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1 Einleitung

Die Durchfihrung einer Allgemeinanésthesie hat seit der ersten erfolgreichen
Narkosedemonstration im Jahr 1846 durch William Morton die chirurgischen
Moglichkeiten revolutioniert. Sie wird zu Recht als eine der wichtigsten
medizinischen Neuerungen gewertet (1). Die Herausforderung fur den
Anésthesisten besteht unter anderem darin, sich auf die individuellen
Charakteristika und die pathophysiologischen Veranderungen des jeweiligen
Patienten einzustellen, um die Anasthesie dementsprechend anzupassen. Zu
den individuellen Charakteristika gehoren beispielsweise Alter und Geschlecht
des Patienten, der Konsum von Genussmitteln usw. (2) (3) (4). Eine gehéauft
auftretende pathophysiologische Veranderung ist das Vorliegen einer
systemischen Inflammation. Eine systemische Inflammation kann verschiedene
Organsysteme betreffen; haufig ist eine Mitbeteiligung des zentralen
Nervensystems zu beobachten (5). Im zentralen Nervensystem der Patienten
kommt es wahrend einer Inflammation zu einer Veranderung der Ausschittung
von Neurotransmittern und Neuromodulatoren. Hierbei werden vermehrt
Zytokine und Adenosin ausgeschiuttet (6) (7). Es ist bekannt, dass Zytokine
sowie Adenosin die Aktivitdt des ZNS durch eine Modulation des GABAergen
Systems verandern kdénnen (8) (9). Viele Allgemeinanasthetika wirken tber eine
Modulation des GABAergen Systems (10). Daher habe ich in der vorliegenden
Studie die Interaktionen des GABAergen Anéasthetikums Midazolam mit

Adenosin und dem Zytokin Interleukin-1f untersucht.

1.1 Midazolam

Midazolam wurde erstmals 1976 synthetisiert und gehort zur Gruppe der
Benzodiazepine (11). Weitere bekannte Vertreter sind Lorazepam und
Diazepam. Benzodiazepine sind im klinischen Alltag weit verbreitet und werden
zur Sedierung, Hypnose, Anxiolyse, Reduzierung des Muskeltonus und zur

Antikonvulsion eingesetzt. In der Anasthesie werden Benzodiazepine v.a. bei



Operationen im Rahmen der Pramedikation oder zur Narkoseinduktion
verwendet. Bei Intensivpatienten dienen sie auflerdem zur Langzeitsedierung
(12).

Die enorme Bedeutung dieser Substanzklasse zeigen auch der langjahrige
Einsatz und der groBe Forschungsaufwand. So wurden uber 1000
Benzodiazepine synthetisiert, von denen weltweit 30 im klinischen Gebrauch
sind. Schon seit den 1960er Jahren wurde Diazepam zur Narkoseeinleitung

verwendet (13).
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Chlordiazepoxid Diazepam Midazolam

Abb. 1 Strukturformeln von Chlordiazepoxid, Diazepam und Midazolam

Fur die Entwicklung der verschiedenen Benzodiazepine legten Sternbach und
Randall 1957 mit der Entdeckung von Chlordiazepoxid den Grundstein. Bald
erkannten sie, dass die pharmakologischen Eigenschaften durch chemische
Modifikationen verandert werden konnten. Daraus resultierte die Synthese des
,klassischen“ Benzodiazepins Diazepam und weiterer Vertreter wie auch des
Midazolams (11).

Midazolam zeichnet sich strukturell durch einen fusionierten Imidazolring aus und
gehort daher zur Gruppe der tetrazyklischen Benzodiazepine. Dieser verleiht
Midazolam eine htéhere Basizitat, bessere Stabilitat in wassrigen Lésungen und

eine schnellere Abbaubarkeit im Vergleich zu Diazepam (11).



Der Metabolismus von Midazolam erfolgt Gberwiegend durch die Enzyme
CYP3A4 und CYP3AGS in der Leber (13). Quantitativ ist v.a. der pharmakologisch
aktive Metabolit 1-OH-Midazolam bedeutsam. Aufl3erdem wird Midazolam in
kleineren Mengen zu 4-OH-Midazolam und 1,4-OH-Midazolam abgebaut. Die
Metaboliten von Midazolam werden anschlieRend glukuronidiert in den Urin

abgegeben (12).

1.2 Wirkung von Benzodiazepinen an GABAa-Rezeptoren

Benzodiazepine wie Midazolam und auch andere Anasthetika wie zum Beispiel
Etomidat, Propofol, Isofluran oder Barbiturate entfalten ihre Wirkung
Uberwiegend oder teilweise Uber Modulation des GABAa-Rezeptors (10).
Klinisch &uflert sich diese Modulation in der Regulation von Vigilanz,
Angstempfinden, Muskelspannung und Gedachtnisleistung (13). Der GABAa-
Rezeptor ist ein Liganden-gesteuerter lonenkanal, der eine zentrale Stellung bei
der neuronalen Inhibition im ZNS einnimmt. GABAa-Rezeptoren sind Pentamere,
wobei gegenwartig 19 unterschiedliche Untereinheiten bekannt sind (a1-s; B1-3; y1-
3; 0; € 0; 1m; 01-3) (14). Dementsprechend kénnen GABAa-Rezeptoren sehr
heterogen aufgebaut sein. Dennoch gibt es bestimmte Zusammensetzungen, die
besonders haufig anzutreffen sind. So sind zum Beispiel mehr als 60% aller
GABAa-Rezeptoren im Gehirn aus ai-, B2- und yz2-Untereinheiten
zusammengesetzt. Bei Kombinationen aus a-, - und y-Untereinheiten nimmt
man an, dass eine 2:2:1 Stochiometrie besteht. Die verschiedene
Zusammensetzung von GABAa-Rezeptoren geht mit unterschiedlicher Kinetik,
Affinitat zum natdrlichen Liganden (GABA), Affinitat zu allosterischen
Modulatoren, Desensitivierung und subzellularer Positionierung einher (15) (10).
Viele dieser Eigenschaften von GABAa-Rezeptoren wurden mithilfe gezielter
genetischer Veranderung von Untereinheiten entdeckt. Beispielsweise konnte
mittels Punktmutation gezeigt werden, dass GABAa-Rezeptoren, die ai-
Untereinheiten besitzen, vor allem Sedierung hervorrufen, wahrend Rezeptoren

mit az-Untereinheit anxiolytische Effekte vermitteln (16).



Physiologisch wird der GABAa-Rezeptor durch y-Aminobuttersdure (GABA)
aktiviert, die zwischen a- und B-Untereinheiten bindet (17). Dadurch wird der
GABAa-Rezeptor aktiviert und Chlorid-lonen gelangen durch den lonenkanal des
GABAa-Rezeptors (18). Durch die resultierende Erhdhung der membrandsen
Leitfahigkeit und durch den Einstrom von Chlorid-lonen sind Neuronen weniger

erregbar und werden hyperpolarisiert, sodass es zu neuronaler Inhibition kommt.

Benzodiazepine modulieren GABAa-Rezeptoren allosterisch. Dabei werden die
Eigenschaften der Rezeptoren so verandert, dass die Offnungszeiten der Kanale
bei Anwesenheit von GABA \verlangert werden. Das bedeutet, dass
Benzodiazepine den GABAa-Rezeptor nicht selbst 6ffnen kdonnen, sondern

inhibitorische Stréme verstarken (19).

Benzodiazepine kdnnen jedoch nicht alle GABAa-Rezeptoren beeinflussen. Der
Aufbau der Rezeptoren bestimmt die Sensitivitat gegeniber Benzodiazepinen.
So werden nur GABAa-Rezeptoren, die eine der a1,2,35-Untereinheiten enthalten,
von Benzodiazepinen beeinflusst. Die sogenannte hochaffine, klassische
Benzodiazepin-Bindungsstelle befindet sich zwischen der a- und y-Untereinheit
(15). Verschiedene Arbeiten zeigen, dass nanomolare Konzentrationen von
Benzodiazepinen hauptsachlich ihre Wirkung tber die klassische Benzodiazepin-
Bindungsstelle entfalten (20). Zudem scheint zumindest eine weitere nicht-
spezifische Benzodiazepin-Bindungsstelle zu existieren, die bei mikromolaren

Konzentrationen zum Tragen kommt (21) (22) (20).

1.3 Adenosin im zentralen Nervensystem

Die Voraussetzung fur die Wirkung von Midazolam besteht in dem
Vorhandensein des natirliche Liganden GABA und der Exprimierung von
GABAa-Rezeptoren (23). Beide Aspekte unterliegen zahlreichen endogenen
Regulationsmechanismen. Dem Nukleosid Adenosin kommt hierbei eine wichtige
Rolle zu. Im Folgenden sollen die Eigenschaften von Adenosin im ZNS und
seiner Rolle in der Modulation synaptischer Ubertragung (Kapitel 1.4) erortert

werden.
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Adenosin ist ein Metabolit des ubiquitaren Energietragers Adenosintriphosphat
(ATP). ATP besitzt zusatzlich einen Phosphatsaurerest und wird deshalb als
Nukleotid bezeichnet. Nukleotide sind energiereiche Verbindungen, die aus
einem Zuckeranteil, einem Phosphatsaurerest und einer Base bestehen (24).
Funktionell sind Nukleotide von auf3erordentlicher Wichtigkeit und in jeder Zelle
vorhanden. Zum einen sind lange Nukleotidketten in Form von DNA oder RNA
Trager der genetischen Information. Zum anderen kénnen Zellen mithilfe von
Nukleotiden chemische Reaktionen ablaufen lassen, die Energie bendétigen.

Dabei ist vor allem ATP als Energietrager von gro3er Bedeutung (24).

Auch Adenosin, als Abbauprodukt von ATP, spielt sowohl bei physiologischen
als auch pathologischen Prozessen eine wichtige Rolle. So férdert Adenosin
beispielsweise das Schlafbedirfnis (25). Dieser Zusammenhang ist weithin durch
die Wirkung des Adenosin-Rezeptor-Antagonisten Koffein bekannt, der
Aufmerksamkeit erhoht und Mudigkeit herabsetzt. In pathologischen Zustanden
wie Hypoxie, Ischamie, Trauma oder epileptischen Anfallen wird Adenosin
vermehrt im ZNS freigesetzt und kann eine neuroprotektive Wirkung entfalten
(26).

Adenosin wird nicht als Neurotransmitter angesehen, da keine Synapsen
bekannt sind, deren primarer Botenstoff Adenosin ist. Zudem konnte bisher nicht
auf breiter Datenbasis gezeigt werden, dass Adenosin Uber Vesikel freigesetzt
wird. Da extrazellulares Adenosin rezeptorvermittelt dennoch potente Wirkung
auf neuronales Gewebe ausiben kann, spricht man von einem Neuromodulator
(27).

Die Hauptquelle von extrazellularem Adenosin unter physiologischen
Bedingungen scheint bisher jedoch unklar zu sein. Zum einen kann Adenosin
Uber sogenannte ENTs (Equilibrative nucleoside transporter) aus dem
Zellinneren freigesetzt werden. ENTSs sind diffusionsgesteuerte Transporter, die
Adenosin bidirektional tber die Zellmembran transportieren kdnnen. In aktiven
Neuronen mit erhéhtem Energie-/ATP-Metabolismus fallt intrazellular vermehrt
Adenosin an, das konzentrationsabhangig in den Extrazellularraum gelangen

kann (28). Unter physiologischen Bedingungen finden sich jedoch geringe
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intrazellulare Adenosin-Konzentrationen. Daher beférdern ENTs Adenosin dem

Gradienten folgend vor allem in den Intrazellularraum (29).

Zum anderen koénnen Astrozyten vesikular ATP abgeben, das nachfolgend zu
Adenosin abgebaut wird (30). Extrazellulares ATP wird enzymatisch in kurzer Zeit
(<1 Sekunde) durch die Ectonukleotidasen CD39 (ATP -> AMP) und CD73 (AMP
-> Adenosin) metabolisiert (31) (32). Lovatt et al. beobachteten am Hippokampus
und Kortex jedoch, dass trotz Blockade von CD73 die Adenosin-Wirkung nicht
gehemmt werden konnte und schlossen daher extrazellulares ATP als

Hauptquelle von Adenosin aus (28).

AuRerdem kann auch extrazellulares cAMP und anschlieender Umbau zu
Adenosin die extrazellulare Konzentration erhdhen (29). Allerdings scheinen
erhohte cAMP-Konzentrationen die extrazellulare Adenosin-Konzentration nur

sehr langsam zu beeinflussen (33).

Neuere Arbeiten am Kleinhirn zeigten, dass Adenosin méglicherweise direkt Uber
Vesikel in den Extrazellularraum gelangen kénnte (34). Allerdings fehlt fur diesen
Modus der Adenosin-Freisetzung noch eine breite Datenbasis (35).

Interessanterweise scheint die extrazellulare Adenosin-Konzentration innerhalb
des Kortex keineswegs homogen anzusteigen. Vielmehr konnen aktive

Neuronen die Konzentration lokal ansteigen lassen (36).

Die Entfernung von extrazellularem Adenosin erfolgt durch Aufnahme ins
Zellinnere Uber obengenannte ENTs. Intrazellular kann Adenosin zu AMP

phosphoryliert oder zu Inosin abgebaut werden (29).

1.4 Adenosin-Rezeptoren und ihre Wirkung auf neuronale Erregung
und synaptische Ubertragung

Bisher sind vier verschiedene Adenosin-Rezeptoren (Al, A2a, A2b und A3)
bekannt, die zu den sogenannten P1-Rezeptoren (Purino-Rezeptoren) gehoren.
Alle Adenosin-Rezeptoren sind an G-Proteine gekoppelt. Hierbei unterscheiden

sich die Rezeptoren in der Ligandenaffinitat, der intrazellularen
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Signaltransduktion und ihrer Verteilung innerhalb von Gehirnregionen (37). Die
wichtigsten Rezeptoren im ZNS sind der Al- und A2a-Rezeptor (27). Unter
physiologischen Adenosin-Konzentrationen werden vor allem diese aktiviert (29).
Der Al-Rezeptor kommt im ZNS am haufigsten vor und besitzt zudem die
hdchste Affinitat zu Adenosin (26). A2b- und A3-Rezeptoren konnten nur in
geringem MafRe im Gehirn nachgewiesen werden und scheinen eine

untergeordnete Rolle zu spielen (38).

Aktivierung von Al-Rezeptoren fihrt Uber G-Proteine zur Absenkung von
intrazellularem cAMP, welches in zahlreichen Signaltransduktionskaskaden eine
bedeutende Rolle spielt. Der genaue Zusammenhang zwischen der
Signalkaskade von Adenosin-Rezeptoren und Anderungen der CcAMP-

Konzentration ist derzeit jedoch unklar (35).

Die Aktivierung von postsynaptischen Al-Rezeptoren erhdht die
Kaliumleitfahigkeit. ~Dadurch kommt es zur Hyperpolarisation des
Membranpotenzials und damit zu einer verminderten Erregbarkeit von
Nervenzellen. Prasynaptisch wird der Kalziumeinstrom durch Blockade von
spannungsgesteuerten N-Typ Kalziumkanalen verringert (39). Zudem wird der
Exozytoseapparat, der die Freisetzung von Transmittern ermdglicht, gegenuber
Kalziumionen desensitiviert (35). Dadurch wird die Transmitterausschuttung

durch prasynaptische Al-Rezeptoren herabgesetzt.

Der A2a-Rezeptor besitzt eine geringere Affinitat zu Adenosin und ist seltener im
Gehirn zu finden. A2a-Rezeptoren sind v.a. im Striatum und Nucleus accumbens

verbreitet (40). Im Kortex finden sich A2a-Rezeptoren vor allem prasynaptisch.

A2a-Rezeptoren weisen kontréare Eigenschaften im Vergleich zu A1-Rezeptoren
auf. Zum einen kommt es bei Aktivierung der Rezeptoren zu einer Erhéhung der
intrazellularen cAMP-Konzentration. Zum anderen werden, vermutlich aufgrund
einer zellspezifischen Verteilung der Rezeptoren, vermehrt erregende
Transmitter (z.B. Glutamat) ausgeschittet, wohingegen inhibitorische
Transmitter wie GABA vermindert ausgeschuttet werden (27) (38). Aktivierung
von A2a-Rezeptoren fuhrt insgesamt zu neuronaler Erregung (29) (27).
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Damit wird deutlich, dass Al- und A2a - Rezeptoren gegenlaufige Effekte
(Inhibition vs. Exzitation) besitzen. Somit bestimmt das Verhaltnis von Al- und
A2a-Rezeptoren das lokale Wirkungsprofil von Adenosin auf das neuronale
Netzwerk. Im Allgemeinen ist anzunehmen, dass Adenosin im ZNS vor allem
inhibitorisch wirksam ist. Daflr spricht das vermehrte Vorkommen von Al-

Rezeptoren und die hdhere Ligandenaffinitat im Vergleich zum A2a-Rezeptor.

1.5 Adenosinausschittung im ZNS wéahrend pathophysiologischer
Zustande

Pathophysiologische Zustdnde wie Hypoxie, Ischamie, Hypoglykdmie oder
Anfallsleiden fuhren zu vermehrter Adenosinfreisetzung im zentralen
Nervensystem (26). Dabei kommt es zu einem Ungleichgewicht von
Energiebedarf und Energiebereitstellung, das zu einem gesteigerten
intrazellularen Abbau von ATP fuhrt. Unter physiologischen Bedingungen sorgt
die  Adenosinkinase-Aktivitat ~ fur  niedrige intrazellulare  Adenosin-
Konzentrationen, indem sie Adenosin zu AMP phosphoryliert. Dabei ist die
Adenosinkinase jedoch auf intrazellulares ATP als Energietrdger angewiesen,
das der Zelle bei obengenannten Situationen nicht mehr ausreichend zur
Verfligung steht. In der Folge steigt die intrazellulare Adenosin-Konzentration an
(26). Daher wird angenommen, dass wahrend pathophysiologischer Zustande
Adenosin Uber ENTs dem Gradienten folgend in den Extrazellularraum gelangt
(27) (28). Zudem kann ATP aus geschadigten Zellen, deren Zellmembran nicht
mehr intakt ist, direkt nach extrazellular gelangen und so die extrazellulare

Adenosin-Konzentration erhéhen (41).

Uber eine Aktivierung von Al-Rezeptoren kann, wie oben erwahnt, die
intrazellulare Kalziumkonzentration und das Ruhemembranpotenzial abgesenkt
werden. Damit wird die synaptische Ubertragung abgeschwéacht und der
neuronale Energieverbrauch gemindert. Jedoch wird nicht nur der
Energieumsatz von Neuronen herabgesetzt. Knock-Out Mause ohne Al-

Rezeptoren zeigen vermehrt Neuroinflammation und Mikrogliaaktivitat (41).
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Durch Al-Aktivierung entfaltet Adenosin somit eine neuroprotektive Wirkung
(28).

In dieses Bild passt, dass eine Blockierung von A2a-Rezeptoren zur
Neuroprotektion beitragt. Dies unterstreicht auch hier die entgegengesetzten
Wirkungsprofile von Al- und A2a-Rezeptoren (38) (27).

Nicht nur pathophysiologische Prozesse, bei denen die Energieversorgung des
Gewebes vermindert bzw. Uberbeansprucht wird, haben einen Anstieg der
Adenosin-Konzentration zur Folge. Auch wahrend einer systemischen
Inflammation nehmen ATP und Adenosin eine wichtige Rolle ein. Schon langere
Zeit ist bekannt, dass erhohte Adenosin-Konzentrationen durch Molekile der
Inflammationskaskade wie IL-1( oder Lipopolysaccharide (LPS) induziert werden
kénnen (42) (43).

Bei einer systemischen Inflammation werden vermehrt ATP und zeitlich verzdgert
Adenosin im zentralen Nervensystem freigesetzt (6). Zudem kommt es auch im

Blutplasma zu einer erhdhten Adenosin-Konzentration bei Sepsispatienten (44).

Interessanterweise modulieren ATP und Adenosin die Immunantwort
gegensatzlich. ATP fordert die Immunantwort und aktiviert zum Beispiel
neutrophile Granulozyten oder Makrophagen und fuhrt zur Ausschittung von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1B. Adenosin hingegen inaktiviert
Neutrophile und férdert die Funktion von immunsupprimierenden regulatorischen
T-Zellen (32). Auch die Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wird
durch Adenosin herabgesetzt (38). Beispielsweise dampft Adenosin den

Gewebeschaden bei LPS-induzierter Entziindung der Lunge (45).

Durch enzymatischen Abbau von ATP zu Adenosin kann also das entziindliche
Milieu moduliert werden (proinflammatorisch vs. antiinflammatorisch). Wie
eingangs erwahnt, erfolgt der Abbau von ATP zu Adenosin Uber die Enzyme
CD39 und CD73. Damit nehmen CD39 und CD73 eine wichtige Rolle in der
Regulation der Immunantwort ein. Interessanterweise kdbnnen manche Bakterien

oder auch Tumorzellen die Funktion von CD39/CD73 so beeinflussen, dass
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vermehrt Adenosin anféllt. Dadurch wird eine Umgebung mit abgeschwachter

Immunantwort geschaffen (32).

Zusammengenommen dient Adenosin deshalb nicht nur der Neuromodulation,

sondern auch der Modulation des Entziindungsgeschehens.

1.6 Interleukin-18

Zentrale Molekule im Entzindungsgeschehen sind Zytokine, zu denen
Interleukine zahlen. Zu ihnen gehort auch Interleukin-18 (IL-1B) aus der
Interleukin-1-Superfamilie. Interleukin-1 besitzt eine starke
entztindungsférdernde Wirkung (46) (47). Die Ausschuittung von Interleukin-1(3
kann durch eine Vielzahl von Faktoren ausgelost werden. Dazu zdhlen die
Aktivierung durch andere Molekile des Immunsystems und Kontakt mit
korperfremdem  Material wie  beispielsweise  Bakterien und deren
Stoffwechselprodukten. Aber auch chemisch-physikalische Einflisse wie Hitze,
Hyperosmolaritat und Sauerstoffmangel fihren zu vermehrter Produktion von IL-
1B. Interleukin-1B kann als Immunantwort von verschiedenen Zelltypen wie z.B.
Monozyten gebildet werden (48). Im ZNS kann ebenfalls IL-1 produziert werden.
Dabei wird diskutiert, dass IL-1B auch physiologische Funktionen im gesunden
Gehirn  wahrnimmt. Niedrige IL-1B3-Konzentrationen im ZNS beeinflussen
beispielsweise physiologisch die Regulation von Schlaf oder Nahrungsaufnahme
(49).

Es existieren zwei verschiedene Rezeptoren (IL-1R), die IL-1B binden. Dabei
findet aber nur Gber den Typ 1 (IL-1RI) eine Signaltransduktion statt. Bei Bindung
des Liganden wird die Genexpression verschiedener Proteine, die fur die
Immunantwort bedeutsam sind, verstarkt oder angeschaltet. IL-1RIl bindet
Interleukin-1B ebenfalls, was aber zu keiner Signalweiterleitung fuhrt. Vielmehr
scheint dieser Rezeptortyp eine Falle (englisch ,scavenger” Rezeptor) fur IL-13
darzustellen (50). Die Effekte von IL-18 sind vielfaltig und abhangig vom Zelltyp,
der Uber den IL-1R aktiviert wird. Beispielsweise fiuhrt die Aktivierung im

Knochenmark zu vermehrter Bildung von Thrombozyten und neutrophilen
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Granulozyten; in der Leber werden Akute-Phase-Proteine gebildet. Ebenso
werden weitere Zytokine, wie zum Beispiel Interleukin-6 von Endothelzellen
sezerniert. Klinisch konnte gezeigt werden, dass es bei Entzindung im Rahmen
einer Meningokokken-Meningitis zur Erhéhung von Interleukin-1B im Liquor
kommt (51) und das zentrale Nervensystem beeinflusst wird. Erhdhte IL-1p-
Konzentrationen im ZNS fuhren zu Fieber (52), Krankheitsgefiihl (53) und férdern
ebenso wie Adenosin das Schlafbedtrfnis (54). Dabei werden sowohl Gliazellen,
Endothelzellen und Neuronen durch Interleukin-1B beeinflusst (55).

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass IL-1B lonenkandle von Neuronen
beeinflusst. Beispielsweise wurden Strome von N-Typ-Kalziumkanalen in
kortikalen Zellen durch Interleukin-18 vermindert (56). Ebenfalls wurden
spannungsgesteuerte Natriumkanale von kortikalen Neuronen beeinflusst. So
fuhrte IL-1B8 zu kleineren Natriumstromen mit verminderten Amplituden der
Aktionspotenziale (57). Im Hippokampus junger Ratten hemmte IL-13 die
Freisetzung von Glutamat (58) und verstarkte die synaptische Hemmung von

Pyramidenzellen in der CA1-Region (59).

1.7 Einfluss der Narkosetiefe auf das Uberleben von Patienten

Den Grundstein der Allgemeinanasthesie legte Morton mit der ersten
erfolgreichen Ether-Narkose im Jahr 1846 (60). Bereits ein Jahr spater wurden
fur die Ether-Narkose verschiedene Narkosestadien beschrieben. Hier lag das
Interesse neben der Erzielung einer ausreichend tiefen Narkose auch auf der
gefurchteten Uberdosierung (es standen bei Atem- und Kreislaufdepression
keine ausreichenden Mittel zur Verfigung). Die Einteilung in verschiedene
Narkosestadien bei Ether-Anasthesie kann als Ausgangspunkt flur die
Entwicklung des Begriffs der Narkosetiefe verstanden werden (61).
,Narkosetiefe“ wird heutzutage unterschiedlich definiert. Eine Mdglichkeit ist
beispielsweise die Betrachtung der verminderten Aktivitat im ZNS, die durch

Anésthetika ausgel6st wird (62). Eine andere Definition beschreibt ,Narkosetiefe®
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u.a. als Wahrscheinlichkeit einer aufgehobenen Reaktion des Patienten auf einen

bestimmten Reiz (63)

Um einen Aspekt der Narkose(-tiefe), namlich die Hypnose, klinisch zu
quantifizieren, wird haufig der sogenannte Bispektral-Index (BIS) eingesetzt (64).
Der  Bispektral-Index  untersucht dabei die  Gehirnaktivitat  per
Elektroenzephalographie (EEG) und wird einheitslos im Bereich von 0-100
angegeben. Niedrige BIS-Werte entsprechen dabei tiefer Sedierung, wahrend
hohe BIS-Werte bei Wachheit vorherrschen (65). Fir eine optimale Sedierung im

OP-Saal werden ublicherweise BIS-Werte zwischen 40 und 60 angestrebt (66).

Monk et al. konnten 2005 im Rahmen einer prospektiven Kohortenstudie an nicht-
kardiochirurgischen Patienten zeigen, dass ein Zusammenhang zwischen
niedrigen BIS-Werten (<45), also tiefer Hypnose, und erhdhter Mortalitét besteht
(67). Diese Arbeit stiel3 auf groRRes Interesse, da hierdurch die Frage aufgeworfen
wurde, ob tiefe Hypnose im Operationssaal die Sterblichkeit von Patienten
erh6hen kénnte. Um diesen Zusammenhang weiter zu untersuchen, wurden in
der Folge mehrere Studien durchgefuhrt. 3 von 4 retrospektiven Arbeiten konnten
einen Zusammenhang zwischen niedrigen BIS-Werten und erhéhter Mortalitét
feststellen (68) (69) (70), wahrend eine Arbeit keine Korrelation zeigte (71).

Im Folgenden wurde der Parameter ,niedriger BIS-Wert* zur Abschatzung der
Narkosetiefe um den mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und geringe minimale
alveolare Konzentration (MAC) bei volatilen Anésthetika erganzt. Sessler et al.
postulierten 2012, dass die Kombination aus geringem BIS-Wert, niedrigem
mittleren arteriellen Blutdruck (MAP) und geringer minimaler alveolarer
Konzentration (MAC) als Zeichen einer (zu) tiefen Narkose gewertet werden
kann. Diese Kombination bezeichneten sie als ,triple-low-status®. Grundgedanke
des triple-low-status war, dass Patienten, die bereits bei relativ geringer
Dosierung von volatilen Anasthetika (geringer MAC) Zeichen einer tiefen
Hypnose (tiefe BIS-Werte) und hamodynamische Instabilitat (niedriger MAP)
entwickeln, besonders sensitiv auf Anasthetika reagieren und damit gefahrdet
sind eine zu tiefe Narkose zu erhalten. Interessanterweise zeigte diese Studie

keinen Zusammenhang zwischen isoliert niedrigem BIS-Wert und erhohter
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Mortalitat; allerdings bestand eine positive Korrelation zwischen triple-low-status
und gesteigerter 30-Tages-Mortalitat (72). Dieser Zusammenhang konnte jedoch
in einer nachfolgenden Studie nicht bestétigt werden (73), wobei Willingham et
al. 2015 eine erhohte 30- und 90-Tages-Mortalitat bei triple-low-status
nachwiesen (74). Zusammengenommen liegen mehrere Studien vor, die eine
positive Korrelation von erhdhter Mortalitat und intraoperativer, tiefer
Hypnose/Narkose nachwiesen. Diese Arbeiten werfen die Frage auf, ob tiefe
Narkose die Sterblichkeit von Patienten erhdhen kdnnte. Dennoch ist nicht
abschlieBend geklart, ob es sich hierbei um ein Epiphdnomen oder eine
Kausalitat handelt. Um hierauf eine eindeutige Antwort zu erhalten, sind
prospektive, randomisierte, kontrollierte Studien notwendig. Eine eindeutige
Handlungsempfehlung fur den klinischen Alltag im Operationssaal lasst sich aus

der aktuellen Studienlage derzeit nicht ableiten (75).

Anasthetika werden neben dem Operationssaal auch auf Intensivstation
eingesetzt. Auch hier stellt sich, wie im OP-Saal, die Frage, ob eine tiefe und/oder
langanhaltende Hypnose/Narkose das Outcome von Patienten beeintrachtigt. Im
Jahr 2000 veréffentlichten Kress et al. eine Studie, bei der die kontinuierliche
Sedierung bei mechanisch beatmeten Patienten taglich unterbrochen wurde,
sodass Patienten das Bewusstsein erlangten und einfache Befehle befolgen
konnten. Dieses Vorgehen fiihrte zu einer verklrzten notwendigen Beatmung
und schnellerer Entlassung von Intensivstation; zudem konnte der Gesamtbedarf
an Benzodiazepinen verringert werden (76). In der Folge Uberpriften Girard et
al. ebenfalls die Effekte einer Unterbrechung der Sedierung bei beatmeten
Patienten. In der Kontrollgruppe wurde ein Weaning-Protokoll durchgefihrt
(Unterbrechen der kontrollierten Beatmung, um Patienten vom Beatmungsgerat
zu entwohnen). In der Interventionsgruppe wurde dieses Weaning-Protokoll
durch eine Unterbrechung der Sedierung erganzt. Die Unterbrechung der
Sedierung fuhrte in der Interventionsgruppe zu einer geringeren Mortalitat und zu
schnellerer Entlassung von Intensivstation und aus dem Krankenhaus. Zudem
wurde eine langere Zeit der spontanen, nicht-unterstiitzten Atmung beobachtet
(77). Die Ergebnisse von Girard und Kress wurden 2008 von Watson et al.

unterstitzt. Hier wurde ebenfalls Uberprift, ob tiefe Sedierung und gesteigerte
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Mortalitat in einem Zusammenhang stehen. Dazu wurden mechanisch ventilierte
Patienten untersucht, die eine Sedierung erhielten. Hierbei wurde als Parameter
zur Quantifizierung der Narkosetiefe die sogenannte ,burst suppression®
verwendet. Burst suppression ist ein Phanomen, das wéahrend tiefer Sedierung
bei elektroenzephalographischer Ableitung beobachtet werden kann und als
Ausdruck von stark herabgesetzter Gehirnaktivitat gilt. Patienten, die eine burst
suppression  aufwiesen, zeigten im Vergleich einen verlangerten
Krankenhausaufenthalt und eine erhdhte Mortalitat (gesteigerte Mortalitat auf

Intensivstation und im Krankenhaus; zudem erhdhte 6-Monats-Mortalitat) (78).

Insgesamt geben die oben genannten Studien Hinweise, dass tiefe Narkose im
Operationsaal und auf Intensivstation die Mortalitdt von Patienten erhdéhen
konnte. Es ist daher anzunehmen, dass sich die moderne Anésthesie zukinftig

haufiger fragen wird, ob eventuell eine zu tiefe Narkosetiefe besteht.

Im Gegensatz dazu sind Risiken einer ,zu flachen® Narkose besser bekannt.
Beispielsweise erhoht eine insuffiziente Narkosetiefe die Wahrscheinlichkeit von
intraoperativer Awareness (75). Unter Awareness versteht man eine Episode von
Wachheit wahrend einer Operation, an die sich der betroffene Patient explizit
erinnern kann. Bei Awareness ist zu beachten, dass es in der Folge zu einer
posttraumatischen Belastungsstérung kommen kann, die den Patienten
psychisch stark beeintrachtigt (75). Um das Risiko von Awareness zu verringern,
muss die moderne Anasthesie daher einer zu flachen Narkosetiefe vorbeugen.
Andererseits sollte aber auch die Frage gestellt werden, ob eine (zu) tiefe
Narkose notwendig ist bzw. vermieden werden sollte, da Hinweise vorliegen,

dass tiefe Narkose eine erhdhte Mortalitat beglnstigen kdnnte.

20



1.8 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Die Narkosetiefe im Operationssaal oder auf Intensivstation ist ein Parameter,
der das Outcome von Patienten beeinflussen kann (67) (78) (75). Die Erreichung
einer optimalen Narkosetiefe ist abhangig von Pharmakodynamik und —kinetik
der eingesetzten Anasthetika (79). Pharmakodynamik und -—kinetik von
Anasthetika werden durch interindividuelle Eigenschaften von Patienten
beeinflusst. Beispiele hierfur sind Alter (2), Geschlecht (3) oder Einnahme von
Drogen und Alkohol (4). Zudem zeigen mehrere Tiermodelle, dass auch
Inflammation die Sensitivitdit des ZNS gegeniber intravendsen und volatilen
Anasthetika verandern kann (80) (81) (82) (83). Inflammation ist ein bedeutender
pathologischer Zustand, der auch gegenwartig nur unvollstdndig verstanden ist
und gleichzeitig grof3e Anforderungen an effiziente Therapiekonzepte stellt. Die
schwere Sepsis bzw. der septische Schock, als eine Maximalform von
Inflammation, sind Beispiele fiur wichtige und potenziell lebenslimitierende
Erkrankungen. Bei systemischer (6) (7), aber auch lokaler Inflammation (z.B. bei
autoimmun-entzindlichen Prozessen wie Multipler Sklerose) (84) (85) kommt es
u.a. zu einem Anstieg von Adenosin und IL-1B im ZNS. Von beiden Substanzen
ist bekannt, dass sie zu Veranderungen der neuronalen Aktivitat im ZNS fuhren
(8) (26). Zudem wurde beschrieben, dass sowohl Adenosin als auch IL-1B das
GABAerge System beeinflussen (8) (9) (86), Uber das zahlreiche Anéasthetika ihre
Wirkung entfalten (10). Daher stellt sich die Frage, ob die Wirksamkeit von
Anasthetika (und damit die resultierende Narkosetiefe) durch Adenosin oder IL-
1B beeinflusst werden koénnte. Insgesamt ist Uber den Zusammenhang von
Veranderungen des ZNS bei Inflammation und Narkose wenig bekannt (87).
Daher untersuche ich in dieser Studie die Effekte von Adenosin und Interleukin-
1B und deren Interaktion mit dem Benzodiazepin Midazolam an Neuronen des

Mauskortex.
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2 Material und Methoden

2.1 Praparation und Herstellung von Hirnschnitten

Ziel der Praparationen war eine schonende und zugleich méglichst schnelle
Entnahme des Gehirns, um vitale Hirnschnitte zu erhalten, die priméren (S1) und
sekundaren (S2) somatosensorischen Kortex enthielten.

Mannliche Mause des Typs C57/B6J im Alter von ca. 7 Wochen (Charles River
Laboratories; Sulzfeld, D) wurden in einer Atmosphéare von 100% Sauerstoff mit
Isofluran (Forene®, Abbott GmbH & Co. KG; Wiesbaden, D) bis zum Ausbleiben
von Schmerzreflexen narkotisiert. Nach Dekapitation des Tiers wurde die
Kopfhaut durchtrennt und abprépariert, um die dorsale Schadelseite freizulegen.
Vom Foramen magnum aus wurde der Schadel entlang der Sutura sagittalis mit
einer Schere ertffnet. Die Schadelhélften konnten dann nach lateral gebrochen
werden. Nach Abtrennung von Kleinhirn und frontalen Anteilen des Neokortex,
wurde das Gehirn in gekihltes (3-4 °C) mit Carbogen (95% O2, 5% CO2)
begastes Dissektionsmedium tberfuhrt (Tab. 1). Beim Entfernen des Kleinhirns

wurde ein  Winkel zZur
Tab. 1 Zusammensetzung Dissektionsmedium

Vertikalen von ca. 5-10°

Substanz Konzentration gewahlt, um das Gehirn spéater

[mmol/l] in entsprechend geneigter
NaCl 110,00 Lage auf dem Schneideblock
KCI 2,50 aufzubringen.  AnschlieRend
NaH2PO4 1,13 wurde das Gehirn  mit
MgCl2 10,00 Sekundenkleber ~ mit  der
NaHCOs 20,00 kaudalen ~Schnittflache — auf
CaClz 0,50 einem Schneidblock fixiert,
D-Glucose 10,00 wobei die dorsale Seite des
HEPES 10,00 Gehirns der Klinge zugewandt

war. Der Schneidblock besafld

eine Neigung von 20° zur Horizontalen in Richtung Klinge, sodass die
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Langsachse des Gehirns insgesamt um etwa 25° zur Klinge hingeneigt war.
Dieser Schnittwinkel war in etwa parallel zur Ausrichtung der Dendriten von
Pyramidenzellen im somatosensorischen Kortex und gewahrleistete eine
optimale neuronale Konnektivitdt und Signalausbreitung innerhalb koronarer
Schnitte (88). Die Schnittgewinnung erfolgte per Microslicer DTK 1000
(Diversified Equipment Company, Inc.; Lorton, USA); gewahlt wurde eine
Schnittdicke von 500 pm. Danach wurden die Schnitte Gber 30 Minuten in
begaster ,Post-Praparation“-ACSF (Tab. 2) bei ca. 31-33 °C aufbewahrt. Diese

enthielt unter anderem Ascorbinsaure zur

Tab. 2 Zusammensetzung ACSF nach Reduktion von freien Radikalen (89).
Préaparation

Nach 30 Minuten wurde die ,Post-

Substanz Konzentration

[mmol/l] Praparation“~ACSF ausgetauscht und
NaCl 120,00 durch ACSF ersetzt, die fir eine
KCl 3,50 Prainkubations-Phase und die
NaH2PO. 1,13 anschlieBenden Messungen verwendet
MgCl2 1,00 wurde. Die Temperatur dieser
NaHCO3 26,00 ,Prainkubations-/Mess“-ACSF (Tab. 3)
caCl» 1,20 betrug initial ebenfalls 31-33 °C; wurde
D-Glucose 11,00 aber nicht konstant gehalten, sodass sich
HEPES 10,00 Raumtemperatur einstellte. Die Schnitte
Na-Pyruvat 0,20 verweilten fur ca. 90 Minuten in dieser
L-Glutamin 0,40 ACSF. Diese Zeit diente der
Ascorbinsaure | 0,45 Regeneration der Schnitte, als auch der

Habituation an die abgesenkte
Magnesiumkonzentration. Denn im Vergleich zur ,Post-Praparations“-ACSF
enthielt die ,Prainkubations-/Mess“-ACSF einen geringeren Magnesiumgehalt
(0,5 mM), um neuronale Netzwerkaktivitdt zu erhéhen (90). Dies schien aus
zweierlei Griinden angebracht. Zum einen ist in akuten Schnitten des Neokortex
praparationsbedingt das Verhaltnis erregender glutamaterger Verbindungen zu
hemmenden GABAergen Verbindungen zugunsten Letzterer verschoben (91).
Zum anderen war zu erwarten, dass die applizierten Substanzen (insbesondere

Midazolam) neuronale Aktivitdt senkten. Um eventuelle Sattigungseffekte der
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pharmakologischen Manipulation (komplette Unterdriickung der Aktivitat) zu
vermeiden, erschien es daher sinnvoll, Grundbedingungen leicht erhdhter
Aktivitat zu schaffen. AuRerdem enthielten beide ACSF-Formulierungen einige
der zahlreichen Substanzen, die in physiologischer CSF vorkommen, die der
Vitalitdt und Langlebigkeit neuronalen Gewebes in vitro dienlich sind. Pyruvat ist
eine Energiequelle fir Neuronen und besitzt neuroprotektive Eigenschaften (92).
L-Glutamin stabilisiert synaptische Ubertragung und neuronale Spontanaktivitat

Uber lange Zeitrdume (59) (60).

Zur Herstellung der ACSF-Lésungen
Tab. 3 Zusammensetzung ACSF wurden Chemikalien der Firmen Sigma-
Préainkubation / Messung . .

Aldrich (St. Louis, USA) und Merck

(Darmstadt, D) verwendet.

Substanz Konzentration

[mmol/l]

NaCl 120,00 2.2 Elektrophysiologie
KCI 3,50
NaH2PO4 1,13

Die Experimente wurden an einer
MgCl2 0,50

Messstation mit dem Mikroskop Axioskop 2
NaHCOs 26,00

FS Plus (Carl Zeiss AG; Oberkochen, D)
CaCl2 1,20

durchgefiihrt. Die Ableitkammer des
D-Glucose | 11,00

HEPES 10,00
Na-Pyruvat | 0,20
L-Glutamin | 0,40

Messsystems (Volumen 2,5-3 ml) wurde
kontinuierlich mit begaster ACSF (Tab. 3)
bei einer Flussrate von 4 ml/min durchspuilt.
Alle Messungen fanden bei 31,5-33 °C

statt. In der Ableitkammer wurde ein Sockel platziert, der eine mechanische

Fixierung des Gehirnschnittes erlaubte. Der Sockel besal? ein Nylonnetz, das mit
einem U-formigen Platindraht (0,7 mm) unterlegt war; darauf wurde der
Hirnschnitt positioniert. Von oben wurde ein passendes Gitter aus Platin
aufgelegt, das den Hirnschnitt fixierte. Dieses Gitter besalR ebenfalls einen
Abstandshalter in U-Form, um den Hirnschnitt keiner mechanischen Belastung
auszusetzen. Diese Anordnung erlaubte, dass das Gewebe von allen Seiten mit

ACSF umsplilt werden konnte.
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Messelektroden wurden durch Verwendung des Elektrodenziehers P-2000
(Sutter Instrument Co.; Novato, USA) aus Glasroéhrchen des Typs 1BBL W/FIL
1,5MM 31N (World Precision Instruments, Inc.; Sarasota, USA) hergestellt. Die
Elektroden waren mit ACSF geflllt und wiesen in der Regel einen ohmschen
Widerstand von 0,5-1,0 MQ auf. Die neuronalen Signale wurden mit einem
Verstarker (MultiClamp 700A, Molecular Devices; Sunnyvale, USA) um den
Faktor 1000 verstarkt, mit einem Analogwandler (Digidata 1440A, Molecular
Devices) mit einer Rate von 10 kHz digitalisiert und mit einem handelsublichen
Computer aufgezeichnet. Zur Aufzeichnung und Stimulation kam die Software

Clampex 10.4 (Molecular Devices) zum Einsatz.

Zur Stimulation wurden selbst angefertigte bipolare Wolframelektroden (Science
Products GmbH; Hofheim, D) verwendet, die Gber einen Widerstand von 0,1 MQ
verfuigten. Strompulse wurden mit einem Stimulator (STG 4002, Multichannel
Systems; Reutlingen, D) in Kombination mit der Software MC Stimulus 3.4.4.

(Multichannel Systems) generiert.

Zur Positionierung von Mess- und Stimulationselektroden wurde auf einen
Hirnatlas (95) zuriickgegriffen. Per Mikroskopkamera (VX45, PCO AG; Kehlheim,
D) und dazugehériger Software IP Capture 2.2. (The Imaging Source GmbH,;
Bremen, D) wurden Mikroskopbilder digitalisiert. Damit konnte die Position der

Elektroden am Computer erfasst und gespeichert werden.

2.3 Elektrodenplatzierung und Stimulationsparadigma

Nach Identifizierung der kortikalen Gebiete S1 und S2 wurden zuerst zwei
Stimulationselektroden, danach zwei Messelektroden, in Schicht 5 des Kortex
platziert. Die Stimulationselektroden befanden sich in S1 bzw. S2; dazwischen
die Messelektroden (Abb. 2). Bei Platzierung der Messelektroden erwies sich die
akustische Ausgabe der Messsignale als hilfreich. So konnte hérbar gemacht
werden, wenn die Elektroden das Gewebe berihrten und dann vorsichtig in

spitzem Winkel eingestochen wurden.
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Rec.S2 Name und Art Kortikales
Rec.S1 Farbkodierung Gebiet
. Stim.S1 Stimulation S1
Stim.S1 Stim.S2 Rec.S1 Messung S1
Rec.S2 Messung S2
Kortex Stim.S2 Stimulation S2

Abb. 2 Elektrodenplatzierung und Benennung der Stimulations- und Messelektroden

Bei der Elektrodenplatzierung waren drei Faktoren wichtig. Erstens wurde darauf
geachtet, dass mit beiden Messelektroden bei Stimulation in S1 und in S2 nach
Moglichkeit sowohl Aktionspotenziale als auch Feldpotenziale erfasst wurden, da
beide Signalkomponenten ausgewertet werden sollten (Kapitel 2.5 enthéalt eine
detaillierte Beschreibung der elektrophysiologischen Signale und Parameter, die

ausgewertet wurden).

Zweitens wurden Ableitorte vermieden, an denen Uberwiegend antidromisch
erzeugte Aktionspotenziale auftraten (d.h. mit Latenzen von weniger als 2 ms).
Der Grund hierfur war, dass die hier angewandten pharmakologischen
Behandlungen tiberwiegend synaptische Ubertragung, nicht aber direkt erzeugte
Aktionspotenziale und ihre axonale Weiterleitung beeinflussten, und daher nicht
zu erwarten war, dass antidromische Signale eine Aussagekraft besaflien (vgl.
Abb. 18).

Zuletzt durften Stimulations- und Messelektroden nicht zu nahe

beieinanderliegen, da ansonsten langanhaltende Stimulationsartefakte auftraten.

In der Praxis lieRen sich nicht immer alle Kriterien an beiden Messelektroden
erfillen. Die Messelektroden wurden zu Beginn im Abstand von =400 pm
voneinander platziert, um die neuronale Signalausbreitung innerhalb Schicht 5
des Kortex (Uber mehrere synaptische Verbindungen) zu erfassen (vgl. Abb. 18).
Systematische Vorversuche zeigten, dass sich neuronale Signale mit
zunehmender  Distanz ~ zwischen Mess- und  Stimulationselektrode

abschwéchten. Abb. 3 illustriert diesen Zusammenhang.
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Abb. 3 Vorversuche Elektrodenplatzierung

A Mikroskopisches Bild der Versuchsanordnung. Beide Stimulationselektroden und Messelektrode Rec.S1
verblieben stationdr an derselben Stelle. Die Position von Rec.S2 wurde verandert. 1-7 zeigt die
verschiedenen Ableitorte von Rec.S2. Bei jeder Position wurde stimuliert und die resultierenden Signale
aufgezeichnet. Die Abbildung wurde aus 7 Einzelbildern mit Adobe Photoshop angefertigt.

B Resultierende Amplituden der lokalen Feldpotenzialen (LFP) auf Stimulation durch Stim.S1. Je negativer
die abgebildeten Werte sind, desto groRer waren die gemessenen Amplituden des LFP. Das Signal von
Rec.S1 blieb konstant, da die Position dieser Messelektrode nicht veréandert wurde.

80 Die Stimulationsstarke wurde so
E :;Z /./’\ gewabhlt, dass etwa 50-70 % der
z L 8 \./'j; maximalen Signalamplitude
% 40 b " e - erreicht wurde. Damit waren die
2 / @ | |
o 30 £ 7 & RecS1 Signale ausreichend grof3 und
= 20 7 - . .
= o / o - Rec.52 weit genug entfernt von einer

7/
0 & : Sattigung der Netzwerke. Abb. 4

16 32 48 64 80 96 112 128 144
Stimulationsstérke [uA] zeigt beispielhaft den

Abb. 4 Wahl der Stimulationsstarke Zusammenhang zwischen

. N : : _ Stimulationsstarke und mittlerer
Das Diagramm zeigt beispielhaft die resultierende mittlere

Feuerrate in Abhangigkeit der Stimulationsstarke bei Feayerrate nach Stimulation in
Stimulation im kortikalen Gebiet S1.
S1. Hier fuhrte eine

zunehmende Stromstarke zu starkeren neuronale Antworten.

Erschienen auf der entfernteren Elektrode die Signale zu schwach fur eine
aussagekraftige Auswertung (LFP Amplitude <30 pV; Abwesenheit von

Aktionspotenzialen), musste die Distanz verringert werden, sodass zum Tell

27



400 pm zwischen den Messelektroden unterschritten wurde. Daher befanden

sich die Messelektroden teilweise im Grenzgebiet S1/S2.

Das Stimulationsparadigma sowie exemplarische Rohdaten sind in Abb. 5
dargestellt. Die Aufnahme der Signale erfolgte in sogenannten Episoden oder
Stimulationsdurchlaufen (englisch "sweeps") mit einer Dauer von 30 s, die ohne
Pause aufeinander folgten. Innerhalb eines Durchlaufs wurden im Abstand von
15 s durch die Stimulationselektroden Stim.S1/S2 abwechselnd die Gebiete S1
und S2 stimuliert (Abb. 5A).

Durch diese abwechselnde Stimulation wurde das neuronale Gewebe an jeder
Messelektrode pro Durchlauf einmal aus der Nahe (proximal) und einmal aus der
Ferne (distal) stimuliert. Um diesen Zusammenhang zu verdeutlichen, wurden in
der vorliegenden Arbeit Messelektroden und ihr abgeleitetes Signal (proximal vs.
distal) eindeutig gekennzeichnet: Die Messelektrode in S1 (Rec.S1) wurde immer
durch blaue Kreise symbolisiert; Messelektrode Rec.S2 durch rote Quadrate.
Lieferte die Messelektrode Information tber die proximale Stimulation, wurde
dies mit einem ausgefullten Quadrat/Kreis gekennzeichnet. Distale Stimulationen
wurden durch Quadrate oder Kreise, die nicht ausgefillt sind, gekennzeichnet
(Abb. 5B).

Ein Stimulus bestand aus zwei Einzelpulsen im Abstand von 20 ms. Ein
Einzelpuls besald eine symmetrische, bipolare Rechteckkonfiguration. Dabei
konnte die Amplitude der Stromstarke variiert werden (<160 pA); die
Pulsgesamtdauer betrug 400 ps (Abb. 5C). Abbildung 5D zeigt beispielhaft

resultierende Signale bei Stimulation in S2.
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Stimilationsartefakt

Abb. 5 Stimulation des somatosensorischen Kortex und Beispielsignal

A Schema des Zeitverlaufs des Stimulationsparadigmas. B Rec.S1 wird durch blaue Kreise; Rec.S2
durch rote Quadrate signalisiert. Befand sich die Messelektrode bei abwechselnder Stimulation proximal
sind die Symbole ausgefillt. Bei distalen Ableitungen wurden nicht-ausgefiillte Symbole verwendet.
C Ein Stimulus beinhaltete zwei Einzelpulse im Abstand von 20 ms. Die Polaritat und
Stromapplikationsdauer (200 us) der Pulse war in allen Experimenten konstant; die Stromstarke konnte
im Bereich von 20 — 180 pA variiert werden. D Messbeispiel bei Stimulation durch Stim.S2. Grau:
Rohsignal, Schwarz: Bandpass-gefiltertes Signal (Butterworth -3 dB Eckfrequenz 1 und 90 Hz).

AP = Aktionspotenzial.

2.4 Applikation der Testsubstanzen

Alle Testsubstanzen wurden in ACSF geldst und mithilfe einer Peristaltikpumpe
Uber Teflonschlauche in die Badkammer geleitet. Die Ldsungen wurden
gewechselt, indem der Zuleitungsschlauch der Peristaltikpumpe zwischen
begasten und auf etwa 30 °C erwarmten Reservoirs mit verschieden Losungen

gewechselt wurde.
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Es wurden insgesamt vier verschiedene Experimentserien (I-1V) durchgefuhrt.
Allen Experimentserien gemeinsam waren eine Akkomodationsphase, die nicht
aufgezeichnet wurde, eine Kontrollphase tber 20 min, sowie zwei oder drei
Losungswechsel zu den Zeitpunkten 20 min, 60 min und 90 min nach Beginn der
Kontrollphase (Abb. 6). Die Akkomodationsphase war notwendig, da die
Hirnschnitte direkt nach Einbringen der Elektroden sehr variable Signale zeigten.
Deshalb wurde das Standard-Stimulationsparadigma (Abb. 5A) zun&chst fur 15-
30 min angewendet. Nur Hirnschnitte, deren Antworten in diesem Zeitraum auf
ein stabiles Niveau gelangten, wurden fur Versuche verwendet und

aufgezeichnet.

In der Experimentserie | (SHAM) wurden zur Beschreibung der Langzeitstabilitat
der neuronalen Antworten unabhangig von pharmakologischen Manipulationen
Scheinapplikationen mit reiner ACSF durchgefiuihrt. Die Wechsel zwischen
verschiedenen ACSF-Reservoirs erfolgten 20 und 60 min nach Beginn der
Kontrollmessungen (Abb. 6). Auf die Auswaschphase/Drogenbedingung 4 wurde
hier verzichtet, da keine Substanzen angewendet wurden und dieser

Messzeitraum spater nicht ausgewertet wurde.

In Versuchsreihe Il (Midazolam) wurde nach 20 min das ACSF-Reservoir
gewechselt und nach 60 min Midazolam (200 nM) eingewaschen, um den
alleinigen Midazolam-Effekt zu bestimmen. Im Anschluss erfolgte ein 30-
minutiger Auswasch (Abb. 6). Insgesamt wurden 22 Experimente durchgefuhrt.
Zur Bestimmung der Zeit, die bei gewahlter Hirnschnittdicke und Perfusionsrate
benotigt wurde, um die maximale Midazolam-Wirkung zu erreichen, wurde bei 7
Experimenten Uber 60 Minuten Midazolam appliziert. Hier zeigte sich, dass eine
Applikationsdauer von 30 Minuten ausreichend war, um den vollstandigen
Midazolam-Effekt zu erreichen. Deshalb wurde als Standardapplikationsdauer
von Midazolam 30 Minuten gewahlt. Im Datensatz sind die genannten 7
Experimente enthalten, allerdings wurde die
Auswaschbedingung/Drogenbedingung 4 verworfen und nicht in die
Datenauswertung Ubernommen, da diese nicht mit dem blichen

Applikationsschema kompatibel waren.
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Experimentserien 1ll und IV waren Kombinationsexperimente, bei denen vor
Einwasch von Midazolam entweder Adenosin (5 uM, Sigma-Aldrich) oder IL-1
(5ng/ml IL-1B8 mouse-recombinant, R&D Systems, Minneapolis, USA und
PromoKine, Heidelberg, D) oder appliziert wurde. Bei Kombination von Adenosin
und Midazolam (Experimentserie 1ll) erfolgte zuerst eine Vorbehandlung mit
Adenosin. Anschliel3end wurde Midazolam zusammen mit Adenosin gegeben,
da hier akute Effekte von Adenosin von Interesse waren (96). Aul3erdem ist die
Wirkdauer von Adenosin sehr kurz. Umbau oder Aufnahme in Zellen erfolgen
sehr rasch, wodurch die extrazellulare Konzentration schnell abfallt (31). Deshalb
wurde Adenosin nicht nur vor Midazolam, sondern auch gleichzeitig appliziert,

um maogliche Interaktionen zu beleuchten (Abb. 6).

In  Experimentserie IV wurde IL-1B beim Einwasch von Midazolam
ausgewaschen, da von einem langanhaltenden Effekt durch die Interleukin-
Vorbehandlung ausgegangen wurde (Abb. 6).

Zusammengefasst wurden also vier verschiedene Drogenbedingungen definiert.
Alle Experimente besal3en eine 20-minttige Kontrollphase; daraufhin folgte bei
den Experimentserien Il und IV eine Prainkubationsphase mit Adenosin oder
Interleukin-1B. Dieser Prainkubationsphase folgte (abgesehen von Serie
I/SHAM) die Applikation von Midazolam. Bei den Experimenten mit
Substanzapplikation wurde zudem noch ein Auswasch durchgefiihrt. Daher
wurden die Drogenbedingungen folgendermalRen benannt: 1-Kontrolle; 2-

Prainkubation; 3-Midazolam; 4-Auswasch.

Um die Effekte der Substanzapplikationen zu quantifizieren, wurden
verschiedene Zeitabschnitte gewahlt, innerhalb derer die ausgewerteten
Parameter gemittelt wurden. Um Zustande im Aquilibrium, d.h. bei konstanter
Substanzkonzentration im Gewebe zu beschreiben, wurden jeweils die letzten 10
Minuten der Applikation gewahlt (bei Drogenbedingung 1/Kontrolle jeweils die
letzten 5 Minuten). Die schwarz markierten Bereiche in Abb. 6 symbolisieren die

Zeitabschnitte, die weiterverarbeitet wurden.
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Experimentserie:
Kontrolle Scheinapplikation 1 Scheinapplikation 2

| SHAM —] p— mm 18
Kontrolle Scheinapplikation Midazolam 200nM  Auswasch
i I =22*
I'Midazolam [ — — - 22

Midazolam 200nM
Adenosin 5puM

Kontrolle Adenosin 5uM s AUswasch
Il Midazolam + — n=15
Adenosin —
Kontrolle IL -18 5ng/mi Midazolam 200nM  Auswasch
IV Midazolam + [ — — - 13
IL-1
l | | | | :
min
0 20 60 90 120> fin}
Drogenbedingung: @ @ @ @

Abb. 6 Ubersicht Experimentserien

Benennung der Drogenbedingungen: 1 — Kontrolle; 2 — Prainkubation; 3 — Midazolam; 4 — Auswasch.
Schwarz unterlegte Bereiche zeigen Experimentabschnitte, die in die Datenauswertung einfloRen.
Beispielsweise wurden bei Drogenbedingung 3 die letzten 10 Minuten (Minuten 80-90) akquiriert und fur
die weitere Berechnung gespeichert.

* insgesamt 22 Experimente; bei 7 davon wurde die Drogenbedingung 4 verworfen.

2.5 Analyseintervalle und Berechnung der elektrophysiologischen
Parameter

Die Auswertung erfolgte mit einer Reihe von Auswerteroutinen flr
elektrophysiologische Signale in MATLAB. Da die Stimulationsartefakte teils
erhebliche Amplituden aufwiesen, mussten sie vor jeglicher Verarbeitung der
Daten entfernt werden. Hierzu wurde in einem Intervall von 10 ms vor jedem Puls
eine lineare Regression der Datenspur berechnet und sodann fur die Dauer des
Artefakts (Ublicherweise 1,5 ms) fortgesetzt. Nach Entfernung der Artefakte
wurden die Rohdaten durch digitale Filterung in die Komponenten
Aktionspotenziale (AP) und lokale Feldpotenziale (LFP) aufgegliedert. Bei der
Detektion von Aktionspotenzialen wurde ein Butterworth Bandpassfiter mit -3 dB
Eckfrequenzen von 200 und 4000 Hz angewendet. Signale, die einen manuell
festgelegten Schwellenwert Giberschritten, wurden als Aktionspotenziale definiert
und in eine Datenstruktur geschrieben, die den Zeitpunkt des Auftretens der APs

speicherte (Abb. 7). Der  Schwellenwert war etwa  3,5-3,8
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Standardabweichungen vom Mittelwert des Grundrauschens entfernt (und je
nach Ableitung positiv oder negativ). Da die Messelektroden relativ niedrigohmig
waren und nicht gezielt an einzelne Neuronen herangefiihrt wurden,
reprasentieren die so gewonnenen Daten in der Regel die Aktivitdt mehrerer

Neuronen ("multi-unit-activity, MUA").

im' | n”‘y |

20ms

Abb. 7 Erfassung von Aktionspotenzialen

Das Rohsignal ist grau dargestellt. Schwarz zeigt das gefilterte Signal; rot den manuell einstellbaren
Schwellenwert. Die blauen Punkte signalisieren die detektierten Aktionspotenziale.

Manche Gehirnschnitte zeigten relativ langanhaltende Signale bis circa 150 ms
nach Stimulation. Daher wurde das Intervall 1-200 ms nach Stimulation zur
Auswertung der Aktionspotenziale gewahlt (-Analyseintervall
Aktionspotenziale®). Dadurch konnten langanhaltende Aktivitdt und Antworten

auf ersten und zweiten Stimulationspuls untersucht werden.

Um Aktionspotenziale zu quantifizieren, wurde die sogenannte ,mittlere
Feuerrate® errechnet. Diese gibt an, wie viele Aktionspotenziale in einem

definierten Zeitabschnitt auftreten. In dem vorliegenden Fall wurde also die
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Anzahl der detektierten Aktionspotenziale durch 0,2 s (=200 ms) geteilt, wodurch
sich Hertz [Hz=1/s] als Einheit ergab (Abb. 8A).

Feldpotenziale wurden durch Filterung des Rohsignals mit einem Butterworth
Bandpassfilter (mit -3 dB Eckfrequenzen von 1 und 90 Hz) extrahiert. Zur
Auswertung der Feldpotenziale wurde ausschlief3lich die Antwort auf den ersten
Stimulationspuls gewahlt (entspricht 1-19 ms nach Stimulation; ,Analyseintervall
LFP®).

Zur Charakterisierung des lokalen Feldpotenziales wurde die sogenannte LFP-
Steilheit ausgewahlt (in der Literatur Ublicherweise ,slope“ genannt). In der
Elektrophysiologie ist die LFP-Steilheit ein verbreiteter Parameter um qualitativ
Feldpotenziale zu beschreiben, die durch transmembrandse
lonenverschiebungen vor allem bei synaptischer Ubertragung entstehen. Um die
LFP-Steilheit zu berechnen, wurde durch die absteigende Flanke des gefilterten
Signals eine Regressionsgerade gelegt. Die Steigung der Regressionsgeraden
entspricht dabei der Potenzialanderung pro Zeiteinheit; die Einheit ist daher
.[MV/ms]“ (Abb. 8B).
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Abb. 8 Analyseintervalle und Beschreibung der elektrophysiologischen Parameter

A Beispielaufzeichnung mit detektierten Aktionspotenzialen (rote Punkte). Die hellgrinen Balken
zeigen den Doppelstimulus. B Gefilterte Signale, die das entstehende LFP darstellen. Die roten
Linien zeigen die Regressionsgeraden. Die LFP-Steilheit entspricht dabei der Steigung der
Regressionsgeraden (Ay/ AXx).

2.6 Statistische Verfahren

Bei der Zusammenfassung von verschiedenen Experimenten innerhalb einer
Experimentserie wurden Mittelwerte und zugehérige Standardabweichung
berechnet (Abb. 12). Diese Berechnung wurde durchgefiihrt, nachdem die
Verteilung der Datenpunkte untersucht wurde und von einem normal-verteilten

Datensatz ausgegangen wurde.

Vor Zusammenfassung der einzelnen Experimente zu Mittelwert und
Standardabweichung wurden die Datenpunkte auf statistische Ausreil3er
untersucht. AusreiRer waren Datenpunkte innerhalb eines Experiments, die
aul3erhalb eines bestimmten Grenzwert-Bereichs lagen. Die Entfernung von
statistischen Ausreil3ern wurde zudem vor Berechnung von Effektstarkemalien
(Abb. 15 und Abb. 16) sowie bei der Untersuchung der Substanzeffekte auf die
raumliche Ausbreitung von neuronaler Aktivitdt (Abb. 17) durchgefiihrt. Das

verwendete Verfahren zur Entfernung von statistischen Ausreif3ern wird
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modifizierte Thompson-Tau-Methode genannt (97). Um statistische Ausreil3er zu
erkennen, wurde ein Grenzwert-Bereich aus den einzelnen Datenpunkten
berechnet. Der Grenzwert-Bereich tau (t) war dabei abhangig von Anzahl der
Datenpunkte (n) und vom kritischen Wert des Student-t-Tests (t). Der kritische
Wert des Student-t-Tests war von der Anzahl der untersuchten Datenpunkte (n)
und entsprechenden Freiheitsgraden (df=n-2) und des ausgewahlten Signifikanz-
Levels (a=0,005) abhangig. Entsprechende Zahlenwerte fur den kritischen Wert

des Student-t-Tests t konnten berechnet oder nachgeschlagen werden (98).

ta/z X (Tl - 1)

Vn x /n—2+1:0(/22

Anschliel3end wurde jeder einzelne Datenpunkt (X) Gberpruft, indem aus dem zu

T =

untersuchenden Datensatz Mittelwert (X) und Standardabweichung (SD)

berechnet wurden. Fir jeden Datenpunkt X wurde & berechnet.

_(X-%

0 SD

statistische Ausreifler: 86 > 1

War & dabei aufRerhalb des Grenzwert-Bereichs, wurde der Datenpunkt als
statistischer Ausreil3er definiert. Erfolgte die Entfernung eines Datenpunkts,
wurden wiederum Mittelwert und Standardabweichung der verbleibenden
Datenpunkte errechnet. Dieses Vorgehen wurde so lange wiederholt bis keine

statistischen AusreilRer mehr detektiert wurden.

Wurde in einem Experiment mindestens ein statistischer Ausreil3er detektiert,
wurde das ganze Experiment aus der Auswertung ausgeschlossen. Wenn
beispielsweise ein statistischer Ausreil3er in der Ableitung Stim.S1-Rec.S2
gefunden wurde, wurden auch die Ubrigen drei Stimulations-Ableitungs-
Kombinationen von weiteren statistischen Untersuchungen ausgeschlossen. Die
Detektion von Ausreil3ern beschrankte sich auf die Drogenbedingungen 1-3, da
der Auswasch statistisch nicht beschrieben werden sollte. Die Anzahl von
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entfernten Experimenten pro Experimentserie wurde im Ergebnis-Teil bei den

jeweiligen Berechnungen angegeben.

Zur Berechnung der relativen Anderung der mittleren Feuerrate durch Midazolam
wurde eine Normalisierung durchgefuhrt. Dabei wurden Datenpunkte der 3.
Drogenbedingung (Anwesenheit von Midazolam) auf Werte der 1.
Drogenbedingung (Abb. 13) oder 2. Drogenbedingung (Abb. 14) normalisiert.

. Datenpunkt Drogenbedingung 3
normalisierter Datenpunkt=

Datenpunkt Drogenbedingung 1 bzw. 2

Die relative Anderung durch Midazolam wurde mit Boxplots dargestellt, da durch
die Normalisierung teilweise keine Normalverteilung der Daten mehr gegeben
war. Da die relative Anderung durch Midazolam rein der qualitativen
Abschéatzung des Substanzeffekts diente und keine weitere Statistik berechnet

wurde, wurde hierbei auf die Eliminierung von Ausreif3ern verzichtet.

Zur weiteren Analyse wurde als Verfahren eine zweifaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA; englisch ,analysis of variance®) mit verbundenen Stichproben gewabhit.
Die zwei untersuchten Faktoren waren hier ,Drogenbedingung” und ,Ableitort®
(proximale vs. distale Ableitungen). Die zweifaktorielle Varianzanalyse erlaubte

dabei verschiedene Fragen zu beantworten:

- Unterschieden sich die gemessenen neuronalen Signale Uber die
verschiedenen Drogenbedingungen? D.h. waren Substanzeffekte
vorhanden?

- Waren die gemessenen neuronalen Signale durch ihren Ableitort
(proximale vs. distale Ableitung?) unterscheidbar?

- Waren Interaktionseffekte zwischen Drogenbedingungen und

Ableitorten vorhanden?

Die zwei untersuchten Faktoren enthielten mehrere verschiedene

Faktorstufen/Gruppen.  Der  Faktor  ,Drogenbedingung® enthielt 3
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Faktorstufen/Gruppen (Drogenbedingung 1, 2 und 3) und der Faktor ,Ableitort* 4
Faktorstufen/Gruppen (2 proximale und 2 distale Ableitungen).
Dementsprechend wurde der Datensatz auf folgende Weise in MATLAB
angeordnet (Abb. 9):

Faktorstufen/Gruppen
fiir jede Faktor: .
Experiment- Drogen-
serie (I-1V): bedingung
Faktor:
Ableitung
S proximal
S (Stim.S1-Rec.S1;
2 Stim.S2-Rec.S2)
<
<
L
2 .
1 distal
£ (Stim.S1-Rec.S2:
L Stim.S2-Rec.S1)
\/

Abb. 9 Struktur der zweifaktoriellen ANOVA

Anordnung des Datensatzes zur Berechnung der zweifaktoriellen ANOVA in MATLAB. Die karoférmigen
Muster symbolisieren einzelne Datenpunkte der untersuchten Experimente. Beachte: Der Faktor
»Ableitung” beinhaltete 4 Faktorstufen; in einigen Analysen wurden diese 4 Faktorstufen auf die 2
Gruppen ,proximal“ und ,distal” reduziert.

Das Grundprinzip der Varianzanalyse besteht darin, dass die Variabilitat
innerhalb einer Faktorstufe/Gruppe (,Fehlervarianz®) mit der Variabilitdt zwischen
verschiedenen Faktorstufen/Gruppen (,systematische Varianz®) verglichen wird
(99).

Um Unterschiede zwischen spezifischen Faktorstufen zu untersuchen, wurden
das Effektstarkemald gy (,g-psi“) mit 95% Konfidenzintervallen sowie zugehérige
p-Werte berechnet. gy ist ein Effektstarkemall, das Differenzen (/) von
Mittelwerten der zu untersuchenden Faktorstufen/Gruppen berechnet und diese
anhand des gepoolten Standardfehlers (SE) standardisiert. Der Vorteil dieser

Untersuchung bestand darin, dass sogenannte Kontraste gewdahlt werden
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konnten, um dadurch spezifische Gruppen gegeneinander zu vergleichen (z.B.

besteht ein Unterschied zwischen Drogenbedingung 1 und 2?).

v
gy =<p
wobei:
a
lIJ = z Ciml
i=1
(mi = i-ter Mittelwert der untersuchten Faktorstufe/Gruppe i; a = Anzahl der

untersuchten Faktorstufen/Gruppen; ci = gewahlte Kontrastierungen zwischen
untersuchten Faktorstufen/Gruppen)

Der gepoolte Standardfehler (SE) wurde anhand der Datenpunkte aller Gruppen
auf Ubliche Weise errechnet. Das heif3t, dass auch Datenpunkte aus Gruppen,
die nicht kontrastiert wurden, zur Berechnung des gepoolten Standardfehlers
verwendet wurden. Sollte zum Beispiel der Unterschied zwischen
Drogenbedingung 1 und 2 errechnet werden, wurden dafir sowohl die

proximalen als auch die distalen Ableitungen fir die Kontrastierung verwendet.

ne? (englisch ,partial eta squared) ist ein EffektstarkemaR, das berechnet, wie
stark die Gruppenzugehorigkeit von Messwerten die Variabilitdt im gesamten
Datensatz erklart. Ein Wert von np? =0 bedeutet, dass die Gruppenzugehorigkeit
von Datenpunkten keinen Einfluss besitzt; Werte die gegen 1 gehen, zeigen
hingegen, dass die Gruppenzugehdérigkeit von Datenpunkten die komplette
Variabilitat im Datensatz erklart. np? ist daher ein geeigneter Parameter zur
Omnibus-Untersuchung einer ANOVA (vgl. Abb. 15A).

Die Berechnung der zweifaktoriellen ANOVA und der EffektstarkemalRe wurde in
MATLAB mithilfe einer speziellen Statistik-Toolbox von Hentschke und Stittgen
durchgefuhrt (100).
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3 Ergebnisse

Die beiden Kernfragen der vorliegenden Arbeit sind zum einen, ob die
Wirksamkeit von Midazolam durch Anwendung von Adenosin oder Interleukin-13
verandert wurde, zum anderen, ob unter einer Ko-Applikation von Adenosin/IL-
18 und Midazolam die Feuerraten von den Ausgangsbedingungen differieren.
Dazu musste zuerst das Modellsystem durch Kontrolluntersuchungen und
Scheinapplikationen beschrieben werden. Spater wurde durch alleinige
Midazolam-Gabe die Midazolam-Wirkung untersucht. Durch Vergleich von reinen
Midazolam-Experimenten mit Kombinationsexperimenten konnte anschliel3end
Uberpruft werden, ob und inwieweit Adenosin oder Interleukin-13 die Wirksamkeit

von Midazolam verédnderten.

3.1 Beispielexperimente verschiedener Experimentserien

Zur Charakterisierung des Modellsystems unter Kontrollbedingungen diente
Experimentserie 1 / SHAM (vgl. Abb. 6). Hier wurden an 18 Hirnschnitten eine
Kontrollmessung und zwei Scheinapplikationen Uber einen Zeitraum von 90
Minuten durchgefiihrt. Abb. 10 zeigt ein Beispielexperiment aus dieser
Experimentserie, dessen neuronales Antwortverhalten fur die meisten Ubrigen
Experimente reprasentativ war. Dargestellt ist hier das gemittelte und gefilterte
lokale Feldpotenzial (LFP) mehrerer sweeps beider Messelektroden (Abb. 10A).
Das lokale Feldpotenzial besall am proximalen Ableitort (in diesem Fall Rec.S2)
groRere Amplituden und eine héhere LFP-Steilheit als am distalen Ableitort.
Zudem war die Latenz, mit der neuronale Signale auftraten, am proximalen
Ableitort geringer. Neben den Feldpotenzialen wurden auch Aktionspotenziale
untersucht. Zur Darstellung von Aktionspotenzialen wurde ein sogenanntes Peri-
Event-Time-Histogramm (PETH) verwendet (Abb. 10B). Dieses erlaubte den
Zeitpunkt des Auftretens von Aktionspotenzialen (x-Achse) und deren Frequenz
(y-Achse) graphisch darzustellen. Der Vergleich des PETH und der lokalen

Feldpotenziale bei den abgebildeten Drogenbedingungen ,Kontrolle” und
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~Scheinapplikation 2“ verdeutlicht, dass die neuronalen Signale Uber den
Beobachtungszeitraum relativ stabil waren (zwischen den untersuchten sweeps
lagen 60 Minuten Beobachtungszeit). Das stabile Antwortverhalten zeigte sich
auch bei kontinuierlicher Untersuchung der mittleren Feuerrate und LFP-Steilheit

Uber die gesamte Experimentdauer (Abb. 10C und D).

A B
Kontrolle 1000Hz
O —
B = *
> 2 oo ob o oo 1o ob o ]
31 -20 0 20 40 60 80[ms]
20ms
Scheinapplikation 2 1000Hz
O —
B :
= 1 ] ] ]
= 20 0 20 40 60  80[ms]
20ms —e— Rec.S1
—=e— Rec.S2
C D
-5
2 | gor '
% AI ||’\|| LT | L] I"\ gl ?}. A5
£ 70 \ ”1 u ln Dl et uh! I > 20 [
[ [/ 1110
E 60 l ’::l' M| , llll::|“E “-‘I:I\‘LI" §) 25 -
ua ] LIS 2
o 50 ‘|l lni !lligu : lu‘u‘ .Ii! ) 30
TR liulpli u ,u @ 35
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€ 30 |
45 = ,—|* 1 1 ——
0 20 40 60 80 [min]

Abb. 10 Neuronales Antwortverhalten bei Stimulation an einem Beispielexperiment

Représentatives Beispielexperiment der Experimentserie | und dessen neuronaler Aktivitat bei Stimulation
in S2 (hellgriine vertikale Linien). A Rot dargestellt sind LFPs, die an Ableitelektrode Rec.S2 (hier: proximal)
abgeleitet wurden; blaue Signale wurden mit Ableitelektrode Rec.S1 (hier: distal) aufgezeichnet. Die
farbigen Spuren zeigen die gemittelten Signale aus mehreren sweeps (graue Spuren). Oben gemittelte
LFPs der Drogenbedingung ,Kontrolle®; unten LFPs der ,Scheinapplikation 2. B PETH bei
Drogenbedingung ,Kontrolle® (oben) und ,Scheinapplikation 2“ (unten). C +D Kontinuierliche Berechnung
von mittlerer Feuerrate (C) und LFP-Steilheit (D) Uber den gesamten Experimentzeitraum.

* graue Balken auf der x-Achse der Teilabbildungen C und D markieren die Zeitrdume, deren sweeps in
Teilabbildungen A und B zusammengefasst wurden.
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Der Beschreibung des alleinigen Midazolam-Effekts diente Messserie Il. Hier
wurde Midazolam nach Kontrollphase und einer Scheinapplikation eingesetzt.
Abb. 11 (A und C) illustriert Veranderungen der neuronalen Antworten durch

Midazolam an einem weiteren Beispielexperiment.

A Kontrolle B Kontrolle

1000 Hz| B 1000 Hz
100,00 Hz 157,79 Hz

93,97 Hz 133,67 Hz

bl e—

Scheinapplikation 1 Adenosin 5 yM
B 1000 Hz| B 1000 HZ
111,06 Hz 101,26 Hz
90,70 Hz 132,16 Hz
Midazolam 200 nM Adenosin 5 uM + Midazolam 200 nM
B 1000 Hz| 1000 Hz
64,32 Hz 28,14 Hz

59,30 Hz 64,07 Hz
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Abb. 11 Das Auftreten von Aktionspotenzialen wurde durch Midazolam und Adenosin verringert

Zwei Beispielexperimente und deren neuronale Aktivitét bei Stimulation in S1. A, C Midazolam (200 nM)
fuhrte zu geringerer neuronaler Aktivitat nach Stimulation und hatte eine rasche Abnahme der mittleren
Feuerrate zur Folge; Rechts der PETH finden sich die Zahlenwerte der mittleren Feuerrate im
Beobachtungszeitraum 0-200 ms nach Stimulation C, D Adenosin (5 puM) verminderte die mittlere
Feuerrate. Bei Zugabe von Midazolam (200 nM) verstarkte sich dieser Effekt.

* graue Balken auf der x-Achse der Teilabbildungen C und D markieren die Zeitraume, deren sweeps in
Teilabbildungen A und B zusammengefasst wurden.

Hier fuhrte die Applikation von 200 nM Midazolam zu einem verminderten
Auftreten von Aktionspotenzialen im PETH und einer Abnahme der mittleren
Feuerrate. Abb. 11B und D zeigen ein Beispielexperiment aus der
Experimentserie 11l / Adenosin+Midazolam. Hier konnte beobachtet werden, dass
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Adenosin (5 uM) relativ rasch zur Abnahme der mittleren Feuerrate flhrte.

Zuséatzliche Gabe von Midazolam senkte die mittlere Feuerrate weiter ab.

3.2 Adenosin und Midazolam verringerten die mittlere Feuerrate im
Mauskortex

Zur Darstellung von gesamten Experimentserien wurden die einzelnen
Experimente zu  Mittelwerten mit zugehdriger  Standardabweichung
zusammengefasst (Abb. 12). Um etwaige Unterschiede des Effekts der
applizierten Substanzen auf verschiedene Ableitorte zu erfassen, wurden alle
vier verschiedenen Stimulations- und Ableitkombinationen abgebildet. Auf der
Basis objektiver Kriterien zur Identifikation von statistischen 'Ausreif3ern’ (siehe
Methoden) wurden einige Experimente von der Berechnung ausgeschlossen.

(Experimentserie I: 3 von 18; II: 3 von 22; lll: 2 von 15; IV: 1 von 13).

Abb. 12A zeigt die mittlere Feuerrate von Experimentserie | / SHAM. Wie bereits
im Beispielexperiment (Abb. 10) beobachtet, konnten bei Stimulation Uber die
gesamte Experimentdauer von 90 Minuten stabile Antworten erreicht werden.
Zudem zeigte sich, dass an proximalen Ableitungen eher hdhere mittlere
Feuerraten gemessen werden konnten, als an distalen (dies galt auch fur die
Steilheit und Amplitude des lokalen Feldpotenzials; nicht dargestellt). In den
vorliegenden Daten gab es keine Hinweise darauf, dass der Stimulationsort eine
Auswirkung auf die mittlere Feuerrate besal. Unabhangig davon, ob in S1 oder
S2 stimuliert wurde, ergaben sich vergleichbare Signale. Daher wurde in
nachfolgenden Analysen lediglich zwischen proximalen und distalen Ableitungen

unterschieden und nicht weiter nach Stimulationsort differenziert.

Aus Abb. 12B-D geht hervor, dass Midazolam unabhangig von einer
Vorbehandlung (mit Adenosin oder Interleukin-13) zu verringerten mittleren

Feuerraten fuhrte.
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Abb. 12 Anderung der mittleren Feuerrate bei Substanzapplikation

Angegeben sind Mittelwerte mit zugehoriger Standardabweichung bei der jeweiligen Drogenbedingung.
Experimente mit statistischen AusreiRern wurden nicht berlcksichtigt. Farbige, ausgefiilite Symbole
markieren proximale Ableitungen, wahrend distale nicht ausgefillt sind A Experimentserie I/SHAM B
Experimentserie Il/Midazolam C Experimentserie Ill/Adenosin+Midazolam D  Experimentserie
IV/IL+Midazolam

In den Experimentserien Il und IV war die mittlere Feuerrate durch Midazolam
langanhaltend vermindert und konnte auch in der Auswaschphase das
Ausgangsniveau nicht mehr erreichen. Interessanterweise galt dies nicht fur

Kombinationsexperimente mit Adenosin (Experimentserie Ill). Hier verminderte
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Midazolam zwar ebenfalls die mittlere Feuerrate. Allerdings erholte sich die
mittlere Feuerrate in der Auswaschphase deutlich effektiver als bei den Ubrigen

Substanzexperimenten; vermutlich aufgrund des raschen Abbaus von Adenosin.

Bei Betrachtung der Adenosin-Experimente wurde deutlich, dass eine
Monoapplikation von Adenosin (wie im Beispielexperiment bereits dargestellt) zu
einer Minderung der mittleren Feuerrate fuhrte. Bei Zugabe von Midazolam

wurde die mittlere Feuerrate noch weiter abgeschwacht.

Zusammengefasst zeigt Abb. 12 qualitativ, dass die Substanzen Adenosin und
Midazolam die mittlere Feuerrate verminderten. Der Parameter ,mittlere
Feuerrate® ist ein Ausdruck der neuronalen Aktivitat; da Midazolam die neuronale
Aktivitat absenkt (101), kann eine abnehmende mittlere Feuerrate daher als Grad
der Sedierung angesehen werden. In Kapitel 1.7 wurde deutlich, dass eine tiefe
Narkose die Mortalitat der Patienten erhoht. Da sowohl Adenosin als auch
Midazolam die neuronale Aktivitat verminderten, stellte sich die Frage, ob die
Kombination aus Adenosin und Midazolam die mittlere Feuerrate im Vergleich
zur Monoapplikation von Midazolam starker absenkte. Zur Beantwortung
dieser Frage wurden Datenpunkte von Drogenbedingung 3 (Anwesenheit von

Midazolam) auf Werte der Drogenbedingung 1 (Kontrolle) normalisiert (Abb. 13).

Interessanterweise waren die normalisierten mittleren Feuerraten der
Experimentserien 1I-IV nicht sicher unterscheidbar. Die Streuung der
Datenpunkte bei Adenosin-Experimenten war zwar im Vergleich vermehrt; die
Betrachtung der Mediane liel3 aber keine qualitative Unterscheidbarkeit zu (vgl.
Anhang 8.1). Eine Vorbehandlung mit Adenosin oder IL-1B bei nachfolgender
Anwendung von Midazolam fihrte also, ausgehend vom Kontrollzustand, zu
keiner Unterscheidbarkeit im Vergleich zur Monoapplikation von Midazolam.
Dieses Ergebnis war Uberraschend, da die vorhandenen Daten (Abb. 12C) und
auch die Literaturrecherche zeigten, dass sowohl Adenosin als auch Midazolam
die mittlere Feuerrate verminderten. Dieser Zusammenhang fiihrte zu der
Schlussfolgerung, dass die Midazolam-Wirkung durch Adenosin verringert

wurde.
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Abb. 13 Die Kombination von Adenosin/IL-18 mit Midazolam flihrte ausgehend vom Kontrollzustand zu
keiner vermehrten Abnahme der mittleren Feuerrate im Vergleich zur Monoapplikation von Midazolam

Daten der Drogenbedingung 3 (Anwesenheit von Midazolam) normalisiert auf Werte der Drogenbedingung
1 (Kontrolle); verdeutlicht durch das Piktogramm rechts oben: Gezeigt sind die 4 verschiedenen
Experimentserien und deren Drogenbedingungen. Vergleiche Abb. 6. Bei Experimentserien mit Midazolam-
Applikation (1I-1V) zeigte sich eine verminderte mittlere Feuerrate ausgehend vom Kontrollzustand. Die
relative Abnahme der mittleren Feuerrate durch Midazolam lie3 sich in den Experimentserien Il und IV
(Kombinationsexperimente) nicht von Experimentserie 11 (Monoapplikation von Midazolam) unterscheiden.

* plaue Kreise: Rec.S1. Rote Quadrate: Rec.S2. Ausgefiillte Symbole signalisieren proximale Ableitungen;
nicht-ausgefilite distale Ableitungen. Die Reihenfolge gilt in der Abbildung fir alle Experimentserien (I-1V).

3.3 Adenosin verminderte die Wirksamkeit von Midazolam

Zur Untersuchung dieser Schlussfolgerung wurden daher analog zu Abb. 13
Datenpunkte der Drogenbedingung 3 auf Werte der Vorbedingung (Anwesenheit

von Adenosin oder IL-13) normalisiert (Abb. 14). Hierdurch konnte der Effekt von
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Midazolam auf die mittlere Feuerrate (mit oder ohne Vorbehandlung) qualitativ

dargestellt werden:

-
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Abb. 14 Die Anwesenheit von Adenosin filhrte zu tendenziell geringerer Abnahme der normalisierten
mittleren Feuerrate durch Midazolam

Daten der Drogenbedingung 3 (Anwesenheit von Midazolam) normalisiert auf Werte der Drogenbedingung
2 (Prainkubation); verdeutlicht durch das Piktogramm rechts oben: Gezeigt sind die 4 verschiedenen
Experimentserien und deren Drogenbedingungen. Vergleiche Abb. 6. Bei Experimentserien mit Midazolam-
Applikation (II-1V) zeigte sich eine verminderte mittlere Feuerrate ausgehend von der vorherigen
Drogenbedingung. Die Mediane der Adenosin-Experimente (Experimentserie Ill) lagen konsistent uber
denen bei Monoapplikation von Midazolam oder bei Kombinationsexperimenten mit IL-1f. Die Abnahme
der normalisierten mittleren Feuerrate durch Midazolam schien bei Anwesenheit von Adenosin verringert.

* plaue Kreise: Rec.S1. Rote Quadrate: Rec.S2. Ausgefiillte Symbole signalisieren proximale Ableitungen;
nicht-ausgefilite distale Ableitungen. Die Reihenfolge gilt in der Abbildung fir alle Experimentserien (I-1V).

Die alleinige Midazolam-Anwendung (Experimentserie II) fiuhrte zu einer
Reduktion der normalisierten mittleren Feuerrate auf Werte von 0,59 — 0,67

(Minimal- und Maximalwert der 4 verschiedenen Mediane aus Abb. 14 fir
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Experimentserie 1l). In Gegenwart von Adenosin fuhrte die Midazolam-
Anwendung einerseits zu einer vermehrten Streuung der Datenpunkte als auch
zu einer geringeren Reduktion der mittleren Feuerrate (0,71 — 0,91; Minimal- und
Maximalwert der 4 verschiedenen Mediane aus Abb. 14 fur Experimentserie ll;
vgl. Anhang 8.2).

Diese zunachst nur qualitativ dargestellten Unterschiede legten nahe, dass
Adenosin den Midazolam-Effekt verminderte. Zur statistischen Klarung dieser
Frage wurden alle vier Experimentserien mithilfe einer Zweiwege-ANOVA
untersucht und die Effektstarkemalde n% und gy berechnet. Es flossen pro
Datensatz alle im Experiment erfassten Daten als verbundene Stichproben ein;
die Faktoren waren Drogenbedingung (mit drei Faktorstufen/Gruppen,
entsprechend Drogenbedingungen 1-3) und Stimulations- und Ableitkombination
(mit vier Faktorstufen/Gruppen: proximal: Stim.S1-Rec.S1+Stim.S2-Rec.S2;
distal: Stim.S1-Rec.S2+Stim.S2-Rec.S1). Zuvor wurden die Daten (analog zum
Verfahren wie fir Abb. 12 beschrieben) auf statistische Ausreil3er untersucht und
dieselben Experimente aus der Auswertung entfernt. Detaillierte Ergebnisse aller

ANOVA-Berechnungen finden sich im Anhang.

Abb. 15A zeigt das Effektstarkemald n? (,partial eta squared®) fir den Faktor
Drogenbedingung. n%pist ein Resultat einer Omnibus-Testung, die &hnlich wie ein
Korrelationsmalf3 quantifiziert, in welchem Mal3e die mittleren Feuerraten von der
Applikation der verschiedenen Substanz abhangen (siehe Methoden). Hier
flossen die mittleren Feuerraten der Drogenbedingungen 1, 2 und 3 ein. Bei
Experimentserie | / SHAM war n% mit 0,022 nahe Null. Die ubrigen
Experimentserien mit Substanz-Anwendung zeigten hingegen starke Effekte (n%
bewegte sich zwischen 0,53 und 0,93; vgl. Anhang 8.3). Die Analyse bestatigte
somit die Beobachtung, dass die mittleren Feuerraten tber die Zeit stabil waren
(Experimentserie 1 / SHAM), sich jedoch bei Anwendung der verschiedenen

Substanzen deutlich veranderten.
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Abb. 15 Adenosin und Midazolam fiihrten zu einer verminderten mittleren Feuerrate

A Omnibus-Testung per n%. Substanzapplikationen erklarten einen Grof3teil der vorhandenen Variabilitat
im Datensatz. B Die Anwendung von Adenosin (5 pM) fiihrte zu einer Verminderung der mittleren
Feuerrate (gy=0,50). C Die Anwesenheit von IL-18 oder Adenosin flihrte zu keiner nennenswerten
Anderung des Midazolam-Effekts (im Vergleich zur alleinigen Midazolam-Anwendung) ausgehend von der
Kontrollbedingung. Kasten: Ubersicht Uber Experimentserien und zugehdrige
Drogenbedingungen/Substanzapplikationen. Die Pfeile zeigen, welche Drogenbedingungen in den
Berechnungen der Teilabbildungen A, B und C untersucht wurden.
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Die Berechnung von Kontrasten mit dem Effektstarkemald gy (,g psi“) erlaubte
die  Substanzeffekte  weiter zu  spezifizieren.  Zunachst  wurden
Drogenbedingungen 1 und 2 miteinander verglichen; dadurch konnten Effekte
von Adenosin und Interleukin-1f3 untersucht werden. Erwartungsgemal waren
die Effektstarken in jenen Experimentserien nahe Null, in denen in
Drogenbedingung 2 keine Substanz appliziert wurde (Experimentserien | / SHAM
und Il / Midazolam). Die Vorbehandlung mit Interleukin-13 bewirkte eine sehr
geringe Zunahme der mittleren Feuerrate. Die Bedeutsamkeit dieses schwachen
Effekts bei vorliegender Anzahl der Experimente ist jedoch fraglich, da das
Konfidenzintervall von gy hier knapp den Zahlenwert Null umfasst. Wie jedoch
schon das Beispielexperiment (Abb. 11) nahelegte, fihrte die Anwendung von 5
MM Adenosin zu einer Abnahme der mittleren Feuerrate. Hierflir ergab sich mit
gy = 0,50 (Konfidenzintervall 0,27- 0,83) ein starker Effekt.

Teilabbildung C stellt den Vergleich der Drogenbedingung 1 und 3 dar. Motivation
fur die Auswertung dieses Kontrastes war die Hypothese, dass Midazolam in
Kombination mit Adenosin oder IL-18 vom Kontrollzustand ausgehend andere
Effekte zeigen konnte als bei Abwesenheit dieser Substanzen. Im Experiment
waren die EffektstarkemalRe der Experimentserien II-IV jedoch kaum
unterscheidbar (siehe Uberlappung der Konfidenzintervalle in Abb. 15C).
Midazolam hatte also mit oder ohne Vorbehandlung (mit Adenosin
beziehungsweise Interleukin-18) vom Kontrollzustand ausgehend anndhernd die
gleiche Hemmung der mittleren Feuerrate zur Folge (vgl. Abb. 13).

Abb. 14 legte qualitativ nahe, dass Anwesenheit von Adenosin die Wirksamkeit
von Midazolam abschwachte. Um dies quantitativ zu belegen, wurden
Drogenbedingungen 2 und 3 ebenfalls per Kontrast (gy) verglichen (Abb. 16).
Hier liel3 sich deutlich erkennen, dass die Anwendung von Midazolam bei
Anwesenheit von Adenosin ein weitaus geringeres Effektstarkemald aufwies.
Dieser Befund zeigt, dass Adenosin die Wirksamkeit von Midazolam
einschrdnkte. Um diesen Effekt auf der Basis eines weiteren
elektrophysiologischen Parameters (neben der mittleren Feuerrate) zu

verifizieren, wurde zudem gy fur die LFP-Steilheit berechnet (Abb. 16B).
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Insgesamt zeigte sich, dass Midazolam alleine ebenfalls die LFP-Steilheit
abschwachte. Wie auch bei Betrachtung der mittleren Feuerrate, konnte
Midazolam jedoch bei Anwesenheit von Adenosin die LFP-Steilheit deutlich

weniger stark beeinflussen.
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Abb. 16 Die Anwesenheit von Adenosin verminderte die Wirksamkeit von Midazolam

Effektstarkemal’ gy bei Kontrast von Drogenbedingung 2 vs. 3 fur mittlere Feuerrate (A) und LFP-Steilheit
(B). Der Effekt von Midazolam fiihrte bei Anwesenheit von Adenosin (Experimentserie Ill) zu kleineren gy -
Werten, als bei alleiniger Midazolam-Anwendung (Experimentserie 1l). Dies galt sowohl fir die mittlere
Feuerrate als auch die LFP-Steilheit. Fir die Kombination aus Interleukin-18 und Midazolam
(Experimentserie 1V) zeigte sich keine sichere Anderung im Vergleich zur alleinigen Midazolam-Behandlung.

Beim Vergleich der EffektstarkemalRe der mittleren Feuerrate von
Experimentserie Il / Midazolam und Experimentserie IV / IL-1+Midazolam liel3
sich erkennen, dass die Interleukin-Vorbehandlung zu tendenziell starkeren
Midazolam-Effekten fuhrte, als bei alleiniger Midazolam-Anwendung. In der
Steilheit der LFP-Antworten (Abb. 16B) war jedoch kein Unterschied
festzustellen. Die Frage, ob Interleukin-1B tatsachlich den Midazolam-Effekt

verstéarkte, bleibt in Anbetracht dieses unsicheren Bildes offen (vgl. Kapitel 4.4).
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3.4 Einfluss von Midazolam und Adenosin auf die raumliche
Ausbreitung neuronaler Signale

Mit dem gewahlten Versuchsaufbau konnte zudem untersucht werden, ob die
verwendeten Substanzen die neuronale Aktivitdt proximal oder distal des
Stimulationsortes auf unterschiedliche Weise beeinflussten. Zur Klarung dieser
Frage wurde eine weitere ANOVA berechnet, die das EffektstarkemalR gy
getrennt fir proximale (Stim.S1-Rec.S1 und Stim.S2-Rec.S2) und distale
Ableitungen (Stim.S1-Rec.S2 und Stim.S2-Rec.S1) bestimmte (Abb. 17).

Kontrast
Drogenbedingung 2 vs 3

15 I
® proximal (Stim.S1-Rec.S1 @
Stim.S2-Rec.S2 m)
2 |
1 f_\ (A distal (Stim.S2-Rec.S1 0
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Abb. 17 Midazolam filhrte an proximalen Messelektroden zu einer starkeren Abnahme der mittleren
Feuerrate

Getrennte Berechnung von gy flr proximale (ausgeftillte Symbole) und distale Ableitorte (nicht-ausgefiillte
Symbole) bei Kontrastierung von Drogenbedingung 2 und 3. Untersuchter Parameter: Mittlere Feuerrate.
Bei Experimentserien (lI-IV) mit Midazolam-Anwendung ergaben sich konsistent groRere gy -Werte an
proximalen Ableitungen im Vergleich zu distalen.
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Dabei zeigte sich fiur die Experimentserien II-IV bei welchen Midazolam
verwendet wurde, dass die Effektstarke an proximalen Ableitungen gréf3er war
als an distalen. Zwar Uberlappten die Konfidenzintervalle fur gy von proximalen
und distalen Ableitungen in zwei von drei Experimentserien, jedoch besal3en die
EffektstarkemalRe aller Experimentserien mit Midazolam-Anwendung auf der
proximalen Ableitung konsistent hohere Werte fir gy. Daher konnte davon
ausgegangen werden, dass Midazolam an proximalen Ableitorten effektiver die
mittlere Feuerrate hemmte, als an distalen Ableitorten.

Dieselbe Berechnung wurde zudem fur den Kontrast Drogenbedingung 1 vs. 2
durchgefiihrt, um maogliche rdumliche Effekte von Adenosin oder Interleukin-1[3
zu untersuchen (siehe Anhang 8.9). Hier zeigte sich aber kein relevanter,
eindeutiger Unterschied der Effektstarken der beiden untersuchten
Substanzen/Experimentserien. D.h. in der vorliegenden Arbeit lagen keine
eindeutigen Hinweise vor, dass Adenosin oder Interleukin-13 an proximalen oder

distalen Ableitorten verschieden effektiv wirkten.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass Adenosin bzw.
Interleukin-1B die Effekte von Midazolam auf die Aktionspotenzialaktivitat in
akuten organotypischen Schnitten des Mauskortex modulieren. Motivation dieses
Vorgehens waren Beschreibungen in der Literatur, dass Adenosin bzw. IL-1p3 das
GABAerge System (8) (9) (86) beeinflussen, tiber das Midazolam und zahlreiche
andere Anasthetika ihre Wirkung entfalten (10). Die wichtigsten Ergebnisse der
Studie haben gezeigt, dass eine Ko-Applikation von Midazolam und Adenosin die
Potenz von Midazolam, die Aktionspotenzialaktivitat und LFP-Steilheit zu
hemmen, verringerte (Abb. 16). Gleichzeitig reduzierte Adenosin selbst die
Aktionspotenzialaktivitat erheblich (Abb. 15B). Interessanterweise war die
Summe der Effekte bei Kombination von Adenosin und Midazolam nicht zu
unterscheiden von den Effekten bei Monoapplikation von Midazolam (Abb. 15C).
Im Folgenden mochte ich die einzelnen Versuchsansatze diskutieren und

abschlieBend in einen klinischen Zusammenhang bringen.

4.1 Aktivitatshemmende Effekte von Midazolam im somato-
sensorischen Kortex

Die alleinige Anwendung von Midazolam in einer Konzentration von 200 nM
fuhrte zu einer Absenkung der mittleren Feuerrate auf etwa 60 % (Mediane 0,59
— 0,67; Abb. 14). Auch bei Ko-Applikation mit Adenosin oder Interleukin-1f3
senkte Midazolam charakteristischerweise die mittlere Feuerrate (Abb. 12).
Diese Ergebnisse verdeutlichen die inhibitorischen Eigenschaften von
Midazolam an akuten Hirnschnitten des Mauskortex. Die Literatur zeigt, dass
Midazolam in Neokortex-Kulturen in einer Konzentration von 500 nM ebenfalls
einen Abfall der spontanen Feuerrate auf etwa 60% zur Folge hatte (20). Bei
Verwendung von Diazepam, einem Benzodiazepin mit grofRer struktureller
Ahnlichkeit zu Midazolam (vergleiche Abb. 1), fiihrte eine Konzentration von 1

UM zu einem Abfall der spontanen kortikalen Feuerrate auf etwa 80% der
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Ausgangsaktivitat (22). In der vorliegenden Arbeit wurde neben der mittleren
Feuerrate ebenfalls die LFP-Steilheit durch Midazolam verringert (Abb. 16).
Dieser Befund konnte von anderen Gruppen am Hippokampus beschrieben
werden. An akuten Hirnschnitten des Hippokampus leiteten Narimatsu et al.
extrazellular-gemessene erregende postsynaptische Potenziale (EPSP) am
Gyrus dentatus und in der CA1-Region ab. Hier fihrte 1 uM Midazolam zu einer
Minderung der LFP-Steilheit dieser Potenziale auf etwa 75% (102).
Zusammengenommen belegen diese Arbeiten die inhibitorische Wirksamkeit von
Benzodiazepinen in organotypischen Kulturen und akuten Schnitten innerhalb

verschiedener Gehirnareale.

Verschiedene Arbeiten geben Aufschluss dartber, auf welche Weise
Benzodiazepine wie Midazolam die neuronale Aktivitat verandern. Experimente
an akuten Hirnschnitten des auditorischen Kortex zeigten eine Verstarkung von
inhibitorischen postsynaptischen Stromen (IPSC) durch Anwendung von
Midazolam (103). Ebenso konnte Midazolam in Neuronen der Schicht 5 des
Rattenkortex inhibitorische tonische Strome verstarken (104). Walters et al.
zeigten zudem an Oozyten, dass Midazolam die GABAergen Stréme verstarkte
(21). Diese elektrophysiologischen Arbeiten untermauern die weit akzeptierte
Ansicht, dass Benzodiazepine ihre Effekte hauptsachlich Gber den GABAa-
Rezeptor austiben. Dabei erhéhen Benzodiazepine die Affinitat von endogenem
GABA gegeniiber dem GABAa-Rezeptor, was zu erhdhtem Einstrom von
Chlorid-lonen und verstarkter Hyperpolarisation von Neuronen fihrt (15). Das
bedeutet, dass die Wirkung von Midazolam vom Vorhandensein von GABAa-
Rezeptoren und inhibitorischen Interneuronen, die GABA ausschitten, abhangig
ist. Es ist anzunehmen, dass diese Wirkungsweise zu der im Experiment
beobachteten Reduktion von mittlerer Feuerrate und LFP-Steilheit durch
Midazolam flihrte (Abb. 16).

Es zeigte sich, dass Midazolam eine grolRere Wirksamkeit an proximalen
Ableitorten besal3, als an distalen (Abb. 17). Es ist anzunehmen, dass am
proximalen Ableitort die neuronalen Antworten in hohem Mal3e auf direkter

Aktivierung von Axonen (105) (monosynaptische Ubertragung) beruhten,
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wahrend am distalen Ableitungsort polysynaptische Verbindungen zwischen
(durch Stimulation) erregten Axonen und abgeleiteten Neuronen einen
vergleichsweise grol3eren Anteil an den neuronalen Antworten hatten (vergleiche
Abb. 18). Dies ist der Tatsache geschuldet, dass die synaptische
Verknupfungswahrscheinlichkeit zwischen kortikalen Neuronen mit der Distanz
stark abnimmt, insbesondere in akuten Schnitten (91). Nahe der
Stimulationselektrode ist daher das Verhéaltnis stimulationsinduzierter
synaptischer Hemmung zu Erregung zumindest teilweise ein Abbild der relativen
Dichte (und Erregbarkeit) GABAerger Axone. Je weiter der Ableitort vom
Stimulationsort entfernt ist, umso starker sollten die Spezifitat kortikaler
Verknupfungen, inklusive Disinhibition (106), als auch die Eigendynamik
kortikaler Netzwerke (107) neuronale Antworten bestimmen. Die Beobachtung,
dass es nahe des Stimulationsorts zu starkerer Inhibition kam und der Einfluss
von Inhibition Uber weitere Distanzen (mit vorwiegend polysynaptischen
Verbindungen) abnahm, konnte daher auf Integrationsprozesse durch
zwischengeschaltete Neuronen zurtickgehen, die Inhibition in geringerem Mal3e

rekrutieren als in unmittelbarer Nahe der Stimulationselektrode.

Klinisch werden Benzodiazepine oftmals vorsichtig appliziert, um die gewiinschte
Wirkung zu erreichen und Nebenwirkungen (wie zum Beispiel Atemdepression)
zu vermeiden. Dabei fallt auf, dass manche Patienten deutlich hohere
Dosierungen bendtigen als andere, um die gewinschten Effekte zu erzielen.
Passend dazu wurde gezeigt, dass gleiche Plasmakonzentrationen von
Midazolam bei verschiedenen Patienten zu unterschiedlichen
Sedierungszustanden fihren konnen (108). Daher ist die Angabe von
bestimmten Midazolam-Konzentrationsbereichen und deren Effekte durch
interindividuelle Unterschiede im Hinblick auf die Sensibilitdt gegenuber
Midazolam schwierig. Dennoch kdnnen grobe Konzentrationsbereiche von
Midazolam im ZNS und deren Effekte ungefahr errechnet werden. So geht man
davon aus, dass bei leichter Sedierung etwa 50 nM Midazolam vorliegen,
wahrend bei starker Sedierung ungefahr 2 uM Midazolam benétigt werden (20).
Es kann daher davon ausgegangen werden, dass die untersuchte Konzentration

von 200 nM Midazolam in einem klinisch relevanten Bereich liegt.
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Abb. 18 Die Distanz zwischen Stimulations- und Ableitungsort bestimmt im neuronalen Netzwerk die
vorherrschende synaptische Ubertragung

Schemazeichnung von mdglichen synaptischen Verknipfungen im Kortex. In der vorliegenden Arbeit
erfolgten proximale und distale Ableitungen. Es ist davon auszugehen, dass bei proximalen Ableitungen
vermehrt monosynaptische Ubertragung stattfand, wahrend an distalen Ableitungen polysynaptische
Ubertragung vorherrschte. Antidrome Ableitung von Neuronen, deren Axone direkt erregt wurden, wurde
durch ausreichende Distanz zwischen Stimulations- und Messelektrode weitgehend vermieden.

* Beispielhaftes Interneuron, dessen (inhibitorische) Aktivitit sowohl von exzitatorischen und

inhibitorischen Synapsen abhéngig ist.

4.2 Effekte von Adenosin auf kortikale Netzwerke

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von 5 uM Adenosin auf kortikale
Signale nach Stimulation untersucht. Hierfir wurde Adenosin vor und wahrend
Midazolam-Applikation angewendet. Die alleinige Anwendung von Adenosin
fuhrte zu einer signifikanten Verminderung der mittleren Feuerrate (gy=0,50; Abb.
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15B). Dieser Befund wird durch verschiedene elektrophysiologische Arbeiten
unterstitzt. Beispielsweise wurden am Kortex Pyramidenzellen der Schicht 5
untersucht (96). Hier fihrte Adenosin zu einer Hyperpolarisation des
Ruhemembranpotenzials und einer Senkung des Eingangswiderstandes.
Interessanterweise sprachen Pyramidenzellen je nach kortikaler Schicht
unterschiedlich ausgepragt auf Adenosin an. So reagierten Pyramidenzellen in
Schicht 2/3 weniger sensitiv auf Adenosin als Neuronen in Schicht 5 (96). Im
visuellen Kortex fuihrte Applikation von Adenosin zu verringerten Amplituden des
erregenden postsynaptischen Potenzials (EPSP) (109). Auch die spontane
Feuerrate im Kortex und Hippokampus wurde durch Adenosin vermindert (110)
(111).

Die beobachtete Minderung der mittleren Feuerrate durch Adenosin (Abb. 15B)
wurde am wahrscheinlichsten durch den Al-Rezeptor vermittelt. Aktivierung des
Al-Rezeptors fuhrt zu Hyperpolarisation, vermindertem préasynaptischen
Einstrom von Kalzium-lonen und herabgesetzter Transmitterausschittung (112).
A2a-Rezeptoren hingegen haben im ZNS neuronale Erregung durch erhdhte
Ausschiuttung von Glutamat und Acetylcholin zur Folge (38). Dementsprechend
liegt nahe, dass vor allem der Al-Rezeptor fur die Verminderung der mittleren
Feuerrate bei Adenosin-Applikation verantwortlich war. Diese Hypothese wird
durch eine mRNA-Untersuchung unterstitzt, die eine hohe Al-Rezeptor-
Ausstattung im Ratten-Kortex nachwies (40). Weitere Arbeiten zeigten zudem
besonders hohe Konzentrationen von Al-Rezeptoren in Schicht 5 des Ratten-
Kortex (113), wohingegen A2a-Rezeptoren nur in geringem Mal3 nachgewiesen
werden konnten (27). Zudem besitzt der Al-Rezeptor die hdchste Affinitéat
gegenuber Adenosin (26).

Die verwendete Konzentration von 5 pM Adenosin scheint auf den ersten Blick
relativ hoch. Die physiologische, extrazellulare Adenosin-Konzentration im ZNS
wird auf 10-250 nM geschatzt (26) (38). Einschrankend gilt hier jedoch, dass
dabei oft das Verfahren der Mikrodialyse eingesetzt wurde. Dieses verursacht im
Rahmen der Probeentnahme einen Gewebeschaden, der die Adenosin-

Konzentration verandern kann. Entscheidend ist jedoch, dass im ZNS punktuell
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inhomogene Adenosin-Konzentrationen vorherrschen, die selbst mit raumlich
und zeitlich weitaus besser auflésenden Biosensoren auf Enzymbasis nicht
aufgelost werden kdnnen (36). Alle bisher verwendeten Verfahren unterschatzen
somit extrazellulare Konzentrationsmaxima von Adenosin, die zwar zeitlich-
raumlich begrenzt sind, aber dennoch von physiologischer Relevanz fir
Adenosin-Rezeptoren sind (36). Kerr et al. verwendeten ein mathematisches
Modell zur Abschatzung der physiologischen Adenosin-Konzentration im
somatosensorischen Rattenkortex. Anhand einer Analyse von EPSPs in der
Gegenwart von exogen-applizierten Adenosin-Rezeptor-Agonisten und -
Antagonisten, wurde eine physiologische, lokale Adenosin-Konzentration im
niedrigen mikromolaren Bereich (~1 pM) errechnet (114). In aktuellen in-vitro-
Arbeiten wurden teilweise Adenosin-Konzentrationen im hohen mikromolaren
Bereich verwendet, um erhdhte/pathologische Adenosin-Konzentrationen
nachzubilden (z.B. bis zu 150 uM; (115)). Begriindet werden kann dies durch
einen relativ niedrigen Adenosin-Anteil von circa 5-6 %, der im Gewebe bei
Einwasch Uber eine Badkammer zur Verfigung steht (116). Dieser niedrige
verfugbare Adenosin-Anteil ist am wahrscheinlichsten durch den schnellen und
effizienten Abbau von Adenosin zu erklaren. Auch fir pathologische
Bedingungen  scheint die  Angabe von  genauen, eindeutigen
Konzentrationsbereichen methodisch schwierig zu sein. Eine klinische Arbeit
zeigte im Blutplasma jedoch, dass Patienten mit septischem Schock im Vergleich
zu Patienten mit hamorrhagischem Schock etwa 8-fach erhdhte Adenosin-
Konzentrationen im Plasma besal3en (44). In Zusammenschau erschien die
verwendete Konzentration von 5 puM Adenosin daher geeignet, um pathologisch
erhdhte Adenosin-Konzentrationen nachzubilden.

4.3 Interleukin-1B

Die Monoapplikation von Interleukin-18 konnte die mittlere Feuerrate zwar
tendenziell erhbhen, dennoch war dieser Effekt relativ klein und mit einiger
Unsicherheit behaftet; das 95%-Konfidenzintervall der Effektstarke gy umfasste
mit 0,0048 knapp den Nullwert (Abb. 15B). Andere elektrophysiologische
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Arbeiten hingegen wiesen nach, dass Interleukin-13 die neuronale Aktivitat
verandern kann. An Hirnschnitten des Kortex fihrte die Anwendung von
Interleukin-1B zu geringerer neuronaler Aktivitat mit verminderter Ausbreitung
des Signals uber den Kortex (117). Am dorsalen Raphe-Kern konnte Interleukin-
18 neuronale Feuerraten vermindern und GABAerge inhibitorische
postsynaptische Potenziale verstarken (118). Im Hippokampus verminderte IL-
18 die Dichte von AMPA-Rezeptoren (119), die glutamaterge synaptische
Ubertragung (42) und die Langzeit-Potenzierung (LTP) (120). Diese Arbeiten
legen eine inhibitorische Funktion von IL-1B bei der neuronalen Ubertragung
nahe. Andererseits liegen ebenfalls Arbeiten vor, die erregende Eigenschaften
von IL-1B zeigten. So fuhrte IL-18 an Neuronen des Hippokampus zu
verminderten GABA-induzierten Stromen (121). Diese kontraren Ergebnisse
zeigten sich auch in anderer Hinsicht. So wurden neurotoxische Eigenschaften
von IL-1B beschreiben, wahrend auch neuroprotektive Effekte diskutiert wurden
(122). Allan et al. vermuteten, dass IL-1B konzentrationsabhangig
unterschiedliche Effekte vermitteln kann (55). Auch fir die vorliegende Arbeit
scheint die verwendete Interleukin-Konzentration von Bedeutung zu sein.
Moglicherweise konnten keine deutlichen Effekte durch Interleukin-1f
beobachtet werden, da die gewahlte Konzentration von 5 ng/ml zu gering gewahlt
war. Verschiedene Untersuchungen legen relativ hohe Konzentrationen von IL-
1B in pathologischen Zustanden nahe. So wurde beispielsweise bei Multiple-
Sklerose-Patienten mit aktivem Schub eine IL-1B-Konzentration von etwa 20
ng/ml im Liquor festgestellt. Bei gesunden Patienten hingegen wurden circa 10
ng/ml IL-1B im physiologischen Zustand nachgewiesen (84). Mina et al.
induzierten durch Blinddarm-Punktion bei Ratten ein septisches Geschehen. 24
Stunden nach dieser Punktion wurde das Hirngewebe enthnommen und die IL-1[3-
Konzentration in verschiedenen Gehirnarealen untersucht. Hier zeigte sich ein
inhomogener Anstieg der IL-1B-Konzentration: Im Hippokampus konnte eine IL-
1B-Konzentration von etwa 17,5 ng/ml nachgewiesen werden, wahrend die
Konzentration im prafrontalen Kortex nur etwa 7,5 ng/ml betrug. Auch ohne
Blinddarm-Punktion zeigten diese Hirnareale im physiologischen Zustand

verschiedene und relativ hohe IL-1B-Konzentrationen (Hippokampus circa 5
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ng/ml; prafrontaler Kortex ca. 1 ng/ml) (7). Andere Arbeiten bedienten sich daher
oftmals deutlich hdheren Konzentrationen. Andererseits konnten auch geringere
Konzentrationen von IL-13 zu elektrophysiologisch-messbaren Effekten fiihren.
So hemmte 1 ng/ml IL-1B die Ausbreitung von neuronaler Aktivitat am Neokortex
(117). Daher bleibt zu spekulieren, weshalb in anderen Arbeiten auch bei noch

geringeren Konzentrationen Effekte nachweisbar waren.

Eine weitere Mdglichkeit ware, dass die Einwaschzeit von 40 Minuten zu kurz
gewahlt war. Dafiur wiirde eine Arbeit an Kulturen des Ratten-Kortex sprechen.
Hier wurde der Effekt von IL-1B auf spannungsgesteuerte Natrium-Kanale
untersucht. Ein Effekt von IL-18 (Konzentration 10 ng/ml) auf den Natriumkanal
konnte erst nach 8 Stunden mit IL-1B-Vorbehandlung festgestellt werden (57).
Allerdings fiihrte IL-18 in einer anderen Publikation bei Verwendung der gleichen
Konzentration bereits nach 15 Minuten zu einer messbaren Anderung der
Ausbreitung des neuronalen Signals am Kortex (117). Eine Arbeit an akuten
Schnitten des Raphe-Kerns zeigte sogar nach 3 Minuten eine verminderte
Feuerrate von serontonergen Neuronen durch IL-18 (Konzentration 25 ng/ml)
(118). Auch Aspekt der Einwaschzeit kann daher nicht abschliel3end erklaren,

weshalb IL-1[ in der vorliegenden Arbeit keine deutlichen Effekte zeigte.

Eine Arbeit von Brambilla et al. (118) enthélt einen interessanten Nebenbefund.
Hier besalRen nur knapp 70% der intrazellular untersuchten Neuronen eine
Sensitivitat gegenuber IL-1B. Eine Arbeit am orbitofrontalen Kortex bei
extrazellularer Messung von einzelnen Neuronen zeigte ein &hnliches
Phanomen. Hier fuhrte IL-1B nur bei etwa der Halfte der untersuchten Neuronen
zu einer Anderung der Feuerrate. Von diesen IL-1B -sensitiven Neuronen zeigte
die Mehrheit eine Steigerung der Feuerrate, wahrend knapp ein Drittel eine
verminderte Feuerrate nach IL-1B-Applikation aufwies (123). Diese Beobachtung
legt nahe, dass Interleukin-1 spezifische und teils entgegengesetzte Effekte auf
verschiedene Neuronen-Typen ausubt (ahnlich wie klassische
Neuromodulatoren wie Acetylcholin). In der vorliegenden Arbeit wurden nicht
einzelne, sondern mehrere Neuronen extrazellular abgeleitet (,Multi-Unit-

Activity®). Moglicherweise konnte dies dazu gefuhrt haben, dass sich eventuelle
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IL-1B-Effekte auf individuelle Neuronen durch gleichzeitige Ableitung von

mehreren Neuronen in der vorliegenden Arbeit aufhoben.

Des Weiteren muss betont werden, dass das verwendete Testsystem mit grof3er
Sicherheit den Interleukin-1- beziehungsweise den Zytokin-Haushalt im Gewebe
beeinflusste. Bei Verwendung von akuten Hirnschnitten entsteht bei Praparation
ein erhebliches Gewebetrauma. Da bekannt ist, dass Gewebel&sion zu erhdhter
Freisetzung von Interleukin-1B fuhrt (55), muss davon ausgegangen werden,
dass im akuten Hirnschnitt bereits vor Interleukin-1-Applikation erhdhte IL-1f -
Konzentrationen vorlagen. Dies kann dazu beitragen, dass die Anwendung von
geringen IL-1B-Konzentrationen die IL-1B-Konzentration im Gewebe nur noch
relativ. schwach anhob und so zu keinen messbaren Unterschieden der
neuronalen Aktivitat fuhrte. Allerdings bleibt offen, welcher Mechanismus daftr
verantwortlich ist, dass andere Arbeiten, die ebenfalls akute Hirnschnitte und
auch geringe IL-1B-Konzentrationen verwendeten, spezifische IL-1B-Effekte
nachweisen konnten. Fir zukidnftige Arbeiten sollten daher hohere
Konzentrationen von IL-13 und gegebenenfalls eine verlangerte Inkubationszeit
getestet werden, um den Einfluss von Interleukin-13 im gewahlten

Versuchsaufbau zu untersuchen.

Zusammengefasst konnte die Monoapplikation von IL-1B in der vorliegenden
Arbeit keinen sicheren Effekt auf die mittlere Feuerrate austiben. Auch die Frage
nach einer veranderten Wirksamkeit von Midazolam durch IL-1B lasst sich
statistisch nicht eindeutig beantworten. Tendenziell zeigte sich allerdings, dass
IL-18 die Midazolam-Wirkung verstarkte (Abb. 16A). Dieser Trend zeigte sich
jedoch nur bei Betrachtung der mittleren Feuerrate (und nicht fir die LFP-
Steilheit). Fur die mittlere Feuerrate Uberlappten die 95%-Konfidenzintervalle (Kl)
der Effektstarkemal3e der Experimentserien Il und IV nur knapp (lI/Midazolam:
oberes Kl gy 1,0799; IV/IL-1+Midazolam: unteres Kl gy 1.0623. Abb. 16A). Die
Beobachtung, dass IL-1B tendenziell die Wirksamkeit von Midazolam steigern

kbnnte, ist interessant, da andere Studien dieses Phanomen nahelegen.

An Schweinen zeigten verschiedene Arbeiten, dass Inflammation zu einer

erhohten Sensitivitdt der Tiere gegenuber Propofol (80), Isofluran (83) oder
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Sevofluran (81) fuhrte. Bei Ratten flihrte ein septisches Geschehen ebenfalls zu
einer erhéhten Sensitivitat gegentber Isofluran (82). Komatsubara et al. wiesen
zudem an septischen Ratten eine erhdhte Anzahl von GABAa-Rezeptoren nach
(124). Diese Tierexperimente legten einen Zusammenhang zwischen
Inflammation und erhohter Wirksamkeit von Andasthetika nahe; der
Wirkmechanismus blieb aber unklar. Avramescu et al. zeigten 2016 an
Verhaltensstudien der Maus, passend zu den vorherigen Arbeiten, dass eine
Injektion von Lipopolysaccharid (LPS; bakterielles Endotoxin, das haufig bei
Sepsis-/Inflammationsmodellen verwendet wird) die hypnotischen Effekte von
Etomidat und Isofluran verstarkte. Sie spekulierten, dass dieser Effekt durch IL-
18 hervorgerufen wurde und untersuchten daher die Effekte von IL-1B an
Kulturen des Hippokampus und Kortex in vitro. Dabei zeigte sich, dass die
Monoapplikation von IL-1B zu verstarkten GABAergen Stromen flhrte. Im
Folgenden untersuchten sie die Kombination aus IL-1p und Etomidat bzw.
Isofluran an kultivierten Neuronen. Hier fuhrte Etomidat und Isofluran zu
verstarkten GABAergen Stromen bei vorheriger Anwesenheit von IL-13. Als
zugrundeliegendem Mechanismus vermuteten Avramescu et al. dabei eine
erhohte Expression von GABAa-Rezeptoren (8). Damit scheint die Annahme
gerechtfertigt, dass die Beobachtungen der Tierversuche (Inflammation fuhrte zu

erhohter Sensitivitdt gegentuber Anasthetika) durch IL-13 vermittelt wurden.

Als Randnotiz ist hier zu erwédhnen, dass Avramescu et al. deutlich héhere
Konzentrationen von IL-18 und langere Einwaschphasen verwendeten (60 ng/ml
IL-1B8 Uber 3 Stunden (8); in der vorliegenden Arbeit 5 ng/ml IL-1B tGber 40 min;
vgl. Kap. 2.4). Daher wirkt der beobachtete Trend (IL-1 verstarke tendenziell die
Midazolam-Wirkung; Abb. 16) im Gesamtzusammenhang plausibel. Zur
Uberpriifung dieser Beobachtung sollten verlangerte Einwaschzeiten und/oder
erhdohte Konzentrationen von IL-18 im vorliegenden Versuchsaufbau getestet
werden. Alternativ kdnnte eine grof3ere Anzahl von Experimenten den eventuell
bestehenden (schwachen) Effekt der verwendeten Konzentration von IL-1(
bestatigen.
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4.4 Interaktion von Adenosin und Midazolam

Es zeigte sich, dass die Monoapplikation von Adenosin (Abb. 15B) oder
Midazolam (Abb. 16A) die mittlere Feuerrate verminderte. Interessanterweise
senkte die Ko-Applikation von Adenosin und Midazolam die mittlere Feuerrate
ebenso weit ab, wie bei alleiniger Midazolam-Anwendung (Abb. 15C). Dieser
Befund war Uberraschend, da angenommen wurde, dass die Kombination der
zwei hemmenden Substanzen (Midazolam, Adenosin) zu einer verstarkten
Absenkung der mittleren Feuerrate fihren wirde (positiver Kombinationseffekt*).
Daher wurde vermutet, dass die Anwesenheit von Adenosin die Wirksamkeit von
Midazolam abschwachte. Qualitativ (Abb. 14) und quantitativ (Abb. 16) wurde
diese Vermutung bestétigt: Adenosin verringerte die Potenz von Midazolam, die

mittlere Feuerrate und die LFP-Steilheit zu vermindern.

Diese Ergebnisse aus vorhergehenden Berechnungen wurden in Abb. 19A
zusammengefasst. Die isolierte Betrachtung der Ergebnisse lassen auf den

ersten Blick verschiedene (klinische) Schlussfolgerungen zu:

1. Der Bedarf an Midazolam ist unverandert, da die Summe der Effekte von
Adenosin und Midazolam (Eado+mid_ado) den Effekten bei Monoapplikation

von Midazolam (Emis) entsprach.
2. Der Bedarf an Midazolam ist bei Anwesenheit von Adenosin erhoht, da

Adenosin zu einem herabgesetzten Midazolam-Effekt (Emid_ad0o) flhrte (im

Vergleich zur Monoapplikation von Midazolam (Emi)).

* siehe Anhang 8.10; hier finden sich Definitionen der verwendeten Begriffe hinsichtlich der
pharmakologischen Interaktion
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B . .
Substanz- und Interaktionseffekte Interaktion von Midazolam
von Midazolam und Adenosin und Adenosin in der Literatur
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Abb. 19 Substanz- und Interaktionseffekte von Midazolam und Adenosin in der vorliegenden Arbeit und in
der recherchierten Literatur

A Effekte der Substanzen Adenosin und Midazolam auf die mittlere Feuerrate in der vorliegenden Arbeit;
abgebildet ist das EffektstarkemaR gy mit zugehérigem 95%-Konfidenzintervall. Emig=Effekt bei
Monoapplikation von Midazolam 200 nM; (Abb. 16A). Eado = Effekt bei Monoapplikation von Adenosin 5
UM; (Abb. 15B). Emid_ado = Midazolam-Effekt bei Anwesenheit und vorheriger Prainkubation mit Adenosin;

(Abb. 16A). Eado+mid ado = Gesamteffekt bei Prainkubation von Adenosin und anschlieBender Ko-
Applikation von Adenosin und Midazolam; (Abb. 15C). B Zusammenfassung der Interaktionsstudien von
Midazolam und Adenosin in der Literatur. Die y-Achse ist einheitslos und stellt beispielsweise die
Sedierungstiefe (Sakurai et al. 2014 (128)) oder -dauer (Kaputlu et al. 1998 (127)) dar, die durch Midazolam

(Emid_iit) bzw. durch die Kombination aus Midazolam und Adenosin (Emid+ado_iit) hervorgerufen wurde. Es
ist zu beachten, dass Emid+ado_iit den Effekt der gleichzeitigen Anwendung von Midazolam und Adenosin

abbildet (Eado+mid_ado aus Teilabbildung A zeigt den Gesamteffekt aus Adenosin-Prainkubation und
nachfolgender Ko-Applikation von Adenosin und Midazolam). Die recherchierte Literatur legt einen
positiven Kombinationseffekt bei gleichzeitiger Applikation von Midazolam und Adenosin nahe.

* Aus den Arbeiten kann jedoch nicht geschlossen werden, ob ein additiver- bzw. supra-additiver

Interaktionseffekt vorlag; u.a. weil der alleinige Adenosin-Effekt haufig nicht quantifiziert wurde. Vgl.
Anhang 8.10.

Die Beobachtung, dass die Kombination von Adenosin und Midazolam
(Eadormid_ado) die mittlere Feuerrate nicht starker hemmen konnte, als die
Monoapplikation von Midazolam (Emis) (Abb. 15, Abb. 19) war bemerkenswert. Im
Versuch zeigten sich relativ grol3e Effektstarkemalie fur die Monoapplikation von
Adenosin (Eado: gy=0,50; Abb. 15B) bzw. von Midazolam (Emid¢: gy=0,81; Abb.
16A). Fur die Kombination von Adenosin und Midazolam ergab sich mit gy=0,77
(Eado+mid_ado) (Abb. 15C) hingegen keine Unterscheidbarkeit zur Monoapplikation

von Midazolam. Die Schlussfolgerung, dass daher kein verdnderter Bedarf von
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Midazolam bei Anwesenheit von Adenosin im Allgemeinen besteht, scheint
jedoch unzuldssig. Es ist nicht bekannt, ob dieses Phdnomen nur bei den
verwendeten Konzentrationen, sondern auch bei anderen Konzentrationen von
Adenosin oder Midazolam auftritt. Zur Beantwortung dieser Frage, konnten
beispielsweise Versuche mit veradnderter Adenosin-Konzentration bei

gleichbleibender Midazolam-Konzentration durchgefuhrt werden.

Die Literatur beschreibt erstaunlicherweise einen positiven Kombinationseffekt
von Midazolam und Adenosin; diese Ergebnisse legen auf den ersten Blick die
Schlussfolgerung eines verminderten Midazolam-Bedarfs bei erhdhten
Adenosin-Konzentrationen nahe (vgl. Abb. 19B). So zeigten beispielsweise 1984
Barraco et al.,, dass die Kombination von Adenosin und Diazepam die
lokomotorische  Aktivitdt von Mausen starker einschréankte, als die
Monoapplikation dieser Substanzen (125). Zudem fuhrte bei Katzen die Gabe
eines Adenosin-Al-Rezeptor-Agonisten zu einer verstarkten Wirkung des
Anasthetikums Halothans an der Formatio reticularis (126). Auch am Menschen
konnte gezeigt werden, dass die intraventse Gabe von Adenosin zu einem
geringeren Isofluran-Bedarf fuhrte (127). Wie in der vorliegenden Arbeit, wurde
zudem die Interaktion von Adenosin und Midazolam untersucht. Kaputlu et al.
fuhrten dazu Verhaltensversuche an Mausen durch. Hier zeigte sich, dass die
gleichzeitige Gabe von Adenosin und Midazolam zu einer verlangerten und
schneller einsetzenden Hypnose fuhrte, als bei Monoapplikation von Midazolam
(128). In einer weiteren Arbeit wurde Uberpriuft, ob ATP zu einer veranderten
Sedierung des Menschen durch Midazolam flhrte. Hier wurde unter Verwendung
eines Bispektral-Index-Monitors (vgl. Kapitel 1.7) festgestellt, dass eine
intravendse Gabe von ATP (das schnell zu Adenosin degradiert wird; (31)) eine
vertiefte Sedierung bei Midazolam-Applikation zur Folge hatte (129).

Die genannten Arbeiten lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Anwesenheit
von Adenosin den Bedarf an Anésthetika verringert. Dies scheint einen
Widerspruch zur vorliegenden Arbeit darzustellen (die Wirksamkeit von
Midazolam war bei Anwesenheit von Adenosin herabgesetzt; zudem konnte kein

positiver Kombinationseffekt beobachtet werden. Abb. 19A). Eine naheliegende
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Erklarung fur diese Diskrepanz kénnte sein, dass sich der positive
Kombinationseffekt beider Substanzen nicht in den Raten neuronaler Aktivitat
aul3ert, sondern in anderen Aspekten wie neuronaler Synchronisation und
interarealer Kommunikation (130), die hier nicht untersucht wurden. Ebenso
plausibel erscheint es, dass trotz der Bedeutung des Neokortex als Zielstruktur
fur GABAerge Anasthetika andere Gehirnregionen bei Gabe der Substanzen fir
einen Teil der in der Literatur beschriebenen positiven Kombinationseffekte

verantwortlich waren.

Zudem zeigten sich bei genauer Betrachtung deutliche Unterschiede hinsichtlich
Fragestellung und Studiendesigns der vorliegenden Arbeit und der

recherchierten Literatur.

Die vorliegende Arbeit untersuchte zwar nur eine Konzentration von Adenosin
bzw. von Midazolam. Dennoch waren die verwendeten Konzentrationen bekannt
und lassen somit eine Vergleichbarkeit zu anderen Arbeiten zu. In den genannten
Studien ist diese Vergleichbarkeit allerdings eingeschrankt, da keine
Konzentrationsmessungen von Adenosin oder Midazolam im ZNS durchgefihrt
wurden. Daher kénnen mdogliche konzentrationsabhangige Phéanomene nicht
beurteilt werden. Bei Adenosin scheint die vorhandene Konzentration jedoch eine
bedeutende Rolle zu spielen. Der Al-Rezeptor besitzt im Vergleich zu A2a-
Rezeptoren eine deutlich erhdhte Affinitat gegentiber Adenosin (26). Das
bedeutet, dass erst bei hdheren Konzentrationen vermehrt A2a-Rezeptoren
aktiviert werden. Da die Al- und A2a-Rezeptoren teilweise gegenséatzliche
Wirkprofile besitzen (27), konnten verschiedene Adenosin-Effekte bei

verschiedenen Adenosin-Konzentrationen beobachtet werden.

Der wichtigste Unterschied im Studiendesign von vorliegender Arbeit und
Literatur war jedoch der Zeitpunkt der Adenosin-Applikation. In den genannten
Studien wurde Adenosin gleichzeitig oder nach Anéasthetika-Gabe appliziert; es
fand keine Prainkubation statt. Grund hierfir war, dass sich diese Arbeiten
zumeist der Frage widmeten, ob Adenosin eine geeignete therapeutische
Adjuvanz bei Narkose darstellen kdonnte (129) (127). Daher kdonnen diese

Studien keine Aussage treffen, ob eine langanhaltende Vorbehandlung mit

67



Adenosin zu einer verdnderten Midazolam-Wirksamkeit fihrt. Die Anzahl und
Konsistenz der Ergebnisse in der Literatur, berechtigt jedoch die Annahme, dass
die gleichzeitige Anwendung von Adenosin und Anasthetika (ohne vorherige
Adenosin-Prainkubation) zu einem positiven Kombinationseffekt fuhrt. Dieser
Zusammenhang ist in Abb. 19B dargestellt.

In der vorliegenden Arbeit verminderte Adenosin die Wirksamkeit von Midazolam
deutlich. Bei Anwesenheit von Adenosin verringerte sich der Effekt, den
Midazolam auf die mittlere Feuerrate ausibte, auf ungefahr 33 % ausgehend von
der Midazolam-Monoapplikation (gy: Emia = 0,8055; Emig_ado = 0,2671; vgl. Abb. 19A).
Im Vergleich der zu recherchierten Literatur wurden eine relativ lange Adenosin-
Prainkubation tber 40 Minuten und anschlieende Ko-Applikation von Adenosin
und Midazolam durchgefihrt (vgl. Abb. 6). Der Grund fur die lange Adenosin-
Anwendung war, dass eine langer anhaltende erhdhte Adenosin-Konzentration
nachgebildet werden sollte, wie sie bei verschiedenen pathophysiologischen
Prozessen auftreten kann (u.a. Inflammation; (26) (85)). Da bei relativ langer
Adenosin-Prainkubation kein positiver Kombinationseffekt von Adenosin und
Midazolam vorhanden war (der aber in der Literatur bei gleichzeitiger Anwendung
von Adenosin und Midazolam beschrieben wurde; Abb. 19), kann spekuliert
werden, dass Adenosin akute und chronische Interaktionseffekte mit Midazolam
aufweisen konnte. Einen Hinweis lieferten hierfir Rombo et al., die den Einfluss
eines Adenosin-Al-Agonisten auf GABAerge Strome des Hippokampus
untersuchten. Hier fihrte die Aktivierung von Al-Rezeptoren erst nach 40
Minuten Einwaschzeit zu einer signifikanten Reduktion von GABAergen Stromen;
im Immunoblot wurde zudem festgestellt, dass es zu einer verminderten
Expression von GABAa-Rezeptoren kam (9). Langanhaltende Al-Aktivierung
konnte demnach die GABAerge Ubertragung beeinflussen. Passend dazu konnte
schon 1995 gezeigt werden, dass Adenosin Uber den A1-Rezeptor im Thalamus
inhibitorische postsynaptischen Strome (IPSC) verminderte (131). Ebenso
vermuteten Centonze et al., dass Adenosin fir Ischamie-induzierte Verringerung
von IPSCs in striato-kortikalen Hirnschnitten verantwortlich war (132). Diese
Arbeiten sind interessant, da der Einfluss von Adenosin auf das GABAerge

System weit weniger bekannt ist, als der Adenosin-Effekt auf exzitatorische
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Transmittersysteme (vgl. Kap. 1.4). Der Nachweis der Modulation des
GABAergen Systems durch Adenosin ist jedoch bedeutsam, da Midazolam die
Affinitat von endogenem GABA gegeniuber GABAa-Rezeptoren verstarkt und
dadurch zu verstarkter Inhibition fuhrt (15). Die Midazolam-Wirkung ist also
zwingend von der Anwesenheit von GABA und GABAa-Rezeptoren abhangig.
Die verminderte Expression von GABAa-Rezeptoren durch langanhaltende Al-
Aktivierung (9) kénnte daher erklaren, weshalb in der vorliegenden Arbeit die
Wirksamkeit von Midazolam (Emid_ado) herabgesetzt war und kein positiver
Kombinationseffekt von Adenosin und Midazolam beobachtet werden konnte
(Abb. 19).

Ein davon abweichender Erklarungsansatz besteht in der verminderten
exzitatorischen Ubertragung durch Adenosin (26). Es ist bekannt, dass eine enge
Verknupfung zwischen erregenden und hemmenden Neuronen im Neokortex
besteht (133) (134). Daher kann theoretisch eine verminderte exzitatorische
Aktivitat indirekt zu einer verminderten inhibitorischen Aktivitat fihren. Ein sehr
vereinfachtes Beispiel ware hierfir eine Gruppe von inhibitorischen
Interneuronen, z.B. Basketzellen, deren Aktivitdit Uberwiegend von
exzitatorischen, synaptischen Verbindungen mit Pyramidenzellen abhangig ist
(135) (vergleiche Abb. 18). Fallt die exzitatorische synaptische Ubertragung
durch die Anwesenheit von Adenosin geringer aus, emittieren diese
Interneuronen weniger Aktionspotenziale und schitten weniger GABA an den
Synapsen ihrer Zielneuronen aus. Bei verminderter Ausschittung von GABA
wirde daher die Midazolam-Wirkung an diesen Zielneuronen geringer ausfallen.
Insgesamt ist mit extrazellularen Messungen jedoch nur schwer abzuschatzen,
welche Effekte verminderte Exzitation (durch Adenosin) auf neuronale Inhibition

im Kortex ausibt.

Zusammenfassend kann anhand der von mir durchgefiuihrten Versuche nicht
beurteilt werden, auf welche Weise Adenosin die Wirksamkeit von Midazolam
einschrankte. Adenosin kdnnte sowohl durch verminderte Inhibition
(herabgesetzte Ausschittung von GABA, geringere Expression von GABAa-

Rezeptoren) oder verminderte Exzitation (geringere Ausschittung von Glutamat
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bei entsprechender kortikaler Verknipfung) zu einer geringeren Wirksamkeit von
Midazolam fuhren. Ein Zusammenspiel beider Komponenten (oder weiteren
unbekannten Mechanismen im somatosensorischen Kortex) erscheint durchaus

maoglich.

4.5 Klinische Implikation und Schlussfolgerung

In verschiedenen pathophysiologischen Zustanden liegen die Molekile Adenosin
und IL-1B im ZNS in erhohter Konzentration vor. Eine erhdhte Adenosin-
Konzentration ist bei einer Vielzahl von klinisch wichtigen Krankheitsbildern
beschrieben. Dazu gehdren epileptisches Anfallsleiden, Hypoxie, Ischamie,
Hypoglykéamie (26) und Inflammation (85). Inflammation wird hauptséachlich durch
Zytokine vermittelt. Ein zentrales Molekdl ist IL-1B, das pro-inflammatorisch
wirksam ist und bei Inflammation im ZNS vermehrt zur Verfligung steht. (48). Von
Adenosin und IL-1B ist bekannt, dass sie die neuronale Aktivitat im ZNS
verandern (26) (8). Am ZNS entfalten ebenfalls Anasthetika ihre Wirkung. Es
stellt sich daher klinisch die Frage, ob Patienten, die z.B. auf Intensivstation oder
im OP Anasthetika erhalten und gleichzeitig hohe Adenosin- oder IL-1B-
Konzentration im ZNS besitzen, eine veranderte Sensitivitait gegenuber
Anasthetika aufweisen. Diese Frage ist deshalb relevant, weil eine veranderte
Sensitivitat gegentber Anésthetika in einer veranderten Narkosetiefe resultieren
kann. Seit langerem ist bekannt, dass eine zu geringe Narkosetiefe das Risiko
von Awareness steigert (75). Neuere Untersuchungen zeigen zudem mdogliche
negative Effekte einer tiefen bzw. langanhaltenden Narkose auf das Outcome
von Patienten (75) (67) (78) (vgl. Kapitel 1.7).

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob Adenosin bzw. IL-1(
Interaktionseffekte mit Midazolam aufwies (wodurch eine veréanderte

Narkosetiefe beim Einsatz von Midazolam resultieren konnte).

Fur Interleukin-1B zeigte sich keine sichere Interaktion mit Midazolam.
Tendenziell schien IL-1f jedoch die Wirkung von Midazolam zu verstarken (Abb.

16A). Diese Beobachtung unterstitzen verschiedene in-vivo und in-vitro-
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Untersuchungen. Inflammation fuhrte im Tiermodell zu erhdhter Sensitivitat
gegenuber volatilen und intravenésen Anasthetika (80) (81) (82) (83). Avramescu
et al. legten nahe, dass dieser Effekt durch IL-1B hervorgerufen wurde (8). Diese
Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass der klinische Bedarf an
Anasthetika, die das GABAerge System modulieren, bei Inflammation bzw.

erhohter Konzentration von IL-13 vermindert ist.

Die Summe der Effekte bei Kombination von Adenosin und (vermindert
wirksamem) Midazolam waren nicht zu unterscheiden von den Effekten bei
Monoapplikation von Midazolam (Abb. 19A). Die Schlussfolgerung, dass der
Midazolam-Bedarf daher allgemein bei erhohten Adenosin-Konzentrationen
unbeeinflusst ist, scheint aufgrund fehlender Untersuchungen mit anderen
Konzentrationen von Midazolam und Adenosin nicht zulassig (vgl. Kap 4.4).
Dennoch zeigt diese Beobachtung, dass bei bestimmten Konzentrations-
Kombinationen von Adenosin und Midazolam kein verédnderter Midazolam-
Bedarf bestehen koénnte. Die Literatur belegt einen positiven Kombinationseffekt
bei gleichzeitiger Anwendung von Midazolam und Adenosin (128) (129). Die
vorliegende Arbeit zeigte hingegen, dass eine langanhaltende Vorbehandlung
mit Adenosin zu einer deutlich herabgesetzten Wirksamkeit von Midazolam
fuhrte; zudem lag hier kein positiver Kombinationseffekt von Adenosin und
Midazolam vor (vgl. Abb. 19). Langanhaltend erhéhte Adenosin-Konzentrationen
bei pathophysiologischen Verdnderungen kénnten daher klinisch mit einem
gesteigerten Midazolam-Bedarf einhergehen.

Zusammengefasst zeigen die vorliegende Arbeit und die recherchierte Literatur,
dass pathophysiologische Zustande zu einer veranderten Sensitivitdt gegentber
Anasthetika fihren kénnen. Bei Inflammation Uberwiegt dabei scheinbar der
Effekt von IL-1B, der zu einer gesteigerten Sensitivitat des ZNS gegenlber
Anasthetika fuhrt (8) (80) (81) (82) (83) . Bei anderen pathophysiologischen
Vorgangen wie z.B. Hypoxie, Hypoglykédmie oder Anfallsleiden kdnnte hingegen
die erh6hte Adenosin-Konzentration (26) in einer geringeren Wirksamkeit von
Andasthetika resultieren. Die Betrachtung von nur zwei Substanzen (Adenosin

und IL-1B), die offenbar gegensatzliche Effekte auf die Wirksamkeit von
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Anasthetika besitzen, macht deutlich, dass im klinischen Alltag nur schwer
abzuschatzen ist, ob beim individuellen Patienten ein verdnderter Bedarf an
Anasthetika besteht. Umso wichtiger ist hingegen die Kenntnis dariiber, dass die
Wirksamkeit von Anasthetika in pathophysiologischen Situationen veréndert sein
kann, was in einer umsichtigen Applikation von Andasthetika resultieren sollte.
Weitere Kklinische Studien hinsichtlich ver&nderter Anasthetika-Wirksamkeit bei
bestimmten Krankheitsbildern scheinen daher sinnvoll. Zudem sollten geeignete
Monitoring-Verfahren eingesetzt werden, um die Narkosetiefe bei Patienten
abzuschatzen. Dadurch kdnnte bei veranderter Sensitivitdt des ZNS gegenuber
Anasthetika deren Dosierung angepasst werden, um eine optimale Narkosetiefe

zu gewabhrleisten.
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5 Zusammenfassung

Das Benzodiazepin Midazolam ist ein wichtiges Medikament in der klinischen
Praxis. Es wird unter anderem zu Sedierung, Narkoseinduktion oder Anxiolyse
verwendet. Experimentell ist Midazolam im Tierversuch und in klinischen Studien
gut untersucht. Zudem besteht eine langjahrige klinische Erfahrung mit
Midazolam und Benzodiazepinen im Allgemeinen. Allerdings ist weniger dartber
bekannt, wie besondere klinische Situationen die Wirksamkeit von Midazolam
beeinflussen. Inflammation und insbesondere Sepsis als systemische
Maximalvariante stellen auch heutzutage kritische Situationen, mit immer noch
hoher Mortalitat, dar. In der Literatur sind Beschreibungen vorhanden, dass
Inflammation die Sensitivitat des ZNS gegentber Anasthetika modulieren kann.
Dieser Aspekt ist wichtig, da eine veranderte Sensitivitdt gegeniiber Anéasthetika
in einer veranderten Narkosetiefe (die das Outcome von Patienten beeinflusst)
resultieren kann. Bei Inflammation kommt es unter anderem zu erhghten
Konzentrationen von Adenosin und IL-1B im ZNS. Daher wurden Hirnschnitte mit
dem Zytokin Interleukin-18 und Adenosin behandelt, um experimentell einen
Aspekt von Inflammation nachzubilden, und deren Einfluss auf die Wirkung von
Midazolam untersucht. Charakteristischerweise fuihrte Midazolam zu einer
Verringerung der neuronalen Aktivitat im Mauskortex, was sich an einer
Absenkung der mittleren Feuerraten und verminderter LFP-Steilheit zeigte. Bei
Kombinations-Experimenten verminderte die langanhaltende Anwesenheit von
Adenosin die Wirksamkeit von Midazolam. Dieser Befund ist interessant, da viele
Studien zeigen, dass Adenosin hauptsachlich die Ausschittung von
exzitatorischen Transmittern verringert und zu Hyperpolarisation von
Nervenzellen fihrt. Midazolam seinerseits besitzt ebenfalls inhibitorische
Eigenschaften, da die Affinitat von GABAa-Rezeptoren gegeniber endogenem
GABA gesteigert wird. Da Adenosin den Midazolam-Effekt abschwachte, wurde
spekuliert, dass langanhaltende erhohte Anwesenheit von Adenosin das
GABAerge System veranderte. Andere Studien unterstitzen diese Hypothese,

indem sie zeigten, dass Adenosin nicht nur die Ausschiittung von exzitatorischen
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Transmittern, sondern auch von GABA vermindern kann. Zudem wurde
beschrieben, dass Adenosin die Ausstattung mit GABAa-Rezeptoren verringerte.
Diese Veranderungen des GABAergen Systems durch Adenosin koénnten die
beobachtete = Abschwachung des Midazolam-Effekts erklaren. Diese
Beobachtungen erlauben die Annahme, dass Patienten mit erh6hten Adenosin-
Konzentrationen im ZNS zum Teil einen erhéhten Midazolam-Bedarf aufweisen.
Interleukin-1B fuhrte in der verwendeten Konzentration zu keinen deutlichen
Veréanderungen der neuronalen Aktivitat. Es zeigte sich zwar ein Trend, der eine
erhohte Sensitivitat der untersuchten Neuronen gegeniber Midazolam bei
Vorbehandlung mit IL-18 nahelegt. Dieser muss jedoch in weiteren

Untersuchungen bestétigt oder widerlegt werden.
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8 Anhang

8.1 Mediane Abb. 13

Experimentserie: | I Midazolam 1] Adenosin + | IVIL-1B +
Midazolam Midazolam
Stim.S1-Rec.S1 | 0.613 0.561 0.672
Stim.S1-Rec.S2 | 0.604 0.611 0.746
Stim.S2-Rec.S1 | 0.646 0.780 0.711
Stim.S2-Rec.2 0.681 0.633 0.644
8.2 Mediane Abb. 14
Experimentserie: | 1| Midazolam 1] Adenosin + | IVIL-1B +
Midazolam Midazolam
Stim.S1-Rec.S1 | 0.593 0.715 0.641
Stim.S1-Rec.S2 | 0.606 0.774 0.595
Stim.S2-Rec.S1 | 0.585 0.911 0.555
Stim.S2-Rec.2 0.671 0.750 0.648

8.3 ANOVA Tabelle Abb. 15A (Omnibus Testung n? p)

Experimentserie SS dF MS E p
I/SHAM
Drogenbedingung 54.8806 2 27.4403 0.3171 0.7309
Ableitort 2.2564e+04 3 7.5213e+03 | 12.6144 5.1393e-06
Interaktion 438.2770 6 73.0462 2.4459 0.0315
Drogenbedinung*
Ableitort

n’p Unteres Oberes Kl | Verwendete Experimente

Kin’p | nZp

Drogenbedingung 0.0221 0.0036 0.2571 15von 18
Ableitort 0.4740 0.3826 0.6324 *dF= Freiheitsgrade
Interaktion 0.1487 0.1143 0.3954 KI = Konfidenzintervall
Drogenbedinung* SS= Quadratsumme
Ableitort MS= mittlere Quadrats.
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Experimentserie SS dF MS E p
[I/Midazolam
Drogenbedingung 1.7491e+04 2 8.7455e+03 | 69.5686 4.2921e-13
Ableitort 3.2862e+04 3 1.0954e+04 | 13.2147 1.3877e-06
Interaktion 1.5724e+03 6 262.0750 3.7694 0.0019
Drogenbedinung*
Ableitort

n’p Unteres | Oberes Kl | Verwendete Experimente

Kin’p | np

Drogenbedingung 0.7944 0.7153 0.8794 19 von 22
Ableitort 0.4233 0.3343 0.5895 *dF= Freiheitsgrade
Interaktion 0.1731 0.1330 0.3651 KI = Konfidenzintervall
Drogenbedinung* SS= Quadratsumme
Ableitort MS= mittlere Quadrats.
Experimentserie SS dF MS E p
llI/Ado+Mld
Drogenbedingung 3.4993e+03 2 1.7497e+03 | 13.7715 1.0387e-04
Ableitort 1.1239e+04 3 3.7462e+03 | 10.1932 5.3236e-05
Interaktion 804.6682 6 134.1114 2.9033 0.0136
Drogenbedinung*
Ableitort

n’p Unteres Oberes Kl | Verwendete Experimente

Kin’p | np

Drogenbedingung 0.5344 0.3481 0.7428 13 von 15
Ableitort 0.4593 0.3378 0.6959 *dF= Freiheitsgrade
Interaktion 0.1948 0.1230 0.4426 KI = Konfidenzintervall

Drogenbedinung*
Ableitort

SS= Quadratsumme
MS= mittlere Quadrats.
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Experimentserie SS dF MS E p
IV/IL+MId
Drogenbedingung 1.5623e+04 2 7.8115e+03 | 171.8113 3.7415e-14
Ableitort 2.2987e+04 3 7.6622e+03 | 7.1000 8.2614e-04
Interaktion 1.0404e+03 6 173.4002 2.5572 0.0275
Drogenbedinung*
Ableitort

n’p Unteres | Oberes Kl | Verwendete Experimente

Kin’p | np

Drogenbedingung 0.9398 0.9245 0.9647 12 von 13
Ableitort 0.3923 0.2939 0.6507 *dF= Freiheitsgrade
Interaktion 0.1886 0.0809 0.4615 KI = Konfidenzintervall

Drogenbedinung*
Ableitort

8.4 gy Kontrast Drogenbedingung 1 vs 2 Abb. 15B

SS= Quadratsumme
MS= mittlere Quadrats.

Experimentserie du Unteres | Oberes Kl | Verwendete Experimente
Kl gy Qu

| SHAM -0.0060 -0.1606 | 0.1518 15 von 18

Il Midazolam 0.0288 -0.1227 0.1767 19 von 22

Il Ado+Mid 0.5039 0.2706 0.8341 13 von 15

IV IL+Mid -0.1001 -0.2258 | 0.0048 12 von 13

8.5 gy Kontrast Drogenbedingung 1 vs 3 Abb. 15C

Experimentserie du Unteres | Oberes Kl | Verwendete Experimente
Kl gy Qu

| SHAM -0.0475 -0.2103 | 0.0889 15 von 18

Il Midazolam 0.8342 0.6982 1.0923 19 von 22

Il Ado+Mid 0.7710 0.5472 1.0985 13 von 15

IV IL+Mid 1.0672 0.9573 1.4197 12 von 13
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8.6 gy Kontrast Drogenbedingung 2 vs 3 — mittlere Feuerrate Abb. 16A

Experimentserie du Unteres Oberes Kl | Verwendete Experimente
Kl gy Qu

| SHAM -0.0535 -0.1805 0.0675 15von 18

Il Midazolam 0.8055 0.6507 1.0799 19 von 22

Il Ado+Mid 0.2671 0.0827 0.4710 13 von 15

IV IL+Mid 1.1673 1.0623 1.5482 12 von 13

8.7 gy Kontrast Drogenbedingung 2 vs 3 — LFP-Steilheit Abb. 16B

Experimentserie Qu Unteres Oberes Kl | Verwendete Experimente
Kl gy Qu

| SHAM -0.1073 -0.2422 -0.0335 14 von 18

Il Midazolam 0.2547 0.1594 0.3734 18 von 22

Il Ado+Mid 0.0256 -0.0800 0.1095 13 von 15

IV IL+Mid 0.2794 0.2073 0.4387 11 von 13

8.8 Midazolam fuhrt an proximalen Messelektroden zu einer starkeren

Abnahme der mittleren Feuerrate - Abb. 17

proximale du Unteres Kl gy Oberes Kl gy Verwendete
Ableitungen Experimente
| SHAM -0.0599 -0.1886 0.0493 17 von 18
Il Midazolam 0.9482 0.7663 1.2912 20 von 22
Il Ado + Mid 0.4047 0.2275 0.6117 13 von 15
IV IL + Mid 1.6253 1.4196 2.2386 12 von 13
distale du Unteres Kl gy Oberes Kl gy Verwendete
Ableitungen Experimente
| SHAM -0.0635 -0.2712 0.1098 15 von 18
Il Midazolam 0.6104 0.4581 0.8654 20 von 22
Il Ado + Mid 0.0856 -0.2091 0.3590 13 von 15
IV IL + Mid 0.8695 0.7596 1.1711 13 von 13
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8.9. Kontrast Drogenbedingung 1 vs 2. Aufteilung in proximale und distale

Signale (Berechnung analog zu Abb. 17)

Kontrast

Drogenbedingung 1 vs 2

1
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o X
NG (&} X
AN O
SR NN
N N A A
proximale du Unteres Kl gy Oberes Kl gy Verwendete
Ableitungen Experimente
| SHAM 0.1010 0.0062 0.2279 17 von 18
Il Midazolam 0.0819 -0.0848 0.2787 20 von 22
Il Ado + Mid 0.5788 0.2794 0.9905 13 von 15
IV IL + Mid -0.0144 -0.1385 0.0907 12 von 13
distale du Unteres Kl gy Oberes Kl gy Verwendete
Ableitungen Experimente
| SHAM -0.0947 -0.2849 0.0714 15von 18
Il Midazolam -0.0410 -0.1892 0.1325 20 von 22
Il Ado + Mid 0.4158 0.1461 0.7148 13 von 15
IV IL + Mid -0.1509 -0.3105 0.0015 13von 13
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8.10 pharmakologische Interaktion; Begriffsdefinition

mdgliche Interaktion der

Substanzen Aund B Responsive additivity
A E + E Eges> E, + E supra-additiver Effekt
B E..= Ei * E additiver Effekt
15 t Eges< E, + E infra-additiver Effekt
é ] E, Eges> E, und Eges> E; positiver-
L Eges< E, und Efes < E; negativer Kombinations-
effekt
0.5
Highest single agent
0
A B A+B

In der vorliegenden Arbeit wurden vornehmlich Begriffe des ,highest single
agent“-Ansatzes (HSA) zur Beschreibung von pharmakologischen Interaktionen
verwendet. Hierbei wird untersucht, ob der Gesamteffekt (Eces) bei Kombination
von 2 Substanzen grofRer ist, als der starkste Einzeleffekt (im Beispiel (Ea)). Ist
dies der Fall, spricht man von einem positiven Kombinationseffekt (136)
(entspricht dem Terminus ,kooperativer synergistischer Effekt (137). Der Ansatz
der ,Responsive/Effect additivity“ ist ebenfalls zur Beschreibung von
pharmakologischer Interaktion gebrduchlich und wurde daher zur Ubersicht
abgebildet; dieser Ansatz wird jedoch zunehmend kritisch betrachtet (138). Fur
weitere Informationen siehe (136) (137) (138) (139) (140) (141). Abbildung
erstellt in Anlehnung an (136).
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