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Abstract

The establishment of the electrophysiological brainstem stimulation protocol allowed
the investigation of the adrenergic descending influence of the Locus coeruleus (LC)
on wide dynamic range neurons (WDR neurons) in native adult mice. Using the elec-
trophysiological method of extracellular recording in the deep laminae of the posterior
cornu, the activity of the WDR neurons in the spinal cord was measured. In addition, the
LC in the brainstem was stimulated at different frequency intensities and the influence
of the spinally applied α adrenoceptor antagonist phentolamine and the 5HT3 receptor
antagonist ondansetron was examined. LC stimulation did not lead to any significant
changes in receptive fields. A reduction in the activity of WDR neurons after brainstem
stimulation with different stimulation frequencies could be demonstrated. In addition, a
second phase with temporally delayed increase in spinal activity was observed. The
cause of increase in activity of WDR neurons is unclear. The side-separated observation
of the activity after LC stimulation showed a stronger reduction in activity of the spino-
thalamic neurons contralaterally. Neither the 5HT3 receptor antagonist ondansetron nor
the nonselective α adrenoceptor antagonist phentolamine caused a significant change
in the activity of the WDR neurons after LC stimulation following local spinal application
of the substrates.
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Kapitel 1

Einleitung

Die Weiterleitung und Verarbeitung nozizeptiver Reize wird auf spinaler Ebene durch
segmentale Mechanismen [1, 2, 3] und durch Einfluss supraspinaler Zentren moduliert
[4, 5]. In den tiefen WDR-Neuronen, die im Cornu posterior zu den spinothalamischen
Neuronen zählen, werden unter anderem nozizeptive Informationen verarbeitet und
integriert [6, 7, 8, 9]. In Abhängigkeit der vorhandenen Rezeptoren spinothalamischer
Neurone und der einwirkenden Neurotransmitter erfolgt eine pronozizeptiv oder anti-
nozizeptiv Modulation bereits auf spinaler Ebene [10, 11]. Der Locus coeruleus (LC)
ist das größte adrenerge Kerngebiet im Hirnstamm [12] und gehört zu den supraspi-
nalen Zentren mit deszendierenden Bahnen in das Cornu posterior [13, 14, 15]. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Hirnstamms mit dem adrenergen LC auf
die spinothalamischen Neurone mittels elektrischer Stimulation des LC untersucht. Die
Zielstellung war die Etablierung eines Hirnstamm-Stimulationsprotokolls, das beispiels-
weise in zukünftigen Untersuchungen zum chronischen Schmerz in Mausmodellen
angewendet werden kann. Hierfür wurde in nativen Mäusen die Aktivitätsveränderung
der WDR-Neuronen nach LC- Stimulation gemessen und danach mit der neuronalen
Aktivität unter Antagonisierung der spinalen 5HT3-Rezeptoren mittels Ondansetron bzw.
der spinalen α-Adrenozeptoren mittels Phentolamin verglichen.
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Kapitel 2

Literaturdiskussion

2.1 Schmerz und Nozizeption

Laut der Terminologie der International Association for the Study of Pain wird Schmerz
als eine unangenehme Sinneswahrnehmung und emotionale Erfahrung definiert, die mit
potentieller oder manifester Gewebeschädigung einhergeht [16]. Dabei ist die Schmerz-
empfindung subjektiv und erfordert ein Bewusstsein [17]. In Abgrenzung dazu umfasst
die Nozizeption die objektiven sensorischen Prozesse, bestehend aus Aufnahme, Wei-
terleitung und Verarbeitung von potentiellen oder manifesten gewebsschädigenden
Reizen durch das nozizeptive System [17].

2.1.1 Periphere Nozizeptoren und Schmerzqualitäten

Nozizeptoren sind primäre sensorische Nervenendigungen und kommen in den meis-
ten Körpergeweben vor. Abhängig von der Lokalisation kann zwischen somatischen
Oberflächen- und Tiefenschmerzen sowie viszeralen Schmerzen unterschieden werden.
Die Schmerzwahrnehmung wird durch potentiell gewebsschädigende Reize aktiviert.
Zu diesen Reizen gehören starker mechanischer Druck oder Quetschung, Tempe-
raturen, Chemikalien und Sauerstoffmangel. Nozizeptoren können histologisch nach
Faserklasse und dazugehöriger Schmerzsensation eingeteilt werden. Einerseits gibt es
den stechenden und hellen Schmerz, der über die myelinisierten Aδ-Fasern afferent
vermittelt wird. Diese Aδ-Fasern verursachen die früh einsetzende Schmerzempfindung.
Andererseits gibt es den etwas später einsetzenden, dumpfen und schwer lokalisierba-
ren Schmerz, der über die langsameren und nicht myelinisierten C-Fasern geleitet wird.
Die Somata dieser pseudounipolaren Nerven liegen jeweils in den Spinalganglien [18].

2.1.2 Afferente Bahnen

Die periphere Reizleitung verläuft über die pseudounipolaren Neurone, deren proxi-
males Ende über die Radix dorsalis in das Cornu posterior zieht. Im Cornu posterior
findet die Transmission auf das zweite sensorische Neuron statt. Hier findet bereits
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die erste Verarbeitung und Integration der Reizwahrnehmung statt und der Begriff des
sekundären rezeptiven Feldes entspricht dem Hautareal, dessen Nozizeptoren auf
dasselbe nachgeschaltete sensorische Neuron im Rückenmark projizieren [19, 20, 21].
Bei der Schmerzweiterleitung gehören diese zweiten sensorischen Neuronen zu den
gekreuzt aufsteigenden Fasern des Tractus spinothalamicus anterolateralis, welche zum
Thalamus projizieren. Dort findet die Transmission auf das dritte sensorische Neuron
statt, welches wiederum in den sensorischen Cortex projiziert [18]. Der aszendierende
Tractus spinothalamicus hat daneben Abzweigungen, die die Reizinformation in subkor-
tikale Kerngebiete des Hirnstamms weiterleiten. Der Hirnstamm wird in Mesencephalon,
Pons und Medulla eingeteilt, in denen sich jeweils auch schmerzmodulierende Kern-
gebiete wie das periaquäduktale Grau (PAG) im Mesencephalon, der Locus coeruleus
(LC) im Pons und die rostrale ventromediale Medulla (RVM) befinden. Diese sind in
Abb. 2.1 schematisch als aszendierende Bahnen mit den kortikalen bzw. subkortikalen
Projektionsgebieten dargestellt.

Somatosensorischer Cortex

Abbildung 2.1: Aszendierende und deszendierende Bahnen im Rückenmark. Zu den
aszendierenden Bahnen gehören: (1) Verbindung zu den Kerngebieten der rostralen
ventromedialen Medulla (RVM), (2) Verbindung zum Locus coeruleus (LC) und zum Ncl.
parabrachialis, (3) Verbindung zum periaquäduktalen Grau und (4) Tractus spinothala-
micus anterolateralis.

2.1.3 Laminae des Cornu posterior

Das Rückenmark lässt sich im Querschnitt makroskopisch in die äußere weiße Sub-
stanz mit den aszendierenden und deszendierenden Nervenbahnen und die innen
liegende graue Substanz mit den spinalen Perikaryen unterteilen. Die graue Substanz
wird wiederum entsprechend der mikroskopisch erkennbaren histologischen Schichtung
in Laminae I bis X nach Rexed gegliedert. Das Cornu posterior umfasst die Laminae I
bis VI [22]. In dieser Einteilung wird sich an der Lage der Somata und ohne Berücksich-
tigung der dendritischen Verschaltung der Neurone orientiert. Die Neurone des Tractus
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spinothalamicus als sekundäre sensorische Neurone sind größtenteils in der Lamina I
sowie in den tiefer liegenden Laminae III bis V zu finden [23]. In der Lamina I findet ein
Teil der nozizeptiven Verschaltung statt und die spinalen Neurone erhalten afferenten
Input durch die Aδ- und polymodalen C- Fasern [23, 24]. Die dortigen sekundären
Neurone, die auf nozizeptive thermische und nozizeptive mechanische Reize reagieren
[25, 26], sind zur Ortsbestimmung und zur Feststellung der Intensität des ankommen-
den Schmerzreizes fähig [27, 28, 29]. Polymodale C-Fasern projizieren auch in die
Lamina II, die auch als Substantia gelatinosa bezeichnet wird und in die tiefer liegende
Lamina V [30, 31]. Die Substantia gelatinosa besteht aus inhibitorischen Interneuro-
nen, auf welchen hauptsächlich aktivierende α1-Adrenozeptoren nachgewiesen wurden
[32, 33, 3]. In Nagetieren waren in der Substantia gelatinosa keine Projektionsneurone
nachweisbar [23]. Die oberflächlichen Laminae des Cornu posterior sind im Vergleich zu
den tieferen Schichten durch deszendierende adrenerge Fasern dichter innerviert [34].
In den tieferen Laminae III bis VI werden vor allem mechanische und propriozeptive
Reize durch Aβ-Fasern und nozizeptive Aδ-Fasern verschaltet [30, 31]. Neben den
sekundären sensorischen Neuronen gibt es weiterhin Gliazellen, Mikroglia und viele
Interneurone [35].

2.1.4 WDR-Neurone

Eine spinothalamische Neuronengruppe, die vorwiegend in den Laminae III-V des
Cornu posterior anzutreffen ist, wird als Wide dynamic range-Neurone (WDR-Neurone)
bezeichnet [6, 8]. Diese reagieren sowohl auf nicht-schmerzhafte mechanische als auch
auf nozizeptive Reize. Nozizeptoren, kutane Mechanorezeptoren und Thermorezep-
toren sowie propriozeptive Rezeptoren gehören zu den primären Afferenzen, die auf
WDR-Neurone projizieren [6, 8]. Die WDR-Neurone können zwischen den schädlichen
mechanischen oder thermischen Reizen und den harmlosen mechanischen Reizen
differenzieren [7, 9]. Sie zeigen ein ansteigendes Aktivitätslevel auf Reize, die sich
im Spektrum zwischen harmlosen und gewebsschädigenden Reizen bewegen. Daher
können sie auch in elektrophysiologischen Untersuchungen sicher identifiziert werden,
indem bei ansteigender Druckstärke eine höhere neuronale Aktivität abgeleitet werden
kann [36]. Sie erhalten die Signale unterschiedlicher Primärafferenzen. Aβ-Fasern,
die zur Reizweiterleitung von Berührung, Druck und Vibration dienen, werden sowohl
direkt auf die sensorischen Neurone als auch indirekt über Interneurone verschaltet.
Aδ- und auch C-Fasern leiten die nozizeptiven Reize über exzitatorische und inhibi-
torische Interneurone der Substantia gelatinosa auf die spinothalamischen Neurone
[37]. Die WDR-Neurone besitzen ausgedehnte Dendritenbäume über die horizontal
geschichteten Laminae des Cornu posterior [38]. Dadurch haben die WDR-Neurone
in den tieferen Laminae große rezeptive Felder [39]. Die WDR-Neurone lassen sich
nicht somatotop gliedern [40], sondern sind eher muskulotopisch organisiert [41, 40].
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Eine weitere Besonderheit der WDR-Neurone ist neben der Integration nozizeptiver und
nicht-nozizeptiver Informationen, dass sie die Eigenschaft der zeitlichen Summation
besitzen [42, 43]. Als zeitliche Summation von elektrischen Signalen wird die progres-
sive Zunahme der elektrischen Aktivität der Neuronen auf einen über einen längeren
Zeitraum konstant dargebotenen Reiz beschrieben. Es kommt im Verlauf zur Zunahme
der neuronalen Aktivität über das bisher gezeigte Maß hinaus [21].

2.2 Supraspinale Zentren

Die Top-down-Kontrolle, auch deszendierende Hemmung genannt, geht von supra-
spinalen Kerngebieten aus und wirkt auf spinaler Ebene im Cornu posterior. Zu den
bekanntesten supraspinalen Zentren gehören das periaquäduktale Grau (PAG), die
Raphekerne und der Locus coeruleus (LC). In Abb. 2.2 sind adrenerge und serotonerge
Kerngebiete sowie weitere supraspinale Areale mit Einfluss auf diese dargestellt. Da
keine Hirnregion alleine als Schmerzmodulator fungiert und besonders im Hirnstamm
mehrere Kerngebiete in die nozizeptive Modulation eingebunden sind, gibt es den
zusammenfassenden Begriff der „Schmerz modulierenden Systeme im Hirnstamm“ [44].
Dazu gehören das PAG mit der rostralen ventromedialen Medulla (RVM) inklusive Ncl.
raphe magnus (NRM), die parabrachiale Kerngruppe im Pons, die kaudale ventrolaterale
Medulla sowie der Ncl. reticularis dorsalis im Pons und der LC [4, 5]. Die supraspinalen
Gebiete wie PAG, der LC und die RVM haben gemein, dass sie über die deszendierende
Bahn des Funiculus dorsolateralis im Rückenmark ins Cornu posterior projizieren [45].
Ursprünglich wurden hier die ersten deszendierenden Bahnen ausgehend von den
Raphekernen nachgewiesen [46, 47].

2.2.1 Locus coeruleus (LC)

Insgesamt sind sieben adrenerge Kerngebieten des ZNS in Nagetieren identifiziert, die
als A1 bis A7 bezeichnet werden und sich alle im Hirnstamm befinden [48, 49]. Die
Kerngebiete können nach drei Lokalisationen in kaudale, zentrale (medullo-pontine)
und rostrale (pontine) Kerngebiete aufgeteilt werden [50]. Das Kerngebiet des LC, auch
als A6 bezeichnet [48], gehört zu der letztgenannten Lokalisation und liegt im rostralen
dorsalen Pons beiderseits des Bodens des vierten Ventrikels [51, 34]. Der LC ist das
größte noradrenerge Kerngebiet des Gehirns [12] und enthält mindestens 50% der
adrenergen Neurone im gesamten ZNS [52]. In der nachfolgenden Abb. 2.3 ist der LC
in der Schemazeichnung beschriftet und in der Nissl-Färbung mit einem Kreis markiert.
Erkennbar ist der LC als annähernd dreieckige, dichte Ansammlung von Zellkernen
beiderseits des vierten Ventrikels.
Es sind zwei adrenerge Neuronenpopulationen im LC nachweisbar. Die größeren multi-
polaren Neurone liegen überwiegend ventral und die kleineren fusiformen Neurone sind
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5HT

Abbildung 2.2: Wechselseitige Einflussnahme der supraspinalen an der Schmerzmo-
dulation beteiligten Zentren mit Zusammenspiel serotonerger, noradrenerger Bahnen.
Modifizierte Abbildung in Anlehnung an K. Bannister and A. H. Dickenson,2017 [11].

LC

Abbildung 2.3: Coronarschnitt durch das murine Cerebellum und Pons. li.: am Foto der
Nissl- Färbung orientierte eigene Schemazeichnung mit LC; re.: Foto des selbst ange-
fertigten Hirnpräparats: Nissl-Färbung und mit rotem Kreis markierter Locus coeruleus.

im dorsalen LC angesiedelt [53, 54]. Die adrenergen LC-Zellen unterliegen dem Einfluss
anderer Neurotransmittersysteme. Beispielsweise wurden GABAA- [55], nikotinische
Acetylcholin- [56] und Opioidrezeptoren [57] nachgewiesen. Das Kerngebiet ist stark
mit anderen Hirnregionen verknüpft, dies zeigt sich in den eingehenden Projektionen
sowie in den eigenen Projektionsgebieten des LC. Zu den Hirnregionen, die zum LC
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projizieren, gehören das Telencephalon und das Diencephalon [58], die Amygdala [59],
das Kleinhirn und der kontralaterale LC [60] sowie die Raphekerne [61]. Weiterhin
projizieren Zellen der Lamina I des Cornu posterior des Rückenmarks direkt zu den
adrenergen Zellen des LC sowie zu den anderen adrenergen Kerngebieten A1, A2,
A5 und A7 [62, 14], sodass ein direkter spinaler Input besteht. Der Locus coeruleus
seinerseits projiziert in den Neocortex, den Thalamus, das Kleinhirn, die Amygdala,
den Hippocampus, den Hypothalamus und sowohl in das Vorderhorn als auch in das
Hinterhorn des Rückenmarks [63, 13, 64]. Diese Projektionswege des LC unterglie-
dern sich in aufsteigende Bahnen, absteigende Bahnen und eine Verbindung zum
Kleinhirn [50]. Die Anordnung der adrenergen Neurone im LC lässt sich orientierend
in zwei Output-Bereiche unterteilen. Im kaudalen LC-Bereich sind vorwiegend Projek-
tionsneurone mit deszendierenden Bahnen u. a. zum Rückenmark vorherrschend. In
den rostralen LC-Bereichen liegen Neurone mit aszendierenden Projektionsbahnen zu
übergeordneten Zentren [65, 66, 4]. Der LC projiziert über den Funiculus dorsolateralis
zu den Neuronen des Tractus spinothalamicus [15, 14]. Diese Verbindung zwischen
dem LC und dem Cornu posterior wird auch coeruleospinale Bahn genannt [67, 68]. In
der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der coeruleospinalen Bahn auf die spinalen
WDR-Neurone untersucht.

2.2.2 Der LC in der Modulation akuter Schmerzreize

Potenziell gewebsschädigende Reize führen zu einer erhöhten neuronalen Aktivität der
LC-Neurone [69, 70, 71] und erhöhen die Freisetzung von Noradrenalin aus den Zellen
des LC [72, 73]. Die LC-Aktivierung erfolgt sowohl direkt durch die aszendierenden spi-
nalen Bahnen als auch durch weitere Hirnstammgebiete [14, 74]. Das Aktivitätsmuster
des LC unterteilt sich in tonische und phasische Abschnitte. Die phasische Aktivität ist
durch die plötzliche Entladung im LC charakterisiert, die zu einer Freisetzung von No-
radrenalin aus den präsynaptischen Endigungen in den Projektionsgebieten führt [75].
Nach Exzitation konnte eine Autoinhibition der LC-Neurone über α2-Adrenozeptoren als
Autorezeptoren nachgewiesen werden [76]. Beide LC sind miteinander verbunden und
eine unilaterale elektrische Stimulation des einen LC führt zur bilateralen Aktivierung
der LCs [76]. Sowohl eine lokale elektrische Stimulation sowie eine rezeptorvermittelte
chemische Stimulation des LC reduziert messbar das Schmerzverhalten von Nage-
tieren [77, 78, 79, 51, 80]. In Studien wurden Stimulationsfrequenzen zwischen 0,5Hz

bis 50Hz [81], zwischen 5Hz bis 10Hz [82] sowie Stimulationsfrequenzen mit 20Hz und
50Hz [76] und 100Hz [83] erfolgreich im LC-Areal genutzt und dienten als Orientierung
für die Planung der Stimulationsfrequenzen. Llorca-Torralba et al. veröffentlichten 2016
im Rahmen eines Reviews eine Gegenüberstellung von elektrophysiologischen und
Verhaltensstudien zu dem antinozizeptiven Einfluss des LC. Die elektrische oder op-
togenetische LC-Stimulation wurde jeweils unilateral durchgeführt und führte zu einer

8



Abschwächung der Nozizeption [84, 85, 86, 87, 88, 89, 90]. Die Gegenüberstellung
verschiedener Studien an Ratten, in denen der LC uni- oder bilateral elektrisch oder
mit lokalen Neurotoxinen zerstört wurde, ergab in dem gleichen Review von Llorca-
Torralba et al. ein uneinheitliches Ergebnis über die Rolle des LC in der Nozizeption.
In diesen Studien wurde anschließend an die Elimination des LC das Schmerzverhal-
ten auf akute thermische, chemische oder mechanische Schmerzreize mit verschie-
denen Methoden beobachtet. Insgesamt zehn Studien ergaben keine Veränderung
[80, 91, 92, 93, 94, 95, 96] und im Gegensatz dazu ergaben acht Studien eine Absen-
kung der Schmerzgrenze (eher pronozizeptive Wirkung) [80, 97, 92, 93, 94, 98, 99, 100]
und nur drei Studien einen Anstieg der Schmerzgrenze (eher antinozizeptive Wirkung)
[97, 101, 102] unter Eliminierung beider LC. Das Ergebnis wurde durch die Autoren so
interpretiert, dass die deszendierende adrenerge Hemmung in gesunden Tieren bei
akuten Schmerzreizen eine geringere Rolle in der spinalen Modulation von Schmerzrei-
zen spielt [103]. Pertovaara et al. argumentierten 2013, dass der adrenerge Einfluss
des LC im physiologischen Zustand auf die basale kurzzeitige Schmerzwahrnehmung
eher gering ausfällt. Im Vergleich zu Studien mit Tiermodellen chronischer Schmerzer-
krankungen wurde geschlussfolgert, dass der adrenerge Einfluss des LC erst bei länger
andauernden Schmerzzuständen an Bedeutung gewinnt und eher schmerzhemmend
wirkt [91, 104, 105, 106, 107].

2.2.3 PAG-RVM-System und deszendierende serotonerge Bahnen

Die bekannteste antinozizeptive deszendierende Bahn geht von dem PAG im Mittelhirn
aus und projiziert deszendierend primär in die RVM, aber auch auf weitere adrenerge
Kerngebiete wie den LC und Locus subcoeruleus (SC). Diese nachgeschalteten Kern-
gebiete des Hirnstamms projizieren wiederum in das Cornu posterior [108, 109, 110, 5].
Das PAG liegt als Zellgruppe zirkulär um den Aquaeductus mesencephali und verläuft
an diesem zwischen dem dritten und vierten Ventrikel. Elektrische oder chemische
Stimulation des PAG ruft eine erhöhte Freisetzung von Serotonin im Cornu posterior
hervor [111]. Dennoch sind keine direkten spinalen Projektionen zwischen PAG und
Cornu posterior bekannt, sondern erfolgen indirekt über die RVM. In der RVM sind
die Raphekerne lokalisiert [47] und bilden eine Ansammlung von sieben serotonergen
Kerngebieten, die sich paarig entlang der Medianlinie des Hirnstamms befinden. Sie
werden der Formatio reticularis zugeordnet. Die serotonergen Neurone projizieren in
die Substantia gelatinosa des Cornu posterior [112] und eine Stimulation des Nucleus
raphe magnus (NRM) führt beispielsweise zu einer antinozizeptiven Wirkung [113, 114].

2.3 Spinale Rezeptoren und Rezeptor-Antagonisten

Zur Differenzierung der antinozizeptiven Wirkung durch die LC-Stimulation wurden
antagonisierende Substanzen auf spinaler Ebene eingesetzt, welche serotonerge oder
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adrenerge Rezeptoren selektiv blockierten. Entsprechend des eingesetzten Rezep-
torantagonisten wurde eine Veränderung der neuronalen Aktivität der tiefen WDR-
Neurone nach LC-Stimulation erwartet. Die Zielstellung, möglichst selektiv wirkende
Antagonisten zu verwenden, galt der Abgrenzung des serotonergen und adrenergen
Neurotransmittersystems.

2.3.1 Spinale Adrenozeptoren und der α-Adrenozeptor-Antagonist
Phentolamin

Die zwei Hauptgruppen der adrenergen Rezeptoren unterteilen sich in α- und β-
Adrenozeptoren. Die erste Gruppe unterteilt sich in aktivierend wirkende α1- und
inhibierend wirkende α2- Rezeptoren. Ein Agonist am α1-Adrenozeptor führt zur Bin-
dung eines stimulierenden G-Proteins mit nachfolgender intrazellulärer Kaskade, die
zur Depolarisation und Aktivierung der Nervenzelle führt. Hingegen wirken Agonisten
an α2-Adrenozeptoren auf das Neuron inhibierend. Innerhalb der α1-Adrenozeptoren
lassen sich die Subgruppen α1A- , α1B- und α1D- Adrenozeptoren innerhalb des
Rückenmarks differenzieren [115]. Speziell im Cornu posterior wurden die beiden Sub-
typen α1A-Adrenozeptoren und α1B-Adrenozeptoren nachgewiesen [116, 117]. Die
α1-Adrenozeptoren sind auf inhibitorischen GABAergen und glycinergen Interneuro-
nen nachweisbar [3], welche hauptsächlich in den oberen Laminae I-III nachweisbar
sind [118]. Die inhibitorischen Interneurone wirken über interlaminare Verschaltung
auf die tiefer liegenden spinothalamischen Neurone hemmend [1, 32, 33, 4, 3]. Die
α2A-Adrenozeptoren wurden ubiquitär im ventralen Horn und im dorsalen Horn in hoher
Rezeptordichte nachgewiesen [119]. Neben dieser Subgruppe kommen auch noch α2B-
und α2C-Adrenozeptoren im Cornu posterior vor [115]. Spinal verabreichtes Noradrena-
lin führt über α2-adrenerge Rezeptoren zur Schmerzhemmung [120, 121, 122] und auch
unter spinaler Applikation spezifischer α2-Adrenozeptor-Agonisten ließ sich ein antinozi-
zeptiver Effekt nachweisen [123]. Die Antagonisierung der α2-Adrenozeptoren bewirkten
einen Anstieg der spinalen Noradrenalinkonzentration in gesunden Tieren [124]. Eine
besonders hohe Dichte an α2-Adrenozeptoren zeigte sich in den oberen beiden Lami-
nae des Cornu posterior [125]. Dort befinden sich die Adrenozeptoren an den zentralen
Enden der Primärafferenzen, den C-Fasern und Aδ-Fasern [30, 4]. Eine präsynaptische
Hemmung der Primärafferenzen konnte durch lokal verabreichtes Noradrenalin oder α2-
Adrenozeptor-Agonisten ausgelöst werden [126, 127, 128, 129, 130]. Weiterhin wiesen
Axonendungen exzitatorischer Interneurone, die auf tieferliegende spinothalamische
Projektionsneurone projizieren, α2C-Adrenozeptoren auf [2, 131, 132]. Eine postsynap-
tische Hemmung kann durch die α2A-Adrenozeptoren, die direkt auf den spinothalami-
schen Projektionsneuronen lokalisiert sind, ausgelöst werden [133, 134, 4]. Die an den
terminalen Axonenden der adrenergen LC-Neurone lokalisierten α2-Adrenozeptoren fun-
gieren als Autorezeptoren und können durch Aktivierung zu einer Autoinhibition mit redu-
zierter Noradrenalinausschüttung führen [135]. Exogen verabreichtes Noradrenalin und
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adrenerge Agonisten aktivieren gleichsam beide Untergruppen von α-Adrenozeptoren
im Rückenmark [49]. Phentolamin gehört zu den Imidazolinen und ist ein kompetitiver,
unselektiver Antagonist an den α-Adrenozeptoren [136]. Es gehört zu den direkten
Sympatholytika und wurde bereits in den 1970er Jahren zur Charakterisierung von Adre-
nozeptoren genutzt. Mit Stoffmengenkonzentrationen ab c= 10µM wurde eine Blockade
der Adrenozeptoren und in Folge eine 50%ige Reduktion der Noradrenalinwirkung
an der postsynaptischen Membran beschrieben [137, 138]. Phentolamin wurde als
adrenerger α-Antagonist im Rahmen elektrophysiologischer Untersuchungen spinaler
Neurone genutzt [139, 94, 140]. In Abhängigkeit der vorliegenden blockierten Subty-
pen der α-Adrenozeptoren kann es zu gesteigerter oder verringerter Neuronenaktivität
kommen [139]. Entsprechend der aktuellen Daten der „Drugbank“ und des „National
Center for Biotechnology Information“ gibt es im Gegensatz zu anderen Adrenozeptoren-
Antagonisten in der Literatur keinen Hinweis auf Interaktionen des Phentolamins mit
anderen Rezeptoren als den α-Adrenozeptoren [141, 142].

2.3.2 Spinale 5-HT3-Rezeptoren und der
5-HT3-Rezeptor-Antagonist Ondansetron

Die Serotoninrezeptoren werden in sieben Rezeptorfamilien eingeteilt. Sechs der Re-
zeptorfamilien gehören zu den metabotropen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Die
Ausnahme bildet der 5-HT3-Rezeptor, der ein ligandengesteuerter Kationenkanal ist und
zur Depolarisation und Aktivierung des Neurons führt. Im Cornu posterior lassen sich
die eher antinozizeptiv wirkenden 5-HT7- und die beiden eher pronozizeptiv wirkenden
5-HT3- und 5-HT2-Rezeptoren nachweisen [143, 144, 10]. Die pronozizeptive Wirkung
der 5HT3-Rezeptoren konnte in Tiermodellen mit neuropathischen Schmerzen und auch
in gesunden Tieren dokumentiert werden [145, 146, 147, 148]. Die Rezeptoren sind
sowohl auf Primärafferenzen, spinalen exzitatorischen und inhibitorischen Interneu-
ronen als auch auf spinothalamischen Projektionsneuronen feststellbar [149, 4, 150].
Speziell der pronozizeptive Effekt der postsynaptischen 5HT3- Rezeptoren an den
WDR-Neuronen scheint stärker zu sein als die der präsynaptischen 5HT3- Rezepto-
ren an den nozizeptiven Primärafferenzen [151]. Konträr zu der häufig beschriebenen
pronozizeptiven Wirkung in Schmerzmodellen, kam es in einer Knockout-Mausreihe
für Untereinheiten des 5HT3-Rezeptors mit generalisierter Rezeptorinaktivität zu keiner
Veränderung der Nozizeption bei akuten Schmerzen [152]. Ondansetron gehört zu den
kurzwirksamen 5HT3-Rezeptor-Antagonisten und wirkt selektiv an diesem serotonergen
Rezeptor. Die Wirkung beruht auf einer kompetitiven Hemmung peripherer und zentraler
5HT3-Rezeptoren [153]. Für die hier verwendete Konzentration wurden die Angaben
zur Dosierung mit 100µg Ondansetron in 50µL Kochsalzlösung aus dem Artikel von
Bannister et al. 2015 übernommen [154]. Gleichsam zu dem experimentellen Aufbau
der vorliegenden Arbeit wurde eine Ondansetronlösung direkt lokal auf dem eröffne-
ten Rückenmark während extrazellulärer Messungen verwendet. Die antinozizeptive
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Wirkung des Ondansetrons fiel in neuropathischen Mausmodellen stärker aus als in
gesunden Tieren [145, 146, 147].
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Kapitel 3

Fragestellungen und Hypothesen

Die Zielstellung lautete ein Stimulationsprotokoll zur Untersuchung der adrenergen
Inhibition spinaler neuronaler Aktivität nativer Mäuse zu etablieren. Es sollten Daten
über das Verhalten spinaler WDR-Neurone im Cornu posterior unter Einfluss elektro-
physiologischer Stimulation des adrenergen Locus coeruleus im Hirnstamm erhoben
werden.
Dabei stellten sich die Fragen: Wirkt sich die steigende Frequenzstärke auf die Hem-
mung der spinalen Neurone aus? Gibt es einen Unterschied zwischen der ipsilateralen
und der kontralateralen Wirkung adrenerger deszendierender Inhibition? Wie verändert
sich die neuronale Aktivität nach adrenerger Inhibition durch eine unselektive Blockade
der spinalen Adrenozeptoren? Wie wirkt sich die Blockade spinaler serotonerger Re-
zeptoren auf die Inhibition der spinalen Neurone aus? Gibt es eine Interaktion zwischen
dem serotonergen und dem adrenergen System?

Daraus wurden folgende fünf Hypothesen entwickelt:
1. Die Hirnstammstimulation mit den Stimulationsfrequenzen 2Hz, 5Hz, 10Hz, 20Hz,
100Hz und die akute repetitive mechanische nozizeptive Stimulation führt zu keiner
Veränderung der rezeptiven Felder der spinalen Neurone im Cornu posterior in nativen,
gesunden Mäusen.

2. Die Hirnstammstimulation mit den Stimulationsfrequenzen 2Hz, 5Hz, 10Hz, 20Hz,
100Hz führt zur unmittelbaren temporären Reduktion der neuronalen Aktivität im Cornu
posterior in nativen, gesunden Mäusen.

3. Es gibt keine Unterschiede in der neuronalen Aktivität nach Hirnstammstimulation mit
den Stimulationsfrequenzen 2Hz, 5Hz, 10Hz, 20Hz, 100Hz zwischen der ipsilateralen
und kontralateralen Rückenmarksseite.
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4. Die spinale Applikation des unselektiven α-Adrenozeptor-Antagonisten Phentolamin
(c= 10µM) führt nach der Hirnstammstimulation mit 20Hz in dem LC-Areal zu einem
Aktivitätsunterschied der spinalen Neurone im Vergleich zur Kontrollgruppe.

5. Die spinale Applikation des 5HT3-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron (c= 6,814µM)
führt nach anschließender Hirnstammstimulation mit 20Hz in dem LC-Areal zu keinem
Aktivitätsunterschied der spinalen Neurone im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Kapitel 4

Material und Methoden

4.1 Materialien

4.1.1 Die Tiere und ihre Haltungsbedingungen

Die gesamten Versuchsreihen wurden mit 41 Mäusen des Mausstamms C57BL/6 durch-
geführt. Bei den überwiegend weiblichen Mäusen handelte es sich sowohl um ältere
Multipara als auch um jüngere Weibchen (8. Woche bis 15. Woche). Ebenfalls wur-
den einige männliche Tiere (10. Woche bis 20. Woche) für die elektrophysiologischen
Versuche verwendet. Die Haltung erfolgte unter standardisierten und kontrollierten
Laborbedingungen (22◦C ± 1◦C, 55% Luftfeuchtigkeit; 12/12h Tag-Nacht-Rhythmus mit
einer Beleuchtungsperiode von 6.00 Uhr bis 18.00 Uhr).
Die einzelnen Käfige waren in offenen Käfiggestellen angeordnet und befanden sich in
separierten Haltungsräumen innerhalb der Mouse Behaviour Unit (MBU) der Johannes
Gutenberg-Universität Mainz. Für die Versuchsreihen wurde das jeweilige Tier im Käfig
über die Schleuse aus der MBU in den Laborraum mit dem elektrophysiologischen
Arbeitsplatz transportiert. In den Einzel- wie auch in den Gemeinschaftskäfigen wurden
die Tiere mit freiem Zugang zu Wasser und pelletiertem Futter gehalten. Da es sich bei
den Experimenten nicht um Verhaltensexperimente handelte, wurden die Tiere weder
speziell voneinander getrennt noch zusammengesetzt.
Die Böden der Isolationskäfige (Fläche A = 360cm2, Höhe h = 14cm) wurden mit
Holzgranulat als Einstreumaterial bedeckt. Die oberen Plastikabdeckungen der Käfige
waren mit Grobfiltern bezogen. Darunter folgte jeweils ein innen liegender Gitterdeckel
aus Edelstahl mit Futterraufe und Trennblech. Der Gitterdeckel diente zur Absperrung
und als Halterung der Trinkflasche und der Futterpellets. Die standardisierten Käfige
waren jeweils mit einer Plastikröhre und einem Zellstofftuch als Nistmaterial versehen.
Diese wurden wöchentlich ausgewechselt. Die Durchführung und Kontrolle der Haltung
erfolgte durch staatlich anerkannte Tierpfleger.
Die gesamten elektrophysiologischen Tierversuche wurden durch die Tierschutzkommis-
sion des Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz genehmigt. Die zur Durchführung
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der Versuchsreihen nötigen Tierkurse gemäß der Federation of European Laboratory
Animal Science Associations (FELASA) wurden absolviert. Stets wurde im Umgang mit
den Tieren auf das Tierschutzgesetz geachtet und dessen Befolgung wurde durch den
Tierschutzbeauftragten kontrolliert.

4.1.2 Geräte

Tabelle 4.1: Geräte

Gerätebezeichnung Hersteller
1 Isofluran Vaporisator Vapor Drägerwerk AG & Co. KGaA, D-23560 Lübeck
2 CED 1401 Micro 04 Cambridge Electronic Design Limited,

Cambridge CB24 6AZ England
3 DAM80 AC Differential World Precision Instruments Germany GmbH,

Amplifier D-61169 Friedberg
4 Digital-Analog-Umwandler World Precision Instruments Germany GmbH,

D-61169 Friedberg
5 Electronic von Frey Transducer Somedic SenseLab AB, SE-28273 Sösdala
6 Microm HM 650V Thermo Microm International GmbH, D-58239 Schwerte

Scientific
7 Perfusionspumpe Masterflex Cole Parmer GmbH, D-97877 Wertheim

Compact pumpe L/S
8 Multifunktionswerkzeug DREMEL Europe Bosch Power Tools B.V.,

Dremel 7700 NL-4825 BD Breda
9 Panasonic Haarschneidemaschine Panasonic Deutschland, D-22525 Hamburg

10 Analysewaage ADB/ADJ 2018 KERN & SOHN GmbH, Balingen
11 Z-LITE Fiber Optic Illuminator World Precision Instruments Germany GmbH,

D-61169 Friedberg
12 Präzisions Stereo Zoom Binocular World Precision Instruments Germany GmbH,

Mikroskop mit Flexarmstativ D-61169 Friedberg
13 Stimulator ISO STIM 01D npi electronic GmbH, D-71732 Tamm
14 Heizsystem Animal Temperature World Precision Instruments Germany GmbH,

Controller-2000 D-61169 Friedberg
15 Manueller Mikromanipulator M33 Märzhäuser Wetzlar GmbH & Co. KG,

D-35579 Wetzlar
16 Olympus BX51-P OLYMPUS EUROPA SE & CO. KG,

D-20097 Hamburg

4.1.3 Software

4.1.4 Chemikalien

4.1.5 Instrumente

1. Instrumente für die Präparation vor der elektrophysiologischen Messung:
anatomische Pinzette, scharfe Pinzette, feine Präparierschere, Vannas Spring Präzisi-
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Tabelle 4.2: Software

Software Anbieter
1 LibreOffice Calc 5.1.6.2. The Document Foundation, Debian and Ubuntu
2 CED Spike2 Version 8 CED Cambridge Electronic design limited
3 Mathematica Version 10 ©2020Wolfram Alpha LLC
4 Texmaker 4.4.1. ©2003-2014 by Pascal Brachet

The universal LaTeX editor
5 cellSens Dimension OLYMPUS EUROPA SE & CO. KG,

D-20097 Hamburg

Tabelle 4.3: Chemikalien

Chemikalien Hersteller
1 Forene 100% Isofluran 250 mL AbbVie Deutschland GmbH & Co. KG,

D-65189 Wiesbaden
2 Xylocain Gel 2 % Aspen Germany GmbH, D-81679 München
3 Sterilium Händedesinfektionsmittel PAUL HARTMANN AG,

500 mL 89522 Heidenheim Deutschland
4 Kochsalz Braun 0,9 % NaCl Chem Cruz, Santa Cruz Biotechnology,

Infusionslösung 69115 Heidelberg, Deutschland
5 Paraformaldehydlösung 4 % in PBS Otto Fischar GmbH & Co. KG, D-66133

Saarbrücken
6 Cyanacrylatklebstoff 102 Permabond Engineering Adhesives Ltd.,

UK SO21 1WP, England
7 Histokitt Eindeckmittel Glaswarenfabrik Karl Hecht, GmbH & Co KG,

D-97647 Sondheim vor der Rhön
8 PBS-Tabletten SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

D-82024 Taufkirchen
9 Ondansetronhydrochlorid SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

CAS: 103639-04-9 D-82024 Taufkirchen
10 Phentolaminhydrochlorid SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

CAS: 73-05-2 D-82024 Taufkirchen
11 Millipore Water SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

D-82024 Taufkirchen
12 Xylol SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

D-82024 Taufkirchen
13 Ethanol SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

D-82024 Taufkirchen
14 Cresylviolett SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

D-82024 Taufkirchen
15 Essigsäure SIGMA-Alderich CHEMIE GmbH,

D-82024 Taufkirchen

onsschere, Splitterpinzette, Uhrmacherpinzette, Gewebepinzette, Collegepinzette
2. Instrumente für die Präparation des formalingetränkten Gehirns:
Rundspatel, Präparierschere, flache Auffangschale, Splitterpinzette
3. Anfertigung der Phentolamin- und Ondansetronlösungen:
Eppendorf Mikropipetten, 50 mL Flacon-Tubes
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4. Anfertigung der Gehirnschnitte:
6- und 24-Multiwell-Platten, feine Pinsel, Pinzette, Kreuzschlitzschraubendreher, Schrau-
ben
5. Färbung der histologischen Präparate:
Glasstab, Stoppuhr

4.1.6 Verbrauchs- und Hilfsmaterialien

Tungsten Mikroelektroden (FHC, Bowdoin, ME 04287 USA), Tupfer, Feindosierungs-
spritzen, Papierhandtücher, Styroporunterlage, Kanülen, Butterflykanüle, Rasierklingen
(Vibratom), Falcon Röhrchen, Pipettenspitzen, Mikroreaktionsgefäße, Einmalwaagscha-
le, Objektträger und Deckgläser, Parafilm M Laboratory Film

4.2 Methoden

Der allgemeine Versuchsablauf war bei allen Mäusen gleich, sodass nur die Stimula-
tionsprotokolle variierten. Vorbereitend wurden die Wirkstofflösungen hergestellt, die
im zweiten und dritten Messprotokoll verwendet wurden. Das pulverförmige Phentola-
minhydrochlorid und Ondansetronhydrochlorid wurden in isotoner Natriumchloridlösung
aufgelöst. Die Stoffmengenkonzentration von Ondansetron betrug 6,814µM (100µg in
50mL Lösung). Die Verdünnungsreihe von Phentolamin wurde ausgehend von der 1M
Phentolaminlösung hergestellt. In jeweils 50mL befanden sich Stoffmengenkonzentra-
tionen von 1µM, 10µM, 100µM, 1000µM oder 1M Phentolamin. Die Haltbarkeit der
Wirkstoffe in Lösung bei Raumtemperatur betrug maximal sieben Tage, sodass 2mL

der Lösungen in Eppendorfgefäßen bei −20◦C eingefroren wurden.
Der Versuchsablauf pro Tier untergliederte sich folgendermaßen:
1. Präparation des Rückenmarks
2. Trepanation des Schädels und Positionierung der Elektrode
3. Elektrophysiologische Messung spinaler Neuronenaktivität
4. Elektrische Läsion des Hirnstamms
5. Perfusion der Maus und Fixierung des Gehirns
6. Anfertigen der Objektträger mit den Gehirnschnitten
7. Nissl-Färbung
8. Mikroskopie und histologische Auswertung
Die einzelnen Arbeitsschritte sind im Folgenden ausführlich beschrieben.
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4.2.1 Allgemeiner Versuchsablauf

1. Präparation des Rückenmarks
Initial wurde jede Maus am entsprechenden Versuchstag aus der MBU in einem Ein-
zelkäfig ins Labor gebracht. Mittels 2% Isofluran erfolgte unter einem Sauerstofffluss
von 2 Lmin−1 die Narkose in einer abgeschlossenen Plexiglasbox. Der Arbeitsplatz mit
Vaporisator inklusive Sauerstoffzufluss sowie Heizplatte ist in der Abb. 4.1. abgebil-
det. Die kontinuierliche Narkose mit Isofluran konnte nach Fixierung der Vorderzähne
in dem Narkoseschlauch auf der Heizplatte am elektrophysiologischen Arbeitsplatz
fortgeführt werden. Zur Vorbeugung einer Hypothermie wurde die Maus auf einer be-
heizbaren Metallplatte gelagert. Vor Beginn der Präparation erfolgte eine Überprüfung
der Narkosetiefe, indem mit der stumpfen Pinzette drei Mal der Zwischenzehenreflex
überprüft wurde. Dies ist in Abb. 4.2. dargestellt. Bei fehlender reflexartiger Zuckung
oder Zurückziehen der Hinterpfote war die Narkosetiefe ausreichend. Nach Rasur und
Desinfektion des Präparationsbereichs wurde die Haut mit der Präparationsschere
entlang der Wirbelsäule bis zum Schädel eröffnet. Zur lokalen Betäubung der autochtho-
nen Rückenmuskulatur wurde Xylocain 2% Gel verwendet, wobei eine Einwirkzeit von
mindestens 2min eingehalten wurde. Unter Zuhilfenahme des binokularen Mikroskops
wurden die autochthonen Rückenmuskeln im thorakolumbalen Bereich mit den Pin-
zetten und der Präparierschere stumpf entfernt. Die Eröffnung des Rückenmarks und
Freilegung der mittig verlaufenden Arteria spinalis posterior erfolgte mittels Pinzetten
und Präzisionsschere durch vorsichtige Laminektomie der Lendenwirbelkörper.

Abbildung 4.1: Elektrophysiologischer Arbeitsplatz. li.: Vaporisator (mit Isofluranbehälter)
mit Sauerstoffzufuhr sowie Narkosekammer. re.:Präparationsplatz.

2. Trepanation des Schädels und Positionierung der Elektrode
Die Trepanation wurde vorsichtig unter Vermeidung von Gewebeschädigung des Ge-
hirns mittels Handbohrer immer auf der linken Seite des fixierten Schädels durchgeführt.
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Abbildung 4.2: li.: Narkotisierte Maus auf der Heizplatte. Testung des Zwischenzehen-
reflexes zur Kontrolle der ausreichenden Narkosetiefe. re.: Präparationsbesteck zur
Freilegung des lumbalen Rückenmarks mit diversen Pinzetten und Präzisionsschere
sowie feiner Schere. Quelle: eigenes Foto

Das Trepanationsloch und die bipolare Stimulationselektrode sind in der Abb. 4.3.
dargestellt. Aufgrund eines meningealen Gefäßgeflechts war ein senkrechtes Einfüh-
ren der bipolaren Stimulationselektrode in den LC-Bereich nicht möglich, sodass ein
schräger Einführungswinkel gewählt wurde. Zur genauen Bestimmung der Lokalisati-
on des Bohrlochs diente der anatomische Punkt Bregma, an welchem die Pfeil- und
die Kranznaht der Schädelknochen einander kreuzen. Ausgehend von Bregma wur-
den mit den horizontalen Messschiebern die Distanzen 1,0mm nach lateral (links) und
4,5mm nach rostral abgemessen und für die Trepanation markiert. Abhängig von dem
Ausmaß der Krümmung des parietalen Schädelknochens ergab sich der jeweilige Ein-
trittswinkel der bipolaren Elektrode. Mittels des vertikalen Messschiebers wurde die
Höhendifferenz zwischen der Suturenkreuzung auf dem Schädel (Bregma) sowie dem
Trepanationsloch entlang der sagittalen Sutur bei 4,5mm rostral von Bregma vermessen.
In Abhängigkeit der Höhendifferenz wurde zwischen ∆ = 0.5mm mit einem resultie-
renden Eintrittswinkel 19◦ und ∆ = 1.0mm mit einem resultierenden Eintrittswinkel 9◦

unterschieden. Anschließend wurde die lumbale bis thorakolumbale Wirbelsäule im Be-
reich der verbliebenen anterioren Wirbelkörper in den stereotaktischen Rahmen mit den
vier Befestigungsbügeln aufgespannt, um atembedingte Bewegungsartefakte während
der elektrophysiologischen Messung zu verhindern. Nach dem endgültigen Fixieren der
Maus im stereotaktischen Rahmen wurde die bipolare Stimulationselektrode durch das
Bohrloch 3,8mm in den Schädel eingeführt und wurde im weiteren Verlauf nicht mehr in
der Position verändert. Der Abstand der beiden Elektroden der Stimulationselektrode
betrug entsprechend der Abmessungen des LC- Areals in Orientierung an den Koordi-
naten aus dem Mouse Brain Atlas stets 0,2mm [155].

3. Elektrophysiologische Messung der spinalen Neuronenaktivität
Für die elektrophysiologische Messung war der Arbeitsplatz mit einem Verstärker, einem
Frequenzfilter, einem Digital-Analog-Umwandler sowie der Analyse- und Aufzeichnungs-
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Abbildung 4.3: li: Trepanationsstelle 4,5mm rostral zu Bregma und 1mm lateral der
sagittalen Sutur. re.: Position der Stimulationselektrode für die Hirnstammstimulation im
LC, unteren: bipolare Stimulationselektrode.

Software Spike2 ausgestattet. Die Wolfram-Messelektrode wurden in das Rückenmark
seitlich des Dorsalgefäßes in den Bereich der tiefen WDR-Neurone nach ventral vor-
geschoben und die Referenzelektrode in der autochthonen Muskulatur fixiert. Die
einliegende Stimulationselektrode ist in Abb. 4.4 abgebildet. Um Störsignale zu mini-
mieren, wurde ein Faradayscher Käfig aus Alufolie und einer dünnen einschiebbaren
Metallplatte vollständig um den Arbeitsplatz mit der Maus aufgestellt. Anschließend
konnten extrazelluläre Signale der Neurone in den tiefen Laminae IV bis VI im Cornu
posterior abgeleitet werden, wenn das entsprechende rezeptive Feld der Hinterpfote
taktil stimuliert wurde. Nach Anpassung des Thresholds war die Charakterisierung der
spinalen WDR-Neurone und deren rezeptive Felder möglich. Die elektrophysiologische
Charakterisierung des Neurons erfolgte mit den standardisierten Von-Frey-Druckstäben
mit den Massen: 6 g, 26 g, 80 g und 300 g sowie zusätzlichem Streichen. Die taktile Sti-
mulation mit den verschiedenen Von-Frey-Druckstäben erfolgten fünfmalig über 5min.
Wenn die jeweilige abgeleitete Aktivität stabil war, wurde das Neuron für die Mess-
protokolle weiterverwendet, ansonsten verworfen. Während den Messreihen musste
das Rückenmark regelmäßig mit Kochsalzlösung befeuchtet werden, weil Verdunstung
zur Beeinträchtigung der spinalen Ableitung führte. Die Abb. 4.5. zeigt beispielhaft die
taktile Stimulation mit einem Von-Frey-Druckstab sowie den 26 g Von-Frey-Druckstab.
Die Messprotokolle beinhalteten die Stimulation des Hirnstamms im Bereich des LC
mit verschiedenen Stimulationsreizen, die sich nur in der Frequenz unterschieden. Die
Parameter der Stimulationsreize wurden mittels der Software Spike2 eingestellt und
betrugen für alle genutzten Stimulationsfrequenzen f: 2Hz, 5Hz, 10Hz, 20Hz und 100Hz

immer gleichermaßen:
Stromstärke jedes Einzelimpulses I=200µA,
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Spannung jedes Einzelimpulses U=5V,
Wiederholung der Einzelimpulse n=10,
Zeitdauer der Gesamtstimulation t=60 s,
Für die einzelnen Messprotokolle sei auf Kapitel 4.2.2 verwiesen.
Alle Daten wurden mittels dem CED 1401 Mikro 04 und der Software Spike2 aufge-
zeichnet und analysiert.

1mm

Abbildung 4.4: li.: Bipolare Stimulationselektrode im Hirnstamm im LC. Messelektrode
im Rückenmark sowie Referenzelektrode in der autochthonen Rückenmuskulatur. re.:
Messelektrode im Rückenmark im Bereich der tiefen WDR-Neuronen.

Abbildung 4.5: li.: Taktile Stimulation der Hinterpfote mittels Von-Frey-Filament. re.:
elektronisches Von-Frey-Filament

4. Elektrische Läsion des Hirnstamms
Die lädierende Hirnstammstimulation am Ende jedes Stimulationsprotokolls erzeugte
eine mikroskopisch sichtbare Läsion im Bereich der bipolaren Elektrode zur nachträg-
lichen Lokalisation. Die gewählten Einstellungen in dem Analyseprogramm Spike2
betrugen:
Stromstärke der Einzelimpulse I=99µA,
Spannung der Einzelimpulses U=99V,
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Wiederholung der Einzelimpulse f=400,
Zeitdauer der Gesamtstimulation t=40 s.
Nach der Läsion wurde die Maus für die Perfusion vorbereitet, über 2min mit mindestens
2% Isofluran terminal narkotisiert und aus dem stereotaktischen Rahmen herausge-
nommen.

Abbildung 4.6: li.: Vibratom. re.: Hirnpräparat in Agarose auf Vibratom.

5. Perfusion der Maus und Fixierung des Gehirns
Die Perfusion ist eine Methode zur Gewebe- und Organfixierung mittels 4%iger Formalin-
Lösung. Durch eine Pumpe wurde die Formalin-Lösung über die linke Herzkammer in
das Gefäßsystem transportiert. Dem Arbeitsschutz entsprechend wurde die Perfusion
aufgrund der leicht flüchtigen Formalinlösung unter einem Abzug durchgeführt. Auf einer
Styroporplatte wurde die narkotisierte Maus an ihren Extremitäten fixiert. Nach Ster-
notomie wurde die Formalin-Lösung über die Pumpe durch eine Butterflykanüle in die
linke Herzkammer gleichmäßig zugeführt und das rechte Atrium mittels Präparierschere
eröffnet. Über die Perfusionsdauer von ungefähr 8min bis 10min bis zum Eintritt der
Starre der Extremitäten, war die Perfusionspumpe mit gleichbleibender Geschwindigkeit
auf Stufe 4 gestellt. Anschließend wurde das Groß- und Kleinhirn mittels Rundspatel aus
dem Schädel herausgetrennt und die linke Hirnhälfte wurde markiert, indem mit einem
Skalpell ein Keil aus dem Kleinhirn- und dem Großhirncortex ausgeschnitten wurde.
Die so markierten Hirnpräparate wurden in einer Formalin-Lösung im Kühlschrank bei
4◦C für 24 h aufbewahrt.

6. Anfertigen der Objektträger mit den Gehirnschnitten
Nach Spülung der formalinhaltigen Gehirnpräparate mit 4mL PBS-Pufferlösung wurden
die abgetrockneten Präparate einzeln mit 3%igem Agarosegel zu Blöcken ausgegossen.
Die Agaroseblöcke härteten bei −8◦C für mindestens 10min aus. Die rechteckig zuge-
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schnittenen Agaroseblöcke wurden mit Cyanacrylatklebstoff 102 auf der metallenen
Präparathalterung des Vibratoms festgeklebt. Dies ist in der Abb. 4.6 dargestellt. Das
Vibratom wurde auf die Einstellungen in Tab. 4.4 eingerichtet und die Präparatwanne
mit PBS-Lösung aufgefüllt. Zur Orientierung der Schnittpräparate diente der Verlauf
des vierten Ventrikels und es wurden die vier bis fünf Querschnitte des Hirnstamms
im LC-Bereich mit einer Schichtdicke von 50µm angefertigt. Die Präparate wurden
auf gelatinierten Objektträger bei Raumtemperatur für mindestens 12 h trockneten. Die
PBS-Lösung sowie die Präparatüberreste wurden ordnungsgemäß entsorgt und das
Vibratom mit Wasser und 70%iger Ethanollösung gesäubert.

Tabelle 4.4: Einstellungen des Vibratoms

Parameter Einstellung
Feed 50
Trim 50

Frequenz 80
Amplitude 0,8

U 20
Modus Continue Stroke

7. Nissl-Färbung
Die Nissl-Färbung der Hirnschnitte auf den gelatinierten Objektträgern wurde stets unter
einem Abzug durchgeführt. Der Ablauf mit der Dauer der Einzelschritte ist in Tab. 4.5
aufgelistet. Dabei wurden die Objektträger für die jeweilige Dauer komplett in die Lösung
gelegt und zwischen den einzelnen Lösungen der Überstand auf Zellstoff abgetropft.

Tabelle 4.5: Durchführung der Nissl Färbung

Schritt Zeitdauer Lösung
1 3min Objektträger auf einer Heizplatte bei 50◦C erwärmen
2 3min 70% Ethanol
3 30 s Millipore Wasser
4 2min Cresylviolet
5 1min Millipore Wasser
6 1min Millipore Wasser
7 30 s 70% Ethanol mit 1mL (3 Tropfen) Essigsäure
8 3min 70% Ethanol
9 3min 80% Ethanol

10 3min 90% Ethanol
11 3min 100% Ethanol
12 2min Xylol
13 2min Xylol
12 1min Versiegeln der Schnittpräparate mit Histokit und dem Deckglas

8. Mikroskopie und histologische Auswertung
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Die Mikroskopie der 50µm dicken Präparate erfolgte mit dem aufrechten Systemmikro-
skop Olympus BX51-P der Firma Olympus. Die Bilder wurden in Hellfeldmikroskopie
mit der Objektivvergrößerung 20x aufgenommen. Diese Vergrößerung war ausreichend,
um eine Aufnahme des Hirnstamms mit beidseitiger LC- Darstellung zu gewährleisten.
Die Bildanalysesoftware "cellSens Dimension"von Olympus wurde für die Bildaufnahme
verwendet. Der LC ist als ein in der Längsachse 200µm ausgedehntes Kerngebiet lateral
unterhalb der Seiten des vierten Ventrikels. In Mäusen schließt sich ventral das Gebiet
des Ncl. subcoeruleus an. Der LC wird laut des Mouse-Brain-Atlas in den alpha-Bereich
sowie in den dorsalen und ventralen Bereich unterteilt und dehnt sich zwischen dem
standardisierten Schädelpunkten Bregma −5mm bis −5,3mm in der Längsachse und
interaural −1,16mm bis −1,54mm in der Querachse aus [155]. In Abb. 4.7 ist ein Quer-
schnitt des vierten Ventrikels in Nissl-Färbung dargestellt und die Läsion ist mit einem
roten Pfeil auf der linken Präparatseite markiert.

250µm
li

Abbildung 4.7: Coronarschnitt der Pons (Nissl-Färbung). Roter Pfeil: Läsion durch die
bipolaren Stimulationselektroden im Hirnstamm im Bereich des LC.
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4.2.2 Messprotokolle

Vergleich der Stimulationsfrequenzen

Ziel des ersten Messprotokolls war die Untersuchung des Einflusses verschiedener
Hirnstammstimulationsfrequenzen im Bereich des LC auf die WDR-Neurone im Cornu
posterior. Hierfür wurden an insgesamt 21 Tieren Messdaten erhoben. Dabei wurde der
Hirnstamm mit den Frequenzen mit 2Hz, 5Hz, 10Hz, 20Hz und 100Hz bei konstanten
Stromstärken und Spannungen stimuliert und die Aktivität eines Dorsalhornneurons
gemessen.

Abbildung 4.8: Bestimmung des rezeptiven Feldes (blaue Dreiecke), Charakterisierung
des spinalen Neurons (lila Dreiecke), Messung der neuronalen Aktivität (graue Dreiecke)
1 sec vor bis 1200 sec nach LC- Stimulation (roter Pfeil) mit der jeweiligen Stimulationsfre-
quenz: 2Hz, 5Hz, 10Hz, 20Hz, 100Hz.

Das Messprotokoll unterteilt sich nochmals in die erste Messreihe mit 2Hz, 5Hz, 10Hz
und 100Hz, die an 9 Tieren gemessen wurde, sowie in die zweite Messreihe mit 5Hz,
10Hz, 20Hz und 100Hz, die an weiteren 11 Tieren gemessen wurde. Daraus resultiert
die verschiedene Anzahle der gemessenen Tiere pro Stimulationsfrequenz: n(2Hz) = 9
Tiere, n(5Hz) = 19 Tiere, n(10Hz) = 19 Tiere, n(20Hz) = 11 Tiere, n(100Hz)= 19 Tiere.
Dabei wurde immer auf der linken Hirnseite der Bereich des LC im Hirnstamm stimuliert.
Die abgeleiteten Neurone wurden sowohl auf der ipsilateralen Rückenmarksseite (n=10)
als auch auf der kontralateralen Rückenmarksseite (n=11) betrachtet. Die neuronale
Aktivität wurde jeweils direkt vor der Hirnstammstimulation gemessen sowie über einen
Zeitraum bis 10min danach bestimmt. Zu festgesetzten Zeitpunkten wurde jeweils
drei Mal hintereinander die neuronale Aktivität gemessen, die durch einen Von-Frey-
Druckstab mit 26 g standardisiert ausgelöst wurde. Die Messzeitpunkte waren 1min

vor der Hirnstammstimulation sowie unmittelbar danach. Der Zeitpunkt unmittelbar
nach der LC-Stimulation wird in der Abb. 4.8 als 0min dargestellt, ebenso der weitere
zeitliche Ablauf der Messung mit den Messpunkten 2min, 5min, 10min, 15min und
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20min. Zusätzlich wird hier die Charakterisierung des Neurons durch die Vormessungen
dargestellt. Hierbei wurde die Stabilität des Messsignals durch mehrmalige Messungen
bei verschiedenen statischen und dynamischen Reizen geprüft. Erst wenn das Neuron
ein stabiles Verhalten zeigte, konnte das Messprotokoll angewendet werden. Des
Weiteren wurden das rezeptive Feld des jeweils abgeleiteten Neurons vor und nach den
Frequenzmessungen ermittelt.

Der adrenerge Einfluss

Im zweiten Messprotokoll wurde der Einfluss der α-adrenergen Rezeptoren bei der Über-
leitung der deszendierenden Inhibition untersucht. Dafür wurde die neuronale Aktivität
unter spinaler Einwirkung von unselektiven α-Adrenozeptor-Antagonisten betrachtet.
Als Wirkstoff wurde Phentolamin verwendet. Die um das Rückenmark liegende Dura
wurde lokal dorsal entfernt, sodass der Wirkstoff direkten auf das Rückenmark einwirken
konnte. Die Frequenz der Hirnstammstimulation wurde auf f=20Hz festgelegt und es
wurde wieder nur die linke Hirnstammseite stimuliert. Dieses Messprotokoll wurde an
insgesamt 10 Mäusen durchgeführt. Anhand einer Verdünnungsreihe wurde die Aktivität
unter Applikation verschiedener Phentolaminkonzentrationen gemessen. Das Messpro-
tokoll bestand aus mehreren hintereinander erfolgten Messreihen mit aufsteigenden
Phentolaminkonzentrationen von 1µM, 10µM, 100µM, 1000µM bis 1M. Ausgehend von
zwei Veröffentlichungen wurde sich an niedrigeren Phentolaminkonzentrationen im
µ-Bereich orientiert [140, 139].

Abbildung 4.9: Messprotokoll mit Verwendung des α-Adrenozeptor-Antagonisten Phen-
tolamin in den Konzentrationen c=1µM/10µM/100µM: Charakterisierung der spinalen
Neurone (lila Dreiecke) und Messung der spinalen neuronalen Aktivität vor Applikation
des Phentolamins (graue Dreiecke). Messung der Aktivität spinaler Neurone während
der Einwirkzeit von Phentolamin über 240 Sek. und Messung nach Hirnstammstimulati-
on im LC über 2100 Sek. (grüne Dreiecke).

Zu Beginn jeder Messung erfolgte die Charakterisierung des Neurons. Bei stabilen
Messwerten wurde 2µL Phentolamin auf den lumbalen Rückenmarksanteil gegeben.
Nach der Einwirkzeit von 3min erfolgte die Hirnstammstimulation mit der Frequenz
f=20Hz. Die Abb. 4.9 stellt den zeitlichen Ablauf der Messung unter Phentolamin mit
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der Konzentration c=1µM dar und ist übertragbar auf jede der anderen Phentolamin-
konzentrationen. Nach der elektrophysiologischen Charakterisierung des Neurons im
Sinne von Vormessungen (lila Pfeile) erfolgte die Messung der Basiswerte. Danach
wurde die Phentolaminlösung auf das Rückenmark pipettiert. Die Einwirkzeit betrug
3min. Die dunkelgrünen Pfeile markieren den Beginn und die Dauer der Messungen
unter Phentolamin. Die hellgrünen Pfeile stellen nur einen Messwert zum jeweiligen
Messzeitpunkt dar. Um die Abbildung übersichtlich zu halten, stellen die dunkelgrünen
Pfeile keine Einzelmesswerte, sondern Messreihen von sechs Werten innerhalb der
jeweiligen Minute dar.

Der serotonerge Einfluss

Zielsetzung des dritten Messprotokolls war die Überprüfung des durch 5HT3-Rezeptoren
vermittelten serotonergen Einflusses auf die durch den LC vermittelte Inhibition der
WDR-Neurone im Cornu posterior. Der serotonerge Einfluss wurde durch den spinal
aufgetragenen 5HT3-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron überprüft. Die Präparation
der Maus und die Bohrung wurde wie im ersten Messprotokoll durchgeführt. Zusätzlich
wurde die Dura auf der linken Rückenmarksseite mittels feiner Pinzetten, einer Kanüle
und der Vannas Spring Schere eröffnet und entfernt. Damit wurde ein direkter Kontakt
zwischen Wirkstoff und Rückenmark hergestellt.

                                                                                                           20Hz-Hirnstammstimulation

                        2µL Ondansetron (6,82mM) spinal

                                                                                                                          

    Vormessungen  -420   -360     -300   -240    -180   -120   -90    -60  0 5  10 20 30 60     120    180   240   300        900     1200     1500     1800
           Zeit in Sekunden

= Charakterisierung  und Vormessungen der Aktivität des spinalen Neurons im Cornu posterior  ohne spinal appliziertes Ondansetron 
bei unterschiedlichen Berührungsqualitäten (Von- Frey- Filament: 6g, 26g, 80g und 300g sowie Streichen) 

= Messung der  Aktivität des spinalen Neurons nach spinaler Applikation von  Ondansetron über den Zeitraum von 450 Sek. (7,5Min.)
vor Hirnstamm-Stimulation im LC bis 1800 Sek. (30Min) nach Hirnstammstimulation 

Abbildung 4.10: Charakterisierung und Messung der spinalen neuronalen Aktivität vor
Applikation des 5HT3-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron (c= 6,82mM; lila Dreiecke).
Messung der Aktivität spinaler Neurone während der Einwirkzeit von Ondansetron über
450 sec und Messung der Aktivität nach Hirnstammstimulation im LC über 1800 sec (blaue
Dreiecke).

Die Frequenz der Hirnstammstimulation wurde auf f=20Hz festgelegt. Es wurde wieder
nur die linke Hirnstammseite stimuliert. Das Messprotokoll wurde insgesamt an 11
Mäusen durchgeführt. Nach Charakterisierung und Erfassung der Vorwerte erfolgte
die spinale Applikation von 2µL Ondansetron in einer Stoffmengenkonzentration von
c=6,82mM (100µg Ondansetron in 50µL Kochsalzlösung) [154]. Bevor die Hirnstammsti-
mulation mit 20Hz erfolgen konnte, wurde die Ondansetronlösung nach Entfernung der
Dura direkt auf das Rückenmark pipettiert. Die Einwirkzeit betrug 7,5min. Die Abb. 4.10
stellt den zeitlichen Ablauf der Messung unter Ondansetron dar und die Messzeitpunkte
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entsprechen denen der vorangegangenen Messreihe. Die abgeleiteten Neurone wurden
sowohl auf der ipsilateralen Rückenmarksseite (n=5) als auch auf der kontralateralen
Rückenmarksseite (n=6) gemessen. Das 26 g Von-Frey-Filament wurde als statischer
Reiz auf die Hinterpfote verwendet.

4.3 Statistik

Die statistische Datenanalyse wurde unter Verwendung des Programms Wolfram Ma-
thematica mit den normierten Datensätzen auf Grundlage der Rohdaten durchgeführt.
Bei der Normierung wurde der Mittelwert vor der Hirnstammstimulation als 100 % fest-
gelegt. Daher ist auf der Y-Achse die neuronale Aktivität als f/f0 in % angegeben. Als
statistisches Testverfahren wurde bei Normalverteilung der Messdaten die einfaktorielle
Varianzanalyse ANOVA ggf. mit dem Post-Hoc-Test nach Bonferroni gewählt. Das Signi-
fikanzniveau aller statistischen Testverfahren liegt bei 5 %. Die Darstellung der Daten
erfolgte als normierte Mittelwerte ± Standardfehler. Der Wilcoxon-Rangsummentest
wurde bei nicht normalverteilten Datensätzen verwendet und die Darstellung erfolgte als
Median und Quantilenabstand. Die Messwerte des zweiten und dritten Messprotokolls
wurden gepoolt. Für die Statistik des Messprotokolls mit den Phentolaminmessreihen
wurden ebenfalls Messwerte gepoolt. Die Messwerte zu den Zeitpunkten 0 sec, 4 sec und
8 sec wurden zum Messzeitpunkt 10 sec gepoolt. Jeweils die ersten 5 Messzeitpunkte
nach einer vollen Minute wurden gepoolt (z.B. 60 sec, 64 sec, 68 sec, 72 sec und 76 sec wur-
den gepoolt als 60 sec-Wert verwendet) und wurden entsprechend als Messzeitpunkte zu
60 sec, zu 120 sec und zu 180 sec in der Statistik verwendet. In der Ondansetronmessreihe
wurden die Messzeitpunkte 0 sec, 5 sec und 10 sec gepoolt und entsprechen dem in der
Statistik verwendeten 10 sec-Wert. Ebenfalls wurden die Messwerte 20 sec und 30 sec

gepoolt und entsprechen zusammen dem verwendeten 30 sec-Wert.
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Kapitel 5

Ergebnisse

5.1 Veränderung der Ausdehnung der rezeptiven

Felder der Hinterpfoten

Die erste Hypothese geht davon aus, dass die Hirnstammstimulation und die akute
repetitive mechanische nozizeptive Stimulation zu keiner signifikanten Vergrößerung
des rezeptiven Feldes der spinothalamischen Neuronen führen. Betrachtet wurden die
rezeptiven Felder der Hinterpfoten, dessen Ausdehnung vor Beginn der Messungen
sowie nach Beendigung des Stimulationsprotokolls bei 18 Tieren gemessen wurde. Die
zweiten Messwerte nach Beendigung des Stimulationsprotokolls werden im Folgenden
als Nachwerte bezeichnet. Bei nicht normalverteilten Messwerten zeigte sich im Signed
Rank Test keine signifikante Abweichung der Vor- und Nachwerte (p= 0,0591). In der
Abb. 5.1 sind die normierten Vor- und Nachwerte gegenübergestellt.

Der Median der Vorwerte betrugt 14mm2 mit einer 25 %-Quantile von 9mm2 und einer
75 %-Quantile von 60mm2. Im Vergleich dazu lag der Median der Nachwerte bei 18mm2

mit einer 25 %-Quantile von 10mm2 und einer 75 %-Quantile von 128mm2. Die Mehrheit
der rezeptiven Felder blieb unverändert und nur bei 5 Tieren konnte eine Vergrößerung
der rezeptiven Felder gemessen werden. Der Vergleich der absoluten Messwerte ist
in der Abb. 5.2 dargestellt und die veränderten rezeptiven Felder sind mit einem roten
Kreis markiert.

5.2 Vorübergehende Reduktion der neuronalen

Aktivität nach Hirnstammstimulationen mit

aufsteigenden Frequenzen

Im ersten Messprotokoll wurde die unmittelbare neuronale Aktivität nach der Hirnstamm-
stimulation betrachtet. Unterschiedliche Stimulationsfrequenzen wurden in ihrer Wirkung
auf die neuronale Aktivität der WDR-Neurone untersucht. Die Messreihen wurden an
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Abbildung 5.1: Rezeptive Feldgrößen der Hinterpfoten vor und nach der Hirnstammsti-
mulation mit maximaler Stimulationsfrequenz von 100Hz. Es gibt keinen signifikanten
Unterschied (Median vorher: 14mm 2/nachher: 18mm 2, Signed Rank Test p=0,0591;
n=18).

Abbildung 5.2: Individuelle rezeptive Felder vor und nach Hirnstammstimulation. Größer
werdende Felder sind mit roten Kreisen gekennzeichnet (5/18).

21 Tieren durchgeführt. Die Messergebnisse wurden zunächst unabhängig von der ab-
geleiteten Rückenmarksseite betrachtet. Über den zeitlichen Verlauf von 20min wurden
zwei Phasen der spinalen Neuronenaktivität beobachtet.

Zunächst kam es nach der Hirnstammstimulation mit jeweils 2Hz, 10Hz, 20Hz und
100Hz zu einem unmittelbaren, kurzen Aktivitätsabfall unter den Ausgangswert. Dies
soll im Folgenden als erste Phase bezeichnet werden. Anschließend war eine längere
Aktivitätssteigerung des gleichen spinalen Neurons messbar, die im Weiteren als zweite
Phase bezeichnet wird. Die Aktivitätsverläufe über die Zeit sind in der Abb. 5.3 darge-
stellt. Der Zeitpunkt 0 min entspricht den Messwerten innerhalb der ersten 10 Sekunden
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a)

b)

Abbildung 5.3: Relative Frequenzveränderung spinaler Neurone nach Hirnstammstimu-
lation mit unterschiedlichen Stimulationsfrequenzen. Die Hirnstammstimulation erfolgte
unmittelbar vor dem Messzeitpunkt t= 0 min und ist mit dem rotem Pfeil dargestellt.
a): Gesamtverlauf mit vier Vorwerten vor Hirnstammstimulation und den Messwerten
nach Stimulation ab Minute 0. b): Erste Phase mit Vorwerten und Aktivität unmittelbar
nach Stimulation. Die Frequenzmessreihen unterscheiden sich signifikant voneinander
(ANOVA, F-Ratio= 4.504, p=0.002). Im Bonferroni-Post-hoc-Test unterscheiden sich
die Frequenzreihen 2 Hz/ 100 Hz sowie 5 Hz/ 100 Hz. Die Zeitpunkte 0 min/5 min,
2 min/5 min, -1 min/10 min, 5 min/10 min, 5 min/15 min und 5 min/20 min zeigten
sich im Bonferroni-Post-hoc-Test unterschiedlich. Die Werte repräsentieren normierte
Mittelwerte + SEM. Frequenzgruppen: n(2Hz)= 9, n(5Hz)= 19, n(10Hz)=19, n(20Hz)=
11, n(100Hz)=19).

nach LC-Stimulation und wurde nur vereinfacht als 0 min bezeichnet. Zum Zeitpunkt
0 min kam es überwiegend zu einem Frequenzabfall, außer bei der Stimulationsfre-
quenz f=5Hz (n=19) mit einem Anstieg auf 109.858 % (±29.571 %). Die niedrigste
Stimulationsfrequenz f=2Hz (n=9) führte unmittelbar zu einer Verringerung der neurona-
len Aktivität auf 49.27 % (±16.27 %). Die Stimulationsfrequenz f=10Hz (n=19) führte zu
einem Aktivitätsabfall auf 62.188 % (±12.06 %), die 20Hz Stimulationsfrequenz (n=11)
zu einem Aktivitätsabfall auf 91.711 % (±13.394 %) und die 100Hz Stimulationsfrequenz
(n=19) führte zu einem Aktivitätsabfall auf 65.76 % (±9.12 %). In der zweiten Phase
nach der Hirnstammstimulation zeigten alle Messreihen ab der zweiten Minute einen
Anstieg der neuronalen Aktivität über das Ausgangsniveau. In der ANOVA-Analyse
zeigten sich die Messwerte zu den Zeitpunkten signifikant unterschiedlich (ANOVA,
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F-Ratio=7,717, p=0.14x10−7). Allerdings bestanden im Bonferroni-Post-hoc-Test nur
Unterschiede zwischen den Messzeitpunkten 0 min zu 5 min, 2 min zu 5 min, Minute
-1 min zu 10 min sowie 5 min zu den folgenden 10 min/15 min/20 min. Ein signifikanter
Unterschied speziell der Messzeitpunkte des Ausgangswerts vor der LC-Stimulation (Mi-
nute -1 min) und dem unmittelbaren Folgewert nach der LC-Stimulation (Minute 0 min)
war im Bonferroni-Post-hoc-Test nicht nachweisbar. Dennoch steht der kurzfristige Fre-
quenzabfall der ersten Phase zum Zeitpunkt 0 min dem Aktivitätsanstieg zwischen der
zweiten und fünften Minute mit anschließendem langsamen Frequenzabfall über die
Zeit bis 20 min gegenüber. Über den Frequenzverlauf zeigten die niedrigeren Stimu-
lationsfrequenzen (2Hz, 5Hz und 10Hz) ab der zweiten Minute nach Stimulation eine
stärkere neuronale Aktivität als die beiden höheren Stimulationsfrequenzen. Zwanzig
Minuten nach der Stimulation war die neuronale Aktivität bei den niedrigen Stimulations-
frequenzen immer noch mit 148-204 % deutlich höher als der Ausgangswert (100%). Die
Messwerte der höheren Stimulationsfrequenzen (20Hz,100Hz) hatten sich nach zwanzig
Minuten wieder dem Ausgangswert (100%) angenähert. In der ANOVA-Analyse konnte
ein signifikanter Unterschied zwischen den fünf unterschiedlichen Stimulationsfrequen-
zen nachgewiesen werden (ANOVA, F-Ratio=4.504, p=0.002). Die Messreihen der
Hirnstammstimulationen mit 2 Hz und 5 Hz waren jeweils im Bonferroni-Post-hoc-Test
gegenüber 100 Hz signifikant unterschiedlich. Beispielhaft wird in Abb. 5.4 der histologi-
sche Nachweis der Läsion mit entsprechendem Frequenzverlauf nach 20 Hz-Stimulation
dargestellt. In der ersten Phase kommt es zu einem deutlichen Frequenzabfall nach
LC-Stimulation sowie anschließend zu einer Erholung mit Frequenzanstieg.

a) b)

li.

Abbildung 5.4: Histologischer Nachweis der LC-Läsion mit entsprechendem Frequenz-
verlauf nach 20 Hz-Stimulation. a) Nissl-Färbung. b) normierte Messwerte einer Ein-
zelzelle.
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5.3 Unterschiede der ipsilateralen und kontralateralen

spinalen neuronalen Aktivität nach

Hirnstammstimulation

Die dritte Hypothese besagt, dass es keinen messbaren Seitenunterschied bezüglich
der deszendierenden adrenergen Inhibition auf spinaler Ebene gibt. Betrachtet wurde
wieder die spinale Aktivität unmittelbar nach LC-Stimulation. Hierzu wurden die Da-
ten des ersten Messprotokolls genutzt. Die Hirnstammstimulation fand immer auf der
linken Hirnhälfte statt. Die spinalen Signalableitungen wurden sowohl auf der linken
(ipsilateralen) als auch auf der rechten (kontralateralen) Rückenmarksseite erhoben und
die Messwerte seitengetrennt ausgewertet. Die Aktivitätsänderung im Seitenvergleich
ist nach den Stimulationsfrequenzen geordnet in der Abb. 5.5 dargestellt. Hierbei ist
auffällig, dass die kontralateralen Werte bei den Stimulationsfrequenzen 2Hz, 5Hz, 20Hz
und 100Hz durchschnittlich niedriger sind als die ipsilateralen Werte.

Abbildung 5.5: Spinale Aktivität bis 10 sec nach Hirnstammstimulation bei Stimulationsfre-
quenzen von 2 bis 10Hz. Normiert auf den Wert vor Stimulation (100 %) fällt die Aktivität
innerhalb der ersten 10 sec nach Stimulation bei allen Stimulationsfrequenzen ab, wenn
auf der kontralateralen Seite abgeleitet wurde. Die Frequenzänderung ipsilateral abge-
leiteter Neurone ist kleiner. Ipsilateral spinal gemessene Frequenzveränderungen und
kontralateral spinal gemessene Frequenzveränderungen sind signifikant unterschiedlich.
Die Werte repräsentieren normierte Mittelwerte + SEM. (ANOVA, F=6.171, p=0.015;
Frequenzgruppen: n(2Hz, ipsilateral)= 4; n(2Hz, kontralateral)=5; n(5Hz, ipsilateral)=10;
n(5Hz, kontralateral)=9; n(10Hz, ipsilateral)=10; n(10Hz, kontralateral)=9; n(20Hz, ipsila-
teral)= 6; n(20Hz, kontralateral)=5; n(100Hz, ipsilateral)= 10; n(100Hz, kontralateral)=9).

Kontralateral betrugen die Werte nach Hirnstammstimulation mit 2Hz x̃ =30.78 %, mit
5Hz x̃ =57.56 %, mit 10Hz x̃=75.53 %, mit 20Hz x̃=49.96 % und mit 100Hz x̃=50.36 %.
Bei der ipsilateralen Messreihe hingegen kam es unter der 5Hz-Stimulation zu einer
Aktivitätssteigerung auf x̃=162.16 % und bei der 20Hz Stimulation erhöhte sich der Wert
auf x̃=106.82 %. Die weiteren ipsilateralen Mittelwerte betrugen bei 2Hz x̃=71.45 %, bei
10Hz x̃=52.93 % und bei 100Hz x̃=80.33 %. Die ipsilateralen und kontralateralen Mittel-
werte sind signifikant unterschiedlich (ANOVA, F=6.171, p=0.015), allerdings zeigen
sich die einzelnen Frequenzen nicht signifikant verschieden (ANOVA, F=1.51, p=0.21).
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Abbildung 5.6: Relative Frequenzveränderung ipsilateraler und kontralateraler spinaler
Neuronen nach bipolarer Hirnstammstimulation. a) Ipsilateral: Frequenzabfall nach LC-
Stimulation bei allen Frequenzen außer bei 5-Hz- Stimulation. Die ipsilateralen Messrei-
hen sind signifikant unterschiedlich (ANOVA, F-Ratio=7.53, p<0.0001). Im Bonferroni-
Post-hoc-Test waren die Messreihen 100 Hz zu 5 Hz sowie 10 Hz zu 5 Hz signifikant
unterschiedlich. b) Kontralateral: Frequenzabfall nach allen Stimulationsfrequenzen.
Die kontralateralen Messreihen sind signifikant unterschiedlich (ANOVA, F-Ratio=3.34,
p<0.0001). In dem Bonferroni-Post-hoc-Test waren nur die Messreihen 10 Hz zu 5 Hz
signifikant unterscheidbar. Die roten Pfeile markieren die Stimulationszeitpunkte. Fre-
quenzgruppen: n(2Hz, ipsilateral)= 4;n(2Hz, kontralateral)=5; n(5Hz, ipsilateral)=10;
n(5Hz, kontralateral)=9; n(10Hz, ipsilateral)=10; n(10Hz, kontralateral)=9; n(20Hz, ipsila-
teral)= 6; n(20Hz, kontralateral)=5; n(100Hz, ipsilateral)= 10; n(100Hz, kontralateral)=9.
Quelle: eigene Darstellung mit Mathematica erstellt

Bei der Betrachtung des zeitlichen Frequenzverlaufs der ipsilateralen und kontrala-
teralen Messwerte ist ebenfalls eine erste Phase mit einer Aktivitätsminderung fest-
zustellen, gefolgt von einer zweiten Phase eines vorübergehenden Aktivitätsanstiegs.
Die Kurven sind in Abb. 5.6 dargestellt. Sowohl die ipsilateralen als auch die kontrala-
teralen Frequenzverläufe sind entsprechend den Stimulationsfrequenzen signifikant
unterschiedlich (ipsilateral:ANOVA, F-Ratio=7.53, p<0.0001, kontralateral:ANOVA, F-
Ratio=3.34, p<0.0001). In dem Bonferroni-Post-hoc-Test zeigten sich ipsilateral die
Messreihen 100 Hz zu 5 Hz sowie 10 Hz zu 5 Hz signifikant verschieden. Innerhalb
der kontralateralen Messreihen waren nur die Messreihen 10 Hz zu 5 Hz signifikant
unterschiedlich zueinander. Bezüglich der Messzeitpunkte ergab sich ipsilateral ein
signifikanter Unterschied (ANOVA, F-Ratio=5,69, p< 0,0001) mit im Bonferroni-Post-hoc-
Test unterscheidbaren Zeitpunkten: -1 min zu 2 min, 0 min zu 2 min, 0 min zu 5 min,
0 min zu 10 min, 0 min zu 15 min und 0 min zu 20 min. Die kontralateralen Messzeit-
punkte stellten sich ebenfalls signifikant unterschiedlich dar (ANOVA, F-Ratio=4,68,
p<0,001) und es ergaben sich im Bonferroni-Post-hoc-Test die folgenden Messzeitpunk-
te unterscheidbar voneinander: -1 min zu 2 min, 0 min zu 2 min, -1 min zu 5 min und
0 min zu 5 min.
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5.4 Die neuronale Aktivität unter Einfluss des

α-Adrenozeptor-Antagonisten Phentolamin nach

20 Hz-Hirnstammstimulation

Verschiedene Phentolaminkonzentrationen wurden spinal aufgetragen und unter ihrer
Wirkung wurde die neuronale Aktivitätsänderung nach Hirnstammstimulation an 10
Tieren gemessen.

a)

b)

Abbildung 5.7: Relative Frequenzänderung zum Ausgangswert (100%) mit und ohne
spinal applizierte Phentolaminlösung in den Konzentrationen 1µM, 10µM und 100µM.
a) Frequenzen innerhalb von 20min nach 20Hz- Hirnstammstimulation. b) Frequenzver-
änderung innerhalb von 10 sec nach Hirnstammstimulation (roter Pfeil). Die Frequenzen
spinaler Neurone unter Einfluss von Phentolamin sind zu dem Frequenzverlauf ohne
Phentolamin nicht signifikant unterschiedlich (1µM:ANOVA, F-Ratio=3.389, p=0.07;
10µM:ANOVA, F-Ratio=3.593, p=0.063; 100µM:ANOVA, F-Ratio=2.963, p=0.09). Die
Werte repräsentieren normierte Mittelwerte + SEM. n (Nativ)= 10, n(1µM Phentola-
min)=10). Quelle: eigene Darstellung mit Mathematica erstellt

Die Einwirkzeit der verschieden konzentrierten Phentolaminlösungen betrug immer
3min. Währenddessen wurde jede Minute die neuronale Aktivität abgeleitet. Unter spi-
naler Phentolamingabe kam es zur Erhöhung der gemessenen neuronalen Aktivität um
bis zu 50 % des Ausgangswertes. Daher wurden alle weiteren Messwerte der jeweiligen
Messreihen durch das veränderte Aktivitätsniveau nach Phentolamingabe normiert.
Als Kontrollmessreihe wurde die Messreihe mit der 20Hz-Stimulation aus dem ersten
Messprotokoll genutzt. Die drei Messreihen und die Kontrollmessreihe sind in der Abb.
5.7 dargestellt. Unter Einwirkung von 1µM und c=100µM Phentolamin kam es inner-
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halb der ersten 10 s nach Hirnstammstimulation zu keiner wesentlichen Veränderung
und der Mittelwert lag fast unverändert zum Ausgangswert bei 104.34 % (±16.2 %)
(ANOVA, F=3.389,p=0.07) bzw. 97.7 % (±12.7 %) (ANOVA, F=2.963,p=0.09). Bei Ver-
wendung von 10µM Phentolaminlösung stieg die Aktivität nach Hirnstammstimulation
auf 111.65 % (±22.8 %) (ANOVA, F=3.59, p=0.063) an. Im Vergleich zur Kontrollreihe
waren alle Messwerte unter Phentolamin nicht signifikant verändert, sodass sich die
Hypothese nicht bestätigte.

5.5 Die neuronale Aktivität unter Einfluss des

5HT3-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron nach

20 Hz-Hirnstammstimulation

Untersucht wurde das Frequenzverhalten der spinalen Neurone vor und nach Hirn-
stammstimulation unter Einfluss des spinal applizierten 5HT3-Rezeptor-Antagonisten
Ondansetron. Aufbauend auf der ersten Messreihe wurde die Stimulation mit der Fre-
quenz f=20Hz durchgeführt. Als Kontrollgruppe wurden die 20 Hz-Stimulationen aus
dem ersten Messprotokoll verwendet. Die gemessenen Werte einerseits ohne den
Wirkstoff und andererseits mit Ondansetron wurden in Abb. 5.8 gegenübergestellt.
Nach Applikation von Ondansetron kam es während der Einwirkzeit von 7min zu einer
geringen Reduktion der neuronalen Ausgangsaktivität, sodass der Ausgangswert zur
Normierung der weiteren Messwertreihe dem Messwert nach Ondansetrongabe und
Einwirkzeit entspricht. Der Messwert der Kontrollgruppe innerhalb von 10 s nach der
Stimulation betrug nur noch 91.72 % (± 13.4 %). Unter Ondansetron kam es in der
ersten Phase zu keinem Frequenzabfall innerhalb der ersten 10 s und der gemessene
Wert lag bei 103.5 % (±23.53 %). Anschließend kam es in der zweiten Phase (> 2 min)
zu einem verzögerten Anstieg der neuronalen Aktivität.
Trotz des fehlenden Frequenzabfalls unter Ondansetron unterscheiden sich die Messwert-
und Kontrollreihe nicht signifikant voneinander (ANOVA, F=1.42, p=0.237). Ebenfalls zei-
gen sich die Messzeitpunkte der beiden Messreihen nicht signifikant verschieden (ANO-
VA, F-Ratio=1.678, p=0.134). Zusammenfassend kommt es nach Hirnstammstimulation
unter Applikation von Ondansetron nicht zu einem Aktivitätsabfall der spinalen Neurone.
Es besteht kein signifikanter Unterschied zwischen der Ondansetron-Messreihe und
der Kontrollgruppe, sodass kein messbarer Effekt von Ondansetron feststellbar war und
sich die Hypothese bestätigte.
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Abbildung 5.8: Relative Frequenzveränderung zum Ausgangswert (100%) mit und ohne
spinal applizierter Ondansetron-Lösung (c= 6.82mM). a) Gesamtverlauf. b) Neuro-
nale Aktivität vor und nach Hirnstammstimulation mit 20 Hz. Die Frequenzwerte der
Ondansetron- und Kontrollmessreihe spinaler Neurone unterscheiden sich nicht signifi-
kant (ANOVA, F=1.42, p=0.237). Ondansetron führt zu keinem signifikanten Effekt. Die
Werte repräsentieren normierte Mittelwerte + SEM. n(Nativ)= 10, n(Ondansetron)=9).
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Kapitel 6

Diskussion

6.1 Veränderung der Ausdehnung der rezeptiven

Felder der Hinterpfoten

Die erzielten Ergebnisse zeigen, dass sich die rezeptiven Felder im Verlauf des ersten
Messprotokolls weder durch akute repetitive nozizeptive Reizapplikation auf der Hin-
terpfote noch durch die elektrische Stimulation im Hirnstamm signifikant veränderten.
In Übereinstimmung mit der Literatur führen mehrere hintereinander applizierte akute
Schmerzreize ohne anhaltende Schädigung des Nozizeptors zu keiner eindeutigen Ver-
größerung des rezeptiven Feldes [156]. Eine Vergrößerung der rezeptiven Felder wurde
nur in Tiermodellen mit neuropathischen oder entzündlichen Läsionen beschrieben
[49, 105]. In der Einzelbetrachtung der Messwerte fiel auf, dass sich fünf von dreizehn
rezeptiven Feldern dennoch vergrößerten. In früheren elektrophysiologischen Studien
wurden weitere Einflüsse auf die Ausdehnung der rezeptiven Felder durch elektrophy-
siologische Stimulation bzw. durch spinale Verabreichung exogener exzitatorischer
Aminosäuren beschrieben [157, 158]. Bereits die elektrische Stimulation des Funiculus
dorsolateralis (der den vom Hirnstamm deszendierenden Bahnen entspricht) mit 10Hz
bis 50Hz führte bei einigen sekundären sensorischen Neuronen zu einer Vergrößerung
der dazugehörigen rezeptiven Felder und zur verstärkten neuronalen Aktivität [157].
Letztendlich waren diese möglichen Einflüsse so gering, dass die vereinzelt messba-
ren vergrößerten rezeptiven Felder nicht zu einem signifikanten Gruppenunterschied
führten.
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6.2 Vorübergehende Reduktion der neuronalen

Aktivität nach Hirnstammstimulationen mit

aufsteigenden Frequenzen

Ausgehend von der Charakterisierung der Neuronenaktivität zu Beginn der Messreihen
wurden WDR-Neurone in den tieferen Laminae IV bis VI gemessen. Sie zeigten ein
stabiles Aktivitätsmuster und eine gestaffelt ansteigende Aktivität entsprechend der
Druckstärke. Nach LC-Stimulation waren zwei Aktivitätsphasen differenzierbar. In der
ersten Phase war eine unmittelbar bis 10 Sekunden nach der Stimulation einsetzende
neuronale Aktivitätsminderung feststellbar. Dagegen kam es in der zweiten Phase nach
2min zu einem Aktivitätsanstieg. Da der LC das größte adrenerge Kerngebiet im Hirn-
stamm darstellt [12], ist bei Stimulation von einer Noradrenalinfreisetzung auszugehen.
Elektrophysiologische Studien zeigen generell, dass es zu einer durch die Stimulation
gesteigerten Noradrenalinausschüttung der adrenergen LC-Neurone [82, 81] bzw. zu
einer Aktivitätsminderung der spinalen WDR-Neurone kommt [83, 159]. Das freigesetzte
Noradrenalin der LC-Neuronen wirkt zunächst innerhalb der ersten Phase überwiegend
inhibierend. Die Hemmung wird durch die α2-Adrenozeptoren als präsynaptische Hem-
mung an den Primärafferenzen [160, 30] sowie entsprechend der postsynaptischen
segmentalen Hemmung an Projektionsneuronen vermittelt [133, 134, 4]. Die aktivierten
α1-Adrenozeptoren auf inhibierenden Interneuronen hemmen zusätzlich die neuronale
Aktivität des Tractus spinothalamicus [3]. Bei der ANOVA-Analyse fällt auf, dass die
Messergebnisse zu den Zeitpunkten bis 20min nach der LC-Stimulation signifikant
unterschiedlich ausfiel, aber im Bonferroni-Post-hoc-Test kein signifikanter Unterschied
zwischen dem Messwertepaar unmittelbar vor und nach der LC-Stimulation mit Aktivi-
tätsabfall bestand. Passend dazu wurde die adrenerge Inhibition von Schmerzreizen
durch die LC-Stimulation auch in gesunden Tieren nachgewiesen. Diese fiel aber in
der Abgrenzung zu Tiermodellen mit chronischen Schmerzen weniger deutlich aus
[49, 104, 91, 106].
In der Literatur wurde eine Abhängigkeit zwischen der Stärke der LC-Stimulation und
der reduzierten spinalen Neuronenaktivität beschrieben. Dabei entsprach eine höhere
supraspinale Stimulationsfrequenz [82, 83] bzw. höhere Stimulationsstromstärken [159]
einer stärkeren Inhibition der gemessenen Neuronenaktivität. Die hier vorliegenden
Ergebnisse konnten diese vorangegangenen Studienergebnisse nicht reproduzieren.
Beispielsweise wurde die stärkste Hemmung mit der Stimulationsfrequenz 2Hz erreicht
und die Stimulationsfrequenzen f= 10Hz und f=100Hz führten ebenfalls zur deutlichen
Inhibition. Ein erkennbarer Zusammenhang zwischen der Höhe der Stimulationsfre-
quenz und des Ausmaßes der Aktivitätsreduktion konnte in den hier durchgeführten
Messreihen nicht nachgewiesen werden. Ursächlich hierfür kann der Versuchsaufbau
mit der viermaligen jeweils 30min andauernden Messung mit aufsteigender Frequenz-
reihenfolge von 2Hz bis 100Hz an einem Tier sein. Einerseits wurde vor jeder erneuten
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Stimulation das tiefe WDR-Neuron auf die Qualität und Stabilität der Aktivität geprüft.
Andererseits kann vorherige Aktivität der zentralen Neurone das Aktivitätslevel und die
nachfolgende neuronale Reaktion auf einen Folgereiz beeinflussen [161, 162]. Dies wird
als Prästimulus-Stimulus-Wechselwirkung bezeichnet und beschreibt die Variabilität
der neuronalen Aktivität einzelner zentraler Neurone oder Neuronencluster [163, 164].
In diesem Zusammenhang kann in der vorliegenden Arbeit die Prästimulus-Stimulus-
Wechselwirkung im Kontext der mehrmaligen LC-Stimulation und mehrstündiger Mess-
protokolle pro Versuchstier nicht ausgeschlossen werden und stellt gleichermaßen eine
Limitation der Arbeit dar.
Anschließend zeigt sich in der zweiten Phase überwiegend eine Aktivitätssteigerung
der WDR-Neurone. Die neuronale Aktivitätszunahme der WDR-Neurone tritt ab der
zweiten Minute bei allen Stimulationsfrequenzen unterschiedlich ausgeprägt auf. In
bisherigen elektrophysiologischen Untersuchungen wurde die neuronale Aktivität der
WDR-Neurone nicht über einen längeren Zeitraum von mehreren Minuten nach einer LC-
Stimulation beschrieben. Eine verzögerte noradrenerge Wirkung an den aktivierenden
α1-Adrenozeptoren als Erklärung der Aktivitätszunahme wäre nur unter Voraussetzung
unterschiedlicher Affinitäten des endogenen Noradrenalins an den α-Adrenozeptoren
und deren Lokalisation an exzitatorischen Zellen erklärbar. Unterschiedliche Affinitä-
ten von Noradrenalin zu den β-Adrenozeptoren und α-Adrenozeptoren sind bekannt
[165]. Es zeigte sich allerdings kein Unterschied zwischen der Aktivierung der α1-
Adrenozeptoren und α2-Adrenozeptoren durch Adrenozeptoragonisten [49]. In Experi-
menten wurden als bevorzugte Zielstruktur nach provozierter Ausschüttung endogenen
Noradrenalins die spinalen α2-Adrenozeptoren beschrieben [121, 166]. Grundsätzlich
wäre daher eine Aktivierung exzitatorischer Interneurone durch α1-Adrenozeptoren
während der zweiten Phase und ein damit einhergehender spinaler Aktivitätsanstieg
vorstellbar. Allerdings sei an dieser Stelle vorgreifend auf die Ergebnisse der fünften
Hypothese verwiesen. Im Untersuchungsaufbau wurden dafür mittels des unselektiven
α-Adrenozeptor-Antagonisten Phentolamin die spinalen α1- und α2-Adrenozeptoren
blockiert. Die Messergebnisse unter Phentolaminwirkung ergaben ebenfalls eine Aktivi-
tätssteigerung der zweiten Phase. Daher ist der Aktivitätsanstieg aufgrund aktivierter
spinaler α1-Adrenozeptoren eher unwahrscheinlich. Hingegen kann eine generelle Ak-
tivitätsreduktion der coeruleospinalen Bahnen ursächlich sein. Die Refraktärzeit der
LC-Neurone bietet keine ausreichende Begründung, da die Dauer der absoluten und
relativen Refraktärzeit von zentralen Neuronen im Bereich von Millisekunden liegt [167].
Jedoch kann die Autoinhibition der adrenergen Neurone durch α2-Adrenozeptoren ein
Einflussfaktor darstellen, der die spinale Aktivitätssteigerung in der zweiten Phase
begünstigt [81]. Diese Autoinhibition findet sowohl durch die Freisetzung von somato-
dendritisch lokalisierten Noradrenalin supraspinal [81] als auch durch präsynaptischer
Autorezeptoren auf spinaler Ebene [135] statt. Je höher die Stimulationsfrequenz, desto
länger war die Zeitdauer der Autoinhibition adrenerger LC-Neurone [76]. Allerdings
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konnte die spinale Aktivitätszunahme über das Ausgangsniveau über Zeitraum von bis
zu 20min gemessen werden, sodass es unwahrscheinlich erscheint, dass dies alleinig
über eine kurzzeitige Autoinhibition vermittelt wird. Denkbar ist eine die elektrische LC-
Stimulation verursachte Erschöpfung der endogenen Noradrenalins in der Präsynapsen
der coeruleospinalen Bahn. In Folge der LC- Stimulationen kommt es nach übermä-
ßiger Noradrenalinfreisetzung in den synaptischen Spalt vermutlich zur verminderten
Regeneration der präsynaptischen Vesikel und zum reduzierten Noradrenalinfreiset-
zung im synaptischen Spalt. In der Pharmakologie wird dieser Effekt als Tachyphylaxie
bezeichnet und kennzeichnet sich aus durch eine sehr rasche Toleranzentwicklung
innerhalb von Minuten nach repetitiver Wirkstoffverabreichung [168]. In der Literatur ist
eine Tachyphylaxie bisher nur bei Verabreichung von indirekten Sympathomimetika und
nicht bei Ausschüttung endogener Katecholamine oder direkten Sympathomimetika
beschrieben [168]. Bei dem vorliegenden Experiment führt die artifizielle elektrische
Stimulation zur Noradrenalinfreisetzung und ist sicher nur begrenzt mit einer physiologi-
schen spinalen Noradrenalinfreisetzung vergleichbar, sodass eine ähnliche Wirkung wie
bei einer Tachyphylaxie anzunehmen wäre. Weitere Einflussmöglichkeit bieten die ver-
schiedenen supraspinalen Projektionsgebiete des LC, welche durch eine unspezifische
elektrische Stimulation des LC adrenerg aktiviert oder inhibiert werden können. Speziell
bestehen wechselseitige supraspinale Verbindungen zwischen den serotonergen und
noradrenergen Kerngebieten [169, 170, 171, 146, 172]. Damit wäre ein veränderter
serotonerger Einfluss über den Funiculus dorsolateralis auf spinaler Ebene denkbar.
Letztlich kann die Ursache des spinalen Aktivitätsanstiegs nicht genau erklärt werden.
Sowohl eine Autoinhibition zu Beginn nach LC- Stimulation und eine verminderte Re-
generation und konsekutiv verminderte präsynaptische Freisetzung des Noradrenalins
im Verlauf sind als mögliche Einflussfaktoren der Aktivitätssteigerung der Neurone des
spinothalamischen Traktes möglich. Interessanterweise resultierten aus niedrigeren
Stimulationsfrequenzen stärkere spinale Aktivitätszunahmen während der zweiten Pha-
se im Gegensatz zu den beiden höheren Frequenzen f=20Hz, 100Hz. In der Literatur
wurde bisher hierzu nichts beschrieben. Mutmaßlich ist auch hier der Versuchsaufbau
mit vier LC-Stimulation pro Versuchstier nicht als ursächlich auszuschließen.

6.3 Unterschiede der ipsilateralen und kontralateralen

spinalen neuronalen Aktivität nach

Hirnstammstimulation

Die Stimulation im Hirnstamm erfolgte immer auf der linken Seite und ein Seitenwechsel
erfolgte nur bei der spinalen Messelektrode, sodass ein Seitenvergleich möglich war. In
der seitengetrennten Auswertung der LC-Stimulation war die kontralaterale Inhibition

44



signifikant stärker ausgeprägt. Die Hypothese, dass die adrenerge Inhibition durch den
LC seitengleich wirkt, konnte nicht bestätigt werden. Basierend auf den Ergebnissen
kann von beidseitigen Projektionen des LC sowohl in kontra- als auch ipsilateralen
Rückenmarkssegmenten ausgegangen werden. In einer elektrophysiologischen Studie
an Ratten wurde bereits 1991 gezeigt, dass adrenerge Axone sowohl das ipsi- als auch
das kontralaterale Cornu posterior innervieren [173]. Weiterhin existieren wechselseitige
Projektionen der LC untereinander [60]. Die unabhängig voneinander bestehenden LC-
Projektionen in die ipsi- und kontralateralen Dorsalhörner des Rückenmarks wurden in
Verhaltensstudien sowie elektrophysiologisch mittels einseitiger LC-Depletion in Ratten
nachgewiesen [80, 83]. Konträr dazu konnte in einem einzelnen Verhaltensexperiment
mit nativen und neuropathischen Ratten kein antinozizeptiver Effekt durch kontralaterale
LC-Stimulation nachgewiesen werden [89]. Allerdings liefert die bestehende Literatur
keinen Hinweis zur Erklärung weshalb der inhibierende Einfluss des LC in vorliegenden
Messreihen auf der kontralateralen Seite ausgeprägter ist. Die unterschiedlichen Ergeb-
nisse könnten auf anatomischen Differenzen zwischen Ratten und Mäusen beruhen.
Hauptsächlich beziehen sich die Ergebnisse in der Literatur auf Ratten und sind daher
nur bedingt auf die hier vorliegenden Experimente mit Mäusen anwendbar. Bereits in
Betrachtung verschiedener Subgruppen des Stamms der Sprague-Dawley-Ratten stell-
ten sich Unterschiede in der Ausprägung der spinalen Innervation durch den LC heraus
[173, 15]. Eine ausgeprägtere kontralaterale Projektion des LC bei Mäusen ist aus den
vorliegenden Ergebnissen ableitbar. Neuroanatomische Unterschiede des zentralen
Nervensystems zwischen Ratten und Mäusen sind nur begrenzt betrachtet worden. Bei-
spielsweise wurde zwischen Mäusen und Ratten der strukturelle Unterschied festgestellt,
dass bei Mäusen im Gegensatz zu den Ratten der adrenerge Nucleus subcoeruleus
im Hirnstamm auch das Rückenmark innerviert [34, 174]. Zur genauen Klärung der
Ausbreitung der Projektionsfasern in Mäusen wäre eine elektrophysiologische Untersu-
chung mit einseitiger LC-Depletion und eine ergänzende immunohistologische Färbung
der spinalen LC-Projektionsgebiete auf das Mausmodell zu übertragen.
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6.4 Die neuronale Aktivität unter Einfluss des

α-Adrenozeptor-Antagonisten Phentolamin nach

20 Hz-Hirnstammstimulation

Die vorliegenden Ergebnisse zeigten bei den Phentolaminkonzentrationen 1µM, 10µM
und 100µM nicht signifikant ansteigende Neuronenaktivität nach LC-Stimulation in
der ersten Phase. Wie in den Kontrollmessreihen des ersten Messprotokolls darge-
stellt, führt eine LC-Stimulation zu einem vorübergehenden Abfall der elektrischen
Aktivität der spinalen WDR-Neurone. Der unselektiver α-Adrenozeptor-Antagonist Phen-
tolamin hemmt die noradrenerge Wirkung der spinalen α-Adrenozeptoren des Cornu
posterior [175]. Die Aufhebung des vorübergehenden Aktivitätsabfalls kann auf die
Unterdrückung der adrenerg vermittelten Hemmung der α-Adrenozeptoren zurückge-
führt werden. Die α2-Adrenozeptoren sind sowohl präsynaptisch auf Primärafferenzen
[4, 30] sowie postsynaptisch auf spinothalamischen Neuronen lokalisiert und wirken
inhibierend [133, 134, 4]. Zusätzlich sind α1-Adrenozeptoren auf inhibierenden Inter-
neuronen nachweisbar [3]. In pharmakologischen Studien wurde gezeigt, dass es in
nicht neuropathischen Tieren nach intrathekaler Verabreichung von spezifischen α2-
Adrenozeptor-Antagonisten zu einem Anstieg der spontanen neuronalen Aktivität der
Dorsalhornneurone kommt [176, 177]. Die Disinhibition zeigt den adrenerg vermittelten
Einfluss des LC, der bei elektrischer Stimulation eine Noradrenalinausschüttung im
Cornu posterior auslöst. Eine Disinhibition der coeruleospinalen Bahn wurde unter
Verwendung verschiedener Phentolamin-Konzentrationen mit 10µM [140, 139], 40 nMol
[178, 179] sowie im einstelligen µM-Bereich [180, 181, 182, 183] beschrieben. Diese
Ergebnisse konnten sich in der vorliegenden Arbeit mit Phentolaminkonzentrationen
von 1µM,10µM und 100µM nicht bestätigen. Die Phentolaminlösung wurde stets nach
Entfernung der Dura mater spinalis lokal verabreicht und hatte eine Einwirkdauer von
3min. Ausgehend von der histologischen Schichtung kann davon ausgegangen werden,
dass Phentolamin mindestens an den α2-Adrenozeptoren der Primärafferenzen der
Lamina I wirkte. Unklar ist in welchem Maß das Substrat in tieferen Schichten des
Cornu posterior an den postsynaptischen α2-Adrenozeptoren der inhibitorischen und
exzitatorischen Interneurone und tiefen WDR- Neurone wirken konnte. Die lokale spina-
le Verabreichung orientierte sich an den Literaturangaben [139, 94, 140]. Alternative
systemische Verabreichungsformen (oral oder intravenös) des Phentolamins wurden
bisher in elektrophysiologischen Untersuchungen der Nozizeption ´nicht verwendet. Der
noradrenerge Einfluss auf Primärafferenzen in unversehrten Tieren wurde als gering
beschrieben [184, 185]. Unter der Annahme einer nur oberflächlichen Wirkung der
Phentolaminlösung wäre die deszendierende adrenerge Hemmung nur unvollständig
blockiert. Die noradrenerge inhibierende Wirkung durch die α2-Adrenozeptoren speziell
auf den Primärafferenzen gewinnt erst bei chronischen Schmerzen an Einfluss auf die
Schmerzmodulation [186, 187, 188]. Beispielsweise ergab eine Studie an Knockout-
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Tieren komplett ohne α-Adrenozeptoren, dass es in Tieren ohne chronische Schmerzen
zu keiner veränderten Reizantwort auf mechanische Schmerzreize kam [189]. In der
Gesamtbetrachtung scheint der adrenerge Einfluss auf die spinale Schmerzmodulation
in gesunden Tieren mit akuten Schmerzreizen gering zu sein. Das zeigte sich hier
bereits in der Reduktion der neuronalen Aktivität nach LC-Stimulation in der Kontroll-
gruppe mit ca. 9% des Ausgangswertes. Die adrenerge deszendierende Inhibition durch
die LC-Stimulation war bei Vergleichsstudien in Krankheitsmodellen mit chronischen
Schmerzen deutlich stärker [49, 104, 91, 106]. Bei Betrachtung der zweiten Phase (ab
der zweiten Minute nach LC-Stimulation) findet sich kein Unterschied mit und ohne
spinaler Phentolaminwirkung und es kam in beiden Gruppen zu einem Aktivitätsan-
stieg. Daher kann diese Aktivitätssteigerung nicht auf eine verzögerte aktivierende
Wirkung an den α1-Adrenozeptoren zurückgeführt werden, da diese gleichsam durch
das Phentolamin blockiert werden. Anknüpfend an die zweite Hypothese ist der Aktivi-
tätsanstieg unabhängig von den spinalen α-Adrenozeptoren zu erklären. In mehreren
elektrophysiologischen Studien wurde eine Autoinhibition des elektrisch stimulierten
LC selbst beschrieben [81, 76]. Die gesteigerte neuronale Aktivität kann durch supra-
spinale Autoinhibition oder auch Erschöpfung der endogenen Noradrenalinreserven
der coerulospinalen Bahnen mit reduzierter adrenerger Hemmung auf spinaler Ebene
erklärt werden.

6.5 Die neuronale Aktivität unter Einfluss des

5HT3-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron nach

20 Hz-Hirnstammstimulation

Die Ergebnisse der Messreihe nach spinaler Applikation des 5HT3-Rezeptor-Antagonisten
Ondansetron waren im Vergleich zu den nativen Kontrollmessreihen mit alleiniger LC-
Stimulation nicht unterschiedlich. Die Annahme, dass der inhibierende Einfluss des
aktivierten LC spinal nicht serotonerg über die 5HT3-Rezeptor vermittelt wird, hat sich
bestätigt. Die spinalen 5-HT3-Rezeptoren unterliegen dem Einfluss der deszendieren-
den Bahnen [190, 146, 147, 191] und sind sowohl auf den tiefen WDR-Neuronen als
auch präsynaptisch an den nozizeptiven Primärafferenzen lokalisiert [151]. Jedoch führt
ihre Aktivierung durch spinale Serotoninfreisetzung über eine Depolarisation zu einer
neuronalen Aktivitätszunahme. Sie werden in der Literatur überwiegend als pronozi-
zeptiv beschrieben. [190, 146, 147, 191, 154]. Unter selektiver Rezeptorblockade durch
Ondansetron wäre bei spinaler Serotoninfreisetzung daher generell eine verringerte
neuronale Aktivität, aber keine Veränderung der WDR-Neuronen-Aktivität nach Stimula-
tion des adrenergen LC zu erwarten. Betrachtet man die supraspinalen serotonergen
Kerngebiete, gibt es Beschreibungen wechselseitiger Projektionen zwischen den ad-
renergen und den serotonergen Kerngebieten, die an der deszendierenden Hemmung
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beteiligt sind. Grundsätzlich wird die Aktivierung serotonerger Neurone der Raphekerne
auch durch akute und durch chronische Schmerzreize ausgelöst und führt zur erhöhten
Serotoninfreisetzung im Cornu posterior [192]. Speziell die serotonergen Raphekerne
Ncl. raphe magnus (NRM) und Ncl. raphe dorsalis, welche zu den oberflächlichen
Laminae des Cornu posterior projizieren [193, 4, 194], zeigen wechselseitige Projek-
tionen mit den adrenergen LC-Neuronen [169, 170, 171, 146, 172]. Beispielsweise
können die adrenergen LC-Projektionen über die serotonergen NRM-Neuronen Ein-
fluss auf die spinale Antinozizeption nehmen [195] und unter LC- Stimulation konnte
eine Aktivitätsminderung des Ncl. raphe dorsalis nachgewiesen werden [171]. Durch
die LC-Stimulation ist eine generelle unselektive Noradrenalinfreisetzung auch in den
supraspinalen Projektionsgebieten des LC wie z.B. den Raphekerne vorstellbar. Damit
einhergehend kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Raphekerne mit ihren spinal
deszendierende Bahnen wiederum keinen indirekten Einfluss im Cornu posterior haben.
Gleichwohl serotonerge und noradrenerge Kerngebiete in Verbindung stehen, ergab
sich in den hier vorliegenden Ergebnissen kein Hinweis auf eine Beteiligung der spinalen
5HT3-Rezeptoren an der adrenergen deszendierenden Hemmung durch den LC.

6.6 Diskussion der Methode und Limitationen

Zur Messmethode und Auswahl der Neurone

In der neurophysiologischen Forschung haben sich die elektrophysiologischen Mess-
methoden seit Jahrzehnten erfolgreich etabliert. Die Signalübertragung zwischen zwei
Arealen innerhalb des peripheren und zentralen Nervensystems kann mit diesen Me-
thoden gut untersucht werden. Durch die Messung der elektrischen Signale ist die
Untersuchung und die Beschreibung von Eigenschaften einzelner Nervenzellen und von
Zellverbänden möglich. Die Messungen können intra- und extrazellulär stattfinden. Die
hier gewählte extrazelluläre Ableitung eines einzelnen WDR-Neurons ermöglicht eine
gezielte Betrachtung der neuronalen Aktivität und elektrophysiologischer Eigenschaften
in vivo. Hierbei kann gezielt der Einfluss anderer Areale, die durch chemische oder
elektrophysiologische Reize manipuliert werden, auf die Zielstruktur betrachtet werden.
Dennoch lässt die elektrophysiologische Ableitung nur die Beobachtung eines einzelnen
Abschnitts, beispielsweise der spinalen Schmerzverarbeitung, zu. Entsprechend der
Messprotokolle konnte die deszendierende coeruleospinale Bahn in das Cornu posterior
untersucht werden. Eine Beeinflussung anderer Projektionsgebiete des LC durch die
artifizielle elektrische Stimulation des LC kann nicht ausgeschlossen und auch nicht
dargestellt werden. Weitere an der spinalen Modulation der Nozizeption beteiligten su-
praspinalen Hirnareale außer des LC waren mit der gewählten elektrophysiologischen
Methode nicht messbar. Ein weiterer Einflussfaktor auf die elektrophysiologischen Mes-
sungen ist die Inhomogenität der spinalen Neurone. Es wurden die tiefen WDR-Neurone,
die sich durch druckabhängige Aktivität charakterisieren lassen konnten, gemessen.
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Innerhalb dieser Neuronengruppe konnten phasische (dynamische) als auch tonische
(kontinuierliche) Aktivitätsmuster auf nozizeptive und mechanische Reize nachgewiesen
werden [35]. In der Literatur ist bisher keine Differenzierung der phasisch aktiven und
tonisch aktiven WDR-Neuronen bezüglich deren Aktivität nach LC-Stimulation beschrie-
ben worden und wurde auch nicht in der vorliegenden Arbeit betrachtet. In einer fort-
führenden Untersuchung wäre eine selektive Betrachtung der spinalen WDR-Neurone
nach phasischen oder tonischen Aktivitätsmustern nach LC-Stimulation denkbar.

Zur Auswahl und Anzahl der Versuchstiere

Die Untersuchung von interregionalen Verknüpfungen im ZNS macht die Verwendung
von Versuchstieren zwingend erforderlich. In der jahrzehntelangen neurophysiologi-
schen Forschung haben sich Nagetiere als geeignet erwiesen. Bei Tierversuchen muss
die Tierethik stets berücksichtigt werden. Durch die Bewertung der Ethikkommission
werden ausgewählte und geprüfte Tierversuche legitimiert. Mein Studiendesign berück-
sichtigte das 3-R-Prinzip, das 1959 durch W.M. Russel veröffentlicht wurde. Dieses
fordert Folgendes ein:
1. „Replace“ bedeutet Vermeiden von Tierversuchen
2. „Reduce“ bedeutet Verringerung der Anzahl der eingesetzten Tiere
3. „Refine“ bedeutet Verbesserung der Lebens- und Untersuchungsbedingungen [196].
Die Reduktion der Tieranzahl konnte dadurch erreicht werden, dass innerhalb eines
Messprotokolls pro Tier alle dazugehörigen Messreihen durchgeführt wurden. Wäh-
rend insgesamt 147 Messreihen an Neuronen im Cornu posterior aufgezeichnet und
untersucht wurden, belief sich die Gesamtanzahl der eingesetzten Tiere auf 41 Mäu-
se. Das Zeitintervall zwischen den einzelnen LC-Stimulationen lag zwischen 45 und
60 min, bevor eine neue Messreihe begonnen wurde. Trotz der Regenerationszeit der
Neurone wurden teilweise höhere spinale Aktivitäten im Vergleich zum Ausgangsni-
veau (vor jeglicher Stimulation) verzeichnet. Bei konstantem Aktivitätsanstieg wurde der
Schwellenwert für die nachfolgende Messreihe entsprechend korrigiert. Entsprechend
konnte die minimal mögliche Tieranzahl zum Erreichen eines statistisch abgesicherten
Ergebnisses verwendet werden.

Zur Auswahl der Wirkstoffe und Applikation

Phentolamin wurde in der bisherigen elektrophysiologischen Forschung erfolgreich
zur Charakterisierung von Neurone genutzt. Es ist ein Imidazolin, das unselektiv auf
α-Adrenozeptoren blockierend wirkt. In den vorliegenden Experimenten wurde nur der
generelle adrenerge Einfluss auf spinale Neuronen betrachtet und eine Differenzierung
der α-Adrenozeptoren war nicht erforderlich. Ondansetron ist ein Serotonin- Antagonist
am 5HT3-Rezeptor und wurde aufgrund der hohen Spezifität ausgewählt. In vielen
elektrophysiologischen Studien wurde er bereits zur Charakterisierung der deszendie-
renden Hemmung eingesetzt, wobei der 5HT3-Rezeptor eher pronozizeptiv wirkt. Fr die
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weitere Untersuchung der serotonerg vermittelten spinalen Antinozizeption kann ein
Antagonist des 5HT7-Rezeptors verwendet werden, da dieser Rezeptor in der spinalen
Antinozizeption beteiligt scheint. Zudem gibt es noch weitere Transmittersysteme, die in
der vorliegenden Arbeit unberücksichtigt bleiben, obwohl sie Einfluss auf die deszendie-
rende Hemmung nehmen könnten. Neben der Betrachtung der ausgewählten Wirkstoffe
kann auch die Applikationsform zu Limitationen führen. Beide hier verwendeten Sub-
strate wurden als Lösungen direkt auf die Dorsalseite des Rückenmarks aufgebracht,
nachdem die Dura entfernt wurde. Dies entsprach den Literaturangaben im Rahmen
elektrophysiologischer Messmethoden spinaler Neurone, bei denen die Applikation
unmittelbar lokal auf das Rückenmark erfolgte [145, 154, 146, 147]. Hier wurde oft eine
Menge von 50µL genutzt, die sich allerdings in den hier vorliegenden Experimenten über
die Gesamtheit des eröffneten Rückenmarks ausbreitete. Hier kann eine lokale Wirkung
innerhalb des Rückenmarks, aber über die abgeleiteten Rückenmarkssegmente hinaus
angenommen werden. Im Zusammenhang mit elektrophysiologischen Messungen der
spinalen Neurone ist in der Literatur zu beiden Substraten keine Angabe zu alternative
Applikationen (wie oral oder intravenös) zu finden. Sowohl Phentolamin als auch Ondan-
setron werden teilweise intrathekal über subarachnoidal einliegende Kathetersysteme
bei Verhaltensexperimenten bzw. bei immunohistologischen Untersuchungen bei denen
eine längere Einwirkdauer gegeben sein muss verwendet [197, 122, 198, 199]. Die
Verwendung eines subduralen Kathetersystems bei anästhesierten Mäusen mit bereits
eröffnetem Rückenmark würde keinen weiteren Vorteil bringen. Hingegen wäre eine in-
travenöse Applikation denkbar. Beispielsweise wurden in der verhaltensexperimentellen
Untersuchung der mechanischer Allodynie bei Ratten nach Rückenmarksverletzung die
intrathekale bzw. intravenöse Verabreichung von Ondansetron in der Studie von Chen
et al. 2009 verglichen. Über venöse bzw. intrathekal eingelegte Kathetersysteme wurde
die Ondansetronlösung entweder i.v. über sieben Tage bzw. intrathekal über 3 Tage
bei nachweislicher Allodynie verabreicht. Es zeigte sich während des Verabreichungs-
intervalls sowohl intravenöse als auch intrathekal weniger Vermeidungsverhalten und
ein Rückgang der Allodynie im Verhaltensexperiment mit Von- Frey- Filamenten [200].
Eine Adaptation dieser intravenösen Gabe vor der elektrophysiologischen Messung als
Alternative zur lokalen Verabreichung wäre bei Folgeexperimenten zu diskutieren. In
Tierexperimenten mit Ratten zur Untersuchung der Pharmakokinetik des Ondansetrons
erfolgte eine orale und intravenöse Verabreichung [201, 202].
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6.7 Ausblick

Ausgehend von der elektrophysiologischen Mess- und Stimulationsmethode kann das
Stimulationsprotokoll mit einen selektiven α2-Adrenozeptor-Antagonisten variiert werden,
um den Einfluss der α2-Adrenozeptoren in der adrenerg vermittelten deszendierenden
Hemmung weiter zu untersuchen. Dies ist umso mehr von Interesse, da die Ergebnisse
mit dem unselektiven Antagonisten Phentolamin nicht signifikant waren. In der Literatur
wird vor allem die Rolle der α2-Adrenozeptoren als führende Vermittler der Antinozi-
zeption allerdings in Tiermodellen mit neuropathischen oder entzündlichen Schmerzen
diskutiert. Zur Differenzierung des Einflusses der α2-Adrenozeptoren kann ein selek-
tiver Antagonist, z.B. Yohimbin, eingesetzt werden. Unter Verwendung von Yohimbin
müssten die möglichen Interaktionen mit dem anderen Neurotransmittersystemen be-
achtet werden. Mit dem aktuellen Stimulationsprotokoll wurden nur gesunde Tiere
unter akuten Schmerzreizen untersucht. Das Mess- und Stimulationsprotokoll kann
in Kombination mit Mausmodellen mit chronischen Schmerzen, beispielsweise einer
Tibiafraktur, zur Charakterisierung der adrenergen Hemmung im Kontext chronischer
Schmerzerkrankungen verwendet werden.
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Kapitel 7

Zusammenfassung

Die Etablierung des elektrophysiologischen Hirnstamm-Stimulationsprotokolls erlaub-
te die Untersuchung des adrenergen deszendierenden Einflusses des LC auf die
Wide-dynamic-range-Neurone (WDR-Neurone) in nativen erwachsenen Mäusen. Mit
der elektrophysiologischen Methode der extrazellulären Ableitung in den tiefen Lami-
nae des Cornu posterior wurde die Aktivität der WDR-Neurone im thorakolumbalen
Rückenmarksbereich gemessen. Zusätzlich wurde der LC im Hirnstamm in verschiede-
nen Frequenzstärken stimuliert und der Einfluss des spinal applizierten unselektiven
α-Adrenozeptor-Antagonisten Phentolamin und dem 5HT3-Rezeptor-Antagonisten Ond-
ansetron untersucht. Die LC-Stimulation führte zu keiner signifikanten Veränderung
der rezeptiven Felder. Eine Reduktion der Aktivität der spinothalamischen Neurone
nach Hirnstammstimulation mit verschiedenen Stimulationsfrequenzen konnte nachge-
wiesen werden. Zusätzlich zeigte sich zeitlich versetzt eine zweite Phase mit spinaler
Aktivitätszunahme, deren Ursache nicht klar ist. Die seitengetrennte Betrachtung der
Aktivität nach LC-Stimulation zeigte eine kontralateral stärkere Aktivitätsreduktion der
spinothalamischen Neurone. Weder der 5HT3-Rezeptor-Antagonist Ondansetron noch
der unselektive α-Adrenozeptor-Antagonist Phentolamin bewirkten nach lokaler spi-
naler Applikation eine signifikante Veränderung der Aktivität der WDR-Neurone nach
LC-Stimulation.
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Anhang A

Tabellen

Tabelle A.1: Normierte Messwerte unmittelbar nach Hirnstamm-Stimulation ohne Sub-
strat

Stimulations- f(Gesamt)/f(0) f(Ipsilateral)/f(0) f(Kontralateral)/f(0)
Frequenz in % (± SEM in%) in % (± SEM in%) in% (± SEM in%)

2Hz 49.27 (±16.27) 71.45 (±34.45) 30.8 (±5.35)
5Hz 109.86 (±29.57) 162.16(±54.95) 57.56 (±8.01)
10Hz 62.188 (±12.06) 52.93 (±11.54) 75.53 (±23.97)
20Hz 91.72 (±13.4) 106.82 (±20.5) 49.96 (±15.1)
100Hz 65.76 (±9.12) 80.33 (±12.26) 50.36 (±10.79)

Tabelle A.2: Normierte Messwerte über 20min nach Hirnstamm- Stimulation ohne
Substrat

Frequenz 2Hz 5Hz 10Hz 20Hz 100Hz
f(0min)/f(0)in % 49.27 109.86 62.19 91.72 65.76

(± SEM in%) (±16.27) (±29.57) (±12.06) (±13.4) (±9.12)
f(2min)/f(0)in % 207.06 282.9 252.9 182.58 140.86

(± SEM in%) (±83.45) (±61.4) (±96.1) (±23.53) (±16.44)
f(5min)/f(0)in % 216.98 282.89 204.94 170.31 123.03

(± SEM in%) (±53.91) (±50.85) (±50.96)) ((±30.49)) (±15.02)
f(10min)/f(0)in % 190.48 259.86 161.49 161.37 115.99

(± SEM in%) (±53.03) (±47.27) (±32.86) (±35.67) (±14.35)
f(15min)/f(0)in % 168.95 234.39 191.36 166.94 132.8

(± SEM in%) (±47.82) (±47.01) (±51.62) (±46.3) (±29.3)
f(20min)/f(0)in % 152.42 204.39 191.08 130.14 137.97

(± SEM in%) (±37.88) (±35.53) (±39.35) (±29.32) (±30.52)
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Tabelle A.3: Messwerttabelle der normierten Messwerte ohne Wirkstoff und mit Ondan-
setron.

Zeit Ondansetron
in Minuten f(0) in % (± SEM)

-14 99.27 (±3.64)
-12 99.8 (±1.91)
-10 100.77 (±3.44)

-7 103.67 (±27.48)
-5 85.63 (±19.43)
-3 78.9 (±15.85)
-1 100 (±0)
0 103.49 (±23.53)
2 99.62 (±18.67)
5 121.57 (±24.11)

10 171.7 (±44.8)
15 164.0 (±32.34)
20 178.2 (±38.9)

Tabelle A.4: Messwerttabelle der gepoolten, normierten Mittelwerte (±SEM) der Mess-
reihen mit den verschiedenen Phentolamin Konzentrationen über die Zeit (in sek).

Zeit 1µM 10µM 100µM 1MM 1M
in Minuten f(i)/f(0) f(i)/f(0) f(i)/f(0) f(i)/f(0) f(i)/f(0)

in % (±SEM) in % (±SEM) in % (±SEM) in % (±SEM) in % (±SEM)
-6 88.036 107.965 90.535 115.187 68.375

(±22.469) (±22.947) (±15.755) (±37.701) (±16.991)
-5 93.838 141.920 105.515 123.601 82.854

(±15.038) (±9.374) (±16.249) (±27.546) (±13.346)
-4 79.360 127.824 103.901 116.039 73.383

(±23.772) (±15.722) (±30.846) (±36.177) (±14.198)
-3 100.303 168.606 134.476 108.899 94.105

(±25.448) (±17.814) (±29.318) ((±55.438) ((±22.390)
-2 76.829 183.275 94.581 117.514 88.248

(±33.607) (±29.931) (±28.208) (±103.922) (±16.590)
-1 100 100 100 100 100

(±21.123) (±26.776) (±35.167) (±24.744) (±29.483)
0 104.34 111.65 97.7 102.35 91.58

(±0) (±0) (±0) (±0) (±0)
2 95.66 141.92 105.52 123.6 82.85

(±14.78) (±27.55) (±16.25) (±9.37) (±15.04)
5 149.85 224.78 244.33 120.3 113.42

(±50.1) (±83.01) (±80.55) (±19.59) (±45.4)
10 153.4 133.99 122.48 141.5 102.12

(±33.3) (±44.1) (±55,27) (±47.13) (±27.5)
15 145.9 121.71 104.55 85.13 98.00

(±31.6) (±40.1) (±48.6) (±19) (±27.74)
20 187.7 126.71 162.34 145.3 94.16

(±72.16) (±50.48) (±60.7) (±20.41) (±60.4)
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Anhang B

Abbildungen und Diagramme

Kontralateral/ rechts Ipsilateral/ links

a b

c d

e f

Abbildung B.1: Gegenüberstellung der ipsi- und kontralateralen Frequenzverläufe nach
verschiedenen Stimulationsfrequenzen. Abb. a Gesamtverlauf kontralateral, Abb. b
Gesamtverlauf ipsilateral, Abb. c Vorwerte kontralateral, Abb. d Vorwerte ipsilateral,
Abb. e 2.Phase kontralateral, Abb. f 2.Phase ipsilateral Quelle: eigene Darstellung mit
Mathematica erstellt
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Abbildung B.2: Relative Frequenzänderung zum Ausgangswert (100%) mit und oh-
ne spinal applizierter 1000µM Phentolamin- Lösung innerhalb von 20min nach 20Hz-
Hirnstammstimulation. Es gibt keinen Frequenzabfall spinaler Neuronen unter Einfluss
von 1000µM Phentolamin. Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Messreihen(ANOVA, F=4.59, p=0.037). Die Werte repräsentieren normierte Mittelwerte
+ SEM. n(Nativ)= 10, n(1000µM Phentolamin)=6). Quelle: eigene Darstellung mit Mathe-
matica erstellt
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Abbildung B.3: Relative Frequenzänderung zum Ausgangswert (100%) mit und oh-
ne spinal applizierter 1M Phentolamin-Lösung innerhalb von 20min nach 20Hz-
Hirnstammstimulation. Die Frequenz spinaler Neuronen unter Einfluss von 1M Phen-
tolamin ist nicht signifikant verändert zu dem Frequenzabfall ohne Phentolamin (ANO-
VA,F=1.095, p=0.137). Die Werte repräsentieren normierte Mittelwerte + SEM. n(Nativ)=
10, n(1M Phentolamin)=3). Quelle: eigene Darstellung mit Mathematica erstellt
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a) b)

c) d)

Abbildung B.4: Relative Frequenzänderung zum Ausgangswert (100%) mit und ohne spi-
nal applizierter 1µM, c=10µM und c=100µM Phentolamin-Lösung innerhalb von 20min
nach 20Hz-Hirnstammstimulation. Abb. a) Vorwert und Messwerte unter Phentolamin
vor der Hirnstammstimulation. Abb. b) Gesamtverlauf der Messwerte. Abb. c) Aktivitäts-
änderung nach Hirnstammstimulation. Abb. d) Frequenzverlauf mit Aktivitätserhöhung
ab t= 2min. Die Werte repräsentieren normierte Mittelwerte + SEM. Quelle: eigene
Darstellung mit Mathematica erstellt
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