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1 Einleitung

1.1 Neurosteroide

Der Begriff Neurosteroide wurde durch den Physiologen Baulieu Entienne-Emil
definiert als Steroide, die im Nervensystem synthetisiert werden und autokrin,
parakrin oder intrakrin wirken kénnen (Baulieu 1981, Baulieu, Robel et al. 2001).
Oft wird der Begriff neuroaktive Steroide verwendet, der nach Paul and Purdy
(1992) Steroide beschreibt, die die Erregbarkeit von Neuronen verandern, indem
sie an membrangebundene Rezeptoren binden und die Erregbarkeit hemmen

oder steigern.

Der Ausgangspunkt flr die Bildung von Neurosteroiden ist Cholesterol. Im
Mitochondrium, in der inneren mitochondrialen Membran, wird Cholesterol durch
das Enzym ,,Cytochrom P 450 side chain cleavage® (P 450scc) zu Pregnanolone
umgewandelt (Hall 1985). Allerdings stellt die Aktivitat der P 450scc nicht den
limitierenden Faktor dar, sondern der Transport von Cholesterol zur inneren
mitochondrialen Membran (Simpson and Waterman 1983, Jefcoate 2002). Durch
die hydrophoben Eigenschaften kann Cholesterol mittels Diffusion nur sehr
langsam von der auf3eren mitochondrialen Membran dorthin gelangen. Mit Hilfe
eines Proteinkomplexes, der ,Transduceosom® genannt wird, gelingt dieser
Schritt deutlich schneller (Rone, Fan et al. 2009, Midzak, Rone et al. 2011). Im
Anschluss erfolgt die Umwandlung zu Progesteron durch die 3-B-Hydroxysteroid
Dehydrogenase (3R3-HSD) (The, Lachance et al. 1989, Cherradi, Chambaz et al.
1995). Progesteron wiederum kann durch zwei Isoformen der 5a-Reductase in
5a-Dihydroprogesteron (5a-DHP) reduziert werden. Sowohl Progesteron als
auch 5a-DHP sind Liganden des intrazellularen Progesteron-Rezeptors (PR) und
Regulatoren der Gen-Transkription. 5a-DHP wird durch die Aldo-Keto-Reduktase
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH) - abhangig in
Allopregnanolone  umgewandelt. Dieser Schritt kann durch eine
Nicotinsaureamid-Adenin-Dinucleotid (NAD)- abhangige  Kurzketten-Dehydro-

genase (SDR) wieder ruckgangig gemacht werden. Das hat zur Folge, dass
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Allopregnanolone Uber die Umwandlung in 5a-DHP ebenfalls den Progesteron-
Rezeptor aktivieren und die Gen-Transkription beeinflussen kann (Rupprecht,
Reul et al. 1993).

P 450scc

3R-HSD

7 A
° Progesteron H Pregnanolone
PRE | Gene
| PRE [Gene | 50 Reduktase
HsC HsC
HsC HsC
~ 3a-HSD
. HsC HsC
—_
—
¢ 5a-DHP SDR Ho Allopregnanolone

GABAAx-Rezeptor

Abbildung 1 Die Bildung von Neurosteroiden aus Cholesterol. Wahrend die
Umwandlung von Cholesterol zu Pregnanolone im Mitochondrium erfolgt, finden die
nachsten Schritte im Zytosol statt. Sowohl Progesteron als auch 5a-DHP binden an die
intrazelluldaren PR, welche die Gentranskription regulieren oder mit Kinasen interagieren.
Allopregnanolone wirkt nur am GABAa-Rezeptor. Durch die Umwandlung in 5a-DHP Uber
die SDR kann Allopregnanolone uber den PR die Gentranskription aktivieren.

Bereits im Jahr 1941 konnte Selye zeigen, dass Progesteronmetaboliten, wie
Allopregnanolone, in Ratten Sedation und Anasthesie bewirken kdnnen (Selye
1941). Die Erkenntnis, dass Neurosteroide die Erregbarkeit von Neuronen im
Gehirn beeinflussen, fuhrte zur Entwicklung von synthetischen steroidalen
Anasthetika (Gyermek and Soyka 1975). Unter dem Handelsnamen Althesin war

vorubergehend ein Anasthetikum im klinischen Gebrauch, das aus Alphaxolone,
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einem synthetischen Derivat des Progesteronmetaboliten Allopregnanolone,
dessen Acetoxy-Ester und dem Losungsmittel Cremopher bestand (Child, Currie
etal. 1971). Wegen unerwlnschter Nebenwirkungen, vor allem anaphylaktischen
Reaktionen, wahrscheinlich durch das Losungsmittel verursacht, wurde Althesin

bald wieder vom Markt genommen (Clarke, Dundee et al. 1973).

Der genaue Wirkmechanismus der Neurosteroide blieb unbekannt, bis Harrison
and Simmonds (1984) zeigten, dass Alphaxolone die Transmission von
y- Aminobuttersdure (GABA) erhohte. Da die zentral sedierenden Effekte schon
nach kurzer Zeit eintraten, konnte ein genomischer Wirkungsort ausgeschlossen
werden (McEwen, Coirini et al. 1990). Schon bald wurde klar, dass bestimmte
Steroide, wie der Progesteronmetabolit Allopregnanolone, als potente
stereoselektive positive allosterische Modulatoren des y-Aminobuttersaure-
Rezeptors Typ A (GABAx—Rezeptor) fungieren (Belelli and Lambert 2005).

1.1.1 Das Neurosteroid Allopregnanolone

Zunachst wurde angenommen, dass Allopregnanolone, wie Progesteron, nur
peripher im Ovar, Hoden und Nebenniere produziert wird und die Blut-Hirn-
Schranke Uberqueren muss (Ficher and Steinberger 1971). Erst einige Jahre
spater wurden im zentralen Nervensystem (ZNS) sowohl in Neuronen als auch
in Gliazellen spezifische Enzyme identifiziert, die fur die Synthese von
Neurosteroiden verantwortlich sind, die entweder de novo oder ausgehend von

Progesteronmetaboliten gebildet werden (Pelletier 2010).
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HSC O
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HO

Abbildung 2 Das Neurosteroid Allopregnanolone.

Bei Stress, Schwangerschaft und in der neuronalen Entwicklung werden im
peripheren Blut erhéhte Werte von Neurosteroiden gemessen (Purdy, Morrow et
al. 1991, Lambert, Belelli et al. 1995). Neben der schnell eintretenden sedativen
und betaubenden Wirkung scheint Allopregnanolone auch eine antikonvulsive,
antidepressive und anxiolytische Wirkung zu haben (Purdy, Morrow et al. 1991).
Anormale Werte von Neurosteroiden werden mit Depression, postpartum
Depression, pramenstrueller Spannung, Panikattacken, Schizophrenie und
Epilepsie in Verbindung gebracht (Purdy, Morrow et al. 1991, Marx, Trost et al.
2006). Allopregnanolone scheint eine positive Wirkung auf die Behandlung bei
traumatischen Gehirnverletzungen zu haben (Djebaili, Hoffman et al. 2004).
AuRerdem hat es eine protektive Wirkung bei Rlckenmarksverletzungen
(Labombarda, Ghoumari et al. 2013), Gehirnischamien (Sayeed, Guo et al. 2006)
und neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer (Wang, Singh et
al. 2010), Morbus Parkinson (Adeosun, Hou et al. 2012), Multipler Sklerose
(Noorbakhsh, Baker et al. 2014) und peripherer diabetischer Neuropathie (Afrazi,
Esmaeili-Mahani et al. 2014).
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1.1.2 Allopregnanolone als positiv allosterischer Modulator des
GABAA-Rezeptors

Der GABAA-Rezeptor ist der wichtigste inhibitorische Rezeptor im ZNS, der durch
seinen naturlichen Liganden GABA aktiviert wird (Olsen and Sieghart 2008). Der
Liganden-gesteuerte lonenkanal setzt sich aus funf Proteinuntereinheiten
zusammen, wie in Abbildung (Abb.) 3 dargestellt. Diese bilden eine zentrale
Kanalpore. Die beiden hydrophilen extrazellular gelegenen Enden jeder
Untereinheit bestehen je aus einem langen N- Terminus und einem kurzen
C- Terminus. Dazwischen liegen vier Transmembrandomanen in Form von
a- Helices mit einer relativ langen intrazellularen Schleife zwischen der dritten
und vierten Transmembrandomane. Diese lange Schleife beeinflusst die
lonenleitfahigkeit (Peters, Hales et al. 2005) und ist Ort fur Protein-Interaktionen
und fur post-translationale Modifikationen der Rezeptoraktivitat (Jacob, Moss et
al. 2008). Die zweite Transmembrandomane jeder Untereinheit bildet den

lonenkanal (Sine and Engel 2006).

A

extrazellular

intrazellular

Abbildung 3 Zusammensetzung eines GABAa-Rezeptors. (A) zeigt die Zusammen-
setzung des GABAa-Rezeptors aus finf Proteinuntereinheiten, (B) stellt die
Zusammensetzung dieser Untereinheiten aus vier Transmembrandoméanen (TM) dar.



Einleitung

Da GABAa-Rezeptoren in verschiedenen Subtypen vorkommen, unterscheiden
sich die funf Proteinuntereinheiten in ihrer Zusammensetzung. Wie Simon,
Wakimoto et al. (2004) zeigten, existieren 19 unterschiedliche Gene fur die
GABAAa-Rezeptor-Subtypen: a1-6, 1-3,y1-3, 0, ¢, 6, m, p1—3. Damit
gibt es eine Vielzahl an verschiedenen Kombinationen von GABAa-Rezeptor-
Untereinheiten, welche unterschiedliche pharmakologische und physiologische
Eigenschaften vermitteln, wie von Pirker, Schwarzer et al. (2000) beschrieben.
Zudem bestimmt die Zusammensetzung der Untereinheiten deren Verteilung auf
der Zelloberflache sowie deren dynamische Regulation (Michels and Moss 2007,
Jacob, Moss et al. 2008). Im Gehirn bestehen die meisten GABAA-Rezeptoren
aus zwei a- und zwei (- Untereinheiten sowie einer y- Untereinheit (Simon,
Wakimoto et al. 2004). Die am haufigsten verbreiteten Zusammensetzungen der
Subtypen sind die a4 B2 y2- Isoform (ca. 60 %), die a2 B3 y2- (ca. 15-20 %) und die
a3 Bx Y- Isoform (ca. 10-15 %) (Mohler, Fritschy et al. 2004). Die y- Untereinheit
kann durch die 8- oder ¢- Untereinheit ersetzt werden (Olsen and Sieghart 2008).
Wahrend GABAa-Rezeptoren, bestehend aus einer ai-, az-, as- Untereinheit,
einer Variante der B-Untereinheit und der y2- Untereinheit vor allem
postsynaptisch lokalisiert sind, kommen in extrasynaptischen GABAx-
Rezeptoren oft die 8- Untereinheit zusammen mit einer as- oder as- Untereinheit

vor (Fritschy and Panzanelli 2014).

Unterschiedliche Klassen von Substanzen koénnen den GABAa-Rezeptor
aktivieren. Die naturliche Bindungsstelle von GABA liegt zwischen der a- und
B- Untereinheit der extrazellularen Domane des Rezeptors und ist gleichzeitig
Bindungsort von orthosterischen Liganden wie Bicuculline oder Muscimol (Miller
and Smart 2010). Bindet GABA oder ein orthosterischer Agonist, wird der
GABAAa-Rezeptor direkt aktiviert. Anders verhalt es sich mit der Klasse der
allosterischen Liganden, welche die Funktion des GABAAa-Rezeptors indirekt
modulieren, indem sie an ihrer individuellen Bindungsstelle binden, die sich von
der naturlichen unterscheidet (Hosie, Wilkins et al. 2006). Zu dieser Klasse
gehoren neben Neurosteroiden (Belelli and Lambert 2005) auch Barbiturate und

andere intravendse Anasthetika, wie Propofol oder Etomidat (Olsen 2018).
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Neurosteroide ~ GABA

Bezodiazepine

Propofol Ethanol

Neurosteroide

Abbildung 4 Darstellung eines GABAa-Rezeptors mit der Anordnung der einzelnen
Untereinheiten. (A) zeigt den GABAa-Rezeptor mit den Bindungsstellen von GABA und von
ausgewahlten allosterischen Liganden. (B) stellt den Querschnitt durch den Rezeptor mit
den vier Transmembrandomanen (1-4) dar. Die Transmembrandomane 2 bildet die
Kanalpore.

Wie Hosie, Wilkins et al. (2006) zeigten, existieren am GABAa-Rezeptor zwei
Bindungsstellen fur Allopregnanolone, die diesen auf unterschiedliche Weise
modulieren. In niedrigeren nanomolaren Konzentrationen werden GABAerge
Strome potenziert, indem Allopregnanolone an die a- Untereinheit bindet. In
hohen Konzentrationen im submikromolaren bis mikromolaren Bereich bindet
Allopregnanolone zusatzlich zwischen der a- und - Untereinheit, was zu einer
direkten Aktivierung des GABAa-Rezeptors flhrt.

1.1.3 Modulation von synaptischen GABAA-Rezeptoren durch
Allopregnanolone

Wird an einem Nervenende ein Aktionspotential generiert, erfolgt durch den
lokalen Einstrom von Kalziumionen in der Prasynapse die Verschmelzung eines
mit GABA geflllten Vesikels mit der prasynaptischen Membran. Jeder Vesikel
enthalt Tausende von GABA-Molekulen (Mody, De Koninck et al. 1994).
Unmittelbar nach deren Freisetzung erreicht die GABA-Konzentration im

synaptischen Spalt kurzzeitig den millimolaren Bereich. Werden die
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postsynaptischen GABAa-Rezeptoren durch die gleichzeitige Bindung zweier
Agonisten aktiviert, kommt es durch den Einstrom von Anionen zu einer
Hyperpolarisation und damit zur Erzeugung eines inhibitorischen
postsynaptischen Stroms (inhibitory postsynaptic current, IPSC) (Baumann, Baur
et al. 2003). Der erzeugte Strom wird auch ,phasischer Strom“ genannt. Durch
die hohe Konzentration von GABA im Vergleich zu den verfugbaren
postsynaptischen Rezeptoren, werden die lonenkanale fast synchron gedffnet
(Farrant and Nusser 2005). Auf diese Weise kdnnen prasynaptische Signale

schnell und prazise in postsynaptische Signale umgewandelt werden.

Die Effektivitat der durch GABAa-Rezeptoren vermittelten Hemmung des
postsynaptischen Neurons hangt von unterschiedlichen Faktoren ab. Hierzu
zahlen der Zeitverlauf der GABA-Konzentration im synaptischen Spalt, die
Zusammensetzung ebenso wie die Anzahl, Dichte und Lokalisation der GABAa-
Rezeptoren, sowie die GABA-Wiederaufnahmetransporter (Moss and Smart
2001, Jacob, Moss et al. 2008, Luscher, Fuchs et al. 2011).

Um Wirkung von Neurosteroiden auf GABAa-Rezeptoren zu erforschen, wird
haufig die Whole-cell Voltage-clamp-Technik angewendet, wie in 2.4
beschrieben. Im Gegensatz zu Benzodiazepinen, welche die Haufigkeit der
Kanal6ffnung steigern, oder Barbituraten, welche die Dauer der
Chloridkanal6ffnung verlangern, erhdhen Neurosteroide durch Bindung an den
GABAA-Rezeptor sowohl die Haufigkeit als auch die Dauer der
Chloridkanal6ffnung (Twyman and Macdonald 1992, Hosie, Wilkins et al. 2007,
Hosie, Clarke et al. 2009, Lambert, Cooper et al. 2009, Ramakrishnan and Hess
2010). Abbildung 5 stellt eine GABAerge Synapse mit der Wirkung von GABA auf
synaptische und extrasynaptische GABAa-Rezeptoren, sowie die mdgliche

Modulation der GABAergen Inhibition durch Neurosteroide dar.
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Abbildung 5 Die GABAerge Synapse. Die Abbildung stellt eine GABAerge Synapse sowie
die Modulation der neuronalen Hemmung durch Neurosteroide dar. GABA wird durch Vesikel
freigesetzt und aktiviert postsynaptische GABAa-Rezeptoren. Dies flhrt zur Erzeugung eines
vorlibergehenden hemmenden postsynaptischen Stroms, der sogenannte phasische Strom.
Durch die Bindung von Neurosteroiden am GABAa-Rezeptor kann das Abklingen dieses
Stroms verlangert und die phasische Inhibition verstarkt werden (rote Kurve).
Extrasynaptisch lokalisierte Rezeptoren werden durch niedrige GABA-Spiegel aktiviert und
erzeugen eine tonische Inhibition. Unter Whole-cell Voltage-clamp-Bedingungen spiegelt
sich dieser als Verschiebung der Baseline wider und kann durch Applikation von Bicuculline
detektiert werden. Dieser GABAa-Rezeptor Antagonist bewirkt eine SchlieRung der
extrasynaptischen Rezeptoren. Neurosteroide kdnnen die tonische Inhibition verstarken.

Verschiedene Neurone reagieren in unterschiedlicher Weise auf Neurosteroide.
Wahrend fur die Hemmung der Cornu Amonis (CA) 1-Neurone des Hippocampus
und der zerebellaren Korner- und Purkinje-Zellen kleine nanomolare
Konzentrationen ausreichen, sind im Hypothalamus Konzentrationen im
mikromolaren Bereich noétig (Lambert, Belelli et al. 2003). Auch in der gleichen

Hirnregion sind Zelltyp-spezifische Unterschiede dokumentiert. Als Beispiel ware
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zu nennen, dass die Kornerzellen des Gyrus dentatus eine 30-fach héhere Dosis
von Allopregnanolone bendtigten als die CA 1-Neurone des Hippocampus
(Harney, Frenguelli et al. 2003). Im Neocortex konnten Drexler, Balk et al. (2016)
zeigen, dass die Applikation von 100 nM Allopregnanolone ebenfalls zu einer
deutlich signifikanten Verlangerung der Abklingzeit der IPSCs fuhrt.

Entsprechende Studien an spinalen Neuronen fehlen fast vollstandig.

Neben den beschriebenen postsynaptischen GABAa-Rezeptoren existieren
zudem prasynaptische GABAa-Rezeptoren, die zusatzlich durch eine
Regulierung der Frequenz der postsynaptischen Strome die Freisetzung von
GABA steuern (Vautrin, Schaffner et al. 1994, Axmacher and Draguhn 2004,
Kullmann, Ruiz et al. 2005). Auch sie zahlen zu den wahrscheinlichen

molekularen Zielstrukturen von Allopregnanolone

1.1.4 Modulation von extrasynaptischen GABAa-Rezeptoren durch
Allopregnanolone

In kleinen Konzentrationen von circa (ca.) 0,2-2,5puM ist GABA auch
extrazellular zu finden (Glykys and Mody 2007). Unterschiedliche Ursprungsorte
des extrazellular vorkommenden GABA werden diskutiert. Glykys and Mody
(2007) konnten zeigen, dass extrazellulares GABA vor allem durch ,Spillover®
von synaptischer vesikularer GABA-Freisetzung entsteht. Zudem wird vermutet,
dass GABA durch Astrozyten (Liu, Schaffner et al. 2000, Kozlov, Angulo et al.
2006, Christensen, Delgado-Lezama et al. 2018), durch umgekehrt arbeitende
GABA-Transporter (Richerson and Wu 2003) oder durch nicht-vesikulare und
Aktionspotential-unabhangige Mechanismen freigesetzt wird (Brickley, Cull-
Candy et al. 1996, Bright, Aller et al. 2007).

Extra- und perisynaptisch lokalisierte GABAa-Rezeptoren besitzen eine
vergleichsweise hohe Affinitat fur GABA und weisen eine geringere
Desensibilisierungsrate auf. Sie werden deshalb bereits durch niedrige

Konzentrationen von GABA aktiviert (Farrant and Nusser 2005). Im Gegensatz
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zur schnellen phasischen Inhibition, werden durch die repetitive langsame
Aktivierung dieser Rezeptoren sogenannte (sog.) ,tonische Strome*“ erzeugt
(Lambert, Belelli et al. 2003). Diese hemmen die neuronale Erregbarkeit
langanhaltend. Durch die tonische Inhibition kann bis zur vierfachen Ladung
Ubertragen werden (Nusser and Mody 2002, Mody and Pearce 2004, Semyanov,
Walker et al. 2004). Bei einem gegebenen erregenden Input (excitatory
postsynaptic current; EPSC) wird die GroRe und Dauer des EPSCs durch die
tonische GABAerge Inhibition verringert und das zeitliche und rdumliche Fenster,
Uber das die Signalintegration erfolgen kann, verengt. Dadurch ist die
Wabhrscheinlichkeit geringer, dass ein Aktionspotential erzeugt wird (Glykys and
Mody 2007).

Die Aktivierung des GABAa-Rezeptors durch tonische Strome wurde
elektrophysiologisch erstmalig in Whole-cell Voltage-clamp-Ableitungen von
Kdrnerzellen im Kleinhirn von Ratten beschrieben (Kaneda, Farrant et al. 1995).
Es konnte gezeigt werden, dass GABAa-Rezeptor-Antagonisten wie Bicuculline,
nicht nur die IPSCs, sondern auch den Haltestrom unter Voltage-clamp-
Bedingungen verringerten. Dies resultierte aus der Blockade von anhaltend
gedffneten extrasynaptischen GABAa-Rezeptoren durch Bicuculline. Zudem
wurde das Hintergrundrauschen reduziert, was die Blockade von stochastisch
vorkommenden GABAa-Rezeptoren widerspiegelt. Seither konnte in Studien in
unterschiedlichen Neuronen GABA-vermittelte tonische Inhibition nachgewiesen
werden, wie in Kornerzellen des Gyrus dentatus (Nusser and Mody 2002),
Neuronen des Thalamus (Porcello, Huntsman et al. 2003), Neuronen der CA 1-
Region des Hippocampus (Bai, Zhu et al. 2001) und Pyramidenzellen des

somatosensorischen Cortex (Drasbek and Jensen 2006).

Extrasynaptische GABAa-Rezeptoren unterscheiden sich von den synaptischen
GABAAa-Rezeptoren in ihren pharmakologischen Eigenschaften sowie in der
Zusammensetzung der Untereinheiten (Belelli and Lambert 2005, Herd, Belelli et
al. 2007). GABAa-Rezeptoren, welche die &- Untereinheit enthalten, kommen

ausschlieRlich extrasynaptisch vor und weisen eine besonders hohe Affinitat
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gegenuber Neurosteroiden wie Allopregnanolone vor (Stell, Brickley et al. 2003,
Luscher, Fuchs et al. 2011), wahrend einige Benzodiazepine keine Wirkung auf
sie haben (Farrant and Nusser 2005). Die - Untereinheit kommt meist mit der
B2s3- Untereinheit sowie der as- oder ae- Untereinheit vor, abhangig von dem
jeweiligen Gewebe und der Region (Carver and Reddy 2013). Ihre Verbreitung
ist innerhalb des Kleinhirns, des Thalamus und des Hippocampus sehr haufig
(Pirker, Schwarzer et al. 2000). Neben der &- Untereinheit kommen auch andere
Untereinheiten extrasynaptisch vor. Der asfBx y2- GABAa-Rezeptor ist in
Pyramidenzellen der CA 1- und CA 3-Region des Hippocampus stark exprimiert
und erzeugt hier einen tonischen Strom (Caraiscos, Elliott et al. 2004, Semyanov,
Walker et al. 2004, Glykys and Mody 2006, Prenosil, Schneider Gasser et al.
2006, Glykys and Mody 2007).

1.1.5 Heterogenitat der neuronalen Inhibition durch Allopregnanolone

Zentrale Neurone reagieren sehr unterschiedlich auf Neurosteroide wie
Allopregnanolone. Eine wichtige Ursache sind die zelltyp-spezifischen
Expressionsmuster der unterschiedlichen synaptischen und extrasynaptischen
GABAAa-Rezeptoren sowie endokrine Faktoren. Bei Frauen steigt beispielsweise
mit der Konzentration des Steroidhormons Progesteron im Verlauf des
Menstruationszyklus die Expression von sowohl d- als auch y2- Untereinheiten,
was zu einer Zunahme der tonischen Inhibition flhrt. Die Folgen sind die
reduzierte neuronale Erregbarkeit mit erniedrigter Krampfschwelle und
Angstgefuhl (Maguire, Stell et al. 2005). Die chronische Exposition von
Progesteron oder Allopregnanolone, wie bei der Geburt, fuUhrt aul3erdem zu einer
verstarkten  Expression der as- Untereinheit, was eine vermehrte
Unempfindlichkeit gegenluber Benzodiazepinen zur Folge hat (Smith, Shen et al.
2007). Dies kann eine Erklarung fur post-partum Symptome sein, wie
gesteigertes Angstgefuhl, erniedrigte Krampfschwelle, Depression und

Wirkungslosigkeit von Benzodiazepinen (Smith, Gong et al. 1998).
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Auch kann die Konzentration von Allopregnanolone in verschiedenen
Hirnarealen sehr unterschiedlich sein. Dies resultiert aus Veranderungen im
Metabolismus oder in der Synthese, die unter anderem auch durch die
heterogene Verteilung der Enzyme bedingt sind (Bradley, Biggio et al. 2001,
Mellon, Griffin et al. 2001, Mellon and Griffin 2002).

1.2 Wirkung von Allopregnanolone im Ruckenmark

Viele Studien konzentrieren sich auf die Wirkung von Neurosteroiden auf GABAa-
Rezeptoren im Gehirn. Uber die Wirkung auf spinale GABAa-Rezeptoren ist
kaum etwas bekannt. Unstrittig ist hingegen, dass die durch Anasthetika
induzierte Muskelrelaxation und Unterdrickung von Bewegungen auf einen
bestimmten Schmerzreiz vor allem durch spinale Neurone erzeugt wird (Rampil,
Mason et al. 1993, Antognini, Wang et al. 2000).

Ein Schmerzreiz wird durch das Verletzen freier Nervenenden in der Haut
ausgeldst, beispielsweise durch den Hautschnitt einer Operation. Uber die
afferenten Axone der Nozizeptoren werden Aktionspotentiale in das Hinterhorn
des Riuckenmarks weitergeleitet. Dort erfolgt die Umschaltung auf Interneurone
oder Strangzellen. Letztere leiten die Signale an andere Ruckenmarkssegmente
und Gehirnabschnitte weiter. Die inhibitorischen oder exzitatorischen
Interneurone sind direkt oder indirekt mit den Motoneuronen des Vorderhorns
verschaltet. Die Axone der Motoneurone enden an bestimmten Muskeln, welche
durch die Freisetzung von Acetylcholin an der neuromuskularen Synapse
aktiviert werden. Daraus resultiert die motorische Reflexantwort, wie
beispielsweise das Wegziehen der Extremitat. Abbildung 6 zeigt die Entstehung

der motorischen Reflexantwort auf einen Schmerzreiz.
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Abbildung 6 Darstellung der Entstehung eines Schmerzreizes. Durch einen erzeugten
Schmerzreiz erfolgt die Weiterleitung des Signals in Form von Aktionspotentialen in das
spinale Hinterhorn, wo die Umschaltung auf spinale Interneurone erfolgt. Diese leiten die
Signale auf a-Mononeurone im Vorderhorn weiter, welche eine Kontraktion des Muskels
bewirken.

Die Verschaltung von spinalen Reflexen verlauft mit Ausnahme von
monosynaptischen Reflexen Uber spinale Interneurone. Die Ergebnisse von
Grasshoff, Netzhammer et al. (2008) legen die Vermutung nahe, dass
Anasthetika-induzierte Immobilitdt unter anderem durch tonische Inhibition von
spinalen Interneuronen des Vorderhorns entsteht. Wie genau Neurosteroide in

die motorischen Schaltkreise eingreifen, ist weitgehend ungeklart.

1.3 Propofol als gebrauchlichstes Allgemeinanasthetikum

Die Allgemeinanasthesie beinhaltet neben der Immobiliat und Muskelrelaxation
die Komponenten Amnesie, Hypnose, Analgesie und Anxiolyse.
Allgemeinanasthetika entfalten ihre Wirkung, indem sie entweder inhibitorische
Signale verstarken oder exzitatorische Signale vermindern (Garcia, Kolesky et al.

2010). Bei keinem der klinischen Allgemeinanasthetika ist eine selektive Wirkung
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auf einen einzelnen lonenkanal bekannt. Jedes Anasthetikum moduliert zwei
oder mehr lonenkanale im ZNS (Grasshoff, Rudolph et al. 2005).

Propofol wird als intravends verabreichtes Anasthetikum sehr haufig zur
Einleitung oder Aufrechterhaltung der Allgemeinanasthesie oder als Sedativum
verwendet. Da es sehr schnell an- und abflutet, ist es gut steuerbar. Durch die
hohe Lipidldslichkeit kann es sehr schnell die Blut-Hirn-Schranke passieren und
ins ZNS gelangen. Dort wirkt es vor allem Uber GABAa-Rezeptoren (Bai,
Pennefather et al. 1999). Die unterschiedlichen klinischen
Wirkungskomponenten werden durch unterschiedliche Regionen des ZNS
vermittelt. Wie verschiedene Studien vermuten lassen, werden die sedierenden
Eigenschaften von Propofol durch subcortikale (Fiset, Paus et al. 1999, Nelson,
Guo et al. 2002) wie auch cortikale (Alkire, Haier et al. 1995) Strukturen vermittelt.
Amnesie entsteht vor allem durch die Hemmung hippocampaler Neurone
(Grasshoff, Rudolph et al. 2005). Eine weitere Wirkungskomponente ist die
Immobilitat, welche vorwiegend im Rickenmark erzeugt wird (Antognini and
Schwartz 1993, Rampil, Mason et al. 1993).

1.3.1 Wirkung von Propofol im Rickenmark

Experimente an Ratten konnten zeigen, dass die immobilisierende Wirkung von
volatilen Anasthetika nach Durchtrennung des oberen thorakalen Rickenmarks
oder Entfernung des Gehirns nur minimal vermindert wurde. Dies lie3 darauf
schliel3en, dass Immobilitdt vorwiegend durch das Riuckenmark vermittelt wird
(Antognini, Wang et al. 2000).

Wo genau Propofol im Ruckenmark die Bewegung nach einem schmerzhaften
Reiz unterdrickt, ist weitgehend ungeklart. Frihere Studien lielen vermuten,
dass Propofol Immobilitat vor allem durch Hemmung von Neuronen im dorsalen
Horn erzeugt (Uchida, Kishikawa et al. 1995, Antognini, Wang et al. 2000).
Neuere Studien gehen eher davon aus, dass spinale Vorderhornneurone

empfindlicher auf Propofol reagieren und das Vorderhorn eine wichtige
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Zielstruktur zur Erzeugung von Anasthetika-induzierter Immobilitat darstellt (Kim,
Yao etal. 2007, Kungys, Kim et al. 2009, Eckle, Rudolph et al. 2014). Im ventralen
Horn des Ruckenmarks sind neben spinalen Interneuronen auch die
Motoneurone lokalisiert. In vivo Studien zeigten, dass durch die Applikation eines
GABAAa-Rezeptor-Antagonisten die immobilisierende Wirkung von Propofol
deutlich verringert wurde. Dies legt die Vermutung nahe, dass Propofol den
motorischen Output im Rickenmark vor allem uber die Modulation von GABAs-

Rezeptoren hemmt (Kungys, Kim et al. 2009).

1.3.2 Wirkung von Propofol am GABAaA-Rezeptor

Bei einer Plasmakonzentration von 0,5 uM Propofol entsteht Hypnose,
Immobilitat wird bei 50 % der Patienten bei 1-1,5 uM erzeugt (Franks and Lieb
1998, Rehberg and Duch 1999). Wie Eckle, Rudolph et al. (2014) zeigten,
moduliert Propofol sowohl synaptisch als auch extrasynaptisch gelegene GABAs-
Rezeptoren. In der klinisch relevanten Dosierung von 1 uM beeinflusst Propofol
im Vorderhorn des Rickenmarks phasische GABAerge Strome, wahrend erst ab
einer Konzentration von 5 uM ein tonischer Strom zu messen war. Dies impliziert
eine unterschiedliche Sensitivitat von synaptischen und extrasynaptischen
GABAAa-Rezeptoren auf Propofol, was wahrscheinlich durch die unterschiedliche
Zusammensetzung der Untereinheiten zustande kommt (Eckle, Rudolph et al.
2014). Dieselbe Studie bestatigte die Ergebnisse von Jurd, Arras et al. (2003),
die zeigten, dass Propofol ebenso wie Etomidat im Rickenmark seine
synaptische Wirkung vor allem Uuber die GABAa-Rezeptoren mit der

Bs- Untereinheit vermittelt.

1.4 Interaktion zwischen zwei allosterischen Modulatoren

Sowohl das Neurosteroid Allopregnanolone als auch das intravendse
Anasthetikum Propofol wirken als positiv allosterische Modulatoren am GABAa-

Rezeptor. Da diese allosterische Modulatoren verschiedene individuelle
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Bindungsstellen am gleichen Rezeptor aufweisen, kdnnen sie gleichzeitig binden
und die GABAerge Inhibition beeinflussen (Hosie, Buckingham et al. 2006,
Chiara, Jayakar et al. 2013, Yip, Chen et al. 2013, Li, Bracamontes et al. 2014,
Sieghart 2015). Dabei kdnnen Neurosteroide an alle Isoformen des GABAx-
Rezeptors mit unterschiedlicher Affinitat und maximaler Wirkung binden,
abhangig von der jeweiligen Zusammensetzung der Untereinheiten (Puia, Duci¢
et al. 1993, Belelli, Casula et al. 2002, Wohlfarth, Bianchi et al. 2002, Bianchi and
Macdonald 2003, Spigelman, Li et al. 2003). Ob die gleichzeitige Bindung von
Allopregnanolone und Propofol zu einer additiven Uberlagerung der Einzeleffekte
fuhrt, oder ob synergistische oder antagonistische Interaktionen auftreten, ist

nicht bekannt.

Frihe Studien zeigten, dass Neurosteroide die Affinitat von GABAa-Rezeptoren
fur Muscimol (Harrison and Simmonds 1984) und Flunitrazepam (Harris, Mihic et
al. 1997) erhdhen kdénnen. Li, Bracamontes et al. (2014) untersuchten die
Interaktion zwischen dem Neurosteroid Pregnanolone und Etomidat, ebenfalls
ein intravendses Anasthetikum und positiv allosterischer Modulator am GABAa-
Rezeptor. Dabei zeigte sich, dass der Effekt einer gleichzeitigen Verabreichung
beider Substanzen die Summe der Einzeleffekte Ubertraf, was auf einen
Synergismus hindeutete. Drexler et al (2016) stellten darauf die Hypothese einer
synergistischen Interaktion zwischen Neurosteroiden und Anasthetika auf und
konnten anhand von elektrophysiologischen Messungen an organotypischen
Gewebeschnitten des Neokortex weitere Befunde publizieren, die fur die

Richtigkeit dieser Hypothese sprechen.

1.5 Fragestellung

Bereits fruh wurde gezeigt, dass Allopregnanolone Uber Wirkung am GABAa-
Rezeptor Bewusstlosigkeit verursacht. Das Riuckenmark dient als Zielort einer
muskelrelaxierenden und immobilisierenden Wirkung. Nach neueren Studien

reagieren vor allem die spinalen Interneurone des Vorderhorns empfindlicher auf
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Anasthetika, die als allosterische Modulatoren am GABAa-Rezeptor wirken.
Grasshoff, Netzhammer et al. (2008) zeigten, dass die durch Propofol induzierte
Immobilitat unter anderem durch tonische Inhibition von spinalen Interneuronen
des Vorderhorns entsteht. Von diesem Befund leitet sich die erste Hypothese ab,
dass auch Allopregnanolone die Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone
und Motoneurone reduziert. Hierzu wurden Whole-cell Voltage-clamp-
Ableitungen durchgefuhrt, um die Effekte von Allopregnanolone auf die
phasische und tonische GABAerge Inhibition spinaler Neurone zu quantifizieren.
Aufgrund der in der Literatur dokumentierten unterschiedlichen Empfindlichkeit,
mit der zentrale Neurone auf Neurosteroide reagieren, mussten die Effekte von

Allopregnanolone in einem breiten Konzentrationsbereich untersucht werden.

Der Synergismus der beiden allosterischen Modulatoren Allopregnanolone und
Propofol konnte bereits im Neokortex nachgewiesen werden. Daraus ergab sich
die Frage, ob die in spinalen Neuronen zu beobachtenden pharmakologischen
Interaktionen zwischen Allopregnanolone und Propofol mit jenen in neokortikalen

Neuronen vergleichbar oder unterschiedlich sind.

Organotypische Gewebeschnitte des Rickenmarks wurden als Modellsystem
verwendet, um diese Untersuchungen durchzufihren. Die Kulturen, die von
Embryonen oder postnatalen Tieren prapariert werden, behalten nicht nur die
anatomischen Merkmale bei, sondern durchlaufen einen Reifungsprozess und
entwickeln morphologische und zytoarchitektonische Merkmale, welche dem
Ursprungsgewebe sehr ahnlich sind (Drexler, Hentschke et al. 2010). Dadurch
bilden sie ein intaktes Netzwerk spinaler Neurone aus, wodurch sich dieses
Modellsystem sehr gut zum Testen neuroaktiver Substanzen eignet. Durch den
Reifungsprozess zum Monolayer sind organotypische Kulturen dinner als akute
Schnitte und weisen dadurch eine geringere Diffusionszeit des Pharmakons an

die molekulare Zielstruktur auf (Gredell, Turnquist et al. 2004).

Zur Beurteilung der Wirkung von Allopregnanolone und Propofol auf den

motorischen Output von spinalen Muskelzellen wurden organotypische
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Ruckenmarkskulturen mit Muskel-Co-Kulturen verwendet. Spenger, Braschler et
al. (1991) zeigten, dass spinale Interneurone und Motoneurone mit den
neuromuskularen Synapsen in vivo sehr ahnlich sind. Die Motoneurone konnten
durch intrazellulare Fullung und retrograde axonale Farbung identifiziert werden.
Neuromuskulare Synapsen wurden durch Farbung der Acetylcholinesterase auf
Muskelfasern sichtbar gemacht. Streit, Spenger et al. (1991) konnten zeigen,
dass organotypische Muskelzell-Co-Kulturen ein geeignetes ex-vivo Modell zur
Untersuchung der Muskelinnervation sowie der spinalen Netzwerkaktivitat

darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Praparationsysteme

Da organotypische Zellkulturen nach Braschler die Original-Zytoarchitektur
beibehalten, kdnnen Zellinteraktionen ahnlich wie in vivo ablaufen (Braschler,
lannone et al. 1989). Alle Verfahren wurden von der lokalen
Tierschutzkommission (Eberhard-Karls-Universitat, Tubingen, Deutschland,
1. Marz 2017) genehmigt und nach dem deutschen Tierschutzgesetz (TierSchG)
durchgefuhrt.

2.1.1 Organotypische Gewebeschnitte des Ruckenmarks

Fir die Experimente wurden weibliche Tiere der Linie C57/BL6J (E 13-15)
verwendet, die ca. 15 Tage trachtig waren. Die Instrumente, die fur die
Praparation erforderlich waren, entstammen den Firmen A. Dumont & Fils,
Schweiz und Fine Science Toll GmbH, Heidelberg, Deutschland. Nachdem die
Tiere mit Isofluran (Universitatsapotheke, Tubingen, Deutschland) bis zum
Einsetzen der Schnappatmung anasthesiert wurden, erfolgte die Dekapitation
mittels einer Guillotine (Harvard apparatus, Edinbridge, Kent, England). Im
Anschluss wurde das Fell des Bauches mit einer Schere unter Zuhilfenahme von
einer chirurgischen Pinzette entfernt und mit Alkohol (Ethanol,
Universitatsapotheke, Tubingen, Deutschland) desinfiziert. Nach Eréffnung des
Peritoneums und des Uterus, wurden die Mauseembryonen an der Nabelschnur
steril entnommen und sofort in eine Petrischale mit eiskalter Gey’s Balanced Salt
Solution (GBBS) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), zu

welcher Glucose und Magnesiumchlorid zugeflgt wurde, Uberfuhrt.

Die folgenden Praparationsschritte erfolgten unter einer Sterilbank (BDK
Luft & Reinraumtechnik GmbH, Reutlingen, Deutschland), um eine mdgliche
Kontamination durch Pilzsporen oder Bakterien vorzubeugen. Neben sterilen

Instrumenten wurde auf eine ausreichende Kuhlung mittels Kuhlplatten geachtet.
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Mit Hilfe eines Binokulars (Leitz, Wetzler) mit externer Kaltlichtbeleuchtung
(Intralux 150 H, Volpi, Denzingen, Deutschland) wurden Amnionsack und
Uterusreste von den Mauseembryonen entfernt. Im Anschluss konnte das
embryonale Riuckenmark vom umliegenden Gewebe freigelegt und von der Dura
mater befreit werden. Pro Praparation wurden Rickenmarkstrange aus vier bis
sechs Mausembryonen isoliert. Diese wurden im nachsten Praparationsschritt in

einen vorgefertigten Agarblock eingebettet.

Tabelle 1 Zusammensetzung der GBSS

Verbindung mM
NaCl 137,931
KCI 4,963
NazHPO4 0,843
KH2PO4 0,22
MgCl2 10
MgSO4 0,284
NaHCOs 2,702
CaClz 0,5
D-Glucose 60

Fur die Herstellung des 1,5-prozentigen Agars wurde 750 ug reiner Agar (Merck,
Darmstadt, Deutschland) abgewogen und mit 50 ml GBSS unter Verwendung
einer Heizplatte mit integrietem RUhrer (Heidolph MR 3001, Deutschland)
vermengt. Nach Aufkochen wurde der flussige Agar in eine sterile
Glaspetrischale bis zu einer Hohe von ca. 5-7 mm gefullt. Der restliche Agar
wurde in einem Warmeschrank (Certomat, B. Braun, Deutschland) aufbewahrt.
Nach Erhartung des Agars in der Glaspetrischale wurde ein Quader in den
MaRen von 2x0,7x1cm gefertigt und entsprechend der Anzahl der
Ruckenmarkstrange  U-formige  Vertiefungen  hineingeschnitten.  Ein
zweiprozentiger Agarblock diente als Stutze. Dieser wurde einige Tage im
Voraus aus 100 ml isotonischer Kochsalzlésung und 2 g Agar erstellt und
ebenfalls in eine sterile Glaspetrischale gegossen. Nach Herausschneiden eines

Stutzquaders wurde dieser mit Sekundenkleber (Tesa, Norderstedt,
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Deutschland) an einer Seite eines Teflonstutzblockes (Lee, Frankfurt,

Deutschland) befestigt.

Die Ruckenmarkstrange wurden in die Vertiefungen eingebettet. Abhangig von
der Anzahl und GroRe wurden maximal vier Ruckenmarkstrange neben- und
zwei hintereinandergelegt. Nach vorsichtigem Trockentupfen wurden die
Ruckenmarkstrange unter Zuhilfenahme einer Pasteurpipette mit flissigem Agar
betraufelt und dadurch in den Rillen fixiert. Unmittelbar danach wurde der
Agarblock mit eiskalter GBSS vollstandig bedeckt, um den flissigen Agar
mdoglichst rasch zu erharten. Der Agarblock mit den nunmehr eingebetteten
Ruckenmarkstrangen wurde zugeschnitten und dann vor dem Stutzblock mit
Sekundenkleber angebracht. Zur optimalen Fixierung wurde wiederum fllissiger

Agar zwischen die beiden Agarblocke getraufelt.

Der Teflonstutzblock wurde in die gekuhlte Badkammer (Kaltetechnik Fryka,
Esslingen, Deutschland) eines Vibratoms (Campden Instruments LTD Vibroslice
U.K) eingespannt und mit eiskalter GBSS gefullt. Im Anschluss wurden 300 ym
dicke transversale Schnitte angefertigt, die wiederum sofort in Petrischalen mit
gekuhlter GBSS Uberfuhrt wurden. Unter dem Binokular wurden Agar- und Ubrige

Gewebereste entfernt.

Die spinalen Schnitte wurden einzeln auf sterile Deckglaser (Kindler,
Mikroskopische Glaser, Freiburg, Deutschland) in einen Tropfen von 13 pl
heparinisiertem Huhnerplasma P 3266 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) aufgebracht. Dieses wurde daraufhin mit 13 pl
Thrombin T 4648 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland)
vermengt. Die Deckglaser waren wenige Tage vorher durch Kochen und
anschlieBendes  Abflammen mit  99-prozentigem  Ethanol (Ethanol,
Universitatsapotheke, Tubingen, Deutschland) desinfiziert worden. Im Anschluss
wurden 0,5 ml einer Stammldsung von 500 pg/ml Poly-D-Lysin (Sigma-Aldrich-
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) mit 9,5 ml Aqua Destillata (Ampuwa,

Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) vermengt. Daraus wurden 230 pl
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auf dem Deckglas verteilt und nach drei Stunden Einwirkzeit mit Aqua destillata

abgewaschen und im Anschluss getrocknet.

Nach ca. 5—-10 min waren die Ruckenmarksschnitte ausreichend in dem
entstandenen Plasmakoagulat fixiert und konnten in sterile Plastikkulturrohrchen
(Nunc, Roskilde, Danemark) eingebracht werden. Nach Zugabe von 15 pul des
neuronalen Wachstumsfaktors (NGF) N2513 (0,5 ug/ml) (Sigma - Aldrich
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) und 750 yl Kulturndhrmedium,
wurden die Schnitte bei 36°C in einem Brutschrank (Heraeus, Hanau,
Deutschland) mit 5 %-iger CO2-Konzentration fur mindestens 60 min begast.
Durch lockeres Zuschrauben des Deckels wurde der pH des Kulturmediums
stabilisiert und einer Alkalisierung entgegengewirkt (Braschler, lannone et al.
1989).

Tabelle 2 Zusammensetzung des Nahrmediums

Lésung Menge in [ml]
Pferdeserum’ 100

Hanks Salzlésung mit Phenolrot’ 100

50% D-Glucose? 4

Glutamin 200 mM? 2

Eagle Basalmedium ohne Glutamin? 200

"beide von Gibco, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
2von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland

Nach der Begasung wurde der Deckel der Kulturrohrchen fest verschlossen und
weiterhin im Brutschrank bei 36°C aufbewahrt. Bei dem Medienwechsel am
folgenden Tag erfolgte einmalig zur Hemmung des glialen Wachstums die
zusatzliche Gabe von 10ul einer  Zytostatika-Lésung (10 yM
5 — Flouro — 2 — Deoxyuridin, 10 yM Cytosen — B — D — Furanosid und 10 uyM
Uridin, alle von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland).

Das Nahrmedium wurde alle drei bis vier Tage ausgetauscht. Nach jedem
Medienwechsel wurden die Kulturen wie oben beschrieben mit CO2 begast. In

dem Brutschrank wurden die Kulturrohrchen mit der Roller-Tube-Technik nach
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Gahwiler (1981) in einer um ca. funf Grad horizontal geneigten Trommel mit ca.
zehn Umdrehungen pro Stunde gedreht. Die wechselnde Flissigkeits-Gas-
Verteilung bewirkte eine ausreichende Oxygenierung und Versorgung der
Schnittkulturen. Nach 14 Kultivierungstagen koénnen die Schnitte flr

elektrophysiologische Messungen verwendet werden.

Méauseembryonen C57/BL6J

Ruckenmark

v
Einbetten in Agar
.

S
> —
Slicer Riickenmarksschnitte 300 um
Hihner- [ Thrombin
plasma <>

<\
&>
!

Plasmakoagulat

'

mm Plastikréhrchen
}
\ Nahrmedium
+ Mitosehemmer
} + NGF

Inkubation bei 36°C
10 Umdrehungen/Stunde

Abbildung 7 Herstellung von organotypischen Kulturen des Riickenmarks. Modifiziert
nach Gahwiler (Gahwiler, Capogna et al. 1997).
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2.1.2 Organotypische Ruckenmarks-Zellkulturen mit Muskel-Co-
Kulturen

Die Praparation organotypischer Ruckenmarks-Zellkulturen mit Muskel-Co-
Kulturen erfolgte analog der Herstellung von organotypischen Kulturen ohne
Entfernen der skelettalen Muskelanteile und der Dorsalganglien, wie bei Drexler,
Seeger et al. (2011) beschrieben. Beim Auftragen der Schnitte in Plasmakoagulat
(13 pI HUuhnerplasma und 13 yl Thrombin, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, Deutschland) wurde darauf geachtet, dass die Muskelzellen nahe

beim Ruckenmarksschnitt lagen.

Die nachfolgenden Schritte erfolgten wie oben genannt nach Braschler, lannone
et al. (1989). Nach einer Woche Kultivierungszeit konnten bei 60 — 80 % der
Kulturen Kontraktionen der Muskelfasern festgestellt werden. Die Messung
erfolgte nach 14 Tagen. Bis zu diesem Zeitpunkt haben die Kulturen den
Reifungsprozess durchlaufen (Spenger, Braschler et al. 1991, Streit, Spenger et
al. 1991, Avossa, Rosato-Siri et al. 2003, Zoccolan, FURLAN et al. 2004).

2.2 Herstellung der Testlosungen

FUr die Herstellung der Testsubstanzen wurde als Tragersubstanz mit 95 %-igen
O2 und 5 %-igem CO2 begaster kinstlichen Liquor (artificial cerebrospinal fluid;
ACSF) verwendet.

Durch Lésen von 1,59 ug reinem Allopregnanolone (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) in Pulverform in 5 ml des Ldsungsmittels
Dimethylsulfoxid (DMSOQO) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) wurde eine einmolare Stammldsung von Allopregnanolone
hergestellt. Damit wurden Losungen unterschiedlicher Konzentrationen von
Allopregnanolone erzeugt: 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM und 2 M.
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Tabelle 3 Zusammensetzung ACSF

Verbindung Menge
in nM
NaCl 120
KCI 3,3
NaH2PO4 1,13
NaHCOs 26
CaClz 1,8
MgCl2 1,0
Glucose 11

Alle Chemikalien von Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Das intravendse Allgemeinanasthetikum Propofol (Fresenius Kabi, Bad
Homburg, Deutschland) wurde in den Konzentrationen von 1 yM und 5 uM
verwendet. Dabei lag Propofol in Form einer Lipuro-Suspension vor, welche bei
Raumtemperatur gelagert wurde. Fur eine zweimolare Losung wurden 7,43 pl

der Suspension und 200 ml begaste ACSF bendtigt.

Das nicht depolarisierende Muskelrelaxans Pancuronium (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) ist ein kompetitiver Agonist am Acetylcholin-
Rezeptor der motorischen Endplatte und fuhrt zu einer schlaffen Lahmung der
willkurlich bewegbaren Muskulatur. Es wurde in Aqua destillata gelést und in der

Konzentration von 1 yM verwendet.

Fur die Whole-cell Voltage-clamp-Experimente wurden zur Blockade von
glutamatergen Stromen 40 yM des NMDA-Rezeptor-Antagonisten 2-Amino-5-
phosphonovaleriansaure (AP5) und 15 yM des AMPA-Rezeptor-Antagonisten 6-
Cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX) (beide Tocris, Minneapolis, MN,
USA) verwendet. Zur Blockade von glycinergen Stromen erfolgte zusatzlich die
Applikation von 1 yM Strychnin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland), welches neben GABA zu den wichtigsten hemmenden

Neurotransmittern des Rickenmarks gehort.
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Zur Untersuchung der tonischen Inhibition wurde Bicuculline (20 uM, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) verwendet, ein kompetitiver
GABAAa-Rezeptor-Antagonist, welcher die extrasynaptischen Wirkungen der

Testsubstanzen am GABAa-Rezeptor antagonisiert.

Um einen Einfluss des Losungsmittels auf die Netzwerkaktivitat auszuschlielden,
wurden analog der Messungen mit Allopregnanolone Scheinapplikationen mit

unterschiedlichen Konzentrationen des Losungsmittels DMSO durchgefuhrt.

Die Substanzen wurden mit Ausnahme von Propofol und DMSO in Kryoréhrchen
umgefullt und im Gefrierschrank bei -20°C aufbewahrt und vor Verwendung

aufgetaut.

2.3 Extrazellularmessungen

Extrazellularmessungen wurden zur Registrierung der Multi-Unit-Aktivitat der
Neurone des Ruckenmarks angewendet. Hierbei wurde mit einer Messelektrode
in der Regel die Aktionspotentialaktivitat von drei bis zehn einzelnen Neuronen
erfasst, worauf aufgrund der in einer Ableitung erfassten unterschiedlichen
Signalformen der Aktionspotentiale geschlossen werden konnte. Die Elektroden
wurden im Vorderhorn des Ruckenmarkes in Lamina VIII positioniert (siehe Abb.
8). Sie haben somit die Aktivitat von spinalen Interneurone erfasst, die in dieser
Region lokalisiert sind. Hierbei konnte jedoch nicht unterschieden werden, ob es
sich um exzitatorische oder inhibitorische Interneurone handelte (Zeilhofer,
Wildner et al. 2012). Die untersuchten Interneurone unterscheiden sich
morphologisch von «a-Motoneuronen, da sie deutlich kleinere Zellkorper
besitzen. Die groReren Motoneurone waren zudem ausschlieldlich am auleren
Rand der Gewebekultur zu finden. Verwendet wurden die organotypischen

Kulturen ab dem 14. bis maximal zum 40. Kultivierungstag.
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2.3.1 Durchfihrung

Es wurde an zwei unterschiedlichen Apparaturen gemessen, die mit jeweils
einem inversen (Axiovert 135M; Carl Zeiss Microimaging, Gottingen,
Deutschland) oder einem aufrechten Mikroskop (Axioskop 2; Carl Zeiss
Microimaging, Gaottingen, Deutschland)  ausgestattet  waren. Die
Messapparaturen bestanden aus einer Badkammer mit einem Metallrahmen und
Glasboden. Uber ein Digitalthermometer (Greisinger electronic GmbH,
Regenstauf, Deutschland) wurde die Temperatur konstant zwischen 34 bis 36 °C
gehalten. Eine Referenzelektrode Ag/AgCl 2x4 mm (World Precison
Instruments, Berlin, Deutschland) wurde in die Flussigkeit der Badkammer

getaucht.

Die Messelektroden wurden aus Borosilikatkapillaren (OD 1,0 mm, World
Precision Instruments, Berlin, Deutschland) hergestellt, die mit einem
Horizontalpuller (DMZ-Universal, Zeitz-Instrumente, Augsburg, Deutschland) zu
einem Spitzendurchmesser von 1 -2 ym gezogen wurden. Die Elektroden
wurden mit Hilfe einer auf einer Einmalspritze gesteckten Microfile-Kanule (World
Precision Instruments, Berlin, Deutschland) mit ACSF geftllt. Die eingespannten

Elektroden wiesen einen ohmschen Widerstand von 2 — 5 uQ auf.

Die spinalen Schnitte wurden mit Deckglas in die Badkammer gelegt und fixiert.
Wahrend des gesamten Experiments wurde die Kultur mit ACSF umspdult, die
vorher fir mindestens 30 min mit 95 % O2 und 5 % CO2 begast wurde. Fur den
Zu- und Abfluss sorgten zwei IPC-Peristaltikpumpen (Ismatec, Wertheim-
Mondfeld, Deutschland) mit einer Durchflussrate von 1 ml/min. Mit dem
Mikroskop wurden zunachst in funffacher VergroRerung die Vorderhorner des
Ruckenmarks aufgesucht. Zur Orientierung diente neben dem Zentralkanal, die

Form und die Pigmentierung.
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ventral

500 pum

Abbildung 8 Lokalisation der Spitze einer schematisch dargestellten Messelektrode
innerhalb einer organotypischen Gewebekultur des Riickenmarks. Die Signale wurden
im Bereich des ventralen Horns auf Hohe der Lamina VIII registriert. Dies gilt sowohl fiir die
extrazellularen wie auch die intrazellularen Ableitungen.

Zwei Elektroden wurden vorsichtig jeweils in Hohe des Vorderhorns platziert und
in das Gewebe vorgeschoben, bis sich deutliche Spikes mit einer
Mindestamplitude von 0,1 mV optisch und akustisch vom Grundrauschen
abgrenzen lielRen. Die Signale wurden mit einer analog-digitalen Wandlerkarte
Digidata 1200 AD/DA digitalisiert und mit AxoScope 9.0.1 (beide Molecular
Devices, San Jose, USA) aufgezeichnet und auf der Festplatte des

Messrechners gesichert.

2.3.2 Versuchsprotokolle

Extrazellularableitungen wurden sowohl zur Untersuchung der
konzentrationsabhangigen Wirkung von Allopregnanolone auf die spontane
Netzwerkaktivitat als auch zur Untersuchung der Wirkung von Allopregnanolone
unter  Koapplikation von  Propofol untersucht. Daneben  wurden
Scheinapplikationen (Sham) mit dem Losungsmittel DMSO in unterschiedlichen

Konzentrationen analog der Allopregnanolone-Konzentrationen durchgeflhrt.
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Nach einer Einwasch-Zeit mit ACSF von mindestens 30 min, die zur Adaption der
Kulturen an die ACSF diente, konnte die erste Kontrollmessung Uber 6 min
gestartet werden. Vorher musste darauf geachtet werden, dass die Amplitude der
Aktionspotentiale fir mindestens 5 min stabil war. Im Anschluss erfolgte die
Applikation der Testsubstanzen durch das Umhangen der Teflon-Schlauche der
IPC-Persitaltikpumpe. Pro Versuch wurden jeweils zwei Konzentrationen von
Allopregnanolone bzw. Propofol verwendet, die sich am wenigsten
unterschieden, wobei jeweils die niedrigere zuerst appliziert wurde. Bereits nach
2 min war das Medium in der Badkammer komplett ausgetauscht. Nach 12 min
Einwaschzeit erfolgte die zweite Messung. Nach weiterem Umhangen der Teflon-
Schlauche zur Applikation der jeweils hoheren Konzentration der Substanz
wurde die dritte Messung gestartet. Der Versuch endete nach einer
zwoOlfmindtigen Auswaschzeit mit einer weiteren sechsmindtigen Messung.

Abbildung 9 zeigt den Versuchsablauf.

Allo ACSF ACSF+ Allo K1 ACSF+ Allo K2 ACSF
Kontrolle ’ ACSF ACSF+ DMSO ACSF+ DMSO ACSF
ACSF + ACSF + ACSF + ACSF+
Allo + Propofol Allo 100 nM Propofol 1uM + Propofol 5 uM + Allo 100 nM
Allo 100 nM Allo 100 nM
ACSF+ DMSO + ACSF+ DMSO
Propofol ACSF+ DMSO Propofol 1 uM Propofol 5 uM + ACSF+ DMSO
Zeit [min]
T T T T T T T I
30 36 48 54 66 72 84 90
1. Messung 2. Messung 3. Messung 4. Messung

Abbildung 9 Darstellung des Versuchsablaufs der Extrazellularmessungen. Pro
Experiment wurden jeweils zwei Konzentrationen (K1 und K2) von Allopregnanolone (Allo)
verwendet: 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM, 2 puM. Propofol wurde in den
Konzentrationen von 1 yM und 5 yM verwendet. Die x-Achse gibt den zeitlichen Verlauf an.
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2.3.3 Auswertung

Zunachst wurden die Rohsignale durch einen Hochpassfilter (>300 Hz) gefiltert,
um Aktionspotentiale besser darstellen zu kdnnen. Dann wurde manuell eine
Schwelle gezogen, um die Aktionspotentiale vom neuronalen Grundrauschen zu
separieren. Impulse oberhalb dieser gesetzten Schwelle gingen als

Aktionspotentiale in die weitere Auswertung ein.

) v v - 1 L " - -

1s

0,1 mV

Abbildung 10 Beispiel einer Originalspur der Extrazellulirmessung. Nach Filterung
koénnen die Aktionspotentiale (senkrechte Linien) gut dargestellt werden. Die x-Achse zeigt
den zeitlichen Verlauf an, die y-Achse die H6he der Aktionspotentiale. Die rot gestrichelte
Linie zeigt die manuell gesetzte Schwelle, um Aktionspotentiale vom Grundrauschen
abzugrenzen.

Generell wurden Experimente nur in die weitere statistische Auswertung
Ubernommen, wenn die Grundaktivitat 9000 Hz nicht Uberstieg, sich weder das
Grundsignal noch die Feldpotentiale veranderten und keine sonstigen Stérungen
vorlagen. Der Auswasch wurde statistisch nicht ausgewertet und nur zur

optischen Qualitatskontrolle herangezogen.

Die statistische Auswertung erfolgte durch Matlab Version 7.5 (The MathWorks
Inc, Natick, USA). Die Abbildungen wurden mit dem Computerprogramm
Origin Pro Version 7 SR 1 (Origin LAB Corporation, Nothampton, USA) erstellt
und mit Coral Draw X5 und X 12 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada)

weiterbearbeitet.
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2.4 Intrazellularmessungen

Durch die Whole-cell Voltage-clamp-Methode werden Strome dargestellt und
gemessen, die durch einzelne lonenkandle der Zellmembran gerichtet sind.
Durch die Erzeugung eines Kompensationsstroms, der der Grolke des Stroms
entspricht, der durch die Membran fliel3t, und diesem entgegengesetzt ist, wird
eine Anderung des Membranpotentials verhindert. Dies gibt Aufschluss tber die
Leitfahigkeit der Membran, die durch lonenkandle und lonentransporter

festgelegt wird.

2.41 Durchfihrung

Durch einen Laser Puller (P 2000, Sutter Instrument Company, Novato, CA,
USA) wurden Glaspipetten aus Borosilikatglas (Typ: TW150-3) (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA) geformt, die an der Spitze einen Widerstand
von 1,1 —-2,7 MQ aufwiesen. Die Glaspipetten wurden mit Elektrodenmedium
(Cs-Pipettenlosung nach Puia) luftblasenfrei geflllt, die folgende Inhaltsstoffe
aufwies (in mM): CsCl 141, CsOH 24, MgCl> 1, EGTA 5, HEPES 10, ATP 4, pH
7.2 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland).

Die Pipette wurde auf einen Elektrodenhalter (ISO-S-1.5G micro electrode
holder, Firma g23instruments.com, London, GB) gesteckt, der mit einem
Vorverstarker (Multiclamp 700A, Molecular Devices, San Jose, USA) verbunden
war. Eine Ag/AgCl-Referenzelektrode (World Precison Instruments, Berlin,

Deutschland) tauchte in die Badlésung und schloss den Stromkreis.

Der Ruckenmarksschnitt wurde nebst Deckglas bei Raumtemperatur in die
Badkammer gelegt, fixiert, und mit 95 % O2 und 5 % CO. begaster ACSF, 40 uM
AP 5, 15 yM CNQX und 1 uM Strychnin umspult. Durch ein aufrechtes Mikroskop
(Axioskop 2, Zeiss, Jena, Germany) mit Phasenkontrastkondensor wurden durch
40-fache Vergrolerung die spinalen Interneurone in Lamina VIII des Vorderhorns

aufgesucht, die vor allem durch ihre typische polygonale bis rundliche Form zu
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erkennen waren (Zeilhofer, Wildner et al. 2012). Durch die Lage, Form und Grol3e

konnten sie gut von a-Motoneurone unterschieden werden.

Unter Uberdruck wurde die Pipette in die Badldsung getaucht und nahe der Zelle
positioniert. Dabei wurde das Nullpotential festgelegt. Der Uberdruck wurde auf
ein Minimum reduziert und mit Hilfe eines Mikropositionierers die Pipette an die
Zelloberflache angesetzt. Zeigte sich auf der Zelle der charakteristische
Lichtreflex, der durch eine leichte Eindellung der Membran durch die aus der
Pipette stromende FlUssigkeit entstand, konnte die Zellmembran durch
langsames Erzeugen von Unterdruck angesaugt werden. Es entstand ein sehr
hoher elektrischer Widerstand im Gigaohm-Bereich, sodass kein elektrischer
Strom mehr messbar war. Der sog. ,Gigaseal vermindert das Hintergrund-
Rauschen und verhindert eine Diffusion von Flussigkeit aus dem Zellinneren in
die Badldsung. Das Praparat befand sich in der ,Cell-attached“-Konfiguration und
der Verstarker (MultiClamp 700 A, Molecular Device, CA, USA) wurde auf den
»Voltage-clamp“~-Modus umgestellt. Ausgehend von dieser Konfiguration konnte
die ,Whole-cell“-Konfiguration erreicht werden, indem durch ruckartige Erhéhung
des Unterdrucks die Zellmembran unter der Pipette aufgerissen wurde. Dabei

entstand ein direkter Zugang zum Cytosol.

Das Membranpotential wurde bei -70 mV gehalten, um IPSCs aufzuzeichnen.
Eine Aufnahme erfolgte nur, wenn der initiale Serienwiderstand 20 MQ nicht
Uberstieg und sich wahrend des Experiments um nicht mehr als 40 % anderte.
Die Aufzeichnung der Signale erfolgte mit Hilfe eines MultiClamp 700 A-
Verstarkers Digidata 1440 A und der Clampex 10.4 Software (alle Molecular
Devices, San Jose, USA).

2.4.2 Versuchsprotokoll

Neben der begasten ACSF wurde dem Extrazellularmedium zur Blockade von
glutamatergen und glycinergen Stromen CNQX, AP 5 und Strychnin hinzugefugt.

Nach einer dreiminitigen Aufzeichnung erfolgte der zwdlfminutige Einwasch von
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Allopregnanolone. Im Anschluss erfolgte die zweite Messung, bevor Bicuculline,
ein kompetitiver GABAa-Rezeptor Antagonist, hinzugegeben wurde. Die
Messungen wurden so lange durchgefuhrt, bis Bicuculline die vollstandige
Wirkung entfacht hatte, was an einer isoelektrischen Linie zu sehen war. Damit
konnten die Auswirkungen auf die extrasynaptische Signallbertragung in Form
von tonischen Stromen untersucht werden. Ebenso wurde mit den
Kontrollmessungen verfahren. Insgesamt wurde Allopregnanolone in den
Konzentration 50, 100 und 250 nM verwendet.

ACSF+
Allo ACSF ACSF+DMSO Allo K1 +
+Allo K1 20 M Bicuculline
) ACSF+
Kontrolle ACSF ACSF+ DMSO DMSO +
20 uM Bicuculline

1 puM Strychnin, 40 uM CNQX, 15 uM AP5

. I Zeit [min] *
30 33 45 48

1. Messung 2. und 3. Messung

Abbildung 11 Darstellung des Versuchsablaufs fir Intrazellularmessungen. Beide
Zeilen stellen je ein Experiment dar. Die x-Achse spiegelt den zeitlichen Verlauf wider. Nach
12 min Einwaschzeit mit einer Konzentration (K) von Allopregnanolone erfolgte jeweils die 1.
Messung. Vor der 1. Messung erfolgt die Zugabe von Strychnin, CNQX und AP 5. Direkt
nach der 2. Messung erfolgte mit der Applikation von Bicuculline die 3. Messung, bis eine
isoelektrische Linie zu sehen war.

2.4.3 Auswertung

Fir die Auswertung der Intrazellularmessungen wurde ein laborintern
geschriebenes Programm in Matlab 7.5 verwendet. Hierfur wurden die IPSCs
isoliert sowie die Haufigkeiten, Amplituden, Abkling- und Anstiegszeiten
bestimmt. Zunachst wurden die inhibitorischen postsynaptischen Strome durch
einen Boxcar-Filter von 0,5-1,0 ms Lange gefiltert. Hierbei wurde der bekannte
Algorithmus nach Banks, White et al. (2000) verwendet, bei welchem zwei

Fenster, ein ,Peak“-Fenster sowie ein ,Baseline“-Fenster, Uber die Daten bewegt
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wurden. Es wurde der Mittelwert der Daten innerhalb der Fenster zu jedem
Zeitpunkt bestimmt und die Baseline vom Peak subtrahiert. Durch diese
Pseudodifferenzierung wurden IPSCs mit sowohl langsameren Abklingzeiten
sowie Veranderungen der Baseline ahnlich einem Hochpassfilter eliminiert und
die steile Anstiegsphase der IPSCs isoliert. Durch einen manuell gesetzten
Schwellenwert wurden IPSCs definiert. Durch Ausschneiden der IPSCs und
Filtern durch einen Savitzky-Golay-Filter konnte das Rauschen eliminiert werden.
Fir jedes ausgeschnittene IPSC wurde die Baseline berechnet und von der
Wellenform subtrahiert. Ebenso wurde die Spitzenamplitude sowie die

Anstiegszeit berechnet.

Fur die weiteren Analysen wurden ungefilterte IPSCs verwendet. Jedes IPSC,
welches nicht durch ein weiteres IPSC unterbrochen wurde und mindestens 8-
10 ms lang war, wurde auf die Lange der Abklingphase untersucht. Hierflr
wurden die IPSCs doppelt exponentiell gefittet. Wenn der Qualitatsparameter R?
einen Schwellenwert von 0,3-0,6 Uberschritt, wurde die Abklingzeit des IPSCs
extrapoliert. Die extrapolierte Stromspur wurde zu einem Template-Array
hinzugeflgt, das ,Ipredict” benannt wurde. Von jedem folgenden IPSC wurden
Ausschnitte des ,Ipredict” subtrahiert. Der R?-Qualitatsparameter hangt von dem
Verhaltnis der IPSC-Amplitude zur Amplitude des Hintergrundrauschens ab. Als
weiteres Qualitatskriterium wurde der ,msenc” verwendet, ein Mal} fur den
Anpassungsfehler, welcher berechnet wurde, indem die mittlere quadratische
Abweichung des Hintergrundrauschens von der mittleren quadratischen
Abweichung der Anpassung der Daten subtrahiert und durch die Amplitude des
IPSCs geteilt wurde. Durch dieses Verfahren konnte die Abklingzeit, die

Frequenz, die Amplitude sowie der phasische Strom berechnet werden.

Da in dem oben beschriebenen Verfahren sehr viele IPSC nicht ausgewertet
wurden, da sie die Qualitatskriterien nicht erfullten, wurde zur Berechnung des
synaptischen Gesamtstroms eine Methode nach Glykys and Mody (2007)
verwendet. Hier wurden die Aufzeichnungen ebenfalls durch einen Savitzky-

Golay-Filter gefiltert, in 4 s-Teile unterteilt und je in einem All-in Point-Histogramm
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dargestellt. Nach Anpassung der Gaul-Kurve wurde der entsprechende
x- Achsen-Wert als Baseline verwendet und subtrahiert. Daraus ergibt sich die
Gesamtladung, welche berechnet wurde, indem das Integral der entstandenen

Kurve durch ihre Dauer geteilt wurde. Im Anschluss wurden die Werte gemittelt.

Zudem wurden nach der Methode nach Glykys and Mody (2007) die tonische
Inhibition ausgewertet. Es wurden All-Point-Histogramme erstellt, durch den
Savitzky-Golay-Algorithmus geglattet und der mittlere Haltestrom berechnet.
Genauso wurde nach der Applikation von Bicuculline verfahren. Den tonischen
Strom konnten wir berechnen, indem wir den in Anwesenheit von Bicuculline

aufgezeichneten Grundlinienstrom subtrahierten.

2.5 Videomikroskopie

Die Messungen wurden an dem oben genannten Messplatz durchgefihrt, der mit
einer an einem inversen Mikroskop befestigter Videokamera ausgestattet war.
Die Kamera (DMK21AUO04, The Imaging Source, Bremen, Deutschland) war via
USB mit einem Laptop verbunden, auf dessen Festplatte die Aufnahmen in einem

»avi‘-Format gespeichert wurden.

Nachdem die Ruckenmarkskultur mit Muskel-Co-Kultur in die Badkammer gelegt
worden war, wurden bei 320-facher Vergrolierung Muskelfasern herausgesucht,
die regelmafige Kontraktionen aufwiesen und Helligkeit und Kontrast optimiert.
Bei einer Samplingrate von 30 Bildern pro Minute wurden dreiminttige Videos

aufgezeichnet.

2.5.1 Durchfihrung und Versuchsprotokoll

Dabei glich der Versuchsaufbau dem der Extrazellularmessungen. Die erste

Aufzeichnung wurde nach 30 min durchgefihrt. Hiervon wurde die Kultur 18 min
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mit begaster ACSF und anschlielend 12 min mit 100 nM Allopregnanolone in
begaster ACSF umspult. Im Anschluss an den zwdlfminutigen Einwasch von
Propofol 1 uM und Allopregnanolone 100 nM erfolgte die zweite dreiminttige
Aufzeichnung. Dem weiteren zwdlfminutigen Einwasch von Propofol 5 yM und
Allopregnanolone 100 nM folgte die dritte Aufzeichnung. Nach der Zugabe des
Muskelrelaxans Pancuronium in der Konzentration von 1 uyM wurde das vierte

Video aufgenommen, das als Kontrolle diente.

ACSF ACSF ACSE +
+ +
ACSF + Propofol 5 uM +
Allo + Propofol Allo 100 nM Propofol 1uM + Propofol 5 uM + Allo 100 nM +
Allo 100 nM Allo 100 nM Pancuronium 1HM
ACSF + ACSF + ACSF +
Propofol ACSF+ DMSO Propofol 1 uM + | Propofol 5 uM + Pro%ol\f/loslg t‘_M +
DMSO DMSO
Pancuronium 1 yM
Zeit [min] .
T T T T T I T v
30 33 45 48 60 63 75 78
1. Aufnahme 2. Aufnahme 3. Aufnahme 4. Aufnahme

Abbildung 12 Darstellung des Versuchsablaufs der Videomikroskopie. Analog der
Extrazellularmessungen wurden dreiminitige Videoaufnahmen durchgefihrt. Die x-Achse
gibt den =zeitlichen Verlauf wieder. Als letzter Schritt erfolgte die Applikation von
Pancuronium.

2.5.2 Auswertung

Muskelkontraktionen in Nerven-Muskel-Co-Kulturen werden durch Acetylcholin-
freisetzende Motoneurone kontrolliert, die in Muskelfasern projizieren (Magloire
and Streit 2009). Die Muskelaktivitat wurde offline mit einer Hewlett Packard Z800
Video-Workstation (Picturetools, Hamburg, Deutschland) quantifiziert. Zunachst
wurde durch den Avidemux-Player im Einzelbildmodus ein Bild herausgesucht,
das die Muskelfaser im entspannten Zustand darstellte. Im Anschluss erfolgte die
Festlegung einer sog. ,Region of Interest” (ROI). Diese sollte einen moglichst
kontrastreichen Bereich der Muskelfaser enthalten, der sich bei Kontraktion

verschiebt (siehe Abb. 13A). Durch die Kontraktionen anderten sich die
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Helligkeitswerte in der ROI, welche mit der Intensitat und der Frequenz der
Muskelzuckungen korrelierten. Durch einen in der Arbeitsgruppe verfassten
Algorithmus in Matlab 7.5 konnten die Helligkeitsverschiebungen graphisch
dargestellt werden (Abb. 13B). Nachdem manuell eine Schwelle gezogen wurde,
konnte im Anschluss die Anzahl der Kontraktionen mittels eines in Matlab
geschriebenen Programmes bestimmt werden. Der Schwellenwert wurde so
gesetzt, dass eine Helligkeitsdnderung von 50% den Ubergang der Muskelfasern

vom entspannten zum kontrahierten Zustand zeigt.

Es wurden nur Praparate verwendet, die eine mittlere Frequenz der
Muskelkontraktionen von mindestens 0,1 Hz aufwiesen. Zudem sollte eine
Verschiebung der Schwelle zur Erkennung der Muskelkontraktionen keinen
Einfluss auf die Anzahl der Ereignisse haben. Langanhaltende
Muskelkontraktionen unter Kontrollbedingungen, welche durch Ubererregung
verursacht wurden, wurden von der Analyse ausgeschlossen. Als letztes
Kriterium wurden nur Schnitte ausgewertet, welche empfindlich auf das nicht-
depolarisierende Muskelrelaxans Pancuronium reagierten. Die Haufigkeit der
Muskelkontraktionen wurde in der Arbeit als Korrelat der Aktionspotentialaktivitat
der spinalen Motoneurone interpretiert. Durch retrograde axonale Farbung
konnten Acetylcholinesterase-positive Neurone markiert werden, welche
typische morphologische Eigenschaften von Motoneuronen aufwiesen und am
ventralen Rand von spinalen Gewebeschnitten lokalisiert waren (Spenger,
Braschler et al. 1991). Pancuronium wurde am Ende appliziert, um
sicherzustellen, dass die Muskelkontraktionen durch cholinerge neuromuskulare
Ubertragung initiiert wurden. Pancuronium wiederum unterdriickte synaptisch
vermittelte Kontraktionen des Zwerchfells, jedoch keine elektrisch induzierten
Kontraktionen (Seeger, Worek et al. 2007).
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Abbildung 13 Darstellung einer Muskelfaser in spinalen Nerv-Muskel-Co-Kulturen. (A)
zeigt eine Muskelfaser in der VergroRerung von 1:320. Das Quadrat zeigt die ROI.
Helligkeitsunterschiede wurden wie in (B) aufgezeichnet. Dabei gibt die x-Achse den
zeitlichen Verlauf in Sekunden wieder, die y-Achse die Starke der Helligkeitsunterschiede in
Units. Fir die Auswertung wurde manuell eine Schwelle (rote gestrichelte Linie) gezogen.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Matlab 7.5. Zur Prufung der
Normalverteilung der Daten wurde der Lilliefors-Test durchgefihrt.
Normalverteilte Daten wurden mit Mittelwert +/- Standardabweichung oder mit
Mittelwert und 95 %-Konfidenzintervall dargestellt. Als statistisches Verfahren
diente der Student's t-Test. Waren die Daten nicht normalverteilt, wurden sie in
Box-Whisker-Plots mit den entsprechenden Medianen und 95 %-
Konfidenzintervallen dargestellt. Fir diese Daten wurde der Mann-Whitney-U-
Test mit Bonferroni-Korrektur verwendet. Als statistisch signifikant wurden p-

Werte kleiner als 0,05 gewertet.

Im Falle von normalverteilten Daten wurden die 95%-Konfidenzgrenzen (Klosoben

und Klosunten) Wie folgt ermittelt:
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_ xstandardabweichung
K1950ben = Xmittelwert +z:
V(n-1)
xstandardabweichung

K195unten = Xmittelwert — %"
Vn—1)

Xmittewert = Mittelwert der Stichprobe
z=1.96

Im Falle von nicht normalverteilten Stichproben wurden die Messwerte der
Stichprobe zunachst nach ihrer Grofle geordnet, wobei k den Index der
Rangfolge innerhalb dieser nach der GroRe geordneten Zahlenreihe darstellt.
Hiernach ist fur den kleinsten Messwert k=1 wund den grofRten
k=n=Stichprobenumfang. Fir die Angabe der Konfidenzintervalle wurde

folgender Wert fur k berechnet:

k=%-(n—1—z-\/r_z)

mit z=1.96 flr das 95% Konfidenzintervall. Nach Rundung des so ermittelten
Wertes fur k auf eine ganze Zahl wurde die untere Intervallgrenze als der k-te
Wert und die obere Intervallgrenze als der (n-k+1)-te Wert der geordneten

Rangfolge der Messwerte bestimmt.

Die Konzentrationswirkungskurve wurde mit einer Hillfunktion gefittet, wie von
Antkowiak and Helfrich-Forster (1998) beschrieben. Der ECso-Wert wurde der mit

der folgenden Gleichung angepassten Ausgleichskurve entnommen.

: . Vmax * X"
result hill function (x) = e
Vmax = maximaler Effekt bei unendlich hoher Konzentration

x = Konzentration

n= Hill-Koeffizient

k= EC50-Wert
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3 Ergebnisse

In dieser Studie wurden insgesamt 515 Experimente an organotypischen
Gewebeschnitten des Ruckenmarks von embryonalen C57/BL6-Mausen
durchgefuhrt. Durch Whole-cell Voltage-clamp-Ableitungen konnten GABAAa-
Rezeptoren vermittelte Strome an 32 organotypischen Kulturen gemessen
werden. Insgesamt 483 organotypische Kulturen wurden fur Extrazellular- und
die videomikroskopischen Messungen verwendet. Um Auswirkungen der
Ldsungsmittel zu untersuchen, wurden zu jedem Versuch Scheinapplikationen
durchgefuhrt. Berlcksichtigt wurden die Kulturen nach ca. zwei Wochen
Kultivierungszeit bis maximal finf Wochen, da wahrend dieses Zeitraums die

Spontanaktivitat der Neurone unverandert blieb (Grasshoff and Antkowiak 2004).

3.1 Wirkung von Allopregnanolone auf die tonische
GABAerge Inhibition

In der ersten Versuchsreihe untersuchten wir die Wirkung von Allopregnanolone
auf extrasynaptische GABAa-Rezeptoren im ventralen Horn des Ruckenmarks.
Die Daten wurden bereits publiziert (Drexler, Grenz et al. 2020). Dabei wurden
neben der Applikation des Neurosteroids Allopregnanolone in den
Konzentrationen von 50, 100, und 250 nM auch Scheinapplikationen mit dem
Lésungsmittel DMSO durchgeflihrt. Aufgezeichnet wurden jeweils Messintervalle
von drei Minuten. Die Zellen wurden auf einem Spannungspotential von -70 mV
gehalten. Zur Unterdrickung von glutamatergen und glycinergen Stromen

wurden AP 5, CNQX und Strychnin dem Perfusat zugegeben.

Nach der Applikation von Allopregnanolone erfolgte die Zugabe von Bicuculline,
einem spezifischen GABAa-Rezeptor-Antagonisten. Neben der Blockade von
synaptischen Stromen bewirkte dies bei Allopregnanolone eine Verschiebung
des Haltestroms, der sich in einem ,Shift* der Baseline widerspiegelte. Anhand

der Darstellung der Stromkurven in All-Point-Histogrammen, konnte der durch
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Allopregnanolone erzeugte tonische Strom abgelesen werden. Hierflr wurde die
Differenz der Baseline vor und nach der Applikation von Bicuculline berechnet.
Die folgende Abbildung 14 zeigt eine beispielhafte Whole-cell Voltage-clamp-
Ableitung im Riuckenmark vor und nach der Applikation von Bicuculline sowie die
zugehdrigen All-Point-Histogramme. Die geringere Standardabweichung

resultierte aus der Blockade der phasischen Strome durch Bicuculline.
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Abbildung 14 Wirkung von Allopregnanolone (100 nM) auf extrasynaptische GABAAa-
Rezeptoren im ventralen Horn des Riickenmarks. (A) Exemplarische Darstellung einer
Whole-cell Voltage-clamp-Ableitung von spinalen Interneuronen im ventralen Horn des
Ruckenmarks nach der Applikation von 100 nM Allopregnanolone. Das Membranpotential
betrug -70 mV. Glutamaterge und glycinerge Strdme wurden durch spezifische Antagonisten
geblockt. Nach der Zugabe von 20 uM Bicuculline sistierten die IPSCs. Zudem kam es zu
einer Verschiebung der Baseline von -201 pA auf-156 pA. (B) zeigt das in (A) mit * markierte
synaptische Ereignis vergroflert. (C) Darstellung des ,Shifts® der Baseline der Aufnahme (A)
in einem All-Point Histogramm, als ,,counts per bin“. Durch die Blockade der synaptischen
Stréme war die Standardabweichung (STD) geringer. Modifiziert nach Drexler, Grenz et al.
(2020).
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Insgesamt bewirkte Allopregnanolone im ventralen Horn des Rickenmarks eine
tonische Inhibition, welche in den Konzentrationen von 100 nM und 250 nM
gegenuber von 50 nM statistische Signifikanz erreichte. In Abbildung 15 A sind
die tonischen Strome zusammenfassend dargestellt, die durch unterschiedliche
Konzentrationen von Allopregnanolone verursacht wurden. Die Daten waren
normalverteilt (Lilliefors-Test, p> 0,05). Die Hypothese, dass die durch 50 nM
Allopregnanolone erzeugte tonische Inhibition sich von null unterscheidet,
musste verworfen werden (n= 8, t-Test, p= 0,11). Es wurde bestatigt, dass sich
die durch 100 und 250 nM erzeugte tonische Inhibition von 50 nM unterscheidet
(t-Test, p< 0,05). Dabei ergab sich ein Mittelwert des durch Allopregnanolone
induzierten tonischen Stroms von 40,8 +/- 9,8 pA bei der Konzentration von
100 nM (n=9, p=0,003) bzw. von 49,3 +/- 8,2 pA bei der Konzentration von
250 nM (n=4, p=0,009). Die Membranleitfahigkeit einzelner Neurone wurde
durch die induzierte Aktivierung von GABAa-Rezeptoren um ca. 10 % gesteigert
(Abb. 15B). Bei Applikation des Losungsmittels DMSO konnten diese Effekte

nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 15 Darstellung der induzierten tonischen Stréme durch unterschiedliche
Konzentrationen (50, 100, 250 nM) von Allopregnanolone sowie die Anderung der
Membranleitfahigkeit. Die waagrechten Linien reprasentieren die Mittelwerte. (A)
Zusammenfassend induzierte Allopregnanolone einen tonischen Strom: 50 nM:
9,7 +/-5,3 pA (n=8); 100 nM: 40,8 +/-9,8 pA (n=9); 250 nM: 49,3 +/- 8,2 pA (n=4).
Wahrend bei 50 nM keine statistische Signifikanz erreicht wurde (t-Test, p= 0,11), wurde in
den Konzentrationen von 100 und 250 nM eine tonische Inhibition induziert, welche sich
signifikant von 50nM unterscheidet (t-Test, p<0,05) (B) Darstellung der
Membranleitfahigkeit durch Allopregnanolone. 100 nM Allopregnanolone bewirkten eine
Steigerung von ca. 10 % (t-Test, p< 0,05). *= p< 0,05. Modifiziert nach Drexler, Grenz et al.
(2020).

3.2 Wirkung von Allopregnanolone auf die phasische
GABAerge Inhibition

Im nachsten Schritt wurde die phasische Inhibition am GABAa-Rezeptor durch
Allopregnanolone analysiert. Die Ergebnisse wurden bereits publiziert (Drexler,
Grenz et al. 2020). Dabei wurde die Frequenz der IPSCs, die Abklingzeit, die
Amplitude, die pro IPSC ubertragene Ladung und der ,totale synaptische Strom*
naher betrachtet. Letzterer berechnet sich aus Frequenzen, Zeitkonstanten und
Amplituden der IPSCs und spiegelt die mittlere synaptische GABAerge

Hemmung wider.
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Die folgende Abbildung 16 zeigt die Stromspuren einer Whole-cell Voltage-
clamp-Ableitung nach der Applikation von Strychnin, CNQX und AP 5. Die erste
Stromspur wurde unter Kontrollbedingungen aufgenommen, die zweite

Stromspur nach der Applikation von 100 nM Allopregnanolone.

Kontrolle

50 ms Allopregnanolone

Wﬂ

Abbildung 16 Originalspur einer Whole-cell Voltage-clamp Ableitung nach Applikation
von Allopregnanolone (100 nM). Reprasentative Beispiele durch GABAa-Rezeptoren
vermittelte synaptische Strome in Abwesenheit (obere Spur) und Anwesenheit (untere Spur)
von Allopregnanolone. Modifiziert nach Drexler, Grenz et al. (2020).

Die genauere Analyse ist in Abbildung 17 dargestellt. Die Daten waren
normalverteilt (Lilliefors-Test, p> 0,05). Wie unter 2.6 beschrieben, erfolgte die
Darstellung der Mittelwerte sowie der 95 %-Konfidenzintervalle. Bei der
Applikation von 100 nM Allopregnanolone zeigte sich eine geringe signifikante
Verlangerung der Abklingzeit von durchschnittlich 25,2 ms auf 31,1 ms, welche
doppelt exponentiell, wie in 2.4.3 beschrieben, gefittet wurden (Abb. 17 A: n= 11,
t-Test, p= 0,0035). Allerdings verringerte sich sowohl die Amplitude von 22,3 pA
auf 20,57 pA (Abb. 17 B: n= 9, t-Test, p= 0,02) als auch die Frequenz der IPSC
von 9,1 Hz auf 6,1 Hz (Abb. 17 C: n= 11, t-Test, p= 0,0005). Der Ladungstransfer
pro IPSC wurde durch Multiplikation der Abklingzeit mit der Amplitude berechnet
und zeigte mit 0,61 pC in Abwesenheit und 0,64 pC in Anwesenheit von
Allopregnanolone keinen signifikanten Unterschied (Abb. 17 D: n=9, t-Test,
p= 0,34), da sich die beschriebenen Teileffekte gegenseitig kompensierten. Dies
spiegelte sich auch in der naheren Betrachtung des synaptischen Gesamtstroms
wider. Dieser wurde berechnet, indem der Ladungstransfer pro IPSC mit der
Frequenz der IPSCs multipliziert wird. Hier ergab sich kein signifikanter Anstieg
des synaptischen Gesamtstroms durch Allopregnanolone (Abb. 17 E): 2,5 pC mit
100 nM Allopregnanolone und 2,1 pC ohne Allopregnanolone (n=29, t-Test,
p= 0,42).
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Abbildung 17 Wirkung von Allopregnanolone (100 nM) auf die durch GABAa-
Rezeptoren vermittelte synaptische Inhibition. Alle Daten stellen den Mittelwert mit dem
95 %-Konfidenzintervall dar. (A) Allopregnanolone induzierte einen signifikanten Anstieg der
Abklingzeit von 25,2 (22,03; 28,35) ms auf 31,1 (27,6; 34,58) ms (n= 11, t-Test, p= 0,0035).
(B) Allopregnanolone reduzierte die Amplitude der IPSCs von 22,3 (18,27; 26,31) pA auf
20,57 (16,58; 24,56) pA (n=9, t-Test, p=0,02). (C) Der Ladungstransfer pro IPSC
unterschied sich mit 0,61 (0,51; 0,72) pC unter Kontrollbedingungen nicht signifikant von
0,64 (0,53; 0,76) pC nach der Applikation von Allopregnanolone (n= 9, t-Test p= 0,34). (D)
Die Frequenz der IPSC wurde durch Allopregnanolone von 9,1 (5,13; 13,07) Hz auf
6,1 (2,13; 8,97) Hz verringert (n= 9, t- Test, p= 0,0005). (E) Zusammenfassend verursachte
100 nM Allopregnanolone keinen signifikanten Anstieg des synaptischen Gesamtstroms:
2,5(1,61; 3,44) pC ohne Allopregnanolone und 2,1 (0,63, 3,64) pC mit Allopregnanolone
(n=9, t-Test, p= 0,42). Modifiziert nach Drexler, Grenz et al. (2020).
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Auch in der Abbildung 18 wurden die Mittelwerte und die 95%-Konfidenzintervalle
dargestellt. Hier gleicht die Wirkung von 250 nM Allopregnanolone auf die
GABAerge phasische Inhibition dem Effekt von 100 nM. Auch in der
Konzentration von 250 nM bewirkte Allopregnanolone eine signifikante
Verlangerung der Abklingzeit von 20,6 ms auf 24,4 ms (Abb. 18 A: n= 10, t-Test,
p= 0,003,). Die mittlere Amplitude der IPSCs wurde durch Allopregnanolone nicht
beeinflusst (Abb. 18 B: n=9, t-Test, p=0,64). Auch in dieser Konzentration
verursachte es einen Ruckgang der Frequenz der IPSCs von 23,8 Hz auf 17,7 Hz
(Abb. 18 C: n=10, t-Test, p= 0,0075). Vergleichbar mit den Ergebnissen von
100 nM Allopregnanolone wurde der Ladungstransfer pro IPSC (Abb. 18D n=9,
t-Test p= 0,4), sowie der synaptische Gesamtstrom (Abb. 18 E: n=9, t-Test,
p= 0,1) durch 250 nM nicht signifikant verandert.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Allopregnanolone in den
Konzentrationen von 100 nM als auch 250 nM den synaptischen GABAergen
Strom modifizierte. Dies hatte durch Kompensation der Teileffekte keinen

wesentlichen Einfluss auf eine Zunahme der synaptischen Inhibition.



Ergebnisse

>
vy

30
T g 50
< 2
D 2
N 20 =
g E25
X
2 15
10 0 |

0 250 0 250
Allopregnanolone [nM] Allopregnanolone [nM]

O
O

%) 50+
212

O 40t
2 T

© 0.8 N 30|
o

)] +_ %

< g 20|
T 04 IC

- 10,

Q
o

0 250 0 250
E Allopregnanolone [nM] Allopregnanolone [nM]
<
=
5 6
?
IS
3
o 4
()
@
<
3 2
S
]
c .
>
7] 0 ] |
0 250

Allopregnanolone [nM]

Abbildung 18 Wirkung von Allopregnanolone (250 nM) auf die durch GABAa-
Rezeptoren vermittelte synaptische Inhibition. Alle Daten stellen den Mittelwert mit den
95 %-Konfidenzintervallen dar. (A) Allopregnanolone bewirkte eine Verlangerung der
Abklingzeit von 20,6 (17,42; 23,68) ms auf 24,4 (21,3; 27,48) ms (n= 10, t-Test, p= 0,003).
(B) Allopregnanolone hatte keinen signifikanten Effekt auf die mittlere Amplitude pro IPSC:
28,7 (20,36; 37,0) pA ohne Allopregnanolone und 27,7 (17,47; 37,71) pA mit 250 nM
Allopregnanolone (n= 9, t-Test p= 0,64). (C) Der Nettoeffekt des Ladungstransfers pro IPSC
unterschied sich mit 0,6 (0,45; 0,74) pC ohne Allopregnanolone und 0,6 (0,46; 0,85) pC mit
Allopregnanolone nicht (n= 9, t-Test, p= 0,4). (D) Allopregnanolone reduzierte die Frequenz
von 23,8 (14,02; 33,64) Hz auf 17,7 (6,61;28,77) Hz (n=10, t-Test, p=0,0075). (E)
Insgesamt verursachte 250 nM Allopregnanolone keinen signifikanten Anstieg des
phasischen Gesamtstroms von 4,2 (2,91; 5,5) pC auf 3,2 (1,28; 5,1) pC (n=9, t-Test, p= 0,1).
Modifiziert nach Drexler, Grenz et al. (2020).
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3.3 Wirkung von Allopregnanolone auf die spontane

Aktionspotentialaktivitat

In einer weiteren Serie von Experimenten wurde untersucht, inwieweit
Allopregnanolone die spontane Netzwerkaktivitat der spinalen Interneurone im
Vorderhorn beeinflusst. Die Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht (Drexler,
Grenz et al. 2020). Hierfir wurden Extrazellularableitungen an insgesamt 257
Gewebeschnitten durchgefuhrt. Als Messgrof3e diente die Aktionspotentialrate
spinaler Interneurone, die sich in unmittelbarer Nahe der Spitze der
Ableitelektrode befanden. Dabei wurden Konzentrationen von Allopregnanolone
von 50 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 uM und 2 uM untersucht. Aufgezeichnet

wurde jeweils Messintervalle von sechs Minuten.

Nachfolgende Abbildung 19 zeigt einen Ausschnitt einer Originalaufzeichnung.
Dabei spiegelt die x-Achse den Zeitverlauf der Spontanaktivitat wider, anhand
der y-Achse lassen sich Aktionspotential-Spikes vom Grundrauschen abgrenzen.
Vor der Applikation von Allopregnanolone generierten die Neurone des ventralen
Horns im kultivierten Rickenmark Aktionspotentiale mit einer Frequenz von
9,6 +/- 1,3 Hz.
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Abbildung 19 Darstellung eines Ausschnitts einer Originalaufzeichnung zur
Untersuchung der Wirkung von Allopregnanolone auf die spontane Netzwerkaktivitat.
Die x-Achse gibt den Zeitverlauf wieder. Die Spikes lassen sich deutlich vom Grundrauschen
abgrenzen. Nach der Applikation von Allopregnanolone lassen sich weniger
Aktionspotentiale detektieren. In diesem Beispiel wurde nach Aufzeichnung der
Kontrollaktivitat Allopregnanolone in den Konzentrationen von 1 und 2 uM appliziert.

1mv

0,

Die Effekte von Allopregnanolone in unterschiedlichen Konzentrationen sind in
Abbildung 20 in normalisierter Form dargestellt. Hierfur wurde die
Aktionspotentialaktivitat nach der Applikation von Allopregnanolone durch die
jeweilige  Kontroll-Aktionspotentialaktivitat  geteilt. ~ Eine  normalisierte
Aktionspotentialaktivitat von 1 bedeutet keinen Einfluss von Allopregnanolone,
eine normalisierte Aktionspotentialaktivitat von 0,5 spiegelt eine 50 %-Hemmung
wider. Um einen Einfluss des Ldsungsmittels DMSO sowie eine spontane
Aktivierung der spinalen Neurone auszuschlieRen, wurden Scheinapplikationen
durchgefuhrt.  Wurden  alle  Scheinapplikationen  normalisiert  und

zusammengefasst, ergab sich keine Anderung der Aktionspotentialaktivitat.
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Abbildung 20 Normalisierte Wirkung von Allopregnanolone auf die spontane
Aktionspotentialaktivitit spinaler Interneurone. Allopregnanolone verursachte in
aufsteigender Dosierung von 50 nM bis 2 uM eine konzentrationsabhangige Hemmung der
spontanen Netzwerkaktivitdt. Insgesamt wurden pro Konzentration 35-48 Messungen
durchgefihrt. Die Daten waren nicht normalverteilt (Lilliefors-Test, p< 0,05), daher erfolgt die
Darstellung in Box-Whisker-Plots. Die waagrechte Linie gibt den Median wieder, die Box
jeweils die 25 %ige sowie 75 %ige Perzentile, die Whiskers jeweils den 1,5-fachen
Interquartilenabstand (interquartil range, IQR). Ab einer Konzentration von 100 nM hemmte
Allopregnanolone signifikant die spontane Netzwerkaktivitdt (Mann-Whitney U-Test,
* p< 0,05 mit Bonferroni-Korrektur). Modifiziert nach Drexler, Grenz et al. (2020).

Insgesamt bewirkte Allopregnanolone ab einer Konzentration von 100 nM eine
signifikante Hemmung der spontanen Aktionspotentialaktivitat spinaler
Interneurone. Die Daten waren nicht normalverteilt (Lilliefors-Test, p< 0,05). Im
Folgenden sind die Mediane mit den 95 %-Konfidenzintervalle angegeben. Bei
einer Konzentration von 100 nM betrug die Netzwerkaktivitat 0,73 (0,47; 0,90)
der Kontrollaktivitat, bei 2 yM 0,54 (0,43; 0,62). Pro Konzentration wurden
zwischen 35-48 Experimente durchgefihrt. In Abbildung 21 ist die Hemmung der
Aktionspotentialaktivitat durch Allopregnanolone in Prozent dargestellt. Wie unter
2.6 beschrieben wurde eine Hill-Ausgleichskurve an die experimentellen Daten

angepasst. Die geschatzte mittlere effektive Konzentration (ECso) von
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Allopregnanolone im Ruckenmark lag bei 2259 nM. Dabei gibt die ECse-

Konzentration die Dosis an, bei welcher der halbmaximale Effekt erwartet wird.
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Abbildung 21 Wirkung von Allopregnanolone auf die Aktionspotentialaktivitat spinaler
Interneurone in Prozent mit zugehodriger Hill-Ausgleichskurve. Darstellung der
konzentrationsabhangigen Hemmung von Allopregnanolone auf die
Aktionspotentialfrequenz angegeben in Prozent. Die Quadrate stellen die Mediane dar, die
oberen und unteren Linien die 95% Konfidenzintervalle. Die rote Ausgleichskurve wurde
durch eine Hill-Funktion an die Datenpunkte angepasst. Dabei ergab sich ein ECso-Wert von
2259 nM Allopregnanolone.

Zusammenfassend konnte eine signifikante Hemmung der Spontanaktivitat der
spinalen Neurone im Vorderhorn ab einer Konzentration von 100 nM festgestellt
werden. Ab dieser Konzentration wurde wie in 3.1 beschrieben auch ein

signifikanter tonischer Strom gemessen.
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3.4 Wirkung von Allopregnanolone unter Koapplikation von

Propofol auf die spontane Aktionspotentialaktivitat

Propofol stellt das gebrauchlichste intravendése Anasthetikum in der
Allgemeinanasthesie dar. In dieser Versuchsreiche wurde die Wirkung von
Allopregnanolone unter Koapplikation von Propofol auf die spontane
Aktionspotentialaktivitat beleuchtet. Da beide Substanzen vorwiegend Uber den
GABAAa-Rezeptor wirken, wurde untersucht, ob bei gleichzeitiger Applikation von
Allopregnanolone und Propofol eine synergistische Wirkung beobachtet werden
kann. Hierfir wurden Extrazellularableitungen an insgesamt 220

Gewebeschnitten des ventralen Horns des Ruckenmarks durchgefuhrt.

Propofol wurde in den Konzentrationen 1 und 5 uM zu 100 nM Allopregnanolone
bzw. zu dem Losungsmittel DMSO appliziert. 100 nM Allopregnanolone
verstarkte die GABAerge tonische Inhibition, wie in 3.1 beschrieben, und
verringerte die spontane Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone um ca. 25 %,
wie in 3.3 beschrieben. Eckle, Rudolph et al. (2014) untersuchten die Wirkung
von Propofol am ventralen Horn des Rickenmarks. Sie konnten zeigen, dass
Propofol in der Konzentration von 1 yM vor allem die phasische Inhibition am
synaptischen GABAa-Rezeptor beeinflusst, wahrend es in der Konzentration von
5 uM bevorzugt am extrasynaptischen GABAa-Rezeptor wirkt und die GABAerge

tonische Inhibition verstarkt.

Die folgende Abbildung 22 zeigt eine reprasentative Originalspur eines
Experiments. Dabei waren die Aktionspotentiale deutlich vom Grundrauschen
abgrenzbar. Bei der Zugabe von 1 yM Propofol zu Allopregnanolone konnten
weniger Aktionspotentiale detektiert werden, nach Applikation von 5 yM Propofol

kam es zu einer weiteren Abnahme der Netzwerkaktivitat.
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Abbildung 22 Abbildung einer Originalspur: Wirkung Allopregnanolone (100 nM) bzw.
DMSO unter Koapplikation von Propofol (1 und 5 pM). Jede Reihe zeigt einen Ausschnitt
aus einer sechsminitigen Messaufnahme. Der Auswasch ist nicht dargestellt. (A) stellt
Ausschnitte der Messreihe zur Untersuchung der Wirkung von Propofol (1 und 5 pM) ohne
Allopregnanolone auf die spontane Aktionspotentialrate dar. (B) zeigt Ausschnitte aus einer
Messung nach Applikation von Propofol in den Konzentrationen von 1 und 5 yM zu 100 nM
Allopregnanolone (Allo).

Die Daten waren nach dem Lilliefors-Test nicht normalverteilt (p< 0,05), weshalb
die Berechnung der Mediane und der 95 %-Konfidenzintervalle erfolgte. Wie
Abbildung 23 zeigt, lag die spontane Aktionspotentialaktivitdt von
Allopregnanolone mit 6,40 (5,06; 7,51) Hz unter der Kontrollaktivitat mit
6,97 (4,87; 9,12) Hz. In der Kontroligruppe bewirkte die Zugabe von 1 uM
Propofol eine Abnahme der Feuerrate auf 5,57 (4,13; 6,97) Hz. Allopregnanolone
verursachte  eine  Verringerung  der  Aktionspotentialfrequenz  auf
4,66 (3,41; 5,50) Hz. Dieser Effekt war statistisch nicht signifikant (p= 0,66). In
Gegenwart von hohen Konzentrationen von 5 puM Propofol wurde die
Aktionspotentialfrequenz  durch  Allopregnanolone  statistisch  signifikant
verringert: von 2,42 (1,80; 3,26) Hz ohne Allopregnanolone auf
1,69 (1,41; 2,35) Hz mit Allopregnanolone (p= 0,035)
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Abbildung 23 Wirkung von Propofol (1 und 5pM) auf die spontane
Aktionspotentialfrequenz mit und ohne Allopregnanolone (100 nM). Die Daten waren
nicht normalverteilt (Lilliefors, p< 0,05). Die Darstellung erfolgt in Box-Whisker-Plots. Die
waagrechten Linien geben die Mediane an, die Boxen die 25 %ige und 75 %ige Perzentile.
Die senkrechten Linien geben die Whiskers (+/-1,51QR) an. Links: Allopregnanolone
hemmte nicht signifikant die Aktionspotentialfrequenz spinaler Interneurone von
6,97 (4,87; 9,12) Hz auf 6,4 (5,06; 7,51) Hz (n= 109, Mann-Whitney-U-Test, p= 0,66). Mitte:
Propofol reduzierte die Feuerrate auf 5,57 (4,12; 6,97) Hz. Dieser Effekt wurde durch
Allopregnanolone nicht signifikant verstarkt (4,66 (3,41; 5,50) Hz) (n= 109, Mann-Whitney-
U-Test, p= 0,086) Rechts: Durch die Zugabe von 5 uM Propofol wurde die Feuerrate auf
2,42 (1,80; 3,26) Hz reduziert, nach der Applikation von Allopregnanolone zu 5 uM Propofol
wurde die Aktionspotentialfrequenz statistisch signifikant auf 1,69 (1,41; 2,35) Hz verringert
(n= 109, Mann-Whitney-U-Test, p= 0,035). * = p< 0,05

In Abbildung 24 ist die Anderung der Aktionspotentialfrequenz durch Propofol in
An- und Abwesenheit von Allopregnanolone dargestellt, bezogen auf die
Kontrollbedingungen (DMSO bzw. 100 nM Allopregnanolone). Hier bewirkte
Allopregnanolone eine signifikante Abnahme der Aktionspotentialfrequenz nach
Applikation von 1 uM Propofol (p= 0,02). Dies lie® sich auch bei der Applikation

von hohen Konzentrationen von Propofol 5 yM bestatigen (p= 0,049)
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Abbildung 24 Darstellung der Anderung der Aktionspotentialfrequenz durch Propofol
in An- und Abwesenheit von Allopregnanolone. Die Daten waren nicht normalverteilt
(Lilliefors-Test, p< 0,05), daher wird der Median mit der 25 %igen und 75 %igen Perzentile
dargestellt sowie den  Whiskers (+/-1,5IQR). Links: Veranderung der
Aktionspotentialfrequenz durch Applikation von 1 uM Propofol von -1,02 (-1,35; -0,63) Hz.
Allopregnanolone bewirkte eine Abnahme der Frequenz um -1,66 (-2,51; -1,02) Hz. Dieser
Effekt war statistisch signifikant. (n= 109, Mann-Whitney-U-Test, p=0,02). Rechts: Die
Applikation von 5uM Propofol verringerte die Aktionspotentialfrequenz  um
- 2,96 (- 3,95; - 2,42) Hz. Wird Propofol zu Allopregnanolone appliziert, verringerte sich die
Frequenz signifikant um - 4,16 (-5,16; - 3,31) Hz (n= 109, Mann-Whitney-U-Test, p= 0,049).
*=p<0,05

Im folgenden Diagramm (Abb. 25) wurden die Daten normalisiert dargestellt.
Betrachtet man die prozentuale Depression der Aktionspotentialfrequenz, so
muss der unterschiedliche Ausgangswert von Allopregnanolone und dem
Lésungsmittel beachtet werden, da bei Allopregnanolone bereits eine geringe
Hemmung vorlag. Bei der Zugabe von 1 yM Propofol zu dem Allopregnanolone-
Perfusat, wurde eine Hemmung von 32,17 (26,71, 38,11) % gemessen. Ohne
Allopregnanolone lag nach Zugabe von 1 uyM Propofol eine Inhibition von
20,35 (14,79; 27,12) % vor. Dieser Effekt war statistisch signifikant (p= 0,049).
Nach der Zugabe von hohen Konzentrationen von 5 puM Propofol zu

Allopregnanolone, wurden 70,14 (67,27; 74,22) % der spontanen
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Netzwerkaktivitat gehemmt. Ohne der Koapplikation von Allopregnanolone
bewirkte 5 uM Propofol eine prozentuale Hemmung von 57,48 (51,56; 65,55) %
(p=0,0001).

B pmso
* * O Allopregnanolone
1 1

100 - _
2 | i
5 | T
2 i |
£ ! : '
< sof ! : !
8 i
I :
] —_
S
(o8
[72]
2 .
S |
0 !
< 1
o |
© i
g’ -
]
£
E 501
T

-100 L 1

Propofol [uM]

Abbildung 25 Darstellung der prozentualen Hemmung der Aktionspotentialaktivitat
durch Propofol mit und ohne Allopregnanolone. Die Daten wurden normalisiert und in
Box-Whisker-Plots dargestellt. Sie sind nicht normalverteilt (Lilliefors-Test, p< 0,05). Die
waagrechte Linie gibt den Median an, die Boxen die 25 %ige und 75 %ige Perzentile, die
senkrechten Linien die Whiskers (+/-1,5IQR). Links: 1 uM Propofol bewirkte eine
Hemmung der Aktionspotentialaktivitat von 20,35 (14,79; 27,12) %. Allopregnanolone
verstarkte diese Hemmung auf 32,17 (26,71; 38,11) % (n= 109, Mann-Whitney-U-Test,
p=0,005). Rechts: 5puM Propofol reduzierte die Aktionspotentialaktivitat auf
57,48 (51,56; 65,55) %. Allopregnanolone verstarkte diesen Effekt auf eine Hemmung von
70,14 (67,27; 74,22) % (n= 109, Mann-Whitney-U-Test, p= 0,001). * = p< 0,05

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Allopregnanolone die Hemmung der
Aktionspotentialaktivitdt durch Propofol verstarkt. Einen synergistischen Effekt
der beiden Substanzen konnten wir nicht erkennen. Vielmehr entfalten die beiden

Substanzen eine additive Wirkung am GABAa-Rezeptor.
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3.5 Wirkung von Allopregnanolone unter Koapplikation von
Propofol auf den motorischen Output

Nachdem die Wirkung von Allopregnanolone und Propofol auf die spinalen
Interneurone beleuchtet wurde, untersuchten wir in dieser Versuchsreihe den
Einfluss auf die Aktivitat der a-Motoneurone. Die Ergebnisse wurden bereits
publiziert (Drexler, Grenz et al. 2020). Hierfir wurden Co-Kulturen aus
Ruckenmark und Muskelgewebe verwendet, wie in 2.1.2 beschrieben. In diesen
Praparaten werden Muskelkontraktionen durch Acetylcholin-freisetzende
a- Motoneurone induziert, die Uber synaptische Verbindungen in Muskelfasern
projizieren (Magloire and Streit 2009). Gleichzeitig konnten Aktionspotentiale
durch Extrazellularmessungen abgeleitet werden. Die Auswertung und
Quantifizierung der Muskelkontraktion erfolgte Uber Videomikroskopie Uber die
Registrierung von Hell-Dunkelverschiebungen. Insgesamt wurden jeweils 29

bzw. 28 Experimente pro Versuchsreihe durchgefuhrt.

Die folgende Abbildung 26 zeigt den neurogenen Ursprung der Muskelaktivitat.
Unter Kontrollbedingungen (Abb. 26 A) konnte eine gute Korrelation zwischen
der rhythmischen Aktivitat der Muskelfasern und der Aktionspotentialaktivitat
spinaler Interneurone beobachtet werden. Im Anschluss wurde Pancuronium
appliziert, ein kompetitiver Antagonist nikotinischer Acetylcholin-Rezeptoren. Wie
Abbildung 26 B zeigt, unterdrickte Pancuronium die Muskelaktivitdt ohne
Einfluss auf die Grundaktivitat der spinalen Neurone zu haben. Dieser Effekt war
im Auswasch reversibel (Abb. 26 C). Dies lasst vermuten, dass nikotinische
Acetylcholin-Rezeptoren vor allem an der neuromuskuldaren Synapse eine
wichtige Rolle spielen und nur wenig Einfluss auf die Aktionspotentialaktivitat
spinaler Interneurone haben (Jordan, McVagh et al. 2014). Wurde Tetrodotoxin
(Abb. 26 D) hinzugeflugt, ein spezifischer Blocker der spannungsgesteuerten
Natrium-Kanale, wurden sowohl die Muskelkontraktionen als auch die
Aktionspotentialaktivitat vollstandig gehemmt. Auch dieser Effekt war vollstandig
reversibel (Abb. 26 E). Pancuronium wurde in unseren Experimenten jeweils am
Ende hinzugeflgt, um sicherzustellen, dass die Muskelaktivitdt durch a-

Motoneurone verursacht wurde. Dadurch konnte die Wirkung von



Ergebnisse

Allopregnanolone und Propofol auf ihre muskelrelaxierende Eigenschaften

untersucht werden.
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Abbildung 26 Registrierung von Muskelkontraktionen und der
Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone in Riickenmarkskulturen mit
Muskelzell-Co-Kulturen. Die erste Zeile gibt die Aktivitdt der Muskelfasern wieder
(kontrahiert: aufsteigende Linie, entspannt: absteigende Linie). Die zweite Linie zeigt die
Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone (horizontale Linie: Grundrauschen, vertikale
Linien: Einzel- oder Gruppe von Aktionspotentialen) (A) Es sind langere Phasen der
Kontraktion und Relaxation der Muskelfaser zu erkennen, wobei das Interneuron eine Serie
von Aktionspotentialen jeweils zu Beginn der kontrahierten Phase generierte. (B) Nachdem
das nicht depolarisierende Muskelrelaxans Pancuronium (1 uM) appliziert wurde, sistierten
die Muskelkontraktionen, wahrend die Grundaktivitat unverandert blieb. (C) Nach dem
Auswaschen war die Muskelaktivitdt wieder sichtbar. (D) Der Natriumkanal-Blocker
Tetrodotoxin (0,5 uM) induzierte keinerlei neurogene Aktivitat, sowohl die Muskelaktivitat als
auch die Grundaktivitat sistierte. (E) Die Wirkung von Tetrodotoxin war reversibel. Es zeigte
sich weiterhin eine Korrelation zwischen der Aktionspotentialaktivitat und der Muskelaktivitat.
Modifiziert nach Drexler, Grenz et al. (2020).
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Im folgenden Diagramm (Abb. 27) ist die Wirkung von Allopregnanolone
(100 nM), Propofol (1 uM) und die Kombination der beiden Substanzen
dargestellt. Die Daten waren nicht normalverteilt (Lilliefors-Test, p< 0,05),
weshalb die Angabe der Mediane und der 95 %-Konfidenzintervalle erfolgte.
Allopregnanolone verringert die Frequenz der Muskelkontraktionen um ca. 35 %
von einer Kontrollaktivitat von 1,2 (0,8; 1,3) Hz auf 0,81 (0,70; 0,95). 1 uM
Propofol hemmt die Muskelkontraktionen um ca. 23 % auf eine Frequenz von
0,92 (0,55; 1,04) Hz. Dieser Effekt ist vergleichbar mit der Depression der
Aktionspotentialaktivitat von Propofol im ventralen Horn des Ruckenmarks
(Eckle, Rudolph et al. 2014), sowie mit unseren Daten in 3.4. Eine kombinierte
Applikation von 100 nM Allopregnanolone und 1 uM Propofol ergab eine
Hemmung der Frequenz der Muskelkontraktionen auf 0,56 (0,32; 0,78) Hz. Nach
der Applikation von Pancuronium zeigte sich eine nahezu vollstandige Relaxation

der Muskelfasern.
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Abbildung 27 Wirkung von Allopregnanolone (100 nM) auf die Muskelkontraktionen in
An- und Abwesenheit von Propofol (1 pM). Die Daten sind nicht normalverteilt (Lilliefors-
Test, p<0,05), daher erfolgt die Darstellung in Box-Whisker-Plots. Die waagrechte Linie stellt
den Median dar, die Boxen die 25 %ige bzw. 75 %ige Perzentile, die senkrechten Linien die
Whiskers (+/- 1,51QR). Links: 100 nM Allopregnanolone hemmte signifikant die
Muskelkontraktionsfrequenz von 1,16 (0,84; 1,29) Hz unter Kontrollbedingungen auf
0,81 (0,70; 0,95) Hz (n= 29, Mann-Whitney-U-Test, p= 0,043) Mitte: Propofol reduzierte den
Median der Muskelkontraktionsfrequenz auf 0,92 (0,55, 1,04) Hz. In Anwesenheit von
100 nM Allopregnanolone wurde dieser Effekt signifikant verstarkt auf 0,56 (0,32; 0,78) Hz
(n= 28, Mann-Whitney-U-Test, p= 0,041). Rechts: Die Muskelkontraktionen sistierten in der
Anwesenheit von 1 yM Pancuronium. * = p< 0,05, modifiziert nach Drexler, Grenz et al.
(2020).

Abbildung 28 zeigt zusammenfassend die Wirkung von Allopregnanolone und
Propofol auf die a-Motoneurone. Zur Ubersicht wurden nur die Mediane
dargestellt. Neben der Konzentration von 1 uM Propofol wurde auch die Wirkung
von Propofol in der hohen Konzentration von 5 uM auf die Muskelkontraktionen
dargestellt. Wie man der Abbildung 28 entnehmen kann, bewirkte die kombinierte
Gabe von 100 nM Allopregnanolone und 1 pM Propofol eine Inhibition der
a- Motoneurone von ca. 51,5 %. Ahnliche Effekte hatte die alleinige Applikation

von 5 uM Propofol mit einer Inhibition von 52,0 %. Daneben verstarkte die
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kombinierte Gabe von 100 nM Allopregnanolone und 5 uM Propofol die Inhibition
auf a- Motoneurone im Vergleich zur alleinigen Gabe von Propofol 5 uM nur
geringflgig. In Anwesenheit von hohen Konzentrationen von Propofol war die
Fahigkeit von Allopregnanolone, hemmend auf die Muskelkontraktionen zu

wirken, deutlich verringert.
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Abbildung 28 Wirkung von Propofol (1 und 5 pM) auf die Muskelaktivitit unter
Koapplikation von Allopregnanolone (100 nM). Die beiden Linien zeigen die Interaktionen
von Propofol in Anwesenheit (rote Linie) und Abwesenheit von Allopregnanolone (Allo)
(blaue Linie). Die kombinierte Gabe von Allopregnanolone 100 nM und Propofol 1 pM hemmt
die Muskelaktivitat ahnlich stark wie die alleinige Gabe von Propofol 5 uM. Bei der Zugabe
von Pancuronium kam es zu einer fast vollstdndigen Relaxation der Muskelfasern. Modifiziert
nach Drexler, Grenz et al. (2020).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine Addition der hemmenden Effekte
auf die Muskelaktivitat von 1 uM Propofol (Erhdhung der phasischen GABAergen
Inhibition (Eckle, Rudolph et al. 2014)) und 100 nM Allopregnanolone (Erhdhung
der tonischen GABAergen Inhibition) stattfand.
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4 Diskussion

4.1 Organotypische Kulturen

Fur die vorliegende Studie wurden organotypische Kulturen des Ruckenmarks
von embryonalen Wildtypmausen verwendet. Vor allem durch die Morphologie
der Rezeptorstruktur sowie der synaptischen Verschaltung, welche in vivo-
Experimenten sehr ahnlich sind, eignen sie sich besonders zum Testen
neuroaktiver Substanzen (Drexler, Hentschke et al. 2010). Organotypische
Gewebekulturen durchlaufen nach der Praparation einen Reifungs- und
Differenzierungsprozess, welche denen eines lebenden Tier entsprechen. Nach
ca. 12 Tagen ist der Reifungsprozess weit vorangeschritten, sodass die
Morphologie der Neurone deren Zustand im adulten Tier sehr ahnlich ist
(Gahwiler 1981). Es konnte gezeigt werden, dass sich die Spontanaktivitat
zwischen Tag 12 und 35 nicht signifikant unterschied, weshalb innerhalb dieses

Zeitraums gemessen wurde (Grasshoff and Antkowiak 2004).

Zahlreiche Studien belegen eine weitgehende Ubereinstimmung der Entwicklung
spinaler Neurone in vivo und in vitro in organotypischen Gewebekulturen.
Holopainen and Lauren (2003) konnten durch Untersuchung von mRNA fur die
Zusammensetzung der Untereinheiten des GABAa-Rezeptors eine weitgehende
Ubereinstimmung in vivo und in vitro feststellen. Auch auf neokortikalen
Pyramidenneuronen konnte bei der Verteilung von den GABAergen Synapsen
nicht zwischen in vivo und in vitro unterschieden werden (Di Cristo, Wu et al.
2004). Hentschke, Schwarz et al. (2005) untersuchten die Wirkung von volatilen
Anasthetika am lebenden Tier sowie in vitro durch organotypische Kulturen des
Neokortex. In klinisch relevanten Konzentrationen zeigte sich eine gute

Ubereinstimmung der Hemmung der neuronalen Aktivitat in vivo und in vitro.

Ein weiteres in-vitro Modell sind akute Schnittkulturen des Ruckenmarks. Hier
erfolgt die Praparation des Ruckenmarks am adulten Tier. Wahrend die

Zytoarchitektur am ehesten der in vivo entspricht, besteht die Gefahr, dass je
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nach Lokalisation zahlreiche synaptische Verbindungen zerstort werden. Dies
hat zur Folge, dass durch den Verlust des synaptischen Inputs die
Netzwerkaktivitdt nur durch elektrische oder pharmakologische Stimulation
erzeugt werden kann. Da sich in organotypischen Kulturen synaptische
Verbindungen erst in vitro entwickeln, sind mehr miteinander verbundene
Neurosynapsen vorhanden und es besteht bereits je nach Region eine
ausgepragte spontane Netzwerkaktivitat ohne weitere Stimulation (Debanne,
Guerineau et al. 1995). Ein weiterer Vorteil von organotypischen Gewebekulturen
verglichen mit akuten Schnittkulturen ist die geringere Dicke und daher geringere
Diffusionszeit des Pharmakons. Im Gegensatz zu akuten Schnitten, welche eine
Dicke von 300 um aufweisen, nimmt die Dicke von organotypischen Kulturen
wahrend der Kultivierungsphase auf 50 um ab, sodass ein Monolayer
funktionstlchtiger Zellen entsteht. Wahrend die Diffusionszeit von Propofol in
akuten Hirnschnitten mehrere Stunden bis zum Gleichgewichtszustand andauert,
kann diese in organotypischen Gewebekulturen auf einige Minuten reduziert
werden (Gredell, Turnquist et al. 2004, Benkwitz, Liao et al. 2007).

Zur Beurteilung des motorischen Outputs spinaler Neurone wurden
organotypische Ruckenmarkskulturen mit Muskel-Co-Kulturen verwendet.
Dadurch kann die Wirkung von Pharmaka auf die Muskelaktivitat untersucht

werden.

4.2 Konzentration von Allopregnanolone und verwendete
Dosierungen

Die Konzentration von Allopregnanolone im Plasma und im Gehirn unterliegt
starken Schwankungen und hangt von physiologischen Faktoren wie
Entwicklung, dem weiblichen Zyklus oder Stress ab. Physiologische
Konzentrationen von Allopregnanolone wurden zwischen 10-300 nM gemessen
(Belelli, Harrison et al. 2009, Lambert, Cooper et al. 2009). In der Anwesenheit
von GABA modulieren Konzentrationen von 10-1000 nM den GABAa-Rezeptor
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allosterisch. Ab einer Konzentration von 1 uM kénnen Neurosteroide direkt den
GABAAa-Rezeptor ohne Anwesenheit von GABA aktivieren (Reddy and Rogawski
2002, Lambert, Cooper et al. 2009). Ferner wurde gezeigt, dass bereits 60 nM
Allopregnanolone in Kornerzellen des Gyrus dentatus der Maus einen

signifikanten tonischen Strom erzeugen (Rajasekaran, Joshi et al. 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurden klinische relevante Konzentrationen von
Allopregnanolone von 50-250 nM flr die Whole-cell Voltage-clamp-Messungen
sowie von 50-2000 nM fur Extrazellularmessungen bzw. Videomikroskopie

verwendet.

4.3 selektive Modulation der GABAA-Rezeptor-abhangigen
tonischen Inhibition

Zusammenfassend induzierte Allopregnanolone in spinalen Interneuronen des
ventralen Horns des Rickenmarks einen tonischen GABAergen Strom, der mit
einer Abnahme der Aktivitat spinaler a-Motoneurone einhergeht. Dabei bewirkte
100 nM und 250 nM Allopregnanolone eine signifikante tonische Inhibition von
40,8 pA+/- 9,8pA. Diese tonische Inhibition kdnnte durch die Aktivierung von
extrasynaptischen GABAa-Rezeptoren verursacht werden. Im Gegensatz dazu
scheint die Wirkung von Allopregnanolone an synaptischen GABAa-Rezeptoren

eine untergeordnete Rolle zu spielen.

In einer Studie der gleichen Arbeitsgruppe wurde bereits die Wirkung von
Allopregnanolone auf den zerebralen Cortex untersucht. Im Gegensatz zu den
aktuellen Ergebnissen dieser Arbeit, moduliert Allopregnanolone im Neokortex
sowohl synaptische als auch extrasynaptische Rezeptoren (Drexler, Balk et al.
2016). Hierbei konnte ein Anstieg der Abklingzeit der IPSCs um ca. 50 % sowie

ein tonischer Strom von 24,6 +/- 13,6 pA gemessen werden.
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Dieser heterogene Wirkungseffekt von Allopregnanolone im Ruckenmark kann
sich daraus erklaren, dass die Wirkung von Neurosteroiden wie
Allopregnanolone auf GABAa-Rezeptoren stark von der Region im ZNS und dem
Neuronentyp abhangt. Zusatzlich werden die pharmakologischen und
biophysikalischen  Eigenschaften durch die Zusammensetzung der
Untereinheiten der GABAa-Rezeptoren bestimmt (Belelli and Lambert 2005,
Herd, Belelli et al. 2007).

Eine Untergruppe von extrasynaptischen GABAa-Rezeptoren beinhaltet die
O- Untereinheit. Dabei bewirkt die Bindung von Neurosteroiden an die
extrasynaptisch gelegene ©&- Untereinheit eine Konformationsanderung, eine
starkere Kanaloffnung sowie eine verringerte Desensibilisierung der tonischen
Inhibition (Bianchi and Macdonald 2003). Im Gyrus dentatus der Maus konnte
gezeigt werden, dass Allopregnanolone in geringen nanomolaren
Konzentrationen GABAerge Strome verstarkt (Carver and Reddy 2013). In
0- knockout Mausen war dieser Effekt deutlich vermindert, was auf eine hohe
Empfindlichkeit von Allopregnanolone auf 8- GABAa-Rezeptoren schlie3en |asst.
Zahlreiche Studien zeigten ahnliche Ergebnisse (Stell, Brickley et al. 2003,
Glykys, Mann et al. 2008, Wu, Guo et al. 2014).

Im Rickenmark kommen &-Untereinheiten vor allem im dorsalen Horn vor und
sind an der Nozizeption beteiligt (Takahashi, Mashimo et al. 2006, Bonin,
Labrakakis et al. 2011). Die Expression und Bedeutung in motorischen
Schaltkreisen sind ungewiss. Die - Untereinheit kommt oft mit der
B2s3- Untereinheit sowie der a4- oder ae- Untereinheit vor, abhangig von dem
jeweiligen Gewebe und der Region (Carver and Reddy 2013). GABAa-
Rezeptoren, die aus der &- und ae- Untereinheit bestehen, sind durch ihre
Empfindlichkeit gegenltber Furosemid charakterisiert (Minier and Sigel 2004). Im
Ruckenmark von Schildkroten wurden in der Mehrzahl der Motoneurone tonische
Strome gemessen, welche sehr sensibel auf Furosemid reagierten (Andres,
Aguilar et al. 2014). In spinalen Interneuronen des ventralen Horns konnten diese

nicht nachgewiesen werden (Castro, Aguilar et al. 2011). Zusammenfassend
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|&sst sich die Annahme, dass Allopregnanolone im ventralen Horn tUber Bindung
an - GABAa-Rezeptoren die Bicuculline-sensitiven tonischen Strome verstarkt,

nicht untermauern.

Das Vorhandensein der &- Untereinheit ist jedoch keine Voraussetzung fur die
Erzeugung eines tonischen Stroms. An Pyramidenzellen der CA1-Region des
Hippocampus, in welcher nur wenige GABAA-Rezeptoren mit der &- Untereinheit
vorkommen (Glykys, Mann et al. 2008), konnten tonische Strome abgeleitet
werden. Hier konnte eine hohe Dichte an extrasynaptisch gelegenen
asPBxy2- Rezeptoren gefunden wurden. Auch im Rickenmark ist die
as- Untereinheit an der tonischen GABAergen Inhibition beteiligt (Delgado-
Lezama, Loeza-Alcocer et al. 2013). Castro, Aguilar et al. (2011) untersuchten
tonische Strome an spinalen Interneuronen im ventralen Horn. Der spezifische
as- Antagonist L655,708 konnte diese unterdricken. Weitere Untersuchungen
mittels reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (rt-PCR) und
Immunhistochemie bestatigten das Vorkommen der as- Untereinheit. Tonische
GABAerge Strome wurden auch an Motoneuronen gemessen, die empfindlich
auf L-655-708 reagierten (Castro, Aguilar et al. 2011). Hernandez-Reyes,
Salinas-Abarca et al. (2019) zeigten in einer aktuellen Studie, dass L655-708 den
Hoffmann-Reflex bei Ratten moduliert. In Zusammenschau aller Befunde gehen
wir davon aus, dass as- GABAa-Rezeptoren auch in vivo an der Kontrolle spinaler

motorischer Netzwerke eine wichtige Rolle spielen.

Wie genau Allopregnanolone die tonische GABAerge Inhibition verstarkt, bleibt
unklar. Allopregnanolone kdnnte als positiv allosterischer Modulator am GABAx-
Rezeptor wirken, nachdem dieser durch GABA aus der Umgebung aktiviert
wurde. Extrazellulares GABA kdnnte von einem ,Spillover” von synaptischer
vesikularer Freisetzung stammen, von Astrozyten, umgekehrt arbeitenden
GABA-Transporter oder durch nicht vesikulare Mechanismen freigesetzt werden
(Liu, Schaffner et al. 2000, Kozlov, Angulo et al. 2006, Bright, Aller et al. 2007,
Glykys and Mody 2007, Christensen, Delgado-Lezama et al. 2018). Ein anderer

Mechanismus ist die direkte Aktivierung des GABAa-Rezeptors durch
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Allopregnanolone, wie bei dem intravendsen Anasthetikum Thiopental

beschrieben wurde (Grasshoff, Netzhammer et al. 2008).

Erwahnung finden muss jedoch auch, dass die Fahigkeit von Neurosteroiden die
tonische Inhibition zu beeinflussen, nicht nur von der Zusammensetzung der
Untereinheiten abhangt, sondern auch von der Besetzung von GABAa-
Rezeptoren sowie von der Konzentration von extrazellularem GABA (Houston,
McGee et al. 2012). Zudem beeinflussen beispielsweise eine erhdhte Aktivitat
der GABA-Transporter und -Aufnahme die Interaktion am extrasynaptischen
Rezeptor (Madsen, Ebert et al. 2011).

4.4 untergeordnete Rolle der phasischen GABAergen
Inhibition

Obwohl Allopregnanolone vor allem die tonische GABAerge Inhibition verstarkt,
modifiziert es auch synaptische GABAa-Rezeptoren. Wie in Abbildung 17
dargestellt, bewirkte Allopregnanolone eine Zunahme der Abklingzeit um ca.
25 %. Zudem wurde die Frequenz der IPSCs verringert, ohne die Amplitude zu
beeinflussen. Einen ahnlichen Effekt liel3 sich auch bei spinalen Neuronen des
Hinterhorns beobachten bei Konzentrationen von 1 uM bis 10 uM (Mitchell,
Gentet et al. 2007). GABAa-Rezeptoren kdnnen aufgrund einer unterschiedlichen
Zusammensetzung ihrer Protein-Untereinheiten unterschiedliche kinetische
Eigenschaften aufweisen, was sich in unterschiedlichen Abklingzeiten
manifestiert. So erschien es denkbar, dass auf unterschiedlichen Typen von
Interneuronen, an denen moglicherweise die intrazelluldaren Messungen
durchgefuhrt wurden, auch unterschiedliche Typen von GABAa Rezeptoren
vorhanden waren. Aus den Verteilungen der IPSC-Abklingzeiten und -
Amplituden ergaben sich jedoch keinerlei Hinweise auf die Existenz von

Rezeptor-Subpopulationen.
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Doch in welchem Umfang tragt die phasische Inhibition Uber Verlangerung der
Abklingzeit zu dem hemmenden Effekt von Allopregnanolone auf die spontane
Netzwerkaktivitat bei? Die durchschnittlich Ubertragene Ladung eines einzelnen
IPSC lag in unseren Untersuchungen bei 0,7 pC (Abb. 17 C), die Frequenz lag
bei circa 10 Hz (Abb. 17 D). In der Summe entspricht dies einem tonischen Strom
von 7 pA. Wird angenommen, dass Allopregnanolone die pro IPSC Ubertragene
Ladung um 25 % erhoht, ohne Einfluss auf die Amplitude oder Frequenz zu
nehmen, betragt der durch Allopregnanolone induzierte Strom ca. 1,75 pA.
Vergleicht man diesen Wert mit dem durch Allopregnanolone induzierten
tonischen Strom von etwa 40 pA, so wird klar, dass Allopregnanolone Uber die
Modifikation von synaptischen GABAa-Rezeptoren nicht signifikant zum
hemmenden Effekt auf die spontane Netzwerkaktivitat beitragt. Diese Schatzung
bertcksichtigt nicht die Verringerung der Frequenz der IPSCs durch

Allopregnanolone.

4.5 Auswirkung von Allopregnanolone auf die spontane
Netzwerkaktivitat

Auf Rezeptorebene erzeugte Allopregnanolone eine signifikante tonische
Inhibition am GABAa-Rezeptor. Wir untersuchten, inwieweit sich diese tonische
Inhibition auf die Netzwerkaktivitat spinaler Interneurone auswirkte. Durch
Extrazellularableitungen wurde eine Konzentrations-Wirkungskurve von
Allopregnanolone im Ruckenmark erstellt. Eine signifikante Inhibition von 25 %
der Netzwerkaktivitat trat ab Konzentrationen von 100 nM ein. Eine vollstandige
Hemmung der Netzwerkaktivitdt konnte im Rlckenmark auch bei hohen
Konzentrationen nicht erreicht werden. Dies spiegelt sich auch in der

berechneten ECso- Konzentration von 2259 nM wider.

Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich im Neocortex, wo eine Hemmung der
kortikalen Netzwerkaktivitat durch 100 nM Allopregnanolone um 21 % gemessen
wurde (Drexler, Balk et al. 2016). Wie unter 4.1 und 4.2 bereits beschrieben
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konnte man auf synaptischer Ebene im Neocortex eine Verlangerung der
Abklingzeit der IPSCs von ca. 70 % messen, verglichen mit 25 % in unseren
spinalen Neuronen. Dies lasst ebenfalls vermuten, dass die tonische Inhibition in
Bezug auf die spontane Netzwerkaktivitdt im Neocortex eine untergeordnetere
Rolle spielt als im Ruckenmark. Wahrend im Rickenmark eine maximale
Inhibition von 50 % bei 2 uM gemessen wurde, konnte im Neocortex eine fast
vollstandige Inhibition der Spontanaktivitat erreicht werden, jedoch bei sehr
hohen Konzentrationen von Allopregnanolone (5 yM). Eine Erklarung kdnnte die
Regionen-spezifische Zusammensetzung der GABAa-Rezeptor-Untereinheiten
und die Praferenz von Allopregnanolone flr bestimmte GABAa-Rezeptor-

Untereinheiten sein (Antkowiak and Rammes 2019).

Insgesamt zeichnet sich in der Konzentrations-Wirkungskurve (Abb. 21) von
Allopregnanolone auf spinale Neurone ein Sattigungseffekt ab. Auch mit hohen
Konzentrationen konnte keine vollstandige Depression der
Aktionspotentialaktivitat erreicht werden. Ein ahnlicher Effekt lasst sich bei der
Wirkung des intravendsen Anasthetikum Propofol auf spinale Neurone
feststellen. Auch hier zeigte sich in klinisch relevanten Konzentrationen eine
maximale Depression der spontanen Netzwerkaktivitat von ca. 60 % (Grasshoff
and Antkowiak 2004, Eckle, Rudolph et al. 2014). Im Gegensatz dazu bewirkt
das volatile Anasthetikum Sevofluran eine fast vollstandige Hemmung der
Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone (Grasshoff and Antkowiak 2004).
Griunde hierfir kdnnten die unterschiedlichen molekularen Zielstrukturen sein.
Wahrend Propofol hauptsachlich als allosterischer Modulator am GABAa-
Rezeptor wirkt, bindet Sevofluran an GABAa-, Glycin-, glutamaterge und andere
Rezeptoren (Eckle, Hauser et al. 2013). Daher kommt die Vermutung auf, dass
fur die vollstandige Depression der spontanen Netzwerkaktivitat im Riuckenmark

eine GABAerge Inhibition nicht ausreicht.
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4.6 Wirkung von Allopregnanolone und Propofol auf Muskel-
Kontraktionen

Zusammenfassend beeinflusst das Neurosteroid Allopregnanolone in der klinisch
relevanten Konzentration von 100 yuM vor allem durch tonische Inhibition die
spontane  Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone. Wie beeinflusst
Allopregnanolone durch tonische Inhibition den motorischen Output spinaler
Neurone? Kann durch Allopregnanolone die Wirkung des intravendsen

Anasthetikums Propofol auf spinale Motoneurone verstarkt werden?

Die Ergebnisse zeigen, dass Allopregnanolone signifikant die Pancuronium-
sensitiven-Muskel-Kontraktionen der organotypischen Rickenmarkskulturen mit
Muskelzell-Co-Kulturen hemmt. Spenger, Braschler et al. (1991) identifizierten
Motoneurone als grolRe, Acetylcholinesterase-positive Neurone, welche sich
ventral in den kultivierten spinalen Gewebekulturen befanden. Die
Muskelkontraktionen konnten durch Pancuronium, einem nikotinergen
Acetylcholin-Rezeptor-Antagonisten gehemmt werden. In gleichzeitiger
Untersuchung der spontanen Aktionspotentialaktivitat und Muskelkontraktionen,
sistierten nach Applikation von Pancuronium die Muskelkontraktionen nahezu
vollstandig, wahrend das Muskelrelaxans keinen Einfluss auf die
Aktionspotentialaktivitat hatte (Abb. 26). Dies weist auf einen Wirkmechanismus
an der motorische Endplatte hin. Seeger, Worek et al. (2007) zeigten, dass
Pancuronium in der Konzentration von 1 uM keinen Einfluss auf Muskelfasern
des Zwerchfells von Mausen hatte, welche direkt elektrisch stimuliert wurden,
jedoch in der Lage war, synaptisch vermittelte Muskelkontraktionen zu
blockieren. Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass diese Pancuronium-

sensitiven Muskelkontraktionen durch a-Motoneurone verursacht werden.

Eine Konzentration von 100 nM Allopregnanolone bewirkte eine mittlere
Hemmung von 32,5 % der a-Motoneurone, welche auf molekularer Ebene vor
allem durch eine signifikante tonische Inhibition erzeugt wurde, wahrend der
Einfluss der synaptischen Inhibition eine untergeordnete Rolle spielte. Wurde

Propofol in der Dosis von 1 yM hinzugegeben, welche vor allem eine phasische
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Inhibition bewirkt ohne signifikanten Einfluss auf die tonische Inhibition zu haben,
konnte man eine mittlere Inhibition von 23,3 % verzeichnen. Die unterschiedliche
Wirkweise der beiden Substanzen auf molekularer Ebene lasst vermuten, dass
Propofol und Allopregnanolone auf unterschiedliche Subtypen des GABAa-
Rezeptors wirken. Dies konnte eine Erklarung flr die additive hemmende
Wirkung am a-Motoneuron sein. Bei der gleichzeitigen Applikation von 1 uM
Propofol und 100 nM Allopregnanolone wurde eine Hemmung von 51,5 %
gemessen (Abb. 27), welcher sehr nahe am geschatzten additiven Effekt von
55,8 % liegt.

In héheren Konzentrationen von Propofol kann dieser additive Effekt nicht mehr
nachgewiesen werden. 5 yM Propofol, eine Dosis, die bei Menschen Immobilitat
verursacht (Di Cristo, Wu et al. 2004), erzeugt einen signifikanten tonischen
Strom, entsprechend dem tonischen Strom von Allopregnanolone bei 100 nM
(45 pA). Die Wirkung von Allopregnanolone auf a-Motoneurone war auf Kulturen,
welche 5 yM Propofol exponiert waren, deutlich geringer als auf Kulturen, die
1 uM Propofol ausgesetzt waren. Zusatzlich ist zu beachten, dass der Effekt der
additiven Gabe von 1 uM Propofol und 100 nM Allopregnanolone nahezu dem
Effekt der alleinigen Gabe von 5 uM Propofol entspricht (Abb. 28).

Die Grunde fur den verringerten Effekt von Allopregnanolone bei der Gabe von
hohen Konzentrationen von Propofol kdnnen vielseitig sein. Da beide
Substanzen unterschiedliche Bindungsstellen am GABAa-Rezeptor aufweisen
(Forman and Miller 2016), scheint ein kompetitiver Mechanismus
unwahrscheinlich. Eine Erklarung konnte sein, dass bei 100 nM
Allopregnanolone bereits fast alle extrasynaptischen Rezeptoren aktiviert waren.
Da Propofol in hohen Konzentrationen ebenfalls auf extrasynaptische GABAAa-
Rezeptoren wirkt, kann durch die kumulative Gabe kein additiver Effekt erzielt
werden. Diese Hypothese wird auch davon gestutzt, dass sich der tonische Strom
nur durch Erhdhung der Konzentrationen von Allopregnanolone von 50 nM auf
100 nM verstarkte. Eine weitere Erhdhung der Konzentration auf 250 nM hatte

keinen wesentlichen Einfluss auf die Verstarkung des GABAergen tonischen
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Stroms. Zudem war wie bereits erwahnt, die jeweilige Hohe des tonischen Stroms

von Allopregnanolone und Propofol sehr &hnlich (45 pA).

4.7 Wirkung von Allopregnanolone mit Propofol auf die
Netzwerkaktivitat spinaler Interneurone

Neben dem Einfluss von Allopregnanolone und Propofol auf a-Motoneurone im
ventralen Horn des Rickenmarks wurde zudem die Wirkung auf spinale
Interneurone untersucht. Hierfur wurde in Extrazellularableitungen die Wirkung
auf die spontane Netzwerkaktivitat untersucht. Frihere Studien zeigten, dass
Neurosteroide die Affinitat von Muscimol (Harrison and Simmonds 1984) oder
Flunitrazepam (Harris, Wong et al. 1995) am GABAa-Rezeptor erhdhen. Li,
Bracamontes et al. (2014) fanden heraus, dass das Neurosteroid Pregnanolone
und das intravendse Anasthetikum Etomidat, beides allosterische Liganden am
GABAAa-Rezeptor, einen synergistischen Wirkungseffekt am GABAa-Rezeptor
entfalten. Durch die Applikation von Pregnanolone wurde die Konzentrations-
Wirkungskurve des intravendsen Anasthetikums Etomidat zu niedrigeren
Konzentrationen hin verschoben. Daher kam die Frage nach einer maoglichen
synergistischen Wirkung von Allopregnanolone und Propofol auf Netzwerkebene
auf. Als Synergismus wurde eine signifikante, Uberadditive Wirkung der beiden
Substanzen bei gleichzeitiger Applikation definiert, die den Wert Ubersteigt, der

sich aus der Addition der Einzeleffekte ergibt.

Zur Untersuchung eines mdglichen Synergismus wurden zwei Konzentrationen
von Propofol (1 yM und 5 puM) und 100 nM Allopregnanolone gewahlt.
Vergleichbar mit vorherigen Publikationen (Eckle, Rudolph et al. 2014) hemmt
1 UM Propofol die Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone um ca. 20 %, in
hohen Konzentrationen von 5 M um ca. 60 % (Abb. 25). Durch unsere
durchgefuhrten Versuche ist bekannt, dass eine Hemmung der
Aktionspotentialaktivitat durch Allopregnanolone ebenfalls von 25 % zu erwarten

ist (Abb. 20, 21). Nach der Zugabe von 1 yM Propofol zu Allopregnanolone
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wlrden wir im Falle eines synergistischen Effekts eine Hemmung der
Aktionspotentialaktivitat von mehr als 45% erwarten. Dies jedoch traf nicht zu, da
wir lediglich eine Zunahme der Hemmung der Aktionspotentialaktivitat von ca.
32 % messen konnten. Zudem zeigte sich eine sehr breite Streuung der
einzelnen Messwerte, weshalb keine Signifikanz erreicht wurde. Bei der Zugabe
von Propofol in der hohen Konzentration von 5 uM zu Allopregnanolone nahm
diese Streubreite der Einzelmessungen ab und es zeigte sich eine signifikante
Hemmung von ca. 70 % im Vergleich zur 60 %-igen Hemmung durch die alleinige
Applikation von Propofol. Auch hier waren im Falle eines Synergismus eine
Hemmung von mehr als 85% zu erwarten. Insgesamt ist daher auch auf
Netzwerkebene ein additiver oder sogar antagonistischer Effekt von
Allopregnanolone und Propofol zu sehen. Jedoch scheint die Wirkung von
Allopregnanolone auf Netzwerkebene geringer zu sein, als bei der Betrachtung
des motorischen Outputs. Ein Grund fur die fehlende synergistische Wirkung der
beiden Substanzen konnte die Tatsache sein, dass sowohl Allopregnanolone als
auch Propofol Uber unterschiedliche GABAa-Rezeptor Subtypen wirken, wie in
4.6 bereits dargestellt. Unsere Arbeitsgruppe untersuchte bereits die
Interaktionen von Allopregnanolone und Propofol in organotypischen
Gewebekulturen des Neokortex (Drexler, Balk et al. 2016). Hier zeigte sich auf
molekularer Ebene eine synergistische bzw. supraadditive Wirkung von
Allopregnanolone und Propofol. Im Gegensatz zur alleinigen Applikation,
bewirkte Propofol in Anwesenheit von Allopregnanolone eine Verdopplung der
Abklingzeit der IPSCs. Auf Netzwerkebene konnte diese Beobachtung ebenfalls
nicht bestatigt werden. Hier zeigte sich lediglich eine kumulative Wirkung von

Propofol auf die spontane Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone.

4.8 Limitationen der Studie

Naturlich missen auch die Einschrankungen der Studie erlautert werden. Wie
dargestellt, besteht eine gute Korrelation zwischen der

konzentrationsabhangigen Erhdhung der tonischen GABAergen Strome und der
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Reduktion der spontanen Netzwerkaktivitat der spinalen Interneurone des
Vorderhorns. Hier muss beachtet werden, dass es sich um unterschiedliche
experimentelle Bedingungen handelt. Zur Untersuchung der tonischen Strome
wurden Whole-cell Voltage-clamp Ableitungen durchgefuhrt. Hierbei wurde die
glutamaterge und glycinerge Neurotransmission blockiert und dadurch die
Netzwerkaktivitdt spinaler Interneurone unterbrochen. Die reduzierte
glutamaterge Erregung der GABA-freisetzenden Neurone konnte sich
moglicherweise auf das Gleichgewicht zwischen phasischer und tonischer
GABAerger Hemmung auswirken. Daher ist es nicht auszuschlielen, dass
Allopregnanolone die GABAerge synaptische Ubertragung im Falle einer
konservierten glutamatergen Neurotransmission potenzieren konnte. Allerdings
sind die GABA-Konzentrationen durch die geringere GroRe des extrazellularen
Raums und durch die kontinuierliche Perfusion mit kinstlichem Liquor
wahrscheinlich viel niedriger als in vivo. Untersuchungen auf die spontane
Netzwerkaktivitat oder Muskelkontraktionen wurden ohne die Zugabe von

Blockern der glutamatergen oder glycinergen Ubertragung durchgefiihrt.

In der vorliegenden Studie wurden nur medikamentds induzierte Veranderungen
der spontanen Netzwerkaktivitat untersucht, nicht durch einen Stimulus
induzierte neuronale Aktivitdt und Muskelkontraktionen. Hierbei kdnnten
unterschiedliche Netzwerke betroffen sein, welche in der vorliegenden Studie

nicht differenziert untersucht werden.

4.9 weitere Studien und klinischer Ausblick

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Bicuculline-sensitive tonische
Strome die Aktivitdt spinaler ventraler Interneurone und a-Motoneurone
modulieren. Frihere pharmakologische Studien geben den Hinweis auf die
wichtige Rolle der a5- und &- Untereinheit fur die Erzeugung dieser GABAergen
tonischen Strome. Allerdings mussen die GABAa-Rezeptor-Subtypen noch

genauer identifiziert werden. Zuklnftige Studien sollten daher die Wirkung von
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Neurosteroiden auf Gewebeschnitte untersuchen, welche von a5- und
0- Untereinheit-Knockout-Mausen stammen. In einem folgenden Schritt kbnnen
Hypothesen, die sich aus in vitro Experimenten ergeben in vivo getestet werden.
Hier konnten die Auswirkungen von Allopregnanolone auf den Hoffmann-Reflex
untersucht werden, welche die monosynaptische Stimulation der a-Motoneurone

beinhaltet.

Neurosteroide sind korpereigne Stoffe und ihre Konzentration im Gehirn hangt
von Alter und Geschlecht ab und unterliegt physiologischen Schwankungen,
beispielsweise bei Stress, Alkoholkonsum oder wahrend der Schwangerschaft
(Purdy, Morrow et al. 1991, Paul and Purdy 1992, Schumacher, Weill-Engerer et
al. 2003, Kumar, Fleming et al. 2004, Schumacher, Mattern et al. 2014). Zudem
wirken sie neuroprotektiv (Borowicz, Czuczwar et al. 2011). Sollte sich der in vitro
beobachtete Effekt von Allopregnanolone und Propofol in vivo bestatigen, so
konnte durch Dosiseinsparung des intravendsen Anasthetikums die
Wahrscheinlichkeit fur intraoperative Bewegungen und andere unerwunschte
Nebenwirkungen reduziert werden. Gleichzeitig kdnnte der Patient von den
positiven Wirkungen von Allopregnanolone profitieren und so das Outcome nach

einer Operation verbessert werden.
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5 Zusammenfassung

Das Neurosteroid Allopregnanolone ist ein positiv allosterischer Modulator am
GABAA-Rezeptor und wirkt neben seinen sedierenden Eigenschaften,
anxiolytisch, antidepressiv und antikonvulsiv. Es ist nicht bekannt, welchen
Einfluss das Neurosteroid auf die spinalen motorischen Netzwerke hat. Daher
untersuchten wir die Hypothese, dass Allopregnanolone die spontane
Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone und Motoneurone verringert,
indem es vor allem die tonische, nicht jedoch die phasische GABAerge

Hemmung verstarkt.

Hierfur verwendeten wir Videomikroskopie, um an organotypischen Kulturen, die
aus dem Ruckenmark und Muskelgewebe prapariert wurden, die Muskelaktivitat
zu untersuchen, die durch a-Motoneurone erzeugt wird. Zur genauen
Beleuchtung des Wirkmechanismus der GABAergen Inhibition von
Allopregnanolone im ventralen Horn des Rlckenmarks wurden Whole-cell
Voltage-clamp-Ableitungen  durchgefihrt. In  unseren  durchgefihrten
Experimenten  reduzierte  Allopregnanolone (100 nM) die spontane
Aktionspotentialaktivitat von spinalen Interneuronen um 27 % und hemmte die
Aktivitat von a-Motoneuronen um 33 %. Bei der kombinierten Applikation von
Propofol (1 uM) und Allopregnanolone (100 nM) zeigte sich eine additive Wirkung
auf die durch Motoneurone induzierten Muskelkontraktionen. In hohen
Konzentrationen von Propofol (5 uM) war die Wirkung von Allopregnanolone auf
die Muskelkontraktionen geringer. Auch hinsichtlich der spontanen
Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone zeichnete sich eine additive
Wirkungsweise von Propofol und Allopregnanolone ab. Auf Rezeptorebene
evozierte Allopregnanolone einen tonischen GABAergen Strom der Amplitude
von 41 pA, wahrend die phasische GABAa-Rezeptor vermittelte Ubertragung
nicht erhéht wurde. Frahere Untersuchungen zeigten bereits, dass Propofol in
der klinisch relevanten Konzentration von 1 uyM vor allem die phasische

GABAerge Inhibition verstarkte ohne groRere Wirkung auf extrasynaptische



Zusammenfassung

GABAAa-Rezeptoren zu haben. Daher vermuten wir, dass Allopregnanolone und

Propofol bevorzugt an unterschiedliche Subtypen des GABAa-Rezeptors binden.

Diese Ergebnisse unserer Studie liefern erste Informationen, dass durch eine
kombinierte Applikation des Neurosteroids Allopregnanolone und des
intravendsen Anasthetikums Propofol in der Allgemeinanasthesie intraoperative
Bewegungen und unerwinschte Nebenwirkungen reduziert werden konnten.
Diese werden haufig unter Vollnarkose mit intravendsen Allgemeinanasthetika
beobachtet. Zudem koénnten Patienten gleichzeitig von den positiven
Eigenschaften von Allopregnanolone, wie der Neuroprotektion oder Anxiolyse

profitieren.
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