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1. Einleitung

1.1 Medikamentensynthese
Adolf von Baeyer synthetisierte 1864 die Barbituratsdure aus der Kondensation

von Malonsaure mit Harnstoff unter Zugabe eines Alkali-Alkoholats. Diese
Verbindung wies weder sedierende, noch hypnotische Effekte auf.

Das erste hypnotisch wirkende Barbiturat, Diethylbarbiturat, wurde 1903 durch
Hermann Emil Fischer und Josef Freiherr von Mering beschrieben (Leo Levi,
1957). Die Entwicklung weiterer Derivate erfolgte durch Ernest H. Volwiler, ein
bedeutender Erfinder auf dem Gebiet der andsthesiologischen Pharmakologie.
Er entdeckte 1930 Pentobarbital und 1936, zusammen mit Donalee L. Tabern,

Thiopental (Abott Laboratories).
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Abb. 1 Strukturformeln der in dieser Arbeit untersuchten Barbiturate. A zeigt das Barbituratgerist,
R; und R, stellen die Reste der Malonsaureester dar; B: Thiopental (5-ethyl-5-(1-methylbutyl)-2-
Thiobarbituratsaure); C: Pentobarbital (5-ethyl-5-(I-methylbutyl) Barbituratsaure).



Die klinische Verwendung von Allgemeinanésthetika hat die Chirurgie
revolutioniert. Denn Allgemeinanasthetika rufen eine reversible Dampfung des
zentralen Nervensystems hervor. Wichtig fur die Allgemeinanasthesie ist dieser
weitgehende Verlust von korpereigenen Reaktionen, die gewohnlich durch &ul3ere
sensorische Reize ausgeldst werden. Von zentraler Bedeutung ist die
Unterdrickung von Schmerzreiz-induzierten Bewegungen, die insbesondere durch
spinal vermittelte Wirkungen intravendser oder inhalativer Anasthetika
herbeigefuhrt wird. Arbeiten von Karasowski und Harrison (Karasowski and
Harrison, 1999) zeigten, dass die Aktivitat ligandengesteuerter lonenkanale durch
zahlreiche Allgemeinanasthetika beeinflusst wird. Die Erkenntnis der molekularen
Wirkmechanismen dieser Substanzen ist Gegenstand der aktuellen Forschung.
GABAa-Rezeptoren sind eine bedeutende molekulare Zielstruktur, an der viele
klinisch verwendete Allgemeinanésthetika angreifen (Antkowiak, 1999; Hentschke
et al., 2005). Diese Rezeptoren sind lonenkanéle, die durch den Transmitter
y-Aminobuttersaure (GABA) aktiviert werden.

In der von Campagna und Kollegen (Campagna et al., 2003) veroffentlichten
Ubersichtsarbeit werden zahlreiche Studien zitiert, die zeigen, dass viele
Narkosemittel in klinisch relevanten Konzentrationen die Funktionsweise von

GABAa-Rezeptoren beeinflussen.



1.2 Molekularer Aufbau von GABA - und Glycin-Rezeptoren
Abbildung 2 zeigt schematisch den Aufbau von GABAa-Rezeptoren.

Diese lonenkanéle setzen sich aus funf Proteinuntereinheiten zusammen
(Langosch et al., 1988; Cooper et al., 1991), die so arrangiert sind, dass in ihrer

Mitte eine fur Chloridionen durchlassige Pore gebildet wird (Ernst et al., 2003).

Abb. 2

Abb. 2 Die raumliche Anordnung des GABA,-Rezeptors in der Plasmamembran mit seinen funf
Untereinheiten.

Wie in Abbildung 3 dargestellt, weisen Proteinuntereinheiten von GABAs—
Rezeptoren jeweils ein langes N-terminales Ende, vier transmembrandse
Domaénen (M1 - M4), eine intrazellulare Schleife sowie ein kurzes C-terminales
Ende auf (Karasowski and Harrison, 1999). Heute sind zahlreiche unterschiedliche
Subtypen von GABAa-Rezeptoren bekannt, die sich in ihren Untereinheiten
unterscheiden.

Im Nervensystem von Saugern wurden bisher 19 verschiedene GABAx-Rezeptor-
Untereinheiten entdeckt. Hierzu zahlen die ai.6, B1-3, Y1-3, 0, €, 6 (Barnard et al.,
1998; Bonnert et al., 1999) sowie 11 und p;-3 Untereinheiten (Barnard et al., 1998).
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Abb.3 Aufbau einer Untereinheit des GABA,-Rezeptors mit ihren vier transmembrandsen
Segmenten (TM 1 - 4), modifiziert nach Karasowski MD and Harrison NL (1999).

Abb. 4 Schematische Darstellung des GABA,—Rezeptors aus der Sicht von oben. Die Schnittebene
liegt im Bereich der Zellmembran. Der im Zentrum liegende lonenkanal wird von den TM 2-
Segmenten der funf Protein-Untereinheiten gebildet, modifiziert nach Karasowski MD and Harrison
NL (1999).

Da sich GABAa-Rezeptoren Heteropentamere bilden, die sich aus
unterschiedlichen Protein-Untereinheiten zusammensetzen, wurden zahlreiche
Subtypen im Zentralnervensystem entdeckt. Der Subtyp, der am h&ufigsten
vorkommt, ist in Abbildung 2 dargestellt. (Stephenson, 1988; McKernan and
Whiting, 1996; Barnard et al., 1998; Bormann, 2000). Es wird vermutet, dass
dieser lonenkanal durch die im Uhrzeigersinn angeordneten Untereinheiten y,-a;-
B2-a1-B2 gebildet wird. Mehr als 60 % aller GABAa-Rezeptoren besitzen diese
Kombination von Proteinuntereinheiten. Allerdings ist dieser Subtyp fur die
Anasthesie von untergeordneter Bedeutung (Reynolds et al., 2003).
GABAa-Rezeptoren, die wahrscheinlich fur die An&sthesie relevant sind, weisen
zwei da,-, zwei B3- sowie eine yz-Untereinheit auf (Drexler et al., 2006).

Abbildung 4 zeigt in Aufsicht, ohne die Subtypen zu spezifizieren, eine
schematische Darstellung des Rezeptors. Diesen strukturellen Aufbau weisen alle

GABAa-Rezeptoren auf. Ihnen ist gemeinsam, dass die TM2-Segmente der



Untereinheiten zur Mitte ausgerichtet sind und die fir Anionen permeable Pore
auskleiden. Die y-Aminobuttersdure (GABA) und Glycin z&hlen zu den wichtigsten
hemmenden Botenstoffen im Zentralnervensystem (ZNS). Wahrend GABA fast in
allen Korperregionen vorkommt, ist Glycin vor allem im Rickenmark und im
Stammbhirn als hemmender Neurotransmitter von Bedeutung (Kuhse et al., 1995;
Zafra et al., 1997). Der Glycin-Rezeptor ist ebenso wie der GABAx-Rezeptor fur
Chlorid-lonen permeabel. Verschiedene Autoren konnten zeigen, dass sich Glycin-
Rezeptoren aus a;.4und B Untereinheiten zusammensetzen (Betz, 1991, Betz,
1992; Kuhse et al., 1995; Zafra et al., 1997; Rajendra et al., 1997). Funf dieser
Untereinheiten bilden einen funktionellen lonenkanal.

Abbildung 5 veranschaulicht die wichtigen gemeinsamen Merkmale und
Unterschiede von GABAa- und Glycin-Rezeptoren.

Abb.5

Abb. 5 Schematische Darstellung des pentameren Aufbaus von GABA,- und Glycin-Rezeptoren



1.3 Modulatoren des GABA a-Rezeptors
Pharmaka, die an GABAa-Rezeptoren angreifen, konnen diese entweder tGber eine

GABA-mimetische (agonistische) Wirkung direkt aktivieren oder den Rezeptor in
seiner Funktionsweise modulieren. Die Bindungsstelle von Modulatoren ist von der
des naturlichen Liganden verschieden. Damit Modulatoren tberhaupt wirken
kénnen, muss der Agonist GABA bereits am Rezeptor gebunden sein.
Modulatoren verandern die durch GABA-induzierte Aktivierung des Rezeptors.

Im Klinisch relevanten Konzentrationsbereich wirken Allgemeinanésthetika positiv
modulatorisch, d.h. sie verlangern das durch GABA induzierte Offnen des
lonenkanals (Belelli et al., 1999). Im Bereich sehr hoher Konzentrationen werden
GABAAa-Rezeptoren durch Anasthetika auch dann gedffnet, wenn die GABA-

Bindungsstellen nicht besetzt sind (agonistische oder GABA-mimetische Wirkung).

1.4 Synapsen
GABAerge Synapsen sind ein zentraler Wirkort fir Anasthetika.

Die an diesen Synapsen ablaufenden physiologischen Prozesse sind in

Abbildung 6 dargestellt. Erzeugt ein Neuron, das den Transmitter GABA freisetzt,
ein Aktionspotential, dann wird dieses Uber das Axon zum prasynaptischen
Endkopfchen weitergeleitet. Dort werden spannungsabhangige Kalziumkanale
geoffnet. Aufgrund des Einstromens von Kalzium-lonen steigt die
Kalziumkonzentration im prasynaptischen Endkdpfchen. Hierdurch werden Vesikel
mobilisiert, die den Botenstoff GABA enthalten.

Diese Vesikel wandern zur prasynaptischen Membran, mit der sie fusionieren.
Danach wird y-Aminobuttersaure (GABA) in den synaptischen Spalt ausgeschiittet,
was zu einer raschen Steigerung der GABA-Konzentration fuhrt. Indem die y-
Aminobuttersiure an postsynaptische GABAa-Rezeptoren anbindet, werden diese
ligandengesteuerten lonenkanéle aktiviert. Dies fuhrt zu einer
Konformations&nderung der Kanéle, die dann fir Chloridionen durchlassig werden.
Durch den gedffneten GABAa-Rezeptor kommt es zum einwaérts gerichteten

Chloridioneneinstrom in die postsynaptische Zelle. Da elektrisch negativ geladene



lonen in die Zelle gelangen, wird die Zellmembran hyperpolarisiert und die
postsynaptische Zelle gehemmt (Olsen RW and DelLorey TM, 1999).

Der Rezeptorstrom weist initial einen steilen Anstieg auf, da zahlreiche GABAx-
Rezeptoren gleichzeitig gedffnet werden. Danach dissoziiert der Agonist von seiner
Bindungsstelle, und es resultiert ein exponentieller Abfall des Rezeptorstromes.
Die molekularen Prozesse, die diesem exponentiellen Abfall zugrunde liegen, sind
komplex. Neben der Dissoziation des Agonisten scheint auch eine
Desensitisierung der Rezeptoren von Bedeutung zu sein. Der Begriff
,Desensitierung” bezeichnet das spontane Schliel3en von GABA-Rezeptoren,
obwohl die beiden GABA-Bindungsstellen noch besetzt sind. Damit ein Rezeptor
aus einer desensitisierten in eine aktivierbare Konformation tibergehen kann, muss
zunéchst der Agonist die Bindungsstellen verlassen (Cash DJ and Subbarao K,
1987).

Im synaptischen Spalt erreicht die GABA-Konzentration innerhalb weniger
Millisekunden nach dem Beginn der prasynaptischen Freisetzung wieder den
Ruhewert. Deutlich langer bleiben die GABA-Molekile an ihrer Bindungsstelle am
Rezeptor gebunden. Der postsynaptische Strom klingt deshalb vergleichsweise
langsamer ab. Aufgetragen ist in Abbildung 6 der Zeitverlauf dieses Stromes als
rote Kurve. In blau dargestellt ist der Zeitverlauf unter Einwirkung von Anasthetika,
die das Abklingen des Rezeptorstromes verlangsamen. Uberwiegend wird der
Strom durch die kinetische Eigenschaft aktivierter GABAa-Rezeptoren bestimmt
und weniger durch die GABAerge Konzentration im synaptischen Spalt (Mody and
Pearce, 2004). Die Halbwertszeit des Stromes ist umso groR3er, je starker die

Affinitat von GABA zum Rezeptor ist.
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Abb.6

Abb. 6 Ein GABAA-Rezeptor, eingebettet in die Lipiddoppelmembran. Indem die prasynaptischen
Vesikel mit der Membran verschmelzen, wird der hemmende Neurotransmitter GABA in den
synaptischen Spalt entlassen. Hierdurch wird eine sprunghafte und transiente Aktivierung
postsynaptischer GABA,-Rezeptoren induziert, die fiir Chloridionen durchlassig werden. Die

Stréme, welche die postsynaptische Zelle hemmen, haben eine Halbwertszeit von etwa 10 ms.

1.5 Komponenten der Allgemeinanasthesie
Allgemeinanasthesie weist verschiedene Komponenten auf. Ihre wichtigen

Teilaspekte sind: Analgesie, Amnesie, Hypnose, Muskelrelaxation, Anxiolyse und
Immobilitat. Diese Komponenten sind je nach Art des chirurgischen Eingriffes von
unterschiedlicher Bedeutung. Eine ausreichende Analgesie soll die Ausbildung
eines Schmerzgedachtnisses, eine dauerhaft bestehende Sensitivierung der
Schmerzbahn und nicht zuletzt verstarkte postoperative Schmerzen verhindern.

Amnesie und Hypnose sollen ein bewusstes Erleben des operativen Eingriffs



sowie ein hiermit verbundenes Erinnern unterbinden. Erinnerungen an Eingriffe,
die durch intraoperative Wachheit bedingt sind, werden von den Patienten als
psychisch belastend empfunden. Durch die Muskelrelaxierung werden
Abwehrbewegungen des Patienten unterdriickt. Zudem erdffnen Muskelrelaxantien
bei bestimmten Eingriffen den Zugang zum Operationsgebiet. Probleme, die
vorrangig bei der Narkoseeinleitung aufgrund von Angst und Unruhe des Patienten
entstehen kdnnen, werden durch Axiolytika vermieden.

Immobilitat ist Unterdrickung willkurlicher und unwillkirlicher motorischer
Reaktionen.

Die vorliegende Dissertation beschéftigt sich mit spinalen Mechanismen, die an der
immobilisierenden Wirkung von Barbituraten beteiligt sind.

1.6 Die Bedeutung interneuronaler Netzwerke im Vord  erhorn des
Ruckenmarks fur die Vermittlung von Immobilit at
Stereotype motorische Aktionen werden durch neuronale Netzwerke gesteuert, die

im Vorderhorn des Ruckenmarks lokalisiert sind (Marder et al., 1996; Beato et al.
1999; Kiehn, 2006). Diese Netzwerke, auch Central Pattern Generators (CPGs)
genannt, bilden funktionelle Einheiten, die die Muskulatur durch zeitlich
koordinierte Aktionspotentialaktivitat steuern. Anasthetika wirken immobilisierend,
weil sie die Aktivitat und Erregbarkeit dieser spinalen Netzwerke vermindern (Jinks
et al., 2005; Collins et al., 1995). Braschler und Spenger sowie weitere Autoren
haben die Entwicklung sowie die funktionellen Eigenschaften von CPGs an
organotypischen Ruckenmarksschnittkulturen untersucht (Braschler et al., 1989;
Spenger et al., 1991; Ballerini et al., 1999; Ballerini and Galante, 1998; Darbon et
al., 2002). Mit Hilfe des gleichen in vitro-Modells wurden in spéateren Arbeiten
Wirkungen von Anasthetika auf die Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone

untersucht.



1.7 Allgemeinanésthetika unterscheiden sich in ihre r Effektivitat, die spinale
Netzwerkaktivitat zu hemmen
Volatile Anasthetika wie Enfluran, Isofluran und Sevofluran unterdriicken spontan

entstehende Aktionspotentiale im Vorderhorn des Rickenmarks vollstandig, wenn
hohe, aber noch klinisch relevante Konzentrationen verabreicht werden (Grasshoff
and Antkowiak, 2004; Grasshoff and Antkowiak, 2006). Eine vollige Hemmung der
neuronalen Aktivitat konnte mit Propofol und Etomidat, zwei klinisch verwendeten
Vertretern intraventser Anasthetika, nicht erreicht werden, selbst wenn extrem
hohe Dosierungen eingesetzt wurden (Grasshoff and Antkowiak, 2004; Grasshoff
et al., 2006 b). Die maximal erreichbare Unterdriickung der Netzwerkaktivitat
betrug ca. 60 % (Grasshoff and Antkowiak 2004; Grasshoff et al., 2006 a).
Weiterfihrende experimentelle Studien an organotypischen Gewebeschnitten des
Ruckenmarks ergaben, dass die hemmende Wirkung von Propofol und Etomidat
auf der molekularen Ebene ausschlief3lich Uber y-Aminobuttersdure—Rezeptoren
Typa (GABAA) vermittelt wird (Grasshoff and Antkowiak, 2004; Grasshoff et al.,
2006). Volatile Anasthetika hingegen wirken Glber GABAa-Rezeptoren, Glycin-
Rezeptoren und Uber weitere lonenkanéle (Campagna et al., 2003).

Diese Ergebnisse stimmen mit jenen von Belelli und Mitarbeitern (Belelli et al.,
1999) uberein, die Wirkungen verschiedener Anasthetika auf GABAa- und Glycin-
Rezeptoren untersucht haben, die in Oocyten exprimiert wurden.

Im Rahmen dieser Studien wurden die Wirkungen von Halothan und Isofluran und
anderer Anasthetika im Bereich klinisch relevanter Konzentrationen quantifiziert.
Wahrend volatile Anasthetika Strome durch Glycin-Rezeptoren potenzierten
(Downie et al., 1996), zeigten intravendse Anasthetika wie Propofol und
Pentobarbital keine vergleichbaren Effekte (Downie et al., 1996; Pistis et al., 1997;
Mascia et al., 1996). Im klinisch relevanten Konzentrationsbereich wurden
ausschlie3lich GABAa-Rezeptoren durch Propofol und Pentobarbital moduliert,
wobei eine Potenzierung der Rezeptorstrome von mehr als 200 % gemessen

wurde.
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1.8 Fragestellung
Diese Ergebnisse implizieren, dass Anasthetika die Aktivitat spinaler Neurone

umso starker unterdriicken, je mehr molekulare Zielstrukturen involviert sind. Diese
Arbeitshypothese ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt. Dabei werden in der
linken Kolumne die molekularen Wirkungen volatiler Anasthetika, in der Mitte die
molekularen Zielstrukturen intravendser Anasthetika veranschaulicht und rechts
der noch unklare Wirkmechanismus von Barbituraten aufgezeigt.

Volatile Anasthetika scheinen durch ihre vielseitigen molekularen Wirkungen, tber
GABAa-Rezeptoren, Glycin-Rezeptoren und andere lonenkanéle, eine starkere
Unterdrtickung der neuronalen Aktivitat herbeizufiihren als Propofol und Etomidat.
Die vergleichsweise selektiv wirkenden intravendsen Anasthetika greifen

ausschlie3lich Uber GABAa-Rezeptor an.

Anasthetika
A/ l \A

Volatile Etomidat, Propofol Barbiturate

|

Non-GABAA
Non-Glycin

Abb. 7
Abb. 7 Schema der Arbeitshypothese.
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Eine Beantwortung der Frage, durch welche molekularen Zielstrukturen die
anasthetischen Eigenschaften von Barbituraten vermitteln werden, ist auf der
Grundlage der aktuellen Literatur nur schwer maoglich, da unterschiedliche Studien
auf verschiedene Wirkaspekte der Barbiturate fokussieren und die Studien zudem
an sehr unterschiedlichen in vitro-Modellen durchgefiihrt worden sind.

So wird in einer Untersuchung berichtet, dass Thiopental und Pentobarbital ihre
Wirkungen hauptsachlich tber GABAx-Rezeptoren entfalten (Lukatch and Maclver,
1996; Belelli et al., 1999; Dickinson et al., 2002; Yang et al., 2006).

Andere Autoren kommen zu dem Schluss, dass Thiopental auch tber Glycin-
Rezeptoren wirkt, die im Rickenmark eine entscheidend Rolle einnehmen
(Hadipour-Jahromy and Daniels, 2003).

Insbesondere im Bereich hoher Konzentrationen kénnen weitere molekulare

Mechanismen von Bedeutung sein (Liu H et al., 2006; Ohtsuka et al., 2006).

Mogliche Ursachen fir die Divergenz der Literaturdaten, die zum
Wirkmechanismus der Barbiturate erhoben wurden, liegen somit im untersuchten
Konzentrationsbereich und in den fir die Untersuchungen verwendeten in vitro-
Modellsystemen.

In der vorliegenden Studie am Vorderhorn des Ruckenmarks wurden
Charakteristika der Barbiturate Thiopental und Pentobarbital in Bezug auf die
anasthetische Effektivitat und molekulare Spezifitat beleuchtet. Hierbei war die
Frage leitend, inwieweit durch Thiopental und Pentobarbital die spontane Aktivitat
von Interneuronen im Vorderhorn unterdriickt wird und ob hierfur ausschlief3lich
GABAa-Rezeptoren verantwortlich sind.

Die Hypothese einer GABA-selektiven Wirkung von Barbituraten basiert auf den
weiter oben dargestellten Ergebnissen von Belelli und Mitarbeiter (Belelli et al.,
1999), die an exprimierten Rezeptoren gewonnen wurden. Es war jedoch vollig
unklar, ob diese Resultate auf wesentlich komplexere neuronale Systeme wie
Gewebeschnitte mit synaptisch interagierenden Nervenzellen Gbertragen werden

koénnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Praparation organotypischer Rickenmarks-Zellkul turen
Eine Methode zur Herstellung und Kultivierung von Gewebsschnitten, die aus

unterschiedlichen Regionen des ZNS isoliert werden kénnen, wurde 1981 erstmals
durch Gahwiler (Gahwiler, 1981) beschrieben. Diese organotypische
Kultivierungsmethode wies einen entscheidenden Vorteil im Vergleich zu
dissoziierten Zellkulturen auf, da wichtige Differenzierungsprozesse wie die
Entwicklung gewebespezifischer Zelltypen auch ex vivo ablaufen.

Fur die vorliegende Arbeit wurden organotypische Gewebeschnitte des
Ruckenmarks nach der von Braschler und Kollegen (Braschler et al., 1989)
verbesserten Methode aus Mauseembryonen hergestellt. Hierfir wurden Wildtyp-
Mause 129/SV verpaart. Um den 14 - 15 Schwangerschaftstag wurden die Mause
mittels eines Halothan-Vapors 19.3 (Lubeck, Germany) tief narkotisiert und
anschliel3end mit einer Guillotine (Harvard apparatus, Edinbridge, Kent)
dekapitiert. Das Bauchfell wurde mit 99 %igem Alkohol (Ethanol,
Universitatsapotheke, Tibingen, Deutschland) desinfiziert und das Fell an der
Bauchseite vorsichtig und unter Erhalt des Peritoneums abpréapariert. Fur die
Préparation wurden Instrumente der Firma A. Dumont & Fils verwendet (A.
Dumont & Fils, Schweiz). Sodann wurde das Peritoneum eréffnet, der Uterus
aseptisch abgesetzt und in eine sterile Petrischale gegeben. Die Petrischale mit
dem Uterus und den darin enthaltenen Embryonen wurde unter einer Sterilbank
(BDK Luft & Reinraumtechnik GmbH, Reutlingen, Deutschland) zur weiteren
Préparation mit einer Kuhlplatte versehen. Unter einem Binokular (Leitz Wetzlar)
mit externer Kaltlichtbeleuchtung (Intralux 150H, Volpi, Denzlingen, Deutschland)
wurden nun die Embryonen von Uterus und Amnionsack befreit und umgehend in
einer mit eiskaltem Gey's (GBSS, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) gefillten Petrischale aufbewahrt. Gey's ist eine ausgeglichene
Salzlésung, die aus 1,5 mM CaCl,, 5 mM KClI, 0,22 mM KH,POg4, 11 mM MgCly,
0,3 mM MgSQOy4, 137 mM NaCl, 0,7 mM NaHCO3; und 33 mM D-Glucose besteht.
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Zur Kontrasterh6hung wurde eine dunkle Unterlage unter das Praparat geschoben.
AnschlieRend wurden die Embryonen dekapitiert und das Riickenmark von inneren
Organen und Gliedmalien befreit. Nach Ablésung der Dura mater wurde das
Ruckenmark in ein 1 cm langes und 5 mm dickes Agarquadrat eingebettet, in Agar
hochrein (Merck, Darmstadt, Deutschland), das mittig eine U-férmige Vertiefung
aufwies und vor Praparationsbeginn zubereitet wurde.

Fur die Zubereitung des Agars wurde eine Waage (Mettler PE 3600, Mettler,
Schweiz), eine Heizplatte mit integriertem Ruhrer (Heidolph MR 3001,
Deutschland), ein Warmeschrank (Certomat, B. Braun, Deutschland), Ruhrfische
und ein Rihrfischstab verwendet.

0,3 g des 1,5 %igen Agars wurden in 20 ml Gey's Salzlésung (GBSS, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) gekocht. Im noch heiRen und
somit fliissigen Zustand wurde der Agar in eine sterile Glaspetrischale gegeben.
Nach dem Erhérten wurde der Agar zugeschnitten. Das im Agar-Block
eingebettete Rickenmark wurde an den R&ndern mit Parafin verschlossen und auf
Eis gestellt, wahrend aus einem 2 %igen Agarstick, bestehend aus 2 g Agar in
100 ml 0,9 %iger NaCl, ebenfalls ein 1 cm langes und 10 mm dickes Agarquadrat
isoliert wurde. Das 2 %ige Agarquadrat wurde an einer Kantenlange mit
Sekundenkleber (Tesa Beiersdorf, Hamburg, Deutschland) bestrichen und
anschliel3end auf einem Teflonblock (Lee, Frankfurt, Deutschland) befestigt. Auf
gleiche Weise wurde mit dem 1,5 %igen Agarquadrat, das das Ruckenmark
enthielt, verfahren. Das 2 %ige Agarquadrat diente als Stltze, gegen das das

1,5 %ige gelehnt wurde. Unter dem Vibratom (Campden Instruments LTD
Vibroslice U.K.) mit gekiihlter Badkammer (Kaltetechnik Fryka, Esslingen,
Deutschland) wurden transversale Schnitte von 300 um angefertigt.

Noch vor der Praparation wurden Deckglaser 12 * 24 mm (Kindler O. GmbH & Co.
Mikroskopische Glaser, Freiburg, Deutschland) unter aseptischen Bedingungen mit
Poly-D-Lysin 70000 - 150000 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) beschichtet. Hierzu wurde nach Sterilisation der im 99 %igen,

kochenden Alkoholbad (Ethanol, Universitatsapotheke, Tubingen, Deutschland) fur
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20 min aufgereihten Deckglaser in wedelnden Bewegungen unter der Sterilbank
(BDK Luft & Reinraumtechnik GmbH, Reutlingen, Deutschland) abgeflammt und
dann in sterile Plastikpetrischalen gelegt. Sodann wurden 0,5 ml einer
Stammldsung zu 500 pg/ml Poly-D-Lysin mit 9,5 ml Aqua Destillata (Ampuva,
Fresenius Kabi, Bad Homburg Deutschland) unter der Sterilbank versetzt.
Mit 230 pl dieser Losung wurde jedes Deckglas unter sterilen Bedingungen zur
besseren Haftung der Rickenmarksschnitte beschichtet und fir ein bis zwei
Stunden ruhen lassen.
Anschlieend wurden die Deckglaser unter der Sterilbank zwei bis dreimal in Aqua
Destillata geschwenkt, somit abgewaschen und in eine sterile Glaspetrischale zum
Trocknen gegeben. Auf die getrockneten Deckglaser wurden nun die 300 uM
dicken Schnitte, die das Rickenmark sowie die Hinterwurzelganglien enthielten,
mit einer Pasteurpipette (A. Dumont & Fils, Schweiz) transferiert.
Im nachsten Schritt wurden die Ruckenmarksschnitte in ein Plasmakoagulat
gebettet, das aus 20 ul heparinisiertem Hihnchenplasma P3266 und 20 pl
Thrombin 10 000 U (beide von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland) bestand.
Die Deckglaschen mit den darauf haftenden Schnitten wurden nach der
Koagulation jeweils in ein Plastikkulturréhrchen (Nunc A/S Roskilde, Danemark)
gegeben, das 750 pl Nahrlésung enthielt.
Die sterile Nahrlésung setzte sich zusammen aus 100 ml Pferdeserum, 100 ml
Hanks, ausgeglichene Salzldsung mit Phenylrot (beide von Gibco, Invitrogen
GmbH, Karlsruhe, Deutschland), 4 ml 50 %ige D-Glucose, 2 ml Glutamat zu 200
mM und 200 ml Eagles Basalmedium ohne Glutamin (Rest Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland). Die Kulturrdhrchen wurden bei leicht
verschlossenem Deckel mit 5 %igem CO; bei einer Temperatur von 36 T fur ein
bis zwei Stunden begast.
Die anfanglich hohe CO,-Konzentration war notwendig, um den pH-Wert der
N&ahrlésung zu stabilisieren, so dass eine Alkalisierung des Mediums wahrend der
Kultivierung verhindert wird, wie Braschler und Mitarbeiter (Braschler et al., 1989)
zeigen konnten.
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Nach der eintéagigen Kultivierung durch die Roller-tube-Technik bei 36 T im
Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland), wurden 10 ul Zytostatika (10 pM 5-
Fluro-2-Deoxyuridine, 10 uM Cytosin-B-D-Arabino-Furanosid und 10 uM Uridin)
(alle von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zugesetzt, um
die Gliazellproliveration zu limitieren. Zweimal in der Woche wurde das
N&hrmedium ausgetauscht. In den ersten beiden Wochen wurde zuséatzlich 15 pl
des neuronalen Wachstumsfaktors (NGF, ebenfalls von Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zugeftuihrt. Das Zytostatikum wurde hingegen
einmal pro Woche tber einen Zeitraum von drei Wochen hinzugegeben, worauf die
Kulturen wieder jeweils fir ein bis zwei Stunden mit 5 %igem CO, begast wurden.
Nachdem die Schnittkulturen 14 Tage in vitro kultiviert worden waren, erfolgten die

pharmakologischen Untersuchungen mittels extrazellularer Messungen.

2.2 Roller-tube-Technik
Die Kultivierung der Riickenmarksschnitte erfolgte in einer mit 10 U/h rotierenden

und um funf Grad horizontal geneigten Trommel, die sich in einem
Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) bei 36 T befand. Die langsame
Rotation der Kulturrohrchen gewéhrleistete eine stetig wechselnde Flussigkeit-

Gas-Verteilung und sicherte damit eine ausreichende Oxygenierung.
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Ruckenmarkschnitte (300 pm)
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P'as’*2> + Thrombin
[=)
\ EQ
v
Plasmakoagulat
¥

N’stikrﬁhmhen
v

Nahrmedium 750 pl
+ Mitosehemmer
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Inkubation bei 37°C
(2-7 Wochen)

Trommel (10 Umdrehungen/h)

Abb. 8 Arbeitsschritte bei der Herstellung organotypischer Zellkulturen.

Abb. 8
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2.3 Elektrophysiologie
Fur die extrazellularen Messungen wurden Messelektroden aus

Borosilikatkapillaren (OD 1,0 mm, World Precisio Instruments, Berlin, Deutschland)
mit einem Puller (DMZ-Universal, Zeit-Instrumente, Augsburg, Deutschland)
gezogen, die einen Spitzendurchmesser von ca. 1 - 2 yM aufwiesen. Diese
Elektroden wurden anschlie3end mit kiinstlichem Liquor (ACSF) durch Einfiihren
einer feinen Micro-Fil-Kanule (World Precisio Instruments, Berlin, Deutschland), die
auf eine 1ml Einmalspritze (Handelsname ESTRA, ASKI, Danemark) gesteckt war,
geflllt. Diese ACSF bestand aus 120 mM NacCl, 3,3 mM KCI, 1,13 mM NaH2POa,,
26 mM NaHCOs3;, 1,8 mM CaCl,, und 11 mM D-Glucose (alle Chemikalien von
Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland), geldst in Aqua Destillata (Ampuva,
Fresenius Kabi, Bad Homburg Deutschland). AnschlielRend wurde diese Losung
mit 95 % O, und 5 % CO, versehen. Die mit ACSF gefillten Kapillaren wiesen
einen elektrischen Widerstand von zwei bis finf MQ auf. Die Messkammer bestand
aus einem Metallrahmen und einem Deckglasboden 24 « 32 mm (Kindler O. GmbH
& Co. Mikroskopische Glaser, Freiburg, Deutschland). Zur Positionierung der
Elektroden kam ein inverses Mikroskop (Modell Axiovert 135 M, Zeiss,
Deutschland) zum Einsatz. Uber den gesamten Messverlauf wurden die
organotypischen Rickenmarksschnitte, die in die Badkammer tberfihrt worden
waren, mit begaster ACSF-Losung umspult. Fur den Zu- und Abfluss der Lsung
sorgten jeweils IPC Peristaltik-Pumpen (Ismatec, Wertheim-Mondfeld,
Deutschland). In der Badkammer herrschte eine gleichbleibende Temperatur von
34 - 36 C, die durch einen angel6teten Heizdraht ( Philipps, Holland) eingestellt
und ein Digitalthermometer (Geisinger electronic, Deutschland) kontrolliert werden
konnte.

Die Position der Elektroden wurde in der Voreinstellung des Mikroskops so
gewahlt, dass die Messungen im Bereich des Rickenmarksvorderhorns

durchgefihrt werden konnten.
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Abb. 9

Abb. 9 Extrazellulare Ableitung kultivierter organotypischer Riickenmarksschnitte, zur Registrierung
von Aktionspotentialen, modifiziert nach Ballerini L, Galante M (1998) Eur J Neurosci 10: 2871-9.
VH Vorderhorn, HH Hinterhorn, DRG Dorsal root Ganglion, Kapillare zur extrazellularen Ableitung

rot eingezeichnet.

In der Feineinstellung wurden die Elektroden so auf dem Schnitt platziert, dass
Aktionspotentiale, extrazellulare Spikes, mit einer Amplitude von 100 pV deutlich
vom Messrauschen diskriminiert wurden.

Eine zusatzliche Elektrode wurde als Referenzelektrode Ag/AgCl 2 mm * 4 mm
(World Precisio Instruments, Berlin, Deutschland) in der Messkammer platziert.
Aufgezeichnet wurden die Aktionspotentiale (AP) und lokalen Feldpotentiale (LFP)
mittels eines PC, einer analog-digitaler Wandlerkarte Digidata 1200 AD/DA sowie
mit dem Computerprogramm Axoscope 9 (beide von Axon Instruments, Union City,
Kalifornien, USA).

Zusétzlich wurden zur kontinuierlichen Kontrolle der Messungen die im
Gewebeschnitt aufgezeichneten elektrischen Signale in akustische Signale
umgewandelt und durch Lautsprecher (MPI biologische Kybernetik, Tubingen,
Deutschland) hdrbar gemacht. Zur weiteren Datensicherung der Signale wurde ein
mit den Aufnahmegeraten verschalteter Kassettenrekorder (Modell PC 204A Sony
digital instrumentation cassette recorder, Racel Elektronik, Bergisch Gladbach,

Deutschland) verwendet.
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Die Aktionspotentiale (APs) (200 - 2000 Hz) wurden durch einen digitalen
Bandpass mit einem Durchlassbereich zwischen 3 - 10 kHz von den lokalen
Feldpotentialen (LFP) (1 - 10 Hz) getrennt. Eine Signalabschwéchung von 30 dB
im Bandpassbereich und 0,5 dB im Durchlassbereich wurden durch den
Tiefpassfilter erreicht. Die Amplitude des Hintergrundrauschens betrug ca. 50 pV.
Die registrierten Signale liel3en sich als Einzel- oder Multinetzwerkableitung
klassifizieren. Abbildung 10 zeigt Ausschnitte aus Originalaufzeichnungen. Hierbei
wurde in 10 A von wenigen Zellen abgeleitet, die Darstellung in 10 B zeigt zum

Vergleich eine Ableitung der Netzwerkaktivitat vieler Zellen.

0,125 mV ’

2s 2s
Abb. 10

Abb. 10 Originalaufzeichnung extrazellularer Messungen an Rickenmarksschnittkulturen.
Dargestellt sind abgeleitete Aktionspotentiale weniger Zellen in A und vieler Zellen in B.

Gepunktet dargestellt ist die Schwelle, die nach Durchsehen der Daten festgelegt wurde.
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2.4 Herstellung von Testldsungen und anschliel3ende Messungen
Die zu testenden intravendsen Anasthetika Thiopental und Pentobarbital (beide

von Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) wurden

in den Konzentrationen 2,5, 5, 10, 20, 50, 75 und 150 uM untersucht.

Beide Medikamente wurden in ACSF gel6st, die zuvor mit 95 % Sauerstoff und

5 % Kohlenstoffdioxid begast worden waren. Die Anasthetika wurden mittels eines
Perfusionssystems in die Badkammer geleitet, in der sich die kultivierten
Ruckenmarksschnitte befanden. Hierzu wurden gasdichte Perfusorenspritzen
(ZAK, Medizintechnik, Marktheidenfeld, Deutschland) in eine Spritzenpumpe
(Harvard apparatus, Edinbridge, Kent) eingelegt. Diese waren tber
zwischengeschaltete Ventile mit der Badkammer durch Teflonleitungen verbunden
(beide von Lee, Frankfurt, Deutschland). Die durchschnittliche Flussrate betrug ein
1 ml/min.

Zu Beginn jeder Messreihe wurden Kontrolimessungen mit ACSF durchgefthrt.
Funf Minuten nach dem Umschalten der Testldsungen waren die Auswirkungen
von Thiopental oder Pentobarbital auf die Aktionspotentialmuster vollstandig
ausgepragt. Um bei den Aufzeichnungen Steady-state Bedingungen zu
garantieren, erfolgten die Messungen erst zehn Minuten nach dem Beginn des
Einwaschens der Testlosungen. Eine Messzeit von mindestens einer Stunde war
fur ein gelungenes Experiment nétig, um die Kontrollaktivitat, die Wirkung der zu
testenden Pharmaka und die neuronale Aktivitat nach dem Auswaschen der

Pharmaka zu erfassen.
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2.5 Versuchsprotokoll
Nachdem eine fur die Durchfiihrung der extrazellularen Ableitung geeignete Stelle

im Praparat gefunden war, wurde die Grundaktivitat ca. 10 Minuten lang
beobachtet. Waren die Aktivitatsmuster stabil, dann wurde eine dreiminltige
Kontrollmessung der Spontanaktivitat durchgefuhrt. Anschliel3end wurde Uber
einen Zeitraum von 10 min die Testlésung (Thiopental 50 uM) appliziert, gefolgt
von der dreiminitigen Messung, bei der unter Aufrechterhaltung der Applikation
des Medikaments die Auswirkungen der Testsubstanz auf die Spontanaktivitat in
den Zellkulturen aufgezeichnet wurde. Danach erfolgte der Einwasch mit der
nachst héheren Barbituratkonzentration (75 uM), ebenfalls 10 min lang,
anschliel3end eine Messung von drei Minuten. Dann erfolgte die Applikation von
150 uM Thiopental und eine weitere dreiminttige Aufzeichnung.

Daran schloss sich der 10minitige Auswasch der Medikamente und nachfolgend
die dreiminltige Messung an. Gemessen wurde immer in aufsteigender
Medikamentenkonzentration. Es erfolgten Versuche bei Konzentrationen von 10
und 20 uM Thiopental sowie bei 2,5 und 5 uM. Vergleichbar aufgebaute
Versuchsreihen wurden auch fir das zweite zu testende Barbiturat, Pentobarbital,
durchgefihrt.

In weiteren Versuchen zum Wirkmechanismus der Testsubstanzen sollte geklart
werden, ob Barbiturate die spinale Netzwerkaktivitat ausschlie3lich tiber GABAa-
Rezeptoren hemmen. Es wurden hierzu die Effekte von Thiopental und separat fir
Pentobarbital in Anwesenheit des spezifischen Rezeptorantagonisten Bicucullin
(100 uM) gepruft. Ferner wurden die Auswirkungen des spezifischen
Rezeptorantagonisten Strychnin (1 uM) fur Thiopental sowie
Pentobarbitalkonzentrationen (20 uM und ebenfalls 75 uM) untersucht (alle
aufgefuhrten Medikamente Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland).
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Abb. 11

Abb. 11 Zeitlicher Verlauf der durchgefiihrten Versuche.

Die verstarkten horizontalen Balken zeigen die Phasen der Datenregistrierung an. A und B zeigen

die Versuchsprotokolle fiir Thiopental und Pentobarbital. Mit den in C und D dargestellten

Protokollen wurden Wirkungen von Thiopental in Anwesenheit des spezifischen

Rezeptorantagonisten Bicucullin bzw. Auswirkungen des spezifischen Rezeptorantagonisten

Strychnin untersucht. E und F entsprechen den Versuchen in C und D, allerdings wurde hierbei

Pentobarbital untersucht.
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2.6 Datenauswertung
Fur die Datenanalyse wurden speziell erstellte Programme (Dr. Harald Hentschke,

Dr. Bernd Antkowiak) sowie die Software-Pakete OriginPro Version 7 (OriginLab
Corporation, Northampton, Massachusetts, USA) und MATLAB Version 6 (The
MathWorks Inc., Natick, Massachusetts, Amerika) verwendet. Zur Detektion der
Aktionspotentiale wurde, wie in Abbildung 10 gezeigt, nach Durchsehen der Daten
eine Schwelle festgelegt. Die neuronale Aktivitat wurde als Einzel- und
Multieinheiten registriert. Die Anzahl von Schwellenlbertritten diente als
guantitativer Parameter der neuronalen Aktivitat.

Die Aktionspotentiale erschienen zumeist gruppiert in so genannten Bursts, die
durch Ruheperioden voneinander getrennt waren. Ein Burst wurde definiert als
eine Gruppe von Aktionspotentialen, die ein Inter-Spike-Intervall von weniger als
0,5 s aufwiesen. Die Burst-Rate wurde definiert als die Frequenz der Bursts in
einem Zeitfenster von 180 s. Zur Quantifizierung der Spitzenaktivitat innerhalb der
Bursts wurden die Burstsphasen in 50 ms breite Segmente unterteilt.

Zur statistischen Auswertung wurde der zweiseitige Student-t-test sowie die
einseitige Varianzanalyse (ANOVA) herangezogen. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwert + Standardfehler angegeben. Dosis-Wirkungskurven wurden mit Hilfe
der Hill-Gleichung, wie von Antkowiak und Helfrich beschrieben (Antkowiak and
Helfrich, 1998), oder mittels der Boltzmann-Gleichung gefittet. Aus den gefitteten

Konzentrations-Wirkungs-Kurven wurden die ECso-Werte interpoliert.
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3. Ergebnisse

3.1 Wirkungen von Thiopental und Pentobarbital auf die
spontane Aktionspotentialaktivitat von Intern euronen des
Vorderhorns kultivierter Rickenmarksschnitte

Nachdem spinale Gewebeschnitte Giber einen Zeitraum von 14 Tagen ex vivo

kultiviert worden waren, konnte in diesen Praparaten spontane neuronale Aktivitat
registriert werden. Uber einen Zeitraum von zwei bis fiinf Wochen blieben die
Burst- und Feuerraten der Interneurone des Vorderhorns, an denen die
Untersuchungen durchgefuhrt wurden, weitgehend stabil (Grasshoff and
Antkowiak, 2004). Représentative Beispiele solcher Messungen unter
Kontrollbedingungen und mit Barbituraten sind in Abbildung 12 (Thiopental) und in
Abbildung 13 (Pentobarbital) dargestellt. Die gemessenen Spuren zeigen spontan
erscheinende Aktionspotentiale, wobei kiirzere Aktivitatsphasen durch
Ruheperioden voneinander getrennt sind. Die spontane Netzwerkaktivitat wird
durch Barbiturate konzentrationsabhéangig verringert. Aus den Messdaten wurden
gebinnte Feuerraten berechnet, die fir Thiopental in Abbildung 14, fur
Pentobarbital in 15 dargestellt sind. Im Vergleich zur Kontrollmessung war in
Gegenwart von Thiopental (10 und 20 uM) die mittlere Feuerrate der Neurone
vermindert. Die zeitliche Struktur der neuronalen Aktivitat blieb jedoch weitgehend
erhalten. Signifikante Unterschiede in den Feuermustern, insbesondere das
Auftreten von langen Ruhephasen, hatte zu einer Stufenbildung in den kumulativ
gebinnten Daten gefiihrt, die in Abbildung 16 und 17 dargestellt sind. Die
dargestellten Zeitverlaufe weisen jedoch unter allen Bedingungen einen
kontinuierlichen Verlauf auf, wobei sich die Steilheit der Kurven

konzentrationsabhéngig verringert.
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Abb. 12 Konzentrationsabhangige Wirkungen von Thiopental auf spontane Aktionspotential-
Aktivitat in organotypischen Gewebekulturen des Riickenmarks. Dargestellt sind Ausziige der
Messungen unter Kontrollbedingungen in A, in Anwesenheit von 10 uM Thiopental in B und 20 pM
in C. Die durchschnittlichen Feuerraten betrugen unter Kontrollbedingungen 8,6 Hz und unter
Einwirkung von 10 uM bzw. 20 uM Thiopental 5,2 Hz und 2,3 Hz. Die Burst-Raten lagen in der
Kontrolle bei 0,3 Hz, nach Zugabe von 10 uM Thiopental bei 0,3 Hz und nach Applikation von 20
MM Thiopental bei 0,4 Hz.
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Abb. 13

Abb. 13 Auswirkungen von Pentobarbital auf die Aktionspotential-Aktivitat in organotypischen
Ruckenmarksschnitten. Dargestellt sind Ausziige von Aufzeichnungen unter Kontrollbedingungen in
A, in Anwesenheit von 10 uM Pentobarbital in B und von 20 uM Pentobarbital in C. Die mittleren
Feuerraten betrugen in der Kontrolle 6,0 Hz, 3,8 Hz unter Einwirkung von 10 uM und 2,9 Hz in
Gegenwart von 20 uM Pentobarbital. Die Burst-Raten betrugen unter Kontrollbedingungen 0,15 Hz,
unter Zugabe von 10 uM bei 0,3 Hz und durch Zugabe von 20 uM Pentobarbital bei 0,2 Hz.
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Abb. 14 Wirkung von Thiopental auf die gebinnte Aktionspotential-Aktivitat Gber den gesamten
Zeitraum der Aufnahme von 180 s. Die Breite der einzelnen Bins betragt 200 ms.
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Abb. 15 Wirkung von Pentobarbital auf die Aktionspotential-Aktivitat Gber einen Zeitraum von 180 s.
Die Binbreite betragt 200 ms.
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Abb. 16 Wirkung von Thiopental auf die kumulierte Spike-Aktivitat. Die Kurvenverlaufe zeigen eine
kontinuierlich hohe Aktivitat iber die gesamte Messdauer, wobei das Barbiturat die Feuerrate

konzentrationsabhangig reduziert.
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Abb. 17

Abb. 17 Effekte von Pentobarbital auf die kumulierte Spike-Aktivitat. Die Wirkungen von
Pentobarbital entsprechen qualitativ den in Abbildung 16 dargestellten, mit Thiopental erzielten
Resultaten.
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Zudem wurden die Auswirkungen verschiedener Konzentrationen beider
Barbiturate auf die durchschnittliche Feuerrate spinaler Interneurone untersucht.
Die entsprechenden Konzentrations-Wirkungskurven fir Thiopental und
Pentobarbital sind in den Abbildungen 18 und 19 dargestellt.
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Abb. 18 und Abb. 19 Konzentrationsabhéngige Wirkungen von Thiopental und Pentobarbital auf die
spontane Aktivitat von Interneuronen im Vorderhorn des Rickenmarks. Beide Barbiturate bewirken
eine Konzentrationsabhéangige Unterdriickung der Spontanaktivitat, wobei im Bereich der

getesteten Konzentrationen eine vollstandige Hemmung nicht erreicht wird.

Fur jede der untersuchten Konzentrationen von Thiopental in Abbildung 18 und
von Pentobarbital in Abbildung 19 wurden der Mittelwert und der Standardfehler
aus einer Anzahl von acht bis zehn erfolgreichen Messungen errechnet. Die
Dosis—Wirkungskurve in Abbildung 18 wurde mit Hilfe der Hillgleichung gefittet
(R?=0,987). Aus der Ausgleichskurve ergibt sich fiir Thiopental ein ECso-Wert von
16,6 + 2,4 uM. Die maximal erreichbare Unterdriickung von Aktionspotentialen
betragt 87,3 =+ 5,0 %. Abbildung 19 zeigt die Dosis—Wirkungskurve, die ebenfalls
Uber einen Hill-Fit angepasst wurde. Die Gite der Anpassung liegt bei

R?= 0,996. Der ECso-Wert fiir Pentobarbital betragt 32 pM.

Dieser Wert wurde, da ein Steady-state nicht erreicht wurde, als halbomaximale

Verringerung der Feuerrate definiert.
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Die maximale Wirkung in der Unterdriickung von Aktionspotentialen wurde in

diesem Fall auf 100 % festgelegt.

3.2 Wirkung von Barbituraten auf die abgegebenen
Feuermuster spinaler Netzwerkaktivitat
In Untersuchungen, die am Vorderhorn des Rickenmarks in vitro durchgefuhrt

wurden, konnten Grasshoff und Kollegen zeigen (Grasshoff and Antkowiak, 2004,
Grasshoff and Antkowiak, 2006), dass volatile Anasthetika nicht nur die
durchschnittliche Feuerrate vermindern, sondern auch die Burst-Struktur der
spontanen Netzwerkaktivitdt modulieren. Hierzu wurden die
konzentrationsabhéngigen Wirkungen auf die Peak- und Burst-Raten ermittelt. Die
Ergebnisse einer entsprechenden Analyse, die fur Thiopental und Pentobarbital
durchgefihrt wurde, sind in den Abbildungen 20 und 21 zusammenfassend

dargestellt.
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Abb. 20 und 21 Konzentrationsabhangige Wirkungen von Thiopental und Pentobarbital auf die
maximale Feuerrate innerhalb der Bursts (Peak-Feuerrate) und die

Burstfrequenz (Burst-Feuerrate).

Die Peak-Feuerraten werden durch Thiopental (20 A) und Pentobarbital (21 A)
konzentrationsabhangig vermindert, wobei die starksten Anderungen bereits im
Bereich niedriger Wirkstoffkonzentrationen eintreten. Fur die mit der Hill-Gleichung
angepassten Ausgleichskurven ergaben sich fiir Thiopental folgende Parameter:
R%=0,995; ECso= 12,5+ 6,4 UM, n = 8 - 10.
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Abbildung 20 B zeigt die durch Thiopental bewirkte Veranderung der Burst-Rate.
Zur Approximation der Messdaten wurde eine Gerade verwendet (R?= 0,181). Die
Steigung der gefitteten Geraden betrug 0,164. Es ergab sich keine signifikante
Korrelation zwischen der Thiopentalkonzentration und der Burst-Rate.
Pentobarbital verminderte die Peak-Feuerraten signifikant.

Folgende Parameter wurden fir die approximierten Kurvenverlaufe berechnet:
R%=0,984; ECsp= 17,3 + 21,3 uM, n = 8 - 10 auf. In Abbildung 21 B ist die Burst-
Rate als Funktion der Pentobarbital-Konzentration aufgetragen. Zur Anpassung
der experimentell ermittelten Daten wurde eine Gerade verwendet (R? = -0,580).

Auch Pentobarbital zeigte keine signifikante Veranderung der Burst-Rate.

3.3 Wirkungen von Barbituraten in Gegenwart von Blo  ckern des GABA - und
Glycin-Rezeptors
In einer weiteren Serie von Experimenten wurde die Wirkung von Thiopental und

Pentobarbital auf die Aktionspotential-Aktivitat spinaler Neurone in An- und
Abwesenheit des GABAa-Rezeptorantagonisten Bicucullin (Johnston, 1996) und
des Glycin-Rezeptorantagonisten Strychnin ermittelt. Aus friiheren
Untersuchungen an organotypischen Gewebsschnitten des Neokortex war
bekannt, dass eine Bicucullin-Konzentration von 20 uM nicht ausreicht, um eine
vollstdndige Hemmung von GABAa-Rezeptoren herbeizufiihren. Deshalb wurde
eine Konzentration von 100 pM gewahilt, die in organotypischen Hirnschnitten die
vollstdndige Hemmung der GABAa-Rezeptoren bewirkte (Antkowiak, 1999).

Eine quantitativ entsprechende Wirkung an Glycin-Rezeptoren wurde durch 1 pM
Strychnin erreicht.
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Antagonisten.

Zur Veranschaulichung des Prinzips dieser Antagonismusversuche dienen die
beiden Grafiken Abbildung 22 und Abbildung 23. Wenn der antagonisierte
Rezeptor wesentlich an der Wirkung des Anasthetikums beteiligt ist, dann ist zu
erwarten, dass die Wirksamkeit, mit der ein Anasthetikum neuronale Aktivitat
unterdriickt, durch den entsprechenden Antagonisten (Bicucullin oder Strychnin)

vermindert wird. Zu beachten ist, dass die Applikation des Antagonisten den
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Grundzustand der Netzwerkaktivitat veréndert, da Rezeptoren geblockt werden,
die wesentlich an der Erregungskontrolle beteiligt sind.

In Abbildung 22 sind Originalaufzeichnungen unter Kontrollbedingungen
dargestellt: in A sind die Effekte des GABAa-Antagonisten Bicucullin auf die
Spontanaktivitat sind dargestellt, in B sowie in C die Wirkung von Thiopental in
Anwesenheit von Bicucullin. Ein klarer Effekt von Thiopental ist in Gegenwart von

Bicucullin nicht zu erkennen.
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Abb. 23

Abb. 23 Identifikation der molekularen Wirkmechanismen von Thiopental mit Hilfe von Glycin-

Rezeptorantagonisten.
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Abbildung 23 zeigt Originalaufzeichnungen von Experimenten: in A unter
Kontrollbedingungen, in B Effekte des Glycin-Rezeptor-Antagonisten Strychnin auf
die Spontanaktivitat und in C die Wirkungen von Thiopental in Anwesenheit von
Strychnin. Es ist klar zu erkennen, dass trotz der Gegenwart von Strychnin die
spontane Aktivitat durch Thiopental stark reduziert wird.

Dieses Ergebnis impliziert, dass Glycin-Rezeptoren nicht wesentlich am
Wirkmechanismus von Thiopental beteiligt sind (Grasshoff and Antkowiak, 2004;
Antkowiak, 1999; Sonner et al., 2003 a; Sonner et al., 2003 b).

GABAA- sowie Glycin-Rezeptoren sind ein zentraler Bestandteil der synaptisch
vermittelten Hemmung im Vorderhorn des Ruckenmarks. Die selektive Blockade
dieser Rezeptorsysteme induzierte eine signifikante Erhdhung der neuronalen
Aktivitat. Sowohl Bicucullin (100 uM) als auch Strychnin (1 uM) steigerten die AP-
und Peak-Feuerraten. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 24
und 25 dargestellt. Dabei weisen die Feuerraten mit Bicucullin und Strychnin im
Medium im t-test signifikante Unterschiede gegentber der Kontrolle auf

(p < 0,001).

25 75

*k*k *k%*
| | |
*k% kkk
1 —_ 1
— 20} 3 | I
N T
T -~
< I | 3 s
£ 15 ©
5 2
 10F e
L I x 251
o S L
< 5L a
- . . 0 - : -
Kontrolle  Bicucullin ~ Strychnin Kontrolle  Bicucullin  Strychnin
Abb. 24 Abb. 25

Abb. 24, 25 Vergleich der Aktionspotential-Aktivitat und Peak-Feuerrate unter Kontrollbedingungen,

mit Bicucullin bzw. mit Strychnin im Perfusat. Getestet wurde mittels zweiseitigem t-test.
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Drei Sterne zeigen einen signifikanten Unterschied der Mittelwerte mit einem Signifikanzniveau von
p < 0,001 und zwei Sterne mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05 an.

Die Analyse der Burst-Raten ergab jedoch keine signifikanten Unterschiede in An-
oder Abwesenheit von Bicucullin oder Strychnin gegentiber der Kontrolle. Diese
Ergebnisse sind in Abbildung 26 graphisch dargestellt.
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Abb. 26 Vergleich der Burst-Raten unter Kontrollbedingungen, sowie mit Bicucullin oder Strychnin
im Perfusat. Die Effekte auf die mittlere Burst-Rate die durch Bicucullin oder Strychnin induziert
wurden waren im zweiseitigen t-test nicht signifikant (n. s.).

Im Rahmen der Versuche mit Antagonisten wurden sowohl fur Thiopental als auch
fur Pentobarbital zwei unterschiedliche Konzentrationen getestet (20 uM und 75
pnM). Gewahlt wurde die Konzentration von 20 uM, da diese im Bereich des ECso-
Wertes lag. Die deutlich hohere Konzentration von 75 uM wurde fiir die
Hemmversuche eingesetzt, um zu tUberprifen, ob sich das Spektrum der
molekularen Wirkungen konzentrationsabhéngig verandert.

Leitend war dafir die Hypothese, dass Barbiturate in hohen Dosierungen Uber eine

grolRere Zahl molekularer Targets wirken als im Bereich niedriger Konzentrationen.
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Die Ergebnisse der zu diesem Teilprojekt durchgefihrten Experimente sind in
Abbildung 27 und 28 dargestellt. Abbildung 27 A zeigt in der linken Kolumne die
Unterdriickung der Feuerrate durch Thiopental (20 uM) unter Kontrollbedingungen,
in der rechten Kolumne unter Zugabe von Bicucullin (Mitte) und mit Strychnin.
Unter Kontrollbedingungen unterdrtickte 20 uM Thiopental die Feuerrate um 57 %,
zeigte aber keine Wirkung nach Zugabe von Bicucullin (ANOVA und Port-Hoc-Test
von Tukey, p < 0,001, n =10).

Die Blockierung von Glycin-Rezeptoren hatte keine nachweislichen Auswirkungen
auf die Unterdrtickung von Aktionspotentialen durch Thiopental.

Unter den gleichen Bedingungen wie in A zeigt B die Unterdriickung der Feuerrate
durch 75 pM Thiopental. Unter Einwirkung von Bicucullin 100 pM unterdrickte
Thiopental 75 uM die Feuerrate nur um 22 %.

Im Vergleich hierzu lag die Unterdriickung der Feuerrate ohne Einwirkung von
Bicucullin bei 75 % (ANOVA und dem Port-Hoc-Test von Tukey, p < 0,001, n = 10).
Wiederum zeigte Strychnin keine Verminderung der hemmenden Wirkung von
Thiopental auf die mittleren Feuerraten der Neurone.

Diese Ergebnisse implizieren, dass die Unterdriickung der Feuerraten durch 20 uM
Thiopental fast ausschlief3lich, durch 75 uM Thiopental nur teilweise durch

GABAA -Rezeptoren vermittelt wird.

Abbildung 28 A zeigt die Hemmung der Feuerrate durch Pentobarbital (20 uM)
unter Kontrollbedingungen, daneben die Hemmung nach Applikation von Bicucullin
und Strychnin.

Unter Kontrollbedingungen unterdrtickte 20 uM Pentobarbital die Feuerrate um

43 %, zeigte aber keine Wirkung nach Zugabe von Bicucullin

(t-test, p < 0,001, n = 10).

Die Blockierung von Glycin-Rezeptoren hatte keine signifikanten Auswirkungen auf
die Unterdriickung von Aktionspotentialen durch Pentobarbital.

Unter den gleichen experimentellen Bedingungen wie in A zeigt B die
Unterdriickung der Feuerrate durch 75 pM Pentobarbital.
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Unter Einwirkung von Bicucullin 100 uM unterdriickte Pentobarbital 75 uM die
Feuerrate nur um 22 %. Die Unterdrickung der Feuerraten ohne Bicucullin lag bei
73 % (ANOVA und dem Port-Hoc-Test von Tukey, p < 0,001, n = 10). Diese
Ergebnisse zeigen, dass bei Pentobarbitalkonzentrationen von 75 uM die
Unterdriickung der Feuerrate nur teilweise von GABAa-Rezeptoren vermittelt wird.
Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die hemmende Wirkung der in
dieser Studie untersuchten Barbiturate bei niedrigen Konzentrationen von 20 pM
fast ausschliel3lich tber GABAa-Rezeptor vermittelt wird. Im Bereich hoherer
Konzentrationen sind jedoch weitere molekulare Zielstrukturen an der Hemmung

der neuronalen Aktivitat beteiligt.
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Abb. 27

Abb. 27 Auswirkungen unterschiedlicher Thiopentalkonzentrationen auf die Feuerrate in
Anwesenheit von GABA,- und Glycin-Rezeptorblockern. Getestet wurden die Mittelwerte in
Gegenwart von Bicucullin und Thiopental versus Thiopental durch die einfaktorielle Varianzanalyse
(ANOVA) und durch den Port-Hoc-Test von Tukey, der zur Uberpriifung der Testvoraussetzungen
der einfaktoriellen Varianzanalyse diente. Drei Sterne zeigen hoch signifikante Unterschiede von

p < 0,001 an. Strychnin zeigte keine signifikanten Wirkungen.
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Abb. 28 Wirkungen unterschiedlicher Pentobarbitalkonzentrationen auf die Feuerrate in
Anwesenheit von GABA,- und Glycin-Rezeptorblockern. Die Darstellung der Ergebnisse und die

Methoden der Datenanalyse entsprechen der in Abbildung 27 erlauterten Vorgehensweise.

Im Anschluss an die Hemmversuche mit Bicucullin wurden entsprechende
Untersuchungen mit dem Glycin-Rezeptorantagonisten Strychnin (1 pM)
durchgefihrt. Eine verminderte Wirksamkeit von Thiopental und Pentobarbital in
mit Strychnin behandelten Rickenmarksschnitten spricht fir eine Beteiligung von
Glycin-Rezeptoren am Wirkmechanismus der Barbiturate (Zhang et al., 2003;
Cheng et al., 2002).

Die durchgefiihrten Versuche sollten testen, ob die Wirkung der untersuchten
Barbiturate durch Strychnin modifiziert wird.

Strychnin zeigte bei beiden untersuchten Konzentrationen keine signifikante
Veranderung der Wirkung von Thiopental und Pentobarbital (ANOVA und Port-
Hoc-Test von Tukey). Aus diesem Ergebnis kann gefolgert werden, dass
Glycin-Rezeptoren am Wirkmechanismus dieser Barbiturate nicht wesentlich

beteiligt sind.
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Die Abbildungen 29 und 30 fassen die quantitativen Ergebnisse der
Antagonismusexperimente zusammen. Die gewahlte Darstellung stitzt die
Formulierung einer Arbeitshypothese, die mit den in dieser Studie erhobenen
Daten vereinbar ist.

Im Zentrum dieser Arbeitshypothese steht die Frage, inwieweit GABAx-, Glycin-
und bisher noch nicht identifizierte Rezeptoren an der Unterdrtickung der
Netzwerkaktivitat durch Thiopental und Pentobarbital beteiligt sind.

Die in den Abbildungen 29 und 30 dargestellten relativen Fraktionen sind aus
Daten errechnet worden, die in Abbildung 26 und 27 dargestellt sind.

Fir die Ermittlung der Effekte wurde eine additive Uberlagerung der Teilwirkungen
angenommen, die Uber verschiedene Rezeptorsysteme vermittelt werden.
Einzurdumen ist, dass ein Uber die Modellrechnung hinausgehender
experimenteller Nachweis der berechneten Prozentzahlen noch aussteht.

Fur diese kritischen Experimente sind jedoch methodische Ansatze erforderlich,
die die in dieser Arbeit angewendeten Methoden tberschreiten. Die Diagramme in
Abbildung 29 und 30 zeigen, dass im Bereich niedriger Konzentrationen die durch
Thiopental und Pentobarbital bewirkte Unterdriickung der Spontanaktivitat spinaler
Neurone ausschliel3lich iber GABA-Rezeptoren vermittelt wird.

Im Bereich der héheren Konzentrationen sind jedoch weitere, bisher weitgehend
nicht identifizierte molekulare Zielstrukturen hinzu. Glycin-Rezeptoren scheinen im
klinisch relevanten Konzentrationsbereich kaum an den spinalen Wirkungen von

Barbituraten beteiligt zu sein.
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Abb. 29 Geschétzter Beitrag von GABA- und Glycin-Rezeptoren an der Wirkung von Thiopental
20 uM in A und 75 uM in B auf die Aktivitat spinaler Neurone.
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Abb. 30

Abb. 30 Geschatzter prozentualer Beitrag von GABAs- und Glycin-Rezeptoren an den spinalen

Wirkungen von Pentobarbital, in Konzentrationen von 20 uM in A und 75 uM in B.
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4. Diskussion

4.1 Thiopental und Pentobarbital vermindern die Spo  ntanaktivitat von
Neuronen im Vorderhorn des Ruckenmarks
Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeftihrten Arbeiten zeigten, dass die

Barbiturate Thiopental (ECso= 16,6 + 2,4 uM) und Pentobarbital (ECso= 28,3 +
16,0 uM) die spontane Aktionspotentialaktivitdt von Interneuronen im Vorderhorn
des Ruckenmarks konzentrationsabhangig vermindern.

Die wirksamen in vitro-Konzentrationen der Barbiturate entsprechen denjenigen,
die im Tierversuch und bei Menschen hypnotisch und immobilisierend wirken.
Hung und Mitarbeiter (Hung et al., 1992) berichten, dass Thiopental spinale
Funktionen beeintrachtigt, wobei von den Autoren ein ECso-Wert von 15,6 pg/mi
angegeben wird. Die gleiche Studie zeigt, dass zur Unterdriickung von
Schmerzreaktionen, die durch Druck auf den Trapeziusmuskel sowie durch eine
Laryngoskopie und nachfolgende Intubation induziert werden, die ECsp-
Konzentrationen fir Thiopental bei 25 uM - 50 uM liegen (Hung et al., 1992).
Sehr dhnliche Konzentrationen unterdriicken motorische Reflexe bei Ratten.
Eine Konzentration von ca. 10 uM war notwendig, um den Aufrichtreflex
auszuschalten, der im Tiermodell ein Mal3 fur Bewusstlosigkeit ist.

Um Bewegungen der Extremitaten zu unterdriicken, die durch einen Schmerzreiz
mittels einer Klemme am Schwanz von Ratten sowie durch Reizung bei der
Intubation getriggert wurden, waren Konzentrationen von 25 und 42 pM
erforderlich (Gustafsson et al., 1996).

Wie von Franks und Lieb (Franks and Lieb, 1994) berechnet, liegt bei Thiopental
eine 85 %ige und bei Pentobarbital eine 61 %ige Proteinbindung vor.

Weiter berichten die gleichen Autoren, dass 40 pg/ml Thiopental einer wirksamen
Konzentration von 25 puM in wassriger Losung entspricht. Um bei Nagern die
Antwort auf Schmerzreize zu unterbinden, waren in dieser Studie 15,4 pg/mi
Pentobarbital ndtig, was einer freien Konzentration in wassriger Losung von ca. 50

MM entspricht.
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Aufrichtreflexe wurden bereits bei Konzentration von 27 puM unterbunden.
Diejenigen Konzentrationen, die klinisch relevant sind und den Zustand der
Anasthesie herbeifiihren, bewegen sich demnach fur Thiopental zwischen 10 und
50 pM, fur Pentobarbital zwischen 27 und 50 pM.

Hieraus ergibt sich, dass die in der vorliegenden Arbeit verwendeten

Wirkstoffkonzentrationen als klinisch relevant einzustufen sind.

4.2 Molekulare Angriffspunkte von Thiopental und
Pentobarbital im Vorderhorn des Rickenmarks
Aus in vitro Studien haben sich Hinweise ergeben, dass Allgemeinanasthetika mit

verschiedenen ligandengesteuerten lonenkanalen interagieren. (Zhang et al.,
2003). Barbiturate modulieren die Aktivitdt von GABAa-, Glutamat- und Glycin-
Rezeptoren, wobei je nach Studie sehr unterschiedliche Konzentrationen von 10
bis 1000 uM verwendet worden sind. Die molekularen Mechanismen, Uber die
Barbiturate immobilisierend wirken, sind bis heute weitgehend unerforscht.
Besonders aufschlussreich sind neueste Ergebnisse von Zeller und Mitarbeitern
(Zeller et al., 2007). Die Autoren quantifizierten die Wirkungen von Pentobarbital in
B3 (N265M)-Mausmutanten, die in der f3-Proteinuntereinheit des
GABAAa-Rezeptors eine Punktmutation tragen. Diese Tiere zeigten bei
vorangegangenen Studien besonders fur die intravendsen Anéasthetika Etomidat
und Propofol eine verminderte Sensitivitat.

Zeller und Mitarbeiter berichten (Zeller et al., 2007), dass bei dieser Mausemutante
ein Bolus von 50 - 75 mg/kg Pentobarbital nicht ausreicht, um die motorische
Reaktionen auf einen Schmerzreiz zu unterdriicken, hingegen bei 62,5 - 75 mg/kg
Pentobarbital alle Wildtypmause immobilisiert waren (Zeller et al., 2007).

Zudem war die zur Unterdriickung des Aufrichtreflexes notwendige Barbiturat-
Konzentration in der B3-Mutante signifikant erhoht. Diese Ergebnisse implizieren,
dass die hypnotischen und immobilisierenden Eigenschaften von Pentobarbital

hauptsachlich durch GABAa-Rezeptoren vermittelt werden.
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Diese Hypothese stiitzen auch die in dieser Arbeit an organotypischen
Ruckenmarksschnitten erreichten Ergebnisse, denn aus den Resultaten der
Antagonismusexperimente wurde geschlossen, dass Thiopental und Pentobarbital
die Feuerrate von Nervenzellen im Vorderhorn des Ruckenmarks in vitro
hauptsachlich durch eine Potenzierung der GABAa-Rezeptor-Funktion verringert,
wahrend Glycin-Rezeptoren von untergeordneter Bedeutung sind.

Thiopental und Pentobarbital verlangerten auch die Abklingzeit postsynaptischer
GABAAa-Rezeptor-vermittelter Strome. Dieser Effekt trat bei einer Konzentration
ein, die die Netzwerkaktivitat im Ruckenmark um 70 % verminderte.

Eine entsprechende Wirkung der Barbiturate konnte an Glycin-Rezeptoren nicht
beobachtet werden.

Die oben erlauterten Untersuchungen und die in dieser Studie erhobenen Daten
ergeben ein einheitliches Bild.

Die klinische Wirkung von Barbituraten wird primér durch GABAa-Rezeptoren
vermittelt, wobei im Bereich h6herer Konzentrationen weitere molekulare
Zielstrukturen hinzukommen. Die gleichen Schlussfolgerungen wurden auch aus
Untersuchungen an akut isolierten Gewebeschnitten des Neokortex gezogen
(Lukatch and Maclver, 1996; Lukatch et al., 2005).

Welche molekularen Zielstrukturen sind, abgesehen von GABAa-Rezeptoren, im
Bereich hoherer Barbiturat-Konzentrationen noch relevant?

Verschiedene Autoren diskutieren eine mogliche Beteiligung von Glycin-
Rezeptoren, die im Rickenmark in hohen Dichten exprimiert werden

(Lu et al., 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie deuten jedoch darauf hin, dass Glycin-
Rezeptoren im Bereich klinisch relevanter Konzentrationen nicht wesentlich an den
spinalen Wirkungen von Barbituraten beteiligt sind.

Weitere lonenkanéle, die eventuell zur Unterdriickung der neuronalen Aktivitat
durch Barbiturate beitragen kdnnten, werden in der Literatur diskutiert. So zeigen
Lukatch und Maclver (Lukatch and Maclver, 1996; Lukatch et al., 2005), dass eine

Hemmung von NMDA-Rezeptoren durch Thiopental zur Verminderung kortikaler
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Netzwerkaktivitat beitragt. Die Autoren berichteten, dass im EEG erfassbare
Wirkungen, insbesondere die Induktion langsamer & Wellen oder die
Unterdriickung von Bursts, die bei einer Thiopentalkonzentration von 50 - 70 uM
deutlich ausgepragt sind, durch Glutamat-Rezeptoren vermittelt werden.

Aus den Ergebnissen einer Folgestudie geht hervor, dass unter Einwirkung hoher,
aber immer noch klinisch relevanter Thiopentalkonzentrationen neben dem
GABAAa-Rezeptor eine Wirkung tber den Glutamat-Rezeptor vermittelt wird
(Lukatch and Maclver, 1996; Lukatch et al., 2005).

Diese Resultate werden durch die Arbeit von Liu und Mitarbeitern (Liu et al., 2006)
zur Wirkung von Thiopental auf kortikale Pyramidenzellen bestatigt. Die Autoren
legen dar, dass Thiopental mit einem ECso-Wert von 33,6 uM die Amplitude von
NMDA-Rezeptor-vermittelten Stromen verringert.

Im Gegensatz zu Liu und Kollegen (Liu et al., 2006) konnten Dickinson und
Mitarbeiter im Bereich Kklinisch relevanter Konzentrationen (Dickinson et al., 2002)
keine Wirkungen von Thiopental auf glutamaterge postsynaptische Strome in
Neuronen des Hippokampus von Ratten beobachten. Die Arbeiten von Clara und
Moroni (Clara and Moroni, 1992) am Kortex von Mausen jedoch zeigen, dass hohe
Thiopentalkonzentrationen (100 - 400 puM) die durch Glutamat-Rezeporagonisten
induzierten Stréme antagonisieren.

In anderen Publikationen wurde untersucht, inwieweit Thiopental die Funktion von
Kalzium-Kanalen moduliert (Todorovic et al., 2000; Lingamaneni and Hemmings,
2003).

Aufgrund der Resultate dieser Arbeiten ist es unwahrscheinlich, dass im klinisch
relevanten Konzentrationsbereich Kalzium-Kanéle an den immobilisierenden
Wirkungen von Thiopental beteiligt sind, denn diese lonenkanéale werden erst
durch deutlich hdhere Barbiturat-Konzentrationen geblockt (Dickinson et al., 2002).
Untersucht wurde auch der Einfluss von Barbituraten auf Kalium-Kanale
(Friederich and Urban, 1999; Liu et al., 2004). Auch dabei konnten im klinisch
relevanten Konzentrationsbereich keine herausragenden Effekte nachgewiesen

werden.
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Ohtsuka und Mitarbeiter (Ohtsuka et al., 2006) berichteten, dass bereits eine
Konzentration von 30 uM Thiopental eine Verringerung des ATP-Abbaus in den
Neuronen der Substantia nigra um 4,7 % bewirkt. Die Ursache fir den verénderten
ATP-Bedarf ist jedoch ungeklart.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Wirkungen an GABA,-
Rezeptoren gut dokumentiert sind, sich aus dem Studium der einschlagigen
Literatur aber nur eine diinne und teilweise widersprichliche Datenlage ergibt, was
die molekularen Wirkmechanismen von Barbituraten betrifft.

Gegenwartig bleibt noch unklar, welche molekularen Strukturen, neben den
GABAa-Rezeptoren, an den hemmenden Wirkungen dieser Anasthetika im

Ruckenmark besonders bei hohen Konzentrationen beteiligt sind.

4.3 Vergleich der Wirkungen unterschiedlicher Ané&st hetika im Vorderhorn
des Ruckenmarks in vitro
Im folgenden Abschnitt sollen die spinalen Wirkungen von Barbituraten mit

Wirkungen anderer klinisch gebrauchlicher Anasthetika miteinander verglichen
werden. Grasshoff und Mitarbeiter (Grasshoff and Antkowiak, 2004; Grasshoff and
Antkowiak, 2006; Grasshoff et al., 2006 a) haben die konzentrationsabhangige
Wirkung von Etomidat, Propofol, Enfluran und Sevofluran im Vorderhorn des
Ruckenmarks charakterisiert. Dabei bewirkten die volatile An&sthetika Enfluran,
Isofluran und Sevofluran eine vollstandige Unterdriickung der spontanen
Aktionspotential-Aktivitat in Neuronen im Vorderhorn des Ruckenmarks (Grasshoff
and Antkowiak, 2004; Grasshoff and Antkowiak, 2006).

Die volatilen Anasthetika unterscheiden sich in ihrer Wirkung von den intravenésen
wie Etomidat und Propofol. Selbst im Bereich sehr hoher Konzentrationen
unterdriickten intravendse Anasthetika die Aktionspotentiale nur bis zu 60 %.

Im direkten Vergleich mit den untersuchten volatilen Anasthetika einerseits und
Etomidat und Propofol andererseits nimmt Thiopental eine Zwischenstellung ein.
Bei relativ hohen aber noch klinisch relevanten Konzentrationen liegt die

hemmende Wirkung zwischen ca. 75 und 90 %.
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Die unterschiedliche Effektivitat, mit der Anasthetika die neuronale Aktivitat im
Vorderhorn des Rickenmarks hemmen, kdnnte mit der Anzahl der molekularen
Targets in einem kausalen Zusammenhang stehen, tber die verschiedene
Anasthetika wirken. Nach dieser Hypothese wére die maximal erzielbare
Unterdriickung der neuronalen Aktivitat begrenzt, wenn ein Wirkstoff relativ
spezifisch wirkt und nur eine Klasse von lonenkanalen beeinflusst (z. B. GABA,-
Rezeptoren). Dies ist nachweislich bei Propofol und Etomidat der Fall.
Anasthetika mit einem weiten Wirkspektrum, die Uber GABAa-, Glycin- und
Glutamat-Rezeptoren gleichzeitig angreifen, zeigen eine deutlich héhere Kapazitat
bei der Unterdrtickung spinaler Neurone.

Gestutzt wird diese Hypothese durch Daten von Grasshoff und Antkowiak
(Grasshoff and Antkowiak, 2004), die fir Etomidat und Propofol die Unterdriickung
von Neuronen im Vorderhorn des Ruckenmarks, die fast ausschlief3liche tber
GABAa-Rezeptoren erfolgt, nachweisen konnten (Grasshoff and Antkowiak, 2004,
Grasshoff et al., 2006 a).

Auch Versuche an 33-Mausemutanten stiitzen die Hypothese, dass klinisch
verwendete Anasthetika im Rickenmark tber sehr unterschiedliche Zielstrukturen
wirken. So zeigte die B3-Mausmutante bei fast toxischen Konzentrationen von
Propofol noch Reflexe der hinteren Gliedmalien, die durch Schmerzreize getriggert
wurden (Jurd et al., 2003). Die Wirkungen der hier untersuchten Barbiturate in
organotypischen Ruckenmarksschnitten ahneln im Bereich moderater
Konzentrationen denjenigen von Etomidat und Propofol, denn in diesem
Konzentrationsbereich dominieren die Effekte an GABAa-Rezeptoren.

Hohe Barbituratkonzentrationen wirken jedoch nicht nur tber GABAA-Rezeptoren,
sondern auch Uber weitere molekulare Mechanismen, die jedoch im Rahmen der
vorliegenden Untersuchungen nicht weiter charakterisiert werden konnten.

Sie ahneln den volatilen Anasthetika, die ebenfalls im Rickenmark tber mehrere
molekulare Zielstrukturen verfigen. Der molekulare Angriff von Enfluran, Isofluran
und Sevofluran erfolgt zwar in klinisch relevanten Bereichen auch tGiber GABAa-

Rezeptoren, jedoch tragen GABAa-Rezeptoren nur zu einem Teil von 30 % zur

47



vollstadndigen Unterdriickung von Neuronen im Vorderhorn des Riickenmarks bei
(Grasshoff and Antkowiak, 2004; Grasshoff and Antkowiak, 2006; Wong et al.,
2001). Ahnliche Schlussfolgerungen wurden aus Experimenten an B3-knock-in
M&usen gezogen. Die Mutation bewirkte bei einer Erhéhung der MAK-Werte fur
Enfluran, Halothan und Isofluran eine Unterdriickung um lediglich 10 — 20 %

(Jurd et al., 2003; Lambert et al., 2005). Anders als Barbiturate potenzieren volatile
Anasthetika Glycin-Rezeptor-abhangige inhibitorische Stréme (Cheng et al., 2002;
Wong et al., 2001).

Grasshoff und Mitarbeiter (Grasshoff and Antkowiak, 2006) fanden durch
spezifische Antagonismusversuche des Glycin-Rezeptors heraus, dass volatile
Anasthetika eine 30 - 40 %ige Unterdriickung von Neuronen im Vorderhorn durch
Modulation von Glycin-Rezeptoren hervorrufen. Dieser Sachverhalt entspricht
Kendig und Kollegen, deren Ergebnisse an akuten Gewebeschnitten des
Ruckenmarks erarbeitet wurden (Wong et al., 2001). Zudem berichteten andere
Autoren (Cheng and Kendig, 2000; Cheng and Kendig, 2003; Heurteaux et al.,
2004), dass Glutamat-Rezeptoren sowie so genannte ,, Two-Pore-Domain-Kalium-
Kanale“ zur immobilisierenden Wirkung volatiler Anésthetika beitragen.
Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass Barbiturate hinsichtlich in ihrer Effektivitat,
spinale neuronale Netzwerkaktivitat zu hemmen, zwischen volatilen und
intraventdsen Anasthetika anzusiedeln sind. Die Anzahl der molekularen
Zielstrukturen lasst ebenfalls eine Zwischenstellung von Barbituraten erkennen und
ist konform mit der Effektivitatsabstufung:

volatile Anéasthetika > Barbiturate > Propofol / Etomidat.

4.4 Vergleich der immobilisierenden Wirkung verschi edenen Anasthetika
Bei Patienten, die eine Anasthesie mit dem intravendsen Anésthetikum Propofol

erhalten, war die Inzidenz intraoperativer Bewegungen hoher, als bei Patienten,
bei denen volatile Anasthetika erhielten (Smith and Thwaites, 1999; Ashworth and
Smith, 1998; Watson and Shah, 2000).
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Im Fall von Propofol war die Inzidenz solcher Ereignisse doppelt so hoch als bei
volatilen Anésthetika (Watson and Shah, 2000). Die Arbeitsgruppe von Ashworth
(Ashworth and Smith, 1998) berichtete, dass bei spontan atmenden Patienten
wahrend der Propofol-Narkosen im Vergleich zu Isofluran-Narkosen ein dreifach
hdheres Auftreten unwillkiirlicher Bewegungen beobachtet wurde.

Diese Ergebnisse belegen die klinische Relevanz der oben zitierten in
vitro-Befunde. Volatile Anasthetika wie Sevofluran und Isofluran sind wohl
diejenigen Medikamente, die die hdchste immobilisierende Wirkung erzielen, da
sie Uber zahlreiche molekulare Zielstrukturen im Rickenmark verfiigen, denn jedes
dieser Medikamente unterdrickt die neuronale Erregung vollstandig.

Das Vorderhorn des Riickenmarks ist ein wichtiges neuronales Substrat fur die
immobilisierenden Wirkungen von Anasthetika. Allerdings kdnnen auch andere
Teile des Nervensystems an der Vermittlung von Immobilitat beteiligt sein. So
konnten Ma und Mitarbeiter zeigen (Ma et al., 2002), dass die fokale
Verabreichung von GABAa-Rezeptoragonisten ins Septum die immobilisierende
Wirkung verschiedener Anéasthetika verstarkt (Ma et al., 2002).

Zudem fand die Arbeitsgruppe von Devor heraus, dass bei Injektion von
Anasthetika und GABAa-Agonisten in bestimmte Kerngebiete des Hirnstamms
ebenfalls Immobilitat ausgeldst werden kann (Devor and Zalkind, 2001,
Sukhotinsky et al., 2005). Die Forschungsergebnisse dieser Studien haben fir
intravendse Anasthetika gezeigt, dass Immobilitat ebenfalls durch
Medikamentenwirkung auf supraspinale Strukturen vermittelt werden kann, was
den hier vorgelegten Daten nicht widerspricht. So erscheint es wahrscheinlich,
dass Propofol, Etomidat, Thiopental und Pentobarbital immobilisierend wirken,
indem sie Neurone im Rickenmark und im Gehirn unterdricken.

Die relativen Beitrage spinaler und supraspinaler Wirkungen zur Induktion von
Bewegungslosigkeit sind noch nicht bekannt.
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5. Zusammenfassung

Ausgangspunkt der vorliegenden Studie war die Frage, inwieweit interneuronale
Netzwerke im Vorderhorn des Rickenmarks an den immobilisierenden
Eigenschaften von Barbituraten beteiligt sind.

Elektrophysiologische Messungen an organotypischen Gewebekulturen des
Ruckenmarks wurden durchgefuihrt, um die Wirkungen von Thiopental und
Pentobarbital auf die Aktionspotentialaktivitat spinaler Neurone zu quantifizieren.
Zudem wurde untersucht, inwieweit GABAa- und Glycin-Rezeptoren die Wirkungen
von Thiopental und Pentobarbital vermitteln.

Thiopental verminderte die Aktionspotentialaktivitat von Neuronen des
Ruckenmarkvorderhorns konzentrationsabhangig (ECso: 16,6 £ 2,4 uM).

Die bei den Experimenten maximal erreichte Hemmung betrug 87,3 £ 5,0 %.
Pentobarbital zeigte qualitativ die gleiche Wirkung.

Der ECso betrug 28,3 = 16,0 uM, die maximal erreichte Hemmung 79,4 + 4,5 %.
Aus Versuchen mit spezifischen Antagonisten des GABAx- und Glycin-Rezeptors
ergaben sich Hinweise darauf, dass die Wirkung von Barbituraten hauptséchlich
Uber GABAa-Rezeptoren vermittelt wird. Bei Wirkstoffkonzentrationen, die 20 uM
Ubersteigen, sind mit hoher Wahrscheinlichkeit weitere molekulare Zielstrukturen
am Wirkmechanismus der Barbiturate beteiligt.

Im Bereich klinisch relevanter Konzentrationen sind Glycin-Rezeptoren fur die
spinalen Wirkungen von Barbituraten eher von untergeordneter Bedeutung.

Aus den Resultaten der vorliegenden Studie kann gefolgert werden,

dass (1) die hemmende Wirkung von Barbituraten im Rickenmark limitiert ist,
weshalb (2) an der immobilisierenden Wirkung dieser Anéasthetika in vivo nicht
ausschlief3lich spinale Netzwerke, sondern auch supraspinale Strukturen beteiligt

sind.
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