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1 Einleitung

1.1 Das Zusammenwirken intraoperativer Schmerzen und Bewegungen

als Herausforderung der Anéasthesie

Wahrend chirurgischer Eingriffe wird immer haufiger auf die totale intravendse
Anasthesie (TIVA) zurtckgegriffen, um bei dem Patienten einen narkotisierten
Zustand hervorzurufen. Die TIVA ist eine Form der Ané&sthesie, bei der aus-
schlieBlich Hypnotika, Opioide und Muskelrelaxantien verabreicht werden und
auf volatile Anasthetika wie Sevofluran ganzlich verzichtet wird. Haufig treten im
Rahmen chirurgischer Eingriffe unter TIVA im Gegensatz zu anderen Anasthe-
sieformen jedoch unerwiinschte motorische Reaktionen auf (Watson und Shah,
2000; Hensel et al., 2019; Smith und Thwaites, 1999). So ist die Inzidenz unwill-
kurlicher Bewegungen unter Behandlung mit dem intravends verabreichten
Propofol trotz des Gebrauchs peripherer Muskelrelaxantien doppelt so hoch wie
unter Behandlung mit dem volatilen Anasthetikum Sevofluran (Watson und Shah,
2000). Ein weiteres Problem stellen postoperative Schmerzen dar, die nicht sel-
ten chronifizieren (Gan, 2017; Kehlet et al., 2006). Die Ursache postoperativer
Schmerzen liegt haufig in einer unzureichenden Dosierung von Schmerzmitteln,
wahrend intraoperative Bewegungen hauptsachlich auf die zu niedrige Dosierung
von Muskelrelaxantien zurtickzuftihren sind (Eckle, 2009). Das Auftreten motori-
scher Aktivitdt und intraoperativer Schmerzen steht im Zusammenhang, da
Schmerzstimuli motorische Aktivitat Gber das zentrale Nervensystem (ZNS) in-
duzieren. Dieses Zusammenspiel ist unter anderem aufgrund der individuellen
Schmerzempfindlichkeit eine groBe Herausforderung fir die An&sthesie. Das
Monitoring der Schmerzempfindung gestaltet sich wegen der Sedierung der Pa-
tienten als schwierig, wahrend sich die Muskelrelaxierung mithilfe der Relaxo-
metrie Uberwachen Iasst.

Ein Ansatz zum Limitieren intraoperativer Bewegungen stellt die Modifikation der
Schmerzweiterleitung dar. Die Schaltzentrale zur Generierung motorischer
Schutzreaktionen befindet sich im Rickenmark, wo Neurone Schmerzimpulse

empfangen und Uber verschiedene Rezeptorsysteme zum Muskel weiterleiten.
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Eines dieser Rezeptorsysteme ist das glycinerge System, welches tberwiegend
fir die immobilisierende Wirkung volatiler Anasthetika verantwortlich ist (Zhang
et al., 2003; Sonner et al., 2003; Grasshoff und Antkowiak, 2004). Intravendse
Anasthetika hingegen dben ihre immobilisierenden Wirkungen hauptséachlich
Uber GABAa-Rezeptoren aus (Grasshoff et al., 2006) (siehe Tabelle 1). Wahrend
bereits zahlreiche Medikamente, die die Funktionsweise von GABAa-Rezeptoren
modifizieren, in der Klinik verwendet werden, gibt es bisher keine spezifischen
Modulatoren flr Glycinrezeptoren. Jedoch stellen Glycinrezeptoren ein interes-
santes pharmakologisches Target dar, um intraoperative Bewegungen zu limitie-
ren: Zum einen erscheint es moglich eine Immobilisierung von Patienten durch
eine Verstarkung der glycinergen Inhibition zu erreichen (Zhang et al., 2003;
Sonner et al., 2003) und zum anderen befinden sich Glycinrezeptoren im Gegen-
satz zu GABA-Rezeptoren nicht im Cortex, sondern Uberwiegend im Ricken-
mark und Hirnstamm und sollten daher nicht zu einer Sedierung des Patienten
beitragen. Letztere Eigenschaft ist von Vorteil, da bei einer kombinierten Verab-
reichung eines muskelrelaxierenden Medikamentes mit dem Hypnotikum Propo-
fol das postoperative Erwachen des Patienten unbeeintrachtigt bleibt.

GABAAx-Rezeptor | Glycinrezeptor | Immobilitat

Intravenése Anéasthetika
(Propofol, Etomidate, Barbitu- ++ (+) +
rate)

Volatile Anasthetika

++ ++ ++

(Sevofluran, Isofluran)

Tabelle 1: Wirkungen intravendser und volatiler Anésthetika auf den GABAA-Rezeptor
bzw. den Glycinrezeptor im Vergleich. Modifiziert nach Grasshoff (Grasshoff et al., 2006)
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1.2 Schmerzstimuli induzieren Bewegungen Uber das interneuronale
Netzwerk des Riickenmarks

Der Zustand der Vollnarkose wird durch eine reversible Hemmung bestimmter
Strukturen des zentralen Nervensystems (ZNS) erreicht. Von besonderer Bedeu-
tung ist hierbei das Rickenmark, da die Aktivitat der Skelettmuskulatur durch
spinale Neurone koordiniert wird. Allgemeinanasthetika unterdricken spontane
oder Stimulus-induzierte Bewegungen durch die Erregungshemmung spinaler
Neurone (Grasshoff et al., 2005).

Schmerzsignale werden durch Nozizeptoren registriert und Uber afferente Ner-
venbahnen von der Peripherie Uiber sensorische Ganglien in die graue Substanz
des Rickenmarks, welche in zehn Laminae unterteilt wird, weitergeleitet. Im Hin-
terhorn des Rickenmarks, welches die Laminae | bis VI umfasst, befinden sich
die Somata afferenter Neurone, welche dieses Schmerzsignal verarbeiten und in
héhere Regionen des ZNS weiterleiten. Im Vorderhorn, welches die Laminae VIII
und IX und Teile der Lamina VII umfasst, befinden sich a-Motoneurone und y-
Motoneurone. a-Motoneurone innervieren die Skelettmuskulatur, wahrend y-Mo-
toneurone intrafusale Muskelfasern stimulieren. Motoneurone bilden mit Muskel-
fasern neuromuskuléare Synapsen und kdnnen eine Muskelkontraktion auslésen.
Sensorische Neurone im Hinterhorn kénnen Uber Interneurone durch synapti-
sche Verbindungen mit Motoneuronen im Vorderhorn des Rickenmarks ver-
schaltet sein (Collins et al., 1995). Diese Interneurone sind in der grauen Sub-
stanz des Rickenmarks verteilt und kénnen die Weiterleitung von Impulsen mo-
difizieren, indem sie exzitatorische oder inhibitorische Synapsen mit spinalen
Neuronen bilden.

Motoneurone werden durch Renshaw-Zellen, welche Glycin ausschitten, ge-
hemmt (Fyffe, 1991; Curtis et al., 1976). Renshaw-Zellen werden unter anderem
durch Alpha-Motoneurone innerviert und Gben somit lokal eine rekurrente Hem-

mung aus.

An neuromuskuldren Synapsen wird der Neurotransmitter Acetylcholin ausge-

schittet, welcher an postsynaptische Acetylcholinrezeptoren bindet und somit
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einen Natrium-lonen-Einstrom in die Muskelfaser bewirkt. Es folgt eine Depolari-
sation der Postsynapse, welche auch Endplattenpotential genannt wird. Dieser
Natrium-lonen-Einstrom wiederum generiert ein Aktionspotential, welches fiir die
Offnung spannungsabhangiger Calcium-Kanale verantwortlich ist. Die Ausschiit-
tung von Calcium-lonen aus intrazelluldren Speichern flhrt zu der Verschiebung
von Aktin- und Myosin-Filamenten. Durch diese Verschiebungen kommt es zu
einer Verkirzung der Muskelfaser und somit zur Muskelkontraktion.

Eine Inhibition der Muskelkontraktion kann auf verschiedenen Wegen stattfinden.
Peripher wirkende Muskelrelaxantien verhindern die Auslésung von Aktionspo-
tentialen an der neuromuskularen Synapse, indem sie entweder als kompetitiver
Antagonist am Acetylcholinrezeptor mit Acetylcholin konkurrieren oder als depo-
larisierendes Muskelrelaxans wirken. Eine zentrale Muskelrelaxation durch Kli-
nisch gebrauchliche Allgemeinanéasthetika hingegen erfolgt zumeist durch die Ak-
tivierung inhibitorischer Synapsen zwischen Inter- und Motoneuronen im Vorder-
horn des Rickenmarks. Die wichtigsten inhibitorischen Neurotransmitter dieser
Synapsen sind GABA und Glycin. Neurone, welche Glycin freisetzen (glycinerge
Neurone) finden sich sowohl im dorsalen als auch im ventralen Horn des Ricken-
marks (Zeilhofer et al., 2018). Aprison und Mitarbeiter zeigten, dass Glycin Uber-
wiegend in der Hals- und Lendenwirbelsdule und der Medulla oblongata lokali-

siert ist (Aprison et al., 1968).
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Abbildung 1 Schematische Darstellung des interneuronalen Netzwerks im Rickenmark
zur Generierung Schmerzstimuli-induzierter Bewegungen

1.3 Molekulare Vorgange an glycinergen Synapsen

Die Vorgange an einer glycinergen Synapse sind in Abbildung 2 dargestellt. Wird
ein Aktionspotential entlang eines Axons eines glycinergen Neurons weitergelei-
tet, so fusionieren die mit Glycin-Molekilen geflillten Vesikel im prasynaptischen
Endknépfchen mit der prasynaptischen Membran und entleeren ihren Inhalt in
den synaptischen Spalt. Glycin kann nun an Strychnin-sensitiven Glycinrezepto-
ren (GlyR) an der postsynaptischen Membran binden und somit einen Chlorid-
Einstrom in das Cytoplasma und die Generierung von inhibitorischen postsynap-
tischen Stromen (IPSCs) bewirken. Damit kann die Entstehung von Aktionspo-
tentialen in der Postsynapse durch Hyperpolarisation des Ruhepotentials inhi-
biert werden (Laube et al., 2002).

Neben der Funktion an inhibitorischen Synapsen beteiligt sich Glycin an der Mo-
dulation der Funktionsweise exzitatorischer glutamaterger Synapsen. Als obliga-
torischer Co-Agonist von Glutamat bindet Glycin an N-Methyl-D-Aspartat-Rezep-
toren (NMDAR) und ermdglicht somit einen Natrium-lonen-Einstrom in das
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Cytoplasma der exzitatorischen Postsynapse. Der Natrium-lonen-Einstrom ruft
eine Depolarisation der postsynaptischen Membran hervor.

Anders als Acetylcholin, welches durch das Enzym Acetylcholinesterase degra-
diert und dadurch von der Synapse entfernt wird, wird Glycin durch Diffusion und
eine sogenannte Wiederaufnahme (Reuptake) in das prasynaptische Endkndpf-
chen und in Gliazellen aus dem synaptischen Spalt entfernt (Eulenburg et al.,
2005). Diese Wiederaufnahme erfolgt durch die beiden Glycin-Reuptake-Trans-
porter GlyT1 und GlyT2. Im Endknépfchen der inhibitorischen Prasynapse wird
Glycin durch den vesikuléren inhibitorischen Aminoséure-Transporter (VIAAT) in

Vesikel verpackt.

glycinerges Neuron postsynaptische Zelle

CI

Cr

Gliazelle

O Glycin

Abbildung 2 Schematische Darstellung der Vorgange an einer glycinergen inhibitori-
schen Synapse (AP= Aktionspotential). Modifiziert nach Eulenburg (Eulenburg et al.,
2005).
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1.4 Aufbau und Funktion des Glycinrezeptors

Der Glycinrezeptor (GlyR) ist ein ligandengesteuerter und chlorid-permeabler
lonenkanal, welcher zu der Cys-Loop-Rezeptorfamilie gehért (Legendre, 2001).
Durch Aktivierung eines Glycinrezeptors erfolgt ein Chlorid-lonen-Einstrom in das
Cytoplasma der postsynaptischen Zelle. Die Zellmembran dieser
postsynaptischen Zelle hyperpolarisiert daraufhin und es werden inhibitorische
postsynaptische Stréme (IPSCs) generiert (Cioffi, 2018). Die durch den
Glyinrezeptor induzierte inhibitorische Neurotransmission ist ein zentraler
Regulationsmechanismus fir die Modulation der motorischen und sensorischen
Reflexe, des Muskeltonus, des Atemrhythmus und der Schmerzempfindung
(Cioffi, 2018). Wahrend der GABA-Rezeptor weitlaufig im zentralen
Nervensystem exprimiert ist, befindet sich der Glycinrezeptor tberwiegend im
Cerebellum, Hirnstamm, Rickenmark und in der Retina (Cioffi, 2018).
Glycinrezeptoren bestehen aus funf Protein-Untereinheiten, welche symmetrisch
angeordnet sind und einen zentralen Chloridkanal bilden (Cioffi, 2018). Vier a-
Untereinheiten (a1-4) und eine 3-Untereinheit bestehen jeweils aus einer extrazel-
lularen Doméane mit NH2-Ende, welche einen Loop mit zwei Cystein-Residuen
aufweist und mit vier Transmembrandomanen verbunden ist (Cioffi, 2018). Die
Bindungsstelle fur Glycin an dem Rezeptor befindet sich extrazellular zwischen
den angrenzenden Untereinheiten. Glycinrezeptoren kénnen homomere Kanéle
aus ausschlieB3lich a-Untereinheiten und heteromere Kanale aus einer Kombina-
tion aus a- und B-Untereinheiten bilden (Cioffi, 2018). Die meisten Glycinrezep-
toren sind Heteropentamere bestehend aus a1- und B-Untereinheiten (Zeilhofer
et al., 2018). Die Unterscheidung zwischen heteromeren und homomeren Gly-
cinrezeptoren ist von zentraler Bedeutung, da diese beiden Formen von Rezep-
toren unterschiedliche Funktionen und eine unterschiedliche Lokalisation haben
(Abbildung 3). Da heteromere Glycinrezeptoren die 3-Untereinheit besitzen, sind
sie dazu in der Lage, an das postsynaptische GerUstprotein Gephyrin zu binden
(Grudzinska et al., 2005). Im Gegensatz dazu sind homomere Glycinrezeptoren,
welche keine B-Untereinheit und keine Bindungsfahigkeit zu Gephyrin besitzen,

extrasynaptisch und prasynaptisch lokalisiert und vermutlich Gberwiegend fir die
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Generierung tonischer inhibitorischer Stréme verantwortlich (Zeilhofer et al.,
2018).

glycinerges Neuron postsynaptische Zelle

phasische
Inhibition

GlyR

tonische Inhibition

I

O Glycin

homomere

“ GIyR

Abbildung 3 Vereinfachte Darstellung zur Wirkung homomerer und heteromerer Glycin-
rezeptoren an einer postsynaptischen Zelle wéhrend einer glycinergen synaptischen
Neurotransmission

1.5 Die Glycin-Reuptake-Transporter GlyT1 und GlyT2

Der Glycin-Reuptake bewirkt die Wiederaufnahme von Glycin mithilfe von Reupt-
ake-Transportern vom extrazellularen Raum in das Cytosol der Prasynapse be-
ziehungsweise in das Cytosol von Gliazellen (Eulenburg et al., 2005). Es werden
die beiden Subtypen GlyT1 und GlyT2, welche zu 50% die identische Aminos&u-
resequenz aufweisen, unterschieden (Eulenburg et al., 2005). Beide Transporter
gehdren zu der Familie von Na*/Cl-abhangigen Proteinen. Diese Proteinfamilie,
zu der unter anderem auch die GABA-Transporter gehéren, ist energetisch an
den transmembranen Natriumgradienten gekoppelt, welcher durch die Na*/K*-
ATPase erhalten wird (Eulenburg et al., 2005). Sie bestehen aus 12



Einleitung 24

transmembranen Domanen (TMDs), welche durch sechs extrazellulare und flnf
intrazellulare Loops verbunden sind. Beide GlyTs sind mehrfach N-glycosyliert
an dem zweiten extrazellularen Loop (Eulenburg et al., 2005). Die N-Glycosylie-
rung spielt fir GlyT1, aber nicht fir GlyT2, eine Rolle in der Adhé&sion zur Zell-

oberflache (Olivares et al., 1995).

GlyT1 ist Gberwiegend in Gliazellen an jenen Stellen im ZNS lokalisiert, an denen
Astrozyten inhibitorische glycinerge Synapsen oder exzitatorische glutamaterge
Synapsen umgeben (Zafra und Gimenez, 2008). GlyT1 exprimiert 5 Isoformen,
von denen sich drei im N-terminalen Ende (a,b,c) und zwei im C-terminalen Ende
(d,e) unterscheiden (Eulenburg et al., 2005). Die N- und C-Termini befinden sich
intrazellular (Eulenburg et al., 2005). GlyT1 bewirkt, dass die Glycinkonzentration
im Cytosol der Gliazellen ca. 2 nM betragt (Vandenberg, 2014).

GlyT2 befindet sich in glycinergen Neuronen in Riickenmark, Hirnstamm und Ce-
rebellum an prasynaptischen Endkndpfchen, welche eine hohe intrazellulare Gly-
cinkonzentration aufweisen (Zafra und Gimenez, 2008). Die Distribution von
GlyT2 ist gleichzusetzen mit der Verteilung von Glycinrezeptoren, welche die
postsynaptische Komponente glycinerger Synapsen bilden (Zafra et al., 1995).
Es existieren drei Isoformen von GlyT2, welche sich in ihrer N-terminalen Region
unterscheiden (a,b,c) (Eulenburg et al., 2005).

GlyT1 GlyT2

2 Na’ 3 Na’
1Cr Gly 1Cr Gly

extrazellular

intrazellular

2 Na’ Gly
1Cr
Abbildung 4 Stéchiometrie des glialen GlyT1 (links) Modus und des neuronalen GlyT2

(rechts). Links ist der reversible Reuptake Modus von GlyT1 zu sehen. Modifiziert nach
Eulenburg (Eulenburg et al., 2005).



Einleitung 25

Mit Hinblick auf die Kinetik und die Stéchiometrie weisen GlyT1 und GlyT2 Un-
terschiede auf. Die Affinitat von Glycin zu GlyT1 ist héher (Km = 51,15 pM) als
zu GlyT2 (Km = 1801 uM) und vermutlich arbeitet GlyT1 nahezu im Gleichgewicht
zwischen dem Im- und Export von Glycin in Abhangigkeit des lonengradienten
und des Membranpotentials (Eulenburg et al., 2005). Der reversible Reuptake-
Modus von GlyT1 ermdglicht eine von Calcium unabhangige Ausschittung von
Glycin in den synaptischen Spalt (Eulenburg et al., 2005). Die Anzahl der Ladun-
gen, welche GlyT1 und GlyT2 transportieren, verhalt sich proportional zur Glycin-
Wiederaufnahme, wobei GlyT2 die doppelte Ladungsmenge von GlyT1 aufweist
(Supplisson und Roux, 2002). Abbildung 4 zeigt, dass GlyT1 flr den Transport
eines Glycin-Molekdls zwei Natrium-lonen und ein Chlorid-lon benétigt, wahrend
GlyT2 drei Natrium-lonen und ein Chlorid-lon bendtigt (Roux und Supplisson,
2000). Daher ist die Triebkraft flir den Transport in Neuronen anndhernd doppelt
so grof3 wie die in Gliazellen (Supplisson und Roux, 2002). Das extra Natrium-
lon, welches an den Transport von GlyT2 gekoppelt ist, macht diesen zu einem
leistungsfahigeren Transporter als GlyT1 und kann mit héheren extrazellularen
Glycinkonzentrationen als GlyT1 arbeiten (Vandenberg et al., 2014). GlyT2 kann
eine intrazellulare Glycinkonzentration von 10-20 mM einstellen, welche bendtigt
wird, um den Glycintransport in Vesikel durch den Transporter VIAAT zu gewéhr-
leisten (Vandenberg et al., 2014). Die Stéchiometrie des lonenflusses, welcher
an den Reuptake-Transport gekoppelt ist, bestimmt das Gleichgewicht des Gly-
cinkonzentrationsgradienten, wohingegen die Rate, mit welcher dieses Gleichge-
wicht erreicht wird, von der Anzahl an Transportern und der Kinetik des Trans-
portmechanismus bestimmt wird (Vandenberg et al., 2014). Daher senken Gly-
cin-Reuptake-Inhibitoren, welche die Anzahl an verfiigbaren GlyTs und die La-
dungskapazitat der GlyTs reduzieren, zwar die Rate, mit der das Glycinkonzent-
rationsgleichgewicht erreicht wird und haben damit Einfluss auf die Dynamik der
Neurotransmission, jedoch verandern sie den finalen Glycinkonzentrationsgradi-
enten, die verbliebene intrazellulare Glycinkonzentration und das Laden der int-
razellularen Vesikel nicht (Vandenberg et al., 2014).

Vergangene Studien an GlyT1- und GlyT2-Knockout Mausen betonen die Kon-
trolle spinaler Neurone durch das glycinerge Reuptake-System. GlyT1-Knockout
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M&ause zeigen dabei einen hyperglycinergen Phanotyp mit reduziertem Muskel-
tonus und Atemwegserkrankungen (Zeilhofer et al., 2018; Gomeza et al., 2003a).
Neurone von GlyT1-Knockout Mausen zeigen eine kontinuierliche Aktivierung
von Glycinrezeptoren. Ursachlich hierflr ist eine erhéhte extrazellulare Glycin-
konzentration. Zudem verlangerten sich in diesen Tieren die Abklingzeiten inhi-
bitorischer postsynaptischer Stréme von 9,3 ms auf 14,2 ms (Gomeza et al.,
2003a). Anders ergeht es Mausen, die den neuronalen Reuptake-Blocker nicht
exprimieren: Die GlyT2-Knockout Mause zeigen einen hypoglycinergen Zustand,
welcher sich phanotypisch in neuromotorischen Beeintrachtigungen wie Starr-
heit, Tremor und Spastik auBBert (Gomeza et al., 2003b). Diese Symptome ahneln
denen der angeborenen Krankheit Hyperekplexie, auch Stiff-Baby-Syndrom ge-
nannt (Gomeza et al., 2003b). Die Amplitude von Miniatur-IPSCs (mIPSCs) ver-
ringert sich in GlyT2-Knockout Mausen um 42% (Gomeza et al., 2003b). Zudem
Uberleben die M&use beider Knockout-Formen die ersten zwei Wochen nicht
(Gomeza et al., 2003a; Gomeza et al., 2003b).

1.6 Org 24598 und Org 25543 sind selektive Glycintransporter-Inhibitoren

Zur Modifizierung des Glycin-Reuptakes wurden in der vorliegenden Arbeit die
hochspezifischen Glycintransporter-Hemmer Org 24598 und Org 25543 verwen-
det. Durch die Blockade des Glycin-Reuptakes kann Glycin nicht mehr in die Gli-
azelle beziehungsweise in das prasynaptische Neuron recycelt werden. Org
24598 und Org 25543 erhdhten in einer Konzentration von 10 uM die Glycinkon-
zentration in akuten Gewebsschnitten des Riickenmarks, woraufhin eine Verlan-
gerung der glycinergen Neurotransmission folgte (Bradaia et al., 2004). Beide
Glycin-Reuptake-Hemmer veranderten die Abklingzeit, die Amplitude und die
Frequenz GABA-erger IPSCs nicht (Bradaia et al., 2004).
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Abbildung 5 Strukturformeln des neuronalen Glycin-Reuptake-Inhibitors Org 25543
(links) und des glialen Glycin-Reuptake-Inhibitors Org 24598 (rechts)

Org 24598 ist ein selektiver Inhibitor des glialen GlyT1 mit einer Konzentration
der halomaximalen Hemmung (ICso) von 6,9 nM (Williams et al., 2003). Eine ge-
ringflgige Aktivitat Gbt Org 24598 auf den GABA-Transporter (ICso= 0,1 mM) und
den neuronalen GlyT2 (ICso= 1 mM) aus. Org 24598 wirkt 600-fach effizienter als
der GlyT1-Inhibitor Sarkosin (Williams et al., 2003). Ein weiterer Modulator des
Glycin-Reuptakes stellt die Substanz Org 25543 dar. Org 25543 Hydrochlorid ist
ein potenter und selektiver Inhibitor fir GlyT2 mit einem 1Cso von 16 nM. Es zeigt
keine Aktivitat an dem glialen GlyT1 oder 56 anderen ahnlichen biologischen Tar-
gets (ICs0= 100 uM) (Caulfield et al., 2001). Zudem ist Org 25543 im Plasma von
Mausen metabolisch stabil (80% verbleiben nach 30 Minuten) (Caulfield et al.,
2001).

Glycinerge Neurone sind an der Inhibition der Schmerzsignalweiterleitung betei-
ligt, indem sie die Erregbarkeit sensorischer Neurone im dorsalen Horn des Ru-
ckenmarks vermindern (Zeilhofer et al., 2012). Eine Dysfunktion glycinerger Neu-
rone fohrt zu einer verstarkten Exzitation und Transmission neuropathischer
Schmerzsignale im Hinterhorn des Rickenmarks (von Hehn et al., 2012). Dass
glycinerge Neurone im dorsalen Horn des Rickenmarks eine wichtige Rolle in
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Bezug auf neuropathischen Schmerz einnehmen, wiesen Imlach und Mitarbeiter
nach. In ihrer Studie zeigten sie, dass der inhibitorische glycinerge Input im Hin-
terhorn des Rulckenmarks in Nagetieren, welche unter neuropathischem
Schmerz litten, reduziert war (Imlach, 2017). Durch die pharmakologische Blo-
ckade der Glycin-Reuptake-Transporter und das hierdurch bewirkte verlangerte
Binden von Glycin an dem Glycinrezeptor in Schmerzfasern konnte eine Reduk-
tion der Schmerzweiterleitung erreicht werden (Fratev et al., 2019). Sowohl
GlyT1-, als auch GlyT2-Inhibitoren sind vielversprechende Kandidaten zur Linde-
rung neuropathischer und inflammatorischer Schmerzen (Tanabe et al., 2008;
Zeilhofer et al., 2018; Cioffi, 2018; Vandenberg et al., 2014). Der GlyT1-Inhibitor
Sarkosin zum Beispiel verbesserte thermale und mechanische Hypersensibilitat
im Falle eines Seltzer-Modells (Initiierung von Ischiasnervschaden) und redu-
zierte mechanische Hypersensibilitat in Mausen, welche an Diabetes erkrankt
waren (Tanabe et al., 2008). Zudem Ubte die Blockade des glialen Glycintrans-
porters eine anti-nozizeptive Wirkung aus (Zeilhofer et al., 2018). In vivo-Experi-
mente mit dem GlyT2-Inhibitor Org 25543 zeigten eine Verstarkung des Antiallo-
dynie-Effekts nach Ischiasnervschaden in Mausen (Morita et al., 2008). Daher
erscheint der Ansatz vielversprechend, die glycinerge Neurotransmission zur Lin-

derung von Schmerzsymptomen zu verstarken.

1.7 Fragestellung

Die Sicherstellung der Immobilitdt des Patienten im Rahmen chirurgischer Ein-
griffe ist insbesondere wahrend der TIVA von zentraler Bedeutung. Verantwort-
lich flr eine zentrale Muskelrelaxation sind wahrscheinlich vor allem jene spina-
len Neurone im Vorderhorn des Rickenmarks, welche Glycinrezeptoren expri-
mieren (Eckle et al., 2013). Daher wurde in der vorliegenden Arbeit durch die
selektive Hemmung der Glycin-Wiederaufnahme eine Aktivierung der Glycinre-
zeptoren hervorgerufen, um zu untersuchen, ob Glycinrezeptoren als pharmako-
logische Targets in der Anasthesie infrage kommen, Uber die eine weitreichende
Muskelrelaxierung bewirkt werden kann. Es wurden auf die Glycin-Reuptake-Blo-
cker Org 25543 und Org 24598, welche den neuronalen beziehungsweise den
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glialen Glycintransporter inhibieren, zurlckgegriffen. Potenziell kénnten beide
dieser Reuptake-Blocker sowohl muskelrelaxierend, wie auch analgetisch wirken
(Dohi et al., 2009; Morita et al., 2008; Zeilhofer et al., 2018). Es wurde bereits
nachgewiesen, dass beide Org-Komponenten die Glycinkonzentration im synap-
tischen Spalt erhéhen, beide Reuptake-Blocker in einer Konzentration von 10 uM
die Kinetik glycinerger inhibitorischer Strome verandern und der neuronale
Reuptake-Blocker Org 25543 zusatzlich die Frequenz glycinerger inhibitorischer
Stréme beeinflusst (Bradaia et al., 2004). Der Einfluss von Org 25543 und Org
24598 auf den motorischen Output und die Aktionspotentialaktivitat von Interneu-
ronen im Vorderhorn des Rickenmarks jedoch war zu Beginn dieser Arbeit noch

vollig unerforscht. Daher ergaben sich folgende Fragen:

1. In welchem Umfang kann eine Hemmung des Glycin-Reuptakes die mo-
toneuronale Aktivitat reduzieren?

2. Inwiefern beeinflusst die Blockade des neuronalen und glialen Glycin-
Reuptake-Transporters die Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone
im ventralen Horn des Rickenmarks?

3. Wie verandern Org 25543 und Org 24598 die Kinetik und Frequenz glyci-
nerger IPSCs, wenn sie in einer Konzentration von weniger als 10 uM ver-
abreicht werden?

4. Gibt es qualitative Unterschiede in den Wirkungen von neuronalem und
glialem Glycin-Reuptake-Blocker, die sich auf der zellularen Ebene und

Netzwerkebene manifestieren?
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1.8 Wahl des Testsystems organotypischer Zellkulturen

Um diese Fragen zu untersuchen, wurden in vitro-Experimente an kokultivierten
Gewebsschnitten aus Rickenmark- und Muskelgewebe durchgefiihrt. Es handelt
sich dabei um ein in der Arbeitsgruppe bereits etabliertes Modell, welches Eckle
und Mitarbeiter beispielsweise bereits dazu nutzten, die Effekte des Neurotoxins
Botulinumtoxin A auf die spontane Muskelaktivitat zu quantifizieren (Eckle et al.,
2014). Die Methode basiert auf dem 1981 durch Gahwiler entwickelten Ansatz
der organotypischen Zellkulturen (Gahwiler, 1981) und wurde durch Braschler
dahingehend erweitert, dass Muskelgewebe mit dem Rickenmarkgewebe kokul-
tiviert wurde (Braschler et al., 1989). Der Begriff ,organotypisch“ verweist auf die
Ahnlichkeit der kultivierten Strukturen mit ihren Gegenstiicken in vivo (Drexler et
al., 2010). Typischerweise wird hierbei Gewebe in einem noch unreifen Zustand
einem Spendertier entnommen. Der grof3e Vorteil organotypischer Zellkulturen
ist, dass Reifungs- und Wachstumsprozesse ahnlich wie in vivo ablaufen
(Braschler et al., 1989) und sich dadurch die Architektur anatomischer Strukturen
aquivalent zum in vivo Gewebe entwickelt. Ein weiterer Aspekt ist, dass aufgrund
der Regeneration und Entwicklung der synaptischen Verbindungen in vitro Neu-
rone starker in dem kultivierten Gewebe vernetzt sind als in akuten Schnitten
(Debanne et al., 1995), weshalb die kultivierten neuronalen Netzwerke spontan
aktiv sind. Die geringe Dicke des kultivierten Gewebes gewahrleistet zudem eine
schnelle Diffusion pharmakologischer Substanzen (Drexler et al., 2010). Wah-
rend der Inkubation der Gewebsschnitte bilden sich intakte Synapsen zwischen
und innerhalb des Rickenmark- und Muskelgewebes aus. Je groBer die Anzahl
dieser Synapsen ist, desto haufiger generieren Neurone Aktionspotentiale. Von
zentraler Bedeutung bei der Durchflihrung der vorliegenden Studie ist die Tatsa-
che, dass sich die Aktionspotentialaktivitat der Motoneurone direkt in einer Kon-
traktion der postsynaptischen Muskelfasern niederschlagt (Braschler et al.,
1989). Somit ist das Testsystem der organotypischen Kokulturen aus Riicken-
mark- und Muskelgewebe geeignet, um die Beeinflussung der inter- und moto-
neuronalen Aktivitadt durch Blocker der Glycin-Wiederaufnahme zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

Um die muskelrelaxierende Wirkung der Glycin-Reuptake-Blocker zu untersu-
chen, wurden zum einen videomikroskopische Aufzeichnungen der muskularen
Aktivitat, des Weiteren extrazellulare elektrophysiologische Ableitungen und zu-
satzlich intrazellulare elektrophysiologische Messungen mittels Patch-Clamp-

Methode an Kokulturen aus Rickenmark- und Muskelgewebe durchgefihrt.

2.1 Praparation und Kulturpflege von Kokulturen aus Riickenmark- und
Muskelgewebe

Die Gewinnung der Gewebsschnitte basierte auf Braschlers und Gahwilers Me-
thode der organotypischen Zellkulturen (Gahwiler, 1981; Braschler et al., 1989),
mit deren Hilfe sich Kulturen aus Nervengewebe herstellen lassen. Die organo-
typischen Zellkulturen entwickeln sich wahrend der Inkubationsphase ahnlich wie
in vivo (Braschler et al., 1989), sodass Synapsen gebildet und kokultiviertes Mus-
kelgewebe innerviert werden kann (Spenger et al., 1991b). Dabei andert sich die
Morphologie des Gewebes so, dass unter idealen Bedingungen die Dicke des
Gewebes nur noch wenige Zellschichten betragt.

Vorbereitend fur die Praparation wurden sterilisierte Deckglaser (Kindler O.
GmbH & Co. Mikroskopische Glaser, Freiburg, Deutschland) mit 200-300 pl Poly-
D-Lysin (25 pg/ml) (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutsch-
land), welches die Adhasion zwischen Gewebsstick und Glas verstérkt, be-
schichtet. AnschlieBend wurden die beschichteten Deckglaser in Petrischalen
verteilt. Zudem wurde Agar mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen herge-
stellt: Fir den Einbettungsblock wurden 0,75 g des Agars (Sigma-Aldrich Labor-
chemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) mit 50 ml ,Geys Balanced Salt Solu-
tion® (Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) vermischt
und auf einer Heizplatte (Heidolph MR 3001, Deutschland) mit lose aufliegendem
Deckel zum Sterilisieren mehrfach zum Kochen gebracht. Die ,Geys Balanced
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Salt Solution“ bestand aus folgenden Komponenten: 0,2251 g/L CaClz, 0,21 g/L
MgCl2-6H20, 0,0342 g/L MgSOs4, 0,37 g/L KCI, 0,03 g/L KH2POs4, 2,27 g/L
NaHCOs3, 7,0 g/L NaCl, 0,01196 g/L NaH2PO4 und 1,0 g/L D-Glucose. Danach
wurde der flissige Agar unter einer Sterilbank (BDK Luft & Reinraumtechnik
GmbH, Reutlingen, Deutschland) in eine Petrischale aus Glas gegossen. Der
Agarblock, der als Stitze dienen sollte, wurde mit der gleichen Methode herge-
stellt, jedoch mit dem Unterschied, dass 2 g Agar in 100 ml 0,9-prozentigem Nat-
riumchlorid (Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland) gelést wurde. Der Stitz-
block wurde in Form geschnitten und vorbereitend mit Sekundenkleber auf den
Stahlblock geklebt, welcher im Laufe der Praparation in die Kammer des Vibros-
licers (Campden Instruments LTD, Loughborough, England) eingehéangt wurde.

Die zu kultivierenden Praparate des Rickenmarks stammten von Mauseembry-
onen 14 Tage nach Befruchtung von Mausen der Linie C57 Jackson Black 6, die
sich zum Zeitpunkt der Anlieferung durch die Firma Charles River (Charles River
Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH, Sulzfeld,
Deutschland) im Uterus der Mutter befanden. Nachdem das Muttertier mit Isoflu-
ran tief narkotisiert und mit einer Kleintierguillotine dekapitiert wurde, fihrte man
unter Desinfektion des Bauchfells eine Sectio caesarea durch und legte die ent-
nommenen Embryonen in eiskalte ,Geys Balanced Salt Solution“. Pro Préapara-
tion lag die Anzahl der Embryonen bei vier bis acht. Unter dauerhafter Kihlung
wurden die Mauseembryonen unter einer Sterilbank seziert, die isolierten Wirbel-
saulen in den mit vier U-férmigen Vertiefungen versehenen Einbettungsblock ge-
legt und mit flissigem Agar fixiert. Mit einer sterilisierten Rasierklinge (Blades,
World Precision Instruments, Berlin, Deutschland) schnitt man den rechteckigen
Einbettungsblock nun aus. Dieser wurde auf den Stahlblock direkt vor den Stitz-
block aus Agar geklebt und in die Kammer des Vibroslicers eingespannt. Danach
wurde die Kammer mit eiskalter ,Geys Balanced Salt Solution® aufgefullt. Der
Einbettungsblock wurde nun mit Hilfe des Vibroslicers in 300 pum dicke Scheiben
geschnitten. Dann wurde aus den entstandenen Agarscheiben das Rickenmark
zusammen mit Muskelgewebe isoliert und mit 13 pl Plasma und 13 pl Thrombin
(beides Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) auf die
Deckglaser angeheftet. AnschlieBend wurden die Deckglaser in Kulturréhrchen
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Uberfihrt und unter Zugabe von 15 pul 0,5 pg/ml-konzentrierten Nerve-Growth-
Factor (Sigma-Aldrich Chemie GmBH, Taufkirchen, Deutschland) und 750 pl Kul-
turmedium in einem 36°C-warmen Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland)
mit finfprozentiger Kohlendioxid angereicherter Atmosphéare fir mindestens 90
Minuten bei kontinuierlicher Drehung (ca.10 Umdrehungen pro Stunde) inkubiert.
Das Kulturmedium bestand aus 100 ml Pferdeserum (Invitrogen GmbH, Karls-
ruhe, Deutschland), 4 ml 50-prozentiger D(+)- Glucose-Lésung (Applichem
GmbH), 200 ml ,Basal Medium Eagle” ohne Glutamin, 100 ml Hanks‘ Balanced
Salt Solution®, und 2 ml 200 mM Glutamin-Lésung (Rest von Sigma-Aldrich La-
borchemikalien GmbH). Diese Methode der Inkubation wird als ,Rollertube-Tech-
nik“ bezeichnet. Schematisch ist die Gewinnung der Gewebsschnitte in Abbil-
dung 6 gezeigt. Die Deckel der Kulturréhrchen wurden fiir circa zwei Stunden
lose verschraubt, um einen Gasaustausch im Brutschrank mir einem CO2-Gehalt
von 5% zu gewahrleisten und den pH-Wert des Mediums einzustellen. Das Dre-
hen des Rads ermdglichte den Zellen eine optimale Sauerstoff- und Nahrstoffver-
sorgung. Das im Medium enthaltende Phenolrot gab durch seine Farbung Aus-
kunft Gber das Milieu der Losung. Drei Tage nach der Praparation erfolgte ein
Medienwechsel und zusatzlich eine Behandlung mit 10 pl Zytostatika (10 uM Uri-
din, 10 uM Cytosin-B-D-Arabino-Furanosid und 10 pM 5-Fluoro-2-Deoxyuridin;
alle von Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH), um eine Gliose zu verhindern.
Je nach Art des Experiments wurden die Kokulturen ex vivo mindestens ein bis

zwei Wochen inkubiert, bevor die ersten Messungen durchgefihrt wurden.
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Abbildung 6 Schematische Darstellung der Gewinnung von Rickenmark-Schnittkultu-
ren (E14= Embryonalstadium betragt 14 Tage). Umliegendes Muskelgewebe wurde zu-
sammen mit Rickenmarkgewebe seziert. Die Abbildung wurde von der Arbeitsgruppe
zur Verflgung gestellt.
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2.2 Videomikroskopische Aufzeichnung muskularer Aktivitat

Je gréBer die Aktivitat der spinalen Neurone ist, desto hdher ist auch die Fre-
quenz der Kontraktionen von Muskelzellen, die durch synaptische Verknipfun-
gen mit spinalen Motoneuronen induziert wird. Wie diese Muskelaktivitat erfasst

und analysiert wurde, ist im Folgenden beschrieben.

2.2.1 Versuchsablauf videomikroskopischer Aufzeichnungen muskularer
Aktivitat

Die Schnittkulturen konnten ab der zweiten Woche nach der Préparation aus dem
Inkubator entnommen und in eine Badkammer gelegt werden, die vorher mit ,Ar-
tificial Cerebrospinal Fluid“ (ACSF; artificial = kiinstlich) gefallt worden war. Diese
ACSF besteht aus in Ampuwa (Wasser fir Injektionszwecke, Fresenius SE, Bad
Homburg, Deutschland) geléstem 120 mM NaCl, 3,5 mM KCI, 1,13 mM
NaH2PO4, 1 mM MgClz, 26 mM NaHCOs, 1,2 mM CaClz und 11 mM D(+)- Glu-
cose (alle Chemikalien von Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland). Die ACSF
durchlief die Badkammer permanent mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min. Alle
Substanzen wurden mittels zweier IPC Peristaltik-Pumpe (Ismatec, Wertheim-
Mondfeld, Deutschland) in die Badkammer hinein und heraus gepumpt. Dabei
betrug die Temperatur der Lésungen in der Badkammer ca. 34°C. Zur Erhaltung
eines neutralen pH-Wertes wurde die ACSF mit Carbogen, welches sich aus 95%
Sauerstoff und 5% Kohlenstoffdioxid zusammensetzte, begast. Unter Beobach-
tung durch das Mikroskop Axioskop 2 FS plus (Zeiss, Deutschland) fokussierte
man eine Videokamera (The Imaging Source DMK 21AU04.AS Schwarz/Weif3-
Kamera, USB) auf einen Muskelgewebsabschnitt, welcher kontrahierende Mus-

kelfasern aufwies.

Der Versuchsablauf begann mit dem Einwaschen der ACSF fir 30 Minuten. Da-
nach erfolgte die Kontrollmessung von sechs Minuten. Es folgte die erste Appli-
kation der Testsubstanz tber zwolf Minuten, wobei immer erst die niedrigere Kon-

zentration der zu Uberprifenden Chemikalien appliziert wurde. Wahrend der
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sechsminltigen Aufzeichnungsphase wurde die Testsubstanz kontinuierlich in
die Badkammer gepumpt. Auch die zweite Substanzapplikation mit der héheren
Konzentration hatte eine Einwirkzeit von zwdlf Minuten sowie eine Aufzeich-
nungszeit von sechs Minuten. Im Falle der Scheinapplikationen wurden die Ex-
perimente nur mit ACSF unter Ausschluss der Substanz durchgefiihrt. Als Aus-
waschmedium verwendete man 1-mikromolares Pancuronium (Sigma-Aldrich
Laborchemikalien GmbH, Seelze, Deutschland) (siehe Abbildung 7). Die Auf-
zeichnungen der Messungen erfolgten durch die Software IC Capture 2.0. Das
Versuchsprotokoll a-b zeigt die verwendeten Substanzen und deren Konzentra-

tion (siehe Tabelle 4 im Kapitel ,Versuchsprotokoll).

Das am Ende der Versuche applizierte Pancuronium diente dazu sicherzustellen,
dass Motoneurone ursachlich fir die Muskelkontraktionen sind. Dies ist wichtig,
da Muskelkontraktionen auch beispielsweise unter Hormonausschuttung stattfin-
den kénnen. Pancuronium blockiert als Acetylcholin-Antagonist die neuromusku-
lare Ubertragung. Somit konnte nachgewiesen werden, dass die zu analysieren-
den Muskelkontraktionen durch spontane Aktivitat spinaler Motoneurone ausge-

|6st wurden.
30 Min 6 Min 12 Min 6 Min 12 Min 6 Min 12 Min 6 Min
I i i} i i} i i i} {
ACSF Org-Komponente | Org-Komponente PAuswasgh
Konzentration 1 | Konzentration 2 a"‘f'“;:n"'um
Aufz. Aufz. Aufz. Aufz.

Abbildung 7 Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs videomikrosko-
pischer Aufzeichnungen muskularer Aktivitat
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2.2.2 Datenanalyse videomikroskopischer Aufzeichnungen muskularer
Aktivitat

Mit Hilfe des Programms Avidemux 2.5.4. wurde der aufgenommene Videoab-
schnitt mit Muskelaktivitat visuell Uberprift. Die weitere Analyse erfolgte mit
Skripten, die von Prof. Dr. Antkowiak in der Programmumgebung MATLAB
R2008a (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, Amerika) erstellt wurden.
Es wurden sogenannte ,Region Of Interest® (ROIl) manuell festgelegt. Hierbei
handelte es sich um quadratische Bereiche auf den Bildern des Videoabschnitts,
auf dem das kontrahierende Muskelgewebe zu sehen ist. Durch ein kontrastba-
siertes Analyseverfahren wurden die Frequenzen der Muskelfaserkontraktionen
berechnet.

(T

videomikroskopische
Aufzeichnung

Abbildung 8 Schematische Darstellung der Analyse von Messungen spontaner Mus-
kelaktivitat aus Kokulturen des Rickenmark- und Muskelgewebes. Die gestrichelte Linie
zeigt die manuell festgelegte Schwelle an (Drexler et al., 2011).
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Dazu wurde zuerst ein ,Kontroll-Frame® festgelegt. Hierbei handelt es sich um
ein Einzelbild des Videoausschnittes, in dem keine Muskelkontraktionen erfolg-
ten und das als Referenz flr die Quantifizierung der Kontraktionen diente. Die
von Bild zu Bild auftretenden Anderungen der Pixelhelligkeit wurden als Graphik
reprasentiert. Anhand der Graphik wurde manuell ein Schwellenwert bestimmt
(siehe Abbildung 8). Die Uber dem Schwellenwert liegenden Werte wurden durch
die Zeit in Sekunden dividiert und somit zur Quantifizierung der Muskelkontrak-

tion genutzt.

2.3 Extrazellulare elektrophysiologische Messungen

Das Ziel der extrazellularen elektrophysiologischen Ableitungen war es, Aktions-
potentiale spinaler Vorderhornneurone zu erfassen, um auf die neuronale Ge-

samtaktivitat im Vorderhorn des Riickenmarks schlieBen zu kénnen.

Histologische Anfarbungen kokultivierter Gewebsschnitte haben Aufschluss tber
die Morphologie und die Position der Motoneurone in dieser Préparation geben.
So wurden Motoneurone durch Anfarbung der Acetylcholintransferase, Acetyl-
cholinesterase oder durch Biocytin markiert (Delfs J., 1989; Spenger et al.,
1991a; Larkum et al., 1998). Die Motoneurone sind in zwei Gruppen ventrolateral
und ventromedial am ventralen Rand des Vorderhorns (Rexed laminae 1X) und
an beiden Seiten der Fissura mediana anterior medullae spinalis (Delfs, 1989;
Spenger, 1991, Avossa, 2003) lokalisiert (siehe Abbildung 9). Ein Teil der Mo-
toneurone migriert in einen Bereich ventral zum Vorderhorn auBBerhalb des Ru-
ckenmarks (Streit et al., 1991). In den Gewebsschnitten, in denen Motoneurone
zu sehen waren — dies war bei ungefahr der Hélfte der Schnitte der Fall —, wurde
lediglich eine geringe Anzahl von bis zu circa 6 Motoneuronen gesichtet
(Spenger, 1991). Die Position GABAerger Interneurone konnte mithilfe der An-
farbung des Enzyms Glutamat-Decarboxylase (GAD67) erfolgen (Avossa et al.,
2003). Nach einer Woche in vitro befanden sich GABAerge Interneurone gleich-
maRig verteilt im dorsalen wir auch ventralen Horn des Rickenmarks (Avossa et
al. 2003). Nach zwei Wochen in vitro wurde eine Anderung dieser Position
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beobachtet: GAD67- positive Interneurone waren nun vermehrt im Hinterhorn
und in verminderter Anzahl im Vorderhorn zu finden (Avossa et al. 2003). Dies
ist vereinbar mit dem entwicklungsbedingten Wechsel von GABA-erger zu glyci-
nerger Neurotransmission im Vorderhorn des Rickenmarks (Gao et al., 2001).

Dorsal

Position der
Messelektroden

POSition der Ventrale mediane Position der

Fissur

Motoneurone Motoneurone

Anzahl der Neurone pro Praparat: ~ 10.000
Anzahl der Motoneurone pro Préaparat: 0-6

Abbildung 9 Schematische Darstellung der Positionen von Motoneuronen (rot gekenn-
zeichnet) in Gewebsschnitten kokultivierter Rickenmarkschnitte. Der Bereich in dem die
Messelektroden positioniert wurden ist griin gekennzeichnet. Die Anzahl der Motoneu-
rone wird in der Literatur mit lediglich 0-6 pro Gewebeschnitt angegeben. Ihre rAumliche
Position ist rot markiert.

Abbildung 10 zeigt eine exemplarische mikroskopische Aufnahme einer Kokultur
aus Ruckenmark- und Muskelgewebe. Die Elektroden wurden auf beiden Seiten
des Vorderhorns jeweils lateral der Fissura mediana anterior medullae spinalis
platziert (siehe Abbildung 9, 10). In diesem Areal des Gewebeschnittes wurden
Motoneurone noch nie beschrieben (Streit et al., 1991). Daher wird in der vorlie-

genden Arbeit davon ausgegangen, dass sowohl mit den extra- wie auch
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intrazellularen Messungen ausschlieBlich die Aktivitat spinaler Interneurone er-
fasst wurde. Es war jedoch nicht méglich, die in mit diesen Messungen erfassten
Aktivitatsmuster bestimmten Typen spinaler Interneurone eindeutig zuzuordnen,
denn ihre ldentifizierung ist bis heute nicht abgeschlossen. Ebenso werden még-
liche Klassifizierungskriterien derzeit noch kontrovers diskutiert (Sengupta und
Bagnall, 2023; Russ et al., 2021).

Abbildung 10 Lichtmikroskopische Aufnahme einer Kokultur aus Rickenmark- und
Muskelgewebe nach 21 ex vivo. Die gestrichelten schwarzen Linien zeigen die Bereiche
des Hinterhorns, des Vorderhorns und eines Hinterwurzel-Ganglions. Die wei3en Pfeile
zeigen Muskelfasern. Der Bereich der Gewebekultur in dem die Messelektroden positi-
oniert wurden ist wie in Abbildung 9 griin eingezeichnet. Zur Verfigung gestellt von Prof.
Antkowiak.

2.3.1 Versuchsablauf extrazellularer elektrophysiologischer Messungen

Die Schnittkulturen wurden ab der zweiten Woche nach der Praparation aus dem
Inkubator entnommen und in eine Badkammer gelegt, die vorher mit Artificial
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Cerebrospinal Fluid (ACSF) geflllt wurde. Die ACSF durchlief die Badkammer
permanent mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/min. Dabei betrug die Temperatur
in der Badkammer ca. 34°C. Zur Erhaltung eines neutralen pH-Wertes wurde die
ACSF mit Carbogen begast. In der Badkammer befand sich zudem eine Refe-
renzelektrode Ag/AgCl 2 mm* 4 mm (World Precision Instruments, Berlin,
Deutschland), die so platziert war, dass ihre gesamte Oberflache in stetigem Kon-
takt mit der ACSF war. Die Messungen erfolgten durch zwei Glaselektroden, wel-
che aus Borosilikatglaskapillaren mit einem Durchmesser von 1 mm (World Pre-
cision Instruments, Sarasota, Florida, USA) mithilfe eines Elektrodenpullers Mo-
dell DMZ-Universal-Puller (Zeitz Instruments GmbH, Martinsried, Deutschland)
gezogen worden waren. Die Glaselektroden hatten einen Spitzendurchmesser
von ca. 1-2 um und wurden mit einer auf eine 1 ml-Einmalspritze (ASKI, Dane-
mark) gesteckten Micro-Fil-Kanile (World Precision Instruments, Berlin,
Deutschland) mit ACSF beflllt und in einem Elektrodenhalter (Axon Instru-
ments/Molecular Devices, Sunnyvale, USA) platziert. Unter Beobachtung durch
das Mikroskop Axioskop 2 FS plus (Zeiss, Deutschland) wurden die Elekiroden
so in dem ventralen Horn der Substantia grisea des Riickenmarkgewebes posi-
tioniert, dass man sowohl visuell als auch akustisch Aktionspotentiale, welche
eine Amplitude von mindestens 0,1 mV jenseits des Grundrauschens aufwiesen,
registrieren konnte. Alle Substanzen wurden mittels zweier IPC Peristaltik-Pum-
pen (Ismatec, Wertheim-Mondfeld, Deutschland) in die Badkammer hinein und

heraus gepumpt.

Das Rickenmarkgewebe lag fir 30 Minuten in der mit ACSF durchfluteten Bad-
kammer. Die Messungen erfolgten mit denselben zeitlichen Abstadnden wie die
der videomikroskopischen Aufzeichnungen muskularer Aktivitat. Um beobachten
zu kénnen, ob das Rickenmarkgewebe in der Lage ist, sich von der Substan-
zapplikation zu regenerieren, fihrte man eine sechsminitige Auswaschmessung
durch, nachdem man die Badkammer fiir 12 Minuten mit ACSF durchspilt hatte
(siehe Abbildung 11). Im Falle der Scheinapplikationen wurden die Experimente
nur mit ACSF unter Ausschluss der Substanz durchgefiihrt. Das Versuchsproto-
koll c-f zeigt die verwendeten Substanzen und deren Konzentration (siehe Ta-
belle 4 im Kapitel ,Versuchsprotokoll®).
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30 Min 6 Min 12 Min 6 Min 12 Min 6 Min  12Min 6 Min

Org-Komponente | Org-Komponente Auswasch

ACSF Konzentration 1 Konzentration 2 ACSF

Aufz. Aufz. Aufz. Aufz.

Abbildung 11 Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs extrazellularer
elektrophysiologischer Aufzeichnungen

2.3.2 Datenanalyse extrazellularer elektrophysiologischer Messungen

Um die Aktionspotentiale aufzunehmen, wurde das Messsignal um den Faktor
5000 amplifiziert (Multi Clamp 700A, Axon Instruments/Molecular Devices, Sun-
nyvale, USA), Bandpass-gefiltert und Uber die Digitalisierungskarte Digidata

1200 (Axon Instruments) aufgezeichnet.

Um die neuronale Aktivitdt des Rickenmarkgewebes beurteilen zu kdénnen,
wurde als zentraler Parameter die ,Feuerrate“ herangezogen, die als Anzahl von
Aktionspotentialen pro Sekunde definiert ist. Je nach Versuchsapparatur wurden
die Aktionspotentiale mittels der Software Axoscope 10.4 bzw. Axoscope 10.7
(Axon Instruments, Union City, Kalifornien, USA) oder Clampex 10.4 aufgezeich-
net und gespeichert. Um die Aktionspotentiale ermitteln zu kénnen, wurden die
Rohsignale nach der Messung offline durch einen Hochpassfilter von 300 Hz ge-
filtert. Uber die gefilterten Rohsignale wurde nun manuell eine Schwelle gesetzt,
um so die neuronale Netzwerkaktivitat mittels der Anzahl von Schwellenlber-
schritten quantifizieren zu kénnen (siehe Abbildung 12). Fir das Filtern und das
manuelle Ziehen des Schwellenwertes wurden Skripte verwendet, die in der Pro-
grammumgebung MATLAB R2018b (The MathWorks Inc., Natick, Massachus-

etts, Amerika) programmiert wurden.
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Ausgewertet wurden die Daten nur, wenn das Gleichbleiben des Grundrau-
schens gewabhrleistet war und die Aktivitdtsmuster wéhrend den einzelnen Mes-
sungen konstant waren.

Samtliche weitere Auswertungen erfolgten durch Skripte, welche von Prof. Dr.
Antkowiak zur Verflgung gestellt wurden.

0,25 mV

5s

Abbildung 12 Detektion von Aktionspotentialen. Die rote gestrichelte Linie stellt die ma-
nuell gesetzte Schwelle dar. Die oberen roten Striche markieren die detektierten Akti-
onspotentiale.

2.4 Whole Cell-Patch-Clamp-Methode

Mithilfe der Patch-Clamp-Technik ist es mdglich, inhibitorische postsynaptische
Stréme (IPSCs) an der Postsynapse eines spinalen Interneurons zu messen.
IPSCs spiegeln den Verlauf des Bindens und der Dissoziation des Neurotrans-
mitters an beziehungsweise von dem Rezeptor wider. In dieser Studie wurden
durch glycinerge Transmission ausgeldste IPSCs, sogenannte glycinerge IPSCs,
registriert und analysiert.
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2.4.1 Versuchsablauf der Whole Cell-Patch-Clamp-Methode

Das Deckglas mitsamt Gewebsschnitt wurde mit Silikon (Silikonpaste Karosilone,
Baysilon mittelviskos, Bayer) in der mit ACSF gefullten Badkammer fixiert. Alle
Experimente wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt. Vorbereitend wurden
vier Spritzen (Hamilton Company, Nevada, USA) in die Apparatur eingespannt.
Dabei war eine Spritze mit ACSF, die zweite mit in ACSF geléstem Bicucullin und
der jeweiligen Testsubstanz, die dritte mit in ACSF geléstem Strychnin und die
vierte mit AP5 und CNXQ (beides Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH) ge-
fallt. Folglich befanden sich folgende Substanzen in der Badkammer: 25uM APS5,
10uM CNQX, 100pM Bicucullin, ACSF, eine Org-Komponente (320nM Org
25543, 5uM Org 25543 oder 5uM Org 24598) und 1uM Strychnin (siehe Abbil-
dung 13). Alle Lésungen wurden vorher mit Carbogen begast. Die Scheinappli-

kationen erfolgten unter Ausschluss der Testsubstanz.

Substanz Funktion
Cs (Caesium) Kaliumkanal-Blocker
AP5 NMDA-Rezeptor-Antagonist
CNQX (Cyanquixalin) AMPA-Rezeptor-Antagonist
Bicucullin GABAA-Rezeptor-Antagonist

Tabelle 2: Bei der Patch-Clamp-Methode verwendete Substanzen zur pharmakologi-
schen Isolation glycinerger IPSCs und deren Funktion

Eine Glaselektrode mit einem Widerstand von zwei bis finf Megaohm wurde aus
Borosilikatglaskapillaren mit einem Durchmesser von 1,5 mm mithilfe eines La-
serpullers hergestellt. Gefillt wurde diese Elektrode mit einem Medium beste-
hend aus folgenden Komponenten: CsCl 121 mM, MgClz 1 mM, EGTA 5 mM,
HEPES 10 mM, ATP 4 mM und CsOH 24 mM. Der pH-Wert dieser Lésung wurde
auf 7,2 eingestellt. Die geflllte Elektrode wurde in einen Elektrodenhalter einge-
spannt und mit einem Uberdruck von circa 0,3 - 0,5 mmHg an der Zelloberflache

eines spinalen Neurons positioniert. Bevor die Zelle geéffnet wurde, lieB man in
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ACSF geldstes Bicucullin in einer Konzentration von 100 uM mittels einer IPC
Peristaltik-Pumpe in die Badkammer pumpen, um GABAerge Strome zu elimi-
nieren. Befand sich die Glaselekirode nah genug an der Zelloberflache, appli-
zierte man einen Unterdruck von ca. -0,5 mmHg, bis die Zelle mit einem soge-
nannten ,Gigaseal” an der Elektrodenspitze versiegelt war. Dabei wurde die
Membran unterhalb der Zell6ffnung destruiert und die Detektion von IPSCs
konnte erfolgen. Nun gab man in die Badkammer die Substanzen AP5 und CNQX
hinzu, um exzitatorische Strébme an der Synapse zu blockieren. Nach der Ein-
wirkzeit dieser beiden Substanzen von sechs Minuten erfolgten pro Experiment
zwei dreiminltige Kontrollmessungen und drei dreiminltige Testsubstanzmes-
sungen, wobei jeweils in der Regel die letzte Messung fur die Analyse herange-
zogen wurde. Zuletzt wurden zwei dreiminltige Strychninmessungen aufgenom-
men, wobei die erste der beiden Messungen ausgewertet wurde. Alle Messungen
verliefen zeitlich ununterbrochen hintereinander (siehe Abbildung 13). Zur phar-
makologischen Isolation glycinerger IPSCs erfolgten die Messungen unter konti-
nuierlicher Zugabe von AP5, CNQX und Bicucullin. Das Membranpotential des
Neurons, von dem die IPSCs aufgezeichnet wurden, wurde auf -70 mV ge-
klemmt, wodurch das Auftreten von Aktionspotentialen verhindert wurde. Am
Ende jedes Experiments wurde die Badkammer flr mindestens 15 Minuten mit
ACSF durchspllt. Das Versuchsprotokoll h-k zeigt die bei der Patch-Clamp-Me-
thode verwendeten Substanzen und deren Konzentration (siehe Tabelle 4 im Ka-
pitel ,Versuchsprotokoll®).
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: 2% X 2 X
6 Min 3 Min 3 Min 3 Min
AP5 25 uM AP5 25 uM
AP5 25 uM CNQX 10 uM CNQX 10 uM
CNQX 10 uM Bicucullin 100 pM | Bicucullin 100 uM

ACSF

Bicucullin 100 pM

ACSF
Org-Komponente

ACSF
Org-Komponente
Strychnin 1 uM

Aufz.

Aufz.

Aufz.
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Abbildung 13 Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs intrazellularer

Ableitungen

2.4.2 Datenanalyse der Patch-Clamp-Methode

Die Aufnahme der IPSCs erfolgte mithilfe der Programme Multi Clamp 700B und

Clampex 10.7 (Axon Instruments). Das Signal wurde mithilfe des Programms
MultiClamp 700B um 5V/nA verstarkt, um 2,0 kHz tiefpassgefiltert und Gber die
Digitalisierungskarte Digidata 1440A (Axon Instruments) und pCLAMP 10 Soft-
ware (Molecular Devices, Foster City, CA) digitalisiert. Fir die weitere Analyse

wurde von Prof. Dr. Antkowiak und Dr. Hentschke entworfene Software fiir das
Programm MATLAB R2018b (The MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, Ame-
rika) verwendet. Die spontanen IPSCs wurden durch das manuelle Festlegen ei-
ner Schwelle (siehe Abbildung 14) detektiert.
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Abbildung 14 Detektion von IPSCs. Die rote, gestrichelte Linie stellt die manuell ge-
setzte Schwelle dar. Die Striche Uber den IPSCs bedeuten die Detektion eines Signals.

Die Qualitat der IPSCs wurde durch visuelle Inspektion beurteilt. Weiterhin er-
folgte die Berechnung der Abklingzeit, der Amplitude und der Frequenz der
IPSCs (Zur Bedeutung dieser Parameter sieche Tabelle 3). Die Abklingzeit war
mehrphasig und wurde mithilfe folgender biexponentialer Funktion gefittet:

L

t
y = A10 4+ 42072 | wobei

A=Amplitude in pA,
t= Zeit,

T = Zeitkonstante in ms

Die Funktion zur Gewichtung der Zeitkonstante lautete:

A
* 11
A1+A2 + A1+A2

T gewichtet = * T2 , wobei
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A=Amplitude in pA
T = Zeitkonstante in ms

T gewichtet= gewichtete Zeitkonstante des Abklingens

Parame- | Ein- Bedeutung
ter heit
Abklingzeit | ms Zeit, in der Glycinrezeptoren inaktivieren
Amplitude | pA Maximale Aktivierung von Rezeptoren wahrend der sy-

naptischen Ubertragung

Frequenz | Hz Haufigkeit des Auftretens synaptischer Ereignisse

Tabelle 3: Die zur IPSC Auswertung verwendeten Parameter, ihre Einheit und ihre Be-
deutung

2.5 Statistische Auswertung

Mit Ausnahme der Daten, die sich auf die tonischen Strdme beziehen, wurden
alle Daten, welche aus Messungen mit der jeweiligen Org-Komponente hervor-
gingen, auf die Kontrollbedingung normalisiert. Zur statistischen Auswertung die-
ser normalisierten Daten wurde zun&chst der Lilliefors-Test durchgefihrt, um zwi-
schen normal- und nicht normalverteilten Daten zu unterscheiden. Um auf einen
statistisch signifikanten Effekt schlieBen zu kdnnen, wurde im Falle einer Normal-
verteilung der normalisierten Daten (Lilliefors-Test p= 0,05) der einseitige t-Test
verwendet. Bei nicht normalverteilten Daten griff man auf den nichtparametri-
schen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang Test (bei verbundenen Stichproben) und Wil-
coxon-Man-Whitney Test (bei unverbundenen Stichproben) zurtick. Es wurde mit
folgenden Signifikanzniveaus gearbeitet:

p = 0,05: signifikant
p < 0,01: sehr signifikant
p < 0,001: hochst signifikant.
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Normalverteilte Daten wurden als Mittelwert + Standardfehler und nicht normal-
verteilte Daten als Median (Kl = unteres 95%- Konfidenzintervall; oberes 95%-
Konfidenzintervall) angegeben.

Ebenfalls wurde mit normalverteilten Daten eine Varianzanalyse (ANOVA) durch
das Programm IBM SPSS Statistics 29 durchgefihrt. Dabei wurde flr Experi-
mente, bei denen Scheinapplikationsmessungen stattfanden, eine Mixed ANOVA
gewahlt, wahrend fur Messungen ohne Scheinapplikationsmessung eine einfak-
torielle ANOVA mit Messwiederholung gewéhlt wurde. Fir die Auswertung des
tonischen Stromes wurde eine Einfaktorielle ANOVA durchgefihrt.

2.6 Herstellung der Testsubstanzen

Die zu testende Substanz Org 25543 Hydrochlorid (Tocris Bioscience, Bristol,
Vereinigtes Koénigreich) wurde mithilfe von Ampuwa (Wasser flr Injektionszwe-
cke, Fresenius SE, Bad Homburg, Deutschland) zu einer 10-millimolaren Stamm-
|6sung angesetzt, die man zu den gewlnschten Konzentrationen (160 nM, 320
nM, 5 uM, 10 uM) verdiinnte. Die zweite zu testende Substanz Org 24598 (Tocris
Bioscience, Bristol, Vereinigtes Kdnigreich) setzte man mit Ampuwa (Wasser far
Injektionszwecke, Fresenius SE, Bad Homburg, Deutschland) zu einer 1-millimo-
laren Stammldsung an und verdinnte diese zu den ausgewahlten Konzentratio-
nen (70 nM, 140 nM, 5 uM, 10 uM). Die Konzentration von 10 uM diente zur
Replikation der Ergebnisse bereits erfolgter Studien anderer Autoren (Bradaia et
al., 2004; Beato, 2008). Die nanomolaren Konzentrationen orientierten sich an
den ICso-Werten der Substanzen.
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2.7 Versuchsprotokoll
Proto- 1. Substanz-ap- 2. Substanz- | Auswasch-
Art des Versuchs
koll plikation applikation medium
Videomikroskopische Pancu-ro-
. Org 25543 Org 25543 _
a Aufzeichnung muskula- nium
160 nM 320 nM
rer Aktivitat 1 uM
Videomikroskopische Pancu-ro-
. Org 24598 Org 24598 .
b Aufzeichnung muskula- nium
70 nM 140 nM
rer Aktivitat 1 uM
_ Org 25543 Org 25543
c Extrazellulare Ableitung ACSF
5uM 10 uM
_ Org 24598 Org 24598
d Extrazellulare Ableitung ACSF
5uM 10 uM
) _ Org 25543 Org 25543
e Extrazellulare Ableitung ACSF
160 nM 320 nM
_ Org 24598 Org 24598
f Extrazellulare Ableitung ACSF
70 nM 140 nM
Schein-applika- . .
) _ . Schein-applika-
g Extrazellulare Ableitung tion ACSF
tion ACSF
ACSF
Bicucullin 100uM, Strychnin 1
AP5 25uM, UM, Bicucul-
h Intrazellulare Ableitung | CNQX 10uM, Org - lin 100uM,
25543 APS5 25uM,
5uM CNQX 10uM
Bicucullin 100uM, Strychnin 1
AP5 25uM, 1M, Bicucul-
i Intrazellulare Ableitung CNQX 10uM, - lin 100uM,
Org 25543 APS5 25uM,
320 nM CNQX 10uM
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Bicucullin 100uM, Strychnin 1
APS 25uM, UM, Bicucul-

j Intrazellulare Ableitung | CNQX 10uM, Org lin 100uM,
24598 AP5 25uM,
5uM CNQX 10uM

Scheinapplikation Strychnin 1
ACSF, Bicucullin UM, Bicucul-

k Intrazellulare Ableitung 100uM, AP5 lin 100uM,
25uM, CNQX AP5 25uM,
10uM CNQX 10uM

Tabelle 4 Versuchsprotokoll aller durchgefiihrten Experimente
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3 Ergebnisse

Die zentrale Zielsetzung dieser Dissertation war die Beantwortung der Frage, ob
eine signifikante Muskelrelaxierung durch eine Hemmung der Glycin-Wiederauf-
nahme im Vorderhorn des Rickenmarks induziert wird. Hierzu wurden die Wir-
kungen der Glycin-Reuptake-Blocker Org 25543 und Org 24598 auf Ebene

1) der Muskelkontraktionsaktivitat des kokultivierten Muskelgewebes,
2) der spontanen Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone im Vorder-
horn und

3) der glycinergen spontanen IPSCs

ermittelt. Die Ergebnisse der dazu durchgefiihrten Experimente sind im Folgen-
den beschrieben. Gewebskulturen, die flr Versuchsreihen verwendet wurden,
welche miteinander verglichen wurden, stammten aus derselben Praparation.
Die Analyse von Datensatzen mit dem neuronalen und glialen Reuptake-Blocker
erfolgte analog. Insgesamt wurden mit allen Konzentrationen 72 Messungen zur
Aufzeichnung der muskularen Aktivitat, 455 extrazellulare elektrophysiologische
Messungen und 40 intrazellulare elektrophysiologische Messungen, von denen
15 der letzteren flir die Analyse tonischer glycinerger Strdme verwendet wurden,
durchgefihrt.

3.1 Einfluss des neuronalen Glycin-Reuptake-Blockers Org 25543 auf die

Aktivitat des kokultivierten Muskelgewebes

Um die Effekte der Reuptake-Blocker auf die Aktivitat des kokultivierten Muskel-
gewebes abzuschatzen, wurde die Frequenz der Muskelfaserkontraktionen ge-
messen. Mit dem zum Ende jeden Experimentes applizierten Pancuronium
wurde Uberprift, ob es sich bei den untersuchten Muskelfasern um nicht-
spontanaktive Zellen handelte, deren Kontraktionen durch die Impulse von

Motoneuronen ausgelést wurden. Es wurden insgesamt 23 Kokulturen von
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Rackenmark- und Muskelgewebe flnf verschiedener Praparationen mit 160 nM
und 320 nM des neuronalen Glycin-Reuptake-Blockers Org 25543 getestet und
analysiert. Dabei erfolgte die Zugabe der héheren Wirkstoffkonzentration nach
der Applikation der niedrigeren Konzentration. Somit handelt es sich bei den Mes-

sungen der beiden Konzentrationen um zwei verbundene Stichproben.

Die unter Drogenbedingungen gemessenen Daten wurden auf die Kontrollmes-
sung normalisiert, welche vor der Drogenapplikation unter ACSF-Bedingungen
stattfand. Die normal verteilten Daten wurden dem t-Test unterzogen und sind in
Abbildung 15 dargestellt. Auf der Y-Achse sieht man die auf die Kontrollbedin-
gung normalisierte Muskelaktivitat. Ein Y-Wert von beispielsweise 0,4 bedeutet
eine Reduzierung der Muskelaktivitatsfrequenz um 60%. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert + Standardfehler dargestellt. Nach der Applikation von 160 nM Org
25543 verringerte sich die Muskelaktivitat um 24% (0,76 + 0,08; t-Test, p<0,001).
Aus der Erhéhung dieser Konzentration auf 320 nM resultierte eine Hemmung
der Muskelaktivitat um 33% (0,67 + 0,08; t-Test, p<0,001).

Nimmt man mit den nicht-normalisierten Rohdaten (Tabelle 5) eine Einfaktorielle
ANOVA mit Messwiederholung vor, so ergibt sich fiir die Anderung der Muskelak-
tivitat mit 160nM Org 25543 einen statistisch nicht signifikanten Effekt (p=0,062).
In der Konzentration von 320nM des neuronalen Reuptake-Blocker Org 25543
hingegen zeigt sich eine statistische Signifikanz (p=0,012) bei der Reduktion der
Muskelaktivitat. Die Ergebnisse der ANOVA sind in Tabelle 10 (Anhang) darge-
stellt.

! Daten werden in Artikel ,Muscle relaxation in spinal cord — skeletal muscle cocultures
caused by blocking GABA and glycine transporters and muscarinic receptors” veroffen-
tlicht (in Vorbereitung)
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Abbildung 15 Einfluss des neuronalen Reuptake-Blockers Org 25543 auf die Muskelak-
tivitat des kokultivierten Muskelgewebes. Die Daten wurden auf die Muskelaktivitat der
Kontrollmessung normalisiert.

Kontrastver-
K;:(t’?rsutl\:;r- K_(_)n‘tjrastver- K_c_)n;rastver- (Héir;/céelilmgd
anderun anderun z)/Sekunde
w“:gi';illg:i'“ (F'l(zggstscl’(lllj;ge (Hz)/Sekungde (Hz)/Sekur?de nach Zugabe
(NF.) dingung nach Zugabe | nach Zugabe | von 320 nMol
(ohne Sub- von 160 nMol | von 320 nMol Org 25543
stanzzugabe) Org 25543 Org 25543 PaLrlr:;ﬂ r1o I:::num
1 0,27941 0,0029412 0,0029412 0,0029412
2 1,3676 0,16471 0,17941 0
3 1,8059 0,0058824 0,026471 0,0058824
4 1,5676 1,1294 1,3118 0,047059
5 0,33824 0,27647 0,25294 0,01765
6 0,66471 0,70588 0,83824 0
7 0,12353 0,14706 0,14118 0,01471
8 1,8412 1,7765 1,0912 0,01471
9 0,79412 0,54706 0,70294 0,04706
10 0,46471 0,60882 0,28824 0
11 0,67647 0,48235 0,32647 0,04706
12 1,0441 1,4588 1,2147 0,32647
13 0,33824 0,35882 0,35588 0,03235
14 0,63529 0,52059 0,36471 0
15 0,32059 0,35 0,30882 0,00588
16 0,75588 0,47353 0,37941 0
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17 0,75 0,45882 0,67941 0,10588
18 0,81176 0,75588 0,83235 0,01176
19 0,26765 0,07647 0,03529 0

20 2,0441 1,6706 1,6324 0,07353
21 0,4 0,22647 0,22059 0,01471
22 0,60294 0,66176 0,37941 0,04118
23 0,72059 0,33824 0,25588 0,01765

Tabelle 5: Darstellung von Rohdaten, welche die Aktivitat des kokultivierten Muskelge-
webes unter dem Einfluss des neuronalen Glycin-Reuptake-Blockers Org 25543 zeigen.

3.2 Einfluss des glialen Glycin-Reuptake-Blockers Org 24598 auf die Akti-

vitat des kokultivierten Muskelgewebes

Die mit Org 24598-behandelten Schnittkulturen hatten eine Stichprobengréie

von 13 und stammten aus drei verschiedenen Praparationen. Die Rohdaten ei-

nes Experimentes sind in Abbildung 16 beispielhaft dargestellt. Bei Betrachtung

der Rohdaten dieses Experimentes lasst sich eine deutliche Reduzierung der

Muskelaktivitatsfrequenz beobachten.
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Abbildung 16 Beispielhafte Darstellung von Rohdaten, welche die Verringerung der
Muskelaktivitat unter Zugabe des glialen Glycin-Reuptake-Blockers Org 24598 zeigen.
Auf der X-Achse ist die Zeit in Sekunden zu sehen. Die Y-Achse zeigt die Kontrastver-
anderung in Hertz. Die horizontale gestrichelte Linie stellt die manuell gesetzte Schwelle
dar. A) Kontrollmessung mit ACSF. B) Drogenmessung mit 70 nM Org 24598. C) Dro-
genmessung mit 140 nM Org 24598. D) Auswaschmessung mit 1uM Pancuronium.

Die auf die Kontrollbedingung normalisierten Daten waren normal verteilt und
wurden dem t-Test unterzogen. Die Ergebnisse aller ausgewerteten Experimente
mit Org 24598 sind in Abbildung 17 dargestellt. Nach der Applikation von 70 nM
Org 24598 verringerte sich die Muskelaktivitdt um 50% (0,50 + 0,08, t-Test,
p<0,001). Eine Konzentration von 140 nM des glialen Reuptake-Blockers ergab
eine Hemmung der Muskelaktivitat um 65% (0,35 £ 0,08, t-Test, p<0,001).

Eine Einfaktorielle ANOVA mit den Daten von Org 24598 (Tabelle 6) zeigte eben-
falls fir beide Konzentrationen einen statistisch signifikanten Effekt (70nM Org
24598: p=0,003; 140nM Org 24598: p=0,001). Die Ergebnisse der ANOVA mit
den Daten von Org 24598 sind in Tabelle 11 (Anhang) dargestellt. Die
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einfaktorielle ANOVA zeigt an dieser Stelle signifikante p-Werte, da die Effekt-

starke bei 70 nM Org 24598 héher ist als bei 160nM Org25543.

Sowohl der neuronale als auch der gliale Reuptake-Blocker iben einen hdchst

signifikanten aktivitatsdampfenden Effekt auf die Motoneurone aus.

Muskelaktivitat (norm.)

-
o

e o o 9°
N SEY )] o]
1

==

n=13

70 nM

140 nM

Org 24598

Abbildung 17 Der Einfluss des glialen Reuptake-Blockers Org 24598 auf die Muskelak-
tivitat des kokultivierten Muskelgewebes. Die Daten wurden auf die Muskelaktivitat der
Kontrollmessung normalisiert.

Kontrastver-
K;_):(t’r:rsutr\‘lgr- Kontrastver- | Kontrastver- anderung
i anderung anderung (Hz)/Sekunde
w“:‘;i';iﬁ’;“ (P&zgﬁ,st,?;?;;e (Hz)/Sekunde | (Hz)/Sekunde | nach Zugabe
(NF.) dinaun nach Zugabe | nach Zugabe | von 140 nMol
) (ohng Sugb- von 70 nMol | von 140 nMol Org 24598
Org24598 Org 24598 und 1pM
SR, Pancuronium
1 1,1765 0,29412 0,07353 0
2 0,74118 0,56176 0,25 0,07353
3 1,2912 1,25 0,10882 0,03823
4 0,41471 0,06765 0,41471 0,00294
5 2,1735 1,4088 1,2 0,22059
6 1,6618 0,94706 0,65294 0,33235
7 0,78235 0,17059 0,19412 0
8 0,2 0,05588 0,06765 0
9 0,92059 0,57941 0,44118 0,01176
10 0,21471 0,15588 0,06765 0,00588
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11 0,87059 0,41765 0,03235 0
12 1,3529 0,00294 0,01176 0
13 0,46176 0,37353 0,28529 0,00882

Tabelle 6 Darstellung von Rohdaten, welche die Aktivitat des kokultivierten Muskelge-
webes unter dem Einfluss des glialen Glycin-Reptake-Blockers Org 24598 zeigen.

3.3 Wirkung des neuronalen Glycin-Reuptake-Blockers Org 25543 auf die
spontane Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone im Vorder-
horn

Motoneurone kénnen durch inhibitorische Signale verschiedener Interneurone,
einschlieBlich sogenannter Renshaw-Zellen beeinflusst werden. Renshaw-Zellen
werden unter anderem durch Alpha-Motoneurone innerviert und Gben somit lokal
eine negative Rluckkopplung aus. Um die Frage zu beantworten, ob die bei der
Zugabe der Reuptake-Blocker zu beobachtende Dampfung der Muskelkontrakti-
onsaktivitdt auf eine Hemmung der neuronalen Aktivitat im ventralen Horn des
RUckenmarks zurickzufihren ist, wurden extrazellulare elektrophysiologische
Messungen durchgefiihrt. Mithilfe dieser Multi-Unit-Ableitungen wurde die mitt-
lere Aktionspotentialaktivitat einer Gruppe von Vorderhornneuronen erfasst. Ab-
bildung 16 zeigt die Aktionspotentialaktivitat spinaler Vorderhornneurone als
Rohdatenspur aus den Originalaufzeichnungen in Abwesenheit der Wirkstoffe
(Scheinapplikation / Sham).
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Abbildung 18 Spontane neuronale Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone wahrend
eines Experimentes mit Scheinapplikation (Sham). Dargestellt ist die Aktionspotential-
aktivitat als Rohdatenspur aus den Originalaufzeichnungen.

Mit beiden Reuptake-Blockern wurden zwei Versuchsreihen mit Kulturen aus je-
weils drei verschiedenen Pr&parationen durchgefihrt. Mit dem neuronalen
Reuptake-Blocker Org 25543 betrugen die Konzentrationen der ersten Versuchs-
reine 5 uM und 10 uM und die der zweiten Versuchsreihe 160 nM und 320 nM.
Somit handelt es sich bei den Datensatzen der Versuchsreihen um jeweils zwei
verbundene Stichproben, welche auch statistisch als solche behandelt wurden.
Exemplarisch ist eine der Einzelmessungen mit dem neuronalen Glycin-Reupt-
ake-Blocker Org 25543 in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 19 Spontane neuronale Aktionspotentialaktivitat spinaler Vorderhornneu-
rone wahrend eines Experimentes mit dem neuronalen Glycin-Reuptake-Blocker Org
25543. Dargestellt ist die Aktionspotentialaktivitat als Rohdatenspur aus den Original-
aufzeichnungen.

Die Daten jeder Messung nach der Drogenapplikation wurden auf die jeweils zeit-
lich &quivalenten Daten der Scheinapplikationsmessungen normalisiert, um ei-
nen mdoglichen zeitlich begrindeten ,Run-Down® der Aktionspotentialaktivitat
auszuschlieBen. Die Hypothese, dass die Verteilung der Daten der Feuerrate der
Org 25543-behandelten Gruppen mit einer Gau3-Verteilung beschrieben werden
kann, musste zurtckgewiesen werden (Lilliefors-Test, p<0,05). Die normalisier-
ten Daten sind nicht normal verteilt und als Median (Kl= unteres 95%-Konfiden-
zintervall; oberes 95%-Konfidenzintervall) angegeben. Der Ranksum-Test zeigte
eine héchst signifikante (p<0,001) Verringerung der spontanen Aktionspotential-
aktivitat. Die Ergebnisse der extrazellularen elektrophysiologischen Ableitungen
mit Org 25543 sind in Abbildung 18 dargestellt. Die normalisierte Feuerrate be-
tragt mit einer Konzentration von 160 nM 0,46 (K1=0,34; 0,57; n=79), von 320 nM
0,53 (KI=0,45; 0,65; n=75), von 5 uM 0,17 (KI=0,13; 0,42; n=53) und von 10 uM
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Org 25543 0,23 (KI=0,14; 0,35; n=52). Die Konzentrationen 160 nM und 320 nM
verringern die Feuerrate um circa 50% und die Konzentrationen 5 pM und 10 pM

verringern die Feuerrate um 80% der Scheinapplikation.?

2 Daten werden in Artikel ,Muscle relaxation in spinal cord — skeletal muscle cocultures
caused by blocking GABA and glycine transporters and muscarinic receptors” veroffen-
tlicht (in Vorbereitung)
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Abbildung 20 Einfluss des neuronalen Reuptake-Blockers Org 25543 in den Konzent-
rationen A) 160 nM und 320 nM und B) 5 uM und 10 uM auf die Aktionspotentialaktivitat
spinaler Interneurone. Die Feuerrate der Messungen mit Org 25543 ist auf die zeitlich
aquivalente Scheinapplikation unter ACSF normalisiert. Die Feuerrate der Scheinappli-
kation (=Sham) ist auf die zuvor gemessene Kontrollbedingung normalisiert.



Ergebnisse 63

3.4 Wirkung des glialen Glycin-Reuptake-Blockers Org 24598 auf die
spontane Aktionspotentialaktivitat spinaler Interneurone im Vorder-
horn

Mit dem glialen Reuptake-Blocker Org 24598 betrugen die Konzentrationen der
ersten Versuchsreihe 5 uM und 10 uM und die der zweiten Versuchsreihe 70 nM
und 140 nM. Somit handelt es sich auch hier um jeweils zwei verbundene Stich-
proben. Eine der Einzelmessungen mit Org 24598 ist als Rohdatenspur in Abbil-
dung 19 beispielhaft dargestellt.

Kontrolle

Org 24598 70 nM

T

Org 24598 140 nM

T—T-—--T

Auswasch

0,25 mV |

5s

Abbildung 21 Spontane Aktionspotentialaktivitat spinaler Vorderhornneurone wahrend
eines Experimentes mit dem glialen Glycin-Reuptake-Blocker Org 24598. Dargestellt ist
die Aktionspotentialaktivitat als Rohdatenspur aus den Originalaufzeichnungen.

Die normalisierten Daten sind nicht normal verteilt und als Median (Kl= unteres
95%-Konfidenzintervall; oberes 95%-Konfidenzintervall) angegeben. Der
Ranksum-Test zeigte eine hoch signifikante (p<0,001) Verringerung der sponta-

nen Aktionspotentialaktivitat mit dem glialen Reuptake-Blocker.
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Die Ergebnisse der extrazellularen elektrophysiologischen Ableitungen mit Org
24598 sind in Abbildung 20 dargestellt. Die normalisierte Feuerrate betragt bei
einer Konzentration von 70 nM Org 24598 0,38 (KI=0,26; 0,53; n=57), von 140
nM 0,47 (KI=0,31; 0,59; n=59) und von 5 pM 0,15 (KI=0,06; 0,25; n=42). Die
Daten der normalisierten Feuerrate mit einer Konzentration von 10 uM sind nor-
mal verteilt und als Mittelwert + Standardfehler angegeben: 0,33 + 0,05 (n=38).
In den Konzentrationen 70 nM und 140 nM verringert Org 24598 die Feuerrate
um ca. 60% und in den Konzentrationen 5 uM und 10 uM Org 24598 um ca. 80%.

Zusammengefasst Iasst sich sagen, dass die dampfende Wirkung beider Reupt-
ake-Blocker nicht nur auf motoneuronaler Ebene, sondern auch auf interneuro-
naler Ebene, und zwar in Form einer stark reduzierten Feuerrate der Aktionspo-

tentiale, zu finden ist.
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Abbildung 22 Einfluss des glialen Reuptake-Blockers Org 24598 in den Konzentratio-
nen A) 70 nM und 140 nM und B) 5 uM und 10 uM auf die Aktionspotentialaktivitat spi-
naler Interneurone. Die Feuerrate der Messungen mit Org 24598 ist auf die zeitlich &qui-
valente Scheinapplikation unter ACSF normalisiert. Die Feuerrate der Scheinapplikation

(=Sham) ist auf die zuvor gemessene Kontrollbedingung normalisiert.
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3.5 Wirkungen der Glycin-Reuptake-Blocker in Abhangigkeit der neurona-
len Grundaktivitat

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die Wirkung der Reuptake-Blocker auf
die Interneurone aktivitatsabhangig verhalt. Ein aktivitditsabhangiger Effekt be-
deutet, dass die pharmakologische Hemmung der Neurone mit der Aktionspo-
tenzialaktivitat positiv korreliert, die vor der Zugabe des Wirkstoffs gemessen

wurde.

Um bestimmen zu kénnen, ob die Wirkung der Glycin-Reuptake-Blocker abhan-
gig von der interneuronalen Grundaktivitat ist, wurden die auf die Kontrollmes-
sung normalisierten Daten der Drogenmessungen und die Daten der Kontroll-
messung in nicht-normalisierter Form verwendet. Mithilfe dieser Daten wurde
eine Regressionsgerade erstellt. Das 95%-Konfidenzintervall des Steigungswer-
tes dieser Regressionsgerade gab Aufschluss dartber, ob die Wirkstarke der
Reuptake-Blocker durch die interneuronale Grundaktivitat beeinflusst wird. Bein-
haltet dieses Intervall die Steigung null, so verhélt sich die Wirkung der getesteten
Droge mit einer Wahrscheinlichkeit von 95% unabhangig von der Grundaktivitat.
Die Ergebnisse der Regressionsgeradenanalyse sind in Tabelle 7 dargestellt.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich schlieBen, dass sich der neuronale und gliale
Glycin-Reuptake-Blocker mit Hinblick auf die Aktivitdtsabhangigkeit unterschied-
lich verhalten: Die erhobenen Daten zeigen eine Abhangigkeit der Wirkstarke des
neuronalen Reuptake-Blocker Org 25543 von der Grundaktivitat. Je héher die
neuronale Grundaktivitat ist, desto starker ist die inhibitorische Wirkung von Org
25543. Im Gegensatz dazu scheint die Wirkung des glialen Reuptake-Blockers
Org 24598 unbeeinflusst von der neuronalen Grundaktivitdt zu sein. Die
Scheinapplikation blieb von der neuronalen Grundaktivitat unbeeinflusst.
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_ Steigung der Regressi-
Substanz Konzentration | Unteres KI | Oberes Ki
onsgerade

Org 25543 160 nM -1,166 -0,496 -0,831
Org 25543 320 nM -1,530 -0,568 -1,049
Org 25543 5 uM -0,608 -0,084 -0,346
Org 25543 10 uM -0,878 -0,207 0,543
Org 24598 70 nM -1,658 0,194 -0,732
Org 24598 140 nM -0,781 0,147 -0,317
Org 24598 5uM -0,188 0,153 -0,018
Org 24598 10 uM -0,140 0,257 0,059

Tabelle 7 Ergebnisse zur Analyse der aktivitdtsabhangigen Wirkung des neuronalen
(Org 25543) und glialen (Org 24598) Glycin-Reuptake-Blockers. Umfasst das 95%-
Konfidenzintervall (KI) den Wert null, so handelt es sich um einen aktivitatsunabh&ngigen
Effekt der Reuptake-Blocker. Liegt der Wert null auBerhalb des 95%-
Konfidenzintervalls, so wirkt der Reuptake-Blocker in Abh&ngigkeit der interneuronalen
Grundaktivitat.

3.6 Wirkung des neuronalen Glycin-Reuptake-Blockers Org 25543 auf gly-
cinerge postsynaptische Strome

Inhibitorische postsynaptische Stréme (IPSCs) geben den Zeitverlauf des Bin-
dens und der Dissoziation des Neurotransmitters an dem Rezeptor an. Mithilfe
der Analyse der IPSCs kann man Aufschluss dartber erlangen, ob ein Wirkstoff
Einfluss auf die synaptische Ubertragung hat. Um den Effekt der Glycin-Reupt-
ake-Blocker auf die synaptische Inhibition beurteilen zu kénnen, wurden intrazel-
lulare elektrophysiologische Messungen an den Ruckenmarkkulturen mit der
Patch-Clamp-Methode durchgefihrt. Dabei wurden spontane glycinerge IPSCs

aufgezeichnet, welche beispielhaft in Abbildung 21 dargestellt sind.
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Abbildung 23 Spontane glycinerge inhibitorische Stréme (sIPSCs) als Rohdatenspur
aus den Originalaufzeichnungen unter Bicucullin (100 pM), CNQX (10 uM) und AP5 (25

uM)

Die glycinergen spontanen IPSCs wurden mit Hinblick auf die Parameter Abkling-
zeit, Amplitude und Frequenz analysiert. Abbildung 22 und Abbildung 23 zeigen
die Ergebnisse einzelner Experimente sowie die gemittelten Effekie als Balken-
diagramm mit Standardfehler fiir den neuronalen Reuptake-Blocker Org 25543.
Die deskriptive Statistik erfolgte zur besseren Ubersicht ohne Beachtung der Nor-
malverteilung der nicht-normalisierten Daten. Um die Effekte der Glycin-Reupt-
ake-Blocker auf die Kinetik und Frequenz der sIPSCs analysieren zu kénnen,
wurden die Daten auf die Kontrollbedingung unter AP5, CNQX, ACSF und Bicu-
cullin normalisiert. Fir die analytischen Tests dieser normalisierten Daten wurde
die Verteilung der Daten bericksichtigt. Die normalisierten Daten sind normal
verteilt und wurden dem t-Test unterzogen. Die Parameter sind als Mittelwert
Standardfehler angegeben.

Die normalisierte Anderung der Abklingzeit (siehe Abbildung 24A-B) der glycine-
rgen IPSCs bei einer Konzentration von 320 nM des neuronalen Reuptake-Blo-
ckers Org 25543 betragt 1,10 £ 0,06 (n=16) und ist nicht signifikant (t-Test,
p=0,89). Anders verhélt es sich mit der hdheren Konzentration von 5 pM: Die
Abklingzeit steigt von 12,2 ms auf 17,3 ms (siehe Abbildung 25A-B) und somit
um etwa 44% mit 1,44 + 0,07 (n=10). Diese Anderung ist statistisch héchst sig-
nifikant (t-Test, p=0,001). Die durchgeflihrte Mixed ANOVA bestatigte dieses Er-
gebnis: Der Interaktionseffekt der Abklingzeit zwischen Sham-Applikation und
320 nM Org 25543 verhalt sich statistisch nicht signifikant (p=0,7916), wahrend
der Interaktionseffekt zwischen Scheinapplikation und 5 uM Org 25543 statistisch
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signifikant (p<0,001) ist. Die Ergebnisse der Mixed ANOVA mit den Daten von
Org 25543 sind in Tabelle 12 und Tabelle 13 (Anhang) dargestellt.

Zu erwahnen ist, dass die gemessenen Amplituden in nicht-normalisierter Form
bei der Konzentration 320 nM (zu sehen in Abbildung 26, C-D) nicht normal-ver-
teilt sind (Lillifors-Test, p=0,03). Bezlglich der IPSC Amplitude weisen weder die
normalisierten Daten mit 320 nM (1,10 £ 0,06; n=15) (siehe Abbildung 27C-D)
noch die mit 5 uM (0,99 + 0,06; n=6) (siehe Abbildung 28C-D) einen statistischen
Unterschied zur Kontrollmessung auf (t-Test, p=0,13 bzw. t-Test, p=0,997). Die
fir die ANOVA obligate Erfullung der Homogenitat der Variablen ist mit den Daten
der IPSC-Amplitudenmessungen von 5 pM Org 25543 nicht erflillt (Levene-Test,
p>0,05). Auch durch eine Box-Cox Powertransformation mit dem Powerfaktor
0,35 ist das Kriterium der Gleichheit der Fehlervarianzen nicht erflllt, sodass auf
eine weitere Analyse der IPSD-Amplitudendaten mittels ANOVA verzichtet

wurde.

Die Wirkung des Reuptake-Blockers auf die Frequenz der Aktionspotentialab-
hangigen IPSCs ist konzentrationsabhéngig. Bei einer Konzentration von 320 nM
steigt die Frequenz (siehe Abbildung 29E-F) um circa 91% (1,91 £ 0,37; n=15; t-
Test, p=0,03), wahrend sie bei der Applikation mit 5 uM Org 25543 (siehe Abbil-
dung 30E-F) um circa 56% sinkt (0,44 + 0,076; n=6; t-Test, p=0,0007). Die Mixed
ANOVA ergab fur die Rohdaten der IPSC-Frequenz mit 320 nM Org 25543 kei-
nen statistisch signifikanten Effekt (p=0,108). Dieses von dem t-Test abwei-
chende Ergebnis ist moglicherweise darauf zurlickzufihren, dass beim t-Test zu-
nachst der Effekt innerhalb der Gruppe berechnet wird und somit die Varianz
beim Vergleich zwischen den Gruppen reduziert wird. Die Mixed ANOVA zeigte
fur die IPSC-Frequenz von 5 uM Org 25543 einen statistisch signifikanten Effekt
(p>0,001). Die Ergebnisse der Mixed ANOVA sind in Tabelle 14 und Tabelle 15
(Anhang) dargestellt.

Der neuronale Glycin-Reuptake-Blocker Org 25543 ruft also in einer Konzentra-
tion von 5 uM eine signifikant verlangerte Abklingzeit um 44% und eine Verringe-
rung der Frequenz hervor, jedoch sind die Effekte auf die Kinetik der IPSCs bei
einer Konzentration von 320 nM des neuronalen Reuptake-Blockers nicht
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signifikant und eine Steigung der IPSC-Frequenz um ca. 91% lasst sich in der

320-nanomolaren Konzentration beobachten.

Folglich lasst sich sagen, dass Org 25543 lediglich bei einer hohen applizierten
Konzentration von 5 pM zu einem gewissen Grad eine phasische postsynapti-
sche Inhibition potenziert.
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Abbildung 24 Ergebnisse der einzelnen Experimente (A,C,E) und Zusammenfassung
(B,D,F) der intrazellularen Messungen mit 320 nM Org 25543. Dabei zeigen A und B die
Abklingzeit, C und D die Amplitude und E und F die Frequenz der sIPSCs. Die
Fehlerbalken (in B,D,F) stellen den Standardfehler dar.
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Abbildung 25 Ergebnisse der einzelnen Experimente (A,C,E) und Zusammenfassung
(B,D,F) der intrazellularen Messungen mit 5 uM Org 25543. Dabei zeigen A und B die
Abklingzeit, C und D die Amplitude und E und F die Frequenz der sIPSCs. Die
Fehlerbalken (in B,D,F) stellen den Standardfehler dar.
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3.7 Wirkung des glialen Glycin-Reuptake-Blockers Org 24598 auf glycine-
rge postsynaptische Strome

Auch die Effekte des glialen Glycin-Reuptake-Blockers (Konzentration: 5 uM) auf
die glycinergen IPSCs wurden beziglich der Parameter Abklingzeit, Amplitude
und Frequenz analysiert. Abbildung 31 zeigt die Ergebnisse einzelner Experi-
mente sowie die gemittelten Effekte als Balkendiagramm mit Standardfehler far
den glialen Reuptake-Blocker Org 24598. Die deskriptive Statistik erfolgte zur
besseren Ubersicht ohne Beachtung der Normalverteilung der nicht-normalisier-
ten Daten. Um die Effekte der Glycin-Reuptake-Blocker auf die Kinetik und Fre-
quenz der sIPSCs analysieren zu kénnen, wurden die Daten auf die Kontrollbe-
dingung unter AP5, CNQX, ACSF und Bicucullin normalisiert. Fir die analyti-
schen Tests dieser normalisierten Daten wurde die Verteilung der Daten berlck-
sichtigt.

Im Gegensatz zum neuronalen Reuptake-Blocker zeigten die auf die Kontrollbe-
dingung normalisierten Daten des glialen Reuptake-Blockers Org 24598 in einer
Konzentration von 5 pM keinen signifikanten Effekt auf die Abklingzeit, die
Amplitude oder die Frequenz von spontanen IPSCs. Die auf die Kontrollbedin-
gung normalisierten Daten sind normal verteilt und wurden dem t-Test unterzo-
gen. Die Parameter sind als Mittelwert £ Standardfehler angegeben. Die norma-
lisierten Daten der Abklingzeit (siehe Abbildung 26A-B) betrug 1,22 + 0,09 (n=14;
t-Test, p=0,25) und die der Amplitude (siehe Abbildung 26C-D) 1,06 £ 0,05 (n=13;
t-Test, p=0,23). Sowohl die normalisierten als auch die nicht-normalisierten
Messwerte der Frequenz (siehe Abbildung 26E-F) folgten nicht einer Normalver-
teilung. Der Median der Frequenz betragt 8,74 Hz (n=13). Da die Anderung der
Frequenz nicht signifikant ist (Signrank-Test, p=0,41), ist keine gesonderte sta-
tistische Analyse flr dieses Teilergebnis durchgefiihrt worden.

Die IPSC-Daten mit 5 uM Org 24598 (Abbildung 32A,B) wurden einer Mixed A-
NOVA unterzogen. Der Kolmogorov-Smirnov-Test und der Shapiro-Wilk-Test
zeigen, dass die Daten der IPSC Verfallszeit des ersten Recordings der
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Scheinapplikationsgruppe nicht fur alle Messungen normalverteilt sind (Kolmo-
gorov-Smirnov-Test, p=0,023). Die Daten der Drogenapplikationsgruppe hinge-
gen sind normalverteilt (Kolmogorov-Smirnova, p>0,05). Der Levine-Test auf
Gleichheit der Fehlervarianzen zeigt, dass Homogenitat der Variablen nicht vor-
liegt (p>0,05), sodass eine Box-Cox Powertransformation mit dem Powerfaktor
0,15 durchgefuhrt wurde. Da die Box-Cox Powertransformation der Daten das
Kriterium der Varianzgleichheit nicht erfillt, konnte keine weitere Analyse mittels
ANOVA erfolgen. Die qualitative Betrachtung der Daten (Abbildung 33A, B und
Abbildung 34A, B) und der t-test zeigen, dass hier kein Unterschied zwischen der
Sham- und der Drogengruppe besteht. Die Mixed ANOVA der IPSC- Amplituden
zeigt, dass der Interaktionseffekt zwischen der Scheinapplikation und 5 uM Org
24598 statistisch nicht signifikant ist (p=0,385). Die Ergebnisse der Mixed
ANOVA dieser Daten findet sich in Tabelle 16 (Anhang).
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Abbildung 26 Ergebnisse der einzelnen Experimente (A,C,E) und Zusammenfassung
(B,D,F) der intrazellularen Messungen mit 5 pM Org 24598. Dabei zeigen A und B die
Abklingzeit, C und D die Amplitude und E und F die Frequenz der sIPSCs. Die
Fehlerbalken (in B,D,F) stellen den Standardfehler dar.
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3.8 Wirkung der Scheinapplikation auf glycinerge postsynaptische
Strome

Abbildung 27 zeigt die Ergebnisse einzelner Experimente sowie die gemittelten
Effekte als Balkendiagramm mit Standardfehler fir die Scheinapplikation mit
AP5, CNQX, ACSF und Bicucullin. Die deskriptive Statistik erfolgte zur besseren
Ubersicht ohne Beachtung der Normalverteilung der nicht-normalisierten Daten.
Um mdgliche zeitbegrindete Effekte der Kinetik und Frequenz der sIPSCs ana-
lysieren zu kénnen, wurden die Daten der Scheinapplikation auf die Kontrollbe-
dingung normalisiert. FUr die analytischen Tests dieser normalisierten Daten
wurde die Verteilung der Daten bericksichtigt. Die auf die Kontrollbedingung nor-
malisierten Daten sind normal verteilt und wurden dem t-Test unterzogen. Die

Parameter sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

Die Frequenz (1,18 £ 0,11; n=16; t-Test, p=0,122) der IPSCs zeigten im Falle der
Scheinapplikation keine statistisch signifikante Beeinflussung (siehe Abbildung
27E-F).

Die Abklingzeiten und Amplituden (siehe Abbildung 27A-D) zeigten interessan-
terweise eine statistisch signifikante Steigerung. Die IPSC Amplitude stieg um
etwa 24% (1,24 £ 0,10; n=15; t-Test, p=0,03). Die nicht-normalisierten Messwerte
der Kontrolimessung fur die Ermittlung der Abklingzeit sind nicht normal-verteilt
(siehe Abbildung 27A-B). Der Median der Kontrollbedingung flr die Ermittlung
der Abklingzeit betragt 11,27 ms. Die normalisierten Messwerte der Abklingzeiten
sind normal verteilt und zeigen eine Verlangerung um circa 11% mit 1,11 £ 0,04
(n=15, t-Test, p=0,018).
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Abbildung 27 Ergebnisse der einzelnen Experimente (A,C,E) und Zusammenfassung
(B,D,F) derintrazellularen Messungen mit der Scheinapplikation mit AP5 (25 uM), CNQX
(10 uM), ACSF und Bicucullin (100 pM). Dabei zeigen A und B die Abklingzeit, C und D
die Amplitude und E und F die Frequenz der sIPSCs. Die Fehlerbalken (in B,D,F) stellen
den Standardfehler dar.



Ergebnisse 78

3.9 Einfluss der Glycin-Reuptake-Blocker Org 25543 und Org 24598 auf
glycinerge tonische Stréme

Anhand der Anderung des Grundstroms wahrend einer Voltage-Clamp-Messung
unter Drogenbedingungen und unter Strychnin-Bedingungen kann die Bedeu-
tung der Reuptake-Blocker fiir die extrasynaptische (tonische) Ubertragung an
glycinergen Synapsen quantitativ beschrieben werden. Wird der Grundstrom ne-
gativer, so deutet dies darauf hin, dass extrasynaptische Glycinrezeptoren akti-
viert wurden. Die Anderung des Grundstroms in den positiven Picoampere-Be-
reich hingegen kann als Hemmung des glycinabhdngigen Chlorid-lonen-Ein-
stroms interpretiert werden. Strychnin besetzt die Glycinrezeptoren und blockiert
die Bindungsstelle am Rezeptor somit flir den natirlichen Agonisten Glycin. Ab-
bildung 28 zeigt die Anderung des Grundstroms unter Zugabe der Reuptake-Blo-
cker und Strychnin. Die Differenz des Grundstroms unter der Zugabe der Glycin-
Reuptake-Blocker und unter Scheinapplikation ist in Abbildung 29 dargestellt. Fir
die Darstellung des Grundstroms wurde der Median mit Standartfehler verwen-
det.

Die Daten folgen einer Normalverteilung. Alle p-Werte beziehen sich auf den t-
Test. Der neuronale Glycin-Reuptake-Blocker Org 25543 weist in einer Konzent-
ration von 320 nM eine Anderung des Grundstroms um -52 pA auf (n=7; t-Test,
p=0,008). Bei Strychninzugabe betragt die Grundstromdifferenz 55,3 pA (t-Test,
p=0,008). Bei einer Konzentration von 5 uM Org 25543 sinkt der Grundstrom um
-30 pA (n=5; t-Test, p=0,03) und steigt unter Strychnin-Zugabe auf 33,45 pA (i-
Test, p=0,032). Der Grundstrom andert sich in Anwesenheit des glialen Reupt-
ake-Blockers Org 24598 in einer Konzentration von 5uM um -41,5 pA (n=8; t-
Test, p=0,0023) und steigt bei Strychnin-Zugabe auf 31,8 pA (t-Test, p=0,019).
Die Scheinapplikation, welche unter AP5, CNQX, ACSF und Bicucullin und unter
Ausschluss der Reuptake-Blocker durchgefiihrt wurde, zeigt keine signifikante
Anderung des Grundstroms bei der zeitlich zu der Drogenzugabe aquivalenten
Messung mit einem Median von 1 pA (n=7; t-Test, p=0,43). Die Zugabe von
Strychnin erzeugte in der Sham-Applikation einen starken tonischen Strom mit
einem Median von 100,26 pA (t-Test, p= 0,00069).
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Im Folgenden wurden die Mittelwerte der Differenzen des tonischen Stroms nach
Strychninzugabe zwischen Drogenapplikationsgruppen und Scheinapplikations-
gruppe mittels einer Einfaktoriellen Varianzanalyse verglichen.

Die Daten der 320 nM Org 25543-Applikationsgruppe sowie die der Sham-Appli-
kationsgruppe des tonischen Stroms nach Strychnineinwasch sind normalverteilt.
Die Einfaktorielle Varianzanalyse zeigt, dass die Mittelwertdifferenz des toni-
schen Stroms zwischen 320 nM Org 25543 und der Scheinapplikationsgruppe
statistisch nicht signifikant ist (p=0,112). Die Auswertung der Einfaktoriellen
ANOVA mit 320 nM Org 25543 sind in Tabelle 17 dargestellt (Anhang).

Die Daten der 5 uM Org 25543-Applikationsgruppe des tonischen Stroms nach
Strychnineinwasch sind nicht normalverteilt. Die Daten der Sham-Applikations-
gruppe des tonischen Stroms nach Strychnineinwasch sind normalverteilt. Die
Einfaktorielle Varianzanalyse zeigt, dass die Mittelwertdifferenz des tonischen
Stroms zwischen 5 pM Org 25543 und der Scheinapplikationsgruppe ebenfalls
statistisch nicht signifikant ist (p=0,312). Die Auswertung der Einfaktoriellen A-
NOVA mit 5 uM Org 25543 sind in Tabelle 18 dargestellt (Anhang).

Die Daten der 5 uM Org 24598-Applikationsgruppe des tonischen Stroms nach
Strychnineinwasch sind nicht normalverteilt. Die Daten der Scheinapplikationgru-
ppe hingegen sind normalverteilt. Die Einfaktorielle Varianzanalyse zeigt, dass
die Mittelwertdifferenz des tonischen Stroms zwischen 5 uM Org 24598 und der
Scheinapplikationsgruppe statistisch nicht signifikant ist (p=0,079). Die Auswer-
tung der Einfaktoriellen ANOVA mit 5 uM Org 24598 sind in Tabelle 19 dargestellt
(Anhang).
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A
Org24598 5 uM

Strychnin 1 uyM

1 min

Org25543 320 nM

Strychnin 1 uyM

125 pA‘
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Abbildung 28 Anderungen des Grundstroms als Rohdatenspur aus den Originalauf-
zeichnungen unter Applikation mit dem A) glialen Glycin-Reuptake-Blocker Org 24598
und B) neuronalen Glycin-Reuptake-Blocker Org25543
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Abbildung 29 Veranderung des Grundstroms (in pA) bei Drogenzugabe/ Scheinappli-
kation und bei Zugabe von 1 uM Strychnin. Die diinnen, schwarzen Balken geben den
Standartfehler an. A) Scheinapplikation (englisch: Sham) mit AP5, CNQX, ACSF und
Bicucullin. B) 5 uM Org 24598 C) 320 nM Org 25543 D) 5 uM Org 25543.
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GSo = Grundstrom (pA) vor dem Substanz-Einwasch
GS1 = Grundstrom (pA) nach Substanz- Einwasch

A GSorg = Grundstromdifferenz (pA) nach Substanz- Einwasch (GSorg- GSo)

GS1 = Grundstrom (pA) vor 1uM Strychnin- Einwasch
GSstry = Grundstrom (pA) nach 1uM Strychnin- Einwasch
A GSstry = Grundstromdifferenz (pA) nach 1uM Strychnin- Einwasch (GSstry- GS1)

82

Substanzappli- GSo GSorg A GSorg GS+ GSstry A GSstry
kation
320nM Org 25543 -90 -112 -22 -122,5 -67,2 55,3
320nM Org 25543 -153 -160 -7 -183 -162,2 20,8
320nM Org 25543 -176 -289 -113 -331,2 -196,5 134,7
320nM Org 25543 -130 -182 -52 -201,8 -183,2 18,6
320nM Org 25543 -58 -98 -40 -136,6 -95,8 40,8
320nM Org 25543 -1626 -1687 -61 -1652,4 -1591,1 61,3
320nM Org 25543 -102 -154 -52 -148,8 -62,2 86,6
5uM Org 25543 -121 -163 -42 -166,6 -149 17,6
5uM Org 25543 -32 -62 -30 -88,9 -34,3 54,6
5uM Org 25543 -57 -65 -8 -93,2 -59,7 33,5
5uM Org 25543 -254 -267 -13 -266,9 -252 14,8
5uM Org 25543 -282 -340 -58 -422.8 -340,3 82,5
5uM Org 24598 -70 -107 -37 -119,6 -100,8 18,9
5uM Org 24598 -214 -315 -101 -277,7 -158,3 119,4
5uM Org 24598 -341 -382 -41 -433,6 -375,6 58,0
5uM Org 24598 -62 -118 -56 -116 -73,7 422
5uM Org 24598 -320 -326 -6 -264 -233,2 30,8
5uM Org 24598 -166 -208 -42 -175,1 -169,2 5,9
5uM Org 24598 -363 -415 -52 -381,5 -348,7 32,8
5uM Org 24598 -150 -177 -27 -191 -183,3 7,8
Scheinapplikation -331 -312 19 -336,8 -255,1 81,7
Scheinapplikation -850 -977 -127 -1106,1 -950,5 155,6
Scheinapplikation -152 -151 1 -165,4 -65,1 100,3
Scheinapplikation -157 -307 -150 -372,6 -262 110,6
Scheinapplikation -327 -373 -46 -352,8 -263,1 89,7
Scheinapplikation -724 -653 71 -898,4 -874 .4 24
Scheinapplikation -567 -523 44 -481.4 -365,9 115,5

Tabelle 8 Darstellung von Rohdaten, welche den tonischen Grundstrom (pA) einer Ner-
venzelle vor und nach der Zugabe der jeweiligen Testsubstanz sowie vor und nach Zu-
gabe von 1uM Strychnin zeigen.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Proof-of-Principle-Studie wurde die Frage untersucht, ob und
auf welche Weise Blocker von Glycin-Wiederaufnahmetransportern die Aktivitat
von Interneuronen und Motoneuronen im ventralen Horn des Rickenmarks be-
einflussen. Als MaB flr die motoneuronalen Aktivitdt wurde die Frequenz neuro-
gener Muskelkontraktionen verwendet. Zur Bestimmung der Aktivitat der Inter-
neurone wurden extra- und intrazellulare Messungen durchgefihrt. Die Mes-
selektroden wurden hierfir in Regionen im ventralen Teil der Gewebeschnitte
positioniert, in denen keine Motoneurone vorkommen. Die Resultate der vorlie-
genden Arbeit geben Aufschluss tber die Rolle der Glycin-Wiederaufnahme im
Hinblick auf die Kontrolle der motoneuronalen Aktivitat in Kokulturen aus Ricken-
mark- und Muskelgewebe. Org 25543 und Org 24598, welche jeweils selektiv
den neuronalen beziehungsweise den glialen Glycin-Reuptake-Transporter hem-
men, erwiesen sich selbst in Konzentration im nanomolaren Bereich als effiziente
Inhibitoren der Muskelaktivitat. Zudem beeinflussten beide Substanzen die Akti-
vitét spinaler Interneurone signifikant, indem sie einen inhibitorischen tonischen
Strom potenzierten. Auf der Grundlage dieser Befunde erscheint es unwahr-
scheinlich, dass Blocker von Glycin-Wiederaufnahmetransportern eine muskel-
relaxierende Wirkung entfalten, indem sie primar die Motoneurone hemmen.
Wahrscheinlich reduzieren sie auch den exzitatorischen Input, den die Motoneu-
rone von den interneuronalen Netzwerken erhalten, was ebenfalls die muskelre-
laxierende Wirkung dieser Pharmaka erklaren kann. Letztere Hypothese muss
jedoch durch Untersuchungen an identifizierten Motoneuronen Uberpruft werden.

4.1 Die Reuptake-Transporter GlyT1 und GlyT2 tragen zur Beseitigung
von Glycin aus dem synaptischen Spalt bei

Der gliale Glycintransporter GlyT1 spielt eine fundamentale Rolle bei der Besei-

tigung von Glycin aus dem synaptischen Spalt und der Beendigung der
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glycinergen Neurotransmission (Eulenburg et al., 2005). Der Anteil des neurona-
len Glycintransporters GlyT2 an dieser Glycin-Clearance hingegen ist umstritten.
So zeigten Gomeza und Mitarbeiter mithilfe intrazellularer elektrophysiologischer
Messungen an Nervengewebe aus Hirnstamm und Rickenmark, dass in GlyT2-
knockout Mausen keine postsynaptischen Events auftraten (Gomeza et al.,
2003b; Eulenburg et al., 2005). Daraus schlossen Eulenburg und Mitarbeiter,
dass die Ausschittung von Glycin am prasynaptischen Endkndpfchen in GlyT2-
knockout M&usen erheblich beeintrachtigt ist und das Defizit von GlyT2 zu einer
Verringerung der Glycinkonzentration im synaptischen Spalt und einem ineffekii-
ven vesikularen Verpacken von Glycin im Cytosol des synaptischen Endkndpf-
chens und folglich zu einer Verminderung postsynaptischer IPSCs flhrt
(Eulenburg et al., 2005). Eulenburg und Mitarbeiter folgern aus ihren Untersu-
chungen, dass GlyT2 keine maBgebliche Rolle bei der Beseitigung von Glycin
aus dem synaptischen Spalt spielt (Eulenburg et al., 2005). Den Erkenntnissen
der vorliegenden Studie wie auch den von Bradaia publizieren Untersuchungen
(Bradaia et al., 2004) zufolge verhindert die Blockade des neuronalen Glycin-
transporters GlyT2 jedoch durchaus das Fortschaffen von Glycin aus dem synap-
tischen Spalt, da durch die Blockade des neuronalen Transporters mit Org 25543
eine erhéhte glycinerge Neurotransmission stattfindet, was sich in der verlanger-
ten Abklingzeit glycinerger IPSCs widerspiegelt. Daraus lasst sich schlieBBen,
dass die Diffusion alleine nicht verantwortlich fir die Raumung von Glycin aus
dem synaptischen Spalt ist, sondern auch der neuronale Reuptake-Transporter
aktiv dazu beitragt. Weiterhin erweist sich das Modell von Knockout-Mausen fur
die Untersuchung der Glycin-Clearance als ungeeignet, da sich durch den feh-
lenden Reuptake durch GlyT2 weniger Glycin in den prasynaptischen Vesikel
befindet als in der Gegenwart von GlyT2, somit auch nur eine geringe Menge von
Glycin freigesetzt wird, welches zur Bestimmung der Clearance herangezogen
werden kann. Darlber hinaus besteht die Mdglichkeit, dass der gliale GlyT1 wo-
moglich Uberexprimiert wird und die Voraussetzungen nicht mit einer in vivo-Si-
tuation gleichzusetzten ist. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass
die Clearance von Glycin wahrscheinlich nicht durch Diffusion alleine verlauft,
sondern auch der neuronale GlyT2 vermutlich eine tragende Rolle bei der
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Beseitigung Glycins aus dem synaptischen Spalt und der Beendigung der glyci-

nergen Neurotransmission einnimmt.

4.2 Die Rolle des Glycin-Reuptake in der Modulation motoneuronaler und

interneuronaler Aktivitat

Die Hemmung der Netzwerkaktivitat im Vorderhorn des Rickenmarks korreliert
mit der durch Anasthetika-induzierten Immobilitat (Jinks et al., 2008). Aus diesem
Grund stellt das Vorderhorn des Rickenmarks eine vielversprechende Zielstruk-
tur von zentral wirksamen Muskelrelaxantien dar (Eckle und Antkowiak, 2013).
Die Abbildungen 15 und 17 zeigen, dass sowohl der neuronale als auch der gliale
Reuptake-Blocker eine hochsignifikante Hemmung der muskuléaren Aktivitat be-
wirkt. Auch auf interneuronaler Ebene zeigen beide Reuptake-Blocker eine
starke Reduktion der Aktionspotentialaktivitdt spinaler Vorderhornneurone.
Wahrscheinlich tragen also Interneurone mafgeblich zu der Muskelrelaxation
bei, welche durch eine Hemmung der Glycin-Wiederaufnahme bewirkt wird. Die
Reuptake-Blocker Org 25543 und Org 24598 induzierten im mikromolaren Kon-
zentrationsbereich eine maximale Inhibition der spontanen Feuerrate spinaler
Neurone um 80% (Abbildung 20 und 22). Verglichen damit erreichte das intrave-
nds verabreichte Anasthetikum Etomidat bei einer Konzentration von mehr als 1
MM eine Inhibition des interneuronalen Netzwerks von 60%, welche Immobilitat
hervorruft (Grasshoff et al., 2007). Eine Hemmung von 50-60% erreichten die
Glycin-Reuptake-Blocker bereits in nanomolarer Konzentration (Abbildung 20A
und 22A).

Somit I1&sst sich aus der vorliegenden Arbeit schlieBen, dass Org 25543 und Org
24598 bereits im nanomolaren Konzentrationsbereich eine Verminderung des
Glycin-Reuptakes bewirken, die zu einer signifikanten Hemmung der motoneu-
ronalen und interneuronalen Aktivitat und zu einer Muskelrelaxation in den Ge-
webskulturen fihrt. Mit diesen Untersuchungen wurde erstmalig der Nachweis
erbracht, dass Org 25543 und Org 24598 muskelrelaxierende Eigenschaften
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besitzen, was die Mdglichkeit erdffnet, neuartige muskelrelaxierende Medika-
mente zu entwickelt, deren Wirkung auf einer Blockade des Glycin-Reuptakes
basiert.

4.3 Org 25543 und Org 24598 modulieren synaptische Neurotransmission
und interneuronale Netzwerkaktivitat unterschiedlich

Der neuronale und der gliale Glycin-Reuptake-Blocker Org 25543 und Org 24598
weisen Unterschiede hinsichtlich ihrer Wirkung auf die glycinerge synaptische
Transmission auf. Die vorliegenden Ergebnisse widersprechen der Hypothese
Eulenburgs und Mitarbeiter, dass die Blockade von GlyT2 eine Herabsetzung der
glycinergen Neurotransmission hervorrufen wirde (Eulenburg et al., 2005). Bra-
daia und Mitarbeiter zeigten bereits, dass sowohl der neuronale Reuptake-Blo-
cker Org 25543 und der gliale Reuptake-Blocker Org 24598 in einer jeweiligen
Konzentration von 10 uM eine Herabsetzung des Grundstroms um -10/-50 pA in
der postynaptischen Zelle induzieren (Bradaia et al., 2004). Die vorliegende Stu-
die replizierte diese Erkenntnis mit der Erganzung, dass auch in einer Konzent-
ration von 5 uM Org 25543 und 5 uM Org 24598 und fiir den neuronalen Reupt-
ake-Blocker Org 25543 sogar von 320 nM eine tonische inhibitorische Neuro-
transmission mit einer Herabsetzung des Grundstroms um -30/-52 pA stattfindet
(Abbildung 29). Tonische Inhibition wird Uber extrasynaptische Glycinrezeptoren
vermittelt, wahrend phasische Inhibition synaptisch verlauft (Eckle und
Antkowiak, 2013). Daraus lasst sich schlieBen, dass durch eine Blockade des
Glycin-Reuptakes wahrscheinlich hauptsachlich extrasynaptische Rezeptoren
aktiviert werden, was zur Herabsetzung der Aktivitat und Erregbarkeit der spina-
len Neurone flhrt. Unterschiede weisen die Reuptake-Blocker jedoch in der
durch Synapsen vermittelten phasischen Ubertragung inhibitorischer Signale auf.
So wies eine Studie an Interneuronen in Lamina X des Riickenmarks nach, dass
sowohl Org 25543 als auch Org 24598 in einer Konzentration von 10 pM die
Abklingzeit glycinerger IPSCs verlangern, jedoch lediglich Org 25543 die Fre-
quenz elektrisch evozierter IPSCs vermindert, wahrend Org 24598 die Frequenz
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unbeeinflusst lasst (Bradaia et al., 2004). Im Gegensatz hierzu zeigte eine wei-
tere Studie mit 10 uM des glialen Blockers Org 24598 eine verlangerte Abkling-
zeit und erhéhte Amplitude von IPSCs (Beato, 2008). Die vorliegende Studie
konnte diese Effekte des glialen Reuptake-Blockers in einer Konzentration von 5
UM nicht nachweisen (Abbildung 35). Stattdessen jedoch zeigte der neuronale
Reuptake-Blocker in einer Konzentration von 5 pM eine statistisch signifikante
Verlangerung der Abklingzeit und in einer Konzentration von 320 nM eine erhéhte
IPSC-Frequenz (Abbildung 25A, B; Abbildung 24E,F). Dies lasst die Schlussfol-
gerung zu, dass der neuronale Reuptake-Blocker vermutlich neben einer toni-
schen in einem gewissen Umfang auch die phasische Inhibiton potenziert, wah-
rend der gliale Reuptake-Blocker jedoch Uberwiegend eine tonische Inhibition
verursacht. Erklart werden kann die tonische Inhibition durch Org 24598 dadurch,
dass der Glycintransporter GlyT1 eine weitere Entfernung zu der glycinergen Sy-
napse aufweist, da er sich in Gliazellen befindet (Legendre, 2001), wahrend sich
der neuronale GlyT2 in direkter Synapsenumgebung befindet. Dadurch Iasst sich
die Verlangerung der phasischen Inhibition nach Blockade des neuronalen
Transporters GlyT2 erklaren. Insgesamt ist jedoch festzustellen, dass unser Ver-
sténdnis der Rolle der Reuptake-Transporter in der phasischen Neurotransmis-

sion unvollstandig ist und weitere Studien erforderlich erscheinen.

Ein weiterer Aspekt, in dem sich die beiden getesteten Substanzen unterschei-
den, ist die aktivitdtsabhangige Wirkung auf der Ebene des interneuronalen Netz-
werks. Ein aktivitatsabhangiger Effekt bedeutet, dass die Hemmung der spinalen
Interneurone stéarker ist, je héher die neuronale Grundaktivitat ist. Begriindet wer-
den kann dies mit der erhéhten Freisetzung des Neurotransmitters Glycin, wel-
che mit der Gesamtaktivitat des neuronalen Gewebes positiv korreliert. Interes-
santerweise wirkt der neuronale Reuptake-Blocker Org 25543 aktivitdtsabhangig,
wahrend sich der gliale Reuptake-Blocker Org 24598 von der neuronalen Grund-
aktivitat unbeeinflusst verhalt (Tabelle 5). Eine Aktivitatsabhangigkeit ist flr die
klinische Anwendung von Substanzen im Bereich der Anasthesiologie von Vor-
teil, da die Inhibition spontaner Aktionspotentialaktivitat abh&ngig von der Inten-

sitat des Schmerzstimulus verlauft.
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4.4 Interpretation Strychnin-sensitiver tonischer Strome in Gegenwart der
Grycin-Reuptake-Blocker

Die Ergebnisse der Experimente zu den Strychnin-sensitiven tonischen Strémen
zeigen, dass in Gegenwart der beiden Reuptake-Blocker der Strychnin-sensitive
tonische Strom geringer als in der Scheinapplikationsgruppe ist. Dieser Unter-
schied ist in der Einfaktoriellen ANOVA statistisch nicht signifikant, jedoch nach
qualitativer Betrachtung der Daten (Tabelle 6, Spalte ,A GSsty”) deutlich. In der
Scheinapplikationsgruppe betragt dieser Strom ca. 100 pA, in Gegenwart der ho-
hen Konzentrationen der Reuptake-Blocker jedoch nur ca. 30 pA. Die Tatsache,
dass die niedrigere Konzentration (320 nM) von Org 25543 mit 55 pA zwischen
diesen Werten liegt, geht damit konform. Diese Ergebnisse Uberraschen umso
mehr, da die beiden Reuptake-Blocker den tonischen Strom zunachst erhéhen.
Aufgrund dieses Befundes wére zu erwarten gewesen, dass der Strychnin-sen-
sitive tonische Strom in Gegenwart der Reuptake-Blocker gréBer, und nicht ge-
ringer sein sollte als in der Sham-Gruppe.

Folgende Hypothese wird vorgeschlagen um diese Befunde zu erklaren: Die Blo-
ckade der Glycin-Wiederaufnahme durch glycinerge Neurone und Gliazellen
fOhrt initial und kurzzeitig zu einer Steigerung der tonischen Glycin-vermittelten
Inhibition, die aber eine rasche Adaptation nach sich zieht. Der Mechanismus
dieser Adaptation ist unbekannt. Es konnte sich beispielsweise um eine Desen-
sitisierung von Rezeptoren oder um ein Aussptlen des Neurotransmitters aus
unserem Testsystem bei ungenltigender Neusynthese handeln. Aus diesen Griin-
den ist der Strychnin-sensitive tonische Strom bei geblocktem Reuptake geringer
als bei intakter Wiederaufnahme.

Auch Ergebnisse der extrazellularen Multi-Ableitungen enthalten einen Hinweis
auf Adaptationsprozesse, die bei geblocktem Glycin-Reuptake ablaufen. Sowohl
bei Behandlung der Gewebeschnitte mit Org 25543 oder Org 24598 kann der
Effekt der im gleichen Experiment zunachst applizierten niedrigeren Konzentra-
tion (160 bzw. 70 nM) nicht durch die nachfolgende Applikation einer héheren
Konzentration (320 bzw. 140) gesteigert werden (Abbildung 36 A und Abbildung
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37 A). Dieser Befund kann nicht durch einen Sattigungseffekt erklart werden, da
die erstmalige Applikation von 5000 nM zu einer signifikant starkeren Reduktion
der Multi-Unit-Aktivitat fihrt (Abbildung 38 B und Abbildung 39 B).

Wieso aber kann bei einer Reduktion der tonischen Inhibition in Gegenwart der
Glycin-Reuptake-Blocker die Multi-Unit-Aktivitat reduziert werden? Hierzu ist zu
sagen, dass ein kausaler Zusammenhang zwischen den Resultaten der intrazel-
lularen und extrazellularen Messungen nicht hergestellt werden darf, da diese
Experimente unter unterschiedlichen Bedingungen durchgefihrt wurden. Wah-
rend der intrazellularen Experimente mussten zur Isolierung der glycinergen
Stréme GABA- und Glutamat-Rezeptoren geblockt werden. Unter diesen Bedin-
gungen wird die Aktivitat registriert, die ein pharmakologisch isoliertes Netzwerk
glycinerger Interneurone erzeugt, die Uberwiegend Uber glycinerge Synapsen
und Gap junctions kommunizieren. Wahrend der extrazelluldren Experimente

waren glutamaterge und GABAerge Synapsen jedoch intakt.

4.5 Die mogliche Bedeutung der Glycin-Wiederaufnahme-Blockade fiir die
Anéasthesie

Im Folgenden soll der anfangs gestellten Frage nachgegangen werden, inwiefern
den Glycin-Reuptake-Blockern Org 25543 und Org 24598 in der intravendsen
Anasthesie ein moglicher Nutzen zugesprochen werden kann.

Da die glycinerge Neurotransmission mafgeblich an der Schmerzweiterleitung
und der Kontrolle des Bewegungsapparates beteiligt ist, dirfte die Modulation
der Glycinrezeptoraktivitat ein sinnvolles Prinzip flr neue Schmerzmittel und
Muskelrelaxantien darstellen, die auf Rickenmarksebene wirken (Laube, 2002).
Glycinerge Neurone haben Anteil an der Schmerzweiterleitung, indem sie Glycin
an Schmerzfasern freisetzen und diese dadurch inhibieren (Fratev, 2019). Neu-
ropathische Schmerzmodelle zeigten bereits einen potenziellen antiallodyni-
schen Effekt neuronaler und glialer GlyT-Inhibitoren (Morita et al., 2008; Tanabe
et al., 2008; Hermanns et al., 2008). Morita und Mitarbeiter untersuchten die
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Glycin-Reuptake-Blocker in verschiedenen Schmerzmodellen (Morita et al.,
2008). Zum einen wurde der Ischiasnerv der Mause mithilfe einer Seidennaht
teilweise legiert (Seltzer-Modell). Weiterhin wurde mithilfe des kompletten
Freund-Adjuvans (englisch: CFS) ein chronisches Inflammationsmodell induziert.
AuBerdem wurde mit einer Applikation von Streptozocin in den Mausen Diabetes
verursacht, woraufhin die Mause fur 14 Tage an Allodynie erkrankten. Unter Al-
lodynie versteht man eine erhdhte Schmerzempfindung ausgeldst durch eine Sti-
mulation nicht-nozizeptiver Nervenfaser (Zeilhofer et al., 2018). Der Ursprung der
Allodynie liegt immer im zentralen Nervensystem (Zeilhofer et al., 2018). In allen
drei Schmerzmodellen konnten antiallodynische Wirkungen durch GlyT1-Inhibi-
toren und auch durch den GlyT2-Inhibitor Org 25543 nachgewiesen werden (Ta-
belle 6). Diese analgetische Wirkung entfaltete sich im Falle des GlyT2-Inhibitors
Org 25543 und anderen GlyT1-Inhibitoren als Org 24598 weitaus potenter und
langer anhaltend als die des bei neuropathischen Schmerzen eingesetzten Arz-
neistoffs Gabapentin (Morita et al., 2008). Org 25543 zeigte zudem einen dosie-
rungsabhangigen antiallodynischen Effekt und wirkte ohne ein Auftreten von Hy-
perekplexie, eine durch Mutation der a1- oder B-Untereinheit des Glycinrezeptors
verursachte neurologische Erkrankung (Morita et al., 2008). Die antinozizeptori-
sche Wirkung der neuronalen und glialen Reuptake-Blocker entfaltete sich ab
dem vierten postoperativen Tag und wurde durch eine intrathekale Injektion mit
Strychnin, einem kompetitiven Antagonisten am Glycinrezeptor, aufgehoben
(Morita et al., 2008). Dies bedeutet, dass die zu beobachtende antiallodynische
Aktion durch Glycinrezeptoren im Rickenmark zustande kommt. Durch GlyT1-
Inhibitoren verursachte antiallodynische Effekte werden tber den Glycinrezeptor
GlyRa3 vermittelt, welcher sich im Hinterhorn des Riickenmarks befindet (Morita
et al., 2008). In einem Formalin-induzierten Schmerzmodell inhibierten GlyT1-
Blocker das in der zweiten Phase (10-40 Minuten nach Formalin-Applikation) auf-
tretende BeiBverhalten der Mause (Tanabe et al., 2008). Auch in dieser Studie
wurde die Wirkung von GlyT1-Inhibitoren im Seltzer Modell und im Modell des
diabetischen neuropathischen Schmerzes untersucht. Hier traten bereits nach 15

Minuten analgetische Effekte auf (Tanabe et al., 2008). Thermische und
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mechanische Hypersensibilitdt wurden aufgrund der erhéhten Glycinkonzentra-
tion reduziert (Tanabe et al., 2008).

Die analgetische Wirkung von GlyT1-Inhibitoren wird jedoch in der Literatur kont-
rovers diskutiert (Mostyn et al., 2019). So zeigten GlyT1-Inhibitoren eine anfang-
liche Verstarkung von Schmerzsignalen, bevor eine analgetische Wirkung eintrat
(Morita et al., 2008). Dies spiegelte sich in einer zeitverzégernden Wirkung der
getesteten GlyT1-Inhibitoren wider, wohingegen Org 25543 ohne Zeitverzdge-
rung wirkte. Dies kann auf den mdglichen sekundaren Effekt glialer Reuptake-
Blocker, glutamaterge Neurotransmission zu verstarken, zurlckzufihren sein
(Whitehead et al., 2004).

Der Vergleich analgetischer Wirkungen zwischen Org 25543 und Org 25498 ist
schwierig, da die bisherige Studienlage zu potenziell analgetischen Wirkungen
von Org 24598 beschrankt ist, wahrend bereits mehrere Studien vorliegen, wel-
che eine potenzielle analgetische Wirkung des neuronalen Reuptake-Blockers
Org 25543 nachweisen (Dohi et al., 2009; Morita et al., 2008).

Grasshoff und Mitarbeiter haben die Frage untersucht, welchem Mechanismus
die eher ineffektive Reduktion der Muskelaktivitat durch intravendse Anasthetika
zugrunde liegen kénnte (Grasshoff et al., 2007). Sie fanden heraus, dass die li-
mitierten muskelrelaxierenden Eigenschaften des intravendsen Anasthetikums
Etomidat vermutlich auf einem prasynaptischen Mechanismus basieren
(Grasshoff et al., 2007). Die muskelrelaxierenden Wirkungen von Etomidat wer-
den Uberwiegend Uber den prasynaptisch lokalisierten GABAa-Rezeptor mit 33-
Untereinheit vermittelt (Grasshoff et al., 2007). Somit Iasst sich das haufige Auf-
treten motorischer Reaktionen wéhrend chirurgischer Eingriffe mit TIVA erklaren.
Die Blockade der Glycin-Wiederaufnahme erwies sich bisher auch mit anderen
GlyT-Blockern wie beispielsweise ALX 1393 als vielversprechender Mechanis-
mus, um die Aktivitat spinaler Motoneurone zu dampfen (Eckle und Antkowiak,
2013). Doch die Erkenntnis, dass die Blockade des neuronalen sowie des glialen
Glycintransporters durch Org 25543 und Org 24598 zu einer erheblichen Reduk-
tion der Muskelaktivitat fuhrt, ist neu. Die Kombination aus mdglichem analgeti-
schem Effekt und der aus dieser Studie hoch signifikanten muskelrelaxierenden



Diskussion 92

Wirkung von Org 25545 und Org 24598 machen diese Wirkstoffe interessant fir
die Anéasthesie: Die beiden Reuptake-Blocker sind vielversprechende Kandida-
ten fUr die Entwicklung von zentral wirkenden Muskelrelaxantien, welche, kombi-
niert mit intravendsen Andasthetika, zur Reduktion intraoperativer Bewegungen
beitragen kénnen. Weitere Eigenschaften der getesteten Org-Komponenten sind
anasthetisch vorteilhaft: So dirften der gliale, vor allem aber der neuronale,
Reuptake-Blocker nicht zur Sedierung des Patienten beitragen und das postope-
rative Erwachen nicht beeinflussen, da der neuronale GlyT2 weitestgehend in
Rackenmark und Hirnstamm exprimiert ist. Der gliale GlyT1 hingegen ist auch in
anderen Regionen des ZNS zu finden. Die spezifischere Lokalisation von GlyT2
im ZNS lasst im direkten Vergleich zu GlyT1 auBerdem eventuell auf geringere
Nebenwirkungen schlieBen (Dohi et al., 2009). Nicht zuletzt ist die aktivitatsab-
hangige Wirkung von Org 25543 (Tabelle 5) fir die klinische Verwendung vorteil-
haft. Insgesamt Iasst sich also auf Grundlage der bisherigen Erkenntnisse schlie-
Ben, dass der neuronale Reuptake-Blocker als potenzielles Muskelrelaxans in
der Klinik mehr Vorteile aufweisen kénnte als der gliale Reuptake-Blocker.

Welche potenziellen Nebenwirkungen sollten in Betracht gezogen werden?

Das Target von Org 25543 und Org 24598 ist der Glycinrezeptor, welcher an
diversen lebensnotwendigen Prozessen wie der somatosensorischen Verarbei-
tung, Kontrolle der Muskelkraft, motorischen Koordination, respiratorischen Kon-
trolle, visuelle Wahrnehmung, und der akustischen und olfaktorischen Verarbei-
tung beteiligt ist (Zeilhofer et al., 2018). Diese Diversitat an potenziellen Neben-
wirkungen ist auf die Lokalisierung der Glycintransporter im Hirnstamm und der
Retina zurlUckzufihren. Insbesondere eine mogliche Atemdepression kdnnte
eine problematische Nebenwirkung darstellen, wenn Patienten im Rahmen einer
Sedierung oder Anasthesie nicht kiinstlich beatmet werden. So zeigten GlyT1-
Knockout Mause Atemwegsbeschwerden (Gomeza et al., 2003a). Nichtsdestot-
rotz ist es wahrscheinlich, dass die Nebenwirkungen, die mit Aktivierung des Gly-
cinrezeptors auftreten, geringfligiger ausfallen als dies bei anderen Targets wie
dem GABAergen System der Fall ist, da sich die Glycintransporter, insbesondere

der neuronale GlyT2, nicht im zerebralen Cortex befindet (Zeilhofer et al., 2018).
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GlyT1 hingegen befindet sich weitlaufiger im ZNS und kénnte somit auch Einfluss

auf das Erinnerungsvermdgen und das Bewusstsein haben.

GlyT1 GlyT2

Studie Schmerzmodell o -
Inhibitoren | Inhibitoren
(Morita et al., Seltzer-Modell +++ +++
2008) Chronisches Inflammationsmodell +++ +++
Diabetisches neuropathisches
+++ +++
Modell
(Tanabe et al., | Formalin-Test (2. Phase)
++ ++

2008)

Tabelle 9 Zusammenfassung antinozizeptorischer Wirkungen glycinerger Reuptake-In-
hibitoren in chronischen und akuten Schmerzmodellen in Mausen. Die Anzahl an +-Zei-
chen gibt die Starke des anti-allodynischen Effekts an. Modifiziert nach Dohi (Dohi et al.,
2009)

4.6 Glutamaterge Neurotransmission als sekundarer Effekt von Org 24598

Im Vorderhirn wird GlyT1 in Gliazellen, jedoch auch in pra- und postsynaptischen
glutamatergen Neuronen mit einer hohen Dichte an NMDA-Rezeptoren, expri-
miert (Cioffi, 2018). Daher liegt die Vermutung nahe, dass mit einer Blockade von
GlyT1 auch die glutamaterge Neurotransmission gesteigert wird, da Glycin als
Coagonist an NMDA-Rezeptoren wirkt (Cioffi, 2018). Die bereits erwahnten kont-
roversen Effekte bezlglich der Analgesie unter GlyT1-Inhibitoren kénnten auf
dieses Phanomen zuriickzufiihren sein. Einige Studien unterstitzen diese These
(Whitehead et al., 2004; Bradaia et al., 2004).

Whitehead und Mitarbeiter wiesen eine erhdhte Citrullinkonzentration in Anwe-
senheit von Org 24598, aber nicht in Anwesenheit des neuronalen Reuptake-
Blockers Org 25543, nach. Erhéhte extrazellulare Citrullinwerte sind ein Indikator
einer erhéhten NOS-Aktivitat und einer dadurch assoziierten erhéhten NMDA-
Rezeptoraktivitat (Whitehead, 2004). 10 uM Org 24598 zeigte eine, wenn auch
statistisch nicht signifikante, Tendenz von Glutamatausschittung (Whitehead et
al., 2004). Geringere Konzentrationen von Org 24598 (1 uM und 0,1 uM) hinge-
gen zeigten keinen Effekt auf die Glutamatausschittung (Whitehead, 2004).
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Die exzitatorische Rolle Glycins wurde aufgrund der hohen extrazellularen Gly-
cinkonzentration von 5-10 uM, welche eine Sattigung der NMDA-Rezeptoren wie-
derzugeben scheint, infrage gestellt (Whitehead, 2001). Nachfolgende Studien
zeigten jedoch, dass die allosterische Glycin-Bindungsstelle am NMDA-Rezeptor
nicht gesattigt ist und die glutamaterge Neurotransmission durch eine erhdhte
intrasynaptische Glycinkonzentration moduliert werden kann (Whitehead, 2004).
Dies dient offenbar als Schutzmechanismus, damit die intrazellulare Glycinkon-
zentration nicht die der zerebralen Spinalflissigkeit erreicht (Whitehead, 2004).
Auch in vitro Experimente mit Org 24598 zeigten eine erhdhte glutamaterge
Transmission. Glutamaterge elPSCs wiesen eine signifikant vergréBerte
Amplitude und eine Verlangerung der Abklingzeit in Anwesenheit von 10 pM Org
24598 auf (Bradaia et al., 2004; Beato, 2008). Aus diesen Grinden kdnnten
GlyT1-Inhibitoren von therapeutischem Nutzen sein, um psychische Krankheiten
wie Schizophrenie zu behandeln. Ein Isomer von Org 24598 verbesserte bereits
Schizophrenie-assoziierte Symptome in Mausen (Harsing, 2003). Aktuelle klini-
sche Studien mit GlyT1-Inhibitoren zeigten jedoch keine Verbesserung von Schi-
zophrenie-Symptomen (Singer et al., 2015; Zeilhofer et al., 2018).

Andererseits ist auch bekannt, dass ein kontinuierliches Binden von Glycin am
NMDA-Rezeptor wahrscheinlich eine NMDA-Rezeptor-Internalisierung hervorruft
(Nong et al., 2003). Erhdhte Glycinkonzentrationen durch die Blockade eines
GlyT1-Inhibitors und durch Zugabe von Glycin (100 uM) flhrte zu einer lediglich
kurzzeitigen Potenzierung der NMDA-Rezeptor-Aktivitat, welche gefolgt von ei-
ner progressiven Reduktion dieser Stréme war (Martina et al., 2004). Diese Er-
gebnisse wurden auf eine NMDA-Rezeptor-Internalisierung zurtckgefihrt
(Martina et al., 2004). Im Falle einer NMDA-Rezeptor-Internalisierung wirden die
durch Aktivierung des NMDA-Rezeptors verursachten pronozizeptorischen Ef-
fekte unterdriickt werden (Dohi et al., 2009).

Der Zusammenhang zwischen der GlyT1-Inhibition und glutamaterger Neuro-
transmission bleibt unklar. In der vorliegenden Studie konnte keinerlei exzitatori-
sche Wirkung mit Blockade des glialen Glycintransporters, sondern eine hoch
signifikante Reduktion auf interneuronaler und motorischer Ebene festgestellt
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werden. Sensorische Hinterhornneurone reagieren sensitiver auf pharmakologi-
sche Einflisse als Motoneurone (Dohi et al., 2009). Méglicherweise sind daher
auch glutamaterge Neurone im Hinterhorn empfanglicher fur die durch die Reupt-
ake-Blockade verursachte Erhéhung des extrazellularen Glycin-Pegels als im
Vorderhorn des Rickenmarks. Eine weitere Mdglichkeit ist, dass die Bindungs-
stellen von Glycin an NMDA-Rezeptoren an glutamatergen Synapsen im Hinter-
horn des Riickenmarks weniger mit Glycin gesattigt sind als im Vorderhorn. Dies
kénnte die Verstarkung der glutamatergen Neurotransmission durch GlyT1-
Reuptake-Blocker in Schmerzmodellen im Gegensatz zu der signifikanten Inhibi-
tion im Vorderhorn des Riickenmarks erklaren. Eindeutige Hinweise, die fir diese
Hypothese sprechen, existieren in der Literatur jedoch nicht.

4.7 Anwendungsgrenzen der vorliegenden Arbeit

Durch das verwendete Modellsystem ergeben sich Einschrankungen bezuglich
der Schlussfolgerungen, in welcher Weise eine Blockade der Glycin-Wiederauf-
nahme die glycinerge Transmission im Rickenmark beeinflusst.

So wurden wahrend der elektrophysiologischen Experimente die Gewebsschnitte
kontinuierlich mit ACSF perfundiert. Dies kann eventuell erklaren, dass die je-
weils zweite Drogenapplikation in den extrazelluldren Ableitungen keine konzent-
rationsabh&ngige Wirkung verglichen mit der ersten Drogenapplikation zeigte. In
den Abbildungen 20 und 22 ist dargestellt, dass die normalisierte Feuerrate der
zweiten Applikation beider Org-Komponenten héher ist als die der ersten Appli-
kation, obwohl es sich bei der zweiten Applikation jeweils um eine hdhere Kon-
zentration handelt und zu erwarten ware, dass ein héher konzentrierter Reupt-
ake-Blocker auch eine starkere Hemmung erzielen kann. Dieses Phanomen
kann mit einem Auswaschen von Glycin aus dem Testsystem durch den kontinu-
ierlichen Strom des Perfusats in Zusammenhang stehen. Da bereits die jeweils
niedrigen Konzentrationen der Reuptake-Blocker eine hoch signifikante Hem-
mung der interneuronalen Aktionspotentialaktivitat erzeugen, lasst sich schlie-
Ben, dass wahrend der Blockade des Glycin-Reuptakes die synaptische und ext-
rasynaptische Glycinkonzentration erhéht ist. Das Glycin, welches durch die
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Gliazellen und Neuronen nicht aufgenommen wird, kénnte durch den Perfusions-
strom aus dem Testsystem teilweise entfernt werden. Somit wére zu dem Zeit-
punkt der zweiten Drogenapplikation weniger Glycin verfigbar, um Strychnin-
sensitive Glycinrezeptoren zu aktivieren. Um diese Hypothese zu testen, miss-
ten extrazellulare elektrophysiologische Ableitungen mit der jeweils hbheren Kon-
zentration unter Auslassung der ersten, niedriger konzentrierten Drogenapplika-
tion Uber einen langeren Zeitraum durchgefthrt werden. Warum sich dieses Pha-
nomen nicht bei den Anderungen der Muskelaktivitat zeigt (Abbildung 15 und 17)
bleibt ungeklart.

Weiterhin ergaben die Ergebnisse der extra- und Intrazellularen Messungen mit
Org 25543 verschiedenartige Befunde. Die extrazellularen Messungen unter Org
25543 zeigten eine Verringerung der Feuerrate spinaler Interneurone, wahrend
die erhobenen Befunde der intrazellularen Messungen unter 320nM Org 25543
eine signifikante Abnahme der IPSC-Frequenz um 56% ergaben. Man wirde bei
einer erhéhten Glycin-Konzentration im synaptischen Spalt eine Erhéhung der
IPSC-Frequenz durch eine vermehrte Aktivierung spinaler inhibitorischer Inter-
neurone erwarten. Die Begrindung der Korrelation dieser Befunde bleibt unklar.
Mit den vorliegenden Experimenten ist keine Kausalitat zwischen intra- und ext-
razelluldaren Messungen bewiesen.

Eine weitere Limitation der vorliegenden Untersuchungen besteht darin, dass
keine Patch-Clamp-Ableitungen an Motoneuronen durchgefiihrt worden sind.
Dies hatte verschiedene Grinde. Eine zweifelsfreie Identifizierung der Motoneu-
rone in den in Abbildung 9 rot markierten Arealen war aufgrund ausschlieB3lich
morphologischer Kriterien schwierig. Des Weiteren war es in Praparaten mit Mo-
toneuronen und ausgepragter Muskelaktivitat nicht méglich Patch-Clamp-Ablei-

tungen Uber langere Zeitraume stabil zu halten.

4.8 Die GlyT2-Blockade als mogliche Alternative zur Behandlung akuter

Riickenschmerzen

Die Verabreichung von Medikamenten mit muskelrelaxierenden Wirkungen ist

auch an anderen Stellen der medizinischen Versorgung von Patienten mit
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Problemen behaftet: Zur Behandlung akuter unterer Rickenschmerzen werden
bisher unter anderem Benzodiazepine herangezogen, welche jedoch uner-
wilnschte sedierende Effekte wie Benommenheit und Lethargie mit sich bringen
(Griffin et al., 2013). Benzodiazepine haben ihre Bindungsstelle an GABAA Re-
zeptoren und Uben dort einen positiven allosterischen Effekt aus (Tan et al.,
2011). In Schmerzzustéanden, welche gepaart mit erhéhtem Muskeltonus auftre-
ten, kdbnnen muskelrelaxierende Eigenschaften von Medikamenten von Vorteil
sein (Zeilhofer et al., 2018). Da es sich bei der Behandlung akuter Ricken-
schmerzen nicht um operative Eingriffe handelt, ist es ebenfalls von Vorteil, den
Bewusstseinszustand des Patienten unbeeinflusst zu lassen. Es ist bekannt,
dass Sedierung Uber das kortikale Netzwerk vermittelt wird (Rudolph und
Antkowiak, 2004; Eckle und Antkowiak, 2013). Daher wird zumindest von der
Blockade des neuronalen GlyT2 erwartet, dass dieser Effekt ausbleibt (Eckle und
Antkowiak, 2013). Org 25543 stellt daher neben anderen neuronalen Reuptake-
Blockern in der Behandlung akuter Rickenschmerzen eine potenzielle Alterna-

tive zu Benzodiazepinen dar.

4.9 Ausblick

Da die glycinerge Neurotransmission eine modulierende Rolle in der
Schmerzweiterleitung und der Regulation der Lokomotion einnimmt, ist die Mo-
dulation der Glycinrezeptoraktivitat wahrscheinlich ein nitzliches Prinzip fir neue
zentral wirkende Muskelrelaxantien, die im Rahmen der anasthesiologischen
Versorgung von Patienten Verwendung finden kdnnten (Laube et al., 2002; Eckle
und Antkowiak, 2013). Die vorliegende Studie konnte die muskelrelaxierende
Wirkung, welche Uber spinale Interneurone und Motoneurone vermittelt wird, mit-
hilfe der beiden Glycin-Reuptake-Blocker Org 25543 und Org 24598 nachweisen.
Um die praktische Anwendbarkeit der Org-Substanzen fir die Anasthesie ein-
schatzen zu kdnnen, werden weitere Studien benétigt, welche die genauen Ei-
genschaften in vivo definieren. Beispielsweise ist nicht nachgewiesen, dass aus-
schlieBlich spinale Interneurone fir das Zustandekommen der Muskelrelaxation
durch den Glycin-Reuptake-Block verantwortlich sind. Daher bedarf es weiterer



Diskussion 98

Studien, welche beispielsweise den Anteil der lokalen glycinergen Inhibition
durch Renshaw-Zellen untersuchen. AuBerdem ware es sinnvoll, anhand einer
Dosis-Wirkungs-Kurve der beiden Org-Substanzen eine noch geringere Konzent-
ration als 70 nM fiir den glialen bzw. 160 nM fir den neuronalen Reuptake-Blo-
cker auf das Kokulturmodell anzuwenden. Weiterhin ist nicht bekannt, wie die
Reuptake-Blocker in Anwesenheit mit klinisch verwendeten Andasthetika wie
Propofol wirken. Diesbezlglich ergabe sich die Frage, ob und inwiefern sich bei
einer Kombination aus zentral und peripher wirkenden Muskelrelaxantien ein ad-
ditiver muskelrelaxierender Effekt ergeben wirde. Die analgetische Wirkung bei-
der Org-Substanzen, insbesondere die des glialen Reuptake-Blockers Org
24598, ist ebenfalls noch nicht geklart. Zukinftige Studien sollten sich auBerdem
mit méglichen Nebenwirkungen wie der Atemdepressivitat der Org-Substanzen

auseinandersetzen.
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5 Zusammenfassung

Wahrend chirurgischer Eingriffe wird immer haufiger auf die totale intravendse
Anasthesie (TIVA) zurickgegriffen, um bei Patienten einen narkotisierten Zu-
stand hervorzurufen. Jedoch kommt es unter Propofol, welches wahrend der
TIVA als Hypnotikum verabreicht wird, doppelt so haufig zu unerwinschten mo-
torischen Reaktionen wie unter dem volatilen Andsthetikum Sevofluran (Watson
und Shah, 2000). Das Auftreten motorischer Aktivitat und intraoperativer Schmer-
zen steht im Zusammenhang, da Schmerzstimuli motorische Aktivitét Gber das
zentrale Nervensystem (ZNS) induzieren. Daher ist es sinnvoll, zentral wirkende
Muskelrelaxantien wahrend der Anasthesie zu verwenden, um sowohl postope-
rative Schmerzen als auch intraoperative Bewegungen zu reduzieren. Als Schalt-
zentrale zur Generierung motorischer Reaktionen dient das Vorderhorn des RU-
ckenmarks, in dem Uberwiegend das glycinerge Rezeptorsystem an der immobi-
lisierenden Wirkung volatiler Anasthetika beteiligt ist (Zhang et al., 2003). Die
vorliegende Studie untersucht die Frage, inwiefern eine verstarkte glycinerge
Neurotransmission durch eine Glycin-Reuptake-Blockade zu einer Modulation
der neuronalen Aktionspotentialaktivitat im Vorderhorn des Rickenmarks und ei-
ner Verdnderung der motorischen Aktivitat fuhrt. Die Glycin-Wiederaufnahme-
Blocker Org 25543 und Org 24598 sind selektive Inhibitoren fiir den neuronalen
beziehungsweise den glialen Glycintransporter und wurden fir diese Studie als
pharmakologische Modulatoren genutzt, da sie bereits in vergangenen Studien
auch als potenzielle Analgetika getestet wurden (Morita et al., 2008; Tanabe et
al., 2008). Als Modellsystem dienten Kokulturen aus Rickenmark- und Muskel-
gewebe, an denen intra- und extrazellulare elektrophysiologische Experimente
durchgefuhrt wurden. Beide Reuptake-Blocker erwiesen sich in nanomolaren
Konzentrationen als effiziente Inhibitoren der Muskelaktivitat (muskulare Aktivi-
tatshemmung >33%). Zudem dampften beide Substanzen die Feuerrate spinaler
Interneurone signifikant mit einer prozentualen Inhibition von 50-60% in nanomo-
larer und 80% in mikromolarer Konzentration. Intrazellulare Ableitungen mit 5 pM
des neuronalen Reuptake-Blockers Org 25543 ergaben eine Reduktion der
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IPSC-Frequenz um 56% und eine Zunahme der Abklingzeit glycinerger IPSCs
um 33%. Die Applikation von 320 nM Org 25543 wies keine signifikanten Ande-
rungen der IPSC-Kinetik auf, jedoch stieg die IPSC-Frequenz um 91%. Die Wir-
kung des glialen Reuptake-Blockers Org 24598 ist fur die Kinetik und Frequenz
der IPSCs nur von geringer Bedeutung. Beide Reuptake-Blocker induzieren ei-
nen tonischen inhibitorischen Strom. Die beiden Org-Komponenten unterschei-
den sich in zwei Eigenschaften: Wahrend der neuronale Reuptake-Blocker Org
25543 die neuronale Feuerrate aktivitatsabhangig inhibiert, weist der gliale
Reuptake-Blocker Org 24598 keine aktivitatsabh&ngige Wirkung auf. Ein weiterer
Unterschied liegt darin, dass der neuronale Reuptake-Blocker phasisch und to-
nisch potenziert, der gliale Reuptake-Blocker jedoch in dieser Studie ausschlie3-
lich die tonische Inhibition verstarkt. Die vorliegende Dissertation zeigt erstmalig,
dass die beiden Org-Substanzen muskelrelaxierend wirken und die Feuerrate

von Interneuronen im ventralen Horn dampfen.

Sowohl der neuronale als auch der gliale Reuptake-Blocker erweisen sich als
aktivitatsreduzierende Substanzen auf Ebene der Interneurone im ventralen Teil
des Ruckenmarks. Beide Reuptake-Blocker besitzen muskelrelaxierende Eigen-
schaften, welche, mit intravendsen Anasthetika kombiniert, zur Reduzierung int-
raoperativer Bewegungen beitragen kdnnten. Zu klaren bleibt jedoch die Frage,
ob die untersuchten Substanzen auch die Motoneurone direkt hemmen oder ob
die reduzierte motoneuronale Aktivitat aus einer verminderten Erregung der Mo-
toneurone durch die Interneurone resultiert. Dartber hinaus stellt der neuronale
Reuptake-Blocker Org 25543 wegen seiner mobglichen analgetischen Wirkung
eine interessante Ergédnzung zu intravendsen Opioiden dar und tragt somit even-

tuell zu der Linderung postoperativer Schmerzen bei.
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7 Anhang

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Kontrolle 23 ,002 23 ,006
Org 25543 160nM 23 ,049 23 ,004
Differenz Org 23 ,001 23 <,001
25543 160nM und
Kontrolle
Normalisierung 23 ,200° 23 413
Org 25543 160nM
auf Kontrolle
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Kontrolle 23 ,002 23 ,006
Org25543 320nM 23 <,001 23 ,008
Differenz Org 23 ,004 23 <,001
25543 320nM und
Kontrolle
Normalisierung 23 ,200° 23 ,481
Org 25543 320nM
auf Kontrolle
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Mauchly-Test auf Spharizitat

Epsilon

df Sig.

Greenhouse-Geisser

Innersubjekteffekt 2 <,001

,645
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Paarweise Vergleiche

95% Konfidenzintervall fur Dif-

ferenz®
Std.-Fehler  Sig.°  Untergrenze = Obergrenze
Kontrolle Org25543,160nMol ,095 ,062 -,009 ,480
0Org25543,320nMol ,092 ,012 ,058 ,533

Tabelle 10 ANOVA-Auswertung zu den Daten der Muskelaktivitdtsdnderung unter Org
25543. Die Rohdaten der Kontrollmessung, der Messung unter 160nM Org 25543 sowie
der Messung unter 320nM Org 25543 sind nicht normalverteilt. Die auf die Kontrollmes-
sung normalisierten Daten von 160nM und 320nM Org 25543 hingegen sind normalver-
teilt (Shapiro-Wilk, p=0,41 bzw p=0,48). Der Mauchly-Test auf Sphérizitat zeigte, dass
die Daten der Muskelaktivititsmessungen eine ungleiche Varianz vorweisen; demnach
also eine Verletzung der Voraussetzung der Spharizitat vorlag. Aus diesem Grund wurde
eine Greenhouse—Geisser Korrektur vorgenommen, da € < 0,75. Die ANOVA mit Mess-
wiederholung zeigt mit der Greenhouse-Geisser-Korrektur, dass sich die Muskelaktivitat
zwischen den Gruppen signifikant unterscheidet (p<0,0059) (hier nicht dargestellt). Der
Post-hoc Test der ANOVA-Analyse zeigt, dass sich die Muskelaktivitat der Kontrollmes-
sung statistisch signifikant von der Messung unter 320nM Org 25543 unterscheidet
(p=0,012), wahrend sich der Unterschied zwischen der Kontrollmessung und der Mes-
sung mit 160nM Org 25543 statistisch nicht signifikant verhalt (p=0,062).

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
df Signifikanz df Signifikanz

Kontrolle 13 ,200 13 ,636
Org 24598 70nM 13 ,200 13 ,061
Differenz 70nM 13 ,200 13 ,170
Org 24598 und

Kontrolle

Normalisiert 70nM 13 ,200 13 ,703
Org 24598 auf

Kontrolle

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
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Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
df Signifikanz df Signifikanz

Kontrolle 13 ,200 13 ,636
Org24598 140nM 13 ,168 13 ,005
Differenz 140nM 13 ,200 13 ,331
Org 24598 und

Kontrolle

Normalisiert 13 ,200 13 277

140nM Org 24598
auf Kontrolle

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Mauchly-Test auf Spharizitat®

Epsilon®
df Sig. Greenhouse-Geisser
Innersubjekteffekt 2 547 ,906

Paarweise Vergleiche

95% Konfidenzintervall fir Dif-

Std.- ferenz®
Fehler Sig.® Untergrenze Obergrenze
Kontrolle Org24598, 70nMol ,108 ,003 ,159 ,761
Org24598, 140nMol ,126  <,001 ,302 1,000

b. Anpassung fir Mehrfachvergleiche: Bonferroni.

Tabelle 11 ANOVA-Auswertung zu den Daten der Muskelaktivitdtsanderung unter Org
24598. Die Daten der Kontrollmessungen, der Messungen unter 70nM Org24598 sowie
der Messungen unter 140nM Org24598 sind normalverteilt (Kolmogorov-Smirnova,
p=0,2; p=0,2; p=0,17). Die Voraussetzung der Sphérizitat ist gegeben (Mauchly-Test,
p=0,547). Die ANOVA mit Messwiederholung zeigt, dass sich die Muskelaktivitat zwi-
schen den Gruppen signifikant unterscheidet (p<0,001). Die Muskelaktivitat der Kontroll-
messung unterscheidet sich statistisch signifikant (p< 0,0034) von der Muskelaktivitat
unter 70nM Org 24598. Ebenso ist der Unterschied in der Muskelaktivitat zwischen der
Kontrollmessung und der Messung unter 140nM Org 24598 statistisch signifikant (p<
0,0007).
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Tests auf Normalverteilung
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
df Signifikanz df Signifikanz

Rec 1 Sham 15 0,023 15 0,086

Rec 2 Sham 15 ,200 15 0,819

Differenz Sham 15 ,200 15 0,606

Rec2 Rec1

Normalisiert Sham 15 ,200 15 0,709

Rec?2 auf Rec1

b. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
df Signifikanz df Signifikanz

Rec 1 320nM Org 16 0,110 16 0,146
25543

Rec 2 320nM Org 16 ,200 16 0,636
25543

Differenz 320nM 16 ,200 16 0,351
Org 25543 Rec2

Rec1

Normalisiert 320nM 16 0,147 16 0,103

Org 25543 Rec?2 auf

Rect

c. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Transformierte Daten: Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen

df Sig.
Rec1 _transfor- Basiert auf dem Mittelwert 29 ,096
miert (Kontrolle) Basiert auf dem Median 29 ,077
Basierend auf dem Median und mit 28,403 ,077
angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 29 ,080
Rec2_Transfor- Basiert auf dem Mittelwert 29 ,369
miert (320nM  Basiert auf dem Median 29 473
Org25543) Basierend auf dem Median und mit 27,299 474
angepaften df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 29 374
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Transformierte Daten: Tests der Innersubjekteffekte

df Sig.

Faktor1 * Gruppe Sphéarizitat angenommen 1 ,792
Greenhouse-Geisser 1,000 ,792

Huynh-Feldt (HF) 1,000 ,792

Untergrenze 1,000 ,792

Tabelle 12 Mixed ANOVA der IPSC-Verfallszeit-Daten von 320nM Org 25543. Der Kol-
mogorov-Smirnov-Test und der Shapiro-Wilk-Test zeigten, dass die Daten des ersten
Recordings der Scheinapplikationsgruppe nicht flr alle Messungen normalverteilt sind
(Kolmogorov-Smirnov-Test, p=0,023). Die Daten der Drogenapplikationsgruppe hinge-
gen sind normalverteilt (p>0,05). Zwischen den Gruppen des ersten Recordings war
keine Homogenitat der Fehlervarianzen gemafl dem Levene-Test vorhanden (p <0,05).
Um die Varianzen dieser Daten zu stabilisieren, wurden sie mithilfe der Box-Cox Trans-
formation transformiert (Parameter Lamda=0,1). Die transformierten Daten erfiillen die
Bedingung der Homogenitat der Fehlervarianzen (Levine-Test, p>0,05), sodass mit die-
sen Daten die weitere Analyse fortgesetzt wurde. Der Interaktionseffekt zwischen
Scheinapplikation und 320nM Org25543 zeigt sich als statistisch nicht signifikant
(p=0,7916).

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 Sham 15 0,023 15 0,086
Rec 2 Sham 15 ,200 15 0,819
Differenz Sham 15 ,200 15 0,606
Rec2 Rec1
Normalisiert Sham 15 ,200 15 0,709

Rec?2 auf Rec1
d. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
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Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
df Signifikanz df Signifikanz

Rec 1 Org 25543 10 ,200 10 ,194
5uM

Rec 2 Org 25543 10 ,075 10 ,113
5uM

Diff Rec2Rec1 Org 10 ,200 10 ,846
25543 5uM

normRec2Rec1 Org 10 , 104 10 ,049
25543 5uM

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen

df Sig.
Rec 1 Kontrolle Basiert auf dem Mittelwert 23 ,091
Basiert auf dem Median 23 ,158
Basierend auf dem Median und 19,628 ,160
mit angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mit- 23 ,092
tel
Rec 2 5uM Org Basiert auf dem Mittelwert 23 147
25543 Basiert auf dem Median 23 ,216
Basierend auf dem Median und 14,734 ,223
mit angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mit- 23 ,167
tel
Tests der Innersubjekteffekte
Quelle df Sig.
Faktor1 * Sphérizitdt angenommen 1 <,001
Gruppe

Tabelle 13 Mixed ANOVA der IPSC-Verfallszeit-Daten von 5uM Org 25543. Der Kolmo-
gorov-Smirnov-Test und der Shapiro-Wilk-Test zeigten, dass die Daten des ersten Re-
cordings der Scheinapplikationsgruppe nicht flr alle Messungen normalverteilt sind (Kol-
mogorov-Smirnov-Test, p=0,023). Die Daten der Drogenapplikationsgruppe hingegen
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normalverteilt (Kolmogorov-Smirnova, p>0,05). Der Levine-Test auf Gleichheit der Feh-
lervarianzen zeigt, dass Homogenitat der Variablen vorliegt (p>0,05). Der Interaktions-
effekt zwischen Scheinapplikation und 5uM Org25543 zeigt sich als statistisch signifikant
(p<0,001)

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 Sham 16 ,200 16 ,167
Rec 2 Sham 16 ,200 16 ,220
Differenz Sham 16 ,200 16 712
Rec2 Rec1
Normalisiert Sham 16 ,200 16 ,185

Rec?2 auf Rec1
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 320 nM Org 15 ,200 15 ,054
25543
Rec 2 320 nM Org 15 ,105 15 ,080
25543
Diff Rec2Rec1 320 15 ,200 15 ,644
nM Org 25543
normRec2Rec1 15 ,(116 15 ,013

320 nM Org 25543
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
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df Sig.
Rec1_transfor- Basiert auf dem Mittelwert 29 ,367
miert_Kontrolle
Basiert auf dem Median 29 ,425
Basierend auf dem Median und 27,061 ,425
mit angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 29 ,371
Rec?2_transfor- Basiert auf dem Mittelwert 29 ,047
miert_Org 25543
320nM Basiert auf dem Median 29 114
Basierend auf dem Median und 27,499 ,115
mit angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 29 ,047
Tests der Innersubjekteffekte
Quelle df Sig.
Faktor1 * Gruppe Spharizitdt angenommen 1 ,108

Tabelle 14 ANOVA Analyse der IPSC-Frequenz mit 320nM Org 25543. Die Daten der
Scheinapplikationsgruppe weisen eine Normalverteilung auf (Kolmogorov-Smirnov und
Shapiro-Wilk, p>0,05). Ebenfalls sind die Daten der Drogenapplikationsgruppe mit 320
nM Org 25543 normalverteilt. Zwischen den Gruppen des ersten Recordings war keine
Homogenitat der Fehlervarianzen gemaf dem Levene-Test vorhanden (p <0,05). Um
die Varianzen dieser Daten zu stabilisieren, wurden sie mithilfe der Box-Cox Transfor-
mation transformiert (Parameter Lamda=0,1). Die transformierten Daten erflllen die Be-
dingung der Homogenitat der Fehlervarianzen weitestgehend (Levine-Test, p>0,05), so-

dass mit diesen Daten die weitere Analyse fortgesetzt wurde.
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Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 Sham 16 ,200 16 ,167
Rec 2 Sham 16 ,200 16 ,220
Differenz Sham 16 ,200 16 712
Rec2 Rec1
Normalisiert Sham 16 ,200 16 ,185
Rec?2 auf Rec1
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 5uM Org 6 ,200 6 ,183
25543
Rec 2 5uM Org 6 ,200 6 ,461
25543
Differenz Rec2 6 ,200 6 ,151
Rec1 5uM Org
25543
Normalisiert Rec2 6 ,200 6 , 116

Rec1 5uM Org
25543

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen?

df Sig.
Rec 1 Kontrolle Basiert auf dem Mittelwert 20 ,075
Basiert auf dem Median 20 ,087
Basierend auf dem Median und 19,959 ,087
mit angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mit- 20 ,076
tel
Rec 2 5uM Org Basiert auf dem Mittelwert 20 ,075
25543 Basiert auf dem Median 20 ,069
Basierend auf dem Median und 17,046 ,072
mit angepalBten df
Basiert auf dem getrimmten Mit- 20 ,075

tel
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Quelle df Sig.
Faktor1 * Gruppe Spharizitdt angenommen 1 <,001
Greenhouse-Geisser 1 <,001
Huynh-Feldt (HF) 1 <,001
Untergrenze 1 <,001

Tabelle 15 Mixed ANOVA der IPSC-Frequenz-Daten mit 5uM Org 25543. Die Daten der
Scheinapplikationsgruppe weisen eine Normalverteilung auf (Kolmogorov-Smirnov und
Shapiro-Wilk, p>0,05). Ebenfalls sind die Daten der Drogenapplikationsgruppe mit 5SuM
Org 25543 normalverteilt. Das Kriterium der Homogenitat der Fehlervarianzen ist erfillt
(Levine-Test, p>0,05). Der Interaktionseffekt zwischen Scheinapplikation und 5uM

Org25543 zeigt sich als statistisch signifikant (p<0,001).

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 Sham 15 ,200 15 ,038
Rec 2 Sham 15 ,200 15 ,075
Differenz Sham 15 ,200 15 ,057
Rec2 Rec1
Normalisiert 15 ,123 15 ,061
Sham Rec?2 auf
Rect
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Rec 1 Kontrolle 13 ,099 13 ,041
Rec 2 5uM Org 13 ,081 13 ,057
24598
Differenz 5uM Org 13 ,200 13 ,965
24598 Rec2 Rect
Normalisiert 5uM 13 ,200 13 ,404
Org 24598 Rec2
auf Rect

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
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Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen?

df Sig.
Rec 1 Kontrolle Basiert auf dem Mittelwert 26 ,049
Basiert auf dem Median 26 ,144
Basierend auf dem Median und mit 19,880 , 147
angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 26 ,058
Rec 2 5uM Org Basiert auf dem Mittelwert 26 <,001
24598 Basiert auf dem Median 26 ,001
Basierend auf dem Median und mit 22,599 ,002
angepalten df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 26 <,001

Transformierte Daten: Levene-Test auf Gleichheit der Fehlervarianzen?

df Sig.
Rec2 transfor- Basiert auf dem Mittelwert 26 ,190
med_Kontrolle  Basiert auf dem Median 26 424
Basierend auf dem Median und mit 23,629 ,425
angepaften df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 26 ,210
Recl1_transfor- Basiert auf dem Mittelwert 26 , 705
med_5uM Org  Basiert auf dem Median 26 ,702
24598 Basierend auf dem Median und mit 25,782 ,702
angepaften df
Basiert auf dem getrimmten Mittel 26 717
Tests der Innersubjekteffekte
Quelle df Sig.
Faktor1 * Sphaérizitat angenommen 1 ,385
Gruppe Greenhouse-Geisser 1,000 ,385
Huynh-Feldt (HF) 1,000 ,385
Untergrenze 1,000 ,385

Tabelle 16 Mixed ANOVA der IPSC-Amplituden-Daten mit 5uM Org 24598. Die Daten
der Scheinapplikationsgruppe weisen weitestgehend eine Normalverteilung auf (Kolmo-
gorov-Smirnov und Shapiro-Wilk, p>0,05). Ebenfalls sind die Daten der Drogenapplika-
tionsgruppe mit 5uM Org 24598 normalverteilt. Der Levine-Test auf Gleichheit der Feh-
lervarianzen zeigt, dass Homogenitat der Variablen nicht vorliegt (p>0,05), sodass eine
Box-Cox Powertransformation mit dem Powerfaktor-0.446173 durchgefihrt wurde. Der
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Interaktionseffekt zwischen Scheinapplikation und 5uM Org24598 zeigt sich als statis-

tisch nicht signifikant (p=0,385)

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
320 nM Org 25543 7 ,200 7 410
Differenz nach
Strychnineinwasch
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
Sham Differenz 7 ,200 7 ,686
nach Strychninein-
wasch
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

ANOVA
df Sig.

Zwischen den Gruppen 1 ,112

Tabelle 17 Einfaktorielle ANOVA der Daten von tonischen Strémen nach Strychninzu-
gabe. Verglichen werden die Daten der Scheinapplikationsgruppe mit den Daten mit 320

nM Org 25543.

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
sham_Differenz 7 ,200 7 ,686
nach Strychninein-
wasch
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
5 uM Org 7 ,167 7 ,006

25543 Differenz
nach Strychninein-
wasch

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors
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ANOVA

df Sig.
Zwischen den Gruppen 1 ,312

Tabelle 18 Einfaktorielle ANOVA der Daten von tonischen Strémen nach Strychninzu-

gabe. Verglichen werden die Daten der Scheinapplikationsgruppe mit den Daten mit 5
UM Org 25543

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
sham_Differenz 7 ,200° 7 ,686
nach Strychninein-
wasch

a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

Tests auf Normalverteilung

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk

df Signifikanz df Signifikanz
5 uM Org 24598 10 ,042 10 ,010
Differenz nach
Strychninein-
wasch
a. Signifikanzkorrektur nach Lilliefors

ANOVA

df Sig.
schen den Gruppen 1

Tabelle 19 Einfaktorielle ANOVA der Daten von tonischen Strdmen nach Strychninzu-

gabe. Verglichen werden die Daten der Scheinapplikationsgruppe mit den Daten mit 5
UM Org 24598.
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