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1 EINLEITUNG

Als  Cannabinoide  bezeichnet  man  eine  heterogene  Gruppe  biogener  und

synthetischer  Substanzen,  die  zu  (-)-trans-�9-Tetra-hydrocannabinol  (�9-THC)

analoge pharmakologische Charakteristika zeigen, sowie weitere Substanzen, die in

den   Pflanzen  Cannabis  sativa,  -indica und   -ruderalis   vorkommen.  �9-THC ist

qualitativ und quantitativ betrachtet der st�rkste unter den bekannten psychogenen

Inhaltsstoffen der Hanfpflanze. Pharmakologisch versteht man unter Cannabinoiden

Substanzen, die an einen oder beide der zwei bekannten Cannabinoid-Rezeptoren

(CB1  bzw.  CB2) binden  und  �ber  diese  Rezeptoren  charakteristische

pharmakologische Effekte vermitteln. 

Die  wichtigsten neben �9-THC-S�ure sind Cannabidiols�ure und Cannabinols�ure.

Allerdings konnte an der Technischen Hochschule in Z�rich  gezeigt werden, dass N-

Isobutylamide von Echinacea eine neue Klasse von Cannabinoiden sein k�nnten, die

an die peripheren CB2 Cannabinoid Rezeptoren auf Immunzellen binden aber nicht

an die CB1 Rezeptoren im zentralen Nervensystem (Raduner et al., 2006;). Somit ist

Cannabis sativa nicht die einzige Pflanze, welche Cannabinoid-Rezeptor Liganden

herstellt (Woelkart et al., 2005; Gertsch et al., 2004)

Mit  der  Entdeckung  der  Strukturformel  der  Substanz  �9-THC  1964  begann  die

Erforschung  von  Cannabinoiden  und  somit  die  Suche  nach  weiteren,  �hnlich

wirksamen  Substanzen,  sowie  die  Aufkl�rung  ihrer  pharmakologischen  Wirkung.

1965 gelang Mechoulam die Synthese von razemischem �9-Tetrahydrocannabinol

(Mechoulam  und  Gaoni,  1965).  Bis  heute  sind  eine  Vielzahl  von  Cannabinoid-

Rezeptor-Liganden synthetisiert worden, die sich teilweise stark in ihrer chemischen

Struktur  von  �9-THC  unterscheiden.  Ein  Nachteil  der  meisten  bisher  bekannten

Cannabinoid-Rezeptor-Liganden ist deren hohe Lipophilie, die eine Untersuchung in

physiologischen Puffern, ihren Einsatz in pharmakologischen Experimenten im Labor

und  ihre  m�gliche  Verwendung  als  Wirkstoffe  in  der  Therapie  erschwert.  Des

weiteren k�nnen diese stark lipophilen Substanzen die Blut-Hirn Schranke leichter

passieren und k�nnten somit sehr wahrscheinlich zu Nebenwirkungen im ZNS und

Immunsystem  f�hren.  Auch  unterscheiden  viele  Cannabinoid-Rezeptor-Liganden
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nicht  zwischen  den verschiedenen CB-Rezeptoren und zeigen darüber hinaus oft

unterschiedliche pharmakologische Effekte, d.h. sie sind z.B. keine reinen Agonisten

oder  Antagonisten.  Dies  könnte  zu  unvorhergesehenen  pharmakologischen

Wechselwirkungen  zwischen  endogenen  und  applizierten  Cannabinoiden  führen.

Wird  durch die  Bindung  eines  solchen  Liganden  die  Signaltransduktionskaskade

(ANHANG) aktiviert, wird dieser Ligand als Agonist bezeichnet. Ist der agonistische

Effekt  gleich dem maximalen biologischen Effekt, dann gilt die Substanz als voller

Agonist.  Substanzen  mit  geringerer  maximaler  Aktivität  werden  als  partielle

Agonisten  definiert.  Partielle  Agonisten  besitzen  somit  agonistische  als  auch

antagonistische Eigenschaften, die von dem Aktivitätszustand des Rezeptorsystems

abhängt. Bindet  ein partieller Agonist  ohne die Anwesenheit eines vollen Agonisten

an einen Rezeptor, so kommt es zu einer reinen agonistischen Wirkung. Kommt es

andererseits  zu  einer  kompetitiven  Hemmung  des  vollen  Agonisten  durch  einen

partiellen  Agonisten,  so  wird  die  Wirkung  des  vollen  Agonisten  antagonisiert

(Abbildung 1). In in vivo , bzw. in vivo -nahen in vitro Messsystemen wird durch die

Anwesenheit  endogener  Cannabinoide  ein  partieller  Agonist  mit  großer

Wahrscheinlichkeit zu einer antagonistischen Wirkung führen. Ein weiterer Fall sind

die  als  inverse  Agonisten  bezeichneten  Substanzen.  Diese  verschieben

wahrscheinlich bei der Bindung an den Rezeptor die nachgeschaltete  konstitutionell

aktive Signalkaskade derart,  dass  eine im Gegensatz zum natürlichen Agonisten

umgekehrte Wirkung zu beobachtet ist. 

Abbildung 1: Beispiel Dosis-Wirkungskurve eines vollen (blau)
und eines partiellen (grün) Agonisten. 
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Um  synthetisch  entwickelte  Cannabinoide  für  Medizin  und  Forschung  besser

einsetzen  zu  können,  müssen  diese  sowohl  hydrophieler  werden  als  auch

spezifischer  an  einen  der  CB-Rezeptoren  binden.  Darüber  hinaus  sollten  diese

künstlichen Wirkstoffe keine Kreuzreaktionen mit anderen an Signaltransduktionen

beteiligten Komponenten hervorrufen um Nebenwirkungen zu vermeiden. 

An dieser  Stelle seien die Cannabinoid-Rezeptor-Liganden genannt,  die in dieser

Arbeit  verwendet  wurden,  nämlich  WIN 55,212-2  als  CB1-/CB2-Rezeptor-Agonist,

Rimonabant und AM 251 als selektiver CB1-Rezeptor inverser Agonisten  (Anhang

G).  Neben  den  bereits  erwähnten   Cannabinoiden  der  Hanfpflanze  und  den

synthetischen   Substanzen  werden  Cannabinoide  auch  biogen  von  höheren

Lebensformen  synthetisiert  und für  die retrograde Kommunikation von  Neuronen

(CB1 Rezteptor)  wie  auch  zur  Modulation  des  Immunsystems  (CB2  Rezeptor)

eingesetzt.  Diese  Körpereigenen,  endogen  synthetisierten  Cannabinoide  werden

demzufolge als Endocannabinoide bezeichnet. Das erstes Endocannabinoid wurde

Arachidonylethanolamid  (Anandamid)  von  Devane  et  al.  (1992)  entdeckt  und

pharmakologisch charakterisiert (Fride und Mechoulam, 1993). Als nächstes wurde

das Anandamid 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) als Endocannabinoid identifiziert und

pharmakologisch charakterisiert (van der Stelt und Di Marzo, 2003). Andere mögliche

Endocannabinoide wie z.B. Noladinether (Hanus et al., 2001), Virodhamin (Porter et

al.,  2002)  und  N-Arachidonoyldopamin  (Huang  et  al.,  2002)  sind  in  einigen

Säugetierspezies entdeckt worden. Allerdings steht noch nicht fest ob es sich hierbei

tatsächlich um Endocannabinoide handelt.

Der  erste  Cannabinoid  Rezeptor  wurde  1988  aus  dem Rattenhirn  charakterisiert

(Devane et al., 1988). Bis dato wurden der CB1 und der CB2 Rezeptor kloniert und

bilden  somit  zwei  Rezeptor  Subtypen  die  in  zwei  unteschiedlichen  Systemen

exprimiert werden.  Die entsprechenden Rezeptorproteine gehören zur Superfamilie

der G-protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) (Abbildung 2) (Matsuda et al., 1990;

Munro et  al.,  1993) , zu der  auch Rezeptoren für  Hormone,  Transmitter und des

olfaktorischen  Systems  zählen.  Diese  Rezeptoren  zeichnen  sich  durch  sieben

transmembranale Schleifen aus deren Struktur eine  a-Helix aufweist (Abbildung 2)

(Donnelly  et  al.,  1989).  Diese  Rezeptorn  interagieren  intrazellulär  in  der

Signaltransduktion n-terminal zuerst mit  einer  Guanin bindenden Untereinheit (G-

Protein) (Vaughan und Christie, 2005) (Abbildung  3). Das G-Protein setzt ich aus
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einer G�-, G�- und -G� Untereinheit zusammen wobei die GTP Bindestelle auf der

G� Untereinheit sitzt.  

Bei der Bindung eines Liganden an den G-Protein gekoppelten Rezeptor ver�ndert

sich die Teti�rstrukur des Rezeptors und f�hrt somit zu der Trennung der  G�- von

Abbildung 2: Schema eines hepahelicalen Rezeptors

Abbildung 3: Schema eines G-Proteins
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den  G��-Untereinheiten. Die Energie f�r die Abspaltung der  G� Untereinheit wird

von der Hydrolyse von Guanosin-5�-triphosphat (GTP) zu Guanosin-5�- diphosphat

(GDP) zugef�hrt. Die G�- und die G��- Untereinheit k�nnen weitere Effektorproteine

in ihrer Funktion durch Interaktion beeinflussen (Abbildung 4). Zur Verst�rkung des

Signals kann ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor an mehrere G-Proteine gebunden

sein. Nach der Hydrolyse von GTP zu GDP kommt es zu einer Wiedervereinigung

der  G�-  mit  der  G��-Untereinheit  und  das  G-Protein  kann  sich  wieder  an  einen

Rezeptor um erneut aktiviert zu werden.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der intrazellul�ren Abl�ufe nach

Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors durch einen Agonisten.

Der CB1 sowie der CB2 Rezeptor sind Gi/o-Proteingekoppelte Rezeptoren. G�i  ist das

inhibitorische G-Protein, das die Adenylylzyklase inhibiert. G�o ist das  G-Protein, das

normalerweise die gleichen Effekte wie das G�i-Protein vermittelt (Forth et al., 2001;

Tachibana  et.  Al,  2001).  Der  CB1-Rezeptor  wird  vorwiegend  im ZNS exprimiert
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(Herkenham et al., 1991; Pertwee, 1997). Im Unterschied zu anderen GPCRs zeigt

der CB1-Rezeptor eine  hohe Rezeptor-Dichte in vielen Abschnitten des ZNS auf, vor

allem  im  zerebralen  Kortex,  im  Hippocampus,  in  den  Basalganglien  und  im

Cerebellum. Geringere Rezeptor-Dichten zeigen sich dagegen im Hypothalamus und

im Rückenmark. Das Fehlen von CB1-Rezeptoren im Hirnstamm erklärt die  geringe

Letalität von Cannabinoiden (Robson, 2001). Neben der Expression im ZNS kommen

CB1-Rezeptoren auch in peripheren Neuronen vor, und zwar in sensorischen und in

Neuronen des autonomen Nervensystems, z.B. im  Magen-Darm-Trakt (Pertwee et

al., 1992, 1996; Colombo et. Al, 1998). Auch wurde der CB1-Rezeptor in den Testes

(Gerard et al.,  1991) sowie in geringem Umfang in Geweben des Immunsystems

nachgewiesen  (Galiegue  et  al.,  1995).  Der  CB1-Rezeptor  ist  präsynaptisch  auf

gabaergen (Szabo et al., 1998), glutamatergen (Shen et al., 1996), noradrenergen

(Schlicker  et  al.,  1997),  dopaminergen  (Schlicker  et  al.,  1996),  serotoninergen

(Nakazi et al., 2000) und cholinergen (Kathmann et al., 2001) Neuronen lokalisiert.

Im  Unterschied  zum  CB1-  wird  der  CB2-Rezeptor  ausschließlich  peripher  von

Geweben und Zellen des Immunsystems exprimiert, z.B. der Milz, des Thymus, des

Knochenmarks, der Tonsillen, der Lymphknoten als auch von B-Lymphozyten und

Makrophagen (Galiegue et al., 1995). 

Die Bindung eines Liganden an den CB1-  bzw. an den CB2-Rezeptor kann durch

Aktivierung des Gi/o- Proteins mehrere intrazellulären Effekte zur Folge haben:

- Reversible Hemmung der Adenylatcyclase (AC) (Howlett and Fleming 1984, 

Howlett et al. 1986) 

- Pertussistoxin-sensitive Hemmung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle vom  

N- und P/Q-Typ  (Mackie und Hille 1992, Twitchell et al. 1997) durch CB1  

Rezeptoraktivierung  (K+ir,  Mackie  et  al.  1995)  oder  Hemmung  der  AC  

(Childers und Deadwyler 1996)

- Modulation der Phospholipase C (Guzman et al. 2002)

- Aktivierung der  MAP-Kinase (MAPK)  in CB1 Rezeptor-transfizierten Zellen  

über einen pertussistoxin-sensitiven Mechanismus (Bouaboula et al. 1995) 

Da CB1-Rezeptoren überwiegend präsynaptisch auf  Neuronen des ZNS lokalisiert

sind, (auf gabaergen, glutamatergen, noradrenergen, cholinergen, serotonergen und

dopaminergen Neuronen), und die Aktivierung der Cannabinoid-Rezeptoren zu einer

Verringerung  der  intrazellulären  Kalziumkonzentration  führt,  wird  die
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Transmitterfreisetzung  an  den  entsprechenden  Synapsen  inhibiert.  Aus  der

Hemmung  sowohl  inhibitorischer  wie  exzitatorischer  Neuronen,  als  auch  aus  der

Verteilung des CB1- Rezeptors in den unterschiedlichen Regionen des ZNS erklärt

sich die komplexe Wirkungsweise der Cannabinoide in Neuronalen Netzwerken. So

können CB1-Rezeptor-Agonisten in geringen Dosen zu einer Hyperaktivität führen,

wobei höhere Dosen eine Hypoaktivität  hervorrufen (Chaperon und Thiebot, 1999).

Zu den Effekten von  Cannabinoiden zählen die Hypoalgesie/  Antinozizeption,  die

Abnahme  kognitiver  Fähigkeiten  und  des  Gedächtnisses,  die  Änderung  der

Wahrnehmung,  Euphorie  und  Dysphorie,  die  Abnahme  der   Bewegungsaktivität,

Steigerung des Appetits,  Abnahme der Darmmotilität und  der Magensäuresekretion,

die Spasmolyse der glatten Muskulatur, Abnahme des Blutdrucks, Steigerung der

Herzfrequenz  sowie  neuroprotektive  und  antiexzitotoxische  Effekte.  Mit  der

Klonierung  der  CB1-  und  CB2-Rezeptoren  gelangen  weitere  Fortschritte  der

Cannabinoid-Rezeptor- Pharmakologie. Der erste CB1-Rezeptor wurde aus der Ratte

kloniert (Matsuda et al., 1990), danach gelang es den humanen CB1-Rezeptors zu

klonieren (Gerard et al., 1991) und wegen der Homologie von CB1-Rezeptoren und

CB2-Rezeptoren folgte die Klonierung des humanen  CB2-Rezeptors  (Munro et al.,

1993).  Durch  molekularbiologische  Methoden  war  es  nun  möglich  mutierte

Cannabinoid-Rezeptor-Varianten  herzustellen,  mit  deren  Hilfe  es  möglich  wurde

mittels   transfizierter  Zelllinien  weitere  pharmakologische  Untersuchungen

durchzuführen.   Weiterhin  war  es  nun  möglich  Cannabinoid-Rezeptor-Knockout-

Mäuse  (CB1-Rezeptor-KO-Mäuse)  herzustellen.  Bei  KO-Mäuse  fehlen  ein  oder

mehrere Gene, demzufolge werden die codierten Proteine nicht mehr exprimiert. Mit

vergleichenden Untersuchungen der pharmakologischen Effekte bei  WT- und  CB1-

Rezeptor-KO-Mäusen kann gezeigt werden, welche Effekte von den CB1-Rezeptoren

vermittelt werden und wie sich der Verlust des CB1-Rezeptors auf die Entwicklung

und  das  Verhalten  der  Mäuse  auswirkt.  Einige  Studien  zeigen,  dass  bei  CB1-

Rezeptor-KO-Mäusen   non-  CB1-/non-CB2-Rezeptor-Effekte  durch  einige

Cannabinoide (z.B. Zimmer et al., 1999; Di Marzo et al., 2000; Baskfield et al., 2004)

vorhanden  sind.  Auch  gelang  der  Nachweis   eines  endogenen  Tonus  des

Endocannabinoid-Systems  in  bestimmten  Geweben  (z.B.  Schlicker  et  al.,  2003)

sowie  die  Aufklärung  der  Relevanz  des  Endocannabinoid-Systems  bei  der

Abhängigkeitsentwicklung bei dem Konsum von Alkohol und Opioiden (Cossu et al.,
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2001; Racz et al., 2003).

Den erste Beleg für einen endogenen Liganden der CB1-Rezeptoren konnte  mit der

Entdeckung  des  Anandamids  erbracht  werden  (Devane  et  al.;  1992).  Weitere

Endocannabinoide wie 2-Arachidonoylglycerol  (2-AG) konnten mit  physiologischen

und  pathophysiologischen  Vorgängen  in  Verbindung  gebracht  werden.  Die

Endocannabinoide  sind  Teil  des  Endocannabinoid-Systems.  Dies  umfasst  das

Zusammenspiel  von  Endocannabinoiden  als  physiologischen  Agonist  der

Cannabinoid-Rezeptoren  und  weiteren  Rezeptoren,  wie  z.B.  VR1-Vanilloid-

Rezeptoren (Zygmunt  et al., 1999) und bisher nicht  identifizierten Rezeptoren (Di

Marzo et al., 2000) sowie die Enzymausstattung für die Synthese und den Abbau der

Endocannabinoide.  Endocannabinoide werden nicht vesikulär gespeichert  sondern

bei  Bedarf  synthetisiert  und  freigesetzt   (Marsicano  et  al.  2003).  Hierbei  konnte

mittels eines in-vivo Mausmodells gezeigt werden, dass die schädigende Wirkung

von   applizierter  Kainsäure  bei  WT-Mäusen  signifikant  geringer  ist  als  bei  CB1-

Rezeptor KO-Mäusen.  Dieser neuroprotektive Effekt wurde mit einem Anstieg von

Anandamid  im  Hippocampus  und  der  daraus  resultierenden  CB1-Rezeptor

vermittelten Hemmung exzitatorischer Neuronen in Verbindung gebracht. Dies stellt

eine wichtige physiologische Aufgabe des Endocannabinoid- Systems dar, die aus

der retrograden Hemmung von inhibitorisch und exzitatorisch wirksamer Neuronen

besteht.  Ausgelöst  durch  einen  Stimulus,  z.B.  einen  kalziumvermittelten,

postsynaptischen  exzitatorischen  oder  inhibitorischen  Strom  kommt  es  an

Postsynapsen  zu  einer  Ausschüttung  von  Endocannabinoiden.  Diese

Endocannabinoide  führen  an  den  präsynaptisch  lokalisierten  CB1-Rezeptoren  zu

einer Inhibition der Freisetzung von GABA vom inhibitorischen (Wilson und Nicoll,

2001) oder von Glutamat von exzitatorischen Neuronen (Freund et al., 2003). Das

Endocannabinoid-System  spielt  weiterhin  eine  Rolle  bei  der  Steuerung  der

Nahrungsaufnahme (Di Marzo et al., 2001; Wang et al., 2003; Cota et al., 2003), bei

Stoffwechselprozessen  (Cota  et  al.,  2003),  bei  der  Motorik  (Costa  und  Colleoni,

1999), bei Gedächtnisfunktionen (Bohme et al., 2000; Marsicano et al., 2002), bei der

Schmerzwahrnehmung  (Zimmer  et  al.,  1999)  und  bei  der  Belohnung  durch  die

Einnahme von Morphin (Cossu et al., 2001) und Alkohol  (Wang et al., 2003).  Die

Wirkungsdauer  von  Endocannabinoiden  ist  von  der  Wiederaufnahme  aus  dem

synaptischen Spalt und dem Abbau abhängig (Di Marzo et al.,  1994; Cravatt et al.,



EINLEITUNG 14

1996; Dinh et al., 2002).  Eine unerwartete Möglichkeit  der weiteren Untersuchung

der  Endocannabinoid-Systems  gelang  mit  der  Synthese  von  SR  141716A

(Rimonabant; Acomplia) (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Rimonabant wurde als CB1-

Rezeptor-Antagonist entwickelt und pharmakologisch charakterisiert. Es zeigte sich

allerdings, dass Rimonabant  in in-vivo Modellen (Bouaboula et al., 1997; Colombo et

al., 1998) und in  in-vitro Modellen (Sim-Selley et al., 2001) Effekte in Abwesenheit

von  CB1-Rezeptor-Agonisten  zeigte.  Diese  Wirkungen  von  Rimonabant  sind

wahrscheinlich CB1- Rezeptor vermittelt, da sie in verschiedenen Experimenten von

der  Anwesenheit  von  CB1-Rezeptoren  abhängig  sind  (Bensaid  et  al.,  2003).  Die

Wirkung von Rimonabant an den CB1-Rezeptoren führt zu einem dem CB1-Rezeptor-

Agonisten  entgegengesetzten  Effekt.  Diese  Eigenschaft  von  Liganden,

entgegengesetzte Effekte in Abwesenheit eines  Agonisten auszulösen, bezeichnet

man als inversen Agonismus. Rimonabant ist demnach ein CB1-Rezeptor-Antagonist

und CB1-Rezeptor-inverser Agonist.

Ziele
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine komplexe hippocampale Neuronen- Gliazellen

Kokultur etabliert um mittels der weniger invasiven Methode der „on cell patch clamp“

Technik  Agonisten  und  inverse  Agonisten  des  neuronalen  Cannabinoidsystems

pharmakologisch  über  die  intrinsische  Spikeaktivität  zu  charakterisieren.  Des

weiteren wurden über erweiterte Spikeanalysen der Einfluss dieser Substanzen auf

die  neuronale  Kommunikation  hin  bestimmt  und  Schlüsselelemente  der

Signaltransduktion  im  Hinblick  auf  deren  Beteiligung  an  einer  beobachteten

agonistischen Komponente bei höheren Konzentrationen der verwendeten inversen

Agonisten AM 251 und Rimonabant (SR141716A) untersucht.
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2 Material und Methoden 

2.1 Material

2.1.1 Geräte
pH-Meter F 32 Beckman

Zentrifugen J2-21 Beckman

Patch Clamp Verstärker EPC10 HEKA

AD Wandler National Instruments

Brutschrank WTB Binder

Perfussionsheizung Multichannelsystems

2.1.2 Versuchstiere
Die im Tag 17 schwangeren  CD Ratten wurden von Charles River bezogen.

2.1.3 Allgemeine Chemikalien
Die Firma Sigma lieferte, Borsäure, Bromphenolblau, Dimethylsulfoxid (DMSO), Kali-

umchlorid, Natriumchlorid, Natrium-ethylendiamintetraacetat (EDTA),Tris(hydroxyme-

thyl)-aminomethan  (Tris).  Calciumchlorid,  Ethanol,  Isopropanol,  Magnesiumsulfat,

Triton X 100. 

Merck stellte Isopropanol, Kaliumchlorid, Di-Natriumhydrogenphosphat, Natriumdihy-

drogenphosphat, Natriumacetat, Salzsäure her.

Bei Roche wurde Desoxyadenosintriphosphat (dATP) bezogen.

Die Firma  Roth  war der Produzent von Ampicillin, Carbenicillin,, Magnesiumchlorid

und Phenylmethylsulfonyl-Fluorid (PMSF).

Von J. T. Baker wurde Ethanol (unvergällt) bezogen.

Alle sonstigen verwendeten Chemikalien wurden im jeweils höchsten Reinheitsgrad

bei den Firmen Sigma, Fluka, Merck und Roth bestellt. 
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Das verwendete  Wasser war  filtriertes Reinstwasser  und  wurde  für  die Zellkultur

durch Autoklavieren 50 Min. bei 121°C und 1,2 bar sterilisiert.

2.1.4 Antiseren
Der  zum  Nachweis  des  CB1-Rezeptors  verwendete  monoklonale  Antikörper  CB1

(N-15) stammte von der Firma Santa Cruz. AX488-gekoppelter IgG, der Cye3-gekop-

pelter IgG und MAP Kinase IgG wurden von Sigma Aldrich bezogen.

2.1.5 Zellkultur und Gewebekulturschalen
Bei der hier verwendeten Zellkultur handelt es sich um eine hippocampale Primärkul-

tur, die aus E17 Rattenembryonen hergestellt wurde. Die verwendeten sterilen 6 cm

Petrischalen wurden von der Firma NUNC, die Zellkulturflaschen von der Firma Invi-

trogen geliefert.

2.1.5.1 Zellkultur-Medien und Agenzien
Die verwendeten Medien wurden, mit Modifikationen, nach Götze und Kollegen 2003

hergestellt.

DMEM, MEM, B27 Supplement, HBSS und  Poly-L-Lysine wurden von der Firma In-

vitrogen bezogen. Die Firma PAA lieferte Donor Horse Serum (Lot: B02305-0290)

2.1.6 Verwendete Substanzen

2.1.6.1 Agonisten
Der CB1-Agonist WIN 55,212-2 wurde von Sigma Aldrich bezogen. 

2.1.6.2 Inverse Agonisten
Der inverse Agonist AM 251 stammt von Sigma Aldrich. Die Substanz Rimonabant

wurde von Boehringer Ingelheim zur Verfügung gestellt. 

2.1.6.3 sonstige Wirkstoffe
Der Adenylatcyklase Blocker MDL-12,300A, NBQX, TTX wurden von der Firma Sig-

ma Aldrich bezogen
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur 
Die hergestellte hippocampale Primärkultur wurde, mit Modifikationen, nach Götze

und Kollegen 2003 hergestellt.

2.2.1.1 Präparation

2.2.1.1.1 Präparation des Hippocampus von E17 Rattenembryonen
Die schwangere Ratte wurde mit Ether betäubt und danach durch eine cervicale Dis-

lokation getötet. Zur Entnahme der Embryonen (E17) wurde die Bauchdecke mit ei-

ner Präparationsschere entfernt. Die Embryonen wurden aus den Fruchtblasen ent-

nommen und dekaptiert, der  Schädelknochen sagittal aufgeschnitten und entfernt.

Das Gehirn wurde unter Verwendung eines Spatels in eine mit HBSS gefüllte Petri-

schale überführt, die Hemisphären sagittal getrennt und die Hirnhaut mit Hilfe  einer

Pinzette abgezogen. Mittels einer Federschere wurde der Hippocampus entnommen

und in ein mit HBSS gefülltes 15ml Falcontube überführt. Die gesammelten Hippo-

campi wurden mit einem HBSS-Trypsin/EDTA Puffer fünf Minuten trypsiniert und an-

schließend drei Mal mit 10ml HBSS gewaschen, mit einer Pasteurpipette homogeni-

siert. Das erhaltene Zell-Homogenat  wurde abschließend in ein 2ml Eppendorf Re-

aktionsgefäß überführt.

2.2.1.1.2 Präparation des Rattenembryonen-Cortex für die Glia-Kultur
Für die Herstellung der Glia-Zellkultur wurden die Cortices von der Präparation der

Hippocampi  verwendet und diese wie unter 2.2.1.1.1 beschrieben trituiert.

2.2.1.2 Kultivierung und Pflege der Zellkultur

2.2.1.2.1  Kultivierung und Pflege der Gliakultur
Die  aus  der  Präparation  gewonnenen  Gliazellen wurden  in Zellkulturflaschen  mit

DMEM-HS Medium in Kultur genommen, alle vier bis fünf Tage mit PBS gewaschen

und mit frischem Kulturmedium versorgt und wenn nötig in einem Verhältnis von 1:3

gesplittet. Nach 10 Tagen wurde die Gliazellen trypsiniert und in einer Dichte von

20000 Zellen in eine 6 cm NUNC-Petrischale ausplattiert. Nach zwei bis drei Tagen
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wurde das DMEM-HS Medium durch das Neurobasalmedium ersetzt und die Gliazel-

len-Kultur für die Kultur der Neuronen verwendet. 

2.2.1.2.2  Kultivierung und Pflege der Glia-/Neuronen Kokultur
Die aus der Präparation gewonnenen Neuronen wurden in zuvor mit 95% CO2 und

auf 36,5°C erwärmten Neurobasal-Medium  in einer Dichte von 380000 Zellen pro

NUNC-Pertischale auf sechs NeuroGlass Coverslips ausplattiert. Fünf bis 24 Stun-

den später wurden die mit Neuronen besiedelten Coverslips in die NUNC-Petrischa-

len der Gliazellen-Kultur umgesetzt. Um ein Ansteigen der Osmolraität des Mediums

zu verhindern wurde in einem Abstand von zwei Tagen die Osmolarität bestimmt und

wenn nötig mit destillierten Wasser wieder auf einen Wert von ca. 320mOsm einge-

stellt. 

2.2.2 Immuncytochemie von Paraformaldehyd-fixierten Zellen
Für den Nachweis von den exprimierten CB1-Rezeptorproteinen mit dem CB1 (N-15)

Antikörper  und  der  MAP  Kinase  wurden  die  kultivierten  Neuronen   mit  1x  PBS

(50mM Na-Phosphat pH 7,4; 150mM NaCl) gewaschen und für 30 Minuten mit Fix-

ans (4% Paraformaldehyd in 1x PBS) auf Eis fixiert. Im Anschluss wurden die Zellen

dreimal für 5 Minuten mit 1x PBS gewaschen. Der spezifische erste Antikörper wurde

in 1x PBS in der  jeweiligen Verdünnung angesetzt und bei  Raumtemperatur  zwei

Stunden inkubiert. Überschüssiger Antikörper wurde durch dreimaliges Waschen für

je 5 Minuten mit 1x PBS entfernt. Als zweiter Antikörper wurde fluoreszenz-markier-

tes Cye3-IgG bzw. AX488-IgG mit einer Verdünnung von 1:500 ebenfalls in 1x PBS/

0,1% NDS eingesetzt und 45 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dreimali-

gen Waschen für je 5 Minuten mit 1x PBS wurden die Zellen unter dem Photomikro-

skop Axiophot betrachtet und mit den entsprechenden Wellenlängen angeregt.  Für

die Doppelfärbung wurden die spezifischen ersten Antikörper zusammen in der ent-

sprechenden Verdünnung in 1x PBS angesetzt. Die zweiten Antikörper (AX488-ge-

koppelter  IgG und Cye3gekoppelter-IgG) wurden zusammen in einer  Verdünnung

von 1:500 in 1x PBS aufgenommen. 
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2.2.3 Patch Clamp Messungen

2.2.3.1 Aufbau des Patch Clamp Messstandes
Die Patch-Clamp-Messungen wurden unter optischer Kontrolle auf dem Objekttisch

eines  inversen  Mikroskopes   (Carl  Zeiss,  Oberkochen)  durchgeführt.  Zusätzlich

konnte über eine am Mikroskop angeschlossene Schwarzweiß-CCD-Kamera das mi-

kroskopische Bild auf einem Videomonitor dargestellt werden. Die Temperatur des

Messpuffers wurde von einer Perfusionsheizung eingestellt, und konnte über einen

Temperaturkontroller (MCS, Reutlingen) kontrolliert werden. Die aus eloxiertem Alu-

minium und Plexiglas gefertigte Messkammer (Anhang E) passte in den 35 mm Petri-

schalehalter des Objekttisches. Der Zu- und Ablauf der Perfusion wurde über zwei

Mikromanipulatoren  in  die  Perfusionskammer  eingebracht  und  die  Perfusionsge-

schwindigkeit über eine Peristaltik-Pumpe auf einen Wert von 2ml pro Minute einge-

stellt.  Die  Badelektrode  wurde  durch  ein  Kabel  mit  dem  Vorverstärker  (HEKA,

Deutschland) verbunden. Zur Reduzierung elektrischer und mechanischer Störungen

wurden alle Komponenten auf einem schwingungsgedämpften Tisch innerhalb eines

Faradayschen Käfigs aufgebaut. Anhang E gibt einen Überblick über die Messanord-

nung und die verwendete Pefussionskammer. Die Messung erfolgte über eine chlo-

rierte Silberelektrode der Patchpipette und wurde über einen Pipettenhalter mit der

Head Stage verbunden. Der Vorverstärker wurde mit einer Kombination von Mikro-

manipulatoren verbunden, mit deren Hilfe die  Patchpipette auf die Zelle aufgesetzt

werden konnte. 

2.2.3.2 Patchpipetten und Puller
Die Patchpipetten wurden mit einem Puller der Firma Zeitz (DMZ Universal-Puller)

hergestellt und durch Kontrolle der Puller-Parameter auf einen Widerstand von drei

bis sechs Megaohm eingestellt. 
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2.2.3.3 Verwendete Messpuffer 

2.2.3.3.1 Extrazellular-Puffer
Substanz Menge in mM
NaCl 137
KCl 5
CaCl2 3
MgCl 0,1
Glucose 10
Glycin 0,01 
Hepes 5

Der Messpuffer wurde auf eine Osmolarität von 320 mOsm (mit Succrose) und einen

pH-Wert von  7.25 (mit  NaOH) eingestellt. Für die Messungen der  AMPA-EPSCs

wurde zusätzlich 1µM TTX und 5µM BIC beigefügt. Die Magnesium-Konzentration

wurde hierbei auf 2mM erhöht. 

2.2.3.3.2 Intrazellular-Puffer
Substanz Menge in mM
K-Glukonat, 140
KCl 5
CaCl2 0,5
MgCl2 0,5
EGTA 5
HEPES 10
K2ATP 2

Der Messpuffer wurde auf eine Osmolarität von 315 mOsm (mit Succrose) und einen

pH-Wert von  7.25 (mit NaOH) eingestellt.

2.2.3.4 Verwendete Ableitkonfigurationen

2.2.3.4.1 Whole Cell Patch-Clamp
Die Whole Cell Patch-Clamp Messungen wurden für die Erfassung der NMDA-und
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AMPA-EPSCs verwendet.  Die Technik der  Messungen wurden analog zu  Kapitel

„Tight Seal Whole Cell Recording“ des Buchs „Single-Channel Recording“ von Bert

Sakmann und Erwin Neher durchgeführt (Sakmann und Neher, 1983). Zur Durchfüh-

rung der Strom-Messungen wurde das zu messende Neuron auf eine Haltespannung

von -70mV geklemmt.

2.2.3.4.2 Loose Patch Clamp
Die Loose Patch Clamp Messungen wurden für die Erfassung der Aktionspotentiale

verwendet. Die Technik der Messungen wurden analog zu Kapitel „The Loose Patch

Clamp“ des Buchs „Single-Channel Recording“ von Bert Sakmann und Erwin Neher

durchgeführt. Zur Durchführung der Spannungs-Messungen wurde die Patchpipette

bis zu einem Wert von 35 MOhm gesealt. Für diese Art der Messung ist der Patch-

elektroden-Puffer mit dem Messpuffer identisch.

2.2.3.5 Vorbereitung der Zellen für die Messung
Die auf NeuroClean Coverslips kultivierten Neuronen wurden bis zum Zeitpunkt der

Messung in einem Brutschrank bei 36,5°C und 95% CO2 aufbewahrt und zum Zeit-

punkt der Messung in eine mit Messpuffer gefüllte NUNC-Petrischale überführt. An-

schließend wurden die NeuroClean Coverslips mit den Neuronen nach oben in die

Messkammer eingesetzt und sofort mit auf 36,5°C erwärmten Messpuffer perfundiert.

2.2.3.6 Datenerfassung, -aufzeichnung und -auswertung
Zur Datenerfassung wurde die Hardware des EPC-10 Patch Clamp Verstärkers ver-

wendet und die Daten mit  einer Erfassungsrate von 10k Hz mittels der  Software

Patchmaster (HEKA, Deutschland) aufgezeichnet und mit einem 3k Hz Bessel-Filter

gefiltert. Um die laufende Messung online kontrollieren zu können wurden die Daten

zusätzlich mit einem AD-Wandler der Firma National Instruments (Deutschland) er-

fasst und die über 30 Sekunden gemittelte Spikefrequenz mit einem selbst geschrie-

benen LabView Programm dargestellt. Zur weiteren Analyse wurden die Daten in die

Software Minianalysis (Synaptosoft Inc.; USA) importiert. Die Detektion der Aktions-

potentiale und der EPSCs wurden anhand einer  Principal Component Analyse (dt.

Hauptkomponentenanalyse) (Pierson, 1901) durchgeführt. Statistische Analysen und

graphische Darstellung der Daten wurden mit  der Software Origin (Microcal, USA)
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durchgeführt.  Die Frequenz der Aktionspotentiale für Kontroll-Messungen und unter

der Wirkung der verwendeten Substanzen wurde anhand von fünfminütigen Mess-

Fenstern  nach  der  Formel  ((Kontroll   AP  Freq.  –  Substanz   Applikations   AP

Freq.)/Kontroll AP Freq. * 100 berechnet. EC50- bzw. IC50-Werte sowie die Stan-

dardfehler wurden mit der Software Origin ermittelt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Etablierung einer hippocampalen Primärkultur
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zur pharmakologischen Charakterisierung inver-

ser Agonisten der CB1-Rezeptoren wurde eine primäre hippocampale Neuronen Kul-

tur aus der Ratte rattus norvigicus etabliert. Die Vorteile dieser Präparation aus nati-

vem Gewebe liegen in der physiologischen Expressionrate der CB1-Rezeptoren im

Vergleich zu hoch exprimierenden artifiziellen Zellkulturen und in der  allgemeinen

Rezeptorausstattung der Neurone, die eine Identifizierung möglicher Wechselwirkun-

gen der untersuchten Substanzen mit  anderen Rezeptoren oder  Kanälen ermögli-

chen könnte. 

3.1.1 Immunzytochemische Lokalisierung der CB1-Rezeptoren
Der Hippocampus ist der  mediale  Teil des Telencephalons (Großhirn) und bildet

den  Archicortex. Die den CB1-Rezeptor exprimierenden Zellen liegen hauptsächlich

im stratum pyramidale und stratum moleculare. Einige wenige Interneuronen schei-

nen auch CB1-Rezeptoren zu exprimieren (Abbildung 4), fallen jedoch im Vergleich

zu der Masse der Pyramidalzellen nicht ins Gewicht.

Abbildung 4: CB1-Rezeptoren Katona et.al. 1999 
stratum oriens (so) stratum granulosum (sg) hilus (h) 
stratum pyramidale (sp) stratum moleculare (sm) stratum reticulare(sr)
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Die Neuronen wurden aus Ratten Embryonen des Stamms (CD 1703) isoliert und in

einer  Dichte  von  360`000  Zellen auf  Deckgläschen ausgesät  und mindestens  14

Tage mit aus kortikalem Gewebe  isolierten Gliazellen kokultiviert. Färbungen dieser

Kultur zeigen, dass diese Kultur aus ca. 70% Pyramidalzellen bestehen, die restli-

chen 30% sind Gliazellen und Interneuronen. Um die Expression des CB1-Rezeptors

in der Primärkultur zu kontrollieren wurden die Zellen mit einem spezifische Antikör-

per (MM) gegen diesen Cannabinoid Rezeptor immunzytochemisch gefärbt (Abbil-

dung  5). Gleichzeitig wurden mit einem Antikörper gegen Tubulin die Neurone der

Primärkultur markiert (Abbildung 6).

Aus diesen Färbungen konnte man ersehen, dass der CB1-Rezeptor in den kultivier-

ten Neuronen exprimiert wird und somit die Voraussetzung für elektrophysiologische

Untersuchungen gegeben sind.

Abbildung 5: Lokalisation der Rezeptorproteine in einer
hippocampalen Primärkultur.
Immuncytochemische  Färbung  von  CB1 Rezeptoren  mit
dem Antikörper CB1 (N-15) und einem CYE3 gekoppel-
ten Sekundärantikörper
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3.1.2 Elektrophysiologische Charakterisierung der Kultur
Um die Eigenschaften der Primärkultur zu evaluieren wurden die Neurone auf meh-

rere grundlegende elektrophysiologische Parameter hin untersucht. Hierdurch sollte

die Funktionalität einer in vivo nahe Neuronen-Kultur dargestellt werde.

3.1.2.1 Temperaturabhängigkeit der Spikeaktivität
Zur Ermittlung der Temperaturempfindlichkeit der Neuronen wurden drei Temperatur-

bereiche (Raumtemperatur, 30°C und physiologische 36,5°C) gewählt, um physiolo-

gische Messbedingungen zu erhalten. Um die neuronale Aktivität zu erfassen wurde

mittels der „on cell patch clamp“ Technik die Aktionspotentiale (APs) online gemes-

sen. Offline wurden danach die  Einzel-Spikeereignisse anhand einer Hauptkompo-

nentenanalyse (principal component analyse) erfasst und über 30 Sekunden gemit-

telt. Das so erhaltene Rate-Diagramm (Abbildung 7) zeigt eine stabile Spikefrequenz

bei 36,5°C, Abweichungen in Richtung geringerer Temperaturen zeigen eine leicht

verminderte  (bei  30°C)  bis  fast  unterdrückte  Spikeaktivität  bei  Raumtemeperatur

Abbildung 6: Lokalisation von MAP Kinaseproteinen  in
einer hippocampalen Primärkultur mit einem AX488
gekoppelten Sekundärantikörper  



ERGEBNISSE 26

(23°C). Der sprunghafte Anstieg der AP-Frequenz bei der Reduktion der Temperatur

von 36,5°C nach 30°C war reproduzierbar.

Allerdings  ist  der  zugrunde  liegende physiologische  Mechanismus  nicht  bekannt.

Eine mögliche Erklärung könnte eine Schockreaktion der Neuronen mit vermehrtem

Transmitterausstoß  sein.  Aufgrund  der  beobachteten  Temperaturabhängigkeit  der

Spikeaktivität von Neuronen wurde mittels einer Perfusionsheizung der Messpuffer

auf 36,5°C ±0,5°C erwärmt.  

3.1.2.2 Pharmakologische Blockierung von Spikeaktivität
Um die Kanal- bzw. Rezeptorausstattung der Neurone zu überprüfen wurde diese mit

verschiedenen Neurotoxinen blockiert. 
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Abbildung 7: Temperaturabhänigkeit der Spikeaktivität der
hippocampalen Primärkultur. Die Ordinate zeigt die Spikeaktivität  in
Hertz, die Abszisse die Zeit in Minuten. Start und Dauer der
Temperaturveränderung entspricht den Balken 
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3.1.2.2.1 Blockierung von spannungsabhängigen Natriumkanälen
Tetrodotoxin (TTX) blockiert spannungsaktivierte Natrium-Kanäle in Neuronen. Da-

durch können keine Aktionspotentiale mehr ausgelöst werden. Hierzu wurde nach

der Aufnahme von neun Minuten  „Baseline“ (Basale Spikeaktivität der untersuchten

Neuronen) über die Perfussion fünf Minuten Messpuffer mit 700nM TTX appliziert

(Abbildung 8). Die daraus resultierende Abnahme der AP-Frequenz unter ein Prozent

entspricht bereits publizierten Literaturdaten (E. Fournier and F. Crepel; 1984). Daher

ist davon auszugehen, dass die Expressionrate der spannungsabhängigen Natrium-

kanälen der kultivierten Neuronen den  in vivo erhobenen Daten entspricht.

Abbildung 8: Spikeaktivität einer Pyramidalzelle in
Abhängikeit von 700nM TTX.Die Ordinate zeigt die
Spikeaktivität  in Prozent, die Abszisse die Zeit in
Minuten. Start und Dauer der TTX Application
entspricht dem Balken.
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3.1.2.2.2  Blockierung von AMPA EPSCs
Ein weiterer wichtiger Parameter zur Validierung der Netzwerkaktivität von Neuronen

ist die Synaptische Transmission. AMPA-Rezeptoren bilden neben NMDA-

Rezeptoren und Kainat-Rezeptoren eine Untergruppe der Glutamat-Rezeptoren. Sie

sind die am häufigsten vorkommenden Neurotransmitter-Rezeptoren im Zentralner-

vensystem. Durch die spezifische Blockierung dieser Glutamat Rezeptoren mit dem

synthetischen Antagonisten CNQX (6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione)  kann ein

wichtiger Anteil von glutaminerger, exitatorischer Aktivität im Netzwerk unterdrückt

werden. Hierzu wurde nach der Aufnahme von fünf Minuten „Baseline Aktivität“ (Ba-

sale  Spikeaktivität  der  untersuchten  Neuronen)  über  die  Perfusion  fünf  Minuten

Messpuffer mit 17µM CNQX appliziert (Abbildung 9).  Die hieraus resultierende ver-

minderte Spikeaktivität auf unter fünf Prozent kann als Maß für die  AMPA Rezepto-

rausstattung  herangezogen werden  und entspricht  veröffentlichten Daten  (Baskys

und Malenka, 1991). Es kann somit davon ausgegangen werden, dass die Expressi-

onsrate der AMPA Rezeptoren der Neuronenkultur der Expressionsrate dieser Re-

zeptoren in  vivo enstpricht.

Abbildung 9: Spikeaktivität einer Pyramidalzelle in
Abhängikeit von 17µM CNQX. Die Ordinate zeigt die
Spikeaktivität  in Hertz, die Abszisse die Zeit in
Minuten. Start und Dauer der CNQX Application
entspricht dem Balken. 
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3.1.2.3  Spontane EPSC Aktivität der kultivierten Neuronen
Eine wichtige Voraussetzung für die spontane Netzwerkaktivität ist die synaptische

Übertragung. Um die spontanen exitatorischen postsynaptischen ströme (EPSCs)

der etablierten neuronalen Primärkultur zu kontrollieren wurden sowohl AMPA, als

auch NMDA EPSCs elektrophysiologisch erfasst und analysiert. 

3.1.2.3.1 Spontane AMPA EPSCs
Die  hippocampale Neuronenkultur besteht zu einem großen Teil aus Pyramidalzel-

len. Diese bilden exitatorischen Verbindungen und leisten den Großteil der lokalen

Informationsübertragung (Martin et al., 1989). Der vermittelnde Neurotransmitter ist

hauptsächlich Glutamat. AMPA-Rezeptoren sind eine Untergruppe der Glutamat-Re-

zeptoren.  Sie  bilden  Ionenkanäle,  die  eine  Komponente  des  postsynaptischen

Stroms vermitteln. Ihre Aktivierung  führt zu postsynaptische Leitfähigkeitsänderun-

gen  von ca. 10 bis 20 Millisekunden Dauer. Der Name leitet sich  von dem syntheti-

schen  Agonisten  AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure)  ab,

der zu einer spezifischen Aktivierung führt. Um die Kultur auf ihre Fähigkeit zur Ge-

nerierung von AMPA EPSCs hin zu überprüfen wurde unter Verwendung der „whole

cell patch clamp“ Technik Messspuren erfasst (Abbildung 10). 

Um zu verhindern,  dass  die  viel  größeren  Ströme  von  Aktionspotentialen NMDA

Abbildung 10: Datenspur einer „whole cell“ Messung von AMPA EPSCs
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EPSCs und IPSCs die kleineren AMPA EPSCs überlagern wurde der verwendete

Messpuffer mit 1µM TTX, 5µM BIC versetzt. Des weiteren wurde eine Magnesium

Konzentration von 2mM verwendet, um die NMDA Rezeptoren zu inhibieren. Offline

wurden danach die  Einzel-AMPA EPSCs  anhand einer „principal component analy-

se“ erfasst und die durchschnittliche EPSC Amplitude und die Frequenz berechnet.

Sämtliche ermittelten AMPA EPSCs wurden weiterhin auf den 50% Wert ihrer Stei-

gung ausgerichtet und gemittelt  (Abbildung  11).  Die Kinetik dieses „durchschnittli-

chen“ AMPA EPSC enstpricht bereits veröffentlichten Daten (Ghamari-Langroudi und

Glavinovic, 1998). Die AMPA EPSC Frequenz  liegt zwischen zwei und drei Hertz

und die EPSC Amplidude bei 21±4 pA.

3.1.2.3.2 Spontane NMDA EPSCs
NMDA-Rezeptoren  gehören  zu  den  ionotropen  Glutamatrezeptoren.  Der  Name

kommt von dem für sie spezifischen Agonisten N-Methyl-D-Aspartat (NMDA). Diese

Substanz führt  im Experiment zu der Öffnung dieses Ionenkanals. NMDA-Rezepto-

ren vermitteln eine langsamere postsynaptische Stromkomponente, deren Dauer im

Bereich von hundert Millisekunden liegt. Ihre Leitfähigkeit für Kalzium liegt um das

fünfzig fache höher als die der AMPA-Rezeptoren. Demgegenüber ist aufgrund der

Blockierung durch Magnesium-Ionen die Leitfähigkeit der NMDA-Rezeptoren bei ne-

gativen  Membranpotentialen  sehr  gering.  Abbildung  12 zeigt  exemplarisch  eine

Abbildung 11: gemitteltes AMPA EPSC 
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Messspur von erfassten NMDA EPSCs. Diese stimmen mit  bereits veröffentlichen

Daten überein.

3.2  Spontane Spikeaktivität 
Unter einem Aktionspotenzial versteht man eine kurze, in  charakteristischer Form

ablaufende Modulation des Membranpotenzials einer Zelle. Die Fähigkeit zur Ausbil-

dung von Aktionspotenzialen ist die grundlegende und definierende Eigenschaft elek-

trisch erregbarer Zellen. Die Ursachen für die Ausbildung und die besonderen Eigen-

schaften eines Aktionspotenzials ist auf die Ionenkanälenausstattung in der Zellmem-

bran zurückzuführen. Eine Depolarisation aktiviert nach Erreichen einer bestimmten

Schwelle eine Kette von Öffnungs- und Schließungsvorgängen der beteiligten Kanä-

le. Die daraus resultierenden Ionenströme führen zu einer sprunghaften Veränderung

des Membranpotenzials im Bereich weniger Millisekunden.

Die elektrophysiologischen Messungen wurden mit der weniger invasiven „on cell“

Messmethode durchgeführt um über einen Zeitraum von bis zu 40 Minuten stabile

Ableitungen zu erhalten. Sämtliche APs der Messspuren wurden zur weiteren Aus-

wertung mit der Software Minianalysis erfasst.

Abbildung 12: Datenspur einer „whole cell“ Messung von NMDA EPSCs

20pA



ERGEBNISSE 32

3.2.1 Spikeaktivität der primären hippocampalen Neuronen Kultur
Um die Kinetik der von den kultivierten Neuronen generierten und „on cell“ gemesse-

nen Aktionspotentialen zu kontrollieren wurde mittels der Software MiniAnalysis tau-

send Aktionspotentiale auf ihre maximale Amplitude ausgerichtet und gemittelt (Ab-

bildung 13). Die Dauer des Aktionspotentials von der Depolarisation bis zum Errei-

chen des Ruhemempranpotentials betrug ca. drei Millisekunden. 

3.2.1 Induktion repetetiever Spikeaktivität (Bursts)
Um nicht auf spontane Aktionspotentiale angewiesen zu sein wurde ein Messpuffer

mit niedriger Magnesiumkonzentrazion und dem NMDA Co-Agonist Glyzin gewählt

(in mM:  0,01) um Bursts zu induzieren. Dies führt zu einer repetitiven Spikeaktivität

(Bursts) (Abbildung 14a). Das „Bursten“ eines Neurons zeichnet sich durch die Ge-

nerierung von AP-Clustern aus, die aus zwei oder mehr Akitionspotentialen bestehen

(Abbildung 14b). Der Vorteil von nieder Magnesium induzierten „Bursts“ liegt in der

Gleichmäßigkeit  der Aktionspotentialaktivität über  den Zeitraum der  Messung und

führt somit zu einer Reduktion der intrinsischen Variabilität des verwendeten physio-

Abbildung 13: Ein über 1000 Aktionspotentiale gemittelter
Spike. Für die Mittlung wurden die einzelnen
Aktionspotentiale auf ihre Maxima hin ausgerichtet.

5mV
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logischen Assays. 

3.3 Modulation neuronaler Aktivität durch Agonisten 
und Inverser Agonisten des Cannabinoidsystems.

3.3.1 Der CB1 Agonist WIN
Die Substanz WIN55,212-2 ist ein synthetischer Agonist des Cannabinoid Rezeptors

1 (CB1-Rezeptor) und  gehört in die Gruppe der Aminoalkylamide.

3.3.1.1 Effekt von WIN 55,212-2 auf das Bursten der Neuronen
Die Abbildungen 13a bis 13c zeigen exemplarisch die Wirkung des CB1-Rezeptor

Agonisten WIN 55,212-2 auf eine kultivierte hippocampale Pyramidalzelle. Die pro-

zentuale Abnahme der  Spikeaktivität  wurde nach der  Formel [(AP-Frequenz unter

Substanzwirkung * 100)/ basale AP-Frequenz] ermittelt und über der Zeit aufgetra-

Abbildung 14: Spikebursts eines gemessenen Neurons. Die
Ausschnitsvergrößerung zeigt einen einzelnen Burst.

a)

b)
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gen. Bei geringeren Mengen (3nM) der Substanz wird die Aktivität des Neurons nur

schwach  reduziert  (Abbildung  a).  Bei  der  nächst  höheren  Konzentration  (10nM)

kann man die Unterdrückung der Spikeaktivität auf unter 50% sehr deutlich ersehen

(Abbildung b) und die höchste verwendete Konzentration von 100nM führt nahezu zu

einer völligen Blockierung der Spikeaktivität des Neurons auf unter 0,5 Prozent der

Spikeaktivität des Neurons (Abbildung c).

Abbildung 15: Balkendarstellung der Abnahme der Aktionspotentialfrequenz nach 5 Minuten
“baseline” und 5 Minuten Applikation von 3nM, 10nM und 100nM WIN 55,212-2. Die
Ordinate zeigt die Frequenz in Hertz, die Abszisse die Zeit in Minuten.

a

c

b
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3.3.1.2 WIN 55,212-2 Dosis-Wirkungs Kurve
Zur Ermittelung eines IC50 -Wertes wurden sämtlichen Werte (Tabelle 1) der prozen-

tuale Abnahme der Spikeaktivität bezogen auf die Kontrolle unter der Wirkung der

Substanz WIN 55,212-2 bei den verwendeten Konzentrationen (0,1nM, 1nM, 3nM,

10nM, 100nM) mit der Software Origin statistisch ausgewertet und gegen eine loga-

rithmische Skala der Konzentration aufgetragen. Der Kurvenverlauf der Dosis-Kon-

zentrationsantwort  wurde  mittels einer nicht linearen Regression nach Hill  (Coval;

1970) gefittet (Abbildung 16) und der IC50 -Wert durch die Software Origin (Microcal,

USA) berechnet. Der erhaltene IC50 -Wert von  3,6 nM ±0,3 nM kann mit Daten ande-

rer Studien (2,7 ± 0,3 nM; Shen et al. J. Neurosci.; 1996) verglichen werden.

Konzentratione
n (mM)

Spikeaktivität in
Prozent

Fehler Anzahl
der
Messunge
n

0 100 - 8

0,1 93,87131 6,38195 5

1 77,28424 7,29877 5

3 57,97561 12,1397 5

10 24,32613 7,02142 6

100 2,43432 1,91432 8

Tabelle 1: WIN 55,212-2 Daten bei unterschiedlichen Konzentrationen des CB1-
Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2. Die Prozentuale Spikeaktivität wurde im Bezug
zu der  basalen Spikeaktivität (Kontrollen) berechnet.
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3.3.1.3 Statistische Analyse der Wirkung von WIN 55,212-2 auf 
Neuronen

Zum Vergleich der Mittelwerte der prozentualen Spikeaktivität bei den unterschiedli-

chen Konzentrationen des Agonisten wurde jede Konzentration mit jeweils nachfol-

genden mittels eines t-Tests statistisch analysiert (Tabelle 2). Das Balkendiagramm

(Abbildungen  15)  zeigt  die  prozentualen  Abnahmen  der  Akionspotentialfrequenz

durch den CB1-Rezeptor Agonist WIN 55,212-2. Ab der Konzentration von 3nM WIN

55,212-2 ist jede Aktivität zur nachfolgenden Dosis signifikant.

Abbildung 16:  Dosis-Konzentrations Antwort
ansteigender Konzentrationen des CB1 Agonisten WIN
55,212-2 auf die abnehmende Aktionspotentialfrequenz
hippocampaler Pyramidalzellen Die Ordinate zeigt
dieAP-Frequenz in Prozent, die Abszisse die
Konzentration in mM; n>5
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0,1 1 3 10
1 0,23583136 
3 0,08772642 
10 0,01603379
100 0,00305118 

Tabelle 2: p-Werte des t-Test Vergleichs der einzelnen WIN 55,212-2 Konzentration
zu der jeweils nächst höheren Dosis. 

3.3.1.4 Burstanalyse der Wirkung des CB1-Rezeptor Agonisten          
WIN 55,212-2

Um eine Aussage über den Einfluss des CB1-Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2 auf

die Modulation der Burstanktivität der kultivieren Neurone machen zu können wurden

zu diesem Zweck  mittels der Software MiniAnalysis die Aktionspotential „Bursts“ de-

Abbildung 17: Balkendiagramm der Prozentualen
Spikeaktivität bei ansteigender Konzentrationen des CB1

Agonisten WIN 55,212-2. Die Ordinate zeigt die AP-
Frequenz in Prozent, die Abszisse die Konzentration in
nM ; n>5.
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tektiert und hinsichtlich der Anzahl der Spikes, Dauer des Bursts und Burst-Intere-

ventintervall mit dem Programm Origin (Microcal) ausgewertet. Abbildung  18 zeigt

die  Pausen der Bursts in Millisekunden unter Kontrollbedingung und während Sub-

stanzapplikation.  Die Zunahme der Pausen zwischen den Bursts auf über 400% der

Aktivität unter Kontrollbedingungen ist signifikant (p<0,05) und entspricht der Beob-

achtung der verminderten Spikeaktivität  aus Kapitel 3.3.1.3. 

Allerdings kann gleichzeitig eine statistisch signifikante Zunahme  der  Anzahl  von

Spikes pro Burst um 25% ermittelt werden (Abbildung 19). Diese erhöhte Anzahl von

Spikes innerhalb eines Burst liegt keine intrinsische Erhöhung der Spikefrequenz zu-

grunde, sondern eine um 35% verlängerte Dauer des Bursts (Abbildung 20). Die Be-

deutung einer solchen Modulation der Burstlängen ist  nicht bekannt. 

Abbildung 18: Dauer der Pausen zwischen den Bursts
unter Kontrollbedingungen und unter der Wirkung der
CB1-Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2.  Die Ordinate
zeigt die Zeit in Millisekunden; n>5.
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Abbildung 20: Burstlängen unter Kontrollbedingungen
und unter der Wirkung der CB1-Rezeptor Agonisten WIN
55,212-2.  Die Ordinate zeigt die Burstdauer in
Millisekunden; n>5.
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Abbildung 19: Anzahl Spikes pro Bursts unter
Kontrollbedingungen und unter der Wirkung der CB1-
Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2.  Die Ordinate zeigt
die Spikes pro Burst; n>5.
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3.3.2 Der inverse CB1-Rezeptor Agonist AM 251
Die Substanz AM 251 ist ein synthetischer inverser Agonist des Cannabinoid Rezep-

tors 1. Inverse Agonisten sind Substanzen, die an einen bestimmten Rezeptor bin-

den, aber  im Gegensatz zu einem Agonisten dieses Rezeptors eine gegensätzliche

Wirkung erzielen. Im Falle des CB1-Rezeptors führt  dessen Aktivierung durch AM

251 zu einer Erhöhung der Aktionspotentialfrequenz.  

3.3.2.1 Effekt von AM 251 auf das Bursten von Neuronen
In Abbildung 21 ist exemplarisch die Wirkung des inversen CB1-Rezeptor Agonisten

AM 251 auf eine kultivierte hippocampale Pyramidalzelle im zeitlichen Verlauf darge-

stellt. Die Spikeaktivität wurde über eine Minute gemittelt und über der Zeit aufgetra-

gen. Bei der geringsten Konzentration von 0,1 nM AM 251 lässt sich bereits eine

leichte Erhöhung der Spikefrequenz erkennen. Die stärkste inverse Wirkung von AM

251, eine Aktionspotentialfrequenzsteigerung von 60%  zeigt sich bei der  Konzentra-

tion von 1nM. Allerdings zeigt sich bei der nächst höheren Dosis (10nM AM 251) eine

Inhibition der Spikefrequenz auf nahezu Baselineaktivität. Dies könnte darauf hinwei-

sen, dass  höhere Konzentration dieses inversen Agonisten einen agonistischen Ef-

fekt auf die kultivierten Pyramidalzellen haben. Der Effekt konnte hier zum ersten mal

gezeigt werden, allerdings ist der zugrunde liegende Mechanismus  nicht bekannt.    
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3.3.2.2 AM 251 Dosis-Wirkungs Kurve
Zur Ermittelung eines EC50 -Wertes wurden sämtlichen Werte der prozentuale Abnah-

me der Spikeaktivität unter der Wirkung der Substanz AM 251 bei den verwendeten

Konzentrationen (0,1nM, 1nM, 3nM,10nM) mit der Software Origin  statistisch ausge-

wertet und über eine logarithmische Skala der Konzentration aufgetragen. Die pro-

zentuale Veränderung der Spikeaktivität wurde nach der Formel [(AP-Frequenz unter

Substanzwirkung * 100)/ basale AP-Frequenz] errechnet. Der Kurvenverlauf der Do-

sis-Konzentrationsantwort wurde mittels einer nicht Regression nach Hill  gefittet (Ab-

bildung 22) und der IC50 -Wert durch die Software Origin (Microcal, USA) berechnet.

Der erhaltene EC50 -Wert von  0,12 nM  kann  allerdings nur als Richtwert genommen

werden, da durch die agonistische Wirkung von AM 251 ab der Dosis von 3nM keine

maximale Aktivität entsteht und somit der Kurvenfit verfälscht werden kann. 

Abbildung 21: AM 251  Balkendarstellung der Zu- und
Abnahme der Aktionspotentialfrequenz nach 5 Minuten
“baseline” und 5 Minuten Applikation von
unterschiedlichen Dosen AM 251. Die Ordinate zeigt die
Frequenz in Hertz, die Abszisse die Zeit in Minuten

0,1nM
1nM

3nM
10nM
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3.3.2.3 Statistische Analyse der Wirkung von AM 251 auf Neuronen
Zum Vergleich der Mittelwerte der Ab- und Zunahme der prozentualen Spikeaktivität

bei dem inversen Agonisten AM 251 wurde die stärkste inverse mit den nachfolgen-

den agonistischen Dosen  unter Verwendung eines t-Tests verglichen (Tabelle 2).

Das Balkendiagramm (Abbildungen 18) zeigt, dass die prozentualen zu- und Abnah-

men von 1nM zu 3nM bzw. von 1nM zu 10nM der Aktionspotentialfrequenz durch

den inversen CB1-Rezeptor Agonist AM 251. Die Erhöhte Spikeaktivität ist bezogen

auf die Inhibierung der Aktionspotentialaktivität durch höhere Dosen der Substanz

AM 251  statistisch signifikant (Tabelle 3). 

Abbildung 22: Dosis-Konzentrations Antwort  des
inversen CB1 Agonisten AM 251 auf die zu- und
abnehmende Aktionspotentialfrequenz hippocampaler
Pyramidalzellen Die Ordinate zeigt dieAP-Frequenz in
Prozent, die Abszisse die Konzentration in nM; n=4.
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Konzentrationen p-Wert
1nM AM 251 zu 3nM AM 251 0,01427
1nM AM 251 zu 10nM AM 251 0,02122

Tabelle 3: p-Werte des t-Test Vergleichs von 1nM AM 251 zu 3nM und 10nM AM
251 

3.3.2.3 Burstanalyse der Wirkung des inversen CB1-Rezeptor 
Agonisten AM 251

Abbildung  24 zeigt die mittels Origin ermittelte Anzahl der Spikes pro Burst  unter

Kontrollbedingungen und 1nM AM 251. Auffallend ist die leichte Abnahme der Anzahl

der Spikes pro Burst um 12% (p=0,01), entspricht aber der gegenteiligen Wirkung

des CB1-Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2.

Abbildung 23: Balkendiagramm der Prozentualen
Spikeaktivität bei ansteigender Konzentrationen des
inversen CB1 Agonisten AM 251. Die Ordinate zeigt
dieAP-Frequenz in Prozent, die Abszisse die
Konzentration in nM; n=5.
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Um die Inhibition der Spikeaktivität bei 10nM AM 251 mit der am stärksten aktivieren-

den Konzentration von 1nM der selben Substanz auf das Burstverhalten hin zu unter-

suchen wurde mittels der Software MiniAnalysis die AP-Bursts detektiert und hin-

sichtlich der Burst-Intereventintervalle mit  dem Programm Origin (Microcal) ausge-

wertet. Die Verlängerung der Pausen zwischen den Bursts um 60% (p=0,03) (Abbil-

dung  25)  zeigt  entsprechend  der  Spikefrequenzanalyse  (KAPITEL)  eine  Unter-

drückung der Aktivität der kultivierten Neurone, die der Wirkung des CB1-Rezeptor

Agonisten WIN 55,212-2 entsprechen könnte.

Abbildung 24: Anzahl Spikes pro Bursts unter
Kontrollbedingungen und unter der Wirkung des inversen
CB1-Rezeptor Agonisten AM 251.  Die Ordinate zeigt die
Spikes pro Burst.
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Bei der Analyse der Burstpausen der stärksten aktivierenden Konzentration von 1nM

AM 251 und der agonistischen Konzentration von 10nM AM 251 zeigt sich eine ca

70%ige Verlängerung der Pausen zwischen zwei aufeinander folgender Burst. Diese

Art der Modulation hin zu längeren Pausen zwischen zwei Bursts konnte auch bei

dem CB1-Rezeptor  Agonisten WIN 55,212-2 gezeigt  werden und spricht somit für

eine agonistische Wirkung bei höheren Dosen von AM 251. 

3.3.3 Der inverse CB1-Rezeptor Agonist Rimonabant
Rimonabant (SR141716A, 5-(4-Chlorophenyl)-1-(2,4-dichlorophenyl)-4-methyl- N-(pi-

peridin-1-yl)-1H-pyrazol-3-carboxamid)  ist  ein  synthetischer  inverser  Agonist  des

CB1-Rezeptors und führt wie die Substanz AM 251 im Gegensatz zu einem vollen

Agonisten zu einer Erhöhung der Aktionspotentalfrequenz.

3.3.3.1 Effekt von Rimonabant auf das Bursten von Neuronen
Die Spikeaktivität wurde über eine Minute gemittelt und über der Zeit aufgetragen

(Daten nicht gezeigt). Bei der  Konzentration von 0,3 nM Rimonabant lässt sich  eine

Abbildung 25: Dauer der Pausen zwischen den Bursts
unter Kontrollbedingungen und unter der Wirkung des
inversen CB1-Rezeptor Agonisten AM 251.  Die Ordinate
zeigt die Zeit in Millisekunden.
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Erhöhung der Aktionspotentialfrequenz erkennen. Die stärkste inverse Wirkung von

Rimonabant, eine Aktionspotentialfrequenzsteigerung von ca. 40% zeigt sich bei der

Konzentration von 1nM. Allerdings zeigt sich bei der Konzentration von 10nM Rimo-

nabant  eine Inhibition der Spikefrequenz auf nahezu Baselineaktivität. Dies könnte

darauf hinweisen, dass auch bei diesem inversen Agonisten, analog zu AM 251 (Ka-

pitel 3.3.2), höhere Konzentrationen einen agonistischen Effekt auf  die kultivierten

Pyramidalzellen haben. Auch hier konnte  zum ersten Mal gezeigt werden, dass die-

se inversen Agonisten eine reine agonistische Komponente bei  nanomolaren Kon-

zentrationen aufweisen.    

3.3.3.2 Rimonabant Dosis-Wirkungs Kurve
Zur Ermittelung eines EC50 -Wertes wurden sämtlichen Werte (Tabelle 2) der prozen-

tuale Abnahme der Spikeaktivität unter der Wirkung der Substanz Rimonabant bei

den verwendeten Konzentrationen (0,01nM, 0,1nM, 1nM, 3nM, 10nM, 100nM) mit

der Software Origin statistisch ausgewertet und über eine logarithmische Skala der

Konzentration aufgetragen. Die prozentuale Veränderung der  Spikeaktivität  wurde

nach der Formel [(AP-Frequenz unter Substanzwirkung * 100)/ basale AP-Frequenz]

errechnet. Der Kurvenverlauf der Dosis-Wirkungsantwort wurde mittels einer nicht li-

nearen Regression nach Hill angepasst (Abbildung 26) und der IC50 -Wert durch die

Software Origin (Microcal, USA) berechnet. Der erhaltene EC50 -Wert von 1 nM  kann

nur als  Richtwert angesehen werden, da wie auch bei der der Substanz AM 251, die

agonistische Komponente von Rimonabant ab der Konzentration von 3nM kein maxi-

males Plateau  entsteht und somit die Kurvenanpassung verfälscht werden kann. 
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3.3.3.3 Statistische Analyse der Wirkung von Rimonabant
Zum Vergleich der Mittelwerte der Ab- und Zunahme der prozentualen Spikeaktivität

bei dem inversen Agonisten Rimonabant wurde die stärkste inverse mit den nachfol-

genden agonistischen Dosen  mittels eines t-Tests verglichen. Das Balkendiagramm

(Abbildungen 27) zeigt, dass die prozentualen Zu- und Abnahmen von 1nM zu 3nM

bzw. von 1nM zu 10nM der Aktionspotentialfrequenz durch den inversen CB1-Rezep-

tor Agonist Rimonabant statistisch signifikant sind. Als eine Schwierigkeit stellen sich

die relativ großen Fehlerbalken dar, diese könnten durch die gleichzeitige inverse

und agonistische Wirkung zustande kommen, die bei unterschiedlichen Zellen jeweils

für einen verschieden starken Anteil an der Änderung  der Spikefrequenz verantwort-

lich sind.

Abbildung 26: Dosis-Konzentrations Antwort
ansteigender Konzentrationen des inversen CB1 Agonisten
Rimonabant auf die zu- und abnehmende
Aktionspotentialfrequenz hippocampaler Pyramidalzellen
Die Ordinate zeigt dieAP-Frequenz in Prozent, die
Abszisse die Konzentration in nM; n>5
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3.3.3.4 Burstanalyse der Wirkung von Rimonabant 
Um eine Aussage über den Einfluss des inversen CB1-Rezeptor Agonisten Rimona-

bant auf die Veränderung der Burstaktivität der Pyramidalzellen treffen zu können

wurden mittels der Software MiniAnalysis die  Bursts detektiert und bezüglich der An-

zahl der Spikes, Dauer des Bursts und Burst-Intereventintervall mit dem Programm

Origin  ausgewertet.  Abbildung  28 zeigt  die   Pausen  zwischen  den  detektierten

Bursts in Millisekunden im direkten Vergleich einer Aktivitäts steigerndern Konzentra-

tion (0,3nM) zu einer  wieder  verstärkt  agonistisch wirkenden Konzentration (3nM)

von Rimonabant. Die Verkürzung der Burstintervalle  um ca. 70%  bei einer Verzehn-

fachung der Konzentration von Rimonabant ist signifikant (p<0,05). Gleichzeitig zeigt

sich eine Verringerung der Anzahl von Spikes pro Burst um ca. 20% (p<0,05) (Abbil-

dung 29) und eine Verkürzung der Burstlänge um ca. 25% (p<0,05) (Abbildung 30).

Die verminderte Anzahl von Aktionspotentialen pro Burst und die kürzeren Bursts

sind die Ursache für die verminderte Spikeaktivität. Dies entspricht der beobachteten

Abbildung 27: Balkendiagramm der prozentualen Spikeaktivität bei
ansteigender Konzentrationen des inversen CB1 Agonisten Rimonabant.
Die Ordinate zeigt die AP-Frequenz in Prozent, die Abszisse die
Konzentration in nM; n>5.
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geringeren  Spikeaktivität  ab  der  Konzentration  von  1nM Rimonabant  aus  Kapitel

3.3.3.3. Somit wird durch die dokumentierte Modulation der Bursts die Beobachtung

der agonistischen Wirkung  bei höheren Dosen von Rimonabant bestätigt.

Abbildung 28: Dauer der Pausen zwischen den Bursts
unter der Wirkung des inversen CB1-Rezeptor Agonisten
Rimonabant.  Die Ordinate zeigt die Zeit in Millisekunden;
n=4.
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Abbildung 29: Anzahl Spikes pro Bursts unter
Kontrollbedingungen und unter der Wirkung des
inversen CB1-Rezeptor Agonisten Rimonabant.  Die
Ordinate zeigt die Anzahl der Spikes pro Burst; n=4
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3.3.4 Koapplikation von WIN 55,212-2 und Rimonabant
Aufgrund von Analysen der Abhängigkeit der Rimonabant Stimulation von der basa-

len Spikeaktivität der  kultivierten Neuronen (Daten nicht gezeigt) kann darauf  ge-

schlossen werden, dass die Aktivität der konstitutiv aktiven Signalkaskade einen Ein-

fluss auf die Wirkung von Rimonabant hat. Dies führt zwangsläufig zu einer erhöhten

Variabilität der erhobenen Daten. Um diesen Effekt zu minimieren wurde mit 10nM

CB1 Agonisten WIN 55,212-2 versucht eine Basalaktivität einzustellen. Die Variabili-

tät konnte hierbei deutlich verringert werden, allerdings zeigte sich weiterhin eine Ab-

hängigkeit der Rimonabantstimulation von der basalen Spikeaktivität der gemesse-

nen Neuronen.

3.3.4.1 Dosis-Wirkungs Kurve von Rimonabant bei Koapplikation von
WIN 55,212-2

Zur Ermittelung eines EC50 -Wertes wurden sämtliche Werte der prozentuale Zu- und

Abnahme der  Spikeaktivität unter  der Wirkung der  Substanz Rimonabant bei  den

verwendeten Konzentrationen (0,01 0,1nM, 1nM, 3nM,10nM; 100nM) unter der An-

Abbildung 30: Länge der Bursts unter
Kontrollbedingungen und unter der Wirkung des inversen
CB1-Rezeptor Agonisten Rimonabant. Die Ordinate zeigt
die Zeit in Millisekunden, n=4
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wesenheit von 10nM WIN 55,212-2 mit der Software Origin statistisch ausgewertet

und über eine logarithmische Skala der Konzentration aufgetragen. Der Kurvenver-

lauf der Dosis-Konzentrationsantwort wurde mittels einer nicht linearen Regression

nach Hill gefittet (Abbildung 31) und der EC50 -Wert durch die Software Origin (Micro-

cal, USA) berechnet. Der erhaltene EC50  -Wert von  0,3 nM  kann  allerdings wie

schon zuvor bei AM 251 und Rimonabant nur als  Richtwert genommen werden, da

durch die agonistische Wirkung von Rimonabant keine maximale Aktivität entsteht

und dadurch die Kurvenanpassung verfälscht wird. Es zeichnet sich allerdings eine

Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs Kurve um 0,6 nM des EC50 wertes im Ver-

gleich zur Stimulation mit Rimonabant alleine ab.

Abbildung 31: Dosis-Konzentrations Antwort
ansteigender Konzentrationen des inversen CB1 Agonisten
Rimonabant auf die zu- und abnehmende
Aktionspotentialfrequenz hippocampaler Pyramidalzellen
Die Ordinate zeigt die AP-Frequenz in Prozent, die
Abszisse die Konzentration in nM; n>6.
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3.3.4.2 Statistische Analyse der Wirkung von Rimonabant unter 
Koapplikation von WIN 55,212-2

Zum Vergleich der Mittelwerte der prozentualen Spikeaktivität bei dem Inversen Ago-

nisten Rimonabant unter Gleichzeitiger Stimulation mit der CB1 Rezeptor Agonisten

WIN 55,212-2 wurde die stärkste inverse mit den nachfolgenden agonistisch wirken-

den Dosen mittels eines t-Tests verglichen. Das Balkendiagramm (Abbildungen 32)

zeigt, dass die prozentuale Veränderung der Spikeaktivität von 1nM zu 3nM bzw. von

1nM zu 10nM der Akionspotentialfrequenz durch den inversen CB1-Rezeptor Agonist

Rimonabant statistisch signifikant sind (p<0,05). 

Aus den durch die Koapplikation von Rimonabant und WIN 55,212-2 gewonnenen

Daten kann geschlossen werden, dass die agonistische Wirkung von Rimonabant bei

10nM bzw.  100nM kein Artefakt  der  größeren Variabilität  dieses  physiologischen

Assays darstellen, sondern einen physiologischen Hintergrund  hat der noch nicht

beschrieben wurde.

Abbildung 32: Balkendiagramm der Prozentualen
Spikeaktivität bei ansteigender Konzentrationen des
inversen CB1 Agonisten Rimonabant in Anwesenheit von
10 nM WIN 55,212-2. Die Ordinate zeigt die AP-
Frequenz in Prozent, die Abszisse die Konzentration von
Rimonabant in nM; n>6
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3.3.4.4 Burstanalyse der Koapplikation von Rimonabant und 
WIN 55,212-2

Um die Aussage über über den Einfluss des inversen CB1-Rezeptor Agonisten Rimo-

nabant und des  CB1-Rezeptor Agonisten  WIN 55,212-2 auf die Modulation der Bur-

staktivität der kultivierten Neurone bestätigen zu können wurden zu diesem Zweck

mittels der Software MiniAnalysis die Aktionspotentialbursts detektiert und hinsicht-

lich der Anzahl der Spikes pro Burst mit dem Programm Origin  ausgewertet. Abbil-

dung 33 zeigt exemplarisch einen Burstplot einer gemessenen Pyramidalzelle. Jeder

Punkt auf dem Diagramm zeigt einen detektierten Burst, gleichzeitig gibt die Ordinate

die Anzahl der Spikes dieses  Bursts an. Die verstrichene Zeit wird durch die Abszis-

se angezeigt. Die rote Linie ist der gleitende Durchschnitt der einzelnen detektierten

Bursts über  die Zeit. Die ersten 5 Minuten zeigen die basale Burstaktivität dieses

Neurons. Bei der anschließenden Applikation von 10 nM WIN 55,212-2 zeigt sich

eine deutliche Verlängerung der Bursts, wie bereits in Kapitel 3.3.1.4 gezeigt werden

konnte. Die folgende Stimulation mit 0,1 nM bzw 3 nM Rimonabant unter der Anwe-

senheit von 10 nM WIN 55,212-2 weist deutlich eine Verkürzung der von dem Neu-

ron generierten Bursts auf. Durch das anschließende Auswaschen von Rimonabant

unter Anwesenheit von WIN 55,212-2 zeigt sich die gleiche Burstlängenverteilung

wie schon bei der ersten Applikation dieses Agonisten. Diese vermehrte Anzahl von

Spikes innerhalb eines Burst bei der Stimulation mit WIN 55,212-2 liegt keine Erhö-

hung der Spikefrequenz zugrunde, sondern eine  verlängerte Dauer des Bursts.
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3.4 Einfluss der cAMP Signaltransduktion auf Rimonabant und 
WIN55,212-2

Zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) ist ein vom Adenosintriphosphat (ATP)

abgeleitetes körpereigenes Molekül. Es dient als Second Messenger bei der zellulä-

ren Signalweiterleitung (Signaltransduktion) und führt  u.a. zu einer Aktivierung von

Proteinkinasen. Abbildung 34 stellt in einfacher Form die Signaltransduktion des CB1

-Rezeptors dar.

Abbildung 33: Burstplot mit gleichzeitiger Angabe der Anzahl von  Spikes pro
Burst bei Applikation von WIN 55,212-2 und ansteigenden Konzentrationen des
inversen CB1 Agonisten Rimonabant. Die Ordinate zeigt die Bursts und Anzahl
der Spikes pro Burst, die Abszisse die Zeit in Minuten. 
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Um aufzuklären ob der bei AM 251 und Rimonabant beobachtete agonistische Effekt

seine Ursache in der beteiligten Signaltransduktion hat, wurde mittels des Adenylat-

zyklase Hemmers MDL123355  (Gan et al., 1995)  die Aktivität der Adenylatzyklase

geblockt.

3.4.1 Wirkung von WIN 55,212-2 bei gleichzeitiger Blockierung der 
cAMP Signalkaskade 

Als Evaluierung für die Wirksamkeit des Adenylatzyklase Blockers MDL123355  wur-

de nach fünf minütiger Applikation mit MDL123355 die Spikeaktivität unter Anwesen-

heit von WIN 55,212-2 bestimmt. Abbildung 35 zeigt eine eindeutige Blockierung des

CB1-Rezeptorsignalweges,  denn  die  fast  vollständige  Inhibition  der  Spikeaktivität

durch 100 nM WIN 55,212-2 wurde komplett aufgehoben (p<0,05).   

Abbildung 34: CB1-Rezeptoren gehören zu den sieben Transmembran Rezeptoren und sind
ständig an Go oder Gi gekoppelt und somit konstitutiv aktiv. 
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3.4.2 Wirkung von Rimonabant bei gleichzeitiger Blockierung der 
cAMP Signalkaskade 

Bei gleichem Applikationsprotokoll von MDL123355 wie unter Kapitel 3.4.1 nur unter

Verwendung des inversen CB1 Rezeptor Agonisten Rimonabant zeigt sich ein ähnli-

ches Verhalten. Die Signaltransduktion wird an der Stelle der Adenylatzyklase inhi-

biert und die invers agonistische Wirkung von 1nM Rimonabant vollständig geblockt

(Abbildung 36) (p<0,05). Allerdings zeigt sich auch keine agonistische Komponente.

Somit ist unwahrscheinlich, dass diese agonistische Wirkung von Rimonabant über

einer der Adenylatcyclase nachgeschalteten Signaltransduktionskomponente hervor-

gerufen wird.

Abbildung 35: Balkendiagramm der prozentualen
Spikeaktivität bezogen auf die Kontrolle bei der
Konzentrationen  von 100 nM des  CB1 Agonisten WIN
55,212-2, und 100 nM Rimonabant koappliziert mit dem
Adenylatcyclase Inhibitor MDL123355. Die Ordinate
zeigt die AP-Frequenz in Prozent; n=3.
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3.5 Wirkung von Rimonabant bei gleichzeitiger Blockierung des 
µ-Opioid Rezeptors

Eine weitere Möglichkeit für den beobachteten agonistischen Effekt von Rimonabant,

ist die Aktivierung eines weiteren Rezeptors durch diese Substanz. Einer dieser mög-

lichen Rezeptoren, die auch auf Cannabinoide reagieren stellen die Opioid-Rezepro-

ren dar. Ein spannender Kandidat ist der µ Opioid Rezeptor. Im Folgenden Versuch

wurden diese Rezeptoren durch den Opioid Antagonisten Naloxon blockiert (1µM),

und gleichzeitig das Cannabinoid System mit 10nM Rimonabant  stimuliert. Jedoch

wie in Abbildung 37 dargestellt, zeigen sich keinerlei Veränderungen in der erfassten

Spikefrequenz der gemessenen Neuronen (p=0,85). 

Abbildung 36: Balkendiagramm der prozentualen
Spikeaktivität bezogen auf die Kontrolle bei der
Konzentrationen  von 1nM des inversen CB1 Agonisten
Rimonabant, und 1nM Rimonabant koappliziert mit dem
Adenylatcyclase Inhibitor MDL123355.Die Ordinate zeigt
dieAP-Frequenz in Prozent; n=3
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Abbildung 37: Balkendiagramm der prozentualen
Spikeaktivität bezogen auf die Kontrolle bei der
Konzentrationen  von 10nM des inversen CB1 Agonisten
Rimonabant, und 10nM Rimonabant koappliziert mit dem
µ Opioid Rezeptor Antagonisten Naloxone. Die Ordinate
zeigt dieAP-Frequenz in Prozent; n=3
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4 DISKUSSION

Die  Fähigkeit  physiologischer  Systeme auf  molekularer  Ebene zu  kommunizieren

wird zum großen Teil über Rezeptoren in der Plasmamembran der Zellen realisiert.

Diese Rezeptoren befinden sich an der Oberfläche von Lipidmembranen und beste-

hen aus Proteinen, die mit zusätzlichen Modifikationen versehen sind (z.B. Kohlehy-

dratketten).  Sie dienen der Signalübertragung und dem Import von Substanzen in

die Zelle. Im ZNS gehört zu den wichtigsten Aufgaben dieser Rezeptoren die Signal-

transduktion und -modulation. Der in dieser Arbeit untersuchte CB1-Rezeptor ist Teil

dieses neuronalen Regelsystems. 

Für die Herstellung der primären Neuronenkultur zur Untersuchung des Cannabino-

idsystems wurde der Hippocampus gewählt, der eine hohe Dichte von CB1-Rezepto-

ren aufweist (Tsou et al., 1998; Katona et al., 1999). Im Rahmen der Evaluierung der

kultivierten hippocampalen Neuronen wurde durch immuncytochemische Methoden

mittels eines Antikörpers die Expression des  CB1-Rezeptors in diesen Neuronen be-

stätigt. Die lichtmikroskopische Analyse zeigt, dass diese Rezeptoren auf den Zell-

körpern in hoher Dichte, und in geringerer Dichte auf den Neuriten vorhanden sind.

Durch funktionelle Analysen ist bekannt, dass die CB1-Rezeptoren präsynaptisch vor-

handen sein müssen (Elphick & Egertova, 2001). Die Expression der CB1-Rezepto-

ren an den Somata der Zellen stimmt mit bereits veröffentlichten Daten überein (Mar-

sicano & Lutz, 1999; Irving et al., 2000; Tsou et al., 1998). Es ist allerdings nicht be-

kannt, welche Funktion diese Rezeptoren an den Somata erfüllen. Aufgrund der An-

nahme, dass die endogenen Cannabinoide „on demand“ synthetisiert werden,  ist es

durchaus möglich, dass die erfassten CB1-Rezeptoren sich in den, an der Proteinsyn-

these beteiligten Zellorganellen (z.B. Ribosomen) befinden (Irving et al., 2000). Zur

funktionellen Evaluierung der Neuronenkultur wurde die Temperaturabhängigkeit der

feuernden Neurone untersucht. Hierzu wurde über die Perfusionsheizung eine Tem-

peraturrampe von physiologischen 36,5  ±0,5°C über 30±0,5°C zu Raumtemperatur

appliziert (23±0,5°C). Die Analyse der erhobenen Daten zeigt eine Temeraturabhä-

nigkeit der Aktionspotentialfrequenz.  Der sprunghafte Anstieg der AP-Frequenz bei

der Reduktion der Temperatur von 36,5°C nach 30°C ist bekannt (Horowitz et al.,

1987; Gabriel et al. 1997), allerdings ist der zugrunde liegende physiologische Me-
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chanismus nicht im Detail beschrieben. Bekannt ist jedoch, dass verschiedene TRP-

Kanäle Temperatur sensitiv sind  (Brauchi et al., 2004; Voets et al., 2004), und diese

Kanäle die neuronale Aktivität beeinflussen können (Xing et al., 2007). Auch ist der

Effekt  verstärkter  neuronaler  Aktivität  bei  schneller  Temperaturverminderung  der

Badlösung aus der Retina bekannt. (Hanke und Weimer, 2005).   

Des weiteren wurde mittels  Tetrodotoxin (TTX) die spannungsabhängigen Natrium-

kanäle der Neurone geblockt um die Physiologie der Primärkultur zu untersuchen.

Hierbei zeigte sich, dass eine Konzentration von 0,7µM TTX zu einer vollständigen

Blockade der Spannungsabhängigen Natriumkanäle führte, die durch Auswaschen

des TTX wieder reversibel war; wie schon von Fournier et al.1984 beschreiben. Um

Daten über die synaptische Transmission erheben zu können wurden mittels 17µM

CNQX die AMPA-Rezeptoren inhibiert. Dies führte zu einer reversiblen Reduzierung

der Spikefrequenz wie bereits von Blake at al. 1988 an Gehirnschnitten beschrieben

wurde. Überdies wurden die Frequenz und die Kinetik von spontanen AMPA EPSCs,

NMDA EPSCs und Aktionspotentialen bestimmt und diese mit  publizierten Studien

verglichen. Sowohl  auf  der   Ebene der synaptischen- als auch auf der gesamten

Netzwerk-Aktivität zeigte sich eine generelle Konsistenz der erhoben Daten mit ver-

öffentlichten Studien. Eine Erkenntnis dieser Versuchsreihen, die der Evaluierung der

etablierten hippocampalen Neuronenkultur diente, ist, dass die erhobenen Daten der

verschiedenen Experimente weitgehend mit bereits veröffentlichten physiologischen

Zell- und Organ-Studien übereinstimmen und somit die hergestellte Primärkultur für

weiterführende  Untersuchungen  zur  Analyse  des  Cannabinoidsystems   geeignet

sind.  

Nachdem durch diese Evaluierungstudien die Eignung der primären Hippocampus

Kultur  demonstriert wurde, konnte mit  der Untersuchung des Cannabinoidsystems

begonnen werden. Um nicht auf spontane Spikes angewiesen zu sein, wurden sämt-

liche Messungen mit Messpuffern, die eine geringe Konzentration von Magnesium

und 0,01mM Glycin enthalten, durchgeführt. Der Vorteil von nieder Magnesium indu-

zierten „Bursts“  liegt  in der  Gleichmäßigkeit  der  Aktionspotentialaktivität  über  den

Zeitraum der Messung und führt somit zu einer Reduktion der intrinsischen Variabili-

tät des verwendeten physiologischen Assays.  Zunächst wurde die Wirkung des CB1-

Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2 auf die Aktionspotentialfrequenz der kultivierten

Pyramidalzellen ermittelt.  Hierbei  zeigte sich bei  den applizierten Konzentrationen
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(0,1nM, 1nM, 3nM, 10nM, 100nM) des verwendeten Agonisten ein IC50 Wert von 3,6

nM ±0,3 nM, dieser kann mit Daten anderer Studien mit physiologischen Testsyste-

men verglichen werden (2,7 ± 0,3 nM; Shen et al. J. Neurosci.; 1996). Es zeigt sich

hier allerdings schon, dass weniger physiologische Assays, wie z.B. biochemische

Methoden an explantierten Material bis um den Faktor 30 weniger empfindlich sind

(Breivogel et al., 1998). Auch Studien, in denen elektrophysiologische Messungen an

Gehirnschnitten durchgeführt wurden, zeigen eine weniger hohe Empfindlichkeit. 

Um eine Aussage über den Einfluss des CB1-Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2 auf

die Modulation der Burstaktivität der etablierten Neuronenkultur treffen zu können,

wurden die Aktionspotentialsalven (Bursts) detektiert und bezüglich der Anzahl der

Spikes,  Dauer des Bursts und Pausen zwischen den Bursts analysiert.  Die unter

Substanzbedingung  festgestellte Zunahme der  Pausen zwischen  den Bursts auf

über 400% der Aktivität unter Kontrollbedingungen ist signifikant und deckt sich mit

der beobachteten verminderten Aktionspotentialfrequenz. Allerdings kann gleichzeitig

eine Zunahme der Anzahl von Spikes pro Burst um ca. 25% detektiert werden. Die-

ser erhöhten Anzahl von Aktionspotentialen innerhalb eines Burst liegt keine Erhö-

hung der Spikefrequenz zugrunde, sondern eine um ca. 35% verlängerte Dauer des

Bursts. Die Bedeutung einer solchen Modulation der Burstlängen ist  nicht bekannt.

Jedoch zeigen Simulationen anhand neuronaler Netze und Untersuchungen an Ge-

hirnschnitten, dass eine frequenzmodulierte Informationskodierung im Nervensystem

durchaus wahrscheinlich ist (Zugaro et al., 2004; Kropp et al., 2005; Harris et al.,

2002).

Die verwendeten inversen Agonisten zeigen bis  zu höheren Konzentrationen (Rimo-

nabant  10nM, AM 251 3nM)  eine normale Dosis-Wirkung Korrelation. Bei noch hö-

heren Dosen weisen diese jedoch eine  agonistische Komponente auf, die nicht mit

den bisher veröffentlichten Studien übereinstimmt. Eine Erklärung könnte die zuvor

angesprochene  geringe  Selektivität  dieser  inversen  Agonisten  darstellen.  Jedoch

sind diese Kreuzreaktionen mit anderen Membranproteinen oder der Membran selbst

erst bei höheren Konzentrationen von Rimonabant bzw. AM 251 zu erwarten.  Die

eingesetzten geringen Konzentrationen der inversen Agonisten, die diesen beobach-

ten Effekt auslösen, sprechen eher für eine spezifische Aktivierung von momentan

noch unbekannten Cannabinoid sensitiven Rezeptoren.

Die  erweiterten  Spikeanalysen,  die  schon  bei  dem CB1-Rezeptor  Agonisten  WIN
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55,212-2 eine Modulation der Burstpausen und Intereventintervallen zeigten, weisen

bei der Applikation von Rimonabant und AM 251 den gegens�tzlichen Effekt auf. So-

mit kann der Status von Rimonabant und AM 251 als inverse Agonisten auch auf der

Ebene komplexer Vorg�nge, wie der Modulation von Aktionspotential Bursts, wahr-

scheinlich best�tigt und erweitert werden. 

Hinsichtlich der gewonnenen Daten kann angenommen werden, dass die untersuch-

ten  inversen  Agonisten nicht  ausschlie�lich an  den  CB1-Rezeptor  binden, da  die

Komplexit�t der erhaltenen Spikemodulationen, besonders im Falle der untersuchten

inversen Agonisten, wahrscheinlich nicht alleine auf die direkte Modulation der betei-

ligten cAMP Signaltransduktion des CB1-Rezeptors zur�ckgef�hrt  werden k�nnen.

F�r Rimonabant ist bekannt, dass es in h�heren Konzentrationen an verschiedene

andere membranst�ndige Proteine bindet und physiologische Reaktionen hervorruft

(Pertwee; 2006).  Auch ist die direkte Beeinflussung  der Lipidmembran durch hohe

Konzentrationen dieser lipophilen Substanz m�glich. Durch die Demonstration der

Empfindlichkeit des verwendeten Assays k�nnen diese bei hohen Dosen dieser Sub-

stanz, erfolgenden unspezifischen Kreuzreaktionen wahrscheinlich ausgeschlossen

werden, da die gezeigten Effekte ausschlie�lich bei nanomolaren Konzentrationen

gemessen wurden. Allerdings zeigen die erhobenen Daten bei der Blockierung der

Adenylatcyclase eine signifikante Unterdr�ckung  der  Rimonabant  Antwort  auf  der

Ebene der Signaltransduktion. Dies widerspricht der oben beschrieben Hypothese,

dass, auch bei niederen Konzentrationen, diese Substanz an andere Rezeptoren bin-

det.  Allerdings kann nicht ausgeschlossen werden, dass die zellweite Blockierung

der Adenylatcyclase nicht auch weitere �Targets� des inversen Agonisten Rimona-

bant inhibiert. Auch kann die Blockierung eines noch unbekannten Cannabinoid Re-

zeptors nicht ausgeschlossen werden. 

Zahlreiche Arbeiten deuten daraufhin, dass das Opioid- und  Endocannabinoid-Sys-

tem sich in ihren Wirkungen wahrscheinlich gegenseitig beeinflussen k�nnen (Man-

zanares et al., 1999). Am weitesten untersucht ist die gegenseitige Beeinflussung

von Opioiden und Cannabinoiden auf antinozizeptive Mechanismen. Einige Effekte

von Cannabinoiden sowie von Opioiden sind an die Anwesenheit von Rezeptoren

des  anderen  Systems  gebunden.  So  konnte  der  antinozizeptive  Effekt  von  THC

durch eine Antisense-Oligodesoxynukleotid- Behandlung gegen den �-Opioid-Rezep-

tor verhindert werden (Pugh et al., 1996). Ein anderes Beispiel f�r eine Interaktion
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des Opioid-Systems mit dem Cannabinoid-System konnte mittels CB1-Rezeptor-KO-

Mäusen gezeigt werden, die nicht auf die Gabe von Morphin reagierten (Cossu et al.,

2001). Einen Nachweis für eine Interaktion von Cannabinoid und Opioid-Rezeptor-Li-

ganden an µ- und d-Opioid Rezeptoren erbrachten Vaysse et al. (1987). Sie konnten

zeigen, dass �9-THC und CBD (Cannabidiol) in der Lage sind,  µ- und d-Opioid-Re-

zeptor- Liganden vom jeweiligen Opioid-Rezeptor-Subtyp zu verdrängen. Die Aufklä-

rung der gegenseitigen Beeinflussung von Opioiden und Cannabinoiden hat bereits

zur Klärung mancher pharmakologischer Effekte von Opioiden und Cannabinoiden

geführt, die nicht alleine über das Opioid- oder das Cannabinoid-System zu erklären

ist.  Diese bekannte Interaktion des µ-Opiod Rezeptors mit dem Cannabinoidsystem

könnte eine Erklärung für die agonistische Wirkung abi der Konzentration von 10nM

Rimonabant, bzw 3nM bei AM 251 darstellen. Durch die Antagonisierung dieses µ-

Opioid Rezeptors konnte jedoch gezeigt werden, dass dies bei den verwendeten ge-

ringen Konzentrationen von Rimonabant im nanomolaren Bereich nicht der Fall ist. 

Ein weiterer möglicher Kandidat für eine inhibierende Wirkung von Rimonabant ist

der TRPV1 Kanal. Xing und Kollegen konnten 2007 eine Verminderung der neurona-

len Aktivität durch den TRPV1 Antagonisten  Iodo-Resiniferatoxin nachweisen.  Die

drüber hinaus postulierte neuroprotektive  Wirkung von Rimonabant (Pegorini, 2006)

weist auch auf die Fähigkeit von Rimonabant hin, die Aktivität von neuronalem Ge-

webe zu vermindern.

Abschließend konnte für  diesen erstmals  beschriebenen agonistischen Effekt  von

AM251 und Rimonabant kein physiologischer Mechanismus identifiziert werden. Al-

lerdings zeigt auch die Entscheidung der FDA Rimonabant nicht als Medikament zur

Behandlung von Fettsucht zuzulassen, dass das pharmakologische Profil von Rimo-

nabant sehr breit ist und keine spezifische Beeinflussung des Endocannabinoidsys-

tems zulässt. Eventuell bietet sich in Zukunft die Möglichkeit, durch eine gezielte ge-

genseitige Beeinflussung des Opioid- und Cannabinoidsystems oder des TRPV1 Ka-

nals, Fortschritte in der Aufklärung der beteiligten Signaltransduktionen zu erzielen.

Mit dem etablierten hoch empfindlichen Testsystem können diese weiterführenden

Untersuchungen durchgeführt werden, da die Neuronen aus nativem Gewebe ent-

stammen, und somit die Voraussetzungen für komplexe Interaktionen der verwende-

ten Substanzen mit den beteiligten Rezeptoren oder den Signalkaskaden untereinan-

der gegeben sind. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war  es, die Wirkung von inversen Agonisten des CB1-Rezeptors

anhand  einer  primären  hippocampalen  Neuronen-/Gliazellen-  Kokultur  zu

untersuchen. Immuncytochemisch konnte gezeigt werden, dass in den kultivierten

Neuronen die CB1-Rezeptoren in nachweisbaren Mengen exprimiert werden. Die aus

Rattenembryonen  erstellte  Primärkultur  wurde  weiterhin  auf  elektrophysiologische

Parameter  untersucht  um eine  in  vivo nahe  in  vitro Kultur  zu  gewährleisten.  So

reagieren  die  Neuronen  auf  TTX  mit   verminderter  Spikeaktivität  die  auf  die

Blockierung der spannungsabhängigen Natriumkanäle zurückzuführen ist. Auch die

Inhibition  von  AMPA  Rezeptoren  unter  Verwendung  von  CNQX  zeigte  eine

Reduktion der  Spikefrequenz auf  synaptischer Ebene. Analysen der Kinetik und der

Frequenz der generierten Aktionspotentiale, sowie der AMPA- und NMDA EPSCs

sind mit bereits publizierten in vitro und in vivo Daten weitgehend vergleichbar. Um

die intrinsische Variabilität des verwendeten Assays zu verringern, wurde der für die

pharmakologischen  Untersuchungen  des  Cannabinoidsystems  eingesetzte

Messpuffer mit einer geringen Konzentration  Magnesium versehen, um den NMDA-

Rezeptorblock  aufzuheben.  Die  daraus  resultierenden  Aktionspotential-Bursts

sorgten einerseits für eine geringere Variabilität der Messungen, andererseits konnte

durch erweiterte  Analysen dieser  Bursts die Auswirkungen der  eingesetzten CB1-

Agonisten  und  inversen  CB1-Agonisten  auf  das  Burstverhalten  der  gemessenen

Neuronen ermittelt  werden. Hierbei  zeigte sich ein gegensätzliches Verhalten von

Aktionspotentialfrequenz zur Modulation der generierten Aktionspotentiale pro Burst,

Pausen zwischen den Bursts und Länge der  Bursts.  Auf  der  Basis der durch die

Aktionspotential-Frequenzanalysen  gewonnenen  Daten  konnte  erstmals  eine

agonistische Komponente bei  nanomolaren Dosen der inversen Agonisten gezeigt

werden, was auf eine spezifische Interaktion mit einem beteiligten oder noch nicht

bekannten  Rezeptor  hindeutet.  Die  Blockierung  der  Adenylatzyklase,  eines

Schlüsselenzyms in der Signaltransduktion des CB1-Rezeptors,  hebt diesen Effekt

auf, allerdings ist auch kein invers agonistischer Effekt mehr messbar. Des weiteren

wurde auf  eine Beteiligung des Opioidsystems an der  agonistischen Wirkung des
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inversen Agonisten Rimonabant  untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte keine

der  publizierten  Wechselwirkungen  dieser  beiden  Systeme  im  Bezug  auf  den

agonistischen Effekt von Rimonabant beobachtet werden.
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ABBILDUNGSVERZEICHNIS

A Ampere

Abb. Abbildung

AC Adenylatcyclase

AK Antikörper

Amp Ampicillin

AMPA alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

AS Aminosäure

BIC Bicuculline

Bidest Zweifach destilliertes Wasser

CBD Cannabidiol

CNQX 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione

DMSO Dimethylsulfoxid

EPSC excitatory postsynaptic current

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor

IPSC inhibitory postsynaptic current

min Minute

M Molar

mg Milligramm

ml Milliliter

NMDA N-methyl-D-aspartic acid

µg Mikrogramm

RT Raumtemperatur

Sec Sekunden

Tab. Tabelle
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T.E. Tris-EDTA

THX Tetrahydrocannabinol

TTX Tetrodotoxin

u.U. unter Umständen

UV Ultraviolett

V Volt

z.B.                                  zum Beispiel
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ANHANG

Anhang A Summary

The aim of this thesis was to investigate the effect of  inverse agonists on the CB1-re-

ceptor  with an established complex neuronal-/  glia- co culture obtained from hip-

pocampi of embryonic rats. To provide evidence of the expression of the CB1-recep-

tors  in the  established  culture  immunocytochemical  studies  have  been  used  and

showed a sufficient expression level of the CB1-receptors. The neuronal culture was

further tested on various electrophysiological parameters to verify an  in vitro assay

that resembles  in vivo characteristics. Thus the exposure of TTX to neurons lead to

reduced spike activity which refers to the blocking of voltage gated sodium channels.

Also the inhibition of AMPA receptors using CNQX showed a reduction of spike activ-

ity in respect of  the reduced synaptic activity. Analyses of the kinetic and spike fre-

quencies of the generated actionpotentials as well as the kinetics and frequencies of

spontaneous AMPA- and NMDA epscs are to a large extent comparable to published

data of in vitro and in vivo assays. To reduce the intrinsic variability of the established

cannabinoid assay the method of induced burst activity under low magnesium condi-

tions has been used. This method results indeed in a lower variability of the assay

but also the analysis of the effect of cannabinoid agonists and inverse agonists on

the evoked burst activity showed interesting inverse modulations of burst durations,

event intervals and inter-event intervals compared to alterations of the spike frequen-

cies. On the basis of  the obtained data by the analyzed spike-frequencies an agonis-

tic effect of nanomolar concentrations of the investigated inverse agonists could be

shown for the first time. This observation could lead to the conclusion that this might

be a specific interaction of  the investigated inverse agonist with an other receptor.

The inhibition of the adenylatcyclase, a key-enzyme of the CB1 signal transduction,

neutralizes the agonistic effect, although the inverse agonistic effect dissapeard. In

addition the interaction of the opioid system in respect to the observed agonistic ef-

fect of rimonabant has been investigated. However, non of the published interaction

of  this two  systems in respect  to  the agonistic effect  of  rimonabant could be ob-

served.
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Anhang B

Schematische Darstellung eines TRP Kanals

Abbildung 38: Schematische Darstellungeines TRP Kanals
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Anhang C

Schematische Darstellung der Herstellung der Kokultur

Abbildung 39: Schematische Darstellung der Herstellung

der Neuronen-/Gliazellen Kokultur
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Anhang D

Lichtmikroskopische Bilder der Neuronenkultur

Abbildung 40: Auf einem Deckglas
kultivierte Pyramidalzellen, bei einer
20 fachen (links) bzw. 40 fachen
(rechts) Vergrößerung 
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Anhang E

Aufbau des Messstandes und der Perfussionskammer

Abbildung 41: Darstellung des verwendeten Setups (a); der Messkammer
(b) bzw (d)
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Anhang F

Allosterisches Selektionsmodell

Abbildung 42: Schematische Darstellung des allosterischen Selektions Modells
(Griessbacher, 2000)
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Anhang G

Strukturformeln der verwendeten Cannabinoide

Abbildung 43: Rimonabant Abbildung 44: WIN 55,212-2

Abbildung 45: AM 251
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