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1. Einleitung

1.1.Entzindung und ihre Bedeutung in der Anasthesiologie

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Auswirkungen von Entziindung
auf eine fur die Anasthesiologie sehr relevante Struktur im Korper: dem Rucken-
mark.

Entziindung beschreibt die Reaktion des Kdrpers auf einen schadigenden Reiz.
Dieser Reiz kann vielféltiger Natur sein, zum Beispiel eine mechanische Verlet-
zung oder eine chemische Reizung. Der Kdrper versucht nach der Schadigung
mithilfe von Abwehrzellen, Entziindungsmediatoren und anderen Mechanismen
den Reiz einzudammen und die Schadigung zu beseitigen. Fallt diese Reaktion
Ubermalig stark aus, konnen korpereigenen Zellen geschadigt werden. Eine
UberschieRende Entziindungsreaktion wird als Sepsis bezeichnet. Dabei kommt
es zu einer unverhaltnismafig gesteigerten Aktivierung des Immunsystems und
in deren Folge zu Organschaden. Aufgrund der mdglichen Organschaden liegen
septische Patientinnen meist auf der Intensivstation, werden dort iberwacht und
oft auch sediert. Hier findet sich eine der Schnittstellen von Entziindung und An-
asthesiologie.

Ein Grof3teil der in der Anésthesiologie gangigen Sedativa, wie beispielsweise
Propofol, volatile Anasthetika oder Benzodiazepine, wirken tber eine Modulation
der Wirkung von y-Aminobuttersaure (GABA), indem sie mit dem GABAa-Rezep-
tor interagieren (Antkowiak & Rammes 2019). Sie konnen zuséatzlich zur
Sedierung zu Anxiolyse und antikonvulsiv wirkender, zentraler Muskelrelaxation
fuhren. Damit spiegeln sie auch die Bandbreite der vielen méglichen Wirkungen
GABAerg vermittelter Signalweiterleitung wider.

Klinische Beobachtungen legen nahe, dass eine Standarddosis Anésthetikum
bei septischen Patientinnen zu einer tieferen Narkose fuhrt als bei Patientinnen
ohne Sepsis (Monk et al. 2005, Sessler et al. 2012). Die fur eine suffiziente Se-
dierung bendétigten Andasthetika-Dosierungen sind also bei Patientinnen mit
systemischer Entziindung geringer.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass periphere Entziindung, zum Bei-
spiel im Gastrointestinaltrakt, auch zu Verdnderungen im zentralen

Nervensystem flihrt (Riazi et al. 2008). Unter anderem wurde gezeigt, dass bei



peripher induzierter Entzindung im zentralen Nervensystem (ZNS) Neuroinflam-
mation, also Entztindung der Nervenzellen, die GABAerge
Informationsweiterleitung veréandert. Dabei kommt es bei Entziindung im ZNS zu
erhohter Oberflachenexpression des GABA-Rezeptors und erhdhten GABAerg
gesteuerten Stromen im Cortex (Serantes et al. 2006). Zudem kommt es entzin-
dungsbedingt zu einer verstarkten synaptischen Inhibition von Neuronen im
Hippocampus (Hellstrom et al. 2005)

Bisher nicht bekannt ist, ob Entztiindung eine vergleichbare Wirkung auf das
GABAerge System im Riuckenmark zeigt. Die in Studien beschriebene Erhéhung
der GABAergen Netzwerkaktivitdt durch Entziindung (Serantes et al. 2006,
Hellstrom et al. 2005) kdnnte verantwortlich sein fur eine durch Entziindung ver-
starkte GABAerge Inhibition und dadurch fir die beschriebene starkere Wirkung
der Anasthetika (Monk et al. 2005, Sessler et al. 2012).



1.2.Die GABAerge Synapse im Rickenmark

Zunachst soll das GABAerge System genauer betrachtet werden. Ein wichtiger
Angriffspunkt fur viele Anasthetika ist der Ort der Signaltbertragung zwischen
den Neuronen — die Synapse. Die GABAerge Synapse besteht aus Pra- und
Postsynapse. An der prasynaptischen Membran wird der wichtigste inhibitorische
Transmitter, GABA aus Vesikeln ausgeschiittet. GABA diffundiert durch den sy-
naptischen Spalt und I6st am Beginn des nachsten Neurons, der Postsynapse,
ein inhibitorisches Signal Uber die fir GABA spezifischen GABAa-Rezeptoren
aus.

Abb. 1 zeigt den Aufbau der Synapse schematisch. Es sind sowohl die Pra- und
die Postsynapse, als auch die fiir die vorliegende Arbeit wichtigen Strukturen dar-
gestellt: der GABA-Wiederaufnahme-Transporter 1 (GAT-1), der GABA-
Rezeptor sowie der NO711-Wirkungsort am GAT-1 und die Benzodiazepin-Bin-
dungsstelle am GABA-Rezeptor.

Prasynapse
Vesikel

NO711-
Wirkungsort

GAT-1

Benzodiazepin- °
Bindungsstelle ° ° o °

GABA-Rezeptor

Abb. 1: Aufbau einer GABAergen Synapse

Gezeigt ist eine schematische Darstellung der Pr&- und Postsynapse. GABA-Mo-
leklle sind, verpackt in Vesikeln in der Pradsynapse und im synaptischen Spalt
eingezeichnet. Postsynaptisch sind GABA-Rezeptoren in einer Doppel-
lipidmembran dargestellt. Zusétzlich sind an der Prasynapse mehrere GAT-1 ein-
gezeichnet. Markiert ist der NO711-Wirkungsort am GAT-1 und die
Benzodiazepin-Bindungsstelle am GABA-Rezeptor.

(Abbildung modifiziert nach Drexler et al. 2006)



Die Starke und Dauer des inhibitorischen Signals an der Postsynapse wird von
der GABA-Konzentration im synaptischen Spalt und der extrasynaptischen Kon-
zentration beeinflusst. Sowohl die Konzentration von GABA im synaptischen
Spalt als auch die extrasynaptische Konzentration ist unter anderem von der Ge-
schwindigkeit der Wiederaufnahme von GABA in die Prasynapse abhéngig. Die
Wiederaufnahme wird durch intra- und extrasynaptisch sitzende GABA-Wieder-
aufnahme-Transporter kontrolliert, zu denen auch GAT-1 gez&hlt wird (Frahm et
al. 2001, Borden 1996, Conti et al. 2004).

An der Postsynapse befinden sich die GABAa-Rezeptoren, Uber die das inhibito-
rische Signal im postsynaptischen Neuron ausgelost wird. GABAa ist ein
ionotroper Rezeptor und als Heteropentamer aufgebaut. Die funf Untereinheiten
bilden in der Mitte eine fur Chloridionen durchlassige Pore.

Bei Aktivierung des Rezeptors durch den inhibitorischen Transmitter GABA wird
der Einstrom von Chloridionen in die Zelle erhéht, wodurch es zur Hyperpolari-
sation und dadurch zur Inhibition der Postsynapse kommt.

Es gibt 19 homologe Untereinheiten aus denen das Heteropentamer zusammen-
gesetzt sein kann (ais, P13, Y13, p13, O, € T, 6). Die unterschiedlichen
Kombinationen der Untereinheiten lassen eine weitere Unterteilung der GABAAa-
Rezeptoren in verschiedene Typen zu (Olsen 2008). Der mit 60% am haufigsten
im ZNS nachgewiesene Rezeptortyp ist ai2y2 (Whiting 2003).

An den einzelnen Untereinheiten gibt es verschiedene Bindungsstellen. GABA
bindet zwischen der a- und der B-Untereinheit an den Rezeptor. Zusétzlich zu
der GABA-Bindungsstelle existieren weitere Bindungsstellen fur einige Medika-
mente, wie zum Beispiel die Benzodiazepin-Bindungsstelle (Whiting 2003).

Die verschiedenen Untereinheiten des Rezeptors haben unterschiedliche Funk-
tionen. So wird beispielsweise Immobilisation hauptsachlich Uber die
Bs-Untereinheit des GABAAa-Rezeptors im Rickenmark vermittelt (Antkowiak
2015), wahrend unter anderem die ai-Untereinheit Sedierung vermittelt
(McKernan et al. 2000). Beschrieben ist, dass Inflammation hauptsachlich die
Oberflachenexpression extrasynaptischer GABA-Rezeptoren mit a5-Unterein-
heit steigert (Wang et al. 2012), was einen mdglichen Mechanismus der

Anasthetika-Hypersensibilitat bei Inflammation darstellen kann (Avramescu



2016). Die verschiedenen Funktionen der Untereinheiten sind in der Anasthesie
von hohem Interesse. Medikamente, welche nur an eine Untereinheit binden, ha-
ben eine spezifischere Wirkung und kénnen weniger Nebenwirkungen aufweisen
(Drexler et al. 2006).

Zur Terminierung der durch den Rezeptor vermittelten Inhibition wird der Trans-
mitter durch die GABA-Wiederaufnahme-Transporter wieder in die Prasynapse
aufgenommen und dort erneut in Vesikel verpackt. Auch eine Blockade der be-
schriebenen Wiederaufnahme fuhrt zu einem Mehrangebot an GABA und so zu

verstarkter postsynaptischer Inhibition.

1.3.Die Familie der GABA-Wiederaufnahme-Transporter

Es gibt vier verschiedene GABA-Wiederaufnahme-Transporter: GAT-1, GAT-2,
GAT-3 und den Betanin-GABA-Transporter 1 (BGT-1) (Borden 1996, Conti et al.
2004). Diese unterscheiden sich im Vorkommen, der Affinitat und den Aufgaben.
Einige Transporter dienen spezifisch der Wiederaufnahme von GABA in schnelle
inhibitorische Synapsen. Dadurch sind sie fur die Dauer und Stéarke des Chlorid-
Einstroms in die Postsynapse und damit das weitergeleitete hemmende Signal
entscheidend. Andere, extrasynaptisch sitzende Transporter regulieren die
GABA-Konzentration auf3erhalb des synaptischen Spalts (Conti et al. 2004).

Von den unterschiedlichen Eigenschaften der Transporter lasst sich auch auf ihre
Relevanz und Funktionsweise schlielRen. GAT-1 und GAT-3 weisen, im Vergleich
zu anderen GABA-Wiederaufnahme-Transportern eine sehr hohe Affinitat zu
GABA auf. BGT-1 beispielsweise hat mit einer Michaeliskonstante von Km=80 uM
die niedrigste, GAT-3 im Vergleich dazu mit Kn=0,8 pM die hdchste Affinitat.
GAT-1 liegt mit einen Km-Wert von 8 pM dazwischen. Die Michaeliskonstante
leitet sich aus der Michaelis-Menten-Gleichung ab und entspricht der Substrat-
konzentration, bei der die halbomaximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird.
GABA ist im Extrazellularraum des Gehirns wahrend des Ruhemembran-
potentials nur in sehr geringer Konzentration (0,4 uM) nachzuweisen (Carver &
Reddy 2013). Diese Konzentration liegt unterhalb des Km-Wertes von GAT-3.
Wahrend der Depolarisation der Zellmembran steigt die Konzentration auf

3,1 uM (Attwell et al. 1993). Von der niedrigen Konzentration in Ruhe kann man



auf eine effiziente Elimination von GABA durch die GABA-Wiederaufnahmetrans-
porter aus dem Extrazellularraum schlieBen. BGT-1 ist bei dieser niedrigen
Konzentration durch den vergleichsweise hohen Km-Wert weniger relevant fur die
Elimination als GAT-1 und GAT-3 im Gehirn. Zusatzlich sind GAT-1 und GAT-3
im ZNS von Mausen starker exprimiert als BGT-1. Sowohl die Expression als
auch die Funktion der Transporter ist bei vielen Saugetierspezies sehr ahnlich
(Belelli et al. 2009, Zhou & Danbolt 2013).

Die GABA-Wiederaufnahmetransporter bewegen tber einen Cotransport von
zwei Na* und einem CI ein GABA-Molekdll, sind also sowohl vom Natrium- als
auch vom Chloridgradienten abhangig (Jin et al. 2011).

Die Transporter sind im ZNS unterschiedlich verteilt. Die hdchste Konzentration
von GAT-1 finden sich im cerebralen Cortex, die héchste Konzentration von
GAT-3 hingegen im Hirnstamm. GAT-2 und BGT-1 werden hauptséchlich nicht
im ZNS, sondern in der Leber und in den Nieren exprimiert (Lopez-Corcuera et
al. 1992). Da in der vorliegenden Arbeit mit den Zellen von Mausen gearbeitet
wird, ist im Verlauf das ZNS von Méausen Forschungsgrundlage, aul3er es ist ex-
plizit eine andere Spezies benannt.

GAT-1 entwickelt sich wahrend der Embryonalphase nicht an allen Stellen des
ZNS gleich schnell. Am 15. Tag der embryonalen Entwicklung (E15) findet sich
GAT-1 hauptsachlich an der Prasynapse inhibitorischer Axone im Hinterhorn.
Noch bevor die GABAergen Synapsen im Hinterhorn vollstandig ausgebildet
sind, beginnt der Transporter dort schon pranatal mit der Wiederaufnahme von
GABA. Bis zum 21. postnatalen Tag steigt die Konzentration des GAT-1 weiter
an und die Synapsen reifen. Im Vorderhorn werden schon frih GABAerge Sy-
napsen ausgebildet, im Gegensatz zum Hinterhorn wird jedoch erst spéat in der
embryonalen Entwicklung GAT-1 an den Synapsen exprimiert. GAT-3 wird im
Vorderhorn bis E12 und im Hinterhorn bis E15 entwickelt und ist in den Astrozy-
ten lokalisiert, dort nimmt es GABA in die Astrozytenfortsatze auf (Kim et al.
2014).

Die GABA-Wiederaufnahme-Transporter spielen, durch die hohe Affinitat zu
GABA und die haufige Expression, im gesamten ZNS eine wichtige Rolle bei der

Beendigung der GABAergen Inhibition an der Postsynapse. Eine Verénderung in
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diesem System, beispielsweise durch Inflammation, kénnte weitreichende Fol-
gen in Bezug auf die extrazellulare GABA-Konzentration und somit auch auf die
Wirkung von Medikamenten haben. So fuhrt Inflammation, wie schon in Kapitel
1.1 beschrieben, zu einer starkeren Wirksamkeit von Anasthetika (Avramescu et
al. 2016). Ob dabei ein moglicher Einfluss von Inflammation auf den Wiederauf-
nahme-Mechanismus flir GABA eine Rolle spielt, ist bisher nicht bekannt.

Um eventuelle Auswirkungen von Inflammation speziell an GAT-1 zu testen,
wurde in der vorliegenden Arbeit mit NO711, einem GABA-Wiederaufnah-

mehemmer, welcher fir GAT-1 spezifisch ist, gearbeitet.

1.4.Medikamentése Hemmung des GABA-Wiederaufnahmetransporters GAT-1

Die verwendete Substanz NO711 (1-[2-[[(Diphenylmethylen)imino]oxy]ethyl]-
1,2,5,6-tetrahydro-3-pyridincarboxylsaure Hydrochlorid) der Firma SIGMA-
Aldrich® (St. Louis, USA) gehdrt zu den selektiven und potenten GABA-Wieder-
aufnahmehemmern. NO711 setzt am GAT-1 an und blockiert hier die
Wiederaufnahme von GABA in die Prasynapse (Suzdak et al. 1992), wirkt dabei
jedoch nicht als Substrat am Transporter (Keros & Hablitz 2005). Es ist dreifach
selektiver am GAT-1 als andere GAT-1-selektive Wiederaufnahmehemmer und
hat einen 1Cso von 47 nM (Suzdak et al. 1992).

Im Klinischen Alltag wird eine @hnliche Wirkung durch das 1996 auf den Markt
gebrachte Antikonvulsivum Tiagabin erzielt. Dieses hat ebenfalls eine hohe Affi-
nitat spezifisch zum GAT-1 (Fattorini et al. 2017) und blockiert an diesem die
Wiederaufnahme von GABA in die Prasynapse (Borden 1996, Borden et al. 1994,
Froestl 2011, Madsen et al. 2010, Skovstrup et al. 2010).

Durch Blockade der Wiederaufnahme kommt es Uber die Anreicherung von
GABA im synaptischen Spalt zu einer Verstarkung inhibitorischer Stréme (Smith
et al. 2007) und einer erhdhten Diffusion. Durch die Abdiffusion des Transmitters
aus dem synaptischen Spalt werden weitere, in rAumlicher Nahe liegende, extra-
synaptische GABA-Rezeptoren angesprochen (Gonzalez-Burgos et al. 2009,
Keros & Hablitz 2005, Nusser & Mody 2002, Semyanov et al. 2003). Diese Art
von Inhibition des neuronalen Systems durch extrasynaptische GABA-Rezepto-

ren wird als tonische Inhibition bezeichnet.
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1.5.Phasische und tonische Inhibition im GABAergen System

Man unterscheidet bei GABAerger Inhibition zwischen phasischer und tonischer
Inhibition. Phasische Inhibition findet durch Wirkung von GABA an intrasynap-
tisch sitzenden Rezeptoren, tonische Inhibition durch GABAerge Wirkung an
extrasynaptischen Rezeptoren statt. Die extrasynaptischen Rezeptoren binden
dabei Transmitter aus dem umliegenden Extrazellularraum ohne gezielt von einer
Prasynapse angesteuert worden zu sein (Nusser & Mody 2002).
Allgemeinanasthetika wirken sowonhl Uber intra- als auch Uber extrasynaptische
GABA-Rezeptoren (Chiara et al. 2016). Die involvierten Rezeptoren sind dabei
meist GABAa-Rezeptoren, bei denen statt der y-Untereinheit eine &-Untereinheit
vorhanden ist (Estler 2007), oder Rezeptoren, die eine a5-Untereinheit aufweisen
(Brickley & Mody 2012). Die GABAa-Rezeptoren mit &-Untereinheit werden auch
als ,One-glass-of-wine“-Rezeptoren bezeichnet, da sie fur die typischen Verhal-
tensveranderungen unter Alkoholeinfluss verantwortlich sind (Olsen et al. 2007).
Die Rezeptoren der beiden Inhibitions-Wege kdnnen hinsichtlich ihrer Kinetik un-
terschieden werden. So werden Rezeptoren, welche fur phasische Inhibition
verantwortlich sind, nach einem Aktionspotential schnell inaktiviert, wahrend to-
nische Rezeptoren einen konstanteren Strom aufweisen (Semyanov et al. 2004).
Tonische Rezeptoren werden von niedrigeren GABA-Konzentrationen als phasi-
sche Rezeptoren aktiviert, weisen jedoch eine geringere Wirksamkeit auf
nachfolgende Signalkaskaden auf (Zhou et al. 2018).
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1.6.Der Wirkmechanismus von Diazepam

Als moglicher Angriffspunkt von Entziindung kommen nicht nur die GABA-Wie-
deraufnahmetransporter an der Prasynapse infrage, sondern auch der
postsynaptische GABAa-Rezeptor. Um die dort moglichen Veranderungen dar-
zustellen, bendtigt man eine Substanz, welche ihre Wirkung am GABA-Rezeptor
vermittelt, wie es beispielsweise die Benzodiazepine tun. Diazepam gehort dabei
mit einer Halbwertszeit von 20-50 h zu den langwirksamen Benzodiazepinen und
verstarkt die inhibierende Wirkung von GABA.

Zwischen der a-Untereinheit und der y-Untereinheit des GABAa-Rezeptors gibt
es eine spezifische Bindungsstelle fiir Benzodiazepine. Uber die Bindung daran
verstarken sie die Affinitat von GABA an der p-Untereinheit des GABAa-Rezep-
tors und wirken so als allosterische Agonisten (Sigel et al. 1998). Durch die
verstarkte Bindung von GABA kommt es zu einer Konformationsanderung des
Chloridkanals. Die Folgen davon sind ein verlangerter Chlorideinstrom, Hyperpo-
larisation und eine herabgesetzte neuronale Aktivitat (Dellas 2014).
Benzodiazepine wirken also nur in Anwesenheit von GABA und unterliegen dem
sogenannten Ceiling-Effekt, d.h. die maximale Wirksamkeit der Benzodiazepine
ist mit der maximalen ausgeschutteten GABA-Konzentration erreicht.
Benzodiazepine wirken antiepileptisch, hypnotisch und sedativ (Karow 2015).
Die sedierende Wirkung von Diazepam, welche klinisch gern genutzt wird, wird
von GABA-Rezeptoren vermittelt, die eine ai-Untereinheit besitzen (Antkowiak
2015, McKernan et al. 2000). Die muskelrelaxierende Wirkung des Diazepams
wird hauptsachlich durch die az-, az- und as-Untereinheit vermittelt (Estler 2007).
Die az-Untereinheit ist zusatzlich fir die anxiolytische Wirkung von Benzodiaze-
pinen verantwortlich (Mohler et al. 2002).

Von der Strukturformel von Diazepam leiten sich die meisten anderen 1,4-Ben-
zodiazepine ab (Mutschler 2013). GABA-Rezeptoren, die eine as- oder
as-Untereinheit besitzen, sind insensitiv fir Diazepam (Wisden et al. 1991). Zu-
satzlich sind Rezeptoren mit einer d-Untereinheit insensitiv fir Benzodiazepine,

da die Bindungsstelle zwischen der a-Untereinheit und der y-Untereinheit fehlt.
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1.7.Verwendung organotypischer Kulturen

In der vorliegenden Arbeit werden die Veranderungen am GABA-Rezeptor in
organotypischen Kulturen des Rickenmarks gemessen. Die Methode der orga-
notypischen Kultur ist bewahrt. Besonders gut kann die Netzwerkaktivitat und
durch medikamentdse Blockade von Signalwegen auch die Aktivitaten einzelner
Rezeptortypen nachvollzogen werden (Spenger et al. 1991). Sowohl die Rezep-
torverteilung als auch die neuronalen Interaktionen &hneln den Bedingungen im
lebenden Tier (Holopainen & Lauren 2003). Dadurch lasst sich der Effekt von
Substanzen sehr gut testen, ohne dass dabei Nebenwirkungen am Tier oder der
Stoffwechsel eine Rolle spielen. Durch die Verwendung von Kulturen anstelle von
Versuchstieren ist ein besonders standardisierter Ablauf der Messungen mdglich
(Drexler et al. 2010).

Die Kulturen generieren spontan Aktionspotentiale. Diese Aktionspotentiale kon-
nen durch Veranderung des Transmitterangebotes oder durch Rezeptorblockade
reguliert werden. Die Potentiale sind mittels elektrophysiologischer Messungen
aus dem neuronalen Netzwerk ableitbar und kdnnen auf verschiedene Parame-
ter hin untersucht werden.

Es ist moglich, in den Kulturen nicht nur Nervengewebe, sondern gleichzeitig
auch Muskelfasern zu ziichten. Diese Kulturen werden als Co-Kulturen bezeich-
net, da zwei verschiedene Gewebetypen zusammen kultiviert werden. Wahrend
der Kultivierung der Zellen wachsen die Axone der Motoneurone aus und bilden
neuromuskulare Synapsen mit den Muskelzellen. Die Aktivitat des neuronalen
Netzwerks kann dann die motoneuronale Aktivitat beeinflussen. So ist eine Mes-
sung der Veradnderung motoneuronaler Aktivitdt in den organotypischen
Co-Kulturen maglich (Spenger et al. 1991).
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1.8.Induktion der Inflammation

Um bei den verwendeten organotypischen Co-Kulturen eine Entziindung zu in-
duzieren, wurden die Zellen mit Lipopolysaccharid (LPS) inkubiert.
Lipopolysaccharide sind Teile der auf3eren Zellmembran von gramnegativen
Bakterien und bestehen aus drei Komponenten: O-Antigen, Core-Polysaccharid
und Lipid A, welches auch als Endotoxin bezeichnet wird. Der hydrophile Zucker-
teil des LPS variiert stark zwischen verschiedenen Bakterienarten, in der
vorliegenden Arbeit wird LPS von Escherichia coli von der Firma SIGMA-Aldrich®
verwendet. Bei einer Infektion mit gramnegativen Bakterien sorgt LPS beim Men-
schen flr die typischen Krankheitssymptome wie Fieber, Kopfschmerzen und
Erbrechen. Das Lipid A (Endotoxin) kann auch zu einer toxischen Schockreaktion
fuhren. Zellen reagieren auf LPS mithilfe des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR4), des
LPS-bindenden Plasmaproteins (LBP) und des loslichem Glykoproteins CD14
(Freudenberg 2005). In den Kulturen I6st die Inkubation mit LPS eine Erhéhung
entzundungsspezifischer Zytokine wie TNFa, IL-6 oder IL-13 aus (Streil3enberger
2018).

15



1.9.Fragestellung und Herangehensweise

Aktuell existieren nur wenige Vero6ffentlichungen zur Auswirkung von Entzin-
dung auf das GABAerge System auf spinaler Ebene. Besonders auf die
Wiederaufnahme von GABA wird wenig eingegangen. Ziel der Arbeit ist es, die
Relevanz des GAT-1 bei neuroinflammatorischen Prozessen zu untersuchen.
Die durchgefiihrte Blockade der GABA-Wiederaufnahme an GAT-1 durch NO711
kann dabei Aufschliisse Uber die Beteiligung dieses Transporters bei der Inhibi-
tion neuronaler Spontanaktivitat im Rickenmark geben. Durch die Blockade des
GAT-1 kann es im synaptischen Spalt sowohl zu einer Verlangerung des Ange-
bots von GABA als auch zu einer Konzentrationserhdhung kommen. Dieses
Mehrangebot an GABA fuhrt Gber die Wirkung an postsynaptischen GABAa-Re-
zeptoren zu einer gesteigerten postsynaptischen Inhibition und so zu einer
verminderten Spontanaktivitat im neuronalen Netzwerk.

Messungen der neuronalen Spontanaktivitat unter Einfluss von NO711 sollen zei-
gen, ob die Blockade der Wiederaufnahme an GAT-1 zu einer signifikanten
Veranderung der Spontanaktivitat fuhrt. Durch den Vergleich mit Messungen, bei
denen zuvor mit LPS eine Entztindung in den Zellkulturen induziert wurde, soll
ein moglicher Einfluss der Inflammation auf das GABAerge System im Allgemei-
nen und den GAT-1 im Besonderen gezeigt werden. Dazu werden sowohl
Messungen der neuronalen Netzwerkaktivitat im Rickenmark von M&usen durch
extrazellulare Ableitungen, als auch Messungen der Aktivitéat einzelner Rezepto-
ren durch intrazellulare Ableitungen durchgefuhrt. Zusatzlich soll die Wirkung von
Entziindung speziell auf den GABAa-Rezeptor untersucht werden. Dazu werden
Messungen mit Diazepam unter Kontrollbedingungen und nach Inkubation mit
LPS durchgefihrt. Um nicht nur die Aktivitat der Neurone, sondern auch die Aus-
wirkung auf nachfolgende Neurone, in diesem Fall Motoneurone, auswerten zu
konnen, wurde aul3erdem die Aktivitdt von Muskelzellen in Co-Kulturen betrach-
tet. In der Zusammenschau sollen die Messergebnisse einen Einblick in die durch
Neuroinflammation ausgeldsten Veranderungen an der GABAergen Synapse ge-
ben. So soll die Hypothese, dass Neuroinflammation einen signifikanten Einfluss
auf die GABAerge Informationsweiterleitung im Riickenmark hat, untersucht wer-

den.
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2. Material und Methoden

2.1.Herstellung der organotypischen Ruckenmark-Zellkulturen

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Verfahren wurden in Ubereinkunft mit dem
deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt und durch das Ethikkomitee der Uni-
versitat Tubingen und das Regierungsprasidium Tubingen genehmigt (Antrag
,Pharmakologische Interaktionen zwischen Narkosemitteln und
Neurosteroiden® (Antkowiak) vom 1.3.2017).

Die verwendeten organotypischen Zellkulturen stammen aus dem Rickenmark
14-15 Tage alter embryonaler Wildtyp-Black6-Mause (Charles River Laborato-
ries, Wilmington, USA).

Zur Gewinnung des Gewebes
wurde eine schwangere Maus in
Isofluran-Narkose (Abbott, Wies-
baden, Deutschland) dekapitiert
und die Embryonen entnommen.

Abb. 2 zeigt die Fotografie eines

5mm

solchen Mausembryos kurz nach
der Entnahme aus dem Uterus.

Bei den Embryonen wurde das
Ruckenmark samt einiger in der

Nahe liegenden Muskelfasern frei-

Abb. 2: Fotografie eines ca. 15 Tage prapariert Die praparierten
alten Mauseembryos Gewebestucke wurden in
1,5 %igen Agar, der in Gey's Balanced Salt Solution (GBSS) (Sigma Aldrich)
geldst wurde, eingegossen, um Schnitte anfertigen zu kénnen. Um den Stoff-
wechsel der Nervenzellen zu verlangsamen wurde die Temperatur immer
maoglichst niedrig gehalten. Dies wurde erreicht, indem der Agar mit eiskalter
Dissektionslosung (500 ml GBSS + 4 ml 50% Glucose + 5 ml 1 Mol Mg?*) vor-
sichtig umgossen wurde. Mit der gleichen Losung wurde auch die Kammer des
Schneidegerats (Vibroslicer, Campden Instruments, Loughborough, England)
gefullt. Auf den Probenhalter des Schneidegerats wurde ein Block 2%iger Agar

(in 0,9% NaCl-Losung gelost) mit Sekundenkleber als Stitze festgeklebt. Der
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Agarblock mit den eingegossenen Gewebestlcken wurde vorsichtig davorge-
stellt und mit weiteren Tropfen flissigen Agars am Stitzklotz befestigt.

Abb. 3: Fotografie einer organotypischen Co-Kultur des Rickenmarks mit
Muskelzellen

Der Mal3stab ist in der linken unteren Ecke eingezeichnet. Zusatzlich sind wich-
tige Strukturen markiert und beschriftet (Abbildung modifiziert nach Eckle 2014)
Mithilfe des Vibroslicers wurden 300 pm dicke Schnitte hergestellt. Die Fotografie
eines Schnittes ist in Abb. 3 gezeigt. Die Schnitte wurden auf Deckglaser aufge-
klebt, die zuvor mit Poly-d-Lysin (Sigma) beschichtet wurden, um eine bessere
Haftung zu erzielen. Dazu wurden auf jedes Deckglas 13 ul Hihner-Plasma
(Sigma) gegeben und der Schnitt hineingelegt. Dann wurden 13 pl Thrombin
(Sigma) hinzugegeben. Nach vorsichtiger Mischung héartete die Losung aus. Die
Deckglaser wurden in Kulturréhrchen (Rollertubes, Nunc, Wiesbaden, Deutsch-
land) zusammen mit 750 ul eines Nahrmediums (modifiziert nach Gahwiler, 1981,
Tab. 1) kontinuierlich im Brutschrank bei 36°C bewegt, um eine gleichméaRige

Verteilung des Nahrmediums zu gewaébhrleisten.
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Zusammensetzung des Nahrmediums Tab. 1: Zusammenset-
zung des Nahrmediums

Pferdeserum 100 Ml 4er Kulturen
(ThermoFisher, Waltham, USA) Modifiziert nach Gahwiler
Basal Eagle Medium (Sigma) 200 ml 1981

Hank’s Balanced Salt Solution 100 mi

(AppliChem, Darmstadt)

Glucose 50% (Sigma) 4 ml

Glutamin 200mM (Sigma) 2mi

Nerve Growth Factor  der Ratte 15 pl

(Sigma)

Die Modifikation des Nahrmediums im Vergleich zur Publikation von Gahwiler
besteht aus einer zusétzlichen, einmaligen Zugabe von Nerve Growth Factor 3
(NGF) der Ratte (Sigma Aldrich) kurz nach der Praparation. Damit wird eine Kon-
zentration von 0,01 mg NGF/ml erreicht.

Das Medium wurde zweimal woéchentlich gewechselt. Am Tag nach der Préapara-
tion wurde einmalig zu den pro Kultur verwendeten 750 pl Medium zusatzlich
10 pl Mitosehemmer (5-Fluor-2-Deoxyuridin, Cytosin-b-D-Arabino-Furanosid,
Uridin; Sigma) hinzugegeben, um ein Uberschieliendes Wachstum von Gliazel-
len zu verhindern. Die Kulturen wurden direkt nach der Praparation und nach
jedem Medienwechsel fur mindestens 90 Minuten mit 5 % CO2 im Brutschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland) begast.

Verunreinigte Zellkulturen lassen sich unter anderem durch den pH-Wert des Me-
diums erkennen, es zeigt sich ein Farbumschlag nach gelb und das Medium kann

zusatzlich trib werden. Diese Kulturen mussten verworfen werden.

2.2.Behandlung der Kulturen mit LPS

Ein Teil der Kulturen wurde 18 h vor der Messung mit 3 pg/ml Lipopolysaccharid
(Sigma) behandelt, um eine Inflammation zu induzieren. Dazu wurde ein Medi-
enwechsel vorgenommen und in das neue Medium LPS hinzugegeben. Dann
wurden die Kulturen abermals mindestens 90 min mit 5 % CO2 begast. Wahrend
der Messung erfolgte keine weitere Inkubation mit LPS.
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2.3.Medikamente und Standardlésungen

Die Messungen wurden in artifizieller Cerebrospinalfliissigkeit (ACSF) vorge-
nommen, in der die jeweiligen Substanzen geldst wurden, deren Einfluss auf das
Ruckenmark gemessen werden sollte. Die Zusammensetzung der ACSF ist in
Tab. 2 aufgelistet.

NO711-Hydrochlorid wurde in den Konzentrationen 50nM und 500 nM in ACSF
verwendet (Skovstrup et al. 2010). NO711 weist einen ICso von 47 nM auf
(Suzdak et al. 1992), sodass die gewahlten Kon-

Tab. 2: Zusammensetzung

zentrationen sowohl die Testung einer sehr der ACSF Losung

. . . Modifiziert nach Avramescu
geringen Konzentration als auch die einer hohen, 2016

deutlich Uber der ICs0 liegenden Konzentration Bestandteil mM
zulassen. NaCl 120
Diazepam-Lipuro (Braun, Melsungen, Deutsch- g 3,5

land) wurde in den Konzentrationen 1,5 UM und  “NaH2PO4 H20 113

5 UM in ACSF verwendet. Diese Konzentrationen MgCI2 6H20 1
wurden gewahlt, um sowohl eine Konzentrationam  “\aHco3 26
unteren Ende des Wirkspektrums, als auch eine caCl2 2H20 12
Konzentration am oberen Ende, welche ihre Wir- D-Glucose 11

kung gerade noch Uber die spezifische
Benzodiazepin-Bindungsstelle am GABAa-Rezeptor vermittelt, zu testen (Drexler
et al. 2010).

Bei Kulturen mit Muskelaktivitat wurde zusatzlich fur jede letzte videomikroskopi-
sche Messung an einer Kultur der ACSF 1 uM Pancuronium (Sigma) zugesetzt.
Pancuronium ist ein Antagonist am nikotinergen Acetylcholin-Rezeptor und zéhlt
zu den nicht-depolarisierenden Muskelrelaxantien. Es diente hier dazu, autonom
bewegliche Muskelfasern von Fasern zu unterscheiden, die Gber Acetylcholin

von Signalen aus dem Rickenmark erregt werden.
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2.4.Extrazellulare Messungen & Videoaufzeichnungen

In den Ruckenmarkschnitten (Abb. 3) ist erkennbar, wo der ventrale und der dor-
sale Teil des Ruckenmarks liegt. Bei einigen Kulturen sieht man auf3erdem schon
nach 3-4 Tagen Muskelkontraktionen einzelner Muskelfasern, bei den meisten
traten diese jedoch erst nach 10-14 Tagen auf. Die extrazellularen und videomik-
roskopischen Messungen wurden nach mindestens 14 Tagen Inkubation im
Brutschrank durchgefuhrt und durch die Axoscope 10.7 Software dargestellt. Er-
fasst werden kbnnen Signale mit einer Amplitude, die groRRer als 0,1 mV ist. Fur
eine bessere Ansicht wurden die Daten in Axoscope 10.7 mit einem 1 Hz Hoch-
passfilter und einem 5000 Hz Tiefpassfilter gefiltert und spater auf verschiedene
Parameter hin ausgewertet.

Die Messkammer besteht aus einem Metallrahmen mit Glasboden
(Kindler O. GmbH & Co. Mikroskopische Glaser, Freiburg, Deutschland) der
GroRRe 24x32 mm. Die Messkammer wurde auf 34°C aufgeheizt und diese Tem-
peratur wurde die gesamten Messungen Uber beibehalten. Die Kammer wurde
mit ACSF, welche zunachst mit Carbogen (Westfalen AG, Munster, Deutschland)
begast wurde, gefullt. Danach wurde ein Deckglas mit einem aufgeklebtem Zell-
schnitt in die Messkammer gelegt.

Zwei mit ACSF luftblasenfrei geflillte Glaselektroden aus Borosilikat (World Pre-
cision Instruments, Sarasota, USA) mit einem Elektrodenwiderstand von 2-5 MQ
wurden mit einem Mikromanipulator (Luigs & Neumann, Ratingen, Deutschland)
in die Kultur bewegt, bis die Aktionspotential-Aktivitat messbar war. Dabei muss
das Signal deutlich erkennbar und gréf3er sein als das Grundrauschen.

Die zu untersuchenden Substanzen wurden tber ein Teflon-Schlauchsystem und
eine Peristaltikpumpe (Ismatec, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) mit einer
Laufrate von 1 ml/min in die Badkammer eingewaschen.

Fur die Videoaufzeichnungen wurde eine kontrahierende Muskelfaser aufge-
sucht und das Bild der Kamera (DMK 21AU04, The Imaging Source, Bremen,
Deutschland) mit einem moglichst hohen Kontrast zur Umgebung auf diese
scharfgestellt. Dann wurde die Faser zeitgleich mit der Aufzeichnung der elekt-
rophysiologischen Daten gefilmt. Der Ablauf der Messungen und die Reihenfolge

der zugefligten Substanzen ist in Abb. 4 dargestellt. Die Messungen wurden
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entweder mit Kulturen ohne vorherige LPS-Inkubation oder mit Kulturen mit vor-

heriger Inkubation durchgefuhrt.

30min IR 6 min 6 min 6 min

: ACSF + ACSF +
ERESREsa T ACSF 50 nMNO711/ | 500 nM NO711/ BPSR 11
ubstanzen 1,5 uM Diazepam 5 uM Diazepam ancuroniur

Abb. 4: Messprotokoll der extrazellularen Messungen und Videoaufzeich-
nungen

Gezeigt sind zuoberst in weil3 die Einwaschzeiten sowie schwarz hinterlegt die
Dauer der Messung. AulRerdem sind verwendeten Substanzen samt Dosierung
angegeben.

2.5.Intrazellulare Messungen

Mit der Voltage Clamp Technik wurden gerichtete lonenstrome uber die Zell-
membran einzelner Zellen gemessen (Numberger 1996). An der Zelle wurde ein
Haltepotential von -70 mV angelegt und der vom Verstarker erzeugte Kompen-
sationsstrom — um dieses Potential aufrecht zu erhalten — wurde aufgezeichnet.
Die Messungen wurden bei Raumtemperatur (22-28 °C) durchgefuhrt.

Dazu wurde zunéchst eine Pipette hergestellt, in-

Tab. 3: Zusammenset-
dem eine Borosilikat-Glaskapillare  (World zung der Patch Clamp

Pipettenlésung

Modifiziert nach Avramescu
(P-2000, Sutter Instruments Company, Novato, 2016

Precision Instruments) mit einem Laser-Puller

USA) gezogen wurde. In der Glaspipette befand

Substanz Konzentra-
sich die Elektrode, ein chlorierter Silberdraht, und

tion (mM)
die Pipette wurde mit einer isoosmolaren Loésung
CsCl 121
(Tab. 3) luftblasenfrei gefillt.
_ _ _ ~ CsOH 24
Unter Sicht durch ein aufrechtes Mikroskop (Axi-
_ _ HEPES 10
oskop FS, Zeiss, Deutschland) wurde in 40 facher
3y : . L _ EGTA 5
VergrolRerung eine Glaspipette mit einem Wider-
MgCl 1
stand von 2-4 MQ an den Gewebeschnitt mit I
ATP 2
einem Mikromanipulator (Luigs & Neumann, Ratin-
HCI 1000

gen, Deutschland) herangefahren.
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Die Signale wurden mit dem Multiclamp 700B Verstarker (Axon Instruments, San
Jose, USA), ausgestattet mit einer CV-7B Headstage erhoben und mit Clampex
10.1 (Axon Instruments) und der Digitalisierungskarte Digidata 1440 (Axon In-
struments) aufgenommen.

Abb. 5 zeigt die Schritte vom Annahern der Pipette bis zum Ankoppeln der Zelle.
Mit Uberdruck in der Pipette wurde die Pipettenspitze soweit der Zelle genahert,
bis der sogenannte ,Dimple“ entsteht, ein mikroskopisch sichtbarer Lichtreflex,
entstanden durch die Eindellung der Zellmembran (Abb. 5 a). In Abb. 5 b l&sst
sich der Dimple gut vor der Pipettenspitze an der Zellwand erkennen. Nun wurde
die Zelle mit Unterdruck an die Pipette angesaugt. Man befindet sich dann im
sogenannten ,Cell-attached-Mode®, die Zellmembran unter der Pipettenspitze ist
dabei noch intakt. Dies ist in Abb. 5 ¢ zu sehen, gut erkennbar ist die Pipetten-
spitze, welche an der Zellwand direkt anliegt. Nun wurde das Haltepotential von
-70 mV angelegt. Wenn die Zellwand durch plétzlichen leichten Unterdruck ge-
Offnet wird befindet man sich im ,Whole-Cell-Mode" und die Ganzzellableitung
kann vorgenommen werden. Das Zellinnere wurde mit der Pipettenldésung gefullt,

sodass die Strome Uber die Zellmembran zwischen zwei Lésungen mit bekannter

Zusammensetzung gemessen werden konnten.

Abb. 5: Sicht durch das Mikroskop bei der Patch-Clamp-Technik

a Annaherung mit der Pipette an eine Zelle, b Bildung des Dimples,

c Cell-attached-Mode; Arbeitsgruppeninterne Abbildung mit freundlicher Erlaub-
nis von Christoph Doolittle-Koncz

Die Kapazitat der Zelle und der Serienwiderstand (bis zu 20 MQ) mussen durch
den Verstarker kompensiert werden, da bei einem zu hohen Serienwiderstand
das Haltepotential der Zelle nicht sicher auf -70 mV eingestellt werden kann.

Auch vor jeder Messung musste die Kompensation erneut geprift und
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gegebenenfalls neu eingestellt werden, falls es zu Anderungen des Serienwider-
stands kam.

Durch jede Aktivierung der GABA-Rezeptoren durch den Transmitterinhalt eines
Vesikels kommt es zu einem Ausstrom von Chloridionen, was sich als inhibitori-
sches postsynaptisches Potential (IPSC) in der Messung darstellt (Numberger
1996). Die Basislinie der IPSCs lag zwischen -200 und -1000 pA. Signale mit
einer Basislinie unter -1000 pA wurden nicht aufgezeichnet und die Messungen
verworfen. Wahrend der Aufzeichnung wurden die Signale mit einem 10 kHz Tief-
passfilter gefiltert.

Um nur die GABAergen Strome zu messen, wurden wahrend des gesamten
Messvorgangs 25 uM des selektive NMDA-Antagonist AP5 (2-Amino-5-phospho-
novalerian-saure) (Sigma) und 10 yM des kompetitive AMPA-Antagonist CNQX
(6-Cyano-7-Nitroquinoxalin-2,3-dion) (Tocris Bioscience, Bristol, UK) in die Bad-
kammer eingebracht. AuRerdem wurde 1 uM Strychnin (Sigma), ein kompetitiver
Glycin-Antagonist zur Unterdriickung der glycinergen Strome eingebracht. Die
Drogen wurden mit einem gasdichten Spritzensystem (Hamilton, Bonaduz,
Schweiz) in die Badkammer geleitet.

Zur Unterdriickung der GABAergen Strome und Erfassung der tonischen Stréme
wurde in der jeweils letzten Messung der intrazellularen Messreihe 100 uM Bicu-
cullin, ein selektiver kompetitiver GABAa-Rezeptorantagonist zugegeben. Die
Reihenfolge und Dauer der Messungen sind in Abb. 6 dargestellt. Pro zugesetz-
ter Konzentration von NO711 oder Diazepam wurden zwei Messungen
aufgezeichnet (Abb. 6, schwarz unterlegt). Ausgewertet wurde die stabilere der
beiden. Die Messungen wurden an Kulturen ohne vorherige LPS-Inkubation und
an Kulturen mit vorheriger Inkubation durchgefihrt.

3 min 3min Kyl 3 min 3 min gl 3 min 3 min 3 min

ACSF + ek 500 M NOT11 /
Eingewaschene ACSF 50 nM NO711 / 500 nM.N0711 / 5 uM Diazepam
Substanzen 1,5 uM Diazepam 5 uM Diazepam

+ 100 pM Bicucullin

25 yM AP5 + 10 yM CNQX + 1 uM Strychnin

Abb. 6: Messprotokoll der intrazellularen Messungen

Gezeigt sind zuoberst in weil3 die Einwaschzeiten sowie schwarz hinterlegt die
Dauer der Messung. AulRerdem sind je Messung verwendeten Substanzen mit
der jeweiligen Dosierung angegeben.
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2.6.Datenanalyse

Zur Datenanalyse wurden verschiedene MATLAB-Skripte (MathWorks, Natick,
USA) verwendet, die von Dr. Harald Hentschke und Prof. Dr. Bernd Antkowiak,
erstellt wurden. Diese wurden von mir auf die verwendeten statistischen Tests
und die auszuwertenden Daten jeweils angepasst.

Die so berechneten Signifikanzen werden in den im Ergebnisteil folgenden Ab-
bildungen durch Sternchen gekennzeichnet. Dabei wurde folgendes,
international bekanntes Format verwendet. Jegliche Zahlenwerte wurden auf drei

Nachkommastellen gerundet. Das Signifikanzniveau lag immer bei a=0,05.

Symbol Bedeutung Tab. 4: Bedeutung der Signifikanzsternchen
In den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Abbil-

* p <0,05 . L .
dungen gilt fur alle Signifikanzsternchen dieses

* p<0,01 Format.

*hk p <0,001

Fhkk p < 0,0001

2.6.1. Auswertung der Extrazellulardaten

Um die Aktionspotentialfrequenz auszuwerten, wurden die Daten mit einem
Butterworth-Hochpassfilter mit einer 3 dB Eckfrequenz von 300 Hz gefiltert.

Bei jeder Messung, bestehend aus vier Einzelmessungen mit vier verschiedenen
Bedingungen (Kontrolle, NO711/Diazepam in zwei Konzentrationen und Aus-
wasch) wurde anhand der ersten Messung optisch ein Schwellenwert deutlich
oberhalb des Rauschens gewahlt und dieser Schwellenwert bei allen drei folgen-
den Einzelmessungen dieser Messung angewendet. Aus der Anzahl der Signale,
die groRRer als der gewdahlte Schwellenwert waren, ergab sich die Feuerrate.
Dadurch war zu erkennen, ob NO711 oder Diazepam durch Verstarkung des
GABAergen Einflusses eine Veranderung der Frequenz der Netzwerkaktivitét
hervorruft. Nicht in die statistische Auswertung aufgenommen wurden Datens-
atze, bei denen sich das Vorzeichen der Amplitude der aufgezeichneten Signale
im Laufe der Einzelmessungen andert, viele Artefakte auftreten oder die Zelle im
Laufe der Messungen eine zu starke Aktivierung zeigt. Die starke Aktivierung liel3
sich bei Durchsicht der Daten in den meisten Fallen auf Artefakte an den
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Messapparaturen zurtickfihren, die im Laufe einer Messung durch verschiedene
Storfaktoren (kleine Bewegungen des Schnitts, zunehmendes Rauschen etc.)
zustande kamen. Eine Aktivierung der Neuronen mit entsprechendem Frequenz-
anstieg im neuronalen Netzwerk im Laufe der Messungen ist bis zu einem
gewissen Grad denkbar. Die verstarke Wirkung von GABA kann zu einer Inhibi-
tion hemmender Interneurone fihrt und somit zu einer Erhéhung der
Netzwerkaktivitat. Die Hohe der Aktivierung ist jedoch begrenzt, da auch die ak-
tivierenden Interneurone gehemmt werden. Aktivitatssteigerungen, die grof3er als
das 1,5 fache des Interquartilabstands waren, bezogen auf die Grundgesamtheit
der Daten einer Messreihe ohne bzw. mit LPS-Inkubation, wurden deshalb aus
der Auswertung ausgeschlossen, da von einer fehlerhaften Messung auszuge-
hen war.

Mithilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Tests fir unabhangige Stichproben
wurde die mittlere Frequenz der Kontrollmessung der nicht vorbehandelten und
der mit LPS vorbehandelten Kulturen miteinander verglichen. Die statistische
Auswertung der Daten erfolgte mit einem arbeitsgruppeneigenen MATLAB Skript
(7.7.0 R2008b). Die Daten wurden zusatzlich nach den Grundfrequenzen am Me-
dian aufgeteilt, um Messungen mit besonders niedriger bzw. hoher Frequenz
besser auswerten zu kbnnen. Es wurde die Frequenzanderung in Abhéangigkeit
von der eingewaschenen Substanz und der LPS-Vorbehandlung der Kultur be-
trachtet. Mittels des Lilliefors-Tests wurden die unter den verschiedenen
Bedingungen gemessenen Extrazellulardaten auf Normalverteilung getestet. Da
die Datensatze keine Normalverteilung aufwiesen, wurde der Wilcoxon-Vorzei-
chen-Rang-Test verwendet. Getestet wurde, ob man bei den Datenséatzen jeweils
die Nullhypothese ablehnen konnte. Die Nullhypothese war in diesem Fall, dass
die Droge zu keiner Veranderung in der Aktivitat der Zellkulturen fihrt. Es wurde
gegen den Wert von 1 getestet, wie wahrscheinlich es ist, dass unter Annahme
der Nullhypothese im Experiment Daten gemessen werden, die wie die vorlie-

genden Datensatze verteilt sind oder extremer.
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2.6.2. Auswertung der Videodaten

Auch die Muskelkontraktionen in der Zellkultur wurden auf ihre Frequenz hin un-
tersucht. Die aufgezeichneten Videos wurden mit arbeitsgruppeneigenen
MATLAB Skripten (7.7.0 R2008b) ausgewertet. Dazu wurde eine 33 x 33 Pixel
grol3e Region of Interest (ROI) in einem Bildausschnitt, in dem sich eine Muskel-
faser bewegt und in dem ein hoher Kontrast herrscht, bestimmt. Dann wertete
das Skript die Lumineszenz in der ROI aus. Eine Anderung der Lumineszenz
kommt durch Bewegung der dunklen Muskelfaser vor dem hellen Hintergrund
zustande. Jede Lumineszenzanderung wurde, aufgetragen gegen die Zeit, in ei-
nem Graphen als Ausschlag dargestellt. In diesen Graphen legte man — wie
schon zuvor bei den Extrazellulardaten — optisch eine Schwelle. Jeder Messwert
oberhalb der Schwelle wurde als Muskelkontraktion gez&hlt. Aus der statisti-
schen Auswertung ausgeschlossen wurden Datensatze, bei denen in der
abschlielRenden Messung mit 1 uM Pancuronium keine deutliche Hemmung der
Muskelaktivitat sichtbar wurde. So konnte sichergestellt werden, dass autonom
aktive Muskelfasern nicht in die Auswertung aufgenommen wurden. Die statisti-
sche Auswertung erfolgte abermals mit einem arbeitsgruppeneigenen MATLAB
Skript, getestet wurde mithilfe des Lilliefors-Tests auf Normalverteilung sowie, je
nach Verteilung, auf eine mdgliche Ablehnung der Nullhypothese mithilfe des
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests und des Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Tests.
Die Nullhypothese war hierbei, dass die verwendeten Substanzen und die LPS-
Inkubation keinen Einfluss auf die motoneuronale Aktivitat haben.
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2.6.3. Auswertung der Patch-Clamp-Daten

Die Rohdatenspuren der IPSCs wurden mit einem arbeitsgruppeninternen
MATLAB-Skript (7.6.0 R2008a) ausgewertet. Zunachst wurden, wie bei den Ext-
razellulardaten auch, Ereignisse detektiert. Daflir wurden die Rohdaten zunéachst
mit einem Butterworth Tiefpassfilter und danach mit einem Pseudodifferentiati-
onsfilter gefiltert, dieser orientiert sich am mdglichst steilen Kurvenabfall (Banks
& Pearce 2000). Signale, bei denen die Kurve flach abfallt oder bei denen die
Basislinie, das durchschnittliche Aktivitatsniveau der Zelle, zu grol3e Veranderun-
gen zeigte, wurden nicht als Spike gezahlt. AnschlieBend wurde manuell eine
Schwelle gesetzt. Spikes, welche die Schwelle Uberschreiten wurden als Ereignis
gezahlt.

Mit einem weiteren MATLAB-Skript wurden die detektierten Spikes weiter ange-
passt, dabei wurden mit einem Savitzky-Golay-Filter die IPSCs geglattet, die
generelle Form der Potentiale dabei erhalten. Dies erméglicht eine genauere und
standardisierte Betrachtung der IPSCs im Laufe der Messungen. IPSCs beste-
hen aus einem schnellen, fast senkrechten Abfall des Potentials durch den
Chlorideinstrom und einem langeren, exponentiellen Abklingen zuriick auf den
Ursprungswert der Basislinie durch Wegfall des Einflusses von GABA. Der Wie-
deranstieg der IPSCs besteht dabei meist aus zwei oder mehr exponentiellen
Komponenten, einer Schnellen und einer Langsamen (Mody & Pearce 2004,
Mozrzymas 2004). Um den Kurvenanstieg in der Abklingphase moglichst gut
wiederzugeben, wurden pro IPSC je zwei Exponentialfunktionen an den Verlauf

des IPSCs angepasst, die verwendete Funktionsformel ist aufgezeigt.

t t
f)=a,-e 1ta,-e ™

Bei manchen IPSCs war eine Anpassung an das Modell mit zwei Exponential-
funktionen nicht moglich. Diese wurden durch das MATLAB Skript automatisch
aussortiert. Von den angepassten IPSCs wurden noch weitere anhand von zwei
FehlermaRen (R?>0,3 und msenc <1,0) manuell aussortiert. Diese beschreiben
die Qualitat der Anpassung der Exponentialfunktionen, abh&ngig von der

Amplitude des IPSCs und dem Hintergrundrauschen.
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Aus der beschriebenen Exponentialfunktion lassen sich einige Parameter be-
rechnen: Die Abklingzeit (t) entspricht der Zeit, in der die Hohe des Signals
wieder auf 37 % vom Ursprungswert angestiegen ist. Die mittlere Ladung pro
IPSC wird durch das Kurvenintegral der Exponentialfunktionen berechnet. Die
Halbwertsbreite stellt die Halfte der Dauer dar, die ein IPSC bendtigt, um wieder
auf das ursprungliche Niveau anzusteigen. Die gemessenen Werte basieren auf
den angepassten IPSCs nach Entfernung derer an die keine Exponentialfunktion
angepasst werden konnte. Lediglich die Frequenz wurden Uber alle gemessenen
IPSCs ermittelt, da fur die Bestimmung der Frequenz eine Anpassung der Expo-
nentialfunktionen nicht relevant ist. Die Basislinie dient als Qualitdtsmerkmal. Je
weniger sich dieser Wert innerhalb einer Messung &ndert, desto verlasslicher ist
diese. Die Amplitude eines IPSCs wird aus der Differenz zwischen dem Mittelwert
eines kurzen Intervalls der Basislinie kurz vor Beginn des jeweiligen IPSCs und
dem Maximalwert an Spitze des IPSCs gemessen.

Die an die Funtionen angepassten IPSCs wurden mit dem Lilliefors-Test auf Nor-
malverteilung und im Anschluss, je nach Verteilung, mit dem t-Test oder dem
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test auf Signifikanz getestet. Mittels des Wilcoxon-
Mann-Whitney-U-Tests oder des t-Tests fiir nicht gepaarte Stichproben wurden
die Messungen auf einen signifikanten Unterschied zwischen Messungen ohne
bzw. mit LPS-Inkubation untersucht. Die Tests wurden durch ein arbeitsgruppen-
internes MATLAB Skript (7.6.0 R2008a) vorgenommen.
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2.6.4. Auswertung der tonischen Stréme

Die Auswertung der tonischen Stréme erfolgte mithilfe von Excel (Excel fur Micro-
soft 365 Version 2007). Die Rohdaten wurden aus den MATLAB Auswertungen
der intrazellularen Messungen entnommen.

Um die tonische Hemmung in Zahlen fassen zu kénnen, wurde die Basislinie vor
und nach Wirkungseintritt von Bicucullin Gber 40 Sekunden gemittelt und das Er-
gebnis in eine Excel-Tabelle eingetragen. Die Hohe der Basislinie wurde vor und
nach dem Beginn der Bicucullinwirkung verglichen.

Mithilfe des Lilliefors-Tests wurden die Daten auf Normalverteilung getestet. Ent-
sprechend des Ergebnisses wurde entweder mit dem t-Test, dem Mann-Whitney-
U-Test oder dem Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test die statistische Signifikanz
verschiedener Hypothesen untersucht. Die statistischen Tests wurden in einem
arbeitsgruppeninternen MATLAB Skript (7.6.0 R2008a) durchgeflhrt.
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3. Ergebnisse

3.1.Grundaktivitat der organotypischen Kulturen

Die verwendeten organotypischen Kulturen des Rickenmarks generieren spon-
tan Aktionspotentiale. Die Frequenz dieser Aktionspotentiale lasst sich, wie in
Abschnitt 2.4 beschrieben, elektrophysiologisch ableiten.

Von Kultur zu Kultur unterscheidet sich die Frequenz, sie weist auch innerhalb
einer Messung kein regelmaRiges Muster auf. So gibt es Phasen mit hoher Akti-
onspotentialfrequenz und Phasen, in denen wenig, bis keine Aktivitat in der Kultur
messbar ist.

Diese Phasen wechselnder Aktivitat sind in der exemplarischen Rohdatenspur in
Abb. 7 gut erkennbar. Die gemessenen Stréme sind dabei in Millivolt gegen die

Zeit aufgetragen. Jeder senkrechte Strich entspricht einem Aktionspotential.

0,2 mV|

Kontrolle 25s

‘

500 nM NO711

j= S—
e ——

T

Abb. 7: Exemplarische Rohdatenspur einer extrazellularen Messung mit
NO711

Zuerst sind die Aktionspotentiale in der Kontrollmessung, dann die der Messung
mit 50 nM NO711 und zum Schluss die der Messung mit 500 nM NO711 abge-
bildet. Die Skalen von x- und y-Achse sind rechts oben dargestellt. Die gesamte
Messung ist je Bedingung 6 Minuten lang.

“
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Gut erkennbar ist das Grundrauschen als waagerechte Linie Uber die gesamte
Zeit der Messung. Die Aktionspotentiale heben sich mit einer Hohe von ca.
0,7 mV deutlich von diesem Grundrauschen ab. Bereits erkennbar ist, dass die
Frequenz der Aktionspotentiale mit steigender NO711-Konzentration im Ver-
gleich zur Kontrollmessung abnimmt.

Fur die Auswertung der spontanen Aktivitat innerhalb der Zellkultur wurde, wie in

Abschnitt 2.6.1 beschrieben, die mittlere Aktionspotentialfrequenz jeder Kultur

berechnet.
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Abb. 8: Histogramme der Grundaktivitaten extrazellularer Messungen ohne
und mit LPS-Inkubation

Die in den Kulturen gemessenen Aktionspotential-Frequenzen sind in Bins un-
terteilt deren Breite 2 Hertz betragt. Die absolute Anzahl der Kulturen pro Bin ist
auf der y-Achse dargestellt, die steigenden Frequenzen in Hertz auf der x-Achse.
In weil3 ist die Grundaktivitat der Kulturen, welche nicht mit LPS behandelt wur-
den, dargestellt. In diesen Datensatz wurden 217 Messungen aufgenommen. Die
233 mit LPS behandelten Kulturen sind in grau aufgetragen.

Zur Klarung, ob LPS-Inkubation die Grundaktivitat der Zellkulturen beeinflusst,
wurden Kontrollkulturen ohne LPS-Inkubation sowie Kulturen nach Inkubation mit

LPS hinsichtlich der Aktionspotentialfrequenz analysiert. Die mittleren
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Aktionspotentialfrequenzen sind in den Histogrammen in Abb. 8 dargestellt. Auf
der x-Achse sind die Kulturen nach steigender Frequenz in Hertz aufgetragen.
Der grof3te Teil der gemessenen Aktionspotential-Aktivitat liegt zwischen 0-4 Hz.
Nur wenige Kulturen haben eine Grundaktivitat tber 10 Hz. Der Lilliefors-Test auf
Normalverteilung wurde auf beide Datensatze angewandt und zeigt, dass die
Messdaten nicht normalverteilt sind (p<0,05). Dies muss in den folgenden stati-

schen Auswertungen der Daten beriicksichtigt werden.
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Abb. 9: Grundaktivitat ohne und mit
LPS-Inkubation als Boxplot
25+ Die Hohe Grundaktivitat in Messun-
gen ohne LPS-Inkubation (weil3) und
mit LPS-Inkubation (grau) ist darge-

£ 20F stellt. Die y-Achse zeigt die Hohe der
e Frequenz in Hertz. Die Querstriche in
B den Boxen stellen den Median dar, die
u_E 15F B Whiskers den 1,5 fachen Interquar-
o n=217 n=233 tilabstand. n = Anzahl der Messungen
c
> 101
i)

5_

ohne LPS mit LPS

Die Histogramme der Grundaktivitaten (Abb. 8) sind in Abb. 9 als Boxplot zusam-
mengefasst, dort ist auch der Median und die Streuung der Daten abgebildet.
Der Median der Kulturen ohne LPS-Inkubation liegt bei 4,5 Hz, die Kulturen mit
LPS-Inkubation haben einen Median von 4,14 Hz. Da die Datensatze nicht nor-
malverteilt sind wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test verwendet, um zu
prifen, ob ein signifikanter Unterschied zwischen den Grundaktivitaten der Kul-
turen besteht. Mit p=0,43 lasst sich jedoch kein signifikanter Einfluss von
Entzindung auf die Grundaktivitat nachweisen.

Aufgrund der gro3en Streuung der Grundaktivitat (Abb. 8), wurden die Daten am
Median in zwei Teilgruppen unterteilt. Diese wurden erneut getrennt auf eine sig-

nifikante Anderung der Grundaktivitat durch Inflammationsinduktion mittels LPS
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untersucht (Abb. 10). So soll ausgeschlossen werden, dass durch die grolRe
Streuung ein maglicher Einfluss auf Zellen mit besonders starker oder schwacher
Grundaktivitat ibersehen wird.

Abb. 10 zeigt, dass es in der Teilgruppe der niederfrequenten Grundaktivitaten
bei der Inkubation mit LPS zu einer signifikant niedrigeren Aktionspotentialfre-
quenz kommt (Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test p=0,001). In der Teilgruppe der
Kulturen mit hochfrequenter Grundaktivitat zeigt sich bei Induktion einer Inflam-
mation jedoch keine signifikante Veradnderung der Grundaktivitat (Wilcoxon-
Mann-Whitney-U-Test p=0,8).
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Abb. 10: Grundaktivitat am Median geteilt

Dargestellt ist die absolute Frequenz der Kulturen als Boxplot. Die Frequenz in

Hertz ist auf der y-Achse aufgetragen. Aufgeteilt wurden Messungen nach LPS-
Inkubation. Ohne LPS-Inkubation in weil3, mit LPS-Inkubation in grau. Der linke
Boxplot zeigt Daten < 5 Hz, der rechte Messungen > 5 Hz. Die Whiskers stellen
den 1,5 fachen Interquartilabstand dar. Ausreil3er, die groR3er als das 1,5 fache

des Interquartilabstands sind, sind gekennzeichnet (+). Signifikante Effekte sind
gekennzeichnet (*).
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3.2.Wirkung von NO711 in Kulturen ohne und mit LPS Inkubation

Um weitere Einblicke in die Wirkung von Entztindung auf Ebene der GABAergen
Synapse zu erhalten wurde zunachst der prasynaptische GAT-1 néher unter-
sucht. Die Zugabe des GABA-Wiederaufnahme-Hemmers NO711 fuhrt dabei
durch Blockade des GAT-1-Wiederaufnahmetransporters zu einer Erhéhung der
Konzentration von GABA im synaptischen Spalt (vgl. Abschnitt 1.4). Dadurch
kommt es zu verstarkter GABAerger Wirkung an der Postsynapse und einer
nachfolgenden Verlangsamung der Aktionspotentialfrequenz in den Zellkulturen
durch Hemmung nachgeschalteter Neurone. Diese Frequenzabnahme ist abhan-
gig von der Grundaktivitat der Aktionspotentiale in den Zellkulturen, da eine hohe
Grundaktivitat eine grofRere Menge GABA im synaptischen Spalt bedingt.
Zunachst wurde einerseits gepruft, ob unterschiedliche Grundaktivitét in den Kul-
turen die Wirkung von NO711 beeinflusst und andererseits, ob niedrige und hohe
Konzentrationen von NO711 unterschiedliche Effekte haben.

Abb. 11 zeigt den Effekt, den 50 nM bzw. 500 nM NO711 auf die Aktionspotenti-
alfrequenz der jeweiligen Kultur in Abhéangigkeit von der Grundaktivitat hat. Um
den frequenzsenkenden Effekt von NO711 darzustellen, wurde die Aktionspoten-
tial-Frequenz nach Zugabe von NO711 gegeniber der Grundaktivitat der
jeweiligen Zellkultur in der Kontrollmessung normalisiert. Anhand der linearen
Regressionsgeraden in Abb. 11 lasst sich erkennen, dass, je hdher die Grundak-
tivitat der Zellkulturen, desto starker die aktivitatssenkende Wirkung von NO711.
Je steiler die Regressionsgerade abfallt, desto starker hemmt NO711 die Aktivitat
bei logarithmisch steigender Grundaktivitat.

500 nM NO711 hemmt augenscheinlich die Aktivitat starker als 50 nM NO711,
was sich am steileren Gefélle der Geraden in Abb. 11 b und d (500 nM) im Ver-
gleich zum Gefélle der Geraden in Abb. 11 a und ¢ (50 nM NO711) erkennen
lasst. Erkennbar ist, dass die Regressionsgeraden bei Kulturen, die zuvor mit
LPS behandelt wurden (Abb. 11 ¢ & d), flacher abfallen als die Regressionsge-
raden der Kulturen ohne LPS-Behandlung (Abb. 11 a & b). Dies ist sowohl in den
Messungen mit 50 nM NO711 (Abb. 11 a & c¢), als auch in den Messungen mit
500 nM NO711 (Abb. 11 b & d) erkennbar. Bei vorangegangener LPS-Inkubation
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ist die Wirkung von NO711 also augenscheinlich schwacher und weniger von der

Grundaktivitat abhéngig.
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Abb. 11: Einfluss der Grundaktivitdt auf die NO711-Wirksamkeit
Jeder Punkt stellt eine Einzelmessung dar. Die Daten wurden gegen die Grund-
aktivitat normalisiert. Dabei entspricht ein Wert von 1 einer fehlenden Hemmung
der Aktionspotentialfrequenz durch Zugabe von NO711, ein Wert von 0,5 einer
Hemmung um 50% und ein Wert von 2 einer Erhéhung um 100%. Die Grundak-
tivitat der Zellkulturen (x-Achse) ist logarithmisch aufgetragen gegen den
normalisierten Effekt (y-Achse), den 50 nM (a und ¢) bzw. 500 nM (b und d)
NO711 auf die Aktionspotentialfrequenz der jeweiligen Kulturen haben. Es wurde
jeweils eine einfach lineare Regressionsgerade anhand der Messwerte berech-
net und als Linie eingezeichnet. Es sind Kulturen ohne vorherige LPS-Inkubation
(weil3) und Kulturen mit vorheriger LPS-Inkubation (grau) dargestellt. Ausgewer-
tet wurden 104 Messungen ohne LPS-Inkubation und 120 Messungen mit
vorheriger Inkubation.

36



50 nM NO711

2.5
2 L

5

>

S5 120
12 |
5

D

©

£

(@]

=z

ohne LPS mit LPS

Abb. 12: Normalisierter Effekt von 50 nM NO711 ohne und mit LPS-Inkuba-
tion

Die Aktivitat nach Zugabe von 50 nM NO711 wurde gegen die Grundaktivitat der
jeweiligen Kultur normalisiert. So entspricht der Wert 0 einer 100%igen Hem-
mung der neuronalen Aktivitat, der Wert 0,5 einer 50%igen Hemmung und ein
Wert von 1,5 wirde eine Aktivierung um 50% darstellen. Zur besseren Anschau-
lichkeit sind die Werte fiir 0%, 50% und 100% Hemmung durch horizontale Linien
markiert. Es sind Daten ohne vorherige LPS-Inkubation (weif3) und Daten mit vor-
heriger LPS-Inkubation (grau) dargestellt. Die normalisierte Aktivitat ist auf der
y-Achse aufgetragen. Der Querstrich in der Box stellt den Median dar, die Whis-
kers den 1,5 fachen Interquartilabstand. n = Anzahl der Messungen. Signifikante
Effekte von 50 nM NO711 sind gekennzeichnet (*).

Die Beobachtung, dass NO711 nach LPS-Behandlung einen schwacheren Effekt
auf die Aktivitat im kultivierten neuronalen Netzwerk hat, wird durch Abb. 12 ver-
deutlicht und statistisch bestatigt. Es ist die normalisierte Aktivitat der Zellkulturen
nach Zugabe von 50 nM NO711 bei Zellen ohne, bzw. mit vorheriger LPS-Inku-
bation als Boxplot dargestellt. In die Auswertung mit eingeschlossen wurden 114
Messungen ohne LPS-Inkubation und 120 Messungen mit vorheriger LPS-Inku-
bation.

50 nM NO711 hemmt in Zellkulturen ohne vorherige LPS-Behandlung die Fre-
quenz der Aktionspotentiale statistisch signifikant (p=9.6766x107°). Bei

Zellkulturen, die zuvor mit LPS inkubiert wurden, zeigt sich keine signifikante
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Senkung der Frequenz (p=0,108). Jedoch ist eine grol3ere Streuung der Daten
bei Kulturen mit vorheriger LPS-Inkubation im Boxplot erkennbar. Auch am Me-
dian erkennt man, dass in den Kontrollkulturen NO711 eine starkere Wirkung
zeigt als in Zellkulturen mit induzierter Entziindung: ohne LPS-Inkubation ent-
spricht der Median (0,729) einer 27,1-prozentigen Hemmung der
Aktionspotential-Frequenz, mit LPS-Inkubation entspricht der Median (0,837) nur
einer 16,4-prozentige Hemmung der Aktionspotential-Frequenz.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine verminderte Wirksamkeit des

GABA-Wiederaufnahme-Hemmers NO711 nach Induktion von Entziindung.

3.3.Vergleich der Wirkung von Diazepam mit und ohne Entziindung

Um eine eventuelle Wirkung von LPS-Inkubation am GABA-Rezeptor nachzu-
weisen, wurde eine mogliche Anderung der Wirkung von Diazepam untersucht.
Diazepam bindet an der spezifischen Benzodiazepin-Bindungsstelle am postsy-
naptischen GABA-Rezeptor und fuhrt so zu Verstarkung der GABAergen
Wirkung auf die nachfolgenden Neurone (vgl. Abschnitt 1.6). Eine veranderte
Wirksamkeit von Diazepam durch vorherige Inkubation der Zellkultur mit LPS
kann auf eine durch Entziindung ausgeldste Veranderung direkt am GABA-Re-
zeptor hinweisen. So lassen die Messungen mit Diazepam eine Eingrenzung der

Wirkungsstelle von Neuroinflammation im Rickenmark zu.
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Abb. 13:Rohdatenspur einer extrazellularen Messung mit Diazepam
Dargestellt sind die Aktionspotentiale einer Kontrollmessung und je einer Mes-
sung mit 1,5 uM, bzw. 5 uM Diazepam. Jeder senkrechte Strich entspricht einem
Aktionspotential. Die Grof3enverhéltnisse von x- und y- Achse sind rechts oben
dargestellt. Die gesamte Messung ist je Bedingung 6 Minuten lang.

Abb. 13 zeigt zunachst exemplarische Rohdatenspuren der Messungen der
Grundaktivitdt und der Messungen mit Zugabe von Diazepam. Es ist zu erken-
nen, dass, ahnlich wie schon in Abb. 7, die Frequenz der Aktionspotentiale mit

steigender Diazepam-Konzentration abnimmt.
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Abb. 14: Einfluss der Grundaktivitat auf die Diazepam-Wirksamkeit
Jeder Punkt stellt eine Einzelmessung dar, die Daten wurden gegen die Grund-
aktivitat normalisiert. Dabei entspricht ein Wert von 1 einer fehlenden Hemmung
der Aktionspotentialfrequenz durch Zugabe von Diazepam, ein Wert von 0,5 ei-
ner Hemmung um 50% und ein Wert von 2 einer Erhéhung um 100%. Die
Grundaktivitat der Zellkulturen (x-Achse) ist logarithmisch aufgetragen gegen
den normalisierten Effekt (y-Achse), den 1,5 uM (a und c¢) bzw. 5 pM (b und d)
Diazepam auf die Aktionspotential Frequenz der jeweiligen Kulturen haben. Es
wurde jeweils eine einfach lineare Regressionsgerade anhand der Messwerte
berechnet und als Linie eingezeichnet. Es sind Kulturen ohne vorherige LPS-
Inkubation (weif3) und Kulturen mit vorheriger LPS-Inkubation (grau) dargestellt.
Ausgewertet wurden 103 Messungen ohne LPS-Inkubation und 113 Messungen
mit vorheriger Inkubation.

40



Um den Einfluss von LPS-Inkubation auf den GABA-Rezeptor naher zu untersu-
chen wurde der Effekt von 1,5 uM und 5 uM Diazepam in Abhangigkeit von der
Grundaktivitat der Zellkulturen dargestellt (Abb. 14). Dabei wurden Kontrollkultu-
ren mit Kulturen nach vorangegangener LPS-Inkubation verglichen.

Auch hier wurde die Aktionspotential-Frequenz nach Diazepam-Zugabe gegen-
Uber der Aktivitat in der Kontrollmessung normalisiert (vgl. Abb. 11).

Die Steigungen der Regressionsgeraden in Abb. 14 lassen eine Betrachtung der
Aktivitatsabhangigkeit der Diazepam-Wirkung zu. Je steiler die Gerade verlauft,
desto abhangiger ist die Wirkung von Diazepam von der Grundaktivitat. Teilab-
bildungAbb. 14 a und b stellen die Wirkung von 1,5 uM Diazepam (Abb. 14 a)
und

5 uM Diazepam (Abb. 14 b) ohne den Einfluss von LPS dar, in Abb. 14 c und d
sind die Messungen unter LPS-Einfluss gezeigt.

In Teilabbildung 14 a, der Messung des Effektes von 1,5 uM Diazepam, lasst sich
kein relevanter Einfluss der Grundaktivitat auf den Effekt von Diazepam erken-
nen, da die Gerade weder relevant abfallt noch ansteigt.

Betrachtet man die Regressionsgerade in Teilabbildung 14 b, so ist erkennbar,
dass mit steigender Grundaktivitat die Wirkung von 5 pM Diazepam etwas
schwacher wird. Je mehr Aktionspotentiale also grundsatzlich von den kultivier-
ten Zellen generiert werden, desto geringer fallt der Effekt aus, den die
frequenzsenkende Wirkung von Diazepam hat.

In den Teilabbildungen 14 c und d, den Messungen nach LPS-Inkubation, ist wie-
derrum eine Zunahme der Effektstarke bei steigender Grundaktivitat zu sehen.
Je hoher also die Grundaktivitdt der LPS-inkubierten Zellkultur ist, desto starker
ist der aktivitdtssenkende Effekt von Diazepam. Dieser augenscheinliche Unter-

schied im Vergleich zu den Kontrollkulturen wird nachfolgend néaher betrachtet.
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Abb. 15: Normalisierter Effekt von 1,5 uM Diazepam ohne und mit LPS-In-
kubation

Die Aktivitat der Kulturen nach Zugabe von 1,5 uM Diazepam wurde jeweils ge-
gen die Grundaktivitat normalisiert. Die normalisierte Aktivitat ist auf der y-Achse
aufgetragen. Dargestellt ist die Gruppe ohne LPS-Inkubation (weif3) und Mes-
sungen nach LPS-Inkubation (grau). Zur besseren Anschaulichkeit sind die
Werte fur 0 %, 50 % und 100 % Hemmung mit horizontalen Linien markiert. Der
Querstrich in der Box stellt den Median dar. Die Whiskers markieren den 1,5
fachen Interquartilsabstand. n = Anzahl der Messungen. Signifikante Effekte
sind gekennzeichnet (*).
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Der Effekt von 1,5 uM Diazepam auf die Aktivitat der Zellkulturen wurde statis-
tisch ausgewertet und in einem Boxplot-Diagramm dargestellt (Abb. 15).

In weil3 ist die normalisierte Aktivitat, das heildt die Aktionspotentialfrequenz nach
Diazepamzugabe normalisiert gegen die Grundaktivitat der Kulturen mit Zugabe
von 1,5 pM Diazepam ohne vorherige LPS-Inkubation dargestellt, in grau die
Aktivitat der Kulturen mit vorheriger LPS-Inkubation und Zugabe von 1,5 uM
Diazepam.

Erkennbar ist, dass in beiden Gruppen die Zugabe von 1,5 pM Diazepam zu einer
Senkung der Aktionspotentialfrequenz im neuronalen Netzwerk des
Ruckenmarks flhrt.

Wie schon zuvor in Abb. 12 zeigt ein Wert des Medians kleiner eins auf der y-
Achse eine Verringerung der Aktionspotential-Frequenz durch Diazepam und ein
Wert gréer eins eine Erhdéhung an. Der Median der Kulturen ohne LPS-
Inkubation liegt bei 0,861, der Median der Kulturen mit LPS-Inkubation bei 0,795.
In Kulturen mit vorheriger LPS-Inkubation fihren 1,5 uM Diazepam also zu einer
Hemmung um 20,5 % und damit zu einer um 6,6 Prozentpunkte starkeren
Hemmung als Diazepam in Kulturen ohne induzierte Entzindung. Die
Messungen wurden mithilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests auf
statistische Signifikanz untersucht. Dabei zeigt sich sowohl in den Kulturen ohne
Entzindung (p=0,0059), als auch in den Kulturen mit Entziindung (p=0,0098)
eine statistisch signifikante Senkung der Aktionspotential-Frequenz durch die
Zugabe von Diazepam. Es zeigt sich jedoch im Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe ohne LPS-

Inkubation und der Gruppe mit LPS-Inkubation.
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Um eine mogliche Wirkung von LPS-Inkubation am GABA-Rezeptor tiefergehend
zu untersuchen wurden weiterfilhrende, intrazellulare Experimente mit Diazepam
vorgenommen. So lasst sich ein moglicher Effekt von LPS auf die
postsynaptischen GABAergen Potentiale messen. Ausgewertet wurden die

Veranderung der Abklingzeit, der Halbwertsbreite und der Ladung pro IPSC.
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Abb. 16: Auswertung der intrazellularen Messungen mit 5 pM Diazepam
Abgebildet sind die Parameter Abklingzeit, Halbwertsbreite und Ladung pro
IPSC. In weil3 sind die Messungen ohne, in grau die Messungen mit LPS-Inku-
bation dargestellt. Die schwarzen Querstriche stellen die Mediane dar, die
Whiskers markieren den 1,5 fachen Interquartilsabstand. Auf der y-Achse sind
die normalisierten Parameter der IPSCs aufgetragen. Signifikante Effekte von
5 uM Diazepam sind gekennzeichnet (*). n= Anzahl der Messungen
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Die Ergebnisse sind in Abb. 16 als Boxplot dargestellt. Dabei wurden die Mes-
sungen mit Zugabe von 5 pM Diazepam gegen die jeweilige Kontrollmessung
normalisiert. Ein Zahlenwert tber eins entspricht dabei einer Vergrof3erung der
Werte des jeweiligen Parameters durch Zugabe von Diazepam, ein Zahlenwert
unter eins einer Verkleinerung. Bei intrazellularer Ableitung zeigte nur 5 uM Dia-
zepam — die hohere der getesteten Konzentrationen — einen Unterschied
zwischen den Ergebnissen ohne und mit LPS-Inkubation. Die Daten wurden mit-
hilfe des Lilliefors-Tests auf Normalverteilung untersucht. Der Effekt von
Diazepam wurde, je nach Verteilung der Datensatze vor Normalisierung, durch
den t-Test oder den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test auf Signifikanz getestet.
Unter Normalbedingungen fihren 5 uM Diazepam zu einer statistisch signifikan-
ten Vergrof3erung aller betrachteten Parameter. Der p-Wert der Abklingzeit liegt
bei 0,0453 im t-Test, bei der Halbwertsbreite ist p=0,0004 im t-Test und bei der
Ladung pro IPSC ist p=0,001 im Vorzeichen-Rang-Test. In den Messungen nach
LPS-Inkubation wird nur die Abklingzeit durch Diazepam signifikant verlangert
(p=0,0186 im W.ilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test). Bei der Halbwertsbreite ist
p=0,0761 im t-Test und damit nicht statistisch signifikant. Auch die Ladung pro
PSC zeigt bei p=0,966 keine statistisch signifikante Veranderung durch die Dia-
zepamzugabe. Getestet wurden jeweils die Parameter nach Diazepamzugabe
gegen die Kontrollmessungen vor Diazepamzugabe.

Auch die Mediane der normalisierten Daten zeigen den Unterschied zwischen
Messungen ohne und mit LPS-Inkubation: bei den Messungen ohne LPS liegt
der Median der normalisierten Abklingzeit bei 1,313, bei den Messungen mit LPS
bei 1,093. Auch bei der normalisierten Halbwertsbreite liegt der Median der Mes-
sungen mit LPS mit 1,086 tiefer als der Median der Kontrollmessungen mit 1,309.
Das gleiche Ergebnis findet sich bei der normalisierten Ladung pro IPSC, auch
hier liegt der Median ohne LPS-Inkubation bei 1,207 und mit LPS-Inkubation bei
1,036. Je weiter der Median von 1 entfernt liegt, desto grof3er der Effekt, den
5 uM Diazepam auf den jeweiligen Parameter hat. Um zu Uberprifen, ob die Be-
handlung der Kulturen mit LPS zu einem signifikanten Unterschied innerhalb der
einzelnen Parameter fuhrt, wurden die normalisierten Daten ohne und mit LPS-

Inkubation, welche im Boxplot aufgetragen sind, gegeneinander getestet.
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Lediglich die Ladung pro IPSC zeigt im t-Test fur unverbundene Stichproben ei-
nen signifikanten Unterschied zwischen Kulturen ohne bzw. mit LPS-Inkubation
(p=0,015). Die Abklingzeit ist bei p=0,06 durch LPS-Inkubation nicht signifikant
verandert, auch die Halbwertsbreite wird mit p=0,098 nicht signifikant beeinflusst.
Alle drei Datensatze sind normalverteilt.

Zusammenfassend legen die extra- und intrazellularen Daten nahe, dass die In-
kubation der Zellkulturen mit LPS zu keiner signifikanten Potenzierung der
Diazepam-Wirkung im neuronalen Netzwerk fuhrt. Entziindung scheint dabei den
GABA-Rezeptor nicht signifikant zu beeinflussen, auch die Intrazellulardaten las-
sen dies als wahrscheinlich erscheinen. Dort zeigt sich hauptsachlich eine nicht
signifikante Wirkung von Diazepam bei Zellen mit LPS-Inkubation, die jedoch
nicht durchweg signifikant schwacher als die Wirkung von Diazepam in Kontroll-

kulturen ausfallt.

3.4.Beeinflussung der Muskelaktivitat durch Entzindung und NO711

In den verwendeten Co-Kulturen von Rickenmark und Muskelzellen werden
durch die von Nervenzellen spontan generierten Aktionspotentiale auch Mo-
toneurone erregt. Die Aktivitdt der Motoneurone fuhrt zu Bewegung der
Muskelzellen. Diese Bewegung lasst sich videomikroskopisch aufzeichnen (vgl.
Kapitel 2.4).

Es stellt sich die Frage, ob nicht nur die neuronale Aktivitat (vgl. Kapitel 3.2),
sondern auch die motoneuronale Aktivitdt von LPS-Inkubation beeinflusst wird.
Dabei werden die Muskelbewegungen, die in der Region of Interest (ROI) detek-
tiert werden, gegen die Zeit aufgetragen (vgl. Kapitel 2.4). Die Frequenz wird aus
den Messungen, die eine bestimmte Schwelle Gberschreiten errechnet (vgl. Ka-
pitel 2.6.2). In Abb. 17 sind die Rohdaten einer solchen videomikroskopischen

Messung exemplarisch abgebildet.
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Abb. 17: Rohdatenspuren videomikroskopischer Messungen

Die Abbildung zeigt die Kontrollmessung ohne Zusatz, sowie die Messung mit
50 nM NO711, 500 nM NO711 bzw. 1 uM Pancuronium. Je Bedingung ist eine
340 Sekunden lange Messung dargestellt (x-Achse). Die y-Achse zeigt die Hohe
der Lumineszenzanderung als Mal} fur die Bewegung in der ROI. Jeder senk-
rechte Strich entspricht einer Lumineszenzanderung durch Bewegung. Die in
dieser Messung verwendete, manuell Gber dem Grundrauschen festgelegte
Schwelle ist als waagerechte Linie eingezeichnet.

In Teilabbildung 17 a zeigt die motoneuronale Aktivitat in der Kontrollmessung.
Teilabbildung 17 b zeigt die Muskelaktivitat nach Zugabe von 50 nM NO711 und
Teilabbildung 17 c die Aktivitat unter Einfluss von 500 nM NO711. Die Applikation
von 1 uM Pancuronium fuhrt erwartungsgemald zu einer starken Unterdriickung
der Muskelaktivitat (Abb. 17 d). In der Messung mit Pancuronium muss die Fre-
guenz der Bewegung deutlich niedriger sein als in den vorangegangenen
Messungen. Ist dies der Fall, so kann man davon ausgehen, dass die Aktivitat
der Muskelzellen Gber Motoneurone vermittelt wird und keine autonome Aktivitat

ist.
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Abb. 18: Motoneuronale Aktivitdt unter verschiedenen Bedingungen
Die y-Achse zeigt die Aktivitat in Hertz fur die Kontrollmessung (weil3), die Mes-
sung nach Inkubation mit LPS (grau), nach Zugabe von 50 nM NO711 (weil3
schraffiert) und nach Inkubation mit LPS und Zugabe von 50 nM NO711 (grau
schraffiert). Die Querstriche zeigen der Median, die Whiskers den 1,5 fachen
Interquartilabstand. n = Anzahl der ausgewerteten Messungen

Die Aktivitdt der Motoneurone wurde unter den verschiedenen gemessenen Be-
dungen aufgetragen (Abb. 18). Bei allen Bedingungen wurden 22 Messungen in
die Auswertung mit aufgenommen.

Aufgetragen ist die Kontrollmessung ohne Zugabe jeglicher Substanzen, die
Kontrollmessung nach Inkubation mit LPS und die Messungen mit 50 nM NO711
bei Zellkulturen ohne/mit induzierter Entziindung.

Der Median der Kontrollmessung ohne LPS und ohne NO711 zeigt den héchsten
Wert (0,4382 Hz). Bei allen anderen Versuchsbedingungen liegt der Wert des
Medians tiefer und zwar in folgender Reihenfolge kontinuierlich abfallend: Mes-
sung mit LPS-Inkubation (0,3794 Hz), Zugabe von 50 nM NO711 ohne vorherige
LPS-Inkubation (0,3279 Hz) und Zugabe von 50 nM NO711 nach LPS-Inkubation
(0,2603 Hz). Die Unterschiede zwischen den Messungen sind jedoch nicht sta-

tistisch signifikant.
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Abb. 19: Wirksamkeit von NO711 auf motoneuronale Aktivitat
Die Daten wurden gegeniber der Kontrollmessung normalisiert. Die normali-
sierte Aktivitat ist auf der y-Achse aufgetragen: die Messungen ohne LPS-
Inkubation (weil3) und mit vorheriger LPS-Inkubation (grau), jeweils mit Zugabe
von 50 nM oder 500 nM NO711. Der Querstrich markiert den Median, die Whis-
kers den 1,5fachen Interquartilabstand. Statistisch signifikante Effekte sind tUber
der jeweiligen Versuchsbedingung markiert (*). Ausreil3er, die gro3er als der 1,5
fache Interquartilabstand sind, sind gekennzeichnet (+). n = Anzahl der ausge-
werteten Messungen

Die Messungen wurden hinsichtlich des Effekts der GABA-Wiederaufnah-
mehemmung durch 50 nM und 500 nM NO711 jeweils ohne, bzw. mit LPS-
Inkubation genauer ausgewertet und als Boxplot dargestellt (Abb. 19). Der Effekt
von NO711 wurde dabei gegeniber der Grundaktivitat der Motoneurone norma-
lisiert.

Die Mediane der Messungen mit 50 nM NO711 liegen bei 0,761 ohne LPS-Inku-
bation und bei 0,652 mit LPS-Inkubation. Die Mediane der Messungen mit
500 nM NO711 liegen bei 0,725 ohne LPS-Inkubation und bei 0,521 mit LPS-
Inkubation. Der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test zeigt, dass sowohl der Effekt
von 50 nM NO711 (p=0,033) als auch der Effekt von 500 nM (p=0,005) ohne die

Inkubation mit LPS zu einer statistisch signifikanten Verringerung der
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motoneuronalen Aktivitat fihrt. Auch die Muskelaktivitat in Zellkulturen nach LPS-
Inkubation zeigt eine signifikante Frequenzsenkung, sowohl durch 50 nM NO711
(p=0,003) als auch durch 500 nM NO711 (p=0,022).

Testet man mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test auf einen Unterschied zwi-
schen den Messungen ohne und mit LPS-Inkubation, so lasst sich jedoch sowohl
bei den Messungen mit 50 nM NO711 als auch bei den Messungen mit 500 nM
NO711 kein signifikanter Unterschied feststellen (p=0,509 bei 50 nM, p=0,674
bei 500 nM).

Aus diesen Ergebnissen kann folgende Schlussfolgerung abgeleitet werden: in
den Zellkulturen wird die Muskelaktivitat signifikant durch die Hemmung des
GAT-1 GABA-Wiederaufnahme-Transporters verringert. Diese Verringerung wird
durch die Induktion von Entziindung mittels LPS nicht statistisch signifikant be-

einflusst.
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3.5.Einfluss von Entziindung und NO711 auf inhibitorische postsynaptische

Strome

Bei der Messung intrazellularer Strome werden spezifisch inhibitorische Potenti-
ale an der Postsynapse (IPSC), die von GABA ausgeltst werden, abgeleitet. In
Abb. 20 sind exemplarisch die Rohdatenspuren von drei intrazellularen Messun-
gen abgebildet: einer Kontrollmessung, sowie Messungen unter Zugabe von
NO711. Aufgrund der sehr kurzen Dauer der IPSCs wurde fur die Abbildung eine
Intervalldauer von einer Sekunde gewahlt. Dadurch wird die charakteristische
Form der IPSCs sichtbar. Aufféllig ist sowohl der steile Abfall als auch der unter-
schiedlich flache Wiederanstieg der einzelnen Potentiale. Trotz der kleinen
Intervalldauer sind augenscheinlich keine wesentlichen Unterschiede in der Form
der IPSCs zwischen den verschiedenen Versuchsbedingungen erkennbar, da

sich die Veranderungen im Millisekunden-, bzw. Picoampere-Bereich bewegen.

Kontrolle

50 pA[_
40 ms
NO711 50 nM

S R S A

NO711 500 nM

Abb. 20:Rohdatenspur einer intrazellularen Messung

Die Abbildung zeigt eine Kontrollmessung sowie Messungen mit 50 nM NO711
und 500 nM NO711. Die GroRenverhaltnisse sind angegeben. Je Bedingung ist

1 Sekunde Messdauer dargestellt. Die IPSCs sind durch ein senkrecht abfallen-
des und langsam wieder ansteigendes Potential erkennbar.
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Die kinetischen Eigenschaften der IPSCs lassen sich anhand verschiedener Pa-
rameter quantitativ darstellen. Ausgewertet werden die Halbwertsbreite, die
Abklingzeit, die Ladung pro postsynaptischen Strom, die Amplitude und die Fre-
quenz der IPSCs als Mittelwert von mehreren Messungen. In Tab. 5 sind die
Mittelwerte dieser Parameter der IPSCs tabellarisch unter verschiedenen Bedin-
gungen aufgetragen: die Kontrollmessungen, sowie die Werte nach Zugabe von
50 nM NO711 bzw. 500 nM NO711, jeweils ohne und mit LPS-Inkubation.

Es wurde getestet, welche Parameter durch die Zugabe von NO711 eine statis-
tisch signifikante Anderung aufweisen, diese wurden in Tab. 5 grau hinterlegt. Je
nach Verteilung der Daten (getestet mit dem Lilliefors-Test) wurde der t-Test fur
normalverteilte Daten oder der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test fur nicht normal-
verteilte Daten angewandt. Demnach verandern sich ausschliel3lich die
Parameter Halbwertsbreite und Abklingzeit nach Inkubation mit LPS signifikant.
Bei Kulturen ohne LPS-Inkubation zeigt NO711 keinen signifikanten Effekt.

Tab. 5: Mittelwerte der IPSC-Parameter mit NO711

Bedin- Kon- |50 nM 500 nM
gung Parameter trolle | NO711 |n |NO711 |n
Halbwertsbreite (ms) 11,428 | 11,889 | 27 | 11,263 | 20
Abklingzeit (ms) 23,917 | 25,040 | 27 | 23,483 |21
f:;uebzz’osr; Laung pro IPSC (pA) 0958 | 0922 |26|0843 |20
Amplitude (mV) 34,559 | 32,912 | 24 | 27,810 | 17
Frequenz (Hz) 4,678 |4,904 |22 | 3,746 17
Halbwertsbreite (ms) 12,113 | 13,086 | 17 | 13,067 | 13
mit LPS- Abklingzeit (ms) 23,963 | 25,035 | 17 | 24,265 | 13
Inkubation Ladung pro IPSC (pA) 1,014 0,909 |17 0,907 |14
Amplitude (mV) 38,648 | 33,152 | 15| 35,356 | 11
Frequenz (Hz) 9,303 |8,130 |15 |9,356 12

Ausgewertet wurden intrazellulare Messungen von Kontrollkulturen, Messungen
nach Zugabe von 50 nM NO711 und 500 nM NO711, jeweils ohne und mit LPS-
Inkubation. Gezeigt sind die Mittelwerte der Parameter. Bei den einzelnen Mes-
sungen wurden die angegebenen Parameter analysiert und aus den Ergebnissen
der angegebenen Anzahl an Messungen (n) wurde ein Mittelwert errechnet. n ist
bei den Kontrollen identisch mit den Messungen unter Zusatz von 50 nM NO711,
die Anzahl an Messungen mit 500 nM ist jedoch geringer, da sich bei einigen
Messungen die untersuchte Zelle von der Pipette |6ste. Statistisch signifikante
Unterschiede zur jeweiligen Kontrollmessung sind grau hinterlegt.
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Abb. 21: Abklingzeit und Halbwertsbreite in intrazellularen Messungen mit
500nM NO711

Dargestellt sind die gegen die Kontrollmessung normalisierten Effekte von
500 nM NO711 auf die Abklingzeit und die Halbwertsbreite ohne LPS-Inkubation
(weil3) und mit LPS-Inkubation (grau). Der Querstrich kennzeichnet den Median,
die Whiskers den 1,5 fachen Interquartilabstand. Signifikante Effekte (*) von
500 nM NO711 und Ausreil3er, die groRer als das 1,5fache des Interquartilbe-
reichs sind (+), sind gekennzeichnet. n = Anzahl der Messungen

Die Parameter Abklingzeit und Halbwertsbreite werden in Abb. 21 naher betrach-
tet. Der Effekt von 500 nM NO711 wurde gegen die Grundaktivitat normalisiert
und als Boxplot dargestellt. Ein statistisch signifikanter Effekt von 500 nM NO711
l&sst sich bei der Messung der Abklingzeit mit vorheriger LPS-Inkubation nach-
weisen (t-Test p=0,021). Auch die Halbwertsbreite wird durch 500 nM NO711
nach vorheriger Inkubation mit LPS signifikant verlangert (t-Test p=0,003). Nicht
signifikant sind die Effekte auf die Abklingzeit und die Halbwertsbreite in den Mes-
sungen ohne vorherige LPS-Inkubation. Betrachtet man die Abklingzeit, so ist
p=0,385 im t-Test. Bei der Halbwertsbreite ist p=0,709 im Vorzeichen-Rang-Test.
Testet man die normalisierten Messungen je Parameter auf einen signifikanten
Unterschied zwischen den Messungen ohne und mit LPS-Inkubation, so lasst

sich dieser nur bei der Halbwertsbreite feststellen. Hier fihrt induzierte
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Entzindung zu einer signifikant starkeren Verlangerung der Halbwertsbreite
durch NO711 (Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test p=0,013). Die Abklingzeit zeigt

keinen signifikanten Unterschied zwischen den Messungen ohne und mit LPS.

Tab. 6: Mittelwert und Standardfehler der normalisierten IPSC-Daten mit
500 nM NO711

Bedingung | Parameter n | MW SEM
Halbwertsbreite | 20 | 0,992 ms | 0,040
500 nM Abklingzeit 21 1,041 ms | 0,046
NO711
ohne LPS- Ladung pro PSC | 20 | 0,973 pA | 0,064
Inkubation | Amplitude 17 | 0,971 mV | 0,048
Frequenz 17 | 0,795 Hz | 0,094
Halbwertsbreite | 13 | 1,154 ms | 0,040
5N0£7nl'\{' Abklingzeit° 13 | 1,122 ms | 0,044
mit LPS- Ladung pro PSC | 14 | 0,965 pA | 0,077
Inkubation | Amplitude 11 | 0,909 mV | 0,058
Frequenz 12 10,869 Hz |0,113

Die Daten, welche mit Zusatz von 500 nM NO711 erhoben wurden (vgl. Tab. 5)
wurden gegen die Kontrollmessung normalisiert. Danach wurde sowohl die Mit-
telwerte (MW) als auch die Standardfehler des Mittelwerts (SEM) fur die
analysierten Parameter errechnet. n = Anzahl der Messungen (vgl. Tab. 5). Nicht-
normalverteilte Datensatze sind markiert (°).

In Tab. 6 sind die Mittelwerte aller ausgewerteten IPSC-Parameter (vgl. Tab. 5)
aufgetragen. Zusatzlich wurde jeweils der Standardfehler des Mittelwerts errech-
net. Je kleiner der Standardfehler, desto eher ist davon auszugehen, dass der
erhobene Mittelwert sehr nah am wahren Mittelwert des jeweiligen Parameters
liegt. Bei kleinen SEM kann von einer guten Qualitat der Daten ausgegangen
werden.

Zusammengefasst zeigen die intrazellularen Messungen mit NO711 einen signi-
fikanten Effekt von LPS auf die Wirkung des GABA-Wiederaufnahmehemmers
im Sinne einer verlangerten Wirkung von GABA, sichtbar gemacht durch den Pa-
rameter Halbwertsbreite. Kein Effekt zeigt sich bei der Ladung pro IPSC, der
Frequenz und der Amplitude. Eine langere Verweildauer von GABA im Extrazel-

lularraum und auch am GABA-Rezeptor ist anzunehmen.
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3.6.Einfluss von Entzindung und NO711 auf tonische Strome

Um einen eventuellen Einfluss von Entziindung auf extrasynaptische GABA-Re-
zeptoren zu ermitteln, wurden bei den intrazellularen Messungen zusatzlich die
tonischen Strome betrachtet.

Dazu wurde die Hohe der Basislinie der intrazellularen Messungen ausgewertet,
zunachst bei Zugabe von NO711 mit und ohne vorherige LPS-Inkubation und ein
zweites Mal nach zusatzlicher Zugabe von 100 uM Bicucullin, einem selektiv
kompetitiven GABAa-Rezeptorantagonisten. Bicucullin unterdriickt die GABAer-
gen Strome intra- & extrasynaptisch. Die zusatzliche Unterdrickung der
extrasynaptischen Strome, im Vergleich zu den vorhergegangenen Messungen,
lasst eine Differenzierung zwischen dem Einfluss phasischer und tonischer
GABA-Rezeptoren zu. Eine Beteiligung tonischer GABA-Rezeptoren an der
messbaren Wirkung von NO711 liegt vor, wenn die Zugabe von Bicucullin zu
einer signifikanten Anhebung der Basislinie und einer Abnahme der IPSC-Fre-
quenz fuhrt. Der tonische GABAerge Einfluss halt das gemessene Potential Uber
der Zellmembran dauerhaft niedrig. Fehlt er, kommt es zur beschriebenen He-
bung des Potentials durch den Wegfall von Chloridionenstromen uber der
Membran. Die Blockade der phasischen, intrasynaptisch sitzenden GABA-Re-
zeptoren bedingt das Fehlen der IPSCs.
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Abb. 22: Rohdatenspur einer intrazellularen Messung tonischer
GABAerger Strome

Dargestellt sind 3 Minuten einer intrazellularen Messung. Vor dem Start der
Messung wurden 500 nM NO711 und 100 uM Bicucullin zugegeben, entspre-
chend dem Messprotokoll (vgl. Abb. 6). Es kommt zu sichtbarer Hebung der
Basislinie und Wegfall der IPSCs. Der Mal3stab ist dargestellt.

Die Anhebung der Basislinie und der Wegfall der IPSCs ist in Abb. 22 durch eine
Rohdatenspur exemplarisch dargestellt. Abgebildet ist eine komplette Messung
Uber 3 Minuten. Der sigmoidale Anstieg der Basislinie ca. 100 Sekunden nach
Zugabe von 100 puM Bicucullin und das Wegfallen der negativen Potentiale wer-
den deutlich erkennbar.

Um die Basislinienveranderung der intrazellularen Messung zu quantifizieren
wurde die Hohe der Basislinie ausgewertet. Dazu wurde jeweils einmal vor und
nach dem Anstieg der Basislinie durch Wirkungseintritt von Bicucullin die Hohe
in pA ermittelt. Dazu wurde eine reprasentative, ca. 40 Sekunden langen Se-
quenz einmal vor (Zeitpunkt 1) und einmal nach (Zeitpunkt 2) dem Anstieg der
Basislinie bewertet. Die Mittelung wurde vorgenommen, da die Basislinie grund-
satzlich immer etwas in der Ho6he schwankt, durch die Mittelung wurden diese
diskreten Schwankungen ausgeglichen. Die verwendeten Sequenzen lagen je-
weils 50-70 Sekunden auseinander, je nach Lokalisation der madglichst

reprasentativen Sequenzen.
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Abb. 23: Effekt von 500 nM NO711 und 100 puM Bicucullin auf die Basislinie
intrazellularer Ableitungen mit und ohne Induktion von Entzindung
Ausgewertet wurden je 6 Messungen mit 500 nM NO711 und 100 puM Bicucullin
ohne vorherige LPS-Inkubation (weifl3) und mit vorheriger LPS-Inkubation (grau).
Abgebildet ist die Hohe der Mittelwerte der Basislinie (in pA, y-Achse) zu Zeit-
punkt 1 und 2, ermittelt jeweils vor (Zeitpunkt 1) und nach (Zeitpunkt 2) dem
Wirkungseintritt von Bicucullin.

In Abb. 23 sind die Mittelwerte der Messungen zum Zeitpunkt eins und Zeitpunkt
zwei aufgetragen. Es wurden je 6 Messungen unter Zugabe von 500 nM NO711
und 100 uM Bicucullin ohne (weil3) und mit LPS-Inkubation (grau) ausgewertet.

Bei den Messungen ohne vorherige LPS-Inkubation zeigen die Mittelwerte der
Basislinienerhéhung nur bei drei von sechs Messungen einen sichtbaren Anstieg
der Basislinie. Auch bei den Messungen mit vorheriger LPS-Inkubation ist nur bei
drei der 6 Messungen ein sichtbarer Anstieg erkennbar. Die restlichen Messun-
gen zeigen entweder nur einen schwachen Anstieg oder sogar einen Abfall der
Basislinie. Dabei ist, unabhéngig von der LPS-Inkubation, augenscheinlich keine
Regelmaligkeit erkennbar, welche Messungen einen starken Anstieg der Basis-
linie zeigen und welche nicht. Es gibt sowohl Messungen mit einer sehr niedrigen
Basislinie, als auch Messungen mit einer hohen Basislinie, welche einen Anstieg
zeigen. Um die starken Unterschiede in der Hohe des Ausgangswertes der Ba-
sislinie auszugleichen und nur die durch Bicucullin ausgeldste Steigung zu

betrachten wurden die Messungen weiter statistisch ausgewertet.
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Abb. 24: Normalisierter Effekt von 500 nM NO711 und 100 uM Bicucullin auf
die Basislinie

Die Ergebnisse aus Abb. 23 nach Wirkungseintritt von Bicucullin und NO711
(Zeitpunkt 2) wurden gegen die Werte vor Wirkungseintritt (Zeitpunkt 1) normali-
siert. Je Bedingung wurden 6 Messungen ausgewertet. Es sind die Messungen
ohne LPS-Inkubation (weil3) und Messungen mit LPS-Inkubation (grau) darge-
stellt. Der Querstrich stellt jeweils den Median dar, die Whiskers den 1,5 fachen
Interquartilabstand. Eine signifikante Hebung der Basislinie nach Bicucullin- und
NO711-Zugabe ist markiert (*). Messungen, die groRer als das 1,5 fache des
Interquartilabstandes sind, sind gekennzeichnet (+).

In Abb. 24 sind die an Zeitpunkt zwei gegen den Mittelwert der Basislinie an Zeit-
punkt eins normalisierten Daten (vgl. Abb. 23) als Boxplot dargestellt. So soll der
Einfluss von Entziindung auf die tonischen GABA-Rezeptoren naher betrachtet
werden. Aufgetragen sind die Versuchsreihen mit 500 nM NO711 und 100 pM
Bicucullin ohne LPS-Inkubation und mit LPS-Inkubation.

Mithilfe des Lilliefors-Tests wurden die Datensatze auf Normalverteilung unter-
sucht, bei p>0,05 sind beide Datensdtze normalverteilt. Die statistische
Signifikanz der Auswirkung von 500 nM NO711 und Bicucullin auf die H6he der
Basislinie wurde mithilfe des t-Tests fur verbundene Stichproben errechnet. Bei
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den Messungen ohne LPS-Inkubation ist p=0,036 und bei den Daten mit vorhe-
riger Induktion von Entziindung ist p=0,042. Somit zeigt sich, dass in beiden
Datensatzen die Zugabe von 100 uM Bicucullin zu einer signifikanten Hebung
der Basislinie fuhrt.

Der Vergleich zwischen den Datensatzen mit und ohne LPS-Inkubation ist von
Interesse, da durch diese Berechnung sichtbar wird, ob Entztindung einen signi-
fikanten Einfluss auf extrasynaptische GABA-Rezeptoren hat. Da die Datensatze
normalverteilt sind, Iasst sich fur den Vergleich der Messungen ohne und mit vor-
heriger LPS-Inkubation der t-Test fir unverbundene Stichproben anwenden.
Getestet wurde, ob sich in der Basisliniendifferenz bei Bicucullinzugabe ein sig-
nifikanter Unterschied zwischen Messungen ohne und mit vorheriger LPS-
Inkubation feststellen lasst. Die Messungen zeigen bei p=0,357 keinen signifi-
kanten Unterschied durch Entzindung in der Basisliniendifferenz nach
Bicucullinzugabe.

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass tonische GABA-Rezeptoren an der
Wirkung von GABA-Wiederaufnahme-Hemmern beteiligt sind. Jedoch konnte
kein signifikanter Einfluss von Entziindung auf die tonischen GABA-Rezeptoren

gemessen werden.
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4. Diskussion

4.1. Aussagekraft der organotypischen Kulturen des Rickenmarks

Seit vielen Jahrzehnten werden organotypische Kulturen unterschiedlicher
Gewebearten von unterschiedlichen Spezies zur Testung von Medikamentenwir-
kungen verwendet. Auch in der vorliegenden Arbeit wird das Ziel,
entziindungsinduzierte Veranderungen im Ruckenmark nachzuweisen, mithilfe
von organotypischen Kulturen verfolgt. Bereits 1947 wurde die hier gebrauchte
Technik der sogenannten ,Roller Tubes® zur Kultivierung von Nervengewebe von
Hogue beschrieben (Hogue 1947). 1981 kam es zu einer Weiterentwicklung der
Technik durch Gahwiler. Methodisch wurde dabei aul3erdem die Ableitung von
elektrophysiologischen Potentialen aus den Kulturen erganzt (Gahwiler 1981). In
der vorliegenden Arbeit wird speziell das Rickenmark in Co-Kultur mit Muskel-
gewebe betrachtet. In anderen Vertffentlichungen wird mit organotypischen
Kulturen von Cortex oder Hippocampusgewebe gearbeitet (Drexler et al. 2010,
Frahm et al. 2001).

Ein Vorteil von organotypischen Zellkulturen ist, dass durch die Kultivierung ver-
schiedener Zelltypen besonders das Zusammenspiel verschiedener Zellen und
die Aktivitat eines neuronalen Netzwerks beobachtet werden kann (Drexler et al.
2010). Far die vorliegende Fragestellung sind organotypische Kulturen nicht nur
den klassischen Zellkulturen mit nur einer verwendeten Zellreihe, sondern auch
den akuten, dickeren Gewebeschnitten tiberlegen. Die organotypischen Kulturen
weisen nur eine geringe Dicke auf (ca. 50 um), im Gegensatz zu den akuten
Zellschnitten, die oft eine Dicke von ca. 400 um aufweisen. Die geringe Dicke der
organotypischen Kulturen kommt durch die Roller-Tube-Technik zustande, durch
die sich oft nur eine einlagige Schicht aus Zellen auf den Objekttragern ausbildet
(Gahwiler 1981). Somit spielt die Gewebegangigkeit von Medikamenten eine ge-
ringere Rolle und die Wirkung tritt schneller ein als bei dickeren Schnitten (Drexler
et al. 2010). Dies lasst auch eine effizientere Versuchsdurchfiihrung zu. Durch
die Kultivierung verschiedener Zelltypen lasst sich das neuronale Netzwerk gut
darstellen, was bei der Kultivierung eines einzelnen Zelltypus nicht mdglich ist.

Doch nicht nur die Zelltypen und ihre Reaktion entsprechen in den
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organotypischen Kulturen weitestgehend dem lebenden Vorbild im zentralen
Nervensystem, auch die Auspragung der Rezeptoren lasst sich in den Kulturen
gut mit dem lebenden Tier vergleichen (Holopainen & Lauren 2003). Zudem glei-
chen die gemessenen Aktionspotentialfrequenzen in organotypischen Kulturen
anndhernd den Frequenzen in vivo (Hentschke et al. 2005). Es ist also davon
auszugehen, dass die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Veranderungen
durch Entziindung im neuronalen Netzwerk organotypischer Kulturen sich auch
im in vivo Modell finden lie3en. Die Ergebnisse lassen somit sehr genaue Ruck-
schlisse darauf zu, wie sich die GABA-Wiederaufnahme durch GAT-1 an der
GABAergen Synapse unter Inflammation verandert.

Jedoch sind die Ergebnisse nicht ohne weiteres mit in vivo Experimenten oder
an anderen Spezies vorgenommenen Messungen vergleichbar. In einer Studie
von Zhang et al wurde an sensiblen Neuronen des Menschen gezeigt, dass Ent-
zindung vor allen Dingen die Wirkung von GABA an hochaffinen,
extrasynaptischen (tonischen) GABA-Rezeptoren potenziert. Dieser Effekt wurde
in der Studie auch in sensiblen Neuronen der Ratte nachgewiesen. Bei niederaf-
finen Rezeptoren und den entstehenden tonischen Strémen hingegen differieren
die Ergebnisse der Studie zwischen den Spezies. Die humanen Zellen werden
durch ein Chlorid-Konzentrationsgefalle starker hyperpolarisiert als die Neurone
der Ratten, in denen vor allen Dingen Natrium- und Kaliumkanéle eine Verédnde-
rung des Membranpotentials hervorrufen. Aul3erdem sind beim Menschen die
GABAergen Strome durchschnittlich langsamer als bei der Ratte (Zhang et al.
2015). Einige Ergebnisse aus Kulturen von tierischen Zellen &hneln also denen
menschlicher Neuronen, jedoch sind definitive Rickschlisse nur bei direkter Ge-
genuberstellung vergleichender Experimente an tierischem und menschlichem
Gewebe moglich. Die Beobachtungen der vorliegenden Arbeit lassen somit zwar
keine direkten Ruckschlisse auf das menschliche ZNS zu, sie kdnnen aber Hin-
weise auf die Vorgénge bei Entziindungen im Nervensystem liefern und damit

richtungsweisend fur weitergehende Untersuchungen sein.
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4.2. Induktion von Inflammation in Zellkulturen

In experimentellen Sepsismodellen wird haufig die Inkubation mit LPS zur Ent-
zundungsinduktion genutzt. Sie fiuhrt in organotypischen Kulturen zu einer
Aktivierung der Mikroglia und einer signifikanten Konzentrationserh6hungen von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-18 oder TNF-a (Gao et al. 2014). Auch in
Ruckenmarkkulturen lasst sich eine signifikante Konzentrationserhohung proin-
flammatorischer Zytokine (INF-y & IL-8) nach LPS-Inkubation nachweisen
(StreiBenberger 2018). Auch periphere Entziindung kann eine Erh6hung proin-
flammatorischer Zytokine im ZNS auslésen. Dies wurde anhand von Ratten
gezeigt, bei denen durch 2,4,6-Trinitrobenzolsulfonséure eine intestinale Entzin-
dung verursacht wurde. Dadurch kam es in nachfolgend angefertigten
Hippocampus-Kulturen zu erhdhten TNF-a-Konzentrationen und erhoéhter
Mikroglia-Aktivierung (Riazi et al. 2008). Bisher ist jedoch nur wenig tber die Wir-
kung von Entziindung auf spinale Neurone bekannt.

Es gibt unterschiedliche Moglichkeiten, um in Zellkulturen eine Entziindung aus-
zulésen. Eine 2019 erschienene Arbeit vergleicht die Wirkung von LPS mit der
von Zytokinen auf die GABAergen Strome in organotypischen Ruckenmarkskul-
turen. Dabei fiihrte die Inkubation mit LPS zu geringeren Effekten auf die Aktivitat
des neuronalen Netzwerks als die Zugabe einer Mischung aus proinflammatori-
schen Zytokinen (Giacco et al. 2019). Auch die Zugabe von einzelnen
proinflammatorischen  Zytokinen, wie z.B. IL-1§ (Avramescu 2016),
TNF-a oder IL-6 (Kawasaki et al. 2008) wurde von einigen Arbeitsgruppen ge-
nutzt, um eine Entzindung in Zellkulturen hervorzurufen. Die verschiedenen
Zytokine zeigen dabei unterschiedliche Auswirkungen auf die kultivierten Neu-
rone und ihre Rezeptoren. So wirkt IL-6 eher auf GABAerge und glycinerge
Strome, wahrend TNF-a eher AMPA- oder NMDS-induzierte Strome beeinflusst.
Lediglich IL-1B scheint einen Einfluss auf alle vier betrachteten Signalwege zu
haben (Kawasaki et al. 2008).

Die Auspragung der Reaktion des kultivierten neuronalen Netzwerks auf die In-
kubation mit LPS &ahnelt, den Zytokinkonzentrationen nach zu urteilen, der
Auspréagung der Reaktion im ZNS bei in vivo peripher induzierter Entziindung.

Bei der Induktion von peripherer Entzindung im Gastrointestinaltrakt kommt es
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zu einem signifikanten, 1,3 fachen Anstieg der TNF-a Konzentration im Hippo-
campus (Riazi et al. 2008). Auch bei Inkubation mit LPS kommt es in den
Zellkulturen zu einem signifikanten Anstieg der TNF-a Konzentration, der sich
jedoch in der Hohe zwischen verschiedenen Veroffentlichungen unterscheidet.
Dabei kommen die Ergebnisse, die durch Inkubation von Rickenmarkskulturen
mit LPS erzielt wurden mit einem TNF-a Konzentrationsanstieg um das 2,75
fache (Streil3enberger 2018) und die Ergebnisse von Gao et al. in Hippocampus-
kulturen mit einem 2,14 fachen TNF-a Anstieg (Gao et al. 2014) dem von Riazi
beschriebenen, 1,3 fachen TNF-a Konzentrationsanstieg am nachsten (Riazi et
al. 2008). Andere Vertffentlichungen legen einen deutlich starkeren, ca. 12 fa-
chen Anstieg der Zytokinkonzentration in den Zellkulturen durch LPS-Inkubation
nahe (Giacco et al. 2019). Beim Vergleich der Ergebnisse muss jedoch auch die
Dauer der Inkubation, die gewahlte LPS-Konzentration, sowie der Zeitpunkt der
Messungen und der verwendete Gewebetyp beachtet werden. Die in der vorlie-
genden Arbeit gewahlte Inkubationsdauer von 18 Stunden liegt zwischen den von
Gao und Giacco gewahlten Zeiten. Gao et al. verwendeten eine dreifach héhere
LPS-Konzentration, jedoch lediglich 30 Minuten Inkubationszeit, um eine akute
Entztndung im Hippocampus zu simulieren (Gao et al. 2014). Giacco et al. ver-
wendeten eine dreifach niedrigere Konzentration und werteten sowohl die
neuronale Aktivitat im Ruckenmark nach 6 Stunden als auch nach 24 Stunden
aus. Dabei wurde nach 24 Stunden Inkubationszeit jedoch kein grol3erer Effekt
als nach 6 Stunden festgestellt (Giacco et al. 2019). Da die Ergebnisse der Studie
von Giacco bezogen auf den TNF-a Konzentrationsanstieg deutlich von den von
Streil3enberger erhobenen Daten differieren, scheint eine héhere LPS-Konzent-
ration nicht automatisch eine starkere Entziindungsreaktion zu bedingen.

Eine weitere Moglichkeit Neuroinflammation auszuldsen ist, wie schon von Riazi
et al. durchgefluhrt, die periphere Induktion einer Entziindung am lebenden Ver-
suchstier mit einer darauffolgenden Entnahme und Untersuchung von
Nervengewebe (Riazi et al. 2008). Diese Methode fuihrt zu einem nattrlichen Ab-
lauf der Entzindung in vivo und bertcksichtigt auch den Aspekt der explizit
peripher und nicht zentral ausgeldsten Neuroinflammation. Jedoch ist sie flur da-

rauffolgende elektrophysiologische Messungen weniger praktikabel als die
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Verwendung von Zellkulturen. Durch die Induktion der Entziindung direkt in den
organotypischen Kulturen kénnen die Messungen standardisierter und effizienter
durchgefuhrt werden.

Insgesamt lasst sich zusammenfassen, dass die Inkubation mit LPS eine gute
Maglichkeit darstellt, in organotypischen Kulturen eine Entziindung hervorzuru-
fen, wenn auch die Starke der Entziindungsreaktion nicht einheitlich auszufallen
scheint. Die Zugabe von LPS gibt den Zellen in der Kultur die Mdglichkeit, selbst
Zytokine zu produzieren und bildet so einen wichtigen Teil der Entzindungs-

kaskade in den Kulturen ab.

4.3. Entziindung vermittelt Veranderungen im neuronalen Netzwerk

Dass Entziindung in verschiedenster Weise das ZNS beeinflusst ist mittlerweile
bekannt, so wird z.B. in der Alzheimer-Forschung, in der Forschung zu Multipler
Sklerose oder auch zu Parkinson eine Beteiligung von Inflammation an den Er-
krankungen angenommen und intensiv erforscht (Chitnis, 2017).

Auch welche Veranderungen sich im ZNS bei Entziindung zeigen ist Gegenstand
aktueller Forschung. Erforscht wurden Verédnderungen an verschiedenen Gewe-
betypen, von Cortex, Uber Hippocampus, als auch am hier verwendeten
Ruckenmark (siehe Kapitel 1.1). Relevant fir die vorliegende Arbeit ist, dass
Neuroinflammation zu einer Hypersensibilitdt gegentber Anasthetika fihrt (Monk
et al. 2005, Sessler et al. 2012).

Die meisten Anasthetika wirken hauptsachlich tber Modulation der GABAergen
Signalweiterleitung (Antkowiak & Rammes 2019). Eine Veranderung der Wirk-
samkeit bei Sepsis ist also mit grol3er Wahrscheinlichkeit auf eine Veréanderung
im GABAergen System durch die Entziindung zurtickzufiihren. Wie genau jedoch
die Anasthetika-Hypersensibilitdt zustande kommt, ist bisher nicht erforscht. Es
sind Veranderungen an mehreren Stellen im GABAergen System denkbar, bei-
spielsweise eine Modulation am GABAergen Rezeptor, an der Synapse oder am
Transmitterangebot. Zu keiner der Mdglichkeiten gibt es bisher ausfuhrliche For-
schungsergebnisse, die eine eindeutige Ursache der Hypersensibilitdt darlegen

wilrden.
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Hier soll nun zunachst darauf eingegangen werden, wie sich die Aktivitat des
neuronalen Netzwerks im Rickenmark andert, wenn eine Entziindung induziert
wird. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die Inkubation mit LPS
lediglich Kulturen mit niedriger Grundaktivitat signifikant beeinflusst, indem die
Aktionspotentialfrequenz im neuronalen Netzwerk reduziert wird (Abb. 10). Diese
Frequenzreduktion kann durch eine Erhéhung GABAerger Strdme zustande
kommen.

Die Beobachtung, dass LPS einen eher geringen Einfluss auf die Grundaktivitat
von neuronalen Netzwerken hat, deckt sich in Teilen mit verdffentlichten Ergeb-
nissen anderer Arbeitsgruppen. Von Giacco et al. wurden &hnliche Experimente
mit LPS-Inkubation an organotypischen Ruckenmarkkulturen durchgefuhrt. Da-
bei zeigt sich, dass bei alleiniger Zugabe von LPS zu den Kulturen kein Effekt auf
die GABAergen Stréme auftritt (Giacco et al. 2019). Fur die unterschiedlichen
Ergebnisse gibt es jedoch eine mogliche Erklarung: in der vorliegenden Arbeit
wurde nicht nur eine dreifach héhere LPS-Dosierung verwendet, sondern es wur-
den zuséatzlich aus den Kulturen Subgruppen mit niedriger und hoher
Grundaktivitat gebildet und eine Auswertung des Effekts von LPS-Inkubation auf
die einzelnen Subgruppen vorgenommen.

Andere Veroffentlichungen legen nahe, dass LPS durchaus einen messbaren
Einfluss auf die GABAerge Aktivitat im ZNS hat. So stellten Hellstrom et al. fest,
dass nach 7 Tagen LPS-Inkubation — &hnlich wie in den vorliegenden Ergebnis-
sen — sowohl das Membranpotential als auch die Frequenz der in den Kulturen
gemessenen Aktionspotentiale sank (Hellstrom et al. 2005). Gezeigt wurde der
Effekt an Hippocampus-Zellkulturen, in der vorliegenden Arbeit wurden Riicken-
markkulturen verwendet. Aufgrund unterschiedlicher Rezeptor-Auspragungen in
den verschiedenen Nervengeweben sind die Ergebnisse deshalb nicht 1:1 ver-
gleichbar. Die Ergebnisse zeigen jedoch, dass an unterschiedlichen Stellen des
ZNS &hnliche Auswirkungen von induzierter Entziindung auftreten kdnnen.
Bedenkt man, dass LPS zu einer signifikanten Erh6hung der Zytokinkonzentra-
tion im ZNS fuhrt, so kann man auch Ergebnisse, welche mit direkter Zugabe von
Zytokinen erzielt wurden, bis zu einem gewissen Grad mit den durch LPS her-

vorgerufenen ZNS-Veranderungen vergleichen.
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Die Zugabe von IL-1p fUhrt in Hippocampus-Kulturen zu einer erhéhten Oberfla-
chenexpression des GABAa-Rezeptors (Serantes et al. 2006).

TNF-a bewirkt in spinalen organotypischen Zellkulturen eine signifikante Fre-
guenzabnahme der IPSCs, Amplitude und Abklingzeit blieben dabei jedoch —im
Gegensatz zu den vorliegenden Ergebnissen — unbeeinflusst (Zhang et al. 2010).
Der Unterschied in den Ergebnissen ist moglicherweise darauf zurtckzufihren,
dass durch LPS eine komplexere Entziindungsantwort ausgeldst wird als durch
ein einzelnes Zytokin.

Extrazellulare Messungen zeigen in der vorliegenden Arbeit, dass durch Inkuba-
tion mit LPS die neuronale Grundaktivitit herabgesetzt wird. Mit diesen
Ergebnissen vereinbar ist die intrazellular gemessene, vermehrte Inhibition der
neuronalen Strome. Entziindung erhoht dabei die Aktivitat der hemmenden
GABAergen Interneurone, dies wird an der bei LPS-Inkubation erhéhten Fre-
quenz der IPSCs sichtbar (Tab. 5). AuRerdem wird die Kinetik am GABA-
Rezeptor verandert, indem die Abklingzeit eines einzelnen Potentials signifikant
verlangert wird (Abb. 21). Die signifikant verlangerte Abklingzeit lasst auf eine
langsamere Abdiffusion von GABA vom GABA-Rezeptor schlie3en. Die Beendi-
gung des Signals am GABA-Rezeptor wird durch die Wiederaufnahme von
GABA in die Prasynapse eingeleitet, deshalb kénnen die GABA-Wiederaufnah-
metransporter zu der verlangerten Abklingzeit beitragen.

Die Induktion einer Entziindung in organotypischen ZNS-Kulturen fiihrt zusam-
mengefasst zu einer Neuroinflammation mit daraus resultierender neuronaler
Aktivitatsminderung durch gesteigerte Aktivitat des GABAergen Systems. Die ge-
steigerte GABAerge Aktivitat wird durch verschiedene Mechanismen ausgeldst.
N&her betrachtet werden muss die Funktionsweise der GABA-Wiederaufnah-

metransporter unter Inflammation.

4.4. GABAa-Rezeptor und GAT-1 als mdgliche Angriffspunkte fur Inflammation

Um den Angriffspunkt von Entziindung naher einzugrenzen, wurden in der vor-
liegenden Arbeit Messungen mit Diazepam durchgefuhrt, welches an den
GABAAa-Rezeptor bindet und die hemmende Wirkung von GABA verstéarkt. Die

extrazellularen Messungen mit Diazepam zeigen eine leichte, statistisch jedoch
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nicht signifikante Potenzierung der Medikamentenwirkung in Kulturen mit indu-
zierter Entzindung (Abb. 14, Abb. 15). Dieser Effekt ist in den intrazellularen
Messungen nicht nachzuweisen, hier fihrt die Inkubation mit LPS eher zu einer
Abschwachung der Wirkung von Diazepam (Abb. 16).

Der Unterschied zwischen extra- und intrazellularer Ableitung kann dadurch zu-
stande kommen, dass in einer einzelnen Zelle der Effekt der Droge geringer
messbar ist als im gesamten neuronalen Netzwerk.

Die intrazellular gemessene, schwéachere Diazepam-Wirkung ist zu erkennen an-
hand der Parameter Abklingzeit, Halbwertsbreite und Ladung pro IPSC.
Diazepam fuhrt zu einer VergroRerung und Verlangerung der Parameter, dieser
Effekt fallt in Kulturen mit LPS-Inkubation im Vergleich zu Kontrollkulturen deut-
lich schwacher aus. Die potenzierte Wirkung von Diazepam im neuronalen
Netzwerk ist also nicht allein durch eine Wirkung von LPS-Inkubation auf den
GABA-Rezeptor zu erklaren. Es muss demnach einen anderen Mechanismus
geben, der dazu fihrt, dass Diazepam eine veranderte Wirksamkeit in entziinde-
ten Zellkulturen zeigt. Denkbar ist eine Veranderung der GABA-Wiederaufnahme
in die Prasynapse. So stiinde mehr GABA im synaptischen Spalt zur Verfigung
und Diazepam konnte als positiv allosterischer Modulator durch die erhdhte
Transmitterkonzentration eine erhéhte Wirksamkeit erreichen. Um diese Hypo-
these genauer zu untersuchen, stand in der vorliegenden Arbeit die
Untersuchung des GAT-1 im Vordergrund.

GAT-1 wird im gesamten Ruckenmark exprimiert, vor allem im Hinterhorn und in
den Astrozyten. Der Transporter ist hauptverantwortlich fir die Terminierung der
GABAergen tonischen Inhibition (Yadav et al. 2015). Das in der vorliegenden Ar-
beit verwendete NO711 ist selektiv wirksam an GAT-1 (Borden et al. 1994).
Kommt es durch Blockade oder Modulation am Transporter zu einer geringeren
Transportkapazitat, verweilt GABA langer im synaptischen Spalt und die hem-
mende Wirkung des Transmitters bleibt langer bestehen. Medikamente, welche
eine Verstarkung der GABAergen Wirkung als Wirkmechanismus aufweisen,
kénnen so eine hohere Wirksamkeit erreichen. Eine Veranderung des GAT-1
durch Entziindung kénnte so die in der Literatur beschriebene Anasthetika-Hy-

persensibilitat erklaren (Monk et al. 2005, Sessler et al. 2012).
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Bei extrazellularen Messungen fuhrt NO711 in Kulturen mit induzierter Entzin-
dung zu einer geringeren Reduktion der Netzwerkaktivitat als in Kontrollkulturen
(Abb. 12). Diese unter Entziindungsbedingungen veréanderten NO711-Wirksam-
keit lasst auf eine Veranderung des GAT-1 Transporters schlie3en.
Intrazellulare Messungen unter Zugabe von NO711 geben Aufschluss tber die
Kinetik der inhibitorischen postsynaptischen Potentiale am GABA-Rezeptor. Es
kommt bei den spontanen IPSCs zu einer signifikant erhdhten Abklingzeit und
Halbwertsbreite durch NO711 bei Kulturen mit vorheriger LPS-Inkubation (Abb.
21). Ohne die Inkubation mit LPS fuhrt NO711 zu keiner signifikanten Veréande-
rung der Parameter. Die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen fallen in diesem
Punkt anders aus, bei Zugabe von 20 uM NO711 zu Hippocampus-Kulturen ohne
induzierte Entzindung kommt es zu einer Verlangerung der Abklingzeit der
IPSCs (Keros & Hablitz 2005). Die Differenz der Ergebnisse kann sowohl durch
den unterschiedlichen verwendeten Gewebetyp und die hhere NO711 Konzent-
ration zustande kommen als auch durch die starke Streuung der vorliegenden
Daten (Abb. 21).

Die Parameter Amplitude und Frequenz der IPSCs erfahren keine signifikante
Veranderung durch NO711 oder LPS-Inkubation. Es ist also davon auszugehen,
dass die beobachtete vermehrte GABAerge Wirkung nicht durch eine erhdhte
Produktion und Ausschittung des Transmitters an der Prasynapse zustande
kommt, denn dies héatte sich durch eine Erh6hung der IPSC-Amplitude bei LPS-
Inkubation gezeigt.

Die Ergebnisse sind durch eine Wirkung von LPS am GAT-1 zu erklaren: wenn
die Funktion des GAT-1 durch Entziindung eingeschrankt wird, kann es zu einer
erhéhten Konzentration von GABA im synaptischen Spalt kommen. Die erhohte
Konzentration fihrt allein noch zu keiner deutlichen Veradnderung der neuronalen
Netzwerkaktivitat, dies ist zu erkennen, wenn man die extrazellular gemessenen
Grundaktivitditen ohne und mit LPS-Inkubation vergleicht (Abb. 9). Erst die Zu-
gabe des GAT-1 Blockers NO711 macht die Wirkung von Entziindung auf den
Transporter sichtbar. Die zusatzliche Beeinflussung des Transporters durch LPS-
Inkubation fuhrt dazu, dass die Zugabe von NO711 in diesen Kulturen — im Ver-

gleich zu den Kontrollkulturen mit NO711 — ein langsameres Abklingen und eine
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Verbreiterung der IPSCs hervorruft (Abb. 21). GABA verweilt also langer im sy-
naptischen Spalt und diffundiert langsamer vom GABA-Rezeptor ab. Auch die
bei Inflammation abgeschwachte Wirkung von NO711 im neuronalen Netzwerk
(Abb. 12) ist mit dieser Hypothese erklarbar. In den Messungen ohne LPS-Inku-
bation kann NO711 seine volle Wirkung entfalten. Die Inkubation mit LPS fuhrt
allein schon zu einer diskreten Blockade des GAT-1, die zusatzliche Wirkung von
NO711 verursacht dadurch keinen signifikanten Unterschied mehr im Vergleich
zur Kontrollimessung. Durch die milde Beeinflussung des GAT-1 durch LPS wird
die Wirksamkeit von NO711 direkt an der Synapse verstarkt, im neuronalen Netz-
werk jedoch abgeschwacht.

Die verminderte Wirkung von NO711 kann jedoch auch durch eine verminderte
Expression oder eine veranderte Transportfahigkeit von GAT-1 ausgelost wer-
den, auch eine Verédnderung der Bindungsstelle von NO711 ist denkbar.
Inflammation kénnte auch zu einer verminderten Ausschittung von GABA fih-
ren. Dies ware bei der Zugabe von LPS zu den Kulturen jedoch durch eine héhere
Grundaktivitat in den Zellkulturen mit Inflammation im Vergleich zu den Kontroll-
kulturen und einer verminderten Amplitude der IPSCs aufgefallen. Die
Zellkulturen zeigen nach Induktion einer Entzindung jedoch eine niedrigere
Grundaktivitat und die Amplitude bleibt unverandert (Tab. 5).

Es gibt Hinweise darauf, dass Neuroinflammation zu einer Hochregulation der
Expression von GAT-1 im ZNS von Ratten fuhrt (Su et al. 2015). Andere Vero6f-
fentlichungen weisen auf eine verminderte Expression von GAT-1 bei Ratten mit
induzierter Neuroinflammation hin (Agusti et al. 2017). In den vorliegenden Er-
gebnissen zeigt der selektive GAT-1-Blocker NO711 bei Entzindung eine
schwachere Wirksamkeit auch in hohen Konzentrationen, eine verminderte Ex-
pression des Transporters kdnnte dies erklaren. Bei vermehrter Expression von
GAT-1 ware eine starkere Wirksamkeit des GABA-Wiederaufnahmeblockers zu
erwarten gewesen. Eine verminderte Expression hingegen wirde dafir sorgen,
dass die hohe NO711-Konzentration weniger stark wirken kann. Wenn weniger
Transporter gehemmt werden, féllt die Wirkung der GAT-1 Blockade im Vergleich

zu den Kontrollkulturen geringer aus.
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Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist davon auszugehen, dass Entziindung
die Funktion des GAT-1 im Ruckenmark einschrankt. Diese Funktionseinschrén-
kung ist allein jedoch nicht als signifikanter Unterschied in der Signalweiterleitung
messbar. Erst bei zusatzlicher Einflussnahme auf das GABAergen Systems fluhrt
die eingeschrankte Funktion des Transporters zu veranderter Wirkstéarke der zu-

gegebenen Substanzen.

4.5. Die Veranderung motoneuronaler Aktivitat durch Inflammation

Um neben den Veranderungen des neuronalen Netzwerks, auch etwaige Veran-
derungen der aus dem Netzwerk weitergeleiteten Signale zu untersuchen, wurde
die motoneuronale Aktivitat betrachtet. Die Aktivitat der Motoneurone wird von
der Aktivitat des neuronalen Netzwerks beeinflusst. Wenn man davon ausgeht,
dass sich die motoneuronale Aktivitat proportional zur neuronalen Netzwerkakti-
vitat verhalt, so musste die aufgezeichnete Muskelaktivitdt eine ahnliche
Veranderung durch LPS-Inkubation zeigen, wie die Veranderung, die die Aktivitat
des neuronalen Netzwerks erféhrt.

Wie erwartet wird die neuronal gesteuerte Muskelaktivitdt durch Blockade des
GAT-1 durch NO711 signifikant reduziert (Abb. 19). Dies gilt fir Experimente
ohne und mit LPS-Inkubation. Um auszuschlieRen, dass auch die Aktivitat auto-
nom beweglicher Muskelfasern aufgezeichnet wird, wurde in jeder Kultur eine
Kontrollmessung mit Pancuronium, einem nicht-depolarisierenden Muskelrelax-
ans durchgefihrt.

Betrachtet man die Wirkung von Entziindung auf die motoneuronale Aktivitét, so
ist der Effekt von LPS-Inkubation — wie auch in der Grundgesamtheit der extra-
zellularen Messungen — nicht statistisch signifikant (Abb. 18).

Wahrend in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Einfluss von Entziindung
auf Motoneurone nachweisbar ist, zeigen Veroffentlichungen anderer Arbeits-
gruppen deutliche Effekte von Neuroinflammation auf die motoneuronale
Signalweiterleitung. So zeigen Ratten, bei denen im Gastrointestinaltrakt eine
Sepsis ausgeldst wurde, eine motoneuronale Aktivitatsminderung und Degene-
ration. Dazu wurde eine ZoOkumligatur und Punktion durchgefihrt und

nachfolgend Motoneurone einem repetitiven Reizimpuls ausgesetzt. Es zeigt sich
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im Vergleich zur Kontrollgruppe eine herabgesetzte Erregbarkeit der Motoneu-
rone, die auch nach Rickgang der Sepsis noch wochenlang nachweisbar war
(Nardelli et al. 2013, Nardelli et al. 2016).

Auch grof3flachige Verbrennungen kénnen zu einer systemischen Entzindung
fuhren, unter diesen Bedingungen scheint es bei der Maus zur Proliferation und
Aktivierung von Mikroglia mit Zytokinfreisetzung zu kommen. Dies flhrt zur De-
generation von motoneuronalen Synapsen im Rickenmark (Ma et al. 2019). Im
Zellkulturmodell konnte zudem gezeigt werden, dass Kulturmedium, in welches
von Mikroglia Zytokine freigesetzt wurden, bei Zugabe zu Motoneuronen die kul-
tivierten Motoneurone absterben lasst (Yang et al. 2016).

In den hier verwendeten Co-Kulturen des Rickenmarks fehlen vergleichbare sig-
nifikante Effekte von LPS-Inkubation auf die Muskelaktivitat. Dies kann mehrere
Grunde haben: zum einen ist die Anzahl an Versuchswiederholungen vergleichs-
weise klein und die Streuung der Ergebnisse relativ grofl3, zum anderen differieren
die Methoden um eine Entziindung auszuldsen zwischen den Verdffentlichungen
und der hier verwendeten Inkubation mit LPS. Bei differenzierter Auswertung ei-
ner gréReren Anzahl an Versuchswiederholungen konnte die statistisch nicht
signifikante Beobachtung, dass LPS hemmend auf die Grundaktivitat der Mo-
toneurone wirkt vielleicht Signifikanzniveau erreichen. Auch wurden in der
vorliegenden Arbeit lediglich spontane Muskelaktivitdit gemessen und nicht die
Auswirkung repetitiv ausgeltster Reize (Nardelli et al. 2013, Nardelli et al. 2016).
Auch die Art der Aufzeichnung der Muskelaktivitat kann zu den Unterschieden in
den Ergebnissen beigetragen haben. So lassen die durchgefihrten Messungen
lediglich eine Aussage uber die Aktivitat einiger Muskelfasern im aufgezeichne-
ten Fenster zu, nicht jedoch Uber die durchschnittliche motoneuronale Aktivitét in
der gesamten Co-Kultur. Nimmt man an, dass bei Entzindung die Gesamtzahl
funktionierender Motoneurone abnimmt, kann es auch bei gleichbleibender Akti-
vitat je Motoneuron innerhalb einer Messung insgesamt zur beschriebenen
Muskelschwache bei Sepsis kommen (Nardelli et al. 2016). Dabei kann die Aus-
wahl sichtlich beweglicher, gut darzustellender Muskelfasern zu einem
Selektionsbias gefuhrt haben, durch welches eine mdgliche Reduktion der An-

zahl beweglicher Muskelfasern in Kulturen nach LPS-Inkubation verdeckt wurde.
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Zusammengefasst wird die Frequenz des motoneuronalen Outputs durch Blo-
ckade des GAT-1 vermindert. Dies wird durch die Induktion von Entziindung nicht

signifikant beeinflusst.

4.6. Der Einfluss von Inflammation auf GABAerge tonische Inhibition

Allgemeinanésthetika vermitteln ihre Wirkung hauptsachlich tber Erh6hung der
tonischen Inhibition im ZNS (Chiara et al. 2016). Fur die Regulierung der toni-
schen Inhibition sind neben der GABA-Synthese (Fatemi et al. 2005)
hauptsachlich GAT-1 und GAT-3 verantwortlich (Yadav et al. 2015). GAT-3 wird
vor allem auf Gliazellen exprimiert (Galvan et al. 2006), wahrend GAT-1 sowohl
prasynaptisch auf GABAergen Neuronen im Rickenmark (Daemen et al. 2008)
als auch auf nicht-GABAergen Neuronen zu finden ist (Zhuo et al. 2011). Es ist
davon auszugehen, dass GAT-1 sowohl durch die grol3ere Verbreitung, als auch
durch die hohere Effizienz hauptverantwortlich fur die Elimination von GABA im
Extrazellularraum ist. Diese Annahme wird durch eine Studie an Rickenmarks-
kulturen von Ratten bestatigt: die tonische Inhibition wird durch alleinige
GAT-1, nicht jedoch durch alleinige GAT-3 Blockade erhoht (Yadav et al. 2015).
Eine Funktionseinschrankung am GAT-1 durch Inflammation kann also auch
durch eine veranderte tonische Inhibition sichtbar werden. Publizierte Ergebnisse
zeigen eine verminderte Expression des GAT-1 bei Ratten mit induzierter Neu-
roinflammation (Agusti et al. 2017). Wenn durch Inflammation die Expression von
GAT-1 herabgesetzt wird, ware zu erwarten, dass NO711 weniger stark wirkt und
eine erhohte tonische Inhibition in den Zellkulturen messbar ist. Bereits in Kapitel
4.4 wurde eine abgeschwachte Wirksamkeit von NO711 bei induzierter Entzin-
dung beschrieben. NO711 zeigt sowohl ohne als auch mit vorheriger LPS-
Inkubation einen signifikanten Einfluss auf die tonische Inhibition (Abb. 23). Je-
doch zeigt sich in den Messungen kein signifikanter Unterschied zwischen den
Kulturen mit Inflammation und den Kontrollkulturen. Dies kann an der niedrigen
Anzahl an Experimenten und an der hohen Variabilitat der Zellaktivitat liegen.

In der Literatur sind unterschiedliche Effekte von NO711 auf die tonische Inhibi-
tion beschrieben: in Hippocampus-Kulturen hat NO711 eine verstarkende

Wirkung auf die tonische Inhibition (Nusser & Mody 2002), im Neocortex war
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dagegen keine statistisch signifikante Wirkung auf die tonische Strome messbar
(Keros & Hablitz 2005). Es scheint also Unterschiede zwischen verschiedenen
Gewebetypen des ZNS zu geben, was die Relevanz des GAT-1 fir die tonische
Inhibition angeht.

Im Neokortex fihrt erst die gleichzeitige Blockade von GAT-2 und GAT-3 zusatz-
lich zu GAT-1 zu einer signifikanten Erh6hung der tonischen Inhibition (Keros &
Hablitz 2005). Ein synergistischer Effekt der Transporter ist im Neokortex also
nicht auszuschliel3en. Aufgrund der unterschiedlichen Verteilung der Transporter
im ZNS kann keine allgemeingultige Aussage uber die Rolle des GAT-1 im zent-
ralen Nervensystem unter Neuroinflammation getroffen werden. Die Datenlage
bezlglich der Rolle von GAT-1 bei der tonischen Inhibition im Rickenmark ist
bisher nur unzureichend. Deshalb wurden in der vorliegenden Arbeit auch toni-
sche Strome gemessen.

Derzeit ist davon auszugehen, dass GAT-1 nicht allein fur die Regulierung der
tonischen Inhibition verantwortlich ist. Das bestéatigen auch die vorliegenden Er-
gebnisse, in denen eine entzundliche Wirkung am GAT-1 keine signifikante
Veranderung der tonischen Inhibition hervorruft. Aufgrund der erwahnten niedri-
gen Anzahl an Experimenten und der grof3en Variabilitat der Ergebnisse ist ein
Effekt von Entziindung auf die tonische Inhibition jedoch nicht ausgeschlossen.
Einige Veroffentlichungen zeigen einen Einfluss von Entziindung auf die tonische
GABAerge Inhibition, untersuchen dabei jedoch nicht direkt den GAT-1. So fuhrt
systemische Entzindung beispielsweise zu einer Aktivitatssteigerung und ver-
mehrten Expression von GABA-Rezeptoren mit einer a5-Untereinheit (Wang et
al. 2012), also tonischen GABA-Rezeptoren (Brickley & Mody 2012). Auch an-
dere Arbeiten beschreiben eine erhghte Expression extrasynaptischer GABAa-
Rezeptoren nach Entzindung (Avramescu 2016). Die erh6hte Anzahl extrasy-
naptischer GABA-Rezeptoren in Kombination mit der verminderten Expression
von GAT-1 (Agusti et al. 2017) kann im Zusammenspiel zu einer deutlich erhéh-
ten tonischen Inhibition bei Entzindung fihren. Die erhdhte tonische Inhibition,
welche durch Verminderung der GABA-Wiederaufnahme durch den GAT-1 und

der erhbhten GABA-Wirkung an extrasynaptischen Rezeptoren zustande kame,
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konnte eine der Ursachen fir die beschriebene Anasthetika-Hypersensibilitat
sein (Monk et al. 2005, Sessler et al. 2012).

Die Datenlage spricht demnach daflr, dass Entzindung einen Einfluss auf den
GAT-1 und die tonische Inhibition hat. Dieser Einfluss konnte jedoch durch die
vorliegenden Experimente aufgrund der grol3en Streuung der Daten und der ge-

ringen Anzahl an Experimenten nicht nachgewiesen werden.

4.7. Ausblick

Die in der Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen eine Wirkung von Neuroinflam-
mation am GAT-1 im Rickenmark: die GAT-1 vermittelte Wiederaufnahme von
GABA in die Prasynapse wird vermindert. Jedoch bleibt der Mechanismus, tUber
welchen diese Veranderung zustande kommt, unklar. AuRerdem bleibt offen, in-
wiefern weitere Verdnderungen durch Neuroinflammation fir die vorgestellten
Ergebnisse zusatzlich verantwortlich sein konnten. Auch werden einige Teilas-
pekte der anfangs aufgestellten Hypothese durch die durchgefiihrten
Experimente nicht abschlie3end beantwortet.

Beispielsweise konnte auch eine verringerte Anzahl an Transportern die Ursache
fur eine eingeschrankte GABA-Wiederaufnahme bei Inflammation und die ge-
zeigte veranderte NO711-Wirksamkeit sein. Mittels RT-PCR kdnnte untersucht
werden, ob nach LPS-Inkubation eine Veranderung der GAT-1 Expression zu
beobachten ist. Experimente an Cerebellum-Kulturen zeigen eine verminderte
Oberflachenexpression von GAT-1 bei Entziindung, vergleichbare Untersuchun-
gen am Ruckenmark kénnten die Hypothese unterstlitzen (Agusti et al. 2017).
Zudem ist die Rolle der Motoneurone nicht abschlie3end geklart. Weiterfihrende
Experimente kénnten prifen, ob sich im Ruickenmark sowohl eine Modulation der
motoneuronalen Signalweiterleitung als auch eine Degeneration von Motoneuro-
nen unter Entztindungsbedingungen nachweisen lasst. Dazu kénnten einerseits
die vorgestellten Experimente in grol3erer Anzahl durchgefiihrt werden, anderer-
seits konnte die Gesamtaktivitat der kultivierten Muskelzellen z.B. Gber mehrere
betrachtete Muskelfasern pro Kultur genauer bestimmt werden. Auch kénnte die

Erregbarkeit der Muskelfasern getestet werden, indem man eine Spannung an

74



das Motoneuron anlegt und die Reaktionsstarke des Muskels darauf testet, &hn-
lich wie schon von Nardelli et al. durchgeftihrt (Nardelli et al. 2013).

Die tonische Inhibition im GABAergen System ist fur die Untersuchung der Wir-
kung von Anasthetika von besonderer Bedeutung. Die Experimente der
vorliegenden Arbeit haben sich dabei auf den GAT-1 konzentriert. Zusatzlich sind
Untersuchungen des GAT-3 im Rickenmark wiinschenswert, da zur Rolle dieses
Transporters im Ruckenmark bisher wenig bekannt ist und aus den Daten ande-
rer Gewebetypen nicht auf das Ruckenmark geschlossen werden kann. Eine
synergistische Wirkung von GAT-1 und GAT-3 ist ebenso denkbar wie eine allei-
nige GABA-Elimination durch GAT-1 im Ruckenmark. Dazu kénnten, zusatzlich
zu den mit NO711 durchgefiuihrten Experimenten, Experimente mit einem fur
GAT-3 spezifischen Blocker durchgefuhrt werden. Zuséatzlich gibt es Daten, die
eine Hochregulation der Expression des GAT-3 im Cerebellum bei Entziindung
zeigen (Agusti et al. 2017, Hernandez-Rabaza et al. 2016). Auch die Oberfla-
chenexpression von GAT-3 ware fur das Rickenmark, zum Beispiel mithilfe von
Western Blot Experimenten, unter Kontroll- und Entziindungsbedingungen zu
prufen.

Far die Inhibition im neuronalen Netzwerk ist nicht nur GABA als Transmitter zu-
standig. Deshalb wéare es sinnvoll, auch andere inhibitorische
Transmittersysteme, wie beispielsweise das glycinerge System, zu untersuchen.
Es gibt Hinweise darauf, dass Mikroglia, die fur die physiologische Entziindungs-
reaktion mafR3geblich verantwortlich sind, im Rickenmark Uber Prostaglandin E2
vor allem das glycinerge und nicht das GABAerge System beeinflussen (Cantaut-
Belarif et al. 2017). Allerdings ist bekannt, dass Anasthetika vor allem tber das
GABAerge System wirken, sucht man also nach dem Grund fur die Anéasthe-
tikahypersensibilitdt bei Entziindung, so ist das GABAerge System vermutlich
relevanter als das glycinerge System (Eckle et al. 2009).

Die wesentliche Schlussfolgerung aus der vorliegenden Arbeit, dass Entziindung
die Funktion des GAT-1 Transporters im Rickenmark vermindert, wirft demnach
neue Fragen auf, die zu weiteren wissenschaftlichen Erkenntnissen tber die Wir-

kung von Entzindung auf das zentrale Nervensystem fiihren kdnnen.

75



5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese untersucht, dass Neuroinflamma-
tion einen Einfluss auf den GAT-1 GABA-Wiederaufnahmetransporter hat. Die
Grundlage fur diese Annahme ist, dass bei Patienten mit Sepsis eine Hypersen-
sibilitdt gegenuber Anasthetika nachgewiesen wurde und in einigen
Vero6ffentlichungen verschiedene Veranderungen am GABAergen System durch
Inflammation gezeigt werden konnten. Nicht hinreichend untersucht wurde dabei
die Rolle der GABA-Wiederaufnahmetransporter, insbesondere des GAT-1, dem
im Ruckenmark hauptverantwortlichen Transporter. Das Riuckenmark wurde als
Gewebeart ausgewahlt, da es bisher nur wenige Studien zu neuroinflammatori-
schen Veranderungen darin gibt. Aul3erdem ist das Rickenmark maf3geblich fur
die Schmerzweiterleitung verantwortlich und Veranderungen in diesem System
konnen eine fur Patientinnen relevante Rolle im Hinblick auf chronische Schmer-
zen und Hyperalgesie spielen.

Fur die experimentelle Prifung der aufgestellten Hypothese wurden verschie-
dene Messungen an organotypischen Co-Kulturen des murinen Rickenmarks
vorgenommen. Zum einen wurde die Aktivitat des neuronalen Netzwerks mithilfe
extrazellularer Messungen unter verschiedenen Bedingungen untersucht, zum
anderen die Aktivitat an der GABAergen Synapse mittels intrazellularer Messun-
gen unter Blockade aller Strome bis auf die GABAergen. Aul3erdem wurde die
motoneuronale Aktivitat mithilfe von Videomikroskopie gemessen, um mogliche
Auswirkungen von Entziindung auf die Signalweiterleitung aus dem spinalen
neuronalen Netzwerk zu beobachten. Verwendet wurden verschiedene Substan-
zen: der selektive GAT-1-Blocker NO711, der positiv allosterische Modulator
Diazepam sowie Substanzen, um u.a. AMPA und NMDA-Rezeptoren zu blockie-
ren, sodass explizit das GABAerge System betrachtet werden konnte. Die
Entzindung wurde in den organotypischen Kulturen durch Inkubation mit LPS
herbeigefluhrt.

Die Ergebnisse der Messungen zeigen eine Funktionseinschrankung am GAT-1
durch Entziindung. Dies stellt sich zum einen durch Abschwéachung der NO711-

Wirkung nach induzierter Entziindung dar, zum anderen durch eine Veranderung
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der Diazepamwirksamkeit. Diese Veranderung ist aufgrund der intrazellular ge-
messenen Daten mit Diazepam nicht allein durch eine LPS-Wirkung am GABA-
Rezeptor erklarbar. Durch die intrazellularen Messungen mit NO711 wird einer
Wirkung von Inflammation am GAT-1 nachgegangen. Sichtbar sind dort eine bei
Entztndung signifikant verlangerte Abklingzeit und Halbwertsbreite der Signale.
Dies spricht fur ein langeres Verweilen von GABA im synaptischen Spalt und
damit fur eine Funktionseinschréankung des GAT-1 durch Entziindung. Durch die
erhohte Konzentration ist eine Abdiffusion des Transmitters an extrasynaptische
Rezeptoren denkbar. Deshalb wurden in den intrazellularen Messungen tonische
Strome betrachtet und die Wirkung von LPS darauf. Hier kann jedoch aufgrund
der geringen Datenmenge kein Effekt nachgewiesen werden, lediglich eine Be-
teiligung von tonischer Inhibition an der Wirkung von NO711. Auch bei der
Betrachtung der motoneuronalen Aktivitat zeigt sich keine signifikante Verande-
rung der NO711-induzierten Aktivitdtssenkung durch Entziindung.

Insgesamt sprechen die Ergebnisse fur eine inflammationsvermittelte Funktions-
einschrankung am GAT-1, was zu veranderter Wirksamkeit von Substanzen auf
die spinale Reizweiterleitung fihren konnte. Diese Funktionseinschrankung
kann, im Zusammenspiel mit anderen durch Entzindung ausgeldsten Verande-
rungen im GABAergen System, zu einer Hochregulation der GABAergen Aktivitat
im ZNS fuhren. Da ein Grof3teil der Anasthetika Uber das GABAerge System im
ZNS wirkt, kann die bei Entziindung verstarkte GABAerge Aktivitat Ursache fur
die Anasthetika-Hypersensibilitat bei Entziindung sein.

So fuhrt die vorliegende Arbeit zu einem besseren Verstandnis der Vorgange, die
bei Inflammation im Rickenmark ablaufen und zeigt eine bisher nicht beschrie-
bene, entziindungsvermittelte Funktionseinschréankung des GAT-1.
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I. Veroffentlichung von Teilergebnissen

Teile der Arbeit wurden auf dem 21. Hauptstadtkongress der DGAI fir Anésthe-
siologie und Intensivmedizin in Berlin (HAlI 2019) im Rahmen des
Vortragswettbewerbs fiir experimentelle Arbeiten sowie im Rahmen des Arbeits-
kreistreffens Neurowoodstock von mir, Wiebke Paul, prasentiert. Auch die
Erstellung der Vortrage erfolgte durch mich personlich.

Im Rahmen des Vortragswettbewerbs wurde der Vortrag mit dem 2. Preis fur freie

Vortrage experimenteller Studien ausgezeichnet.
Das eingereichte Abstract ist in der Abstract-Datenbank des HAI unter dem Titel
,Inflammatorische Prozesse vermindern die Wiederaufnahme von GABA im RU-

ckenmark® zu finden. Zusatzlich ist es auf der nachfolgenden Seite eingefugt.

Teile der Arbeit wurden als Publikation beim British Journal of Anaesthesia ein-

gereicht. Das Manuskript der Publikation ist der Promotionsarbeit beigelegt.
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Inflammatorische Prozesse vermindern die Wiederaufnahme von GABA
im Rickenmark

W. Paul - A. StreiRenberger - T. Granja - B. Antkowiak

Universitatsklinikum Tubingen

Zielsetzung

Durch operative Eingriffe bedingte periphere Entziindungen verstérken die durch
die gamma-Aminobuttersaure (GABA) bewirkte Aktivierung von GABA(A) Re-
zeptoren im Gehirn [1]. Nicht bekannt jedoch ist, ob neuroinflammatorische

Prozesse eine vergleichbare Wirkung im Riickenmark entfalten.

Methodik

Organotypische Ko-Kulturen wurden aus dem Rickenmark und dem Muskelge-
webe von embryonalen Méausen hergestellt und mit Lipopolysaccharid (LPS,
3micromol/, 5-18 h) behandelt. Die Expression proinflammatorischer Zytokine
wurde durch RT-PCR und deren Konzentrationen im Medium der Zellkulturen
mittels Cytrometic Bead Array (CBA) untersucht. Mit Hilfe von extrazellularen
Mikroelektroden wurde die Aktionspotentialaktivitat der spinalen Interneurone er-
fasst. Fur die Analyse der GABAergen synaptischen Transmission wurden Patch
Clamp — Einzelzellableitungen durchgefihrt. Die Aktivitat der spinalen Motoneu-
rone wurde Uber eine videomikroskopische Analyse der neurogen induzierten

Muskelkontraktionen bestimmt.

Ergebnisse

Die LPS-Exposition der Zellkulturen bewirkte eine statistisch signifikante (t-Test,
p<0.05) Steigerung der Expression von IL-6 und TNF-alpha (n=50 Kulturen) so-
wie einen signifikanten Anstieg (t-test, p<0.001) der Konzentrationen dieser
Zytokine (n=10) im Kulturmedium. Gleichzeitig wurde durch die LPS-Behandlung
die spontane Aktionspotential-Aktivitat jener Interneurone signifikant reduziert
(Wilcoxon-Mann-Whitney-Test, p<0.002, n=71) deren Grundaktivitat niedriger als
der Median der Gesamtpopulation war. Eine Blockade von GABA-Reuptake
Transportern durch den spezifischen Hemmer NO711 (500 nM) fihrte zu einer

Verminderung der Aktionspotentialaktivitat der spinalen Inter- und Motoneurone
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um ca. 50% (n=114). Diese hemmende Wirkung von NO711 war jedoch in LPS-
behandelten Kulturen schwacher ausgepragt (ca. 25%, n=120). Zudem wurde
die Abklingzeit GABA(A) Rezeptor-abhangiger synaptischer Strome in LPS-
(n=17), nicht aber in sham-behandelten Kulturen (n=27) konzentrationsabhéngig

verlangert (t-test, p<0.05).

Schlussfolgerung

Akute inflammatorische Prozesse vermindern die Aktivitat von spinalen GABA-
Wiederaufnahmetransportern und verstarken somit die Aktivierung von GABA-
Rezeptoren. Dies tragt zu einer Verminderung des Muskeltonus bei und poten-
ziert moglicherweise die Wirksamkeit gebrauchlicher Anasthetika, die ihre

Wirkungen hauptséchlich tber GABA(A)-Rezeptoren entfalten.
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