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1 Einleitung

Hiufig sind Patienten durch Operationen oder Infektionen inflammatorischen Stimuli aus-
gesetzt, wodurch sich der Anisthetikabedarf indern kann. In den letzten Jahren konnte ge-
zeigt werden, dass eine zu tiefe Narkose mit einer erhohten Mortalitédt nach chirurgischen
Eingriffen korreliert. Um eine korrekte Steuerung der Anisthesietiefe zu ermoglichen und
damit das Outcome von Patienten zu verbessern, ist es daher notig, die molekulargene-
tischen Grundlagen dieser verdnderten Anisthetikatoleranz bei Inflammation zu verste-
hen. Adenosin ist an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt und reguliert
die Vigilanz. Bei Inflammation wird der Adenosinstoffwechsel im zentralen Nervensys-
tem verindert, weshalb auch ein Einfluss auf die Adenosinrezeptorexpression im Kor-
tex denkbar ist. Somit konnte eine verdnderte Adenosinrezeptorexpression im Kortex der
Vermittler einer veridnderten Anisthetikatoleranz bei Inflammation sein. Um sich dieser
Fragestellung zu nihern, wurde in dieser Arbeit zunédchst in einem in vivo Versuch die
Auswirkung von Inflammation auf die Adenosinrezeptorexpression im Kortex von Miu-
sen untersucht. In einem zweiten Schritt wurde dann die Auswirkungen einer verdnderten
Adenosinrezeptorexpression auf die spontane Netzwerkaktivitiit in organotypischen Kul-

turen von Méusen getestet.

1.1 Anasthetika

1.1.1 Einfiihrung

Als 1846 der Zahnarzt William Thomas Morton der Einladung des Chirurgen John Collins
Warren folgte und die erste offentliche Demonstration einer Narkose durchfiihrte, wurde

der Grundstein fiir das Fachgebiet der Anisthesie gelegt. Allgemeinanisthetika bewirken



eine Sedierung, Hypnose und Amnesie. Anésthetika modulieren Ionenkanéle und Rezep-
toren im Zentralen Nervensystem. Die molekularen Zielstrukturen sind nicht bei allen
Anisthetika gleich. Auch Wirkprofil und Applikationsart sind unterschiedlich. Anhand
dieser Kriterien lassen sich Anésthetika in drei Gruppen grob charakterisieren. Diese sind

vereinfacht in Tabelle 1.1 modifiziert nach Solt et al. (2007) aufgefiihrt.

Tabelle 1.1 — Anésthetika Einteilung

ichti lekul
Gruppe Aniésthetika (Beispiele) Hauptwirkung wichtige molekulare

Zielstrukturen
Etomidat, i?rﬁ?eossiz,
I Propofol, ) Verlangsamung EEG, GABA-AR.
Phenobarbital e .
schwache Immobilisierung
Ketamin, v.a. Analgesie, NMDA-R.,
AMPA-R.,
2 Xenon, schwache Hypnose
Cyclopropan und Immobilisierun Neuronale nACh R.,
ycloprop & K-Kanile
Isofluran, Hypnose, GABA-AR.,
Sevofluran, ) .
Amnesie, Glycine-R.,
3 Desflurane, e
Halothan Immobilisierung, Glutamat-R.,
’ Verlangsamung EEG neuronale nACh-R u. a.
Chloroform

Anisthetika aus Gruppe eins und drei wirken komplett oder teilweise, indem sie am
Gamma-Aminobuttersaure (GABA)-Rezeptor binden und modulieren. Dadurch verstir-
ken diese Anisthetika die Wirkung von GABA. Zu einer GABA-Ausschiittung kommt
es an den Synapsen einer prasynaptischen Zelle durch den Calciumeinstrom, der auf ein
Aktionspotential folgt. GABA bindet dann an der postsynaptischen Membran an GABA-
Rezeptoren, an denen, wie oben beschrieben auch Anisthetika binden konnen. Die Kon-
formationsdanderung am Rezeptor durch GABA bewirkt einen Einstrom negativer Chlo-
ridionen in die postsynaptische Zelle und bewirkt so eine Hyperpolarisation. Diese fiihrt
wiederum zu einer verminderten Erregbarkeit der Zelle. Aulerdem bewirkt GABA eine
sogenannte Shunting-Inhibition. Dabei kommt es durch das Offnen von Ionenkanile zu
einem verminderten Membranwiderstand beziehungsweise zu einer erhohten Membran-
leitfahigkeit. Dies fiihrt zu einer Abschwichung von depolarisierenden Stromen durch
vermehrten Einstrom von Chloridionen. Die Multiple Site- Multiple Mechanism Theo-
rie differenziert die Wirkung von Anisthetika noch genauer (Grasshoft et al., 2005). Die

Theorie besagt, dass Anisthetika ihre Wirkung an unterschiedlichen Strukturen des zen-
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tralen Nervensystems entfalten (Multiple Site). Zudem zeigen die Autoren, dass Amnesie,
Hypnose und Immobilitit durch die Beeinflussung unterschiedlicher molekularen Ziel-
strukturen vermittelt werden (Multiple Mechanism). So vermitteln sowohl volatile als
auch intravendse Anisthetika ihre sedierende Wirkung iiber Beeinflussung neokortikaler
(Hentschke et al.| (2005a)), [Heinke et al. (2004)) B2-GABA-A-Rezeptoren (Reynolds et
al., 2003) und eine schlaffordernde Wirkung tiber neokortikale (Drexler et al., 2005) 33-
GABA-A-Rezeptoren (Reynolds et al., 2003). Dabei sei erwiéhnt, dass die notigen Wirk-
spiegel sich je nach Anisthetikum stark unterscheiden. Immobilitédt scheint bei intrave-
nosen Anisthetika hauptsichlich durch Aktivierung von $3-GABA-A-Rezeptoren (Jurd
et al., 2003) im Riickenmark (Sonner et al., 2003) vermittelt zu werden. Dagegen scheint
die Immobilisierung bei Gabe von volatilen Anisthetika durch Interaktion mit weiteren
molekularen Zielstrukturen wie Glycinrezeptoren (Zhang et al., 2003), Glutamatrezepto-
ren (Ishizaki et al., [1995) und Kaliumkanédlen vom Typ TREK-1 (Torp et al., |1997) zu
entstehen. Der Erfolg einer Anésthesie hiangt entscheidend von der richtigen Narkosetiefe
ab. Im folgenden Abschnitt werde ich darlegen, warum sowohl eine zu flache als auch

eine zu tiefe Narkose eine Gefahr fiir den Patienten darstellt.

1.1.2 Die Anisthesietiefe beeinflusst das Patientenwohl

Die Uberwachung der Anisthesietiefe ist iiber eine Auswertung von Elektroenzephalo-
graphie(EEG)-Signalen moglich. Diese Technik wurde bisher vor allem in der Absicht
benutzt, Awareness, also intraoperative Wachheit mit expliziter Erinnerung, zu vermei-
den. Dabei kommt es aufgrund einer zu flachen Narkose dazu, dass der Patient seine
Umgebung wihrend einer Operation wahrnehmen und diese Wahrnehmung nach dem Er-
eignis erinnern kann. Intraoperative Wachheit mit explizierter Erinnerung als Folge tritt
bei ca. 0.13% aller Allgemeinaniésthesien auf (Sebel et al., 2004). Nach einer Studie von
Lennmarken et al.| (2002) entwickeln ca. 50% der betroffenen Patienten zwei Jahre nach
einer Operation mit Erleben von Awareness eine Posttraumatische Belastungsstorung. Ei-
ne zu flache Narkose hat somit einen negativen Einfluss auf das Patientenwohl.

Die meisten Studien, die sich mit Anésthesietiefe beschéftigen, nutzen den Bispectral
Index (BIS) Monitor (Medtronic-Covidien, Dublin, Irland). Der BIS Monitor nutzt EEG-
Signale und errechnet daraus einen Parameter, der mit der Stirke der Sedierung und Be-

wusstseinsverlust korreliert (Leslie et al., [1995). Der Parameter wird als einheitslose Zahl



zwischen 0 und 100 angegeben, wobei ein Wert von 100 einen wachen Patienten représen-
tiert und ein Wert von O bei isoelektrischen EEG-Signalen auftritt. In mehreren Studien,
die den Zusammenhang zwischen Anésthesietiefe und postoperativer Langzeitmortalitit
untersuchten wurde der BIS Monitor zur Evaluation der Anésthesietiefe benutzt. Bei einer
frithen prospektiven Studie zum Thema konnte durch eine Multivariatenanalyse gezeigt
werden, dass die Einjahresmortalitidt in Abhingigkeit zur Zeitdauer intraoperativer tiefer
Narkose (BIS<45) ansteigt (Monk et al., |2005). Retrospektive Analysen von Daten, die
zur Uberpriifung von Awarenessfillen gesammelt wurden, konnten die Ergebnisse teil-
weise bestitigen, beispielsweise bei Patienten nach kardialen Operationen (Kertai et al.,
2010). Bei der retrospektiven Analyse einer Patientengruppe ohne kardiale Operationen
konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen lidngeren Phasen tiefer Narkose und ei-
ner erhohten Langzeitmortalitét festgestellt werden (Kertai et al.,|2011)). Eine prospektive,
randomisierte Studie zum Thema ist aktuell in Arbeit (Short et al.| 2015]). Dariiber hinaus
gibt es Hinweise, dass eine durch BIS kontrollierte Anésthesie seltener zu einem postope-
rativen Delir und seltener zu postoperativer zerebraler Dysfunktion kommt (Chan et al.,
2013)). Die Autoren vermuten als Grund dafiir eine zu tiefe Anésthesie in der Kontroll-
gruppe. Dies begriinden sie mit einem verminderten Bedarf an Anésthetika in der BIS
kontrollierten Patientengruppe. Zudem hatten die Patienten, bei denen die Anésthesisten
die BIS-Werte wihrend der Narkose einsehen konnten, im Median hohere BIS-Werte.
Sowohl eine zu flache als auch eine zu tiefe Narkose haben also einen Einfluss auf das
Patientenwohl. Deshalb sind Unterschiede beim Bedarf an Anisthetika fiir eine sichere

Narkose von grofer Bedeutung.

1.1.3 Der Bedarf von Anisthetika variiert individuell

Der Anisthetikabedarf von Menschen hiéngt von vielen Variablen ab. So konnte bereits
gezeigt werden, dass sowohl Alter als auch die Korpertemperatur Einfluss auf die mi-
nimale alveoldre Konzentration (MAC) von volatilen Anésthetika haben. Die MAC ist
ein MaB, das die intraalveolidre Konzentration eines Inhalationsanésthetikums angibt, die
notig ist, um bei 50 % der Individuen eines Kollektivs die gezielte Abwehrreaktion auf
einen definierten Schmerzreiz (z.B. einen Bauchschnitt) zu unterdriicken, sie somit zu
immobilisieren (Eger, 2001)).

Auch beim intravenos verabreichten Propofol konnte ein altersabhidngiger Effekt ge-



zeigt werden. Mit steigendem Alter wird im Durchschnitt weniger Propofol benétigt, um
vergleichbare Sedations- beziehungsweise Anésthesietiefe zu erzielen. Weiterhin wird die
Zeit, bis Patienten nach Beendigung der Applikation des Medikamentes wieder die Augen
offnen konnen verldngert (Kreuer et al., 2005).

Die MAC kann auch durch die gleichzeitige Applikation des Opioidanalgetikums Fen-
tanyl signifikant verringert werden (Katoh und Ikeda, 1998). Auch die Schmerzwahrneh-
mung hat damit einen Einfluss auf den Anésthetikabedarf. Zudem gibt es einen Einfluss
auf die Wirkung von Aniésthetika durch die Ausschiittung bestimmter Neuromodulato-
ren. So konnte gezeigt werden, dass ein erhohter cholinerger Tonus in organotypischen
kortikalen Netzwerken zu einer verminderten Potenz und Effektivitit intravendser und
volatiler Anésthetika fiihrt (Grasshoff et al., 2007). Weiterhin konnte in vivo gezeigt wer-
den, dass bei einer Verringerung cholinerger Neurone im medialen Septum die Dosis
von Isofluran zum Verlust des Aufrichtreflexes ("righting reflex") bei Ratten erniedrigt
ist (Tai1 et al., [2014). Das Allgemeinanisthetikum Propofol vermindert die Ausschiittung
von Acetylcholin im Frontalkortex und im Hippocampus (Kikuchi et al., [1998). Laalou
et al. (2008 wiesen in einem in vivo Versuch mit Ratten nach, dass eine verminderte An-
zahl cholinerger Neurone im basalen Vorderhirn zu einer erhéhten Potenz von Propofol
fiihrt. In einer klinischen Studie konnten Laalou et al.| (2010) zeigen, dass eine prdopera-
tiv verminderte Punktzahl im Mini-Mental-Status-Test (MMST) mit einem intraoperativ
verminderten Propofolverbrauch korreliert. Der MMST ist ein Test zur Einschitzung ko-
gnitiver Defizite und wird als Screening-Verfahren zum Erkennen von Demenz und Alz-
heimer verwendet. Eine verminderte Punktzahl im MMST korreliert mit einem Verlust
cholinerger Neurone im basalen Vorderhirn (Schliebs und Arendt, 2006). Dies legt die
Vermutung nahe, dass auch beim Menschen ein Verlust cholinerger Neurone im basalen
Vorderhirn zu einer verstéirkten Propofolwirkung fiihrt. Neben cholinergen Neuronen kon-
nen auch histaminerge Neurone einen Einfluss auf die Wirkung von Anisthetika haben.
Luo et al. (2011) konnten zeigen, dass durch eine verminderte Anzahl histaminerger Neu-
rone im Nucleus Tuberomamillaris bei Ratten eine geringere Dosis Isofluran zum Verlust

des Aufrichtreflexes notig ist. Auch die Wirkdauer von Isofluran war dadurch verlidngert.



1.1.4 Die Wirkung von Anisthetika wird durch Inflammation beein-

flusst

Inflammation erhoht die Sensitivitit fiir bestimmte Anisthetika. In vitro konnte dies an-
hand von kortikalen und hippokampalen Kulturen gezeigt werden (Avramescu et al.,
2016)). Die Autoren zeigten durch elektrophysiologische Messungen, dass nach Expositi-
on der Kulturen mit dem Entziindungsmediator Interleukin-1-f (IL-1-f) eine verstirkte
Aktivierung der GABA-(A)-Rezeptoren durch die Anésthetika Etomidat und Isofluran er-
folgt. Zudem konnten die Autoren verhaltensexperimentell eine erhdhte Anésthetikasen-
sitivitdt bei Médusen nachweisen, die mit dem bakteriellen Endotoxin Lipopolysaccharid
(LPS) behandelt waren. Dabei wurde bei den behandelten Tieren ein schnellerer Wirk-
eintritt bei niedrigen Dosen von Etomidat und Isofluran beobachtet und eine deutliche
Verringerung der Dosis bis zum Eintritt von Immobilitdt bei Etomidat. In einem nor-
motensiven Sepsismodell bei Miusen konnten |Gill et al.| (1995)) zeigen, dass eine durch
Sepsis verminderter MAC von Isofluran unabhiingig von himodynamischen Verdnderun-
gen auftritt. Diese Erkenntnis konnte durch |Allaouchiche et al.| (2001) bei normotensiven
septischen Schweinen, die mit Sevofluran anisthesiert wurden, bestdtigt werden.

In einem weiteren Sepsismodell mit Schweinen konnten bei septischen Tieren eine
Verminderung der Infusionsrate von Propofol und Fentanyl zum Erreichen einer vorge-
gebenen Andsthesietiefe gezeigt werden (Bollen et al., [2007)). Die klinische Erfahrung
vieler Arzte im intensivmedizinischen Bereich ldsst diesen Zusammenhang auch beim
Menschen vermuten. Die Zusammenhinge, die hinter diesem Phidnomen stecken, sind
bisher jedoch unklar. Im folgenden Abschnitt werde ich darlegen, dass Adenosin bezie-
hungsweise die Aktivierung von Adenosinrezeptoren die Erregbarkeit von Zellen und die
synaptische Ubertragung zwischen Neuronen beeinflusst und somit indirekt die Wirk-
samkeit von Anisthetika beeinflussen kann. Zudem werde ich auf die Veridnderung des
Adenosinstoffwechsels durch Inflammation eingehen, weshalb gerade die Anésthetika-
wirkung wihrend Entziindungszustinden maB3geblich durch Adenosin beeinflusst werden

konnte.



1.2 Adenosin

1.2.1 Einfiihrung

Als Nukleosid ist Adenosin essentieller Bestandteil aller lebenden Zellen. In der phos-
phorylierten Form Adenosintriphosphat (ATP) ist es als Energietriiger an fast allen zel-
luldren Aktivitdten beteiligt. AuBlerdem nimmt Adenosin eine wichtige Rolle als intra-
und extrazelluldrer Signalgeber ein. So ist beispielsweise bereits bekannt, dass Aktivie-
rung von Adenosinrezeptoren Einfluss auf Herzfrequenz und Korpertemperatur nehmen
kann (Yang et al.,[2009). AuBler auf das Herz-Kreislauf-System sind Wirkungen von Ade-
nosin auch auf das Immunsystem und das Gehirn bekannt. Die Effekte auf das Gehirn
sind schon lange das Ziel von GenuBmitteln, so wirkt die weltweit am meisten eingenom-
mene psychoaktive Substanz Koffein iiber die Antagonisierung von Adenosinrezeptoren
(Fredholm et al., [{1999).

Derzeit sind vier verschiedene Subtypen von Adenosinrezeptoren bekannt: A1, A2a,
A2b und A3. Alle Subtypen besitzen sieben Transmembrandoménen und wirken iiber
eine Kopplung an G-Proteine. Die Verteilung der Adenosinrezeptoren im Gehirn sowie
deren Affinitit zu Adenosin sind in Tabelle[1.2] (modifiziert nach Dunwiddie et al. (2001)
und Fredholm et al. (2001)) aufgefiihrt.

Tabelle 1.2 — Adenosinrezeptorsubtypen

Subtyp Affinitit Expression und Verteilung im Gehirn

Al hoch (70nM) hoch in Kortex, Zerebellum, Hippocampus

A2a hoch (150nM) | hoch in Striatum, tuberculum olfactorium, ansonsten niedrig
A2b gering (5100nM) | niedrig

A3 gering (6500nM) | mittel in Zerebellum und Hippocampus, ansonsten niedrig

1.2.2 Einfluss von Adenosin auf Vigilanz und das Schlafverhalten

Adenosin kann schlaffordernd wirken. Ein starker Hinweis auf die Beteiligung des Al-
Rezeptors ist die Tatsache, dass der Al-Rezeptor Antagonist Koffein schlathemmend
wirkt (Lin et al., 1997). Dies konnten |Van Dort et al. (2009) in einer Studie mit Wildtyp-
tieren durch Mikrodialyse von A1-Rezeptor Antagonisten und Agonisten in den Prifron-

talkortex bestitigen.



Die Aktivitit des Gehirns wird maB3geblich durch die Aktivitéit cholinerger Neurone
des Mesencephalons und der Pons reguliert (Steriade et al., |[1993). Diese Neurone sind
vor allem bei aktiven Bewusstseinszustinden aktiv (Steriade et al.,|1990). In vitro konnten
Rainnie et al.|(1994) zeigen, dass diese Neurone tonisch von Adenosin inhibiert werden.
Dieser Effekt scheint iiber einwirts gerichtete Kaliumkanéle sowie iiber eine Hemmung
von lonenkanélen, die durch Hyperpolarisation aktiviert werden, zu entstehen.

Adenosin spielt in einer weiteren Hirnregion ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Re-
gulation des Schlaf-Wach- Rhythmus. Im basalen Vorderhirn konnte durch Mikrodialyse
von Adenosin in Gebiete cholinerger Neuronen ein schlaffordernder Effekt und eine Hem-
mung von EEG-Signalen, die Erregung abbilden, erreicht werden (Portas et al., [1997).
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die extrazelluldre Adenosinkonzentration im
basalen Vorderhirn wihrend langerer Wachphasen ansteigt und wéhrend Schlafphasen
wieder sinkt (Porkka-Heiskanen et al.,[1997). Eine Akkumulation von Adenosin im basa-
len Vorderhirn wihrend langerer Wachphasen konnte somit zu eine Unterdriickung cho-
linerger Neurone fithren und wirkt dadurch erregungshemmend beziehungsweise schlaf-
fordernd.

Auch im prifrontalen Kortex gibt es einen Zusammenhang zwischen Ausschiittung
von Acetylcholin und EEG Aktivierung im Mausmodell (Douglas et al., 2002). Beim
Menschen konnte nach Schlafentzug eine erhohte A1-Rezeptor Konzentration im orbito-
frontalen Kortex, einem Teil des prifrontalen Kortex, gezeigt werden (Elmenhorst et al.,
2007).Van Dort et al.| (2009) konnten zeigen, dass die Mikrodialyse von A1-Rezeptor-
Agonisten in den préfrontalen Kortex zu einer in dieser Region verminderten Acetyl-
cholinausschiittung fiihrte, die Aufwachzeit nach Gabe eines Anisthetikums verldngert
wurde und eine verminderte Aktivitit im EEG gemessen wurde. Dagegen fiihrte das Ex-
periment mit einem A2a-Rezeptor Agonisten zu gegenteiligen Effekten. Zudem konnten
die Autoren zeigen, dass sich durch Mikrodialyse von A1R- und A2aR-Agonisten bezie-
hungsweise Antagonisten im préfrontalen Kortex auch die Acetylcholinausschiittung in
der Formatio Reticularis verdnderten. Die Formatio Reticularis ist eine Hirnregion, die

mafgeblich an der Regulation von Schlaf und Arousal beteiligt ist (Brown et al., 2012).



1.2.3 Interaktion von Adenosin mit der Wirkung von Anésthetika

Es gibt verschiedene experimentelle Hinweise darauf, dass Adenosin die Wirkung von
Allgemeinandsthetika beeinflusst. So konnten Tanase et al.| (2003) durch die Injektion
eines Al-Rezeptor Agonisten in die Formatio Reticularis von Katzen eine verldngerte
Wirkung von Halothan nachweisen. Dies scheint iiber eine verminderte Ausschiittung
von Acetylcholin vermittelt zu werden. Weiterhin konnten Seitz et al.| (1990) durch die
direkte Gabe von Adenosin oder durch die indirekte Erhohung der Adenosinkonzentra-
tion durch die Blockade von Adenosintransportern mittels Dipyridamol bei Hunden eine
Reduktion des MAC Wertes von Halothan bewirken. Die Autoren schlugen als Erkldarung
dafiir die hemmende Wirkung von Adenosin auf noradrenerge Neurone (Fredholm und
Hedqvist, 1980) vor, da deren Signale Einfluss auf die Anisthesietiefe haben (Louie et
al., [1986). Auch beim Menschen fiihrt eine Adenosininfusion bei einer Narkose mit dem
inhalativen Anésthetikum Isofluran zu einem verminderten Anésthetikabedarf (Segerdahl
et al., [1995).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Adenosin im Mausmodell die Wirkung von
intravendsen Anisthetika verstirkt. Kaputlu et al. (1998)) erreichten durch die Gabe von
Adenosin, einem Adenosinanalogon oder durch die Blockade der Wiederaufnahme von
Adenosin durch Dipyridamol eine schnellere und lingere Wirkung von intravends appli-
zierten Anisthetika. Diesen Effekt konnten die Autoren fiir die strukturell unterschiedli-
chen intravendsen Anisthetika Propofol, Thiopental und Midazolam zeigen. Ahnlich wie
Seitz et al.| (1990) schlugen die Autoren eine Mitbeteiligung noradrenerger Neurone als

Erkldrung dafiir vor.

1.2.4 Adenosin als Neuromodulator

Adenosin ist kein klassischer Neurotransmitter. Es wird weder in Vesikeln gespeichert,
noch nach einem Aktionspotential in den Extrazellularraum abgegeben. Trotzdem nimmt
Adenosin als Neuromodulator Einfluss auf Neurone und Synapsen (Dunwiddie und Hof-
fer, 1980). In den Extrazellularraum gelangt Adenosin zum einen durch die Dephospho-
rylierung von Adeninnukleotiden durch Ectonucleotidasen im Extrazellularraum. Aden-
innukelotide wie ATP werden beispielsweise zusammen mit Neurotransmittern ausge-

schiittet (Fredholm et al., [1982)) oder als cyclisches Adenosinmonophosphat in den Extra-



zellularraum freigesetzt (Rosenberg und Li, 1995). Aulerdem gibt es aktive und passive
Nukleosidtransporter, die Adenosin direkt in den Extrazellularraum transportieren. Die
Neuromodulation durch Adenosin geschieht sowohl auf priasynaptischer als auch auf post-
synaptischer Ebene. Prisynaptische Rezeptoren konnen iiber extrazellulidres Adenosin be-
einflusst werden (Kocsis et al.| (1984), Bannon et al.| (2014))). Dadurch wird eine vermin-
derte Ausschiittung von Neurotransmittern bewirkt (Prince und Stevens, 1992). Dies wird
iiber eine G-Protein gekoppelte Hemmung des Kalzium Einstroms vermittelt (Wu und
Saggau, 1997). Da die Hemmung der Ausschiittung des exzitatorischen Neurotransmit-
ters Glutamat tiberwiegt, wirkt Adenosin hemmend auf die Erregung von Zellen (Brun-
dege und Dunwiddie, 1996). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Adenosin auch ei-
ne Kalzium-unabhéngige Glutamatausschiittung inhibieren kann (Scanziani et al., |1992).
Postsynaptisch bewirkt Adenosin durch die Aktivierung G-Protein gekoppelter einwiirts
gerichteter Kalium Kanile (GIRKS) eine Hyperpolarisation von Zellmembranen. Da-
durch wird die allgemein hemmende Wirkung auf Neurone noch verstéarkt (Takigawa und
Alzheimer, 1999). So konnte bei Pyramidenzellen aus dem Kortex von Ratten durch Ade-
nosin eine Hyperpolarisation der Zellmembran gezeigt werden (van Aerde et al.| [2015).
AuBerdem konnte gezeigt werden, dass Al- und GABA-(B)-Rezeptoragonisten synergis-
tisch zur Aktivierung von GIRKS fiihren (Sodickson und Bean, 1998). Des Weiteren gibt
es einen postsynaptischen Effekt von Adenosin auf Glutamat-Rezeptoren. So konnten |de
Mendonca et al.| (1995) in hippocampalen Neuronen zeigen, dass die NMDA-Rezeptor-
vermittelten exzitatorischen Strome durch die Aktivierung von postsynaptischen Al-Re-

zeptoren vermindert werden.

1.2.5 Einfluss von Inflammation auf den Adenosinstoffwechsel

Da Adenosin eine wichtige Rolle in der Modulation einer Immunantwort im ZNS ein-
nimmt (Hasko et al., [2005), ist es naheliegend, dass Inflammation auch den Adenosin-
stoffwechsel beeinflusst. Wang et al. (1999) konnten beispielsweise bei Kortexkulturen
von Ratten zeigen, dass eine Exposition mit dem bakteriellen Endotoxin LPS eine Er-
hohung der Adenosinfreisetzung bewirkt. In einem Model mit hippokampalen Kulturen
gewonnen aus Ratten konnte gezeigt werden, dass das Zytokin Interleukin-18 zu einer
Verminderung der Glutamatausschiittung fiihrt (Luk et al., [1999). Die Autoren konnten

durch den Einsatz von Adenosin-Antagonisten zeigen, dass dieser Effekt zumindest teil-

10



weise iiber eine Erhohung der endogenen Adenosinproduktion vermittelt wird. In einem
weiteren in vitro Experiment wurden Kortexkulturen von Ratten gegeniiber Amoniuma-
cetat exponiert, um eine systemische Inflammation dhnlich eines akuten Leberversagens
zu simulieren. Auch hierbei wurden signifikant erhohte Adenosinkonzentrationen im Ex-
trazellularraum gemessen (Bjerring et al., 2015)). Zusammenfassend lisst sich sagen, dass
die extrazelluldre Konzentration von Adenosin im ZNS durch eine Inflammation erhoht

wird.

1.3 Fragestellung

Aus den bisher zitierten Studien geht hervor, dass unter einer generalisierten Inflammation
die Sensitivitit von Individuen gegeniiber Anisthetika erhoht ist. Weiterhin ist bekannt,
dass eine generalisierte Inflammation zu einer erhohten Ausschiittung von Adenosin im
zentralen Nervensystem fiihrt. Adenosin selbst ist unter physiologischen Bedingungen
in die Regulation des Schlaf-Wach Rhythmus eingebunden und reguliert die Vigilanz.
Hieraus ergeben sich folgende Fragestellungen:

- in wie weit veridndert eine generalisierte Inflammation die Expression von Adeno-
sinrezeptoren im Kortex von Nagern?

- welche Veridnderungen der Funktionalitit ergeben sich daraus fiir die spontane elek-
trophysiologische Aktivitit im kortikalen Netzwerk?

Der Kortex ist fiir die Untersuchungen von besonderem Interesse, da hier durch An-
asthetika Hypnose induziert wird und Verdnderungen der anésthesiologischen Potenz in

dieser Hirnregion zu verdnderter Narkosetiefe fiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Zymosan A Modell

2.1.1 Behandlung der Versuchstiere und Gewebegewinnung

Entziindungsmodell

Zymosan A ist ein aus der Zellwand von Hefenpilzen gewonnenes Polysaccharid, das
bei Injektion eine generalisierte Entziindungsreaktion auslost (Volman et al., |2005)). Es
wurden weibliche Miuse des Stammes C57BL/6N im Alter von etwa sechs Wochen ver-
wendet (Tierversuchsantrag A2/15 unter der Leitung von Konig/ Kohler beziehungsweise
im Verlauf Korner/ Mirakaj). Vorbereitend wurden 10 mg Zymosan A (Sigma) in 10 ml
0.9% Natriumchloridlosung (Braun) gelost, indem die Mischung iiber etwa eine Stunde
in einem Ultraschallbad (BRANSONIC 52) belassen wurde. Von dieser vorgewidrmten
Losung wurde je acht Tieren 1 ml intraperitoneal gespritzt, nachdem die Einstichstelle
mit 99% Ethanol desinfiziert wurde. Als Kontrolle wurde den iibrigen Tieren 1 ml 0.9%
Natriumchloridlésung ohne Zymosan A gespritzt.

Nach zwei oder vier Stunden wurden die Tiere zunéchst anisthesiert. Nachdem steril das
Bauchfell abprépariert wurde, wurde das Bauchfell eréffnet, die Vena Cava durchtrennt
und mit Hilfe einer Kaniile (Sarstedt) der linke Vorhof punktiert. Es wurde dann solan-
ge mit gekiihlter PBS™ Losung gespiilt, bis der Ausfluss klar war. Nach der Dekapitati-
on wurde durch einen Sagitalschnitt das Schidelfell abpripariert. Danach wurden durch
einen Koronarschnitt mithilfe einer Rasierklinge der verbliebene Hirnstamm sowie die
Wirbelsdule abgetrennt. Mithilfe einer Schere wurde dann von kaudal aus vom Foramen

Magnum die Schiadeldecke mittig erdffnet. Es folgten je zwei Schnitte von der Trenn-
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linie zwischen den beiden Hemisphédren zu den Augenhohlen, sowie an der Trennlinie
zwischen Kortex und Kleinhirn. Wéhrend der kompletten folgenden Préaparation wurde
das Gehirn mit gekiihltem PBS™ feucht gehalten. Die Schidelhilften wurden nach au-
Ben weggebrochen und das Gehirn auf eine mit Filterpapier bedeckte Kiihlplatte gelegt.
Mit je einem Schnitt einer Rasierklinge wurden Bulbus Olfactorius sowie das Zerebellum
abgetrennt. Durch einen weiteren Schnitt wurden die Hemisphiren getrennt und in einer
-80°C Kiihltruhe gelagert. Zur Evaluation der Entziindungsreaktion wurde in einem Vor-
experiment nach 24 stiindiger Zymosanexposition zusitzlich vor Durchtrennen der Vena
Cava eine peritoneale Lavage mit 5 ml Phosphat gepufferter Salzlosung (PBS™, Thermo

Fisher Scientific) durchgefiihrt.

2.1.2 Evaluation Entziindungsmodell

Myeloperoxidase-Messung

Um die peritoneale Aktivierung neutrophiler Granulozyten und Monozyten im Rahmen
des Entziindungsmodell zu iiberpriifen, erfolgte eine Myeloperoxidase-Messung aus der
Peritoneallavage der Tiere. Dazu wurden 28mg Diamoniumsalz (ABTS), 5 ml Citratpuf-
fer, 50 ul Wasserstoffperoxid mit 45 ml Aqua Dest. vermischt. Je Well wurden dann 50
ul Lavage, 50 ul Citratpuffer sowie 100 pl der oben beschriebenen Mischung pipettiert.
Nach einer 30 miniitigen Inkubationszeit bei 37°C wurden die Proben bei 405 nm spek-
trophotometrisch gemessen. Zur Leerwertbestimmung wurde PBS™ gemessen. Anhand
eines mitgemessenen Standards mit bekannter Konzentration konnte die absolute Kon-

zentration berechnet werden.

Zellzahlung

Aus der im Vorexperiment gewonnenen Peritoneallavage wurden die Zellzahlen mithilfe
eines Coulter Counter Z2 (Beckman Coulter) bestimmt. Dazu wurden je 20 pl Probe mit

je 10 ml 0.9% NaCl (Braun) verdiinnt.
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2.1.3 Messung der Adenosinrezeptorexpression

RNA-Isolation

Die RNA-Isolation aus den Proben wurde mit peqGOLD TriFAST (peqglab) durchgefiihrt.
Nachdem die RNA in 20 pl nukleasefreiem Wasser gelost wurde, wurde ihre Konzentrati-
on photometrisch bestimmt (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific) und
bei -80°gelagert.

Bei Versuchen mit Kortexschnitten (in vitro) wurde das Protokoll wie folgt modifiziert,
um moglichst viel der enthaltenen RNA zu extrahieren: Nach Einfrieren der Proben in pe-
qGOLD TriFAST (peqlab) wurden die Proben fiir 5 Minuten in einem Ultraschallbad be-
lassen (BRANSONIC 52, Branson) und gut vermischt. Zudem wurde das wéssrige RNA

Prézipitat tiber Nacht in 500 pl Isopropanol belassen.

Reverse Transkription

Je 1 ug RNA wurden mit Hilfe des iScript-cDNA-Synthese-Kits (Bio-Rad) in einem
Thermocycler (MyCycler, BioRad) entsprechend der beiliegenden Anleitung transkri-
biert. Die resultierende cDNA wurde mit RNase-freiem Wasser auf eine Konzentration

von 6.25 ng/ul verdiinnt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -20°C.

Real-Time PCR

Durch diese Methode konnte die mRNA-Expression indirekt tiber die cDNA Menge be-
stimmter Zielgene bestimmt werden. Dabei binden spezifische Primer an Zielgene, also
Abschnitte der cDNA, die dann in sich wiederholenden Zyklen durch eine Polymerase
immer wieder amplifiziert werden. Diese Amplifizierung kann in Echtzeit wihrend des
Prozesses durch die Substanz SYBR Green (Bio Rad) evaluiert werden. Die Substanz
fluoresziert beim Binden an doppelstringige DNA und kann somit die Amplifizierung de-
tektieren.

Je Kavitit einer 96-Well Platte wurden 4 pl Probe, 5 pl nukleasefreies Wasser, 10 ul SY-
BR Green und 1 pl Primermix bestehend aus dem Sense- und Antisenseprimer (Biomers)
des Zielgens. Der verwendete Cycler (iCycler, Biorad) wurde auf folgendes Tempera-
turprotokoll programmiert: einmaliges initiales Schmelzen bei 95°C fiir 30s; 40 Zyklen:

fiinf Sekunden Schmelzen bei 95°, bei ermittelter Temperatur Primeranealing fiir 20s; ab-
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schlieBend Schmelzen bei 95°C fiir 10s und Erstellen einer Schmelzkurve zwischen 66°C
und 95°C. Durch Schmelzkurvenanalyse wurde die Spezifitit der Reaktion iiberpriift. Die
optimale Anealing Temperatur wurde fiir die Primer durch Temperaturgradienten ermit-
telt. Um die gemessene DNA Menge relativ zu quantifizieren, mussten zudem ein Refe-
renzgen in den Proben bestimmt werden. Als Referenzgen mit stabiler Expression in dem
von uns untersuchten Material wihlten wir 18s ribosomale RNA. Um Verunreinigungen
auszuschlieBen war in jedem PCR-Ansatz eine Leerkontrolle enthalten, die alle Reagen-
zien, aber keine Probe enthielt. Vor der Auswertung der Daten wurden diese mit Hilfe der
Software CFX Maestro (Bio Rad) anhand der Expression des Referenzgens normalisiert.
Nach Ausschluss von Ausreif3ern, wurden die Daten skaliert, indem die Datenwerte durch

den Median der Kontrolle geteilt wurden.

2.2 Plasmid-Modell

Um die Auswirkungen einer stark erhohten Expression einzelner Adenosinrezeptoren be-
obachten zu konnen, wurden Kortexkulturen Plasmiden ausgesetzt, die zur Uberexpressi-

on einzelner Adenosinrezeptoren fiihrten.

2.2.1 Herstellung von organotypischen Kortexkulturen

Miuse wurden am dritten postnatalen Tag mit Isofluran (Abott, Wiesbaden, Deutschland)
betdubt und danach enthauptet (Tierversuchsanzeige vom 31.10.2014: Zustandsidnderung
muriner kortikaler Netzwerke durch klassische Neuromodulatoren und Mediatoren von
Neuroinflammation (Hentschke); Tierversuchsanzeige vom 31.08.2015: Wirksamkeit in-
travenOser Anisthetika bei cholinerger Krise (Antkowiak)). Mit einer Schere wurde durch
Sagitalschnitte vom Foramen Magnum aus die Schideldecke ertffnet. Durch Koronar-
schnitte von der Mittellinie aus zu den Augenhohlen und an der Grenze zum Zerebellum
konnte die Schideldecke nach aulen weggebrochen werden. Nach Entnahme des Gehirns
wurde das Zerebellum durch einen Frontalschnitt vom GroBhirn abgetrennt. Das Gehirn
wurde in kalter Greys Balanced Salt Losung (Sigma, Deutschland) einige Minuten im
Kiihlschrank bis zur Weiterverarbeitung gelagert.

Danach wurde das Gehirn mit Sekundenkleber auf einem Metallblock fixiert. Umgeben

von gekiihlter Greys Balanced Salt Losung wurden dann mit einem Vibroslicer (Campden
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Instruments, Loughborough, England) Schnitte mit einer Dicke von 300 um Dicke ange-
fertigt. Kortexstiicke dhnlicher Grofle wurden abgetrennt und mit einer Mischung aus 9 ul
Thrombin (Sigma) und 9 pl Plasmin (Sigma) auf Objekttragern fixiert.

Zur Kultivierung wurden die Schnitte samt Objekttrigern in Kulturréhrchen mit 750 pl
Nédhrmedium iiberfiihrt. Um den pH-Wert zu regulieren, wurden die Kulturrérchen da-
nach bei 36°C fiir ca. eine Stunde mit 5% Kohlenstoffdioxid angereicherter Raumluft
begast. Zur Inkubation verblieben die Kulturrohrchen bei 36°C in einem Brutschrank
(Heraeus, Hanau, Deutschland), in welchem sie mit Hilfe der sogenannten "Roller-Tube-
Technik"(Gahwiler, 1981) kontinuierlich zehn Mal pro Stunde gedreht wurden. Ein Wech-
sel des Ndhrmediums erfolgte zweimal pro Woche. Danach wurden die Schnitte nach den

oben beschriebenen Bedingungen begast, um den pH-Wert einzustellen.

2.2.2 Plasmidtransfektion

Um Adenosinrezeptorgene iiberzuexprimieren, verwendeten wir sogenannte Open Rea-
ding Frame Plasmide (OriGene Technologies). Diese enthalten ausschlielich den prote-
incodierenden Teil des Zielgens, welches in unserem Fall jeweils ein Adenosinrezeptor
war. Die Kopplung mit einem pCMV6 Vektor bewirkt die Daueraktivierung der Tran-
skription. Das Plasmid mit der Information des Adora3 Gens, das Gen das die Informa-
tion fiir den A3-Rezeptor codiert, enthielt zusitzlich die genetische Information fiir ein
fluoreszierendes Protein (GFP). Dadurch konnte die Methode zusétzlich durch Immun-
fluoreszenz iiberpriift werden.

Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific) verwen-
det. Zur Vorbereitung wurde pro Kortexschnitt 1 ul Lipofectamine 2000 in 35 pl serum-
freies Medium gegeben und fiir fiinf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wur-
den 0.33 pg des Plasmids in 35 pl serumfreiem Medium gelost und mit der Lipofectamine

-Serum-Mischung vermischt. Nach einer Inkubationszeit von 20 Minuten bei Raumtem-

Tabelle 2.1 — Zusammensetzung des Nihrmediums

Menge [ml] | Substanz
100 Pferdeserum (Gibco)

100 Hanks’ Balanced Salt Solution (Sigma)
4 50% Glukose (Sigma)
2 L-Glutamin (Sigma)

200 Basal MediumEagle (Sigma)
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Abbildung 2.1 — Schema Erstellung Kortexkulturen

peratur wurden die 70 pl zu den Kortexschnitten gegeben, die zuvor in 400 pl frisches
Medium (s. Tabelle) iiberfiihrt worden waren. Nach vierstiindiger Inkubationszeit in ei-
nem Begasungsbrutschrank (Heraeus) bei 37°C und Begasung mit 5% Kohlenstoffdioxid
angereicherter Raumluft, wurde das Medium durch 750 pl frisches Medium ersetzt. Nach
der Transfektion wurden die Schnitte erneut fiir mindestens 48 Stunden inkubiert, bevor
sie weiter verwendet wurden. Abbildung [2.1|zeigt schematisch den Ablauf der Erstellung

der Kortexkulturen sowie deren Transfektion.

17



Plasmid Vervielfialtigung

50 ul E. coli (Nova blue single competent-Cells-Kit, Novagen) wurden aufgetaut. Die
Plasmide (s. Tabelle) wurden in 100 ul NFW aufgel6st, wodurch sich eine Konzentration
von 0.1 pg/ul ergab. Nachdem das Plasmid weiter auf eine Konzentration von 10 ng/ul
verdiinnt wurde, wurden 1 pl den Zellen zugesetzt und nach vorsichtigem Mischen fiir
Smin auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen exakt fiir 30 Sekunden im Wasserbad
bei 42°C inkubiert und danach direkt wieder 2 Minuten in Eis gelagert. Nach Zugabe
von 250 pl SOC-Medium und kurzem Mischen wurden 50 ul auf Platten ausplattiert, die
je ein Antibiotika enthielten. Die Antibiotikum passten jeweils zu den in den Plasmiden
enthaltenen Resistenzen (s. Tabelle). Die Platten wurden iiber Nacht im Brutschrank bei
36°C inkubiert.

Danach wurde eine Vorkultur angesetzt, indem je Platte genau eine solitdr wachsende
Kolonie in Bouillon eingemischt wurde. Das Bouillon wurde mit 200 ml Aqua Dest. und
einem Beutel TB Liquid Amp (InvivoGen) bzw. E. coli FastMedia Kan TB (invivoGen)
angesetzt. Durch die enthaltenen Antibiotika konnten noch einmal spezifisch die Bakteri-
en selektioniert werden, die das Plasmid mit der entsprechenden Resistenz enthielten. Die
Vorkultur wurde dann fiir ca. 6 Stunden im Orbital-Schiittler (HT Infors AG) bei 37°C bei
230 RPM inkubiert. Ein Milliliter der Vorkultur wurden danach in MICROBANC-Tubes
(Pro-Lab Diagnostics) pipettiert und drei- bis viermal invertiert. Die Bakterien sollten sich
so sich an den enthaltenen Kiigelchen anlagern. Die Kiigelchen konnten dann einzeln ent-
nommen und ausplattiert werden. Ein Milliliter der Vorkultur wurde auB8erdem weiterver-
arbeitet, indem er in 195 ml Bouillon, die mit den oben genannten Reagenzien angesetzt
wurden. Nach einer weiteren Nacht auf dem Schiittler bei 37°C und 200 RPM wurden das
so entstandene Substrat in 50 ml Falcons verteilt und bei 6000 RPM 20 Minuten lang bei
4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abpipettiert und verworfen. Das zuriick-
gebliebene Pellet wurde mit einem NucleoBond xtra Maxi Kit (Machery-Nagel) nach der
beiliegenden Anleitung weiterverarbeitet.

Die eluierten Plasmide wurden mit 70% Ethanol gewaschen und in 200 ul TE-Puffer
(PanReac AppliChem) geldst. Zum Nachweis und Uberpriifung der Reinheit der Plas-
mide wurden die Plasmide durch eine konventionelle PCR amplifiziert und die Grofle
des Amplikons mittels Gelelektrophorese nachgewiesen. Nach einer Konzentrationsbe-

stimmung an einem Spektrophotometer (Nanodrop 2000, Thermo Scientific) wurden die
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Plasmide mit TE-Puffer auf eine Konzentration von 0.1 ug/ul verdiinnt.

2.2.3 Evaluation der Adenosinrezeptoriiberexpression

Real-Time PCR

Zur Evaluation der Transfektion wurden aus drei Priparationen jeweils ca. vier Kortex-
schnitte transfiziert und die Expression des Zielgenes nach 48 Stunden durch RT-PCR un-
tersucht. Die RNA-Extraktion verlief nach dem in beschrieben modifizierten Sche-
ma. Die RT-PCR wurden nach dem in [2.1.3|beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

Immunfluoreszenz

Da das Plasmid fiir den A3-Rezeptor zusitzlich die genetische Information fiir ein griin
fluoreszierendes Protein (GFP) enthielt, konnte das Gelingen der Transfektion zusitz-
lich auf Proteinebene durch Immunfluoreszenz tiberpriifen werden. Dazu wurden Kortex-
schnitte zunédchst wie oben beschrieben mit dem A3R-Plasmid beziehungsweise mit ei-
nem Leerplasmid (OriGene Technologies) transfiziert. Nach der Inkubationszeit von 48h
wurden die Schnitte zunichst mit 4% Paraformaldehyd fiir 15 Minuten bei Raumtempe-
ratur fixiert. Daraufhin wurden die Kulturen zweimal fiir je 5 Minuten mit kaltem PBS™
gewaschen. Zur Fiarbung der Zellkerne wurde Roti®)-Mount FluorCare (Roth) verwendet.
Untersucht wurden die Schnitte mithilfe eines Zeiss LSM 510 Mikroskop.

2.2.4 Elektrophysiologie

Messungen

Die fiir die extrazellularen Messungen verwendeten Messelektroden wurden aus Borosili-
katkapillaren (OD 1.0 mm, World Precision Instruments, Berlin, Deutschland) mit einem
Puller (DMZ-Universal, Zeitz-Instrumente, Augsburg, Deutschland) hergestellt. Die Spit-
zendurchmesser waren etwa 1 - 2 um. Vor der Messung wurden die Messelektroden mit
kiinstlichem Liquor (artificial cerebrospinal fluid= ACSF) befiillt . Die ACSF bestand
aus in Aqua Destillata gelosten folgenden Bestandteilen: 120 mM NaCl, 3.5 mM KCl,
1.13 mM NaH;PO4, 26 mM NaHCOs, 1.2 mM CaCl,, 1mM MgCl; und 11 mM D-
Glucose (alle Chemikalien von Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland). Damit bei allen
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Messungen konstant ein pH-Wert von etwa 7.4 vorlag, wurde die ACSF vor den Mes-
sungen mindestens 30 Minuten lang sowie wihrend der Messungen mit 95% Sauerstoff
und 5% Kohlenstoffdioxid (Carbogen 5, Westfalen AG, Miinster, Deutschland) begast.
Mit ACSF gefiillt hatten die Elektroden einen Widerstand zwischen zwei und fiinf MQ.
Um die Elektroden in den Schnitten zu platzieren wurde zur optischen Kontrolle ein in-
verses Mikroskop (Axiovert 135M, Zeiss, Jena, Deutschland) benutzt. Die Messkammer
bestand aus einem Metallrahmen und einem Glasboden. Um eine gleichbleibende Tem-
peratur zwischen 34°C - 36°C wihrend der Messungen zu gewihrleisten, wurde ein Heiz-
draht (Philipps, Niederlande), der um den Metallrahmen angebracht war, verwendet. Die
Temperatur konnte iiber ein Digitalthermomether (Greisinger electronic GmbH, Regen-
stauf, Deutschland) tiberpriift werden. Der Kortexschnitt wurde wéhrend der Messung
mit begaster ACSF umspiilt, fiir deren Zu- und Abfluss IPC-Peristaltik-Pumpen (Ismatec,
Wertheim-Mondfeld, Deutschland) sorgten. Die Durchflussrate betrug 1 ml/min.

Fiir die Messungen wurde zunichst ein Kortexschnitt fiir mindestens 30 Minuten in
der Messkammer belassen. So konnten sich die Zellen an die in der Messkammer herr-
schenden Bedingungen gewohnen. Wihrenddessen wurden zwei Messelektroden so im
Gewebe platziert, dass in deren Ableitung Aktionspotenziale eindeutig vom Grundrau-
schen abzugrenzen waren.

Mittels eines PCs, einer analog-digitaler Wandlerkarte Digidata 1200 AD/DA so-
wie mit dem Computerprogramm Axoscope 9 (beide von Axon Instruments, Union Ci-
ty,Kalifornien, USA) wurden wihrend den Messungen Aktionspotentiale (AP) sowie Feld-

potentiale (LFP) aufgezeichnet.

Versuchsprotokoll

Nach der Adaptationsphase von 30 Minuten wurde zunéchst eine sechsminiitige Kon-
trollmessung aufgezeichnet. Dann wurde fiir zwolf Minuten ACSF mit 0.5 uM Adenosin
oder 3 uM DPCPX eingewaschen. Dann wurde fiir sechs Minuten aufgezeichnet. Danach
wurde fiir zwolf Minuten reine ACSF Losung eingewaschen. Es folgte abschlieBend eine

weitere sechsminiitige Messung.
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Rohdaten
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Abbildung 2.2 — Datenauswertung: Nachdem aus den Rohdaten Aktionspotentiale gefiltert
wurden, wurden gruppierte Aktionspotentiale als Bursts identifiziert.

Datenauswertung

Zur Auswertung der Rohdaten wurde Matlab Version R2008 verwendet. Abbildung [2.2]
zeigt neben einer schematischen Darstellung einer Kultur schmematisch die Datenauswer-
tung. Zunichst wurden aus den Daten die Aktionspotentiale durch einen Hochpassfilter
(>300Hz, -3dB Eckfrequenz) herausgefiltert. Durch Bestimmen einer Schwelle konnten
die Aktionspotentiale vom Grundrauschen unterschieden werden. Gruppierte Aktionspo-
tentiale konnten dann als Bursts identifiziert werden. Als Bursts oder Feuersalve bezeich-
net man eine Aktivititsphase, die sich durch ein gruppiertes Auftreten von Aktionspoten-
tialen auszeichnet. Zur Auswertung wurden die Aktionspotentialrate, die relative Zeit in
Bursts, die Dauer der Ruhephasen sowie die Burstrate und die Burstlinge herangezogen.
Die relative Zeit in Bursts gibt den Anteil der Zeit an, in der sich die Kulturen in Bursts
befinden in Relation zur gesamten Messdauer. Die Dauer der Ruhephasen gibt die mittlere

Zeit zwischen Bursts an.
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2.3 Statistik und Grafiken

Die Daten wurden mittels Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung iiberpriift. Die Vari-
anzhomogenitit wurde durch einen Levene-Test bestitigt. Fiir nicht normalverteilte Daten
beziehen sich Angaben im Text auf den Median, wihrend sich bei normalverteilten Da-
ten Angaben auf den Mittelwert beziehen. Zur Datenbereinigung wurden Werte, deren
Abstand zum oberen beziehungsweise unteren Quartil groer als ein anderthalbfacher In-
terquartilsabstand war, als Ausreifer behandelt.

Um zwei nicht normalverteilte Gruppen zu vergleichen, wurde ein Wilcoxon Rangs-
ummentest berechnet. Als Effektstarkemall wurde die ,,Area under the Receiver Opera-
ting Curve® (AUROC) und die dazugehorigen 95% Konfidenzintervalle mit dem Mat-
lab Package "MESToolbox’ (Hentschke und Stiittgen, 2011) berechnet. Die Konfidenzin-
tervalle wurde mittels bootstrapping berechnet. Die Effektstirke ist eine dimensionslose
Zahl und quantifiziert die GroBe eines statistischen Effekts. Damit gibt die Effektstirke
Auskunft iiber die praktische Relevanz eines statistischen Effektes und hilft zudem die
GroBe statistischer Effekte verschiedener Experimente miteinander zu vergleichen. Das
Effektstirkemal AUROC kann Werte zwischen null und eins annehmen, wobei der Ef-
fekt umso grofler ist, je ndher der Wert an null oder an eins liegt. Je ndher der Wert an
0.5 liegt, desto kleiner ist der Effekt. AUROC driickt somit aus, mit welcher Wahrschein-
lichkeit ein Wert aus Gruppe A groBer ist als ein Wert aus Gruppe B. Sind alle Werte aus
Gruppe A grofler als die Werte aus Gruppe B ist AUROC=1 und somit die Wahrschein-
lichkeit, dass ein zufélliger Wert aus Gruppe A grofler ist als aus Gruppe B 100%. Sind
alle Werte aus Gruppe A kleiner als Werte aus Gruppe B ist AUROC=0. Sind genau die
Hilfte der Werte aus Gruppe A grofler und als Werte aus Gruppe B ist AUROC=0.5

Zum Mittelwertvergleich zweier normalverteilter Gruppen wurde ein Student’s t-Test
berechnet. Zusitzlich wurde als Effektstirkemall Cohens d (auch als Hedges g bekannt)
mit 95% Konfidenzintervall berechnet. Cohens d gibt den Abstand zweier Verteilungen
in Einheiten ihrer gemeinsamen Standardabweichung an. Zur Berechnung wurde das R
Package ,.effsize* (Torchiano, [2017) benutzt. Dabei wurde Cohens d wurde nach der For-

mel
My —M,

d=-—_""%
SDpooled

berechnet, wobei M= Mittelwert Gruppe 1, M= Mittelwert Gruppe 2 und SD pppica=
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gepoolte Standardabweichung ist. Die gepoolte Standardabweichung bezeichet das nach
Stichprobenumfang gewichtete Mittel der Standardabweichungen. Nach (Cohen| (1988))
wird der Effekt als klein bezeichnet, wenn d Werte groBer als 0.2 annimmt, mittel wenn d
groBer ist als 0.5 und grof3 ab Werten fiir d von 0.8.

Um Interaktionseffekte zwischen Variablen festzustellen, beispielsweise ob es eine In-
teraktion zwischen zwei Transfektionsarten und zwei Behandlungsarten gibt, wurde eine
zwei-faktorielle ANOVA mit dem R Package ,.ez* (Lawrencel 2016) berechnet. Als Ef-
fektstirkemal wurde das partielle % mit Hilfe des R Packages ,,schoRsch* (Pfister und
Janczyk, 2017) berechnet. Dazu wurden 95% Konfidenzintervalle mit dem R Package
,MBESS* (Kelley, [2018)) berechnet. n2 gibt an, welcher Anteil der Gesamtvarianz durch
die untersuchte Variable erklért wird. Dabei sind Werte zwischen null und eins moglich,
wobei der Effekt umso groBer ist, je ndher der Wert an eins liegt. Nach (Cohen, 1988)
werden Effekte ab 0.01 als klein, ab 0.06 als mittel und ab 0.14 als gro83 bezeichnet. Zur
leichteren Interpretation werden diese Grenzwerte in den Grafiken als small (S), medium
(M) und large (L) eingezeichnet. Da es fiir eine zwei-faktorielle ANOVA keinen entspre-
chenden nicht parametrischen Test gibt, wurden nicht normalverteilte Daten, bei denen
Interaktionseffekte untersucht werden sollten, mittels Box-Cox Methode transformiert
(Box und Cox, 1964). Im Detail wurde zunéchst fiir jede Gruppe das optimale Lambda
berechnet, wobei Lambda den Exponenten der Transformation angibt. Zur Transforma-
tion wurde dann der Mittelwert aller berechneten Lambdas genutzt. Bei transformierten
Daten wurde die Datenbereinigung erst nach der Transformation durchgefiihrt.

Effektstirken werden im Text in der Form ’Effektstirke [Konfidenzintervall]” angege-

ben.
Die statistische Auswertung sowie die Erstellung der Grafiken erfolgte mit (R Core
Team)| 2017)) und mit Matlab Version R 2017a.
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3 Ergebnisse

3.1 Zymosan-Modell

3.1.1 Evaluierung der Entziindungsreaktion

Um die durch das intraperitoneal injizierte Zymosan A hervorgerufene Entziindung nach-
zuweisen, wurde in einem Vorexperiment nach 24 Stunden Expositionsdauer aus einer Pe-
ritoneallavage die Zellzahl sowie die Aktivitit des Enzyms Myeloperoxidase bestimmt,
das Riickschliisse auf die Aktivitdt neutrophiler Granulozyten und Monozyten zulésst.
Die Daten sind in Abbildung dargestellt. Da die Daten normalverteilt waren, wurde
ein t-Test sowie Cohens d berechnet. Die MPO-Aktivitit war in der Versuchsgruppe vier-
zehnfach hoher als in der Kontrollgruppe (p<0.001; Cohens d= -4.061 [-6.099, -2.0239];
NZymosan= 1> NKontrolle=1). Die Zellzahl war in der Zymosangruppe doppelt so hoch wie in
der Kontrollgruppe (p= 0.005; Cohens d=-1.801 [-3.178, -0.418]; nzymosan= "7, Nkontrolie=
7). Dies entspricht in beiden Fillen einem signifikanten, groen Effekt. Der deutliche
Anstieg dieser beiden Parameter in der Versuchsgruppe zeigt das Gelingen der Entziin-

dungsinduktion.

3.1.2 Expression der Adenosinrezeptoren nach Zymosanexposition

Um die Verdnderung der Adenosinrezeptor-mRNA nach Zymosanexposition in neurona-
lem Gewebe zu untersuchen, wurden ein RT-PCR-Experimente durchgefiihrt. Dabei wur-
de kortikales Gewebe zwei und vier Stunden nach Zymosanexposition untersucht. Die
Daten der Zeitreihe nach Zymosan A Injektion sind in Abbildung[3.2]relativ zum Median

der Kontrollgruppe nach zwei Stunden Expositionsdauer dargestellt. Ausreif3er, die einen
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Abbildung 3.1 — A:MPO-Aktivitit; B: Zellzahl; gezeigt sind die Mittelwerte mit Standard-
abweichung der Kontrolltiere im Vergleich zu 24h Zymosan behandelten Tieren.

Abstand groBer als einen dreifachen Interquartilsabstand zum oberen beziehungsweise
unteren Quartil haben, sind nicht dargestellt. Da die Daten nicht normalverteilt waren,
beziehen sich die nachfolgende Angaben auf den Median. Wihrend sich die Expression
des A1R in der Kontrollgruppe nach vier Stunden kaum verédnderte, stieg die Expressi-
on in der Versuchsgruppe nach vier Stunden um ca. 80% an. Die A2aR-Expression sank
in der Kontrollgruppe um mehr als 50% und in der Versuchsgruppe um fast 70%. Die
A3R-Expression war in der Zymosan exponierten Gruppe bereits nach drei Stunden fast
dreimal so hoch wie in der Kontrollgruppe. Nach vier Stunden sank der Wert auf Kontroll-
gruppe auf ca. 30% des Ausgangswertes, wihrend die Expression in der Versuchsgruppe
auf das 1,8-fache des Wertes der Kontrollgruppe nach zwei Stunden sank. Somit scheint
die durch Zymosan induzierte Entziindung in diesem Zeitraum zu einer erhohten Expres-
sion des Al-Rezeptors zu fithren, wie es auch bereits von |Biber et al.| (2001) beschrieben
wurde. Die Versuchsgruppe liegt bei der A3-Rezeptorexpression bereits nach zwei Stun-
den auf einem hoheren Niveau als die Kontrollgruppe, entwickelt sich nach vier Stunden
aber in die gleiche Richtung. Fiir die Rezeptoren A2a und A2b ergab sich fast kein Un-

terschied im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.2 — Zeitreihe Zymosanexposition; A: AIR; B: A2aR; C: A2bR; D: A3R. Dar-
gestellt werden die mRINA-Expressionen zu den Zeitpunkten 2h und 4h der Kontrolltiere im
Vergleich zu Zymosan behandelten Tieren als Boxplots relativ zum Median der Kontrollgrup-
pe nach 2h. Ausreifler, die einen Abstand grofier als einen dreifachen Interquartilsabstand zum
oberen beziehungsweise unteren Quartil haben, sind nicht dargestellt.
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Abbildung 3.3 — Interaktionseffekt Zeitreihe Zymosanexposition: Effektstirke 1> mit
95% Konfidenzintervall fiir den Interaktionseffekt zwischen Expositionsdauer (2h oder 4h)
und Expositionsart (Natriumchlorid oder Zymosan) fiir A1-, A2a-, A2b und A3-Rezeptor.
Zur Interpretation der Effektstirke sind folgende Grenzwerte eingezeichnet: S (=small; klei-
ner Effekt), M (=medium; mittlerer Effekt), L (=large; groBer Effekt).

Zur weiteren Auswertung wurden die Daten transformiert (siche Kapitel 2.3). Um
mogliche Interaktionseffekte zwischen der Expositionsdauer (2h oder 4h) und der Ex-
positionsart (Natriumchlorid oder Zymosan) zu untersuchen, wurde eine zwei-faktorielle
ANOVA berechnet. Das EffektstarkemaB fiir den Interaktionseffekt ist in Abbildung 3.3]
dargestellt. Beziiglich des Interaktionseffektes zwischen Zeit und Expositionsart ergab
sich fiir den Al-Rezeptor ein signifikanter groBer Effekt (partielles n°= 0.51 [0.198,
0.654], p= <0.001, n= 30). Dabei stieg die Expression in der Versuchsgruppe um 80%
an, wihrend in der Kontrollgruppe die Expression in etwa gleich blieb. Fiir die anderen
Rezeptoren ergaben sich nicht signifikante kleine Effekte. Somit konnte nach einer vier
stiindigen intraperitonealen Zymosanexposition eine starke, statistisch signifikante Erho-

hung der A1-Rezeptorexpression in kortikalem Gewebe gezeigt werden.
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3.2 Plasmid Modell

3.2.1 Evaluation der Uberexpression von Adenosinrezeptoren

RT-PCR

Um herauszufinden, ob sich eine erhohte Adenosinrezeptorexpression auf die spontane
Netzwerkativitit im Kortex auswirkt, wurde ein Plasmid mit der genetischen Informa-
tion eines Adenosinrezeptors in die kortikalen Zellen eingeschleust. Zur Evaluation des
Verfahrens wurden Kulturen mittels RT-PCR untersucht, die zuvor entweder mit einem
Leerplasmid oder mit einem Adenosinrezeptor-Plasmid transfiziert worden waren (Ab-
bildung [3.4)). Da die Daten nicht normalverteilt waren, beziehen sich die nachfolgenden
Angaben auf den Median. Zur statistischen Auswertung wurde ein Wilcoxon Rangsum-
mentest berechnet. Die Transfektion mit dem Al-Rezeptor Plasmid (Al-Transfektion)
fiihrte in der Versuchsgruppe zu einem Anstieg der Al-Rezeptor mRNA Konzentrati-
on auf das 2 * 10°-fache des Kontrollwertes (p= 0.029, AUROC=1 [1, 1],ngontrotie=3,
nA1—Transf.=4). Auch die Transfektion mit dem A2a-Rezeptor Plasmid (A2a-Transfek-
tion) fiihrte in der Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe zu einer Erh6hung
der A2a-Rezeptor mRNA-Konzentration auf annihrend das 2 % 103-fache (p=0.002, AU-
ROC=1[1, 11, ngontroi1e=10, na24a—Trans f.=4). Dadurch konnte auf mRNA-Ebene die Uber-

expression der Rezeptoren gezeigt werden.

Immunfluoreszenz

Um die gelungen Transfektion zu visualisieren, haben wir dies fiir A3-Rezeptoren im Fol-
genden dargestellt. Die verwendeten Plasmide fiir fiir den A3-Rezeptor enthalten zusitz-
lich die genetische Information fiir ein griin fluoreszierendes Protein (GFP). Abbildung
@] zeigt Aufnahmen von Kulturen, die entweder mit dem A3R-Plasmid oder mit einem
Leerplasmid transfiziert wurden. In der mit dem A3R-Plasmid transfizierten Kultur ist im
Gegensatz zur Leerplasmid transfizierten Kultur GFP zu erkennen. Dieser Nachweis auf
Proteinebene zeigt, dass in den transfizierten Kulturen auch eine vermehrte Biosynthese

des Rezeptorproteins stattfindet.
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Abbildung 3.4 — A:Transfektion mit A1R-Plasmid; B: Transfektion mit A2aR-Plasmid; Er-
gebnisse stammen aus vier (Al-Plasmid) bzw. drei (A2a-Plasmid) unabhingigen Experimen-
ten, bei denen jeweils vier Kortexschnitte transfiziert wurden. Daten werden relativ zur Kon-
trolle dargestellt; logarithmische Darstellung.

Abbildung 3.5 — Plasmidevaluation Immunfluoreszenz; A: Transfektion mit A3R-Plasmid;
B: Transfektion mit Leerplasmid. Blau zeigt die Zellkerne, griin ein griin fluoreszierendes
Protein (GFP), dessen genetische Information Bestandteil des A3R-Plasmids ist.
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3.2.2 Versuchsreihe Adenosinantagonist

In der folgenden Versuchsreihe wurde getestet, ob die verwendeten organotypischen Kul-
turen des Kortex Adenosin produzieren und ob diese extrazelluldre Adenosinkonzentra-
tion funktionell bedeutsam fiir die spontane Aktionspotentialaktivitit der Neurone ist.
Hierzu wurden Messungen in kortikalen Kulturen, die entweder mit dem A1R-Plasmid
oder mit einem Leerplasmid transfiziert wurden, in Gegenwart des A1R-Antagonisten
DPCPX durchgefiihrt. Zur Veranschaulichung der Ergebnisse sind in Abbildung [3.6] ex-
emplarisch Rohdaten von Beispielmessungen gezeigt. Die Quantifizierung der Ergebnisse

ist in Abbildung [3.7]und [3.8| zusammengefasst.
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Abbildung 3.6 — Exemplarische Darstellung eines Ausschnittes von Rohdaten der elek-
trophysiologischen Messung wihrend DPCPX-Zugabe bei Kontrollkulturen (B) und A1R-
Plasmid transfizierten Kulturen (A). Erste Zeile zeigt jeweils einen Ausschnitt der Messung
unter Kontrollbedingungen. Bei den dargestellten Ausschnitten der Messung unter 3 uM
DPCPX-Gabe in der zweiten Zeile kann sowohl bei der gezeigten Kontrollkultur als auch bei
transfizierten Kultur eine verkiirzte Burstlinge und eine hohere Burstfrequenz erkannt wer-
den. Die Veridnderungen konnen durch Auswdibch der Substanz partiell aufgehoben werden,
was jeweils in Zeile drei dargestellt ist.
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Abbildung 3.7 — DPCPX-Zugabe bei A1R-Plasmid transfizierten Kulturen; Burstlinge
nach Leerplasmid Transfektion (Sham) (A) und nach A1-Rezeptor-Plasmid Transfektion (A1-
Transf.) (B); Burstrate Sham (C) und nach A1-Transf. (D); Aktionspotentialrate Sham (E) und
nach Al-Transf. (F). Logarithmische Darstellung des Medians und des Interquartilsabstandes
wihrend der Kontrollmessung, unter DPCPX-Zugabe und wihrend des Auswasches.
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Abbildung 3.8 — DPCPX-Zugabe bei A1R-Plasmid transfizierten Kulturen; Dauer der
Ruhephasen nach Leerplasmid Transfektion (Sham) (A) und nach Al-Rezeptor-Plasmid
Transfektion (Al-Transf.) (B); relative Zeit in Bursts Sham (C) und nach Al-Transf. (D).
Logarithmische Darstellung des Medians und des Interquartilsabstandes wihrend der Kon-
trollmessung, unter Adenosin Zugabe und wihrend des Auswasches.
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Effekt durch DPCPX-Zugabe

Da die Daten nicht normalverteilt sind, beziehen sich die folgenden Angaben auf den
Median. Die Burstlidnge verkiirzte sich durch die Zugabe von DPCPX um 90% in den
Kontrollkulturen und um 80% in den mit dem A1R-Plasmid transfizierten Kulturen. Die
Burstrate verdoppelte sich durch DPCPX in transfizierten Kulturen, wihrend sie sich in
den Kontrollkulturen verdreifachte. In beiden Gruppen verringerte sich die Aktionspo-
tentialrate durch DPCPX um 30% und die Dauer der Ruhephase um 50%. Die relative
Zeit in Burst verkiirzte sich in den Kontrollkulturen um etwa 30%, wihrend sie sich in
den A1R-Plasmid transfizierten Kulturen um iiber 50% verringerte. Die statistische Aus-
wertung der Box-Cox transformierten Daten erfolgte mittels gepaartem t-Test. Bei allen
Parametern konnte fiir beide Transfektionsarten ein signfikanter Effekt (p<0.001) mittlere
bis groBer Effektstirke (Cohens d>10.684/) durch die Zugabe von DPCPX gezeigt werden.
Die Effektstiarke des Vergleichs von Kontrollmessung zur Messung bei DPCPX Zugabe
ist in Abbildung [3.9]dargestellt.

Die Abnahme der Burstlinge und die Zunahme der Burstrate bedeutet, dass durch
DPCPX-Zugabe die Bursts kiirzer und hiufiger auftraten. Dazu passend wurde eine ver-
kiirzte Zeit zwischen den Bursts (Dauer der Ruhephase) beobachtet. Aullerdem war der
Anteil der Zeit, in denen die Kulturen Aktionspotentialsalven feuerten, verkiirzt und es
wurden weniger Aktionspotentiale in der Messperiode registriert. Zusammenfassend wur-

de eine Verringerung der spontanen Aktionspotentialaktivitiit beobachtet.

Analyse des Effekts durch Transfektion bei DPCPX-Zugabe

Zur statistischen Auswertung einer Interaktion zwischen Transfektion und DPCPX-Zuga-
be wurde fiir jeden Parameter eine zwei- faktorielle ANOVA berechnet mit den Faktoren
Behandlung (Kontrollmessung oder DPCPX-Zugabe) und Transfektionsart (Leerplasmid
oder AIR-Plasmid). Die Effektstirke dieser Interaktion ist in Abbildung dargestellt.
Es ergaben sich fiir alle Parameter nicht signifikante Effekte im vernachlidssigbar kleinen
Bereich.

Dies bedeutet, dass in den Experimenten die erhohte Expression des Al-Rezeptors

die Wirkung des Antagonisten auf die beobachteten Parameter nicht beeinflusste.
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Abbildung 3.9 — DPCPX-Zugabe bei A1R-Plasmid Transfektion: Effekstirke (Cohens
d) mit 95% Konfidenzintervall fiir den Vergleich von Kontrollmessung und Messung unter
DPCPX-Zugabe. Dargestellt sind Ergebnisse der Kontrollgruppe (Kon.) sowie der Versuchs-
gruppe, die mit einem Al-Rezeptor Plasmid (A1RP) transfiziert wurde.
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Abbildung 3.10 — Interaktionseffekt DPCPX-Zugabe bei A1R-Plasmid Transfektion: Ef-
fektstirke 72 mit 95% Konfidenzintervall fiir den Interaktionseffekt zwischen Transfektions-
art (Leerplasmid oder A1R-Plasmid) und Messbedingung (Kontrollmessung oder Messung
bei DPCPX-Zugabe) fiir verschiedene Parameter. Zur Interpretation der Effektstérke sind fol-
gende Hilfsgeraden eingezeichnet: S (=small; kleiner Effekt) und M (=medium; mittlerer Ef-
fekt).
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3.2.3 Effekte der externen Applikation von Adenosin auf die sponta-

ne Aktionspotentialaktivitit

In den im Folgenden dargestellten Versuchen wurden die Verdnderungen der spontanen
Aktionspotentialaktivitidt durch Applikation von Adenosin in organotypischen kortikalen
Kulturen, die entweder mit einem Adenosinrezeptor Plasmid (A1R, A2aR) oder mit ei-
nem Leerplasmid transfiziert wurden, untersucht. Zur Veranschaulichung sind zunéchst
Rohdaten in Abbildung dargestellt. Dariiber hinaus sind die Daten aus den extrazel-
luldren Messungen fiir das A1R-Plasmid in den Abbildungen [3.12 und [3.13] dargestellt.
Die Daten zu den Messungen der mit dem A2aR-Plasmid transfizierten Kulturen sind in
den Abbildungen und visualisiert. Die Ordinaten der Grafiken sind logarith-
misch aufgeteilt. Zur statistischen Auswertung wurde eine wie in Kapitel [2.3|beschrieben
Box-Cox-Transformation angewandt, da dadurch eine Normalverteilung erreicht werden

konnte.

Effekte durch Adenosinzugabe bei erhohter Expression des A1-Rezeptors

Da die Daten nicht normalverteilt waren, beziehen sich die nachfolgenden Angaben auf
den Median.

Bei Adenosin Zugabe verkiirzte sich die Burstlinge der Kontrollkulturen um fast 90%
und die der AIR-Plasmid transfizierten Kulturen um 70%. Wihrend sich die Burstrate
durch Adenosin in den Kontrollgruppe um etwa 20% verringerte, stieg sie in der Ver-
suchsgruppe um fast 30% an. Die Aktionspotentialrate wiederum sank in beiden Gruppen;
dabei verringerte sich die Rate der Kontrollgruppe um 50% und die der Versuchsgruppe
um 40%. Die Dauer der Ruhephase stieg durch Adenosin in den Kontrollkulturen um
50% und in den AIR-Plasmid transfizierten Kulturen um knapp 10% an. Die Relative
Zeit in Bursts nahm in der Kontrollgruppe um etwa 70% und in der Versuchsgruppe um
60% ab. Die statistische Auswertung der Box-Cox transformierten Daten erfolgte mit-
tels gepaartem t-Test. Die Effektstirke des Vergleichs von Kontrollmessung und Messung
bei Adenosin Zugabe ist in Abbildung dargestellt. Fiir die Parameter Burstlénge,
Aktionspotentialrate und der relativen Zeit in Bursts ergaben sich signifikante (p<0.05)

mittlere bis groBe Effekte (Cohens d>0.766) fiir beide Transfektionsarten.
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Abbildung 3.11 — Exemplarische elektrophysiologische Rohdaten kortikaler Kulturen wih-
rend Adenosin-Zugabe bei AIR-Plasmid transfizierten Kulturen (A) und Kontrollkulturen
(B). Erste Zeile zeigt jeweils einen Ausschnitt der Messung unter Kontrollbedingungen. Bei
den dargestellten Ausschnitten der Messung unter 0.5 uM Adenosin-Gabe in der jeweils zwei-
ten Zeile kann sowohl bei der gezeigten Kontrollkultur als auch bei transfizierten Kultur eine
verkiirzte Burstlinge festgestellt werden. Zusitzlich kommt es bei der transfizierten Kultur

zu einer erhohte Burstrate. Zeile drei zeigt ded Ausschnitt der Messung des Auswaschens der
Substanz.
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Abbildung 3.12 — A1R-Plasmid Transfektion unter Adenosinzugabe; Burstlinge nach
Leerplasmid Transfektion (Sham) (A) und nach Al-Rezeptor-Plasmid Transfektion (Al-
Transfektion) (B); Burstrate Sham (C) und nach Al-Transfektion (D); Aktionspotentialrate
Sham (E) und nach Al-Transfektion (F). Logarithmische Darstellung des Medians und des
Interquartilsabstandes wihrend der Kontrollmessung, unter Adenosin Zugabe und wéhrend
des Auswasches.
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Abbildung 3.13 — A1R-Plasmid Transfektion unter Adenosinzugabe; Dauer der Ruhepha-
sen nach Leerplasmid Transfektion (Sham) (A) und nach A1-Rezeptor-Plasmid Transfektion
(Al-Transfektion) (B); relative Zeit in Bursts Sham (C) und nach Al-Transfektion (D). Lo-
garithmische Darstellung des Medians und des Interquartilsabstandes wihrend der Kontroll-
messung, unter Adenosin Zugabe und wihrend des Auswasches.
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Abbildung 3.14 — A1R-Plasmid Transfektion unter Adenosinzugabe: Effekstirke (Cohens
d) mit 95% Konfidenzintervall fiir den Vergleich von Kontrollmessung und Messung unter
Adenosin-Zugabe. Dargestellt sind Ergebnisse der Kontrollgruppe (Kon.) und die Ergebnisse
der Versuchsgruppe, die mit einem A1l-Rezeptor Plasmid (A1RP) transfiziert wurde.

Fiir die Burstrate ergab sich fiir die Kontrollgruppe ein nicht signifikanter kleiner Ef-
fekt (p= 0.052, Cohens d= 0.476 [-0.191, 1.143]), wihrend die Versuchsgruppe einen
vernachlissigbar kleinen Effekt aufwies (p= 0.368, Cohens d= -0.182 [-0.719, 0.355]).
Bei der Dauer der Ruhephase ergab sich fiir die Kontrollgruppe ein signifikanter Effekt
mittlerer Stirke (p=0.016, Cohens d=-0.608 [-1.281, 0.064]), wihrend die Versuchsgrup-
pe einen nicht signifikanten geringer Effekt aufwies (p= 0.881, Cohens d=-0.028 [-0.564,
0.508]).

Bei etwa gleich bleibender Burstrate bewirkte Adenosin somit eine Verkiirzung der
Bursts und somit auch der relativen Zeit in Bursts. Zudem bewirkte Adenosin eine Ver-
minderung der Aktionspotentialrate. Im Vergleich dazu kam es in der Versuchsreihe mit
dem A1R-Antagonisten DPCPX zu einem deutlichen Anstieg der Burstrate. Die Verrin-
gerung der spontanen Aktionspotentialaktivitit durch Adenosin ist wahrscheinlich auf die
hyperpolarisierende Wirkung durch Adenosin zuriickzufiihren, wodurch die Wahrschein-

lichkeit fiir Aktionspotentiale verringert wird.
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Interaktion zwischen erhohter Expression des A1-Rezeptors und Adenosingabe

Zur statistischen Auswertung einer Interaktion zwischen Transfektion und Adenosinappli-
kation wurde fiir jeden Parameter eine zwei-faktorielle ANOVA berechnet mit den Fak-
toren Behandlung (Kontrolle versus Adenosin) und Transfektionsart (Leerplasmid oder
A1IR/ A2aR-Plasmid). In Abbildung [3.15]ist die Effektstirke fiir Interaktionseffekte der
Versuchsreihe mit dem A1R-Plasmid dargestellt. Fiir die Burstrate ergab sich ein signifi-
kanter schwacher Interaktionseffekt (p=0.017, partielles 1°=0.12 [0.003, 0.3]). Fiir die
Dauer der Ruhephase ergab sich ein signifikanter mittlerer Effekt (p=0.01, partielles
n2=0.14 [0.008, 0.321]). Die anderen Parameter wiesen nicht signifikante kleine Effekte
auf. In Abbildung [3.16]ist die Interaktion der beiden signifikanten Parameter auf Grund-
lager der Box-Cox transformierten Daten graphisch dargestellt. Wihrend in der Kontroll-
gruppe die Burstrate um gut 20% sank, stieg sie in der Versuchsgruppe um fast 5% an.
Auf die Dauer der Ruhephase hat die Adenosin Zugabe in der Versuchsgruppe keinen
Effekt, wihrend die Dauer der Ruhephase in der Kontrollgruppe um etwa 5% ansteigt.
Dies bedeutet, dass in den Experimenten die erhohte Expression des Al-Rezeptors
lediglich die Wirkung von Adenosin beziiglich der Burstrate und der Dauer der Ruhephase
verdnderte. Bei den anderen Parametern konnte keine verdnderte Wirkung von Adenosin

durch die erhohte Rezeptorexpression nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.15 — Interaktionseffekt Adenosin-Zugabe bei A1R-Plasmid Transfektion:
Effektstirke 12 mit 95% Konfidenzintervall fiir den Interaktionseffekt zwischen Transfek-
tionsart (Leerplasmid oder A1R-Plasmid) und Messbedingung (Kontrollmessung oder Mes-
sung bei Adenosinzugabe) fiir verschiedene Parameter. Zur Interpretation der Effektstérke

sind folgende Hilfsgeraden eingezeichnet: S (=small; kleiner Effekt), M (=medium; mittlerer
Effekt).
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Abbildung 3.16 — Interaktionsgrafik Adenosin-Zugabe bei A1R-Plasmid Transfektion;
A: Burstrate; B: Dauer der Ruhephase. Dargestellt werden der Mittelwert mit Standardab-
weichung der transformierten Daten (Box-Cox). Zum Vergleich werden jeweils die Daten der
Kontrollgruppe (Leerplasmid) und der Versuchsgruppe (A1R-Plasmid) wihrend der Kontroll-
messung und wihrend der Messung bei Adenosinzugabe gezeigt.
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Effekte von appliziertem Adenosin bei erhohter Expression von A2a-Rezeptoren

Analog zu den elektrophysiologischen Untersuchungen mit A1R-Plasmid transfizierten
Kulturen wurden auch A2aR-Plasmid transfizierte Kulturen untersucht. Da die Daten
nicht normalverteilt waren, beziehen sich die folgenden Angaben auf den Median. Die
Burstldnge nahm in den Kontrollkulturen um mehr als 30% ab, wihrend sie sich bei den
A2aR-Plasmid transfizierten Kulturen nur um knapp 10% verringerte. Die Burstrate nahm
in beiden Gruppen um ca. 15% ab. Wihrend sich die Aktionspotentialrate in der Kontroll-
gruppe bei Zugabe von Adenosin um etwa 20% reduzierte, wurde in der Versuchsgruppe
eine Reduktion von etwa 30% beobachtet. Die Dauer der Ruhephase verldngerte sich in
den Kontrollkulturen um ca. 10%, verringerte sich dagegen in den A2aR-Plasmid transfi-
zierten Kulturen um etwa 10%. Auf die relative Zeit in Bursts bewirkte Adenosin in der
Kontrollgruppe eine Reduktion um etwa 25% und in der Versuchsgruppe eine doppelt so
hohe Reduktion um ca. 50%. Die statistische Auswertung der Box-Cox transformierten
Daten erfolgte mittels gepaartem t-Test. Die Effektstirke des Vergleichs von Kontroll-
messung und Messung bei Adenosin Zugabe ist in Abbildung [3.19] dargestellt. Fur die
relative Zeit in Bursts zeigte sich durch Adenosin in der Versuchsgruppe ein signifikanter
groBer Effekt (p=0.003, Cohens d=0.812 [0.264, 1.031]) und fiir die Kontrollgruppe ein
signifikanter, mittlerer Effekt (p=0.008, Cohens d=0.515 [-0.002, 1.031]). Zudem hatte
Adenosin einen signifikanten groen Effekt auf die Aktionspotentialrate der Kontrollkul-
turen (p<0.001, Cohens d= 0.87 [0.329, 1.41]) und einen mittleren Effekt auf die der
A2aR-Plasmid transfizierten Kulturen (p=0.122, Cohens d= 0.59 [0.062, 1.118]). Fiir die
restlichen Parameter ergaben sich fiir beide Gruppen nicht signifikante vernachléssigbare
oder kleine Effekte.

Bei etwa gleich bleibender Burstrate bewirkte Adenosin somit iiber eine geringe Ver-
kiirzung der Bursts eine starke Verkiirzung der relativen Zeit in Bursts. Zudem wurden

unter Adenosin eine Verminderung der Aktionspotentialrate beobachtet.
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Abbildung 3.17 — A2aR-Plasmid Transfektion unter Adenosinzugabe; Burstlinge Kon-
trolle (A) und nach A2a-Rezeptor-Plasmid Transfektion (A2a-Transfektion)(B); Burstrate
Kontrolle (C) und nach A2a-Transfektion (D); Aktionspotentialrate Kontrolle (E) und nach
A2a-Transfektion (F). Logarithmische Darstellung des Medians und des Interquartilsabstan-
des wihrend der Kontrollmessung, unter Adenosin-Zugabe und wihrend des Auswasches.

45



Sham A2a-Transf.

=
" ——

1034
10?1 1021

101 101

Dauer der Ruhephase [ms]
Dauer der Ruhephase [ms]

Kont'rolle Adeﬁosin Ausvxllasch Konfrolle Adeﬁosin Ausvxllasch

Sham A2a-Transf.

S =

Relative Zeit in Bursts
)

Relative Zeit in Bursts
=
o

Konfrolle Adeﬁosin Ausvxllasch Konfrolle Adeﬁosin AusWasch

Abbildung 3.18 — A2aR-Plasmid Transfektion unter Adenosinzugabe; Dauer der Ruhe-
phase Kontrolle (A) und nach A2a-Rezeptor-Plasmid Transfektion (A2a-Transfektion) (B);
relative Zeit in Bursts Kontrolle (C) und nach A2a-Transfektion (D). Logarithmische Darstel-
lung des Medians und des Interquartilsabstandes wihrend der Kontrollmessung, unter Ade-
nosinzugabe und wihrend des Auswasches.
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Abbildung 3.19 — A2aR-Plasmid Transfektion unter Adenosinzugabe: Effekstirke (Co-
hens d) mit 95% Konfidenzintervall fiir den Vergleich von Kontrollmessung und Messung
unter Adenosin-Zugabe. Dargestellt sind Ergebnisse der Kontrollgruppe (Kon.) und die Er-

gebnisse der Versuchsgruppe, die mit einem A2a-Rezeptor Plasmid (A2aRP) transfiziert wur-
de.
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Abbildung 3.20 — Interaktionseffekt Adenosin-Zugabe bei A2aR-Plasmid Transfektion:
Effektstirke % mit 95% Konfidenzintervall fiir den Interaktionseffekt zwischen Transfekti-
onsart(Leerplasmid oder A2aR-Plasmid) und Messbedingung (Kontrollmessung oder Mes-
sung bei Adenosinzugabe) fiir verschiedene Parameter. Zur Interpretation der Effektstirke
sind folgende Grenzwerte eingezeichnet: S (=small; kleiner Effekt), M (=medium; mittlerer
Effekt), L (=large; groBer Effekt).

Interaktion zwischen erhohter Expression des A2a-Rezeptors und externer Adeno-

sinapplikation

Wie bereits fiir die mit dem A1R-Plasmid transfizierten Kulturen gezeigt, wurde auch
fiir die Ergebnisse aus den Versuchen mit dem A2aR-Plasmid eine Interaktionsanalyse
zwischen Adenosingabe und Transfektionsart durchgefiihrt. In Abbildung 3.20 ist die Ef-
fektstdarke fiir Interaktionseffekte der Versuchsreihe mit dem A2aR-Plasmid dargestellt.
In dieser Versuchsreihe ergab sich fiir keinen Parameter ein signifikanter Effekt. Die be-
obachteten Effektstirken lagen groBtenteils im geringfiigigen Bereich.

Dies bedeutet, dass in den Experimenten die erhohte Expression des A2a-Rezeptors

die Wirkung von Adenosin auf keinen der beobachteten Parameter verinderte.

48



4 Diskussion

Adenosin nimmt Einfluss auf die Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus und der Vigi-
lanz. In verschiedenen Entziindungsmodellen konnte im ZNS eine erhohte extrazellulédre
Konzentration von Adenosin nachgewiesen werden. Deshalb konnte sich durch Inflamma-
tion auch die Expression von Adenosinrezeptoren im Kortex verdndern. Dadurch konnte
sich wiederum die spontane elektrophysiologische Kortexaktivitit verdndern. Um diese
These zu iiberpriifen wurde in dieser Arbeit zunéchst durch intraperitonealen Gabe von
Zymosan eine systemische Inflammation ausgel6st und untersucht, ob sich die Expression
von Adenosinrezeptoren im Kortex von Médusen dadurch veridndert. Eine signifikant er-
hohte Expression des A1R nach vier Stunden in kortikalem Gewebe belegen einen Effekt
von Inflammation auf die Expression von Adenosinrezeptoren im Gehirn von Méiusen.
Durch eine erhohte Rezeptordichte ist eine verstirkte Adenosinwirkung und damit eine
verstirkte Anderung der spontanen Netzwerkaktivitit zu erwarten. Dies wurde in einer
zweiten Experimentreihe anhand eines Plasmidmodells iiberpriift.

Zunichste habe ich in organotypischen Kortexkulturen von Mausen mittels Applikati-
on eines Adenosinantagonisten gezeigt, dass intrinsisch vorhandenes Adenosin die spon-
tane Netzwerkaktivitiit herabsetzt. Eine verminderte kortikale Aktivitdt wird auch durch
verschiedene Allgemeininsthetika, wie beispielsweise Propofol und Isofluran bewirkt.
Dies konnte in vitro und beim Menschen durch eine verminderte kortikale Stoffwechse-
laktivitdt wéahrend einer durch volatile Anidsthetika induzierten Bewusstlosigkeit gezeigt
werden. Um eine Veridnderung der kortikalen Aktivitit bei veridnderter Rezeptordichte ex-
perimentell zu {iberpriifen wurde im néchsten Schritt in organotypischer Kortexkulturen
mittels eines Plasmids eine stark erhohte Rezeptorexpression verschiedener Adenosinre-

zeptorsubtypen erzeugt. Darauthin wurden die Effekte von Adenosin und eines Adeno-
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sinrezeptorantagonisten auf diese veridnderten Kulturen untersucht. Durch die verinderte
Rezeptorexpression ergaben sich nur bei wenigen elektrophysiologischen Parametern un-

terschiedliche Effekte. Die moglichen Griinde dafiir werde ich im Folgenden diskutieren.

4.1 Einfluss von Inflammation auf die Adenosinrezeptor-

expression

4.1.1 Evaluation der Entziindungsinduktion durch Zymosan

Im Folgenden mochte ich das verwendete Entziindungsmodell diskutieren. Durch die in-
traperitoneale Gabe von Zymosan, konnte zunéchst eine lokale Entziindungsreaktion pro-
voziert werden, was durch die intraperitonealen Zellzihlung und der Aktivierung von
Monozyten und Granulozyten nachgewiesen wurde. Diese lokale Entziindung fiihrt dann
regelhaft zu einer systematischen Inflammation, was Bastos-Pereira et al.| (2014) in Rat-
ten zeigten, indem sie drei Stunden nach peritonealer Injektion von Zymosan signifikant
erhohte Konzentrationen des Entziindungsmediators Interleukin-6 (IL-6) im Blut messen
konnten. Klinisch zeigte sich eine iiber mehrere Stunden erhohte Korperkerntempera-
tur in den Versuchstieren. Uber intrazerebroventrikulire Injektion von Antikorpern gegen
Entziindungsmediatoren konnten die Autoren zudem zeigen, dass die erhohte Korpertem-
peratur durch im zentralen Nervensystem freigesetzte Entziindungsmediatoren verursacht
wird. Somit war beziiglich des Tiermodells gesichert, dass die periphere Entziindung das

zentrale Nervensystem erreichte.

4.1.2 Verinderung der Adenosinrezeptorexpression im Kortex nach

Induktion einer peripheren Inflammation

A1l-Rezeptorexpression bei Entziindung

In den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass vier Stunden nach intraperitonealer
Injektion von Zymosan ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression des A1-Rezeptors
induziert wurde. Al-Rezeptoren werden im Gehirn vor allem im Hippocampus, im Ze-
rebellum und im Kortex in hoher Dichte exprimiert und haben eine hohe Affinitit zu

Adenosin (Dunwiddie und Masino, 2001). Die extrazellulire Adenosinkonzentration im
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zentralen Nervensystem wird duch inflammatorische Stimuli verdndert. So konnten Wang
und White (1999) zeigen, dass eine Exposition von aus Ratten gewonnenen Kortexkul-
turen mit dem bakteriellen Endotoxin LPS eine erhohte Adenosinfreisetzung induziert.
Auch wihrend eines epileptischen Anfalls erhoht sich die Adenosinkonzentration im Ge-
hirn. Dies konnte sowohl bei Menschen (During und Spencer, 1992) als auch im Tiermo-
dell gezeigt werden (Schrader et al., |1980). Bei Epilepsiepatienten konnten eine erhoh-
te Expression von Adenosinrezeptoren nachgewiesen werden (Angelatou et al., [1993).
Des Weiteren konnten Pagonopoulou et al.| (1993) im Tierversuch bei Miusen bereits
24 Stunden nach zwei kiinstlich hervorgerufenen Krampfanfillen eine verdnderte Al-
Rezeptorexpression messen. Ahnlich wie wihrend eines epileptischen Anfalls konnte
auch in Ischimiemodellen des zentralen Nervensystems eine erhohte Adenosinkonzen-
trationen in verschiedenen neuronalen Geweben, zum Beispiel im Kortex (Phillis et al.,
1987) oder im Hippocampus (Dale et al., 2000) gezeigt werden. Weiterhin fiihrte eine
Ischimie nach 24 Stunden zu einer Erhohung der Al-Rezeptorexpression (Zhou et al.,
2004)). Die aus der Literatur entnommenen Daten lassen darauf schlieBen, dass es unter
pathophysiologischen Stimuli des zentralen Nervensystems nicht nur zu einer Erh6hung
der extrazelluldren Adenosinkonzentration kommt, sondern auch zu einer verstirkten Ex-
pression der A1 Adenosinrezeptoren. Von da her war es naheliegend anzunehmen, dass es
auch durch eine Inflammation zu einer Verdnderung der Al-Adenosinrezeptorexpression
kommt. In in vitro Versuchen konnten Biber et al. (2001) diese Annahme sowohl in
Astrozytenkulturen als auch in organotypischen Kortexschnitten von Ratten bestitigen.
Dabei zeigten die Autoren eine Erhohung der A1R mRNA-Expression in den Versuchs-
kulturen drei bis zwolf Stunden nach Exposition gegeniiber dem Entziindungsmediator
Interleukin-6. In retinalen Ganglionzellen konnten Perigolo-Vicente et al.| (2014)) zeigen,
dass eine Exposition mit Interleukin-6 nach 24 Stunden zu einer verminderten und nach
48 Stunden zu einer erhohten AIR mRNA-Expression fiihrt. Eine erhohte Expression
von mRNA korreliert wiederum mit einer erhéhten Dichte von Rezeptorproteinen (Biber
et al., [1997). In meinen Versuchen konnte ich somit erstmals in einem in vivo Modell
zeigen, dass eine intraperitoneal Inflammation zu einer Erh6hung der Expression von A1-
Rezeptoren fiihrt. Eine derartig verstiarkte Expression kann als Bemiihen des Organismus
um die Induktion einer protektiven Prikonditionierung interpretiert werden, wie sie auch

nach zerebralen Ischdmien beobachtet wird (Liu et al., 2009), denn A1-Rezeptoren sind an
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der neuroprotektiven Prikonditionierung nach ischimischen Ereignissen beteiligt (Zhou

et al., 2004).

A2a-Rezeptorexpression bei Entziindung

Fiir den A2a-Rezeptor konnte nach Zymosanexposition zu keinem der betrachteten Zeit-
punkte ein signifikanter Effekt des Expressionsmusters festgestellt werden. Der A2a-
Rezeptor wird im Gehirn vor allem im Striatum und im Tuberculum olfactorium ex-
primiert und liegt ansonsten in einer niedrigen Dichte vor (Fredholm et al., [2000). In
retinalen Ganglionzellen konnten |Perigolo-Vicente et al.| (2014) zeigen, dass 24 Stunden
nach Stimulation mit Interleukin-6 eine erhohte Expression und 48 Stunden nach Stimu-
lation eine verminderte Konzentration der A2aR mRNA-Expression vorliegt. Im Striatum
steigt die A2aR Expression 24 Stunden nach einer willkiirlich induzierten Ischimie an
(Trincavell1 et al., 2008)).

Dale et al.| (2000) vermuteten, dass die erhohte Rezeptorexpression ein Kompensati-
onsmechanismus ist, um eine verminderte Anzahl an G-Proteinen auszugleichen. 1999).
In den von mir durchgefiihrten Experimenten konnte ein derartiger Anstieg nicht beob-
achtet werden. Dies kann entweder dadurch bedingt sein, dass die Zeit der Messung nach
Exposition (4h) zu kurz ist, oder dass eine derartige Verinderung im Kortex nicht nach-

weisbar ist.

A2b-Rezeptorexpression bei Entziindung

In dem von mir verwendeten Inflammationsmodell konnte ich bis vier Stunden nach Zy-
mosanexposition keine Verdnderung der A2b-Rezeptor mRNA-Expression beobachten.
Der A2b-Rezeptor wird im Gehirn in einer geringen Dichte exprimiert und hat eine nied-
rige Affinitdt zu Adenosin (Dunwiddie and Masino, 2001)). In einem in vivo Modell fiihrte
eine chronische LPS-Infusion in den vierten Ventrikel von Ratten zu einer verminder-
ten A2b-Rezeptorexpression im Kortex (Rosi et al., 2003). Diesen Anstieg konnte ich
in dem von mir verwendeten Modell nicht beobachten. Eine wahrscheinliche Erklidrung
fiir diese vermeindliche Diskrepanz liegt in der von mir verwendeten Dauer und Stirke
des inflammatorischen Stimmulus. Wihrend in dem von mir verwendeten Modell iiber
einen Zeitraum von vier Stunden stimuliert wurde, erstreckte sich die LPS-Stimulation

in den Experimenten von Rosi et al. iiber einen Zeitraum von 28 Tagen. Somit ist es
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gut vorstellbar, dass unterschiedliche Expositionszeiten zu unterschiedlichen Ergebnissen
fiihren. Ahnlich wie der A1-Rezeptor scheint der A2b-Rezeptor an der neuroprotektiven
Prikonditionierung nach ischidmischen Ereignissen beteiligt zu sein (Zhou et al., 2004).
Dafiir spricht beispielsweise, dass die Aktivierung des A2b-Rezeptors in Astrozyten zu
einer erhohten Expression von IL-6 fiihrt (Schwaninger et al., [1997), das an der Prikon-

ditionierung nach ischamischen Ereignissen beteiligt ist (Westberg et al.,[2007).

A3-Rezeptorexpression bei Entziindung

Nach einer vierstiindigen Zymosanexposition konnte ich keine Veridnderung der A3-Re-
zeptor mRNA in kortikalem Gewebe beobachten. Der A3-Rezeptor wird im Gehirn dhn-
lich wie der A2b-Rezeptor in geringer Dichte exprimiert und hat eine niedrige Affinitéit
zu Adenosin (Dunwiddie and Masino, 2001). Wie der A2b-Rezeptor ist auch der A3-
Rezeptor an neuroprotektiven Mechanismen beteiligt. So konnten Chen et al.| (2006) in
Kortexkulturen zeigen, dass die Gabe eines A3-Rezeptor Agonisten die durch Hypoxie
vermittelte Pathologie abschwichte. Weiterhin wiesen die Autoren neuroprotektive Ei-
genschaften durch die Aktivierung von A3-Rezeptoren in einem in vivo Versuch an Rat-
ten und mit A3-Knockout Miusen nach. Die Aktivierung des A3-Rezeptors in Astrozy-
ten fiihrte zur Ausschiittung von CC-Chemokinligand 2 (CCL2), einem neuroprotektiven
Chemokin (Wittendorp et al., 2004). Neben Astrozyten und Pyramidenzellen exprimie-
ren auch Mikrogliazellen den A3-Rezeptor (Hammarberg et al., |2003)). In ruhenden Mi-
krogliazellen hatte die Aktivierung von A3-Rezeptoren einen hemmenden Einfluss auf
A2a-Rezeptoren (van der Putten et al., 2009). Diese wiederum inhibieren die Zytokinaus-
schiitung nach Toll-like Rezeptor (TLR) Aktivierung. Damit fiihrt der A3R indirekt zu
einer erhohten Zytokinausschiitung in ruhenden Mikrogliazellen. Eine Aktivierung der
TLRs von Mikrogliazellen fiihrt nach 16 Stunden zu einer verminderten A3R Expression
(van der Putten et al., 2009), was Ausdruck einer negativen Riickkopplung sein konnte.
Da es auch im Zymosanmodell zu einer Aktivierung von TLRs kommt (Sato et al., [2003)),
wiirde man in den Mikrogliazellen eine verminderte A3-Rezeptor mRNA Expression er-
warten. Vier Stunden konnten als Beobachtungszeitraum jedoch zu kurz sein, um diesen
Effekt zu zeigen. Zudem kann keine sichere Aussage iiber eine verdnderte Expression der
Rezeptoren in Mikrogliazellen getroffen werden, da Mikrogliazellen in meinen Experi-

menten nicht getrennt untersucht wurden.
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4.2 Die Rolle von Adenosinrezeptoren in neuronalen Netz-

werken

Ich mochte hier zunéchst auf allgemeine Prinzipien der Entstehung und Terminierung von
gruppierter Netzwerkaktivitit eingehen. In kortikalen Netzwerken in vitro tritt neurona-
le Aktivitit in Form von Phasen hoher Aktionspotentialaktivitit (,,Bursts*) auf, die sich
mit Phasen relativer Ruhe (,,Ruhephasen®) abwechseln. Der Ubergang von Ruhephasen
zu Bursts kann durch die Uberlagerung von zufilligen, aktionspotentialunabhingigen, er-
regenden synaptischen Ereignissen erfolgen, die in einigen Neuronen zu iiberschwelliger
Aktivitit filhren, welche wiederum weitere Neuronen aktivieren und so einen Burst initi-
ieren (Chauvette et al., 2010). Es gibt jedoch auch die Vermutung, dass insbesondere in
der kortikalen Schicht fiinf Burst-generierende Neurone existieren, die durchgehend eine
bestimmte Aktionspotentialfrequenz haben und dadurch groen Einfluss auf die Netz-
werkaktivitit nehmen (Wang und McCormick, 1993). Sobald ein Burst beginnt, erfolgt
aufgrund des intensiven erregenden synaptischen Einstroms, und der oftmals resultie-
renden Aktionspotentialaktivitidt, ein Einstrom von Natrium- und Kalziumionen in die
Neuronen. Die resultierende Depolarisation der Neurone wird durch zwei Mechanismen
kontrolliert; zum einen die synaptische Inhibition, zum anderen durch Kaliumleitféhig-
keiten, die durch die akkumulierenden Natrium- und Kalziumkonzentrationen aktiviert
werden (Compte et al., |2003). Wird ein Schwellenwert von Natrium-und Kalziumkon-
zentrationen erreicht, iiberwiegt der hyperpolarisierende Einfluss der aktivierten Kalium-
strome und der Burst endet. Nach einem Burst ist das Neuron in einer Ruhephase stark

verringerter Erregbarkeit, in der die ionale Balance wiederhergestellt wird.

4.2.1 Intrinsisches Adenosin moduliert neuronale Netzwerkaktivitiat

in organotypischen Kulturen des Neokortex

Durch die Gabe des Al-Antagonisten DPCPX zeigte sich in den von mir durchgefiihrten
Experimenten ein vermehrtes Auftreten von Bursts, messbar in der verminderten Dauer
der Ruhephasen und einer erhohten Burstrate. Dabei lie sich eine verkiirzte Burstlidn-
ge und damit einhergehend eine verminderte relative Zeit in Bursts beobachten. Aufler-

dem zeigte sich eine verminderte Aktionspotentialrate. Durch die Blockade von Adeno-
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sinrezeptoren kommt es zu einer relativen Depolarisation sowie zu einer erhohten Rate
an spontaner Transmitterausschiittung. Dies sollte sowohl die Wahrscheinlichkeit fiir das
Auftreten von Aktionspotentialen als auch von Bursts erhhen. Auch in Burst-generie-
renden Neuronen konnte dadurch eine erhohte Aktionspotentialrate bewirkt werden, die
wiederum zu einer hohere Burstrate beitragen konnte. Zwar konnte eine erhohte Burstrate
und eine verminderte Dauer der Ruhephase beobachtet werden, die Aktionspotentialrate
war insgesamt allerdings durch Blockade der Al-Rezeptoren vermindert. Zudem sind
durch die Blockade des A1-Rezeptors stirkere exzitatorische Strome zu erwarten. Stirke-
re exzitatorische Strome konnten iiber einen vermehrten Einstrom von positiv geladenen
Ionen zu einer schnelleren Beendigung der Bursts fithren. Um diese These zu iiberpriifen,
wurde die Aktionspotentialdichte wihrend der Bursts untersucht (nicht gezeigt). Dabei
stellte sich jedoch heraus, dass bei Blockade der Adenosinrezeptoren die Aktionspoten-
tialdichte in Bursts sank. Der Grund fiir die verkiirzte Burstlinge konnte stattdessen in
der verkiirzten Zeit zwischen den Bursts liegen. Durch eine kiirzere Regenerationspha-
se konnten die Bursts durch Regulationsmechanismen frither beendet werden. In einer
dhnlichen Arbeit von Wall and Richardson (2015) zeigte sich durch Blockade von Al-
Rezeptoren in akuten Schnitten des Neokortex passend zu den genanten Ergebnissen eine
erhohte Burstrate. Allerdings zeigte sich in dieser Arbeit eine Verlingerung der Bursts.
Dieser Unterschied konnte sich dadurch erkldren lassen, dass in der Studie von Wall und
Richardson (2015) die Kortexkulturen chemisch stimuliert wurden.

Zusitzlich zeigen die Effekte durch DPCPX, dass Adenosin in unstimulierten Kortex-
kulturen in Konzentrationen vorliegt, die Adeosinrezeptoren aktivieren konnen. Dies ent-
spricht der Erkenntnis von fritheren Arbeiten (Kerr et al.| (2013), Dunwiddie et al.(1994),
Dunwiddie| (1980)). Die Autoren konnten zeigen, dass Adenosin in reifen Kortexzellen
von Ratten ohne Stimulation in ausreichenden Konzentrationen vorliegt, um permanent
synaptische Potentiale zu modulieren. Auch spontane Transmitterausschiittungen werden
tonisch durch Adenosin gehemmt (Bannon et al., 2014).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Blockade von Adenosin Al-Rezeptoren
zu einer verminderten Aktionspotentialrate und zu einer verminderten Burstlinge fiihrte,
wihrend die Burstrate anstieg. Dies wird wahrscheinlich durch die verminderte Hem-
mung durch Adenosin ausgelost, wodurch sich die Dauer der Ruhephase verkiirzt und

die Zellen dadurch eine verkiirzte Erholungsphase haben. Dies fiihrt zu einer schnelle-
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ren Beendigung der Bursts. Dieser dimpfende Einfluss von Adenosin wirkt tonisch auf

Neurone.

4.2.2 [Externe Zugabe von Adenosin hemmt neokortikale Netzwerkak-
tivitit

Durch die Gabe von Adenosin zeigte sich sowohl in Al-Plasmid transfizierten Kulturen
als auch in Kontrollkulturen eine verminderte Aktionspotentialrate, eine kiirzere Burst-
lange und damit einhergehend eine verminderte relative Zeit in Bursts. Die Dauer der
Ruhephasen stieg in den Kontrollkulturen an und blieb in der Versuchsgruppe nahezu un-
verdndert. Auch in der Versuchsreihe mit dem A2a-Plasmid transfizierten Kulturen zeig-
te sich eine verminderte Aktionspotentialrate und eine verminderte Zeit in Bursts. Die
Burstlinge wurde dagegen kaum beeinflusst. Die Burstrate blieb in beiden Versuchsrei-
hen nahezu unveridndert. Durch eine verstiarkte Aktivierung von Adenosinrezeptoren ist
eine stiarkere Hyperpolarisation und eine verminderte Rate an spontanter Transmitteraus-
schiittung, sowie eine verldngerte Zeit bis zum Erreichen des Schwellenwertes fiir einen
Burst zu erwarten. Lediglich in der A1R-Plasmid Versuchsreihe zeigte sich in der Kon-
trollgruppe nach Adenosinzugabe eine verldngerte Dauer der Ruhephase. Weder in der
Al-transfizierten Gruppe, noch in der Versuchsreihe mit dem A2a-Plasmid kam es zu
einem signifikanten Effekt.

Des Weiteren ist zu erwarten, dass eine stiarkere Aktivierung von Adenosinrezepto-
ren durch die Gabe von Adenosin exzitatorische Strome stirker hemmt. Dies sollte mit
einer verminderten Aktionspotentialrate einhergehen. Dies konnte in beiden Versuchs-
reihen unter allen Transfektionsbedingungen gezeigt werden. Wie auch bei den Experi-
menten mit dem Adenosinantagonist konnte in der Versuchsreihe mit dem A1R-Plasmid
sowohl bei Kontroll- und Versuchstieren eine kiirzere Burstlinge und damit einhergehend
eine verminderte relative Zeit in Bursts beobachtet werden. Auch in der Versuchsreihe
mit dem A2aR-Plasmid konnte bei Kontrolltieren und transfizierten Tieren eine nicht si-
gnifikante Verkiirzung der Burstldnge und eine signifikante Verminderung der relativen
Zeit in Bursts beobachtete werden. Dies konnte durch die Hemmung exzitatorischer Stro-
me bedingt sein. Dadurch konnten inhibitorische Strome das Membranpotential schneller
wieder repolarisieren. In der Studie von Wall and Richardson (2015) konnte durch die

Zugabe von Adenosin bei Kortexkulturen in Ubereinstimmung mit den beschriebenen Er-
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gebnissen eine Verkiirzung der Burstlinge beobachtet werden. Dagegen konnte die von
den Autoren beschriebene signifikant verminderte Burstrate in keinem der Experimente
beobachtet werden.

Adenosin hat generell eine dimpfende Wirkung auf Neuronen. Diese Wirkung wird
sowohl durch eine Hyperpolarisation der Zellmembran (Bannon et al., 2014) als auch
durch eine verminderte Ausschiittung von erregenden Transmittern vermittelt (Brundege
und Dunwiddie, 1996). Adenosin kann in verschiedenen Hirnregionen eine Hyperpola-
risation bewirken, beispielsweise im Hippocamus (Dunwiddie und Fredholm, 1989) und
auch im Kortex (van Aerde et al.| (2015)), [Bannon et al.| (2014))). Eine Hyperpolarisation
vermindert die Wahrscheinlichkeit von Aktionspotentialen. Durch weniger Aktionspoten-
tiale in der Ruhephase von neuronalen Netzwerken sollte die Dauer verldngert werden, bis
die Schwelle erreicht ist, in dem ein Netzwerk in einen Burst tibergeht. Zudem ist durch
Hyperpolarisation das Schwellenpotential erhoht, das erreicht werden muss, um einen
Burst auszulosen. Auch die spontane Ausschiittung von Transmittern, die zur Entstehung
von Bursts beitrigt, wird durch Adenosin gehemmt (Scanziani et al., 1992). Dieser Effekt
wird iiber A1-Rezeptoren vermittelt (Bannon et al., 2014)).

Aktivierung von prisynaptischen Adenosinrezeptoren hemmt exzitatorische Strome
(Brundege und Dunwiddie (1996), Yoon und Rothman (1991)). Dies geschieht durch eine
Hemmung der Freisetzung exzitatorischer Transmitter wie Glutamat (Kerr et al.| (2013)),
Dunwiddie und Haas (1985)). Zudem gibt es einen postsynaptischen Effekt auf NMDA-
Rezeptoren. So konnten|de Mendonca et al.|(1995)) in Neuronen des Hippocampus zeigen,
dass durch die Aktivierung von postsynaptischen Al-Rezeptoren die NMDA-Rezeptor
vermittelten exzitatorischen Strome vermindert sind. Die Hemmung durch Adenosin ist
tiber Al-Rezeptoren vermittelt und ist konzentrationsabhédngig (Bannon et al.,|[2014)). In-
hibitorische Strome werden nur in bestimmten Regionen gehemmt. Im Hippocampus und
bestimmten Schichten des Kortexes scheint es zu keiner Hemmung inhibitorischer Stro-
me zu kommen ( (Brundege und Dunwiddie (1996), Yoon und Rothman (1991), Lambert
und Teyler (1991)). In bestimmten Schichten des Neokortex konnte jedoch in Pyramiden-
zellen eine Hemmung inhibitorischer Strome gezeigt werden (Zhang et al., 2015). Da-
bei beobachteten die Autoren, dass bei Adenosinkonzentrationen <10uM die Hemmung
inhibitorischer Synapsen iiberwiegt, wihrend ab einer Konzentration von >10uM eine

Hemmung exzitatorischer Synapsen iiberwiegt. Da die Hemmung inhibitorischer Strome
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nur in einem kleinen Anteil der Zellen vorkommt, ist insgesamt eine iiberwiegende Hem-
mung von exzitatorischen Stromen zu erwarten. Prinzipiell scheint Adenosin so jedoch
in bestimmten Zellen sowohl exzitatorische, als auch inhibitorische Strome hemmen zu
konnen.

Eine verminderte kortikale Aktivitdt wird auch durch verschiedene Allgemeinénsthe-
tika, wie beispielsweise Propofol und Isofluran bewirkt (Antkowiak (1999), Antkowi-
ak und Helfrich-Forster (1998)). Dabei wirken Allgemeinanisthetika intrakortikal tiber
die Verstirkung der GABA-A-Rezeptor vermittelte Inhibition (Hentschke et al., [2005b)).
Auch bei Menschen wurden bei Bewusstlosigkeit durch volatile Anisthetika eine Vermin-
derung der kortikalen Stoffwechselaktivitdt von bis zu 50% nachgewiesen, was auf eine
verminderte kortikale Aktivitit hinweist (Alkire et al.|(1997)), |Alkire et al.| (1999)).

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass in beiden Versuchsreihen iiber alle Transfek-
tionsbedingungen hinweg durch Adenosin eine signifikante Verminderung der Aktions-
potentialrate ausgelost wurde. Dieser Effekt wird vermutlich iiber eine Hyperpolarisation
der Zellmembran und eine verminderte Ausschiittung exzitatorischer Transmitter vermit-
telt, wodurch die Wahrscheinlichkeit fiir ein Aktionspotential sinkt. Zudem hat sich die

relative Zeit in Bursts signifikant verkiirzt.

4.3 Einfluss einer erhohten Expression von Adenosinre-
zeptoren auf neuronale Netzwerke

Die Transfektion mit den A1R- bzw. A2aR-Plasmid fiihrte zu einer erhohten mRNA Ex-
pression. Dies konnte durch RT-PCR belegt werden. Biber et al.| (1997) konnten zeigen,
dass die mRNA Expession mit der Rezeptorexpression korreliert. Um die Transfektion auf
Proteinebene zu evaluieren, wurde ein A3-Rezeptor-Plasmid, das mit einem griin fluores-
zierenden Protein (GFP) gekoppelt war, genutzt. In der Immunfluoreszenz konnte nach
Transfektion das fluoreszierende Protein nachgewiesen werden. Dies deutet darauf hin,
dass auch das Rezeptorprotein exprimiert wird. Trotz erhohter Rezeptorexpression zeigte
sich in den Experimenten mit den A2aR-Plasmid transfizierten Kulturen kein verdanderter
Effekt bei Gabe von Adenosin. Auch in der Versuchsreihe mit dem A1R-Plasmid beein-
flusste die erhohte Rezeptorexpression nicht die Wirkung des A1-Rezeptor Antagonisten

DPCPX. Bei erhohter A1-Rezeptor mRNA zeigte sich ein signifikanter Unterschied bei
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der Wirkung von Adenosin im Vergleich zur Kontrolle bei den Parametern Burstrate und
Dauer der Ruhephase. Dabei wurden die Kontrollkulturen mit unverdnderter Expression
des A1-Rezeptors stirker von Adenosin beeinflusst als die Kulturen mit erhohter Expres-
sion.

Da die dimpfende Wirkung von Adenosin hauptsdchlich durch Al1-Rezeptoren ver-
mittelt wird, ist durch eine erhohte Expression funktionaler A1-Rezeptoren eine stirkere
Déampfung durch Adenosin beziehungsweise eine stirkere Enthemmung durch den Ade-
nosinantagonisten zu erwarten. In der Versuchsreihe mit dem A1R-Plasmid konnten bei
Gabe des A1R-Antagonisten DPCPX keine Veridnderung durch die Transfektion beobach-
tet werden. Bei Zugabe des Antagonisten ergaben sich bei den scheintransfizierten Kultu-
ren dhnliche Effekte wie bei den A1R-Plasmid transfizierten Kulturen. Dagegen ergaben
sich signifikante Interaktionseffekte zwischen der Transfektion und Adenosinzugabe bei
der Burstrate und der Dauer der Ruhephase. Wihrend die Burstrate durch Adenosinzu-
gabe in den Kontrollkulturen tendenziell eher sank, stieg sie in den A1R-Plasmid transfi-
zierten Kulturen leicht an. Die Dauer der Ruhephase verédnderte sich bei den A1R-Plasmid
transfizierten Gruppen durch Adenosinzugabe kaum, wihrend sie in den scheintransfizier-
ten Kulturen anstieg. Die Versuchsreihe mit dem A1-Antagonisten zeigen, dass die basale
Konzentration von Adenosin in den Kortexkulturen ausreicht um A1-Rezeptoren zu ak-
tivieren. Dies bestitigt die Ergebnisse fritherer Arbeiten (Kerr et al. (2013), Dunwiddie
et al. (1994), Dunwiddie (1980)). Die basale Adenosinkonzentration konnte durch die
erhohte Expression der Adenosinrezeptoren bereits wihrend der Kontrollmessung einen
groBeren Effekt auf die A1R-Plasmid transfizierten Kulturen haben. Dies wiirde die Un-
terschiede in den Kontrollmessungen erkldren. Die A1R-Plasmid transfizierten Kulturen
haben bereits in der Kontrollmessung eine niedrigere Burstrate und eine ldngere Dauer
der Ruhephase im Vergleich zu den Kontrollkulturen. Eine zusitzliche Gabe von Adeno-
sin hat fast keinen Effekt auf die transfizierten Kulturen. Die scheintransfizierten Kulturen
dagegen nihern sich durch die Adenosingabe den Werten an, die die A1R-Plasmid trans-
fizerten Kulturen bereits in der Kontrollmessung eingenommen haben. Eventuell kénnten
noch hohere Adenosinkonzentrationen stirkere Effekte bei der Versuchsgruppe im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe auslosen.

Fiir die anderen Parameter wurde nach Transfektion mit dem A1R-Plasmid kein In-

teraktionseffekt zwischen Adenosingabe und Transfektion beobachtet.
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Eine Aktivierung des A2a-Rezeptors hat wahrscheinlich eine erregende Wirkung auf
kortikale Neurone (Lopes et al., 2002). Somit ist durch eine erhohte Expression des A2a-
Rezeptors eine verminderte Hemmung durch Adenosin zu erwarten. Nach Transfektion
mit dem A2aR-Plasmid lieBen sich jedoch keine Interaktionseffekte zwischen Adeno-
singabe und Transfektion zeigen. Dies konnte daran liegen, dass die Wirkung von A2a-
Rezeptoren durch die Modulation von A1-Rezeptoren vermittelt zu sein scheint. Darauf
deutet die Tatsache hin, dass sich Effekte von A2aR-Agonisten nicht in Abwesenheit von
Adenosin oder bei Blockade von A1-Rezeptoren beobachten lassen (Zhang et al.|(2015)),
Bannon et al.| (2014)). Dariiber hinaus konnten Ciruela et al.| (2006) mit verschiedenen
Methoden nachweisen, dass A1R und A2aR in Heterodimeren vorliegen konnen. Zudem
konnten die Autoren zeigen, dass die Aktivierung von A2aR die Affinitit von AIR fiir
Agonisten vermindert. In dem oben beschriebenen Plasmidmodell wurde nur die Expres-
sion des A2aR erhoht. Die neueren Erkenntnisse zum A2aR deuten jedoch darauf hin,
dass A2aR vor allem iiber die Modulation von A1R wirken und dies mindestens teilweise
nach Heterodimerisierung der beiden Rezeptoren geschieht. Ob es im Rahmen der plas-
midbedingten erhohten Expression des A2aR auch zu einer Heterodimerisierung kommt,
wurde nicht untersucht. Dementsprechend konnte eine ausbleibende Heterodimerisierung
der Rezeptoren mit A1R die Erkldrung sein, warum die erhohte A2aR-Expression keinen
Effekt auf die Wirkung von Adenosin und DPCPX in den Experimenten hatte.

Die geringen Effekte durch die erhohte Adenosinrezeptorexpression konnten auch auf
eine verminderte Funktionalitit der exprimierten Rezeptoren hinweisen. Ob die durch die
Plasmidtransfektion exprimierten Rezeptoren funktional waren, wurde in den hier vorge-
stellten Versuchen nicht tiberpriift. In einem dhnlichen Plasmidmodell konnten Serchov
et al.| (2012)) jedoch zeigen, dass Adenosinagonisten bei Kulturen mit einer erhohten Ex-
pression von Al-Rezeptoren spannungsgesteuerter Kalziumkanéle stirker hemmen, als
scheintransfizierte Kulturen. Zudem zeigten Neurone mit einer erhohten A1R Expression
eine hohere Uberlebensrate bei Stimulation mit hohen Glutamatkonzentrationen. Somit
scheint es prinzipiell moglich zu sein, die Expression funktionaler Adenosinrezeptoren
durch eine Plasmidtransfektion zu erreichen. Allerdings gibt es Belege fiir Heterodime-
risierung von Adenosinrezeptoren mit anderen Rezeptoren (Ferre et al., 2007). Ob es im
Plasmidmodell auch zu einer solchen Heterodimerisierung kommt, ist nicht bekannt. Ei-

ne fehlende Heterodimerisierung mit verschiedensten Rezeptoren fiir Neurotransmitter
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konnte die fehlenden Effekte durch die erhohte Expression zumindest teilweise erkldren.

Eine andere Erkldrung fiir den geringen Effekt konnte die Signalweiterleitung nach
Adenosinrezeptoren Aktivierung betreffen. Adenosinrezeptoren sind mit G-Proteinen ge-
koppelt (Dunwiddie und Masino, 2001). Eine zu geringe Anzahl an G-Proteinen kann
erkldren, warum nur ein Teil der exprimierten Rezeptoren funktional ist. Zudem gibt es
Hinweise auf im Gehirn regional unterschiedliche G-Proteine, die wiederum zu unter-
schiedlich starken Bindung von Adenosin an Adenosinrezeptoren fithren konnen (Fast-
bom und Fredholm, 1990). Von den G-Proteinen ist weiterhin bekannt, dass deren Kon-
zentration durch pathophysiologische Veridnderungen moduliert werden kann. [Trincavelli
et al.| (2008) konnten an Ratten zeigen, dass die Konzentration an G-Proteinen in einem
Ischimiemodell abnahm. Dies zog eine verminderte Kopplung von A2a-Rezeptoren und
G-Proteinen nach sich. Dabei erhohte sich die A2a-Rezeptordichte. Die Funktionalitét
der A2a-Rezeptor Kaskade blieb insgesamt jedoch unverédndert, was die Autoren anhand
des Einflusses auf das G-Protein gesteuerte Enzym Adenylatzyklase zeigten. Daher ver-
muteten die Autoren, dass eine Verdnderung der Konzentration an G-Proteinen durch ei-
ne gegensitzliche Verdnderung der Expression an Rezeptorproteinen kompensiert wurde.
Dieser Kompensationsmechanismus ist auch umgekehrt denkbar. Deshalb wire es plau-
sibel, dass die durch die Plasmide erhohte Rezeptorproteindichte im Sinne dieses Kom-
pensationsmechanismus eine verminderte G-Protein Konzentration zur Folge hat. Dies
wiirde einer veridnderten Funktionalitidt der Rezeptor-Signal-Kaskade entgegensteuern,
dhnlich wie im von Trincavelli et al. beschriebenen Ischimiemodell. Die mit den Ade-
nosinrezeptoren gekoppelten G-Proteine sind essentiell fiir die Rezeptor-Signal-Kaskade.
Um die Verdnderungen durch die Transfektion mit den Adenosinrezeptorplasmiden bes-
ser zu verstehen, konnte deshalb eine Untersuchung der G-Proteinkonzentration vor und
nach der Transfektion sinnvoll sein. Diese konnte zeigen, ob es zu dem oben beschrie-
ben Kompensationsmechanismus kommt. Dariiber hinaus konnten Patchclamp-Versuche
Aufschluss geben, ob die exprimierten Rezeptorproteine funktional sind. Auch eine quan-
titative Bestimmung der Rezeptorproteine konnte hilfreich sein, um die Reaktionen in
den kortikalen Zellen durch die Transfektion besser zu verstehen. Dariiber hinaus konn-
te auch eine geringe Transfektionseffizienz fiir die geringen Effekte verantwortlich sein
Serchov et al. berichteten in ihrem Plasmidmodell je nach Zellart und Transfektionspro-

tokoll eine Transfektionseffizienz von 10-60%. Dabei war ein dem von mir verwendeten
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Transfektionsprotkoll dhnliches Vorgehen erfolgreicher. Trotzdem konnte eine stark er-
hohte Rezeptorexpression in einigen wenigen Zellen zu den beobachteten Ergebnissen
bei der Plasmidevaluation fiihren, ohne sich stark auf die Elektrophysiologie aller Zellen
der Kultur auszuwirken.

Somit konnte ich in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass eine systemische Inflam-
mation zu einer vermehrten Expression kortikaler A1-Adenosinrezeptoren fiihrt, welche
zumindest in organotypischen Kortexkulturen durch intrinsisch vorhandenes Adenosin
ddmpfend auf die spontane Netzwerkaktivitit wirken. Damit konnte der Effekt von In-
flammation auf die Adenosin Al-Rezeptorexpression im Kortex ein wichtiger Teil der
Erklarung fiir die bei septischen Patienten regelhaft auftretenden Vigilanzminderung sein.
Diese Vigilanzminderung wiederum konnte eine Wirkungsverstiarkung der hypnotischen
Wirkung von Allgemeinaniésthetika mitbedingen. Daher leistet die vorliegende Arbeit
einen wichtigen Beitrag zum Grundlagenverstindnis der Anédsthetikawirkung wéhrend

inflammatorischen Zustinden.
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S Zusammenfassung

Es konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass eine zu tiefe Narkose mit einem
schlechteren Outcome nach chirurgischen Eingriffen korreliert. Die Patienten sind durch
die Operation inflammatorischen Stimuli ausgesetzt. Derartige systemische inflammato-
rische Stimuli konnen die Blut-Hirn-Schranke iiberwinden und zu einer Erhohung der
extrazelluldren Adenosinkonzentration im Gehirn fithren. Der Neurotransmitter Adeno-
sin ist an der Regulation des Schlaf-Wachzyklus mafigeblich beteiligt und modifiziert die
Erregbarkeit der Neurone im Kortex.

In der vorliegenden Arbeit habe ich untersucht, ob eine periphere Entziindung die Expres-
sion von Adenosinrezeptoren im Kortex von Méusen verdndert. Hierzu wurde Méausen
intraperitoneal Zymosan A injiziert. Zymosan ist ein Aktivator des Komplementsystems
und wirkt so als Pyrogen und mikrobielles Toxin. Dadurch werden Symptome einer Sepsis
induziert. In den von mir untersuchten Kortexpriparaten wurden vier Stunden nach intra-
peritonealer Injektion Al-Adenosinrezeptoren signifikant vermehrt exprimiert. Dies galt
jedoch nicht fiir A2a-, A2b- und A3-Rezeptoren. Im zweiten Teil der Arbeit habe ich ein
in vitro Modell fiir die Wirkung von Adenosin in kultivierten kortikalen Kulturen etabliert.
Hierzu habe ich zunichst die Effekte von extrazellulirem Adenosin auf die Spontanak-
tivtdt in diesen neuronalen Netzwerken getestet. In einem weiteren Schritt habe ich dann
mittels eines Plasmidmodells eine stark erhohte Adenosinrezeptorexpression in kortika-
len Kulturen erzeugt und die Auswirkungen mittels Elektrophysiologie untersucht. In den
organotypischen Kortexkulturen erzeugte die Applikation des A1-Rezeptor Antagonisten
DPCPX eine Aktivierung der spontanen Netzwerkaktivitdt, was fiir das Vorhandensein
von intrinsischem Adenosin, das liber Al-Rezeptoren die spontane Aktionspotentialak-

tivitit moduliert, spricht. Die Uberexpression von Al-Rezeptoren erzeugte hingegen he-
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terogene Ergebnisse. Die im Modell erhohte Adenosinrezeptorexpression wirkte sich nur
auf auf wenige der gemessenen elektrophysiologischen Parameter aus. Dafiir konnten eine
fehlende Heterodimerisierung der kiinstlich exprimierten Adenosinrezeptoren ursichlich
sein, ohne die nicht das volle Wirkspektrum der Rezeptoren erreicht werden konnte. Zu-
dem konnte eine fehlende Erhohung der fiir die nachgeschaltete Signalkaskade notigen
Proteine zu nicht funktionalen Rezeptoren fiihren.

In den von mir durchgefiihrten Versuchen konnte ich somit zeigen, dass eine intraperi-
toneale Injektion mit Zymosan A iiber eine systemische Inflammation zu einer vermehr-
ten Expression von Al-Adenosinrezeptoren im Kortex von Méusen fiihrt. Da bekannt ist,
dass Adenosin iiber A1-Rezeptoren physiologischerweise die Aktivitdt im Kortex dampft,
kann dies ein wichtiger Faktor zur Erkldrung der bei septischen Patienten regelhaft auf-

tretenden Vigilanzminderung sein.

Weiterhin kann hierdurch die hypnotische Wirkung von Allgemeinanisthetika ver-
starkt werden, die auch zu einer Verminderung der kortikalen Aktivitit fithren. Folgeun-
tersuchungen sollen nun klidren, in wieweit sich die Sensitivitit von septischen Miusen

gegeniiber Allgemeinanisthetika verdndert.
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