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Zusammenfassung 

 

Neurosteroide sind steroidale Moleküle des Cholesterinmetabolismus, welche im 

Nervensystem ebenso wie in peripheren Organen (Testes, Ovarien, Nebennierenrinde) 

synthetisiert werden und im Gehirn neuronale Wirkungen entfalten. Nach der 

Klassifikation von Morrow (2007) unterteilt man Neurosteroide in inhibitorische (z.B. 

Allopregnanolon), welche die GABAerge Transmission verstärken und sedativ oder 

hypnotisch wirken und exzitatorische Neurosteroide (z.B. Pregnenolonsulfat), welche 

die GABAerge Hemmung antagonisieren und dadurch erregend wirken.  

 Die Gallensäuren aus der Leber sind für den Verdauungsprozess essenziell, 

erreichen aber soweit bekannt nicht das Zentralnervensystem in relevanten 

Konzentrationen. Einige dieser Gallen-Steroide (G-S) werden allerdings auch im 

Gehirn synthetisiert. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass diese Substanzen Liganden-

gesteuerte Ionenkanäle im Gehirn von Maus und Ratte modulieren und die synaptische 

Übertragung verändern können: Inhibition des GABAA Rezeptors führt zu Erregung 

und verstärkter Synchronisation. Verschiedene Steroide zeigen dabei unterschiedliche 

Wirksamkeit (halb-effektive Konzentrationen, IC50) für den GABAA Rezeptor-Block: 

Ursodeoxycholat, UDCA < Chenodeoxycholat, CDCA < Taurodeoxycholat, TDCA < 

Cholat < Dehydrocholat. 

 Neuronale Netzwerkaktivität wurde an Primärkulturen auf Mikroelektroden-

gittern (microelectrode array, MEA) gemessen. Ferner wurden an einzelnen, akut aus 

Hirnschnitten isolierten Neuronen Ganzzell-Ströme als Antwort auf kurze (1-2 s) 

GABA-Exposition registriert. Spontane GABAerge synaptische Ströme, die durch 

GABA-Freisetzung aus anhaftenden Boutons resultieren, konnten ebenfalls analysiert 

werden. Eine dosisabhängige Abnahme der Abfallzeitkonstante (!) der spontanen 

Ströme bei stabiler Amplitude belegt eine postsynaptische Modulation der GABAergen 

Transmission durch die Steroide. Eine positive Modulation mit gegenteiliger Wirkung, 

wie sie für andere Steroide beschrieben ist, haben wir hier nicht beobachtet. Ferner 

konnten wir eine Verminderung der erregenden Übertragung durch Blockierung des 

NMDA-Rezeptors nachweisen (Cholat, Chenodeoxycholat). 

 Die Untersuchungen wurden an hypothalamischen Neuronen und Netzwerken 

durchgeführt, die in vivo die Vigilanz kontrollieren. Die resultierende Voraussage einer 

Vigilanz fördernden Wirkung dieser Steroide ließ sich an frei beweglichen Nagern 

bestätigen. Damit können wir die untersuchten Gallensteroide prinzipiell der Klasse der 

Neurosteroide zuordnen und das schon bekannte breite Wirkungsspektrum dieser 

Signalmoleküle erweitern. 
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Abkürzungsverzeichnis 
 

Abb.    Abbildung 

AMPA R   AMPA Rezeptor 

CA    Cholat 

CDCA    Chenodeoxycholat 

CNQX    6-Cyano-7-nitroquinoxalin-2,3-dion 

D-AP5    D-(-)-2-Amino-5-phosphonopentanoinsäure 

DH    Dehydrocholat 

DHEAS    Dihydroepiandrosteronsulfat 

GABA    !-Aminobuttersäure 

GABAA R   GABA Typ A Rezeptor 

G-S    Gallen-Steroide (gilt für beide: Säuren und Salze) 

HE    hepatische Enzephalopathie 

IC50    halbmaximale blockierende Konzentration  

MEA    microelectrode array 

NMDA R   NMDA Rezeptor 

PS    Pregnenolonsulfat 

SIPS     spontane inhibitorische postsynaptische Ströme 

TMN    tuberomamillärer Nucleus 

TDCA    Taurodeoxycholat 

THDOC   Tetrahydrodesoxycorticosteron  

    (5"-Pregnan-3",21-diol-20on) 

!    Zeitkonstante 

TTX    Tetrodotoxin 

UDCA    Ursodeoxycholat 

UE    Untereinheit 
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1 Einleitung 

1.1 Inhibitorische und exzitatorische Neurosteroide 

Steroidhormone aus der Peripherie können nach Passage der Blut-Hirn-Schranke 

Wirkungen entfalten. Über nukleäre Rezeptoren verändern sie die Genexpression im 

Gehirn. Diese „genetische“ Wirkung ist relativ langsam (Minuten-Stunden) und 

langdauernd. Zu nicht-genomischen Effekten gehört die Interaktion mit Liganden-

gesteuerten Ionenkanälen, wie GABAA, NMDA oder AMPA Rezeptoren, welche direkt 

aktiviert werden. Vor mehr als 70 Jahren berichtete Hans Selye über schnelle 

sedierende und anästhetische Wirkungen mancher Pregnan-Steroide und deren 

protektive Rolle bei der systemischen Stress-Antwort  (Selye and Masson, 1942). 

Die neuroaktiven Steroide (Neurosteroide) werden als endogene Modulatoren 

in Testes, Ovarien oder Nebennierenrinde als Geschlechts- oder Stress-Hormone 

sowie auch im Gehirn synthetisiert. Die inhibitorischen (hemmenden) Neurosteroide 

entfalten sedative, antikonvulsive und anxiolytische Wirkungen nach systemischer 

Verabreichung (Morrow, 2007). Hochwirksame Substanzen dieser Art wurden als 

Anaesthetika und Antiepileptika entwickelt. Ganaxolon (3"-Hydroxy-3#-methyl-5"-

pregnan-20-on) wurde als Antiepileptikum in klinischen Studien gut bewertet (Stephen 

and Brodie, 2011); Alfaxalon (5"-Pregnan-3"-ol-11,20-dion) wird als Anaesthetikum in 

der Tiermedizin und für Forschungszwecke verwendet. Zu den inhibitorischen 

Neurosteroiden gehören Progesteron-Abkömmlinge wie z.B. Pregnanolon (5#-

Pregnan-3"-ol-20on), Allopregnanolon (5"-Pregnan-3"-ol-20on), Desoxycorticosteron 

und Tetrahydrodesoxycorticosteron (THDOC, 5"-Pregnan-3",21-diol-20on). Zu den 

exzitatorischen Neurosteroiden gehören z.B. sulfatierte Derivate von Pregnenolon (PS) 

und Dihydroepiandrosteron (DHEAS), die eine erregende Wirkung entfalten und in 

vergleichsweise höheren Konzentrationen ($M) wirksam sind (Morrow, 2007).  

 

1.2 Der GABAA Rezeptor als Ziel von Neurosteroiden 

Die GABAerge Hemmung ist ubiquitärer Bestandteil neuronaler Netzwerke (Farrant 

and Nusser, 2005). GABAA Rezeptoren sind heteropentamere Proteine, die einen 

selektiven Fluss von Anionen, vor allem Chlorid-Ionen durch die Zellmembran 

ermöglichen. Die fünf Untereinheiten bestehen jeweils aus vier transmembranären 

Segmenten (siehe Abb.1). Die Bindungstasche des Agonisten GABA liegt zwischen "- 

und ß-Untereinheiten, diejenige des Diazepams liegt zwischen "- und !-Untereinheiten 

(Olsen and Sieghart, 2009). Das zweite Transmembransegment jeder Untereinheit 
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bildet die Pore. Es gibt 19 verschiedene UE, darunter finden sich 6 "-, 3 ß-, 3 !-, 3 p-, 1 

%-, 1 &-, 1 '- und 1 (-UE. 

Über 60% aller GABA Rezeptoren des ZNS sind aus zwei "1- , zwei ß2- und 

einer !2-Untereinheit aufgebaut (Olsen and Sieghart, 2009;Rudolph and Antkowiak, 

2004). Abb. 1 zeigt schematisch einen GABAA Rezeptorkomplex. Maßgeblich für die 

Funktion des GABAA Rezeptors ist die heterogene Expression und Kombination seiner 

Untereinheiten. Dies zeigt sich auch an TMN Neuronen. Dort spielen GABA 

Rezeptoren, die sich aus den "1/2-, ß1/3- und !1, ! 2- Untereinheiten aufbauen, eine 

besondere Rolle (Sergeeva et al., 2002;Sergeeva et al., 2010). 

 

 

Abb. 1 GABAA Rezeptorkomplex mit 5 Untereinheiten und je 4 
Transmembransegmenten (Einblick von der intrazellulären Seite) 

 

Je nach Lokalisation und Aktivierungs- bzw. lnaktivierungsverhalten unterscheidet man 

zwei Klassen von GABAA Rezeptoren. Die eine vermittelt eine phasische und die 

andere eine tonische Inhibition (Farrant and Nusser, 2005). Extrasynaptische 

Rezeptoren mit "4-6 Untereinheiten und %-UE vermitteln die tonische Inhibition 

(Farrant and Nusser, 2005;Olsen and Sieghart, 2009). Die synaptische (phasische 

Inhibition) kommt durch Rezeptorkomplexe aus "1-3, ß2/3 und !2 Untereinheiten 

zustande (Olsen and Sieghart, 2009). Progesteronderivate potenzieren oder hemmen 

über separate Bindungsstellen den GABAA Rezeptor. Einerseits werden Neurosteroide 

ortsständig durch Gliazellen im ZNS produziert, andererseits übernehmen auch 
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Steroide aus den peripheren endokrinen Organen neurosteroidale Funktionen 

(Lambert et al., 2009).  

In Gegenwart von GABA vermitteln inhibitorische Neurosteroide eine 

sedierende, anxiolytische, hypnotische und analgesierende Wirkung. Diese Effekte 

werden über die "-Untereinheit vermittelt: der Austausch von Glutamin in der 

Transmembran-Domäne 1 (TM1) Q141 gegen Methionin oder Leucin an der "1-UE 

oder analoge Mutationen an anderen "-UE verhindert die Potenzierung durch THDOC 

oder Allopregnanolon (Hosie et al., 2009). Exzitatorische Neurosteroide interagieren 

mit einer anderen Stelle an der "-UE: Valin 256 an der "1-UE ist essenziell für die 

hemmende Wirkung des Pregnenolonsulfats auf GABA-Ströme (Akk et al., 2001). 

Extrasynaptische GABAA R, welche aus "/ß/%-UE bestehen, sind nicht empfindlicher 

auf inhibitorische Neurosteroide als synaptische Rezeptortypen, wie die "xßx!2 

Rezeptoren (Hosie et al., 2009). Allerdings können sie im Gegensatz zu den 

synaptischen Rezeptoren die neuronale Aktivität stark beeinflussen (Farrant and 

Nusser, 2005). Deshalb fällt die sedierende Wirkung inhibitorischer Neurosteroide an 

%-UE defizienten Mäusen (%-KO) bei niedrigen Konzentrationen aus (Mihalek et al., 

1999).  

Die Mausgenetik hat in den letzten Jahren unser Verständnis der Bedeutung 

unterschiedlicher GABAA R Bindungsstellen für allosterische Modulatoren enorm 

verbessert. So wurde durch eine Punkt-Mutation an der Propofol-Bindungsstelle des 

GABAA R (Jurd et al., 2003) eine Propofol-resistente Maus erzeugt und damit 

bewiesen, dass der GABAA R ein höchst sensitives Ziel dieses Anaesthetikums ist. 

Maus-Mutanten für die Neurosteroid-Bindungsstellen gibt es noch nicht, auch weil 

diese Mutationen die GABA-Sensitivität des GABAA R enorm verändern (Yanovsky et 

al., 2012b) und damit die Aussagekraft eines solchen Modells vermindern. 

 

1.3 Gallen-Steroide (G-S) als Signalmoleküle mit System-Relevanz 

Die Leber beherbergt zahlreiche Stoffwechselwege, darunter den Harnstoffzyklus zur 

Ausscheidung von Aminogruppen und damit Regulation der Ammoniakspiegel im Blut, 

sowie Enzymfamilien zum Abbau von Steroidhormonen durch P450 Cytochrome 

(Schwarz et al., 1997). Aus dem Steroidgrundgerüst erfolgt in der Leber die Synthese 

von Gallensäuren. Das Schlüsselenzym dieser Synthese ist die 7"-Hydroxylase. 

Produkte sind die primären Gallensäuren Cholat und Chenodeoxycholat. Der 

molekulare Aufbau von Cholat ist in Abb. 2 dargestellt. 
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Abb. 2 Steroidgerüst von Cholat 

 

Da Gallensäuren den Neurosteroiden ähneln bzw. gleichen, boten sie sich für eine 

Untersuchung ihrer Fähigkeit zur Modulation des GABAA R an. Die 7!-Hydroxylase, 

das Schlüsselenzym der Gallensäuresynthese, findet sich nicht nur in der Leber 

sondern auch im ZNS. Die primären Gallensäuren Cholat und Chenodeoxycholat 

resultieren aus dieser Synthese (Schubring et al., 2012;Schwarz et al., 1997).  

Neben den digestiven Aufgaben übernehmen Gallensäuren auch zahlreiche 

parakrine und endokrine Funktionen (Keitel et al., 2008), die G-Protein gekoppelte 

Signalwege über TGR-5-Rezeptoren einschliessen - auch im ZNS (Keitel et al., 

2007;Keitel et al., 2010). Gallensäuren interagieren wie die meisten Steroidhormone 

ebenfalls mit nukleären Rezeptoren. Ein Vertreter dieser Gruppe ist der Farnesoid-X-

alpha Rezeptor (Watanabe et al., 2004;Watanabe et al., 2006).  

Darüberhinaus eröffnen diese Signalkaskaden, die unter dem Einfluss von 

Gallensäuren stehen, neue Ziele für die Therapie des metabolischen Syndroms 

(Thomas et al., 2008;Watanabe et al., 2006). Mano et al. (2004) fanden 

Chenodeoxycholat und Cholat auch im Zytoplasma von Neuronen des Rattenhirns, 

möglicherweise als Zwischenprodukte der Neurosteroidsynthese (Ogundare et al., 

2010). Eine potenzielle Wirkung von G-S auf die neuronale Aktivität ist bisher nicht 

erforscht. Bei Cholestase muss mit einem Übertritt von Gallensäuren durch die 

Bluthirnschranke ins ZNS gerechnet werden. 

 

1.4 Hypothalamische wach-aktive Neurone im N. tuberomamillaris 

Im Nucleus tubero-mamillaris (TMN) zwischen den Corpora mamillaria, dem Chiasma 

opticum und dem Tuber cinerum liegen die zentralen histaminergen Neurone, deren 

Aktivität eine exklusive Korrelation mit dem Wachzustand aufweist. Einige andere 

Neuronengruppen im Hirnstamm und Hypothalamus sind ebenfalls wachaktiv, 
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allerdings weniger ausschließlich. Die histaminergen Neurone nehmen für die 

Erhaltung des Wachzustandes eine Schlüsselposition ein (Haas and Panula, 

2003;Haas et al., 2008;Lin et al., 2011) und waren das Objekt dieser Untersuchung an 

den Gehirnen von Maus und Ratte. Sie verfügen über eine hohe Expression des 

GABAA Rezeptors und werden während des Schlafes durch starke GABAerge 

Projektionen aus dem anterioren Hypothalamus vollständig gehemmt (Haas et al., 

2008;Sergeeva et al., 2002;Sergeeva et al., 2010;Yanovsky et al., 2012b).  

Die synaptischen und extrasynaptischen GABA Rezeptoren der histaminergen 

Neurone stellen einen Angriffsort neuer Anästhetika wie z.B. Propofol, Etomidat und 

Neurosteroide dar. Besonders die sedative und die hypnotische Wirkung der 

Anästhetika wird auf diesem Wege vermittelt (Nelson et al., 2002;Yanovsky et al., 

2012a). Die histaminergen TMN-Neurone sind somit ein zentraler Ort der 

physiologischen und der medikamentösen Schlafinduktion. Ausserdem reagieren diese 

Neurone mit metabolischen Veränderungen auf Cholestase (Zimatkin et al., 2008), was 

auf eine noch nicht erforschte Leber-Hirn Kommunikation verweist. 

 

1.5 Neurosteroide bei hepatischer Enzephalopathie (HE) 

Den Neurosteroiden wird eine große Bedeutung für die Entstehung des erhöhten 

GABAergen Tonus im Rahmen der hepatischen Enzephalopathie (HE) zugeschrieben. 

Im Fokus stehen vor allem die Progesteron-Abkömmlinge THDOC und 

Allopregnenolon, die während der HE im ZNS akkumulieren und den GABAA R 

potenzieren (Ahboucha and Butterworth, 2008). Zusätzlich sinkt der Spiegel 

exzitatorischer Neurosteroide (DHEAS) im Gehirn von HE Patienten (Ahboucha et al., 

2012).  

Einerseits wird für die Akkumulation von Neurosteroiden eine vermehrte 

Synthese der Progesteron-Abkömmlinge in Astrozyten verantwortlich gemacht, 

andererseits ist auch eine Akkumulation von Steroid-Hormonen aus der Peripherie 

möglich. Auf Grund des mangelnden Steroidabbaus in einer zirrhotischen Leber 

entwickeln die Patienten klinisch häufig eine Gynäkomastie und eine Hodenatrophie, 

ein Indiz für periphere Steroidakkumulation und verminderte Testosteronsynthese 

(Dasarathy et al., 2006). Die Bedeutung von Gallensäuren für die Pathogenese der HE 

wurde bis heute nicht berücksichtigt. Die Expression des Gallensäurenrezeptors TGR5 

fällt im Gehirn von HE Patienten ab (Keitel et al., 2010). An einem HE-Tiermodell 

verbesserte das exzitatorische Neurosteroid Pregnenolonsulfat kognitive Fähigkeiten 

der Ratte (Gonzalez-Usano et al., 2013), was durch Antagonismus gegen den 

erhöhten GABAergen Tonus erklärbar ist (Sergeeva, 2013;Steiger et al., 1993). 
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2 Ziele der Arbeit     
 

Gallen-Steroide (G-S) sind Signalmoleküle mit digestiven, endokrinen und parakrinen 

Funktionen. Bekannte G-S Wirkungen werden vermittelt über nukleäre Gallensalz-

rezeptoren und andere Steroid-Rezeptoren oder den an zyklisch-AMP gekoppelten 

membranständigen Rezeptor TGR5. Ob und mit welchen Mechanismen G-S mit 

Liganden-gesteuerten Ionenkanälen interagieren ist weitgehend unbekannt und sollte 

im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Folgende 

elektrophysiologische Methoden kamen zur Anwendung:  

a) für das Screening von G-S Wirkungen auf neuronale Netzwerkaktivität - 

microelectrode array (MEA);  

b) Einzelzell-Ableitungen (patch-clamp) von synaptischen Strömen;  

c) Einzelzell-patch-clamp Ableitungen von makroskopischen Ganzzellströmen induziert 

durch kurzdauernde (1-2s) Substanzapplikation.  
!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



! !

! ! *!

3  Publizierte Originalarbeiten 

 

3.1   The bile steroid chenodeoxycholate is a potent antagonist 
at NMDA and GABA(A) receptors. Schubring SR, Fleischer W, Lin JS, 

Haas HL, Sergeeva OA. Neuroscience Lett. 2012 Jan 11;506(2):322-6. doi: 

10.1016/j.neulet.2011.11.036. Epub 2011 Dec  PubMed PMID: 22155097 

 



! !

! ! +!

3.2  Waking action of ursodeoxycholic acid (UDCA) involves 
histamine and GABAA receptor block. Yanovsky Y, Schubring SR, 

Yao Q, Zhao Y, Li S, May A, Haas HL, Lin JS, Sergeeva OA. PLoS One. 

2012;7(8):e42512. doi:10.1371/journal.pone.0042512. Epub 2012 Aug 6. 

PubMed PMID: 22880010; PubMed Central PMCID: PMC3412845 

 



! !

! ! ,!

4 Diskussion 

Diese Arbeiten erweiterten die bekannten endokrinen, parakrinen und digestiven 

Funktionen der Gallen-Steroide. Mit elektrophysiologischen Methoden zeigen wir die 

lnteraktion von G-S mit Liganden-gesteuerten Ionenkanälen sowie die Modulation 

neuronaler Netzwerkaktivität durch G-S. Damit schreiben wir G-S die Rolle von 

Neurosteroiden zu, da sie auch im ZNS synthetisiert werden und neuronale Wirkungen 

haben. GABAA R und NMDA R sind durch unterschiedliche G-S blockierbar. Die 

Netzwerksynchronisierung nimmt unter negativer Modulation der GABAA R durch G-S 

(DH oder UDCA) zu. Zusätzlich kann die Feuerfrequenz durch eine negative 

Modulation des NMDA R abfallen (durch CA oder TDCA). GABAA R sind nicht nur im 

Nervensystem vorhanden, sondern unterliegen auch in Lunge, Leber, Pankreas und in 

den lmmunzellen des Blutes physiologisch und pathophysiologisch (z.B. bei 

Cholestase) der Modulation durch G-S. 

 

4.1 Messungen mit Multielektroden (MEA) 

Die ersten Screening-Versuche fanden an hypothalamischen Primärkulturen statt. Alle 

getesteten Substanzen, darunter DH, UDCA, TDCA und Cholat steigerten die 

Synchronisierung eines neuronalen Netzwerkes. Ab einer Grenzkonzentration von 

10$M synchronisierte TDCA, ab einer Konzentration von 30$M UDCA das untersuchte 

neuronale Netzwerk signifikant. Die Grenzkonzentrationen für Synchronisation und 

Reduktion der Spike-Anzahl (Frequenz) sind in Tabelle 1 ersichtlich. Das Phänomen 

der Synchronisation wird auch bei physiologischen und pathologischen 

zentralnervösen Oszillationen beobachtet und kann verschiedene Ätiologien haben. 

Dennoch spielen für die hier beobachteten Änderungen der Netzwerkaktivität 

GABAerge lnterneurone eine Schlüsselrolle. Taurodeoxycholat und Cholat bewirken 

bei steigenden Konzentrationen zusätzlich eine Verminderung der gesamten 

Spikeanzahl (Tab. 1). Ursache dafür ist eine Blockierung des NMDA R durch diese 

beiden Substanzen (Schubring et al., 2012). Eine mögliche lnteraktion mit dem G-

Protein gekoppelten TGR 5 Rezeptor, der im ZNS exprimiert ist und bekannte 

Neurosteroide bindet (Keitel et al., 2010), haben wir an akut isolierten Neuronen 

geprüft. Die gemessene Verkürzung der GABAA R Kinetik durch Chenodeoxycholat 

wurde nicht durch Forskolin, das die Adenylylzyklase vollständig aktiviert, okkludiert 

(Schubring et al., 2012). Damit sind die von uns gemessenen Wirkungen von 

Gallensäuren auf die Netzwerk- und Einzelzellaktivität der Modulation des GABAA R 

(Synchronisierung) und des NMDA R (hemmende Einfluss auf Aktionspotentiale) 

zuzuschreiben. 
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Gallensäuren 
Signifikante GK (!M) für 

Synchronisation  

Signifikante GK (!M) 
für Abnahme der 

Spike-Anzahl 

CDCA 
DH 

30 

1000 

30 

kein Effekt 

Cholat 100 300 

UDCA 30  kein Effekt 

TDCA 10 300 
 

Tabelle 1   Grenzkonzentration (GK) in !M für signifikante (p<0,05) Effekte auf die 

Synchronisation (Cohen´s Kappa) und die Abnahme der Spikeanzahl 

Chenodeoxycholat (CDCA), Dehydrocholat (DH), Ursodeoxycholat (UDCA), 

Taurodeoxycholat (TDCA) 

4.2 Spontane inhibitorische postsynaptische Ströme (SIPS, engl.: 

sIPSCs): patch-clamp Ableitungen 

Alle Neurone aus dem histaminergen TMN demonstrierten spontane synaptische 

GABAerge Ströme, welche durch den GABAA R Antagonisten Gabazin (SR 95531) 10 

$M vollständig blockiert wurden. Diese Ströme waren von Aktionspotentialen und 

glutamatergen Synapsen unabhängig, da sie unter Blockierung der Na+-Kanäle (durch 

Tetrodotoxin, TTX) sowie der AMPA R (durch CNQX) und der NMDA R (durch D-AP5) 

gemessen wurden. Die Abfallzeitkonstante der durch GABA erzeugten Ströme 

verringerte sich erwartungsgemäß unter dem Einfluss der G-S. Die Reihenfolge der 

Wirksamkeit (IC50) war folgende: UDCA (70$M) > CDCA (130$M) > Taurodeoxycholat 

(210$M) > Cholat (400$M) > DH (900$M). Die Grenzkonzentrationen (minimale 

Konzentrationen welche mindestens in einem der getesteten Neurone eine signifikante 

Verkürzung der SIPS verursacht haben) sind im Rahmen klinischer Relevanz (Tab. 2).  
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Gallensäuren 
Signifikante GK (!M) für  

! Verkürzung 

Signifikante GK (!M) 
für Reduktion 

Amplitude 

CDCA 30 300 

UDCA 10 100 

TDCA 30 kein Effekt 

Cholat 100 1000 

DH 100 3000 
 

Tabelle 2 Grenzkonzentration (GK) in !M für signifikante (p<0,05) Effekte auf die 

Abfallzeitkonstante (!) und die Amplitude: Chenodeoxycholat (CDCA), 

Dehydrocholat (DH), Taurodeoxycholat (TDCA) und Ursodeoxycholat (UDCA). 

 

Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose haben eine erhöhte 

Blutserumkonzentrationen konjugierter G-S (Kakiyama et al., 2013): die 

Glycochenodeoxycholatkonzentration steigt 20fach und erreicht 17 $M. Bei der 

genetisch-bedingten primär biliären Cholestase steigen Gallensäuren bis auf 616 $M 

im Blutserum an (Keitel et al., 2005). In hypothalamischen Neuronen der Maus 

verursachten Chenodeoxycholat (CDCA) und TDCA bereits ab einer Konzentration von 

30 $M und UDCA ab 10 $M signifikante Effekte (Tabelle 2) auf die SIPS. 

 

4.3 GABA-evozierte Ströme an akut isolierten Neuronen 

Unter submaximalen GABA-Konzentrationen inhibierte UDCA in aufsteigenden 

Konzentrationen den Chlorid-Einstrom durch den GABAA R. Während sich unter 

maximalen GABA-Konzentrationen das Maximum des Chlorideinstroms kaum änderte, 

verschwand stattdessen die Plateauphase fast vollständig: das Ausmaß des GABAA 

R-Blocks ist potenzialabhängig (Schubring et al., 2012). Nach Berechnung der Dosis-

Wirkungsbeziehung und der IC50 Werte für UDCA an akut isolierten Zellen und 

kultivierten Neuronen (für die Abfallzeitkonstante von SIPS) ergaben sich ähnliche 

Wirkstärken auf den GABAA Rezeptor (ca 90 $M). Dies bestätigte wiederum die 

lnteraktion mit dem GABAA Rezeptor und postuliert modulierende Eigenschaften 

ähnlich den exzitatorischen Neurosteroiden, so dass eine lnteraktion mit der 

Bindungsstelle für Neurosteroide plausibel wäre. In der Tat hat die bekannte Mutation 

an der "-UE, "1V256S, welche die Wirkung des exzitatorischen Neurosteroids 
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Pregnenolonsulfat vermindert (Akk et al., 2001), auch die Wirkstärke von UDCA 

gesenkt (Yanovsky et al., 2012b). Die hier untersuchten G-S müssen in das Konzept 

der Neurosteroide als exzitatorische Substanzen einbezogen werden. Ob in vivo der 

Einfluss der G-S auf die tonische extrasynaptische oder auf die phasische synaptische 

GABAerge-Aktivität von größerer Bedeutung ist, verlangt weitere Untersuchungen. 

 

5 Schlussfolgerungen 

Gallen-Steroide beeinflussen die GABAerge Transmission an wach-aktiven 

hypothalamischen Neuronen über eine direkte lnteraktion mit dem GABAA Rezeptor, 

die der Modulation durch exzitatorische Neurosteroide ähnelt. Die exzitatorische 

(GABAA R-hemmende) Wirkung auf die histaminergen Neurone im tuberomamillären 

Kern erzeugt eine Vigilanzsteigerung. Eine Blockierung von GABAA R birgt 

naturgemäß auch erhebliche Risiken, wie Krampfanfälle. Die Reduzierung der NMDA 

R-Funktion könnte kognitive Defekte hervorrufen oder vertiefen. Unter pathologischen 

Bedingungen, bei Cholestase, können auch peripher synthetisierte Gallensäuren in das 

ZNS gelangen und dort neuronale Wirkungen entfalten. Tiermodelle mit induzierter 

Cholestase, wie Nager mit Gallengangsligatur, bieten sich daher für Untersuchungen 

der hepatischen Enzephalopathie an. 
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7 Anhang 

7.1 Elektrophysiologische Ableitungen und Auswertung  
Die MEA (microelectrode array) Ableitungen, Kulturen-Herstellung und Messung der 

GABA-Ströme von akut isolierten Neuronen sind ausführlich in den Publikationen 

beschrieben. Zur Messung der spontanen inhibitorischen postsynaptischen Ströme 

(SIPS) erfolgte die lichtmikroskopische Auswahl eines Neurons bei 100facher 

Vergrößerung nach Morphologie und Größe des Zellkörpers. Die Beurteilung der 

Zellintegrität gelang besonders gut durch das Verändern des Kontrastes. Das 

ausgewählte Neuron wurde nun kontinuierlich mit Messlösung aus dem 

Applikationssystem umspült. Eine Pumpe hielt den dafür erforderlichen Fluss in dem 

System aufrecht. Über eine separate Polyethylenkapillare, befestigt am 

Applikationssystem, konnte mit Hilfe einer Spritze und einem kleinen Schlauch zur 

Kapillare die Substanz lokal an das ausgewählte Neuron appliziert werden (siehe Abb. 

3).  

 
Abb. 3 

A Schema der Ganz-Zell-Konfiguration eines Neurons 

B Neuron in Ganz-Zell-Konfiguration und Applikationssystem 
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Eine Versuchsserie gliederte sich in verschiedene Abschnitte: Vor den Experimenten 

wurde das Nährmedium gegen die Messlösung ausgetauscht. Zunächst wurde 15 min 

abgewartet, um eine mögliche Beeinflussung des neuronalen Netzwerkes in Folge von 

Manipulation nicht als Artefakt  in die Messungen zu übernehmen.  
Nach erfolgreicher Herstellung der Ganz-Zell-Konfiguration (siehe Abb. 3)  

konnten nun spontane inhibitorische postsynaptische Ströme (SIPS) gemessen werden 

(siehe Abb. 4), die durch GABA-Ausschüttung aus angelagerten Synaptosomen 

(axonalen Varikositäten) zustande kommen. Auf eine erste Kontrollaufnahme von 90 s 

folgte die Zugabe der Testsubstanz. Für jede aufsteigende Konzentration wurden SIPS 

wiederum über 90s abgeleitet. Am Ende einer jeden Messreihe, nachdem die 

Testsubstanzen ausgewaschen worden waren, erfolgte eine ebenfalls 90s dauernde 

Kontrollaufnahme. 
 

 

Abb. 4 Spontane inhibitorische postsynaptische Ströme (SIPS, engl. sIPSC) 

 

Spontane inhibitorische (post)synaptische Ströme entstehen durch die vesikuläre 

Freisetzung von GABA aus den der Zelle anhaftenden Boutons (Synaptosomen). 

Glutamaterge und Aktionspotential-abhängige Ströme sind durch die Beifügung 

entsprechender Antagonisten ausgeschlossen. Die Zeitkonstante ) (die Zeit, in der der 

Strom auf 1/ e seines Gipfelwertes abgefallen ist) ist ein wichtiges Maß für 
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Zusammensetzung und Modulation des GABAA R. Zur Auswertung der SIPS wurde 

MiniAnalysis (Synaptosoft,USA) verwendet. 

 

Die Kalkulation der Dosis-Wirkungskurve erfolgte mit folgender Gleichung: 

R = Rmax/(1 + (IC50/[C])n) 

 

Im Falle der spontanen inhibitorischen postsynaptischen Ströme (SIPS) wurde der 

Mittelwert der ersten Kontrollmessung als Rmax bezeichnet. IC50 ist die Konzentration 

einer Testsubstanz z.B. Cholat, unter der die spontane Aktivität der Kontrolle zu 50% 

blockiert wurde. [C] sind die unterschiedlichen Konzentrationen der Testsubstanzen. 

Der Hill-Koeffizient n ist ein Abbild der Steilheit der Dosis-Wirkungskurve und damit des 

kinetischen Verhaltens der Interaktion der Testsubstanz mit dem GABAA Rezeptor. 
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