tab. 3.14: Prifung auf Normalverteilung der nob/min nach Shapiro-Wilk bei Kontroll-, NC1- und
GRIN1-Gruppe. Fur jede Etomidatkonzentration und Gruppe sind der p-Wert, die Anzahl an
Experimenten (n) und die Entscheidung Uber Normalverteilung angegeben. Normalverteilte
Gruppen sind durch fettgedruckte Zeichen hervorgehoben.
GRIN1 = glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 1; n = Anzahl an Experimenten; NC1

= negative control 1 siRNA

Die nob/min zeigte bei allen verwendeten Etomidatkonzentrationen keinen
signifikanten Unterschied zwischen Kontrollgruppe und siRNA-Gruppen (s. Abb.
3.14, (D)). Tabelle 3.15 zeigt eine Ubersicht der Ergebnisse.
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Tabelle 3.15: Ubersicht iiber Ergebnisse und Signifikanz bei nob/min im

Vergleich zwischen Kontroligruppe, NC1- und GRIN1-Gruppe

Testsubstanzen 0,1 uM 1 uM 5uM 10 uM 50 uM
ACSF ohne 104,4+£3,7 101,5+6,7 109,4+123 6432115 6,6+52
Magnesium [n [ 16 16 16 7

> 0,999 0,997 0,254 0,451 0,149

Wlelol &N 107,0+6,4 120,8+19,0 894+251 542+176 0,0+0,0

n o 4 4 4 4
> 0,999 0,558 0,731 > 0,999 > 0,999

nob/mm V0 101,3+10,8 100,3+8,7 609+362 269+24,7 0,0£0,0

EN— : : i i

.Wert > 0,999 0,558 0,731 > 0,999 > 0,999
Tab. 3.15: Ubersicht Uber Ergebnisse der ANOVA- und Kruskal-Wallis-Tests fiir nob/min in der

NC1- und GRIN1-Gruppe, gegliedert nach verwendeter Etomidatkonzentrationen. Es werden
nob/min, Anzahl an Experimenten (n) und p-Werte berichtet. Keine der untersuchten Gruppen
erreichte statistische Signifikanz.
ANOVA = analysis of variance; ACSF = artificial cerebrospinal fluid; GRIN1 = glutamate ionotropic
receptor NMDA type subunit 1; n = Anzahl an Experimenten; NC1 = negative control 1 siRNA;

nob/min = number of bursts per minute

Die ECso von Etomidat in der GRIN1-Gruppe betrug 2,2 yM (95 % CI: 0,32 —
13,47 uM); In der NC1-Gruppe betrug die ECso0 von Etomidat 8,2 uM (95 % CI:
1,6 — 137,6 uM). Die ECso-Werte wurden anhand der Veranderung der nos/min
errechnet. Die Dosis-Wirkungs-Kurven von Etomidat nach Behandlung mit siRNA
sind in Abbildung 3.14 (B) gezeigt.
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Abbildung 3.14: Veranderung der NMDA-Rezeptor-Expression sowie der

Etomidatwirkung nach Inkubation mit siRNA

Abb. 3.14: Bei (A) ist die relative Expression der NMDA-Rezeptor mRNA nach Inkubation mit
siRNA gezeigt. Es ist eine leicht erhdhte relative Expression im GRIN1-Ansatz erkennbar,
allerdings unterscheiden sich die beiden Gruppen nicht signifikant voneinander. Die Expression
des Rezeptors bei den NC1-Ansatzen galt als Referenz. In Klammern ist die Anzahl an
Rattenwirfen gezeigt, anhand welcher die Expression berechnet wurde. (B) zeigt die Dosis-
Wirkungs-Kurven von Etomidat unter verschiedenen Bedingungen. Schwarz entspricht der
Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium, hellrot nach Inkubation mit GRIN1-siRNA, dunkelrot
nach Inkubation mit NC1-siRNA. Es ist eine leichte Linksverschiebung der GRIN1-Kurve zu
erkennen; diese unterscheidet sich allerdings nicht signifikant von den Ubrigen beiden. (C) zeigt
die nos/min in den drei Gruppen bei Zugabe von 1 uM Etomidat: Hier ist die nos/min in der

GRIN1-Gruppe signifikant geringer als in der Kontrollgruppe im ACSF ohne Magnesium. Einen
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Unterschied zur NC1-Gruppe gibt es hier nicht. Zuletzt zeigt (D) ein entsprechendes Diagramm
fur die nob/min. Bei dieser Variable gab es keine signifikanten Unterschiede. Es sind Mittelwerte
+ SEM gezeigt. Fir (C) und (D) ist die Anzahl an Experimenten in Klammern angegeben,
Asterisken (*) weisen auf statistische Signifikanz (p < 0,05) gegenlber der Kontrollgruppe hin.
ACSF = artificial cerebrospinal fluid; Eto = Etomidat; GRIN1 = glutamate ionotropic receptor
NMDA type subunit 1; NC1 = negative control 1 siRNA; NMDA = N-methyl-D-Aspartat; NMDAR
= N-methyl-D-Aspartat-Rezeptor; nob/min = number of bursts per minute; nos/min = number of

spikes per minute; SEM = standard error of the mean

Zusammenfassend zeigte sich durch die Behandlung mit siRNA keine
signifikante Veranderung der Etomidatwirkung. Die relative Expression der
NMDA-Rezeptor-mRNA zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen
GRIN1- und NC1-Ansatzen. Im Vergleich zwischen GRIN1- und NC1-Ansatzen
zeigte sich weder im Spike- noch im Burstverhalten ein signifikanter Unterschied.
Im Vergleich mit der Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium sorgte 1 uM
Etomidat nach Behandlung mit GRIN1-siRNA fur eine signifikant geringere
nos/min. Die ECso von Etomidat zeigte nach Behandlung mit GRIN1-siRNA
keinen signifikanten Unterschied zur NC1-Gruppe oder der Kontrollgruppe
(ACSF ohne Magnesium).
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4. Diskussion

4.1 Uberblick der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurden Mikroelektrodenarrays benutzt, um den Einfluss
verschiedener Substanzen und Ableitmedien auf die Wirkung von Etomidat auf
die hippokampale Netzwerkaktivitat in vifro zu bestimmen. Es wurde die
Hypothese aufgestellt, dass eine Hypofunktion des NMDA-Rezeptors die
Wirkung von Etomidat auf die hippokampale Netzwerkaktivitat in vitro verstarkt.
Um diese Hypothese zu uberprufen, wurde die Aktionspotenzial- (nos/min) und
Burstfrequenzveranderung (nob/min) durch Etomidat betrachtet. Es wurde
ebenfalls die Veranderung der basalen Zellkulturaktivitat durch NMDA-Rezeptor-
Hypofunktion untersucht. Im Folgenden soll eine kurze Ubersicht der Ergebnisse

gegeben werden.

Die basale Aktivitat der Zellkulturen wurde nur durch Zugabe von Memantin oder
DAPS signifikant gesenkt.

In Bezug auf die nos/min zeigte sich in Anwesenheit von keinem NMDA-
Rezeptor-Modulator eine signifikant starkere Abnahme durch 0,1 uM Etomidat
als in der Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium. Bei Zugabe von 1 yM
Etomidat kam es zu einer signifikant starkeren Abnahme der spikes gegenuber
der Kontrollgruppe, wenn Memantin, DAP5, DXM oder DXO im Ableitmedium
vorhanden waren. Wurden 5 oder 10 uM Etomidat hinzugegeben, kam es in den
Gruppen ACSF mit Magnesium, Memantin, DAP5, DXM und DXO zu einer
signifikant starkeren Abnahme der nos/min im Vergleich zu der Kontrollgruppe.
Bei Zugabe von 50 uM Etomidat zeigte keine der untersuchten Substanzen einen

signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe.

Bei der Betrachtung der nob/min zeigte sich nur in Anwesenheit von NAAG eine
signifikant héhere Burstdichte pro Minute als in der Kontrollgruppe bei Zugabe
von 0,1 yM Etomidat (n = 3). Alle anderen Substanzen zeigten keine Zunahme
der nob/min. Bei Zugabe von 1 uM Etomidat kam es in Anwesenheit von
Memantin, DAP5, DXM oder DXO zu einer signifikant starkeren Abnahme der
nob/min als in der Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium. Wurden 5 uM
Etomidat zum ACSF hinzugegeben, zeigten die Gruppen ACSF mit Magnesium,
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Memantin, DAP5, DXM und DXO eine signifikant starkere Abnahme der nob/min
als in der Kontrollgruppe. Bei Erhdhung der Konzentration auf 10 uM sorgte
Etomidat in Anwesenheit von Magnesium, Memantin, DAPS, DXM, DXO, sowie
CNQX fur eine signifikante Abnahme der nob/min. Bei Zugabe von 50 uyM
Etomidat zeigte keine Substanz einen statistisch signifikanten Unterschied zur

Kontrollgruppe.

Die Inkubation mit GRIN1-siRNA sorgte nicht fur eine signifikante Reduktion der
relativen NMDA-Rezeptor-mRNA-Expression, wie die gPCR-Ergebnisse zeigen
konnten. Weder in Bezug auf nos/min noch auf nob/min zeigten sich zwischen
den NC1- und GRIN1-Gruppen signifikante Unterschiede. Bei Zugabe von 1 uM
Etomidat war die nos/min in der GRIN1-Gruppe signifikant geringer als in der
Kontrollgruppe in ACSF ohne Magnesium. Die nob/min zeigte keinen

signifikanten Unterschied zwischen GRIN1- und Kontrollgruppe.

Die ECso von Etomidat betrug in der Kontrollgruppe 13,47 uM (95 % CI: 5,16-
35,19 uM). Alle hinzugegebenen Substanzen veranderten die ECso von
Etomidat; fur Memantin-, DAP5-, DXO- und CNQX-Gruppen war die ECso von

Etomidat signifikant geringer als in der Kontrollgruppe.

4.2 Vorangegangene Arbeiten

4.2.1 Rolle des NMDA-Rezeptors in der Anasthesie

Damit ein Rezeptor als molekulares Ziel eines Anasthetikums in Frage kommen
kann, mussen, nach Franks (132), drei Kriterien erfullt werden. Zunachst muss
eine Interaktion zwischen dem untersuchten Rezeptor und dem untersuchten
Anasthetikum in vitro nachgewiesen worden sein. Im Falle des NMDA-Rezeptors
wurde zwar fur viele Anasthetika wie Ketamin (133) und volatile Anasthetika wie
Halothan, Isofluran und Enfluran eine Interaktion nachgewiesen (134), fur

Etomidat gibt es allerdings keine solchen Belege.

Das zweite Kriterium, um als Ziel von Anasthetika in Frage zu kommen, ist die
Expression an einer Lokalisation des ZNS, durch welche ein Teilaspekt der

Anasthesie (Hypnose, Immobilisation oder Amnesie) vermittelt werden kann. Da
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der NMDA-Rezeptor ubiquitar im ZNS exprimiert wird (135), ist dieses Kriterium

als erfullt zu werten.

Das dritte und letzte Kriterium besagt, dass die Elimination eines vermeintlichen
Zielmolekuls die Effektivitat des untersuchten Anasthetikums in vivo verringern
muss. Auf Grund der zentralen Rolle des NMDA-Rezeptors in der Gehirnfunktion
ist es allerdings nur begrenzt moglich, NMDA-Rezeptor-knockout-Tiere zu
kreieren. GluN1-knockout-Tiere sind nach der Geburt nicht Uberlebensfahig,
wahrend GIuN2B-knockout-Tiere zwar lebensfahig sind, aber auf kinstliche

Ernahrung angewiesen sind. Realisierbar ist lediglich der GluN2A-knockout.

Tiere mit einem GIuN2A-knockout zeigten zwar tatsachlich eine Resistenz
gegenuber Ketamin (56, 136), allerdings auch gegenulber Pentobarbital, einem
Barbiturat, welches als GABAa-Rezeptor-Agonist wirkt. Die veranderte Potenz
von Ketamin ist also wahrscheinlich eher auf einen sekundaren Effekt des
GluN2A-knockouts zurtckzufuhren und nicht auf die NMDA-Rezeptor-
Hypofunktion. Tatsachlich konnte, nach Vorbehandlung mit Serotonin- und
Dopamin-Rezeptor-Antagonisten, kein Unterschied zwischen Wildtyp- und
GIuN2A-knockout-Tieren in Bezug auf den Effekt inhalativer Anasthetika
beobachtet werden (58). Hier scheint also eine Fehlfunktion des monoaminergen
Systems ursachlich fur die veranderte Anasthetikawirkung zu sein, weswegen

dieses letzte Kriterium nach aktueller Lage der Literatur nicht erfullt wird.

Eine Theorie bezuglich der Rolle des NMDA-Rezeptors in der Anasthesie stellten
1998 Flohr und Kollegen auf (137). Diese beschreiben die vier folgenden
Hypothesen: |) Der Zustand des Bewusstseins hangt von vorubergehenden,
selbstreferentiellen mentalen Reprasentationen hdherer Ordnung ab. Der Verlust
dieses Zustandes ftritt ein, wenn die Fahigkeit zur Reprasentation des Gehirns
unter eine kritische Schwelle fallt. [I) Die Bildung dieser mentalen
Reprasentationen wird durch neuronale Zellverbande bedingt. Ill) Die Bildung
solcher Verbande erfordert die Aktivierung des NMDA-Rezeptors und der
Aktivierungszustand dieses Rezeptors bestimmt die Geschwindigkeit, mit
welcher die Verbande gebildet werden. |IV) Die Veranderung der NMDA-
abhangigen Berechnungsprozesse des Gehirns ist die gemeinsame Endstrecke

von Anasthetika. Somit haben Substanzen, die den NMDA-Rezeptor direkt
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beeinflussen eine anasthetische Potenz, wohingegen Substanzen, welche
diesen nicht direkt beeinflussen, ihre anasthetische Wirkung auslben, indem sie

NMDA-abhangige Prozesse hemmen.

Auch Petrenko et al formulierten in einem Ubersichtsartikel (7) Hypothesen zur
Rolle des NMDA-Rezeptors. Sie fassten dessen Funktionen wie folgt zusammen:
Ketamin und die volatilen Anasthetika vermitteln vermutlich einen Teil ihrer
anasthetischen Wirkung uber den NMDA-Rezeptor, gleichzeitig sind diese aber
wahrscheinlich nicht die primaren und auch nicht die einzigen Zielmolekule.
NMDA-Rezeptoren vermitteln keinen akuten Schmerz, sind aber bei der
Entstehung von chronischen Schmerzzustanden beteiligt und konnten hier
analgetisch wirksam werden. Bei der Entstehung von Amnesie sind NMDA-

Rezeptoren ebenfalls nur bei der Ketaminwirkung beteiligt.

In der taglichen anasthesiologischen Praxis findet sich die Frage nach der Rolle
des NMDA-Rezeptors nur selten. Ein Krankheitsbild, welches hierbei von
Bedeutung sein konnte, ist die Anti-NMDA-Rezeptor-Enzephalitis, welche eine
autoimmune Form der Enzephalitis darstellt. Diese Erkrankung betrifft vermehrt
junge Frauen und ist haufig mit Teratomen vergesellschaftet, welche zum Teil
operativ entfernt werden mussen. Die Literatur Uber Narkose bei diesem
Patientenkollektiv ist sparlich, aber viele Autoren versuchten NMDA-Rezeptor-

Antagonisten bei ihrer Narkoseflihrung zu umgehen (15-17, 138).

Zusammenfassend lasst sich also die Rolle des NMDA-Rezeptors in der
Vermittlung der anasthetischen Teilaspekte Hypnose, Immobilisation und
Analgesie anhand der bis dato vorhandenen Literatur nicht klar definieren. Einige
Autoren schreiben diesem Rezeptor eine zentrale, andere eine modulatorische
Funktion zu. Trotz geringer Literaturdichte scheint aber eine Interaktion von
Etomidat mit dem NMDA-Rezeptor unwahrscheinlich. Somit scheint der Grund
fur die Beobachtungen eine Interaktion zwischen dem NMDA- und dem GABAa-

Rezeptor zu sein.

4.2.2 NMDA- und GABAAa-Rezeptor Interaktion

Wenn also NMDA-Rezeptoren nicht selbst den anasthetischen Zustand

vermitteln, sondern nur modulatorisch an dessen Entstehung beteiligt sind,
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missen sekundare Stoffwechselkaskaden die beobachteten Effekte

verursachen.

Eine Interaktion zwischen NMDA-Rezeptor und GABAa-Rezeptor ist lange
bekannt. Bereits frih wurde klar, dass der Phosphorylierungszustand des
GABAAa-Rezeptors entscheidend fur die Rezeptorfunktion ist (139). Kurz darauf
konnte auch gezeigt werden, dass ein vermehrter intrazellularer Ca?*-Einstrom
fur eine Reduktion der GABAergen Strome sorgt. Vermuteter Akteur der beiden
genannten Mechanismen war die Ca?*/Calmodulin-abhangige-Phosphatase
(CaMKIl) (140). Es sollte noch betont werden, dass ein Ca?*-Einstrom lediglich
uber NMDA-Rezeptoren, nicht aber Uber spannungsabhangige Kalziumkanale,
eine Auswirkung auf die GABAa-Rezeptorfunktion zu haben scheint. Eine
intrazellulare Perfusion mit einer aktivierten Form der CaMKII verursachte eine
Reduktion der GABAergen Stréome. Proteinkinasen A und C hatten keinen
vergleichbaren Effekt (6).

Alle zuvor erwahnten Beobachtungen wurden an dissoziierten hippokampalen
Zellen gemacht. Dieser Zusammenhang wurde aber auch in Granulosazellen des
Cerebellums festgestellt (119). Hierbei scheint es eine duale Wirkweise der
Interaktion zu geben: Einerseits wird durch den Ca?*-Einstrom die NO-Synthase
induziert, wodurch vermehrt NO entsteht. Dieses aktiviert wiederum die
Proteinkinase G, welche dann die B-Untereinheit des GABAa-Rezeptors
phosphoryliert und somit dessen Aktivitdt mindert. Andererseits wird durch den
Ca?*-Einstrom auch Calcineurin (auch als Proteinphosphatase 3 bekannt)
aktiviert, welches dann fir eine Dephosphorylierung des Rezeptors an anderer
Stelle sorgt. Zusatzlich zur direkten Dephosphorylierung am Rezeptor gibt es
auch Belege fur eine Wirkung von Calcineurin an den Mikrotubuli des
Zytoskeletts. Durch Aktivierung des NMDA-Rezeptors wird eine Ablésung und
Dispersion der sonst in der Zellmembran verankerten GABAAa-Rezeptoren
geférdert (141).

Auch in Zellen des inferioren Colliculus wurde eine Inhibition des GABAa-
Rezeptors durch den NMDA-Rezeptor nachgewiesen. Gleichzeitig konnte hier
eine Umkehrung dieses Verhaltnisses bei Aktivierung des GABAa-Rezeptors

gezeigt werden. Die Blockade des GABAAa-Rezeptors war in diesen
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Untersuchungen durch DAPS5 blockiert worden (142). Die Interaktion zwischen
den Rezeptoren zeigt sich also nicht nur im Hippocampus, sondern auch in

anderen Hirnarealen.

Dartber hinaus wurde im Tierversuch festgestellt, dass die ECso von Etomidat
durch eine Modulation des NMDA-Rezeptors beeinflusst wird. Eger und Kollegen
stellten fest, dass die ECs0 von Etomidat etwa um 50 % gesenkt wird, wenn die
Versuchstiere mit MK-801, einem NMDA-Rezeptorantagonisten, vorbehandelt

wurden (5).

Anhand dieser Datenlage scheint es also wahrscheinlich, dass die beobachteten
Effekte auf eine Interaktion zwischen dem NMDA- und dem GABAa-Rezeptor
basieren, welcher durch den Ca?*-Einstrom (ber den NMDA-Rezeptor reguliert
wird. Das intrazellulare Kalzium sorgt dann Uber drei verschiedene Mechanismen
fur eine nachfolgende Hypofunktion des GABAA-Rezeptors. Beteiligt scheinen
dabei die CaMKIl, Calcineurin und die NO-Synthase.

4.3 Vergleich der Daten zur Literatur

In dieser Arbeit zeigte sich nur bei Zugabe von Memantin oder DAP5 zum ACSF
eine Abnahme der basalen Aktivitdt. In der Literatur gibt es hingegen
verschiedene Belege zur Wirksamkeit von NMDA-Rezeptor-Modulatoren auf die
neuronale Netzwerkaktivitat. Es konnte, vor allem an hippokampalen Kulturen,
gezeigt werden, dass eine Zugabe von 10 yM DAPS5 zu einer Abnahme der
Aktionspotenzialfrequenz, -amplitude und -dauer fuhrt (143, 144). Auch fir
Memantin konnten ahnliche Effekte in hippokampalen CA1-Neuronen festgestellt
werden: Die neuronale Feuerrate nahm bei Memantin-Zugabe in
dosisabhangiger Weise ab (145). Weitere Untersuchungen zeigten aufl’erdem,
dass dieser Effekt nur bei gesunden Neuronen besteht; in einem AD-Modell war
der Effekt aufgehoben (146). Die Anwendung von CNQX auf Hirnschnitte der
rostroventralen Medulla oblongata hatte ebenfalls eine Abnahme der neuronalen
Aktivitat zur Folge (147); dieser Effekt konnte flr hippokampale Zellen nicht
gezeigt werden. Dieser Effekt konnte ebenfalls dem NMDA-Rezeptor zugeordnet

werden.
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Die starkere Wirkung von Etomidat auf die Spike- und Burstfrequenz bei
gleichzeitiger NMDA-Rezeptor-Blockade, welche sich in der vorliegenden Arbeit
durch eine starkere Abnahme des nos/min und nob/min bei Zugabe von Etomidat
aulerte, scheint aus einer Interaktion zwischen GABAA- und NMDA-Rezeptor

hervorzugehen (s.0.).

Verschiedene Autoren konnten ahnliche Beobachtungen machen. Eger und
Kollegen (5) konnten zeigen, dass eine Blockade des NMDA-Rezeptors durch
MK-801 eine Abnahme der ECso von Etomidat um etwa 50 % zur Folge hat (von
21,0 £ 7,6 pg/ml auf 10,2 £+ 4,0 ug/ml). Die Autoren schlieRen hier ebenfalls auf
eine Beteiligung des NMDA-Rezeptors, aber auch hier wird dem Rezeptor eine
modulatorische Funktion bei der Vermittlung der Anasthesie zugeschrieben.
Auch Gabaculin, welches den Abbau von GABA im Gehirn reduziert und somit
fur eine verstarkte hemmende Transmission im Gehirn sorgt, wird in seiner
Wirkungsweise durch eine NMDA-Rezeptor-Blockade verstarkt: Bei
gleichzeitiger Applikation von Ketamin und Gabaculin wurde die Antwort auf
Schmerzreiz im Tierversuch starker unterdriickt als bei einzelner Gabe (148).
Weiterhin gibt es Belege flr eine verstarkte Potenz von Pentobarbital (einem
GABAergen Anasthetikum) bei gleichzeitiger Gabe von MK-801, PCP oder
Ketamin (149). Abzugrenzen hiervon sind die Funde von Petrenko et al (56), in
welchen gezeigt werden konnte, dass GIuN2A-defiziente Tiere (die also einer
NMDA-Rezeptor-Hypofunktion ausgesetzt sind) eine geringere Sensitivitat fur
Pentobarbital aufweisen. Hierbei scheint aber eine kompensatorische,
uberschie3}ende Ausbildung des monoaminergen Systems ursachlich zu sein
(150).

Verschiedene der von uns untersuchten Substanzen zeigten auflerdem
bemerkenswerte Effekte, die im Folgenden naher beleuchtet werden sollen. Bei
der Untersuchung von DXM und DXO zeigte DXO eine starkere Senkung der
ECso von Etomidat (DXM: 1,04 uM vs. DXO: 0,49 uM). Dies steht in Einklang mit
Berichten in der Literatur, in welchen DXO als der potentere Inhibitor des NMDA-

Rezeptors genannt wird (81-83).

CNQX zeigte widersprichliche Effekte. CNQX ist in erster Linie ein AMPA- und

Kainatrezeptorantagonist, weist aber auch eine Wirkung am NMDA-Rezeptor auf
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(86, 88). Trotzdem zeigte sich in unseren Untersuchungen kein Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe und der CNQX-Gruppe. Eine mdgliche Erklarung
konnte eine zu geringe Potenz unserer Analyse sein (n = 7), die z.T. nur knapp
uber dem Signifikanzniveau befindlichen p-Werte konnten hier ein Hinweis sein.
Andererseits konnte aber auch die benutzte Dosis CNQX (10 uM) nicht

ausreichend gewesen sein, um den NMDA-Rezeptor ausreichend zu inhibieren.

Auch die Anwendung des Serinsynthesehemmers CBR-5884 zeigte nicht die
erwarteten Ergebnisse. D-Serin ist ein endogener Ligand des NMDA-Rezeptors,
der fir die normale Rezeptorfunktion essenziell ist (46). Verschiedene Studien
konnten die Wirksamkeit von CBR-5884 auf die Serinsynthese belegen (89, 90,
93), die optimale Inkubationsdauer ist allerdings nicht klar. Einige Gruppen
konnten Ergebnisse bereits nach weniger als 24 h Inkubationszeit zeigen (151),
andere nutzten aber deutlich langere Protokolle >72 h (152). Auch wenn es
Berichte von deutlich kirzeren Inkubationszeiten gibt, kdnnte es sein, dass
unsere Inkubation Uber 1-2 h nicht ausreichend war, um eine Hypofunktion des
NMDA-Rezeptors auszulosen. Eine andere Erklarung ware auch hier eine

mangelnde Potenz der Analyse bein = 3.

Das Peptid NAAG stellt einen Sonderfall dar: Auf Grund seiner dualen Wirkung
als Agonist und Antagonist des NMDA-Rezeptors ist seine Wirkung schwer
vorherzusagen (101). Die Wirkung dieses Stoffs auf den NMDA-Rezeptor wird
durch die GCP Il bestimmt, welche NAAG in seine Bestandteile N-Acetylaspartat
und Glutamat spaltet. Bei basaler synaptischer Transmission wird nur wenig GCP
Il ausgeschuttet, NAAG bleibt in seiner Form erhalten und kann den NMDA-
Rezeptor inhibieren. Wird die basale Transmissionsrate erhoht kommt es zu
einer vermehrten GCP Il Ausschittung und zu einer vermehrten Spaltung von
NAAG. Das daraus resultierende Glutamat kann dann den NMDA-Rezeptor
aktivieren. Im Rahmen dieser Arbeit wurde NAAG im ACSF mit 500 uM
Magnesium untersucht (also einem Zustand der physiologischen NMDA-
Rezeptorunterfunktion), da seine Rolle als Aktivator des NMDA-Rezeptors
untersucht werden sollte. Die NAAG-Gruppe zeigte zwar eine hdhere nob/min als
die Kontrollgruppe nach Zugabe von 0,1 uM Etomidat, weitere Unterschiede zur
Kontrollgruppe gab es allerdings nicht. Es ware denkbar, dass bei der geringen

Etomidatkonzentration die basale Transmissionsrate ausreicht, um das Peptid zu
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spalten und eine Aktivierung des NMDA-Rezeptors zu erreichen, allerdings
spiegelt sich diese Aktivierung weder in der nos/min noch in der basalen Aktivitat
der Zellkultur wider, weswegen die Moglichkeit von hydromechanischen

Artefakten bedacht werden muss.

SchlieBlich zeigten auch die siRNA-Versuche nicht die erwarteten Ergebnisse.
Es konnte keine signifikante Abnahme der relativen NMDA-Rezeptor-mRNA-
Expression durch die siRNA-Interferenz beobachtet werden und auch die
Wirkung von Etomidat auf nos/min und nob/min war in der NC1- und GRIN1-
Gruppe gleich. Eine mdgliche Erklarung hierflr ist, dass das Einbringen der
siRNA in die Neuronen durch die Lipofectamin-Transfektion (s. S. 22) nicht
funktionierte und die siRNA damit ihre Wirkung nicht entfalten konnte. Die
Moglichkeit  einer viralen Transduktion war mangels notwendiger
Voraussetzungen (insbesondere des Arbeitsplatzes in einem S2-Labor) nicht

gegeben.

Es soll zudem noch kurz auf die Auswahl der nutzbaren Zellkulturen eingegangen
werden. In dieser Arbeit wurden Kulturen zwischen dem elften und dem 104. Tag
in vitro benutzt, im Durchschnitt aber 28 + 11 Tage. Es gibt verschiedene
Berichte, die eine reduzierte Zellkulturaktivitat jenseits des 28. Tages in vitro
zeigen konnten (153, 154), was die Qualitat unserer Daten beeinflusst haben
konnte. Um dem entgegenzuwirken, wurde Kulturen nach Messungen eine
,Ruhephase” von mindestens 24 h gegeben. Gleichzeitig wurden Kulturen vor
Messungen optisch am Mikroskop untersucht und es wurden nur Kulturen mit
einer ausreichenden Restaktivitdt gemessen. Dies sollte dabei helfen die
Unterschiede zwischen Kulturen in den Messungen zu minimieren. Gleichzeitig
ist es, bei steigender Ressourcenknappheit und aus Okologischen
Gesichtspunkten nicht vertretbar, noch funktionstichtige und aktive Kulturen

nicht weiter in die Untersuchungen einzubinden.

Insgesamt scheinen unsere Beobachtungen im Einklang mit der Literatur zu
stehen. Es gibt verschiedene Hinweise auf eine Senkung der basalen Aktivitat
durch Memantin und DAP5, sowie andere NMDA-Rezeptorantagonisten, auch
wenn dies in unserer Studie nur bedingt reproduziert werden konnte. Eine

Interaktion zwischen dem NMDA- und dem GABAAa-Rezeptor ist ebenfalls an
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diversen Stellen gezeigt worden und gibt einen mdglichen Erklarungsweg fur
unsere Beobachtungen. Der Wirkmechanismus scheint hierbei auf einer
Phosphorylierung des GABAa-Rezeptors zu beruhen, welche Uber PKC und
CaMKIl bei Ca?*-Einstrom Uber den NMDA-Rezeptor passiert.

In unserer Arbeit gab es vor allem bei den Stoffen CNQX, NAAG, CBR-5884 und
bei den siRNA-Versuchen unklare oder unerwartete Ergebnisse, welche sich
zum Teil anhand unzureichender power, zum anderen Teil aber auch aus

methodischen Schwéachen erklaren lassen.

4.4 Limitationen und Starken der Arbeit

4.4.1 Limitationen der Arbeit

Die vorliegende Arbeit unterliegt verschiedenen Limitationen. Zunachst sollte
erwahnt werden, dass Mikroelektrodenarrays kein weit verbreitetes
elektrophysiologisches Verfahren sind, weswegen die Datenlage hierzu dunn
und die externe Validitat eingeschrankt ist. Des Weiteren konnte auf Grund von
Zeit- und Materialbegrenzungen nur eine bestimmte Anzahl von Versuchen pro
Testsubstanz und Etomidatkonzentration durchgefiuhrt werden. Die Moglichkeit,
dass Effekte erst ab einer groReren Anzahl von Versuchen erkennbar werden,
lasst sich nicht ausschlieen. Insbesondere bei NAAG, CBR-5884 und den
siRNA-Versuchen stehen nur drei bis funf Versuche zur statistischen Auswertung
zur Verfigung, wodurch einige Effekte Gbersehen werden kénnten. Zudem ist es
denkbar, dass nicht nur die Anzahl an spikes und bursts durch Etomidat und den
Interaktionen zu den Testsubstanzen reduziert werden, sondern auch weitere
Parameter, wie z.B. das Inter-Spike-Intervall (19), welche nicht analysiert
wurden. Weitere Parameter konnten allerdings im Rahmen einer weiteren Arbeit

untersucht werden.

Eine weitere haufige Limitation pharmakologischer Arbeiten ist die mangelnde
Selektivitat verschiedener Substanzen. Stoffe wie etwa Memantin (61, 66) oder
DXM (13) agieren nicht ausschlieBlich tber den NMDA-Rezeptor. Daher ist eine
Uberprifung der Hypothese mit solchen Substanzen nur eingeschréankt méglich.

Da allerdings auch Substanzen wie DAP5 getestet wurden, welche weitaus
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selektiver fur den Rezeptor sind und die gemeinsame Schnittmenge der
untersuchten Substanzen die Inhibition des NMDA-Rezeptors ist, sollte diese

Limitation in summa geringer ausfallen.

Dartber hinaus wurde als Detektionsschwelle fir Aktionspotenziale stets die
achtfache Standardabweichung des in der Lernphase gemessenen Rauschens
gewahlt. Dies konnte aber in einigen Experimenten zu Messunsicherheiten
gefuhrt haben. In weiteren Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe (Fleischer
2024, unveroffentlichte Daten) konnte gezeigt werden, dass flr einige
Experimente eine Schwelle der sechsfachen Standardabweichung besser
geeignet ist, um die Aktionspotenziale zu detektieren. Um die Ergebnisse uniform
zu halten, wurden im Rahmen dieser Arbeit die vorher festgelegten Parameter

verwendet.

Die wichtigste Einschrankung dieser Arbeit ist jedoch das in vitro-Modell. Solche
Modelle kdnnen immer nur einen Teil der physiologischen Umstande abbilden.
Die Diffusionszeit von Etomidat im Hirngewebe wird von verschiedenen Faktoren
beeinflusst, welche durch die axonnahe Applikation nur simuliert werden kann.
Trotzdem bieten solche Experimente Moglichkeit zum tieferen Verstandnis.
Somit kdnnen kunftige in vivo Experimente gezielter ausgerichtet werden, um so

die Anzahl bendétigter Versuchstiere zu minimieren.

4.4.2 Starken der Arbeit

Diese Arbeit verfugt aber auch Uber einige Starken, welche noch umrissen

werden sollen.

Die Benutzung von MEAs erlaubt Ruckschlusse Uber Neuronenverbande, welche
in herkdbmmlichen, Einzelzellexperimenten der Elektrophysiologie wie die patch-

clamp-Technik nicht abgebildet werden kdnnen.

Aulerdem bietet die groRe Spannbreite an untersuchten Substanzen eine solide
Argumentationsgrundlage fur die Hypothese. Die Heterogenitat dieser
Substanzen in Struktur und Wirkweise ist eindeutig; gemeinsam ist ihnen nur die
Inhibition des NMDA-Rezeptors. Folglich konnen solide Ruckschlisse uber die

Interaktionen dieser Substanzen mit Etomidat gezogen werden.
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Zum Schluss sollte noch genannt werden, dass ECso-Werte in
pharmakologischen Untersuchungen haufig benutzt werden, was die externe
Validitat dieser Studie erhoht.

4.5 Interpretation

Zusammenfassend, scheint anhand der hier vorliegenden Ergebnisse und der
vorhandenen Literatur bei Hypofunktion des NMDA-Rezeptors eine verstarkte
Wirkung von Etomidat in vitro in Bezug auf die Spike- und Burstdichte zu
verursachen. Diese Wirkungsverstarkung basiert vermutlich auf einer Interaktion
zwischen NMDA- und GABAAa-Rezeptoren. Es lasst sich vermuten, dass bei
Ausbleiben einer NMDA-Rezeptor-Aktivierung der Kalziumeinstrom Uber diesen
Rezeptor unterbunden wird und die nachfolgenden Phosphorylierungsprozesse
verandert werden. Dadurch konnte die Aktivitat des GABAa-Rezeptors

zunehmen, und der Effekt von Etomidat verstarkt werden.

4.6 Ausblick

Die beobachtete Wirkungsverstarkung von Etomidat konnte klinische Tragweite
besitzen. Um diese Tragweite festzustellen, sind allerdings weitere
Untersuchungen vonnéten. Im nachsten Schritt sollten in-vivo-Untersuchungen

in einem ahnlichen Modell mit vergleichbarer Fragestellung durchgefihrt werden.

Ein moglicher Zusammenhang von NMDA-Rezeptorfunktion und GABAergen
Anasthetika konnte vorhandene Paradigmen in Frage stellen: Durch bewusste
Nutzung dieser Interaktion konnte flr Patient:innen mit bereits vorhandener
NMDA-Rezeptor-Hypofunktion eine geringere Dosis und damit eine erhdhte
Sicherheit in der Anwendung von Anasthetika gewahrleistet werden. Gleichzeitig
ist es denkbar, durch vorherige Gabe von NMDA-Rezeptor-Antagonisten die
bendtigte Dosis zu reduzieren und so eine individualisierte, patientenzentrierte

Anasthesie voranzutreiben.
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