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Was ich euch gerne uiber Kakao erzahlen will, in
weniger als 2 Minuten
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Unter evolutiondarem Druck (e.g. Pathogene, Herbivore) gelang es
einigen Mitgliedern der Rubiacee, Theacee and Sterculiacee
Familien Alkylxanthines zu synthethisieren und anzureichern
(vermutlich mit allelopathischer oder autotoxischer Funktion)

Ashihara, H., et al. (2011). "Distribution, biosynthesis and catabolism of methylxanthines in plants." Handb Exp
MEDICAL UNIVERSITY Pharmacol(200): 11-31.
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Dank der kuriosen Anziehung, welche psychoaktive Substanzen auf den
Menschen auszuliben scheinen, wurden zunachst die Volker Std- und
Mittelamerikas, sowie Afrikas und Asiens auf den erregenden Effekt dieser
Pflanzen aufmerksam.

FIG. 3. Columbus and Montezuma

Etwas unfreiwillig teilten sie dieses Wissen
mit den Spaniern, Briten, Portugiesen und
Niederlandern.

Vor allem die Schweizer befassten sich
dann intensiv mit der Veredelung und dem
FIG. 4. (a) Conching machine (b) Rudolph Lindt Vertrie b d ieser Zutat

OF VIENNA Patho! IIR): 111-121.
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Potential hazards of methylxanthine containing
products

« Consumption of the equivalent of < 400mg of caffeine per day
probably harmless or even protective.

« Certain subgroups at risk: children, the elderly, pregnant women,

patients with preexisting heart conditions and gertain neurological
and neuropsychiatric disorders, such d sleep
disturbances.

 New onset seizures after methylxanthine consumption, in patients
without diagnosed epilepsy (lyadurai and Chung 2007)

* Increases in epileptiform discharges in diagnosed epilepsy patients
(Mackow, Krishnan et al. 2016)

« Decrease of the efficacy of antiepileptic drugs (Chroscinska-
Krawczyk, Jargiello-Baszak et al. 2011)
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On the Pharmacodynamics of

Methylxanthines

. ", —->Methylxanthines bind to adensosine
- I receptors with micromolar affinity, and
3\Nin“> N | ”\> antagonize physiological adenosine
O)\N / K N binding
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2>10-60x higher dose necessary to
inhibit Phosphodiesterase

Caffeine Adenosine

—->Up to 250x higher dose necessary to
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: - . >Direct inhibition of GABA, receptors
a.) Theobromine b.) Caffeine c.) Theophylline Uﬂ'lkEly In dIEtary doses
Kurzgesagt: - Inhaltstoffe im Kakao wirken antagonistisch am inhibitorisch
wichtigen Adenosinsystem

Boison, D. (2011). "Methylxanthines, seizures, and excitotoxicity." Handb Exp
@ MEDICAL UNIVERSITY Pharmacol(200): 251-266.
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- Synapsin I/Il double knockout mice exhibit an epileptogenic phenotype (Etholm and Heggelund 2009),
- SYN 1 loss of function mutations in humans have been associated with epilepsy (Fassio, Patry et al. 2011).
- A2A-receptor impairment leads to alterations in the function of synaptic proteins (Moscoso-Castro, Lopez-

Cano et al. 2017)

MEDICAL UNIVERSITY ): 349-358.
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Objectives of the thesis proposed

« Elucidate the influence of the sustained intake of cocoa on
epileptiform-activity in the hippocampus, as measured by the
examination of its electrophysiological correlates and associated
altered protein expression.

« Why cocoa and not just theobromine?

« When was the last time you had a nice bar of theobromine, when
was the last time you ate chocolate ?

- Ecological validity + General lack of cocoa animal models in epilepsy
research

Note that cocoa contains around 380 known chemicals, at least 10 of
them are psychoactive.

MEDICAL UNIVERSITY
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Open questions adressed — General study design

« Does the continuous intake of cocoa-
Control = Regular food

based dark chocolate elicit heightened Teabingnt « CocoishiflchedToaa
neuronal excitability in the »
hippocampus of C57BL/6 wild type mice Food | k12
(6 controls vs. 8 cocoa treated)? intake | Q15
=21
-> Electrophysiological approach
Western blotting | | Electrophysiological studies

« Does the continuous intake of cocoa-
based dark chocolate coincide with
altered expression of vesicular (notably
Synapsin) and transmembrane protein
expression (notably GABA-A receptors
and adenosine receptors)?

T
Input/Output Reg. aCSF
I
Baseline Reg. aCSF

|
Baseline No Mg®*
|
Input/Output No Mg**

-> Western Blots
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Praparation der HC-Hirnschnitte

Olfactory bulb

Cerebral longitudinal fissure

Cerebral cortex

Caudal colliculus

Vermis
Flocculus
Paraflocculus

Medulla oblongata

(@) Lage des murinen Gehirns
(b) Hirnentnahme
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(d)

(d) Praparation des Hippocampus
(e) Anfertigung der Schnitte
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Abbreviations

CA 1-4: Cornu Ammonis areas 1 —4
CA 1 pyramidal cells depicted in purple
CA 3 pyramidal cells depicted in red
DG (A): Dentate gyrus (Apex)

™ DG (H): Dentate gyrus (Hilus)
% \.1__\ DG (IB): Dentate gyrus (Inner Blade)
Mol a i DG (OB): Dentate gyrus (Outer Blade)

DG granual cells depicted in orange

EC: Entorhinal cortex

o T ———— it e N DG (H)MJ ’ﬁ LPP: Lateral perforant pathway (light green)

\ DG (OB) MW”MT)G ( A) L MPP: Medial perforant pathway (dark green)

SC: Schaffer collateral (red)
TA: Temporoammonic pathway (yellow)

Stim: Stimulating electrode
S Rec: Recording electrode

fEPSP-Aufnahmen im
,Trisynaptic pathway!”
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Rational der Erfassung
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Abbreviations
EPSP: Excitatory Postsynaptic Potential
100 um fEPSP: Field Excitatory Postsynaptic Potential

Ieese: Current during EPSP

Rm: Membrane Resistance

Ra: Cytoplasmatic Resistance

Re: Resistance of the extracellular space

PSV: Presynaptic volley

PS: Population spike




Ergebnisse - Elektrophysiologie
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Ergebnisse — Western Blots
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Ergebnisse — Western Blots
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Conclusio

* In den elektrophysiologischen Experimenten zeigte sich eine erhéhte
neuronale Erregbarkeit in den Hirnschnitten jener Versuchstiere, welche mit
kakaohaltiger Nahrung geflittert wurden

« Dieser konnten die beobachteten Verdanderungen in der Expression der
GABAA al Rezeptoruntereinheit und der Synapsine | and Il zu Grunde
liegen.

« Jene Proteine tragen wesentlich zur Erregbarkeitshomeostase und
Neurogenese bei.

« Diese Beobachtungen konnten dem Einfluss der Methylxanthine auf die
Epilepto- und Ictogenese zu Grunde liegen.

« Aufgrund der entscheidenen Rolle des GABA-A Rezeptors und der Synapsine |
und Il in der Neurogenese und der stark eingeschrankten Elimination der
Methylxanthine in Schwangeren, Feten und Neugeborenen werden weitere
Studien zum Einfluss methylxanthine haltiger SpeiRen und Getranke auf
das sich entwicklende Nervensystem vorgeschlagen.

MEDICAL UNIVERSITY
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Sophisticated Neuroscience — Optogenetics am Beispiel der Arbeit:

Rescuing cocaine-induced prefrontal
cortex hypoactivity prevents compulsive
cocaine seeking.

Chen et al. (2013)

MEDICAL UNIVERSITY
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Die grundlegende Motivation hinter der
Entwicklung der Methode

“By driving the activity of a specific set of neurons, it would
be possible to determine what behaviors, neural
computations, or pathologies those neurons were able to
cause. And by silencing the activity of a specific set of
neurons, it would be possible to determine what brain
functions, or pathologies, those neurons were necessary
for.

N

Edward S. Boyden (einer der Vater der ,optogenetics” Methode)

@ MEDICAL UNIVERSITY Boyden ES. A history of optogenetics: the development of tools for controlling brain circuits with light. F1000 Biol Rep.

OF VIENNA 2011;3:11.
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Konventionelle Methoden zur
Stimulation erregbarer Zellen

A,B. Extrazellularer kapazitiver Strom (A) bzw. rasch wechselnde
magnetische Felder (dB/dt) (B) induzieren eine Depolarisation der Membran
-> Offnung nativer Natriumkanale -> Aktionspotential der Zelle.

- UNSELEKTTIV iiber eine bestimmte morphologisch begrenzte Region!

MEDICAL UNIVERSITY
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C  Optogenetic Der entscheidene Unterschied

Zelltyp-spezifische Stimulation/Inhibition
einer Neuronensubpopulation.

Nur jene Zellen welche einen lichtsensitiven
exzitatorischen Kationenkanal (z.B. ChR2 =

channelrhodopsin 2) tragen werden durch
blaues Licht erregt.

Auch eine gezielte Inhibition ist maglich.

MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA o




Wie bekommt man diesen ,,Schaltknopf® in die
gewlnschten Zellen und kann diese dann
beeinflussen ? Chen et al. (2013) - Methods

Stark vereinfacht:

Promotor: Bestimmt
welche Zellpopulation
selektiv erregbar
gemacht wird. Hier:
Camk2a -> fir
glutamaterge
Projektionsneurone

Opsin:

ChR2 -> ,0n" Schalter
eYFP: oder “
grin fluoreszierende eNpHR3.0 > ,Off
Protein. Schalter

Ermoglicht den Nachweis
der Expression des Opsins

MEDICAL UNIVERSITY
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\ & 4

Das Plasmid wird mittels Adeno-assoziierter
Viren (AAV) (hier 10 el2 infektioser Einheiten
pro ml) in die gewlinschte Region (hier PFC)
mittels Injektion eingebracht, in der selben
Prozedur werden auch die Elektroden
installiert.

https://www.youtube.com/watch?v=UBPtYolSgg4

+ 2.7 mm

+3.0mm

+3.2mm

+ 3.7 mm

+4.2mm

OF VIENNA hypoactivity prevents compulsive cocaine seeking. Nature. 2013;496(7445):359-62. Supplementary information

@ MEDICAL UNIVERSITY Chen BT, Yau HJ, Hatch C, Kusumoto-Yoshida I, Cho SL, Hopf FW, et al. Rescuing cocaine-induced prefrontal cortex


https://www.youtube.com/watch?v=UBPtYoISgq4

b a.) ChR2-eYFP in griin

b.) Sample trace (top) and average

UL N data (bottom) of action potentials in
"""""""" _,5 - deep-layer pyramidal neurons in the
_ : PL evoked by a 5-ms light pulse
§100-H—G-.._ | y 5 g p

Stim frequency (Hz)

c.) in vivo optrode recording setup:

Illustriert dass nur ab der
gewiinschten Tiefe von unter 3000
um eine Erregbarkeit mittel 473nm
Licht induziert wurde.

MEDICAL UNIVERSITY SUPPLEMENTARY INFORMATIONS |

@ OF VIENNA WWW.NATURE.COM/NATURERESEARCHSupplementary Figure 6




« Den Ratten wurde auch ein ,ZVK" zur Applikation des Kokains gelegt.

« Nach Abschluss aller invasiven Eingriffe wurde den Tieren in mehren
Phasen, von insgesamt 6- 8 Wochen eine Kokainabhangigkeit antrainiert.
Die Ratten lernten eine Folge von Hebeln in ihrem Kafig zu bedienen,
welcher eine Kokainkurzinfusion folgte.

« Das Betatigen des ,seek” Hebels, nach Ablauf eines bestimmten Intervals
(z.B. 5s) schaltet einen ,take” Hebel frei, dessen Betatigung zur Infusion
der Substanz fiihrt.

* |In diesem Fall miisste die Ratte auch nach 5s noch auf den ,seek” Hebel
pressen um den take Hebel freizuschalten.

= 4-5 weeks ={|=2-3 weeks = }=1-2 weeks —|

Seek-take Long-access Seek-take Contingent
task (30 inf) (80 inf) (baseline) foot shocks

AnschlieRend wurden 30% aller
Seek“-Hebelbetatigungen mit einem
elektrischen Schmerzreiz bestraft.
-> Bestrafungsphase

MEDICAL UNIVERSITY
OF VIENNA 25
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14 von 46 Ratten waren ,Schockresistent”, d.h. sie verdienten sich in der
letzten ,Bestrafungsphase” >10 Infusionen, trotz Schmerzreiz
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OF VIENNA o




« Hypothesen:

Chronischer Kokainkonsum fiihrt zu (I) einer prelimbischen (in
Menschen prafrontalen) Unterfunktion, (II) wodurch die
frontale Kontrolle Gber das Suchtverhalten im Verlauf des
Substanzmissbrauchs verloren geht.

b

o

Optogenetics modulated

MEDICAL UNIVERSITY Abb. Aus Ferenczi E, Deisseroth K. llluminating next-generation brain therapies. Nat Neurosci. 2016;19(3):414-6.
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(I) Ex vivo Teil der Studie:
Nachweis der

Unterfunktion
in Neuronen des mPFC

,JL ,"\ \ = E‘ = « B.) Hohere Reizschwellen in

— = _|romv -
B R =" e den Schockresistenten Ratten
2,500 - 200 . “«
Z 2,000- « C.) Geringere ,Input R d.h. es
g 1,500 wird mehr Strom bendtigt fur
@ - L) e
= 1222 eine Veranderung der

Membranspannung

0
Naive Sensitive Resistant Naive Sensitive Resistant

« D.) Nach Kokainabusus

d s g 15, & Naive
by T | = Sensitive konnen die mPFC Neurone
2 10/ 4 Resistant .
N 3 keine hochfrequenten AP
M__‘ . sl Salven mehr aufbauen
Resistant - 'f 0
e, 20mV 0 100 200 300 400 500
500 ms

Input (pA)
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In vivo optogenetics: Beeinflussung der schockresistenten
Mause:

Eine ChR2 Stimulation wahrend der letzten Kokain Baseline
Trainingseinheit

Eine weiter ChR2 stimulation 24h nach der letzten
Bestrafungseinheit (shock session). Diese Einheit war im Ablauf
ident zu den anderen Bestrafungseinheiten.

Einziger Unterschied: 1Hz, 10ms Lichtpuls im mPFC mit 473nm
Licht, appliziert in dem Moment in dem der ,seek” Hebel umgelegt
wird, fiir die Dauer des ,seek links".

MEDICAL UNIVERSITY
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(II) In vivo optogenetic mPFC stimulation
surpresses cocain seeking behaviour in
compulsive rats

A Cocaine self-administration
I /L Seek-take
! s/ (baseline) Shock
Seek-take (2 months) ‘.
ChR2 ChR2

B I Bascline I ChR2 control control  after shock

b c d e
€ 40; @ 4001 T 15, @ 400- % 400
= e — [77]
3 30- 8 300 5 $ 300+ $ 300
S @ o =8 =
S 20 2 2001 g 5 200 'é 200 |
o o) 5 > o)
= 104 S 100 : ~ 100 a 100

) (@] Q |
g a1 g 2
o 0 - 0 < o 0 =
C BN Shock [ ChR2 after shock
a d E
40, B 400- 15 @ 400 < 400,
= 3 : :
@ 301 - 3 300 ; © 300+ < 3001
3 204 | < 200+ & 200- @ 2001

= =
o &) 5 Q@ o
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Gegenprobe: (II) In vivo optogenetic mPFC
inhibition induces cocain seeking

A Cocaine self-administration

[ / /L Seek-take Shock

! ’ (baseline) oc A

Seek-take (2 months) L L
Halo Halo

B B Bascline [ Halo control control  after shock
a b c d =
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3 3 £ 2 S
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In conclusio

* Ex vivo Studien: Chronischer Kokainabusus fuhrt zur Hypofunktion glutamaterger

Neuronen des mPFC

* In vivo Optogenetics: Erst nach dem das Kokain-Suchverhalten operant mit
einem Schmerzreiz gepaart wurde, zeigte die in vivo Stimulation/Inhibition des
mPFC einen Effekt.

— Beleg fiir eine bisher postulierte mutmaRliche Rolle des mPFC:

Kontrolle eines striatal/limbisch erhaltenen Verhaltens (z.B. Kokainsuchverhalten,
physiologisch: u.a. Reproduktion/Kalorienaufnahme) im Angesicht einer neuen
Herausforderung des Organismus (z.B. einer Aversion) und in Folge eine Adaptation

des Verhaltens.

MEDICAL UNIVERSITY
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Translation in die Klinik

e Terraneo etal. (2015):

> Pilotstudie:
\V # —= Glutamatergic projections - 32 schwerst kokainabhangige
A — [Dopaminergic projections . .. .
.- ' Patienten, randomisiert zu einer
Optogenetics modulated TMS modulated o Standardbehandlungsgruppe und

einer rTMS-Gruppe, zunachst 5 Tage
stationar, dann wochentlich
ambulant fur 3 Wochen behandelt:

69% der rTMS-Gruppe nach 1 Monat
noch clean (laborchemisch
abgesichert)

*\& | \W 19% in der Standard-Kontrollgruppe
— = CAVE: Kurze Dauer, Kein TMS-
Placebo-Arm, etc...

Aber groRer angelegte klinische
Studien laufend.

MEDICAL UNIVERSITY

@ OF VIENNA Terraneo A, et al. Eur Neuropsychopharmacol. 2015 Nov 20; doi: 10.1016/j.euroneuro.2015.11.011. published online.




Ausblick: ,,Beyond the brain®

“Neoortical neuronal activity has recently been found to promote the
growth of malignant gliomas in a circuit-specific manner through
activity-regulated secretion of specific growth factors (Venkatesh et al,
2015). And beyond the central nervous system, peripheral nerve circuit
activity has been shown to contribute to the progression of prostate
(Magnon et al, 2013), gastric (Zhao et al, 2014), pancreatic (Stopcyzynski et
al, 2014) and skin (Peterson et al, 2015) cancers.”

aus: Rajasethupathy P, Ferenczi E, Deisseroth K. Targeting Neural Circuits.
Cell. 2016;165(3):524-34.

@ MEDICAL UNIVERSITY Presentation title / topic OR Presenter's name
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