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1. Einleitung

1.1 Cannabis und Cannabinoide

1.1.1 Cannabis

Cannabis ist nicht nur in Deutschland die am haufigsten gebrauchte und gehandelte
Droge, sondern weltweit. In frihen historischen Aufzeichnungen findet sich Cannabis als
die erste in menschlichem Gebrauch befindliche Droge. Bereits 300 n. Chr. beschrieben
chinesische Geschichtsschreiber die medizinischen Eigenschaften der Extrakte der
Hanfpflanze (Cannabis sativa) als schmerz- und krampflosende Substanz. Auch in
Indien waren schon vor mehr als 3000 Jahren die angstlésenden Eigenschaften von
Cannabis bekannt (Pacher et al., 2006). Der Gebrauch von Cannabis als psychoaktive
Substanz erreichte Europa und Amerika Uber die arabische Welt im 19. Jahrhundert. Als
nach und nach die Gefahren und Nebenwirkungen (inkl. Missbrauchspotenzial) der bis
dahin in breitem medizinischen Einsatz befindlichen Substanz bekannt wurden, war

zunachst ab 1937 der weitere Gebrauch untersagt (Pacher et al., 2006).

Als besonders schwere Nebenwirkung fielen immer haufiger cannabisinduzierte
Psychosen auf. Bis heute gibt es eine Vielzahl von Veroéffentlichungen, die die Pravalenz
und Pathologie dieser Psychosen untersucht haben. Cannabis kann ein breites
Spektrum von Psychosen auslosen, die aber keinesfalls einem cannabistypischen Bild
entsprechen (Mathers und Ghodse, 1992), sondern Uberwiegend als schizophreniform
klassifiziert werden (Thornicroft, 1990). Das Psychoserisiko steigt progredient mit der

Haufigkeit des Cannabiskonsums (Andréasson et al., 1987).

1.1.2 Cannabinoide

Cannabis ist der Oberbegriff fur verschiedene Produkte aus der Hanfpflanze. Die
getrockneten und zerkleinerten harzhaltigen Pflanzenteile werden als Marihuana oder
Cannabiskraut bezeichnet. Das aus den Bliten und Blattern gewonnene Harz nennt
man Haschisch oder Cannabisharz. Die Wirkstoffe der Cannabispflanze sind die
Cannabinoide, insbesondere das (-)-A%-Tetrahydrocannabinol (THC) (Robert-Koch-
Institut, 2013). In einem weiteren Sinne wird der Begriff ,Cannabinoide“ auch fir Stoffe
gebraucht, die Cannabinoid-Rezeptoren aktivieren, ohne aus der Cannabis-Pflanze

gewonnen zu werden (Pertwee, 2005 a).



Lange Zeit war der Wirkmechanismus der Cannabinoide unklar. Die Fachwelt hielt
unspezifische Membranwirkungen fur die Effekte der Cannabinoide verantwortlich. 1988
konnte diese Theorie widerlegt werden. Mit der Entwicklung der Radioligand-Bindungs-
studien zeigten Devane et al. (1988), dass die Wirkungen der Cannabinoide via
spezifischer Cannabinoid-Rezeptoren vermittelt werden. Diese Tatsache konnte mit der
Klonierung zweier Cannabinoid-Rezeptoren bewiesen werden. Hierbei handelt es sich
um G-Protein gekoppelte Rezeptoren der Rhodopsin-Familie mit sieben transmem-
branaren Helices, extrazellularem N- und intrazellularem C-Terminus. 1990 konnte der
spatere CB4-Rezeptor kloniert werden. Dieser G-Protein-gekoppelte Rezeptor wird im
Gehirn in hoher Dichte exprimiert (Matsuda et al., 1990). In deutlich geringerer Dichte
findet sich der CBji-Rezeptor allerdings auch in diversen peripheren Geweben und
Zellen (Pacher et al., 20006).

Ein zweiter Cannabinoid-Rezeptor, der CB,-Rezeptor, konnte von Munro et al. (1993)
kloniert werden. Dieser ist im Gegensatz zum CBj-Rezeptor Uberwiegend in der Peri-
pherie lokalisiert. Er findet sich in Zellen des Immunsystems und des hamatopoetischen
Systems, also Milz, Thymus, Knochenmark, Tonsillen und Lymphknoten (Munro et al.,
1993). In immunohistochemischen Studien konnten CB2-Rezeptoren aber auch in peri-
vaskularen Mikrogliazellen des zentralen Nervensystems (ZNS) nachgewiesen werden
(Nunez et al., 2004).

Nachdem zwei Rezeptoren charakterisiert waren, kam die Frage nach endogenen
Liganden auf. Eine positive Antwort brachte die Isolation von Anandamid aus Schweine-
hirn, welches ebenfalls an den Cannabinoid-Rezeptor im Gehirn bindet und gleiche
Effekte wie THC hervorruft (Devane et al., 1992). Drei Jahre spater konnte mit 2-Arachi-
donoylglyzerol (2-AG) ein weiteres endogenes Cannabinoid beschrieben werden
(Sugiura et al., 1995). Endogene Cannabinoide, die eine hohe Lipophilie besitzen,
werden nicht wie klassische Neurotransmitter in Vesikeln gespeichert, sondern ,bei
Bedarf* gebildet und direkt freigesetzt (De Petrocellis et al., 2004). Die Wirkdauer ist
durch die rasche Wiederaufnahme aus dem synaptischen Spalt in die Zellen und dem

anschlielfenden Abbau begrenzt (Di Marzo et al., 1994). Der Ricktransport in die Zellen



erfolgt vermutlich Uber einen erleichterten Kotransport mit Natrium (De Petrocellis et al.,
2004).

Insgesamt bietet die genaue Erforschung der pharmakologischen Effekte der
Cannabinoide und Interaktion an den Cannabinoid-Rezeptoren auf zellularer Ebene
neue molekulare Ansatze in der Pharmakotherapie. Diese neuen Ansatze ermdglichen
eine deutlich genauere Steuerung im therapeutischen Einsatz der Cannabinoide im
Vergleich zum historischen Gebrauch von Phytocannabinoiden der Hanfpflanze. So ist
Sativex® (Nabiximols: Tetrahydrocannabinol, Cannabidiol) in der Behandlung maRiger
und schwerer Spastiken aufgrund einer Multiplen Sklerose (MS) auch in Deutschland
zugelassen. Die MOVE-2-Studie (MObility ImproVEments with Spasticity in Multiple
Sclerosis) konnte die Wirksamkeit und Sicherheit von Sativex® in der taglichen
klinischen Praxis belegen: die Studiendaten konnten nachweisen, dass 41 % der
Patienten, die mit Sativex® behandelt wurden und auf andere Therapie nicht
ansprachen, bereits nach drei Monaten eine klinisch relevante Wirkung zeigten
(Novotna et al., 2011).

Ein ahnlich vielversprechender Ansatz zeigte sich auch in ersten Studien zur
Behandlung der Adipositas mit Acomplia® (Rimonabant: inverser Agonist am CB;-
Rezeptor). Doch bereits zwei Jahre nach der Zulassung 2006 musste Acomplia® auf-
grund des Nebenwirkungsprofils wieder vom Markt genommen werden (siehe weiter

unten, 1.3 Endogener Tonus).

1.2 Cannabinoid-Rezeptor-1 (CB1-Rezeptor)

Der CBi-Rezeptor ist Uberwiegend prasynaptisch lokalisiert. Die Effekte einer
Beeinflussung des CB4-Rezeptors wirken sich intrazellular Uber rezeptorgekoppelte Gjo-
Proteine aus (van Diepen et al., 2008). Die Signaltransduktionskaskade des CBj;-
Rezeptors ist aulRerordentlich komplex und umfasst mindestens vier Wege (nach Pacher
et al., 2006):

(1) Die Hemmung der Adenylatzyklase fuhrt zur Abnahme des cAMP-Spiegels.
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(2) Die Hemmung spannungabhangiger Ca?*-Kanale vom N- und P/Q-Typ fiihrt zu

einem reduzierten Ca®*-Einstrom.

(3) Die Aktivierung spannungsabhangiger Kaliumkanale vom A-Typ und
spannungsunabhangiger Kaliumkandle vom GIRK-Typ fuhrt zu erhdhtem

Kaliumausstrom und somit zu einer Hyperpolarisation.

(4) Die Aktivierung von Rezeptorproteinkinasen, wie der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAP-Kinase), und die Bildung von Ceramid spielen eine wichtige

Rolle in der Kontrolle der Zellproliferation und der Apoptose.

Die Aktivierung des CB1-Rezeptors fuhrt zu einer Inhibition der Freisetzung verschie-
denster Neurotransmitter, d. h. dieser Rezeptor fungiert als prasynaptischer inhibito-
rischer Rezeptor. Dies wurde an noradrenergen Neuronen besonders intensiv unter-
sucht. Solche inhibitorischen prasynaptischen Rezeptoren gibt es auch fur andere
Mediatoren (oder Ubertragerstoffe) als die Cannabinode, etwa fiir Opioide, die Uber
Opioid-Rezeptoren 6 (OP4), k (OP2) und u (OP3) wirken (Trendelenburg et al., 2000), fur
Prostaglandin-E,, das Uber den EP3-Rezeptor wirkt (Glnther et al., 2010), und far
Noradrenalin, welches Uber a,-Rezeptoren wirkt (Schlicker et al., 1994). Der letztge-
nannte Rezeptor wird als prasynaptischer Autorezeptor bezeichnet, wahrend es sich bei
den davor genannten Rezeptoren um prasynaptische Heterorezeptoren handelt (Starke,
1977). Daruber hinaus konnte am noradrenergen Neuron auch gezeigt werden, dass
diese prasynaptischen Rezeptoren ihre Effekte nicht unabhangig voneinander ver-
mitteln, sondern sich gegenseitig beeinflussen. So ist eine Wechselwirkung zwischen
dem ay-Autorezeptor und dem Aq-Rezeptor (Allgaier et al., 1991), CB4-Rezeptor
(Schlicker und Goéthert, 1998), OP-Rezeptor (Ramme et al., 1986), 5-HTz-Rezeptor
(Molderings und Gothert, 1990) sowie Mj-Rezeptor (Loiacono et al., 1985) nach-

gewiesen worden.

Hinweise auf eine Wechselwirkung zwischen prasynaptisch lokalisierten Rezeptoren
auch am cholinergen Neuron sind in der Literatur beschrieben (siehe Diskussion).

Allerdings gibt es bislang keine Untersuchungen dazu, ob konkret zwischen dem M-
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Rezeptor und dem CB4-Rezeptor eine Wechselwirkung am cholinergen Neuron im
Hippocampus besteht. Ferner finden sich in der Literatur keine Hinweise darauf, ob es
neben dem My- und CBi-Rezeptor noch weitere inhibitorische Rezeptoren an der
prasynaptischen Membran des cholinergen Neurons im Hippocampus gibt.

1.3 Endogener Tonus am CB{-Rezeptor

Abgesehen von der Bedeutung von exogen zugefuhrten Cannabinoiden zeigte sich,
dass den endogenen Cannabinoiden eine wichtige Rolle bei verschiedenen physio-
logischen und pathophysiologischen Mechanismen zugeschrieben werden kann (van
Diepen et al., 2008). Die endogenen Cannabinoide, die beiden gesicherten Canna-
binoid-Rezeptoren sowie die zur Biosynthese, zur Wiederaufnahme und zum Abbau
bendtigten Proteine und Enzyme bezeichnet man zusammen als Endocannabinoid-
System (De Petrocellis et al., 2004). Viele Arbeiten in den letzten Jahrzehnten zeigten,
dass sich die Modulation des Endocannabinoid-Systems als weitreichendes
therapeutisches Ziel verschiedenster Erkrankungen eignet. Unter anderem fand man
eine positive Beeinflussung der pathologischen Prozesse bei Angststorungen, moto-
rischen Stérungen (z.B. Morbus Parkinson und Chorea Huntington), neuropathischen

Schmerzprozessen, Multipler Sklerose und Arterosklerose (Gray et al., 2012).

Diese Untersuchungen fuhrten neben der Entwicklung verschiedenster Agonisten vor
allem zur Synthese mehrerer Antagonisten. Per definitionem ist ein neutraler Antagonist
ein Ligand, der an den Rezeptor in allen existierenden Konformationen bindet, ohne die
basale Antwort des Rezeptors zu beeinflussen (Giraldo, 2010). Im Gegensatz hierzu ist
ein Agonist ein Ligand, der an den Rezeptor bindet und dessen konsekutive Signal-
transduktion aktiviert. Agonisten kdnnen abhangig von der Konformation des Rezeptors
diesen unterschiedlich stark aktivieren. Inverse Agonisten sind Liganden, die an einen
konstitutiven, d. h. standig aktiven, Rezeptor binden, dessen basale Antwort herab-
setzen und somit einen Effekt hervorrufen, der dem eines Agonisten entgegengesetzt ist
(Kenakin, 2001).

Ein Beispiel fur einen inversen Agonisten am CB4-Rezeptor ist Rimonabant (Landsman
et al.,, 1997; Pan et al., 1998). Dieses Pharmakon mit dem Handelsnamen Acomplia®
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erhielt am 19. Juni 2006 die Zulassung in der gesamten Europaischen Union zur
Behandlung der Adipositas (BMI > 30) und zur Behandlung von Ubergewichtigen (BMI >
27) mit zusatzlichen Risikofaktoren wie Diabetes mellitus Typ Il oder Dyslipidamie. Im
Durchschnitt verloren die Patienten 4,55 kg in 12 Monaten (Gray et al., 2012). Bereits im
Oktober 2008 empfahl die EMEA (European Medicines Agency), Rimonabant wieder
vom Markt zu nehmen, nachdem gehauft Falle von schweren Depressionen durch die

Einnahme von Rimonabant aufgefallen waren.

Geht man davon aus, dass die unerwinschten Nebenwirkungen von Rimonabant als
Medikament zur Behandlung der Adipositas auf die Wirkung als inverser Agonist
zuruckzufuhren sind, macht es unter diesem Aspekt Sinn, nach neutralen Antagonisten
zu suchen (Giraldo, 2010).

1.4 Epigenetische Beeinflussung des CB1-Rezeptors?

Die Genexpression wird nicht nur durch die DNA reguliert, sondern auch durch nicht in
der DNA kodierte sog. epigenetische Phanomene. Letztere kdnnen auf Tochterzellen
vererbt werden. Epigenetische Phanomene spielen eine Rolle in der Ontogenese:
bekanntermallen exprimieren verschiedene Zelltypen ganz unterschiedliche Satze von
Genen, wahrend in allen somatischen Zellen der vollstandige DNA-Satz enthalten ist.
Gene koénnen demnach aktiv oder inaktiv sein und bestimmen so maligeblich den
Phanotyp einer Zelle. Rein mechanistisch handelt es sich hier um microRNA sowie die
Methylierung von Cytosin-Resten der DNA und die Modifikation von Histonproteinen.
Histonproteine konnen beispielsweise durch Methylierung und Acetylierung von

Aminosaure-Resten modifiziert werden (Hoshino und Matsubara, 2010; vgl. Abb. 1).

Ein hoherer Acetylierungsgrad etwa fuhrt dazu, dass die dichte Packung des
Chromatins aufgelockert wird und dadurch bestimmte Gene besser abgelesen werden
konnen. Das betrifft keinenfalls alle, sondern maximal 10 % der Gene. Der Organismus
reagiert auf veranderte Umweltbedingungen mit veranderter Genexpression.
Insbesondere Nervenzellen zeichnen sich durch eine sehr hohe Plastizitat aus. Der

Acetylierungsgrad der Histonproteine wird durch gegensinnig wirkende Enzymsysteme,
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namlich Histonacetyltransferasen (HAT) und Histondeacetylasen (HDAC), reguliert
(Sananbenesi und Fischer, 2009).

Bislang gibt es kaum Studien zur Frage, ob eine gezielte Manipulation des

Acetylierungsgrades die Funktion von Rezeptoren (z.B. des CB1-Rezeptors) beeinflusst.

HDAC-Inhibitoren Translation
I v
HDAC

(Deacetylierung)
>
>
HAT o o o
Acetyli

Abb. 1: Regulation der Genexpression durch Histondeacetylasen (HDAC) und
Histonacetyltransferasen (HAT). Die DNA (als Spirale dargestellt) ist um das
Chromatin (als grauer Zylinder dargestellt) gepackt. Im inaktiven Zustand (links) ist das
Chromatin sehr dicht gepackt. Eine Translation ist in diesem Zustand nicht madglich.
Durch die HAT wird das Chromatin acetyliert, die Histone verlieren die positive Ladung
und das Chromatin wird aufgelockert (rechts). In diesem Zustand ist auch die DNA nicht
mehr so dicht gepackt und eine Transkription kann stattfinden. Dieser Zustand kann
durch HDAC wieder ruckgangig gemacht werden (Abb. modifiziert nach Hoshino und
Matsubara, 2010)
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Im Mittelpunkt der hier vorgelegten Arbeit steht der prasynaptische CBi-Rezeptor,
dessen Aktivierung durch geeignete Pharmaka zu einer Hemmung der Noradrenalin-
oder Acetylcholinfreisetzung in isoliertem Hirngewebe von Mausen und

Meerschweinchen fuhrt.

(1) Der inverse Agonist Rimonabant fihrt zu einer Steigerung der Noradrenalin-
freisetzung in Hippocampuspraparaten des Meerschweins. Hier soll gepruft werden,
ob der neutrale Antagonist O-2050 ebenfalls steigernd wirkt oder aber keine

modulierende Wirkung aufweist.

(2) Desweiteren soll geklart werden, ob eine gezielte Manipulation des Acetylierungs-
grades der Histone die CB1-Rezeptor-vermittelte Hemmung der
Transmitterfreisetzung im Gehirn beeinflusst. In dieser Versuchsserie werden
Hippocampuspraparate des Meerschweins einer mehrstindigen in vitro HDAC-

Inhibitor-Behandlung unterzogen und dann die Noradrenalinfreisetzung vermessen.

(3) Untersuchungen zu Wechselwirkungen des in dieser Arbeit im Fokus stehenden
CB1-Rezeptors mit dem prasynaptischen Muscarinrezeptor M, am cholinergen
Neuron fehlen bislang. Ziel dieser Arbeit ist es daher, eine mogliche Wechselwirkung
zwischen dem prasynaptischen CB4- und dem Muscarinrezeptor M, nachzuweisen.
In dieser Versuchsserie an Hippocampuspraparaten des Nagers soll die Auswirkung
einer Blockade bzw. Aktivierung des CB¢-Rezeptors auf den durch den M,-Rezeptor

hervorgerufenen Hemmeffekt untersucht werden.

(4) In der letzten Versuchsserie dieser Arbeit sollen inhibitorische Heterorezeptoren an
der prasynaptischen Membran cholinerger Neurone in Hippocampuspraparaten der
Maus gefunden werden. Diese Serie ist Voraussetzung fur eine in der Zukunft
geplante Studie zur Wechselwirkung zwischen dem CBj-Rezeptor und

prasynaptischen Heterorezeptoren am cholinergen Neuron.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchsanordnung

Mannliche Dunkin-Hartley Meerschweinchen (220 - 750 g), mannliche NMRI-Mause (20
- 27 g) sowie mannliche Wistar-Ratten (210 - 460 g) wurden dekapitiert und das Gehirn
entnommen. Nach Freilegen des Hippocampus und Trennung von den anderen Hirn-
teilen wurde dieser in 0,3 mm dunne Schichten geschnitten und hieraus Gewebsstanzen
mit einem Durchmesser von 2 mm angefertigt. Die Gewebsstanzen wurden anschlie-
Rend 30 bzw. 60 Minuten bei 37°C in physiologischer Kochsalzldsung (PSL; entspricht
modifizierter Krebs-Henseleit-Losung, siehe Tab. 1) unter Zusatz von 0,1 uM [®H]-Cholin
(spezifische Aktivitat: 80,6 Ci / mmol) oder 0,025 yuM [°H]-Noradrenalin (spezifische
Aktivitat: 53,0 Ci / mmol) und standiger Zufuhr von Carbogen (95 % O, und 5 % CO,)
inkubiert.

Tab. 1: Zusammensetzung der verwendeten physiologischen Kochsalzlésung

NaCl 118 NaHCO; 25 KCI 4.8
CaCl, 1,3"/3,257 | KH,HPO, 1,2 MgSO, 1,2
Glucose 10 Ascorbinsdure | 0,06 Na,EDTA® | 0,03

Alle Angaben in mM; 1) Inkubationsmedium aller Versuche sowie Superfusionslosung
bei Inkubation mit [°H]-Noradrenalin, 2) Superfusionslésung bei Inkubation mit [*H]-
Cholin, 3) Ethylendiamintetraessigsaure-Dinatriumsalz

Nach der Inkubation wurden die Gewebsstanzen in den Superfusionskammern auf
Polypropylennetzen zwischen zwei Platinelektroden platziert und die Superfusion
gestartet. Die Superfusion erfolgte bei 37°C und einem Durchlauf von 1 ml / min sowie

ebenfalls standiger Begasung mit Carbogen.

Ab der 35. bzw. 55. Minute wurden 5-Minuten-Fraktionen des Superfusates gesammelt
und mit 1,2 Volumenanteilen Lumagel Safe®, einem Szintillationsmittel mit hoher
Wasseraufnahmekapazitat, gemischt. Unmittelbar nach Versuchsende erfolgte auch die

Auflésung der Gewebsstanzen in 0,5 ml Soluene® und die Beimischung eines selbst
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hergestellten Szintillationscocktails, 6 mg PPO (2,5-Diphenyloxazol) und 100 uyg POPOP
(1,4-Bis-[5-phenyl-2-oxazolyl]-benzol) in 1 ml Toluol, mit geringer Wasseraufnahme-
kapazitat. AnschlieBend wurde durch einen Flussigkeitsszintillationszahler der
Tritumgehalt der aufgefangenen Superfusatfraktionen und der aufgelosten

Gewebsstanzen bestimmt.

Die Zusammensetzung der Superfusionsiosungen variierte je nach Fragestellung.
Wahrend Desipramin (1 yM) und Rauwolscin (1 uyM) bei den Versuchen mit [*H]-Nor-
adrenalin inkubiertem Gewebe (Meerschwein) als Hilfspharmaka enthalten waren, ent-
hielt die Superfusionslésung bei Versuchen mit [®H]-Cholin inkubiertem Gewebe (Maus
und Ratte) Hemicholinium-3 (10 pM) und teils TEA 3,2 mM (Tetraethylammonium-
chlorid). Alle Hilfspharmaka waren wahrend der gesamten Superfusionsdauer in der
Lésung enthalten. Bei den Versuchen zur epigenetischen Fragestellung wurde das
Gewebe erst 240 Minuten bei 37°C entweder gegenuber Valproat (1 mM) oder Na-
Butyrat (1 mM) exponiert und anschliel3end fur weitere 60 Minuten unter Zusatz von
0,025 pM [*H]-Noradrenalin inkubiert. Die zur Untersuchung anstehenden Agonisten,
inversen Agonisten und Antagonisten wurden dem Medium so zugesetzt, wie es unter

.Ergebnisse” beschrieben ist.

Die Tritiumabgabe wurde durch Rechteckimpulse wahrend zwei 2-minGtiger
Reizperioden (S¢ und S») stimuliert. Die genauen Stimulationsparameter, der Zeitpunkt
der Stimulation, die Gesamtversuchsdauer und die Zugabe der zu untersuchenden
Pharmaka unterscheiden sich in den Versuchsreihen und werden in der Darstellung der
Ergebnisse erlautert.

2.2 Berechnung und Statistik

2.2.1 Berechnung der basalen und stimulierten Tritiumfreisetzung
Die Tritiumfreisetzung (Efflux) wurde als Anteil des Tritiums, welches zu Beginn der
entsprechenden Sammelperiode im Gewebe vorhanden war, berechnet.

Die spontan, d.h. ohne elektrische Stimulation, freigesetzte Menge an Tritium (basaler
Efflux) wurde jeweils in der 5-Minuten Sammelperiode der 15. - 20. Minute (t4) nach dem

ersten Reiz (S1) und in der 5-Minuten Sammelperiode (tz) direkt vor dem zweiten Reiz
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(S2) bestimmt. Der Quotient t, / t1 ist somit ein Mal} fur den Einfluss der beim Pharma-
konwechsel eingeleiteten zu untersuchenden Substanz auf die basale Tritium-
freisetzung. Um den Einfluss eines von Anfang an im Medium enthaltenen Pharmakons
auf die basale Tritiumfreisetzung zu ermitteln, wurde der t1-Wert in An- und Abwesenheit

des entsprechenden Pharmakons verglichen.

Die stimulierte Tritiumfreisetzung wurde als Differenz zwischen der basalen und totalen
Tritiumfreisetzung wahrend der 2-mindtigen Reizperiode und den folgenden 13 Minuten
berechnet. Hierbei wurde ein linearer Abfall der basalen Tritiumfreisetzung zwischen der
5-Minuten-Sammelperiode direkt vor der Reizperiode und der Sammelperiode von der
15. bis zur 20. Minute nach der Reizung angenommen. Die stimulierte Tritiumfreisetzung

wurde in Prozent des Gesamtgehaltes an Tritium im Gewebe angegeben.

Zur Quantifizierung des Effektes des zu untersuchenden Pharmakons auf die stimulierte
Tritiumfreisetzung wurde der Quotient S, / S1 mit den entsprechenden Quotienten der
Kontrolle verglichen. Um den Einfluss eines von Anfang im Medium enthaltenen
Pharmakons auf die stimulierte Tritiumfreisetzung zu bestimmen, wurde der Si-Wert in

An- und Abwesenheit des entsprechenden Pharmakons verglichen.

2.2.2 Berechnung pharmakologischer Wirkstarken

Die Wirkstarke eines Agonisten wird mit dem pECso-Wert charakterisiert. Dieser ist
definiert als negativ dekadischer Logarithmus der Konzentration, die eine halbmaximale
Wirkung hervorruft.

Die Wirkstarke eines Antagonisten wird durch den pA,-Wert charakterisiert. Der pAz-
Wert entspricht dem negativ dekadischen Logarithmus der Konzentration eines
Antagonisten, die eine Verdoppelung der Konzentration des Agonisten nétig macht, um
den gleichen Effekt wie bei Abwesenheit des Antagonisten zu erreichen. Somit wird die
Konzentrations-Wirkungs-Kurve eines Agonisten in Anwesenheit eines Antagonisten um

den Faktor zwei nach rechts verschoben.

Zur Bestimmung des antagonistischen Effekts wurde nur eine Antagonisten-
konzentration herangezogen. Der Berechnung dieses ,scheinbaren® pA,-Wertes dient
die Formel nach Furchgott (1972):
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pA, = log <E — 1> — log[B]
: [E]

Gleichung 1: [E]: Konzentration des Agonisten in Anwesenheit des Antagonisten
[E]: Konzentration des Agonisten in Abwesenheit des Antagonisten
[B]: Konzentration des Antagonisten

2.2.3 Statistik
Die Ergebnisse sind angegeben als arithmetischer Mittelwert + Standardabweichung
des Mittelwertes (SEM) aus n Experimenten, wobei sich n auf die Anzahl der Versuche

bezieht. Das arithmetische Mittel (k) ist wie folgt definiert:

n . . .
x = 2=t Gleichung 2: Xi: Einzelmesswerte, n: Anzahl der Messwerte

n

Die Standardabweichung (s) wird nach folgender Gleichung berechnet:

s = W Gleichung 3: Xi (8.0.), n (s.0.), x: Mittelwert

Die Standardfehler des Mittelwertes (SEM) errechnen sich aus dem Quotienten der

Standardabweichung und der Wurzel aus der Anzahl der Versuche.

N

SEMzﬁ

Gleichung 4: s: Standardabweichung,
n: Anzahl der Messwerte

Der t-Test bei unverbundenen Stichproben wurde zum Vergleich der Mittelwerte
herangezogen. Bei dem Vergleich von zwei oder mehr Versuchsserien mit derselben

Kontrollserie wurde die Bonferroni-Korrektur des t-Tests durchgefuhrt.

Ein signifikanter Unterschied wurde angenommen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p
< 0,05 war. Dabei wurden in den grafischen Darstellungen folgende Visualisierungen
gewahlt: 0,05 >p =20,01: *,0,01> p 2 0,001: **, p < 0,001: ***.
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2.3 Verwendete Substanzen

Lésungen von Pharmaka wurden je nach Ld&slichkeit und Versuchsbedingung in
destilliertem Wasser (Aqua demineralisata), Dimethylsulfoxid (DMSQO) oder Ethanol
gelost. Bei Verwendung von in organischen Losungsmitteln gelosten Pharmaka
enthielten alle Superfusionskammern die gleiche Ldsungsmittelkonzentration. Die
organischen Losungsmittel selbst (Endkonzentration von Ethanol oder DMSO bis 0,3 %)
beeinflussten die Tritiumabgabe nicht.

Calciumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt (D)

[*H]-Cholinchlorid, Perkin Elmer, Waltham, MA (USA)

DAMGO ([D—Alaz, N-Me-Phe*, Gly5-ol]—EnkephaIin), Bachem Holding, Heidelberg (D)
Desipramin, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

D(+)-Glucose, AppliChem GmbH, Darmstadt (D)

DMSO (Dimethylsulfoxid), Merck KGaA, Darmstadt (D)

DPDPE ([D-Pen?°]-Enkephalin), Bachem Holding, Heidelberg (D)

Ethanol absolut, KMF Laborchemie, Lohmar (D)

Hemicholinium-3, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

Kaliumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt (D)

Kaliumhydrogenphosphat, Merck KGaA, Darmstadt (D)

L(+)-Ascorbinsaure, Merck KGaA, Darmstadt (D)

L(-)-Noradrenalin, Hoechst AG, Frankfurt (D)

Lumagel Safe®, Lumac, Groningen (NL)

Magnesiumsulfat, Merck KGaA, Darmstadt (D)

N-Acetyl-[Leu28, Leu31] Neuropeptid Y (24-26), PolyPeptid Group, Strasbourg (F)
Naltrindol, Tocris, Ellisville, MO (USA)

Natrium-Butyrat, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

Natriumchlorid, KMF Laborchemie, Lohmar (D)

Natrium-EDTA, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)
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Natriumhydrogencarbonat, KMF Laborchemie, Lohmar (D)

Natrium-Valproat, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

[*H]-Noradrenalin, Perkin Elmer, Waltham, MA (USA)

0-2050, Tocris, Ellisville, MO (USA)

Oxotremorin, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

POPORP ( 1,4-Bis-[5-phenyl-2-oxazolyl]-benzol), Acros Organics, Fair Lawn, NJ (USA)
PPO (2,5-Diphenyloxazol), Acros Organics, Fair Lawn, NJ (USA)

R-PIA (N°-[L-2-Phenylisopropyl]-adenosine), Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim (D)
Rauwolscin, Carl Roth, Karlsruhe (D)

Rimonabant (SR141716), Sanofi Recherche, Montpellier (F)

Sulproston, Bayer-Schering Pharma, Berlin (D)

Soluene® 6003038, Packard, Meriden, CT (USA)

TEA (Tetraethylammoniumchlorid), Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

Toluol, Merck KGaA, Darmstadt (D)

U-69,593, ICN Biomedicals, Aurora, OH (USA)

WIN 55,212-2, Sigma Aldrich Chemie, Steinheim (D)

Die Pharmaka L(-)-Noradrenalin, Rimonabant und Sulproston wurden uns von den Her-

stellern in dankenswerter Weise unentgeltlich Uberlassen.
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2.4 Verwendete Gerate und Materialien

Analysenwaage Sartorius 2004, MP6, Sartorius, Géttingen (D)
FlUssigkeitsszintillationszahler Beckman LS 6000 TA, Beckman Coulter, Fullerton, CA (USA)
Flussigkeitsszintillationszahler TriCarb 2910 TR, Perkin Elmer, Waltham, MA (USA)
Laborwaage L610D, Sartorius, Gottingen (D)

Magnetruhrer RH 464995, IKA, Staufen i. Br. (D)

Mikroliterpipette Eppendorf Nr. 4780, Eppendorf, Hamburg (D)

Mini Poly-Q-Vials Nr. 592928, Beckman, Minchen (D)

Pipettenspitzen Eppendorf Nr. 0030063.619 und 627, Eppendorf, Hamburg (D)
Stimulator 215/1l, Hugo Sachs, March-Hugstetten (D)

Superfusionsanlage, Eigenbau der Werkstatt des Pharmakologischen Instituts der Universitat Bonn (D)
Thermostat Typ MD, Julabo, Seelbach (D)

Wasserbad Typ 1083, GFL, Burgwedel (D)
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3. Ergebnisse

3.1 Allgemeines

Ganz im Vordergrund steht die Quantifizierung des Effektes der beim
Pharmakonwechsel ins Medium eingeleiteten Substanz auf die stimulierte
Tritiumfreisetzung (S2/ S1). Auch die Quantifizierung des Einflusses der beim Pharma-
konwechsel eingeleiteten Substanz auf die basale Tritiumfreisetzung (t2 / t4) wird hier
besprochen. Zusatzlich wird dargestellt, ob die basale Tritiumfreisetzung (t1) und die
Freisetzung zum Zeitpunkt der ersten Stimulation (S;) durch bereits bei Beginn der

Superfusion im Medium enthaltene Pharmaka beeinflusst wurde.

3.2 Vergleich des inversen Agonisten Rimonabant und des neutralen
Antagonisten 0-2050

Im Rahmen dieser Fragestellung wurden die Versuche an Hippocampuspraparaten des
Meerschweins durchgefuhrt. Diese wurden 60 Minuten unter Zusatz von [*H]-
Noradrenalin vorinkubiert (siehe Methodenteil). Die elektrische Stimulation erfolgte in
der ersten Versuchsreihe mit O-2050 und WIN 55,212-2 (Abschnitt 3.2.1) mittels
Rechteckimpulsen (0,3 Hz, 50 mA, 2 ms) zur 60. Minute (S4) und zur 100. Minute (S>),
jeweils fur zwei Minuten. In der Versuchsreihe mit O-2050 und Rimonabant (Abschnitt
3.2.2) wurde zur 60. Minute (S4) und zur 140. Minute (S2) mit folgenden Parametern
gereizt: 0,3 Hz, 200 mA, 2 ms. Desipramin 1 uM und Rauwolscin 1 yM waren wahrend

der gesamten Versuchsdauer als Hilfspharmaka im Superfusionsmedium enthalten.

3.2.1 Ermittlung der antagonistischen Wirkstarke von 0O-2050

Die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung wurde in Anwesenheit des CB1-Rezeptor-
Agonisten WIN 55,212-2 konzentrationsabhangig gehemmt. Die Konzentrations-
wirkungskurve zeigte eine Hemmwirkung von etwa 53 % bei einer Konzentration von 10
uM far WIN 55,212-2 (Abb. 2). Zur Bestimmung der Wirkstarke von WIN 55,212-2 wurde
der negativ dekadische Logarithmus der Konzentration ermittelt, der zu einer Hemmung
um 30 % fahrt, also etwa den halbmaximalen Effekt hervorruft. Der so ermittelte pECso-
Wert betrug 6,13.
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Abb. 2: Effekt von WIN 55,212-2 auf die Tritiumfreisetzung und Interaktion mit O-
2050 Konzentrationsabhangier Effekt von WIN 55,212-2 auf die elektrisch stimulierte
(0,3 Hz) Tritiumfreisetzung im [*H]-Noradrenalin-vorinkubierten und superfundierten
Meerschwein-Hippocampus und Interaktion mit O-2050 0,32 pM sowie 0,1 pM. O-2050
war von Beginn an im Superfusionsmedium enthalten, WIN 55,212-2 wurde in den
jeweiligen Konzentrationen ab der 80. Minute hinzugefugt. Ergebnisse hier dargestellt
als Prozent (%) der Kontrolle. Mittelwerte £+ SEM aus 4 - 14 Experimenten, *p < 0,05,
***p < 0,001 im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (nicht im Bild gezeigt)

Tab. 2: Einfluss von O-2050 auf die basale Tritiumfreisetzung (t; sowie t,/ t1), sowie
vergleichend die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung ohne zusatzliches Pharmakon
(S2/ S4) in [*H]-Noradrenalin-vorinkubiertem und superfundiertem Meerschwein-Hippo-
campus. O-2050 0,1 uM oder 0,32 uM waren wahrend der gesamten Superfusionsdauer
im Medium enthalten. Mittelwerte £ SEM aus 4 - 14 Experimenten

Basaler Tritiumefflux Elektrisch stimuliert

Reizparameter ili itium-
t4 ('antelllge. Tr.|t|5,1|m tolty S,/S;
freisetzung; min™)

ohne Zusatz | 0,0014 + 0,0001 0,94 +0,05]0,95+0,03

0-2050
S¢: 60. min 0,1 uM

S,: 100. min 0-2050
0,32 uM

0,3 Hz /50 mA

0,0015 £+ 0,0001 0,94 +0,04 11,03 + 0,07

0,0014 £+ 0,0001 0,93+0,04 10,99 +0,03
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Der neutrale CBj-Rezeptor-Antagonist O-2050 0,1 pM (wahrend der gesamten
Superfusionsdauer im Medium enthalten) verschiebt die Konzentrationswirkungskurve
von WIN 55,212-2 nach rechts. Eine Steigerung der Konzentration von O-2050 auf 0,32
MM schwacht die Hemmwirkung von WIN 55,212-2 noch starker ab und sorgt ebenfalls
fur eine deutliche Rechtsverschiebung der Konzentrationswirkungskurve (Abb. 2). Fur
die Rechtsverschiebung durch 0O-2050 0,1 pyM und 0,32 uM errechnet sich ein
scheinbarer pA,-Wert von 7,01 bzw. 7,52 (Mittelwert 7,27).

Betrachtet man den isolierten Effekt von O-2050 auf die elektrisch stimulierte
Tritiumfreisetzung zum Zeitpunkt des ersten Reizes (S1), lasst sich feststellen, dass sich
in Anwesenheit von 0O-2050 0,1 uM oder 0,32 uM kein signifikanter Effekt ergibt (Abb.
3). Auch die basale Tritiumfreisetzung wurde durch O-2050 nicht beeinflusst (Tab. 2).

w
1

-
1

(% des Gewebetritiums)
N

Elektrisch stimulierte
[*H]-Noradrenalinfreisetzung, S

0
0-2050 0
(M)

Abb. 3: Effekt von 0-2050 auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung (erster
Reiz) Isolierter Effekt von O-2050 0,32 uM und 0,1 uM auf die elektrisch stimulierte (0,3
Hz) Tritiumfreisetzung im [°*H]-Noradrenalin-vorinkubierten und superfundierten
Meerschwein-Hippocampus zum Zeitpunkt des ersten Reizes (S1). Ergebnisse hier dar-
gestellt als Prozent (%) des Gesamtgewebetritiums. Mittelwerte + SEM aus 4 - 14 Ex-

perimenten
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3.2.2 Vergleich von Rimonabant und 0-2050 bei alleiniger Gabe

In dieser Versuchsreihe wurde der Effekt von O-2050 (bei alleiniger Gabe) auf die
elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung untersucht. Parallel wurden zusatzlich Versuche
mit Rimonabant durchgefuhrt. O-2050 wurde in einer zehnmal hoheren Konzentration
als Rimonabant eingesetzt, da zu einem friheren Zeitpunkt in unserem Labor
durchgefuhrte Experimente ergeben hatten, dass Rimonabant eine etwa zehnmal
hohere Wirkstarke (scheinbarer pA; 8,2) als O-2050 (scheinbarer pA; 7,3) besitzt.

0-2050 1 uM fuhrte zu einer nicht signifikanten Steigerung der elektrisch stimulierten
Tritiumfreisetzung um 13 %. O-2050 10 uM bewirkte eine deutliche und signifikante
Steigerung der elektrisch stimulierten Tritiumfreisetzung um 23 %. Fur Rimonabant 0,1
MM bzw. 1 uM zeigten sich in dieser Versuchsreihe Steigerungen der Tritiumfreisetzung
um 41 % bzw. 54 % (Abb. 4). Die absoluten Werte hierzu sind in Tab. 3 dargestellt.

Sowohl O-2050 1 yM bzw. 10 yM als auch Rimonabant (SR 141716) 0,1 uM bzw. 1 uyM
beeinflussten die basale Tritiumfreisetzung nicht (Tab. 3).

Tab. 3: Einfluss von 0-2050 und Rimonabant (SR 141716) auf die basale Tritium-
freisetzung (t; und tx/t1) sowie auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung (S2/ S4)
im [*H]-Noradrenalin-vorinkubierten und superfundierten Meerschwein-Hippocampus;
hier in Bezug auf die entsprechenden Kontrollen. O-2050 und Rimonabant waren in den
jeweiligen Konzentrationen ab der 80. Minute im Superfusionsmedium enthalten.
Mittelwerte £+ SEM aus 8 - 11 Experimenten, *p < 0,05 bzw. **p < 0,01 im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle

Basaler Tritiumefflux Elektrisch stimuliert
Reizparameter t1 (anteilige Tritium-
freisetzung; min™") L/t SalS1
03 Hz/ Kontrolle 0,0018 £ 0,0001 0,85+0,03 | 0,89 +£0,05
200 mA 0-20501 uyM | 0,0018 = 0,0001 0,86 £ 0,03 | 1,01 £ 0,05

Sq: 60. min 0-2050 10 uM | 0,0017 + 0,0001 0,85+ 0,03 | 1,09 + 0,06**

S,: 140. min SR141716
0,1 uM
SR141716
1 uM

0,0017 +0,0002 0,85+0,03 | 1,25+ 0,08*

0,0018 = 0,0002 0,85+0,02 | 1,37 £ 0,09**
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Abb. 4: Einfluss von 0-2050 auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung Ein-
fluss von O-2050 1 pM und 10 pM auf die elektrisch stimulierte (0,3 Hz) Tritium-
freisetzung im [3*H]-Noradrenalin-vorinkubierten und superfundierten Meerschwein-
Hippocampus, hier im Vergleich zum Einfluss von Rimonabant 0,1 yM und 1 pM. O-
2050 und Rimonabant waren in den entsprechenden Konzentrationen ab der 80. Minute
im Superfusionsmedium enthalten. Ergebnisse dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle.
Mittelwerte £ SEM aus 8 - 11 Experimenten, *p < 0,05 bzw. **p < 0,01 im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle

3.3 Epigenetische Beeinflussung: Wirkung auf prasynaptische CB4-Rezeptoren

Die Wirkung der epigenetisch wirksamen Pharmaka Valproat und Na-Butyrat wurde
ebenfalls an Hippocampuspraparaten des Meerschweins untersucht. Hierfur wurden die
Praparate fur 240 Minuten in einem Medium entweder mit Valproat (VPA) 1 mM, Na-
Butyrat (NaB) 1 mM oder zur Kontrolle ohne Zusatz inkubiert. Zum Zeitpunkt der Ein-
leitung der Pharmaka VPA und NaB anderte sich der pH-Wert des Inkubationsmediums
nicht. Hiernach folgte eine 60-minutige Inkubation aller Praparate in einem neuen
Medium unter Zusatz von [*H]-Noradrenalin (siehe Methodenteil). Die elektrische

Stimulation erfolgte mittels Rechteckimpulsen (0,3 Hz, 200 mA, 2 ms) zur 60. Minute
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(S1) und zur 100. Minute (S2), jeweils fur zwei Minuten. Desipramin 1 pM und

Rauwolscin 1 yM waren wahrend der gesamten Versuchsdauer als Hilfspharmaka im

Superfusionsmedium enthalten.

Hier wurde zunachst untersucht, ob Valproat oder Na-Butyrat eine Wirkung auf die
elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung besitzt. Abb. 5 zeigt, dass dies nicht der Fall ist:
Die elektrisch stimulierte Freisetzung bei S unterscheidet sich in Gegenwart und

Abwesenheit der beiden Pharmaka nicht.

(% des Gewebetritiums)

Elektrisch stimulierte
[*H]-Noradrenalinfreisetzung, S,

-—
1

0
Valproat (mM) 0 1 0
Na-Butyrat (mM) 0 0 1

Abb. 5: Isolierter Effekt von Valproat 1 mM und Na-Butyrat 1 mM auf die elektrisch
stimulierte (0,3 Hz) Tritiumfreisetzung im superfundierten Meerschwein-Hippocampus
zum Zeitpunkt des ersten Reizes (S4). Valproat 1 mM oder Na-Butyrat 1 mM waren fur
240 Minuten vor Versuchsbeginn im Inkubationsmedium enthalten. Ergebnisse hier dar-
gestellt als Prozent (%) des Gesamtgewebetritiums. Mittelwerte + SEM aus 6 - 8 Experi-

menten

Ferner wurde untersucht, ob der Hemmeffekt des Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten WIN

55,212-2 auf die elektrisch stimulierte Freisetzung (S, / S1) durch die beiden Pharmaka
modifiziert wird (Abb. 6).
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Far WIN 55,212-2 zeigte sich eine signifikante Hemmwirkung (p < 0,05) von etwa 15 %
unter Kontrollbedingungen, eine ebenfalls signifikante Hemmung (p < 0,05) von etwa 19
% bei Vorinkubation mit Na-Butyrat und ein Hemmeffekt von etwa 18 % bei Vorinku-
bation mit Valproat. Allerdings wurde im Fall von Valproat das Signifikanzniveau nicht

erreicht.

Um den Hemmeffekt von WIN 55,212-2 in Gegenwart von Valproat oder Na-Butyrat mit
demjenigen in der Kontrolle zu vergleichen, wurden jeweils die Prozentwerte fur die
stimulierte Freisetzung in Ab- und Anwesenheit von WIN 55,212-2 gebildet. Abb. 6 zeigt,
dass sich dieser Prozentsatz durch die Behandlung mit Valproat oder Na-Butyrat nicht

signifikant veranderte.

Die basale Tritiumfreisetzung (t1) wurde weder durch Na-Butyrat noch durch Valproat
beeinflusst (Tab. 4). Auch die Wirkung von WIN 55,212-2 auf die basale Tritium-
freisetzung (t2 / t1) unterschied sich nicht bei den ohne sowie bei den mit den beiden
Pharmaka durchgefuhrten Versuchsgruppen (Tab. 4).

Tab. 4: Einfluss von Valproat und Na-Butyrat auf die basale Tritiumfreisetzung (t
sowie ty/ty), sowie vergleichend die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung ohne
zusatzliches Pharmakon (S,/S1) im superfundierten Meerschwein-Hippocampus. Val-
proat 1 mM oder Na-Butyrat 1 mM waren fur 240 Minuten vor Versuchsbeginn im Inku-
bationsmedium enthalten. Mittelwerte + SEM aus 6-8 Experimenten

Basaler Tritiumefflux

Reizparameter t; (anteilige Tritium- | to/ty ohne to/ty mit 1 uM
freisetzung; min'1) WIN 55,212-2 WIN 55,212-2

ohne Zusatz 0,0029 = 0,0001 0,87 + 0,04 0,70+ 0,10
Valproat 1 mM | 0,0027 + 0,0001 0,86 + 0,04 0,71+ 0,09

0,3 Hz /200 mA

S+: 60. min
S, 100 min | Na-Sutyrat 0,0028 +0,0001 | 0,87+0,02 |0,70 +0,09

Rei { Elektrisch stimuliert

eizparameter
P S,/S4 ohne WIN 55,212-2

0.3 Hz / 200 mA ohne Zusatz 0,96 + 0,04
S. 60. min Valproat 1 mM 0,95 +0,09

1. .
S,: 100. min Na-Butyrat 1 1,01 0,10

mM
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Abb. 6: Einfluss von Valproat und Na-Butyrat auf die Wirkung von WIN 55,212-2
Effekt der epigenetisch wirksamen Pharmaka Valproat und Na-Butyrat auf die
Modulation der elektrisch stimulierten (0,3 Hz) Tritiumfreisetzung durch WIN 55,212-2 1
MM im superfundierten Meerschwein-Hippocampus. Gewebe jeweils fur 240 Minuten vor
Versuchsbeginn mit Valproat, Na-Butyrat oder ohne Zusatz (Kontrolle) inkubiert. Nach
der Vorinkubation wurden die Schnitte 60 Minuten lang mit [*H]-Noradrenalin inkubiert
und dann superfundiert. WIN 55,212-2 wurde ab der 80. Versuchsminute hinzugefugt.
Ergebnisse dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle. Die Ergebnisse wurden in
zweifacher Weise statistisch ausgewertet: Zum einen wurde die Wirkung von WIN
55,212-2 mit dem entsprechenden Wert ohne WIN 55,212-2 verglichen. Zum anderen
wurde das Ausmald der Wirkung von WIN 55,212-2 in den beiden Pharmakon-
behandelten Gruppen im Vergleich zur unbehandelten Gruppe verglichen (zweites und
drittes Saulenpaar verglichen mit dem ersten Saulenpaar). Die Absolutwerte der S,/S¢-
Werte in den drei WIN 55,212-2-freien Experimenten (jeweils linke Saule) sind in Tab. 4
aufgelistet. Mittelwerte + SEM aus 6 - 8 Experimenten, *p < 0,05 im Vergleich zum Wert
ohne WIN 55,212-2, n.s.: nicht signifikant
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3.4 Wechselwirkung zwischen prasynaptischem CBi-Rezeptor und Muscarin-
rezeptor (M,)

Die Untersuchungen zur Wechselwirkung zwischen dem prasynaptischen CB4- und
Muscarinrezeptor (M) wurden sowohl an Hippocampuspraparaten der Ratte und / oder
der Maus durchgefuhrt. In zwei Versuchsserien wurde untersucht, wie die durch Aktivie-
rung von M,-Rezeptoren erzielte Hemmung der Acetylcholin-Freisetzung durch gleich-
zeitige Blockade (Absatz 3.4.1) oder Aktivierung (Absatz 3.4.2) des CB4-Rezeptors
beeinflusst wird. In beiden Versuchsreihen wurden die Praparate unter Zusatz von [*H]-
Cholinchlorid vorinkubiert (siehe Methodenteil) und zur 40. Minute und 90. Minute
jeweils fur zwei Minuten elektrisch stimuliert (Rechteckimpulse: 3 Hz, 200 mA, 2 ms).
Hemicholinium 10 pM war als Hilfspharmakon bei allen Versuchen im Super-
fusionsmedium enthalten, wohingegen die Versuche mit WIN 55,212-2 und Oxotremorin
(Absatz 3.4.2) noch Tetraethylammoniumchlorid (TEA) 3,2 mM als Zusatzpharmakon

enthielten.

3.4.1 Interaktion von Oxotremorin und Rimonabant

In Anwesenheit von Oxotremorin lasst sich bei Hippocampus-Schnitten der Ratte ein
konzentrationsabhangiger Hemmeffekt der elektrisch stimulierten Tritiumfreisetzung
beobachten. Die Konzentrationswirkungskurve zeigt fur Oxotremorin 0,1 yM und 1 yM
eine signifikante Hemmwirkung von 23 % bzw. 65 %. Die Zugabe von Rimonabant 1 yM
beeinflusste die Hemmwirkung dieser Konzentrationen nicht. Fir Oxotremorin 10 yM
lasst sich unter Zugabe von Rimonabant 1 pM jedoch eine signifikante (p=0,002)
Steigerung der Hemmwirkung von 73 % (ohne Rimonabant) auf 81 % (mit Rimonabant)
beobachten (Abb. 7 und Abb. 8B). Betrachtet man den isolierten Effekt von Rimonabant
auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung zum Zeitpunkt des ersten Reizes (S1), so
lasst sich eine deutliche Steigerung beobachten. In Anwesenheit von Rimonabant steigt
die Tritiumfreisetzung signifikant von 1,96 + 0,165 auf 2,63 £ 0,173 (alle S, Mittelwerte £
SEM, % des Gewebetritiums) an (vgl. Abb. 8A).

Da, wie oben gezeigt, Rimonabant zu einer signifikanten Verstarkung der Hemmwirkung
von Oxotremorin 10 yM fuhrt, kdnnte man nun davon ausgehen, dass diese durch die
per se gesteigerte Tritiumfreisetzung durch Rimonabant entsteht; sprich, ,wo mehr

freigesetzt wird, kann auch mehr gehemmt werden®. Betrachtet man in diesem
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Zusammenhang aber nur jene S¢-Werte fir Rimonabant, die unterhalb des Mittelwertes,
also < 2,6 %, liegen, erhalt man eine Tritiumfreisetzung von 1,90 + 0,12 (S1 < 2,6 %,
Mittelwert £+ SEM, % des Gewebetritiums), welche nahezu exakt auf dem Niveau der
Tritiumfreisetzung ohne Rimonabant liegt (Abb. 8A). Die Hemmung der Tritiumfrei-
setzung durch Oxotremorin 10 yM war in diesem Falle 83 %: Ein Unterschied zur
Hemmung der nicht selektierten S1-Werte (81 % fur alle S1) zeigt sich nicht (Abb. 8B).

Die basale Tritiumfreisetzung wird durch Rimonabant nicht beeinflusst (absolute Werte
siehe Tab. 5). Ebenso wurde die basale Tritiumfreisetzung (t»/ti-Werte in den Kontrollen,

siehe Tab. 5) durch Oxotremorin nicht beeinflusst (nicht gezeigt).

Tab. 5: Einfluss von Rimonabant auf die basale Tritiumfreisetzung (t; sowie t/ t1)
im superfundierten Hippocampus der Ratte. Rimonabant 1 yuM war wahrend der
gesamten Versuchsdauer im Superfusionsmedium enthalten. Mittelwerte + SEM aus 34
Experimenten. Hier ebenfalls aufgefuhrt: Reizparameter der entsprechenden Versuche,
sowie die absoluten Werte der Kontrollen (ausgedrtckt als S, / S4) nach elektrischer
Stimulation

Basale Tritiumfreisetzung Elektrisch stimuliert

Reizparameter t1 (anteilige Tritium-
freisetzung; min™")

3 Hz /200 mA | ohne Zusatz 0,0021 + 0,0001 0,56 +0,04 |0,87+0,04

Si: 40. mi
S 00 min | Rimonabant 1uM | 0,0020 +0,0001 | 0,55+0,04 |0,89 0,04

to/ty Kontrolle (S2/S+)
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Abb. 7: Effekt von Oxotremorin auf die Tritiumfreisetzung und Interaktion mit
Rimonabant Konzentrationsabhangiger Effekt von Oxotremorin auf die elektrisch
stimulierte (3 Hz) Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Ratte und
Interaktion mit Rimonabant 1 uM. Rimonabant 1 yM war von Beginn an im Super-
fusionsmedium enthalten, Oxotremorin wurde in den jeweiligen Konzentrationen ab der
60. Minute hinzugefugt. Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle (S, /
S1, nicht im Bild gezeigt; Absolutwerte: siehe Tab. 5). Auch hier erfolgte — ahnlich wie in
Abb. 6 — eine zweifache statistische Auswertung: Zum einen wurde der Wert fur Oxo-
tremorin mit dem entsprechenden (im Bild nicht gezeigten) Oxotremorin-freien Wert
verglichen (Sternchen). Zum anderen wurde das Ausmal} der Hemmung in An- und
Abwesenheit von Rimonabant verglichen. Falls vorhanden, ist der Unterschied im Bild
numerisch angegeben. Mittelwerte + SEM aus 18 - 30 Experimenten, ***p < 0,001
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Abb. 8: [A] Isolierter Effekt von Rimonabant 1 pM auf die elektrisch stimulierte (3
Hz) Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Ratte zum Zeitpunkt des
ersten Reizes (S1). Rimonabant war wahrend der gesamten Versuchsdauer im
Superfusionsmedium enthalten. Weiler Balken: Kontrolle ohne Rimonabant, schwarzer
Balken: alle Si-Werte mit Rimonabant. In rot dargestellt: Si-Werte < 2,6 %, eine
Auswahl der Halfte aller S1-Werte mit geringerer Tritiumfreisetzung durch Rimonabant.
Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) des Gesamtgewebetritiums. Mittelwerte +
SEM aus 34 Experimenten, ***p < 0,001 im Vergleich zu Versuchen ohne Rimonabant
[B] Hemmung der Tritiumfreisetzung durch Oxotremorin Rimonabant war wahrend
der gesamten Versuchsdauer im Superfusionsmedium enthalten, Oxotremorin 10 yM
entsprechend ab der 60. Minute. Weier Balken: Hemmung von Oxotremorin ohne
Rimonabant; schwarzer Balken: Hemmung durch Oxotremorin in Anwesenheit von
Rimonabant (alle Si-Werte). Roter Balken: Hemmung durch Oxotremorin in
Anwesenheit von Rimonabant entsprechend der in [A] getroffenen Selektion nach S4-
Werten < 2,6 %. Ergebnisse hier dargestellt in Prozent (%) der Hemmung durch
Oxotremorin (% der Kontrollen). Mittelwerte £+ SEM aus 34 Experimenten, ***p < 0,001
im Vergleich zu Versuchen ohne Rimonabant

kkk
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3.4.2 Interaktion von Oxotremorin und WIN 55,212-2

Betrachtet man zunéachst den isolierten Effekt von WIN 55,212-2 auf die elektrisch
stimulierte Transmitterfreisetzung in Hippocampus-Schnitten der Maus zum Zeitpunkt
des ersten Reizes (S4), so lasst sich eine deutliche Hemmung der Tritiumfreisetzung
durch WIN 55,212-2 beobachten (Abb. 9). In Anwesenheit von WIN 55,212-2 sinkt die
elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung von 6 % auf 2 % des Gewebetritiums. WIN

55,212-2 beeinflusst die basale Tritiumfreisetzung hingegen nicht (Tab. 6).

3 Kontrolle
E& WIN 55,212-2 (1 pM)

[=2)
1

Elektrisch stimulierte
[*H]-Acetylcholinfreisetzung, S
(% des Gewebetritiums)
=N

N
1

0

Abb. 9: Isolierter Effekt von WIN 55,212-2 1 uM auf die elektrisch stimulierte (3 Hz)
Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Maus zum Zeitpunkt des
ersten Reizes (S1). Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) des Gesamt-
gewebetritiums. Mittelwerte £+ SEM aus 6 - 8 Experimenten, *p < 0,05 im Vergleich zur
entsprechenden Kontrolle

Eine solch starke Beeinflussung der Transmitterfreisetzung (S1) durch WIN 55,212-2
wurde grundsatzlich eine Quantifizierung weiterer Ergebnisse unmaoglich machen. Daher
wurden alle weiteren Untersuchungen in Anwesenheit des K'-Kanal-Blockers

Tetraethylammoniumchlorid (TEA) durchgefihrt.
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Tab. 6: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die basale Tritiumfreisetzung (t; sowie t,/ t1)
im superfundierten Hippocampus der Maus. WIN 55,212-2 1 yM war wahrend der ge-
samten Versuchsdauer im Superfusionsmedium enthalten. Mittelwerte + SEM aus 6 - 8
Experimenten. Der Vollstandigkeit halber ebenfalls aufgefiihrt: Reizparameter der ent-
sprechenden Versuche sowie die absoluten Werte der Kontrollen (ausgedruckt als S,/
S1) nach elektrischer Stimulation

Basaler Tritiumefflux Elektrisch stimuliert

Reizparameter :1 (.anteilige. Tritum- | S,/S;

reisetzung; min™')
gﬁi(f) ng%mA ohne Zusatz |0,0021 £0,0011 | 0,47 +0,03 1,06 + 0,05
S, 90.min | WIN 552122

1uM

0,0020 + 0,0014 0,46+0,03 |1,09+0,06

Da TEA entsprechend von Beginn der Superfusion im Medium enthalten war, wurde
auch die Interaktion von TEA und WINS5,212-2, sowie der isolierte Effekt von TEA auf
die basale und die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung zum Zeitpunkt des ersten
Reizes untersucht. Der Hemmeffekt von Oxotremorin ist in Anwesenheit von TEA (3,2
mM) um 53 % (p < 0,001) deutlich geringer ausgepragt, als ohne Zusatz vom TEA (Abb.
10). Betrachtet man den isolierten Effekt von TEA zum Zeitpunkt des ersten Reizes (S1),
so ist eine deutliche Steigerung der elektrisch stimulierten Tritiumfreisetzung von 4,65 %
auf 8,16 % zu beobachten (Abb. 11).

TEA beeinflusst die basale Tritiumfreisetzung nicht (Tab. 7).

Tab. 7: Einfluss von TEA auf die basale Tritiumfreisetzung (t; sowie t,/ t;) im Hippo-
campus der Maus. TEA 3,2 mM war wahrend der gesamten Versuchsdauer im Superfu-
sionsmedium enthalten. Mittelwerte + SEM aus 4 - 7 Experimenten. Der Vollstandigkeit
halber ebenfalls aufgefuhrt: Reizparameter der entsprechenden Versuche sowie die
absoluten Werte der Kontrollen (ausgedruckt als S,/ S1) nach elektrischer Stimulation

Basaler Tritiumefflux Elektrisch stimuliert

Reizparameter il ..
t4 (lantelllge. Tr!tlﬂm tlt, S,/S;
freisetzung; min™’)

3Hz/200 mA | ohne Zusatz | 0,0012 + 0,0004 0,75+ 0,03 ]10,95+0,03

S41:40. mi
S;: 90. 2:2 TEA 3,2 mM | 0,0015 + 0,0001 0,69+0,02 |0,99+0,03
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Abb. 10: Effekt von Oxotremorin auf die Tritiumfreisetzung und Interaktion mit
TEA Effekt von Oxotremorin auf die elektrisch stimulierte (3 Hz) Tritiumfreisetzung im
superfundierten Hippocampus der Maus und Interaktion mit TEA 3,2 mM. TEA 3,2 mM
war von Beginn an im Superfusionsmedium enthalten, Oxotremorin 1 yM wurde ab der
60. Minute hinzugeflgt. Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle
(Absolutwerte: Tab. 7). Auch hier erfolgte eine zweifache statistische Testung: Wert fur
Oxotremorin im Vergleich zum Wert ohne das Pharmakon (Sternchen); Hemmeffekt von
Oxotremorin in An- und Abwesenheit von TEA (Ergebnis der statistischen Testung
numerisch dargestellt). Mittelwerte £ SEM aus 9 - 11 Experimenten, ***p < 0,001

Die Versuche zur Wechselwirkung zwischen Oxotremorin und WIN 55,212-2 wurden,
wie oben ausgefihrt, in Gegenwart von TEA durchgeflhrt (Abb. 12). In Anwesenheit von
WIN 55,212-2 zeigte sich eine Verringerung des hemmenden Effektes von Oxotremorin
auf die Transmitterfreisetzung um 8 %, welche annahernd Signifikanzniveau (p = 0,058)
erreicht (Abb. 12).
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Abb. 11: Isolierter Effekt von TEA 3,2 mM auf die elektrisch stimulierte (3 Hz)
Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Maus zum Zeitpunkt des
ersten Reizes (S4). Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) des Gesamt-
gewebetritiums. Mittelwerte £ SEM aus 9 - 11 Experimenten, *p < 0,05
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Abb. 12: Effekt von Oxotremorin auf die Tritiumfreisetzung und Interaktion mit
WIN 55,212-2 Effekt von Oxotremorin auf die elektrisch stimulierte (3 Hz) Tritium-
freisetzung im superfundierten Hippocampus der Maus und Interaktion mit WIN 55,212-
2 1 uM. TEA 3,2 mM war in allen und WIN 55,212-2 1 uM in einem Teil der Versuche
von Beginn an im Superfusionsmedium enthalten. Oxotremorin 1 yM wurde ab der 60.
Minute hinzugeflgt. Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle. Es er-
folgte eine zweifache statistische Analyse: 1. Oxotremorin versus Oxotremorin-frei
(Sternchen); 2. Hemmeffekt von Oxotremorin in An- und Abwesenheit von WIN 55,212-2
(statistische Auswertung numerisch dargestellt). Mittelwerte £+ SEM aus 4 - 7 Experi-
menten, ***p < 0,001 im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle bzw. p = 0,058 im
direkten Vergleich des Effekts von Oxotremorin mit und ohne WIN 55,212-2 1 yM

3.5 Charakterisierung inhibitorischer prasynaptischer Heterorezeptoren

Die Untersuchungen zur Charakterisierung geeigneter inhibitorischer prasynaptischer
Heterorezeptoren wurden an Hippocampuspraparaten der Maus durchgefihrt. In den
Versuchsreihen wurden die Praparate unter Zusatz von [3*H]-Cholinchlorid vorinkubiert
(siehe Methodenteil) und zur 40. Minute und 90. Minute jeweils fur zwei Minuten
elektrisch stimuliert (Rechteckimpulse: 3 Hz, 200 mA, 2 ms). Hemicholinium 10 yM war

als Hilfspharmakon bei allen Versuchen im Superfusionsmedium enthalten.
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Auch in dieser Versuchsreihe zeigte sich die erwartete deutliche Hemmung der
Transmitterfreisetzung durch Oxotremorin (um 67 %) im Vergleich zur entsprechenden
Kontrolle. Zur ldentifikation weiterer inhibitorischer Rezeptoren an der Prasynapse
wurden Versuche mit sieben Agonisten an verschiedenen Rezeptoren durchgefuhrt.
Lediglich fir DPDPE 1 yM und R-PIA 10 uM zeigte sich ebenfalls eine signifikante

Hemmung der Transmitterfreisetzung, jeweils um 40 % (Abb. 13).

o
5 3 Kontrolle

-.E Bl Oxotremorin 10 uM
2

HE Noradrenalin 1 uM
5 1007 B3 U-69,593 1 pM
S5 EE3 DPDPE 1 uM
%? BE3 DAMGO 1 uM
<% - EB R-PIA 10 uM

TX Sulproston 0,1 uM
@ g 50- E3 NPY-Analogon 0,1 uM
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Abb. 13: Effekt verschiedener Agonisten auf die Tritiumfreisetzung im Vergleich
zum Effekt von Oxotremorin Einfluss verschiedener Agonisten auf die elektrisch
stimulierte (3 Hz) Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Maus, hier im
Vergleich zum inhibitorischen Effekt von Oxotremorin (schwarzer Balken). Die ver-
schiedenen Agonisten waren in den entsprechenden Konzentrationen ab der 60. Minute
im Superfusionsmedium enthalten. Ergebnisse dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle.
Mittelwerte £ SEM aus 5 - 9 Experimenten, ***p < 0,001 im Vergleich zur entsprechen-
den Kontrolle

Die in dieser Versuchsreihe gefundenen inhibitorischen Eigenschaften von DPDPE und

R-PIA waren Anlass, beide Substanzen genauer zu untersuchen (Abb. 14 bis Abb. 17).
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Die Abb. 14 und Abb. 15 zeigen den Zeitverlauf typischer Einzelexperimente: Bei den
Kontrollen (gestrichelt) kommt es bei beiden Reizen zu einem etwa gleich hohen Anstieg
der Tritiumfreisetzung. Der zweite Reiz (Sy) fallt hingegen viel niedriger aus, wenn
DPDPE 1 uM (Abb. 14) oder R-PIA 10 uM (Abb. 15) ab der 60. Minute ins Superfusions-

medium eingeleitet wird (durchgezogene Linie).
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Abb. 14: Anteilige Tritiumfreisetzung (iber die Zeit in superfundiertem
Hippocampus der Maus (+ DPDPE 1 pM) nach Vorinkubation mit [*H]-Cholin. Elek-
trische Reize (3 Hz, 200 mA, 2 ms) erfolgten fir 120 Sekunden nach 40 (S4) und 90 (Sy)
Versuchsminuten, Anderung des Superfusionsmediums (Zugabe von 1 yM DPDPE) zur
60. Minute. Darstellung am Beispiel der anteiligen Tritiumfreisetzung einer einzelnen
Gewebsstanze mit DPDPE (rote Kurve) und ohne Zusatz (Kontrolle, gestrichelte Kurve)
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Abb. 15: Anteilige Tritiumfreisetzung uber die Zeit in superfundiertem
Hippocampus der Maus (+ R-PIA 10 pM) nach Vorinkubation mit [*H]-Cholin. Elek-
trische Reize (3 Hz, 200 mA, 2 ms) erfolgten fur 120 Sekunden nach 40 (S4) und 90 (S,)
Versuchsminuten, Anderung des Superfusionsmediums (Zugabe von 10 uM R-PIA) zur
60. Minute. Darstellung am Beispiel der anteiligen Tritiumfreisetzung einer einzelnen
Gewebsstanze mit R-PIA (blaue Kurve) und ohne Zusatz (Kontrolle, gestrichelte Kurve)

3.5.1 DPDPE

Der 06-Opioid-Rezeptor-Agonist DPDPE hemmt die elektrisch stimulierte Tritium-
freisetzung konzentrationsabhangig (Abb. 16). Die Konzentrationswirkungskurve zeigt
eine Hemmwirkung von 55 % bei einer Konzentration von 1 yM fur DPDPE. Zur
Definition der Wirkstarke von DPDPE wurde der negative dekadische Logarithmus der
Konzentration mit halbmaximalem Effekt (30 %) herangezogen. Der so ermittelte pECsp-
Wert betrug 7,8. Der 8-Opioid-Rezeptor Antagonist Naltrindol 0,32 nM verschiebt die
Konzentrationswirkungskurve nach rechts. Die Rechtsverschiebung durch Naltrindol
0,32 nM ergibt einen scheinbaren pA,-Wert von 10,7 (Abb. 16).

Die basale Tritiumfreisetzung wurde durch DPDPE oder Naltrindol nicht beeinflusst
(Tab. 8).
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Abb. 16: Effekt von DPDPE auf die Tritiumfreisetzung und Interaktion mit
Naltrindol Konzentrationsabhangier Effekt von DPDPE auf die elektrisch stimulierte (3
Hz) Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Maus und Interaktion mit
Naltrindol 0,32 nM. Naltrindol 0,32 nM war von Beginn an im Superfusionsmedium
enthalten, DPDPE wurde in den jeweiligen Konzentrationen ab der 60. Minute
hinzugeflgt. Ergebnisse hier dargestellt als Prozent (%) der Kontrolle. Mittelwerte *
SEM aus 3-5 Experimenten, **p < 0,01 bzw. ***p < 0,001 im Vergleich zur entsprechen-
den Kontrolle (nicht im Bild gezeigt; der entsprechende S, / S¢{-Wert ist aus Tab. 8
ersichtlich)

Tab. 8: Einfluss von Naltrindol auf die basale Tritiumfreisetzung (t; sowie t;/ t1) im
Hippocampus der Maus. Naltrindol 0,32 nM war wahrend der gesamten Versuchsdauer
im Superfusionsmedium enthalten. Mittelwerte £+ SEM aus 3 - 5 Experimenten. Der Voll-
standigkeit halber ebenfalls aufgefuhrt: Reizparameter der entsprechenden Versuche
sowie die absoluten Werte der Kontrollen (ausgedrickt als S, / S¢) nach elektrischer
Stimulation

Basaler Tritiumefflux Elektrisch stimuliert
Reizparameter t1 (anteilige Tritium-
freisetzung; min™) tlty S2lS+
3 Hz /200 mA | ohne Zusatz 0,0033 £ 0,0010 0,50+ 0,03 | 0,87 +£0,08
S4: 40. mi
S:00. min | Naltindolos2nM | 0,0027 £0,0006 | 0,53+0,03 [ 0,85 +0,07
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3.5.2 R-PIA

Auch der Adenosin-Rezeptor-Agonist R-PIA  hemmt die elektrisch stimulierte
Tritiumfreisetzung konzentrationsabhangig (Abb. 17). Die Konzentrationswirkungskurve
zeigt eine maximale Hemmwirkung von 43 % bei einer Konzentration von 32 uM fur R-
PIA. Zur Definition der Wirkstarke von R-PIA wurde der negative dekadische Loga-
rithmus der Konzentration mit halbmaximalem Effekt (20 %) herangezogen. Der so er-
mittelte pECso-Wert betrug 6,1. Die basale Tritiumfreisetzung wurde durch R-PIA nicht

beeinflusst (nicht gezeigt).
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Abb. 17: Konzentrationsabhangier Effekt von R-PIA auf die elektrisch stimulierte
(3 Hz) Tritiumfreisetzung im superfundierten Hippocampus der Maus. R-PIA wurde in
den jeweiligen Konzentrationen ab der 60. Minute hinzugefligt. Ergebnisse hier dar-
gestellt als Prozent (%) der Kontrolle. Mittelwerte + SEM aus 3 - 8 Experimenten, **p <
0,01 bzw. ***p < 0,001 im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle (nicht im Bild gezeigt;
der entsprechende S,/ S4-Wert ist aus Tab. 8 ersichtlich)
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4. Diskussion

4.1 Versuchsbedingungen

Ein vesikular gespeicherter Neurotransmitter, wie z. B. Noradrenalin oder Acetylcholin,
wird bei Depolarisation der prasynaptischen Membran Ca2+-abhéngig exozytotisch, d. h.
durch energieabhangige Fusionierung der Vesikel mit der Zellmembran, in den synapti-
schen Spalt freigesetzt. Hier kann der Neurotransmitter Uber pra- oder postsynaptische
Rezeptoren wirken. Zur Quantifizierung der prasynaptischen Modulation der Trans-
mitterfreisetzung werden Superfusionsversuche als in-vitro-Methode gewahlt. Dabei
werden Gewebsschnitte mit einer relativ geringen Konzentration des mit Tritium
markierten Transmitters ([*H]-Noradrenalin) oder seiner Vorstufe ([*H]-Cholin) vorinku-
biert. Der Transmitter oder seine Vorstufe gelangt Gber hochaffine neuronale Transport-
mechanismen in die entsprechenden Neuronen und wird durch elektrische oder
chemische Stimulation (zusammen mit dem endogen vorhandenen Transmitter)
prasynaptisch freigesetzt (im Falle von [*H]-Cholin wird das in der Prasynapse gebildete
[*H]-Acetylcholin freigesetzt). Die Wirkung von im Extrazellularraum anwesenden
Pharmaka kann anhand der Messung der im Superfusat, nach Passieren des Gewebes,

vorhandenen Menge an markiertem Transmitter quantifiziert werden.

Bei allen zur Superfusion verwendeten Gewebetypen ist in Vorversuchen
nachzuweisen, dass die elektrische Reizung durch von auf’en angelegte Elektroden
dem quasi-physiologischen Zustand entspricht, also zur Reizweiterleitung durch
Anderung des Membranpotentials und anschlieRender Neurotransmitterfreisetzung
fuhrt.

Durch Zugabe von Tetrodotoxin (1 uM) oder durch Entzug von Kalziumionen im Medium
wird eine (nahezu vollstandige) Hemmung der elektrisch stimulierten Tritiumabgabe in
[*H]-Noradrenalin-vorinkubierten Hippocampuspraparaten des Meerschweins (Schlicker
et al., 1997) und in [*H]-Cholin-vorinkubierten Hippocampuspraparaten von Maus und
Ratte erzielt (Starke, 1977; Starke et al., 1989). Tetrodotoxin ist ein in der Leber und den
Gonaden des Kugelfisches gebildetes Gift, welches die spannungsabhangigen
Natriumkanale hemmt und somit eine Fortleitung des Aktionspotenzials entlang der

Membran des Neurons unmoglich macht.
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Ein ankommendes Aktionspotenzial 6ffnet Ublicherweise spannungsabhangige Ca’*-
Kanale. Das einstromende Ca®" verkniipft die elektrische Erregung der Membran mit der
Exocytose. Ca*" ist somit ein essentielles lon fiir die Fusion der Vesikel mit der
prasynaptischen Membran und anschlielender Freisetzung der Neurotransmitter.
Entzieht man dem Medium Ca®*-lonen, ist die Kopplung des Aktionspotenzials mit der

Exocytose aufgehoben.

Zur Erhdhung der absoluten Transmitterausschattung und z. T. zur Verbesserung des
Ausmaldes der Rezeptor-vermittelten Modulation wurden in den Versuchen an nor-

adrenergen Synapsen wahrend der gesamten Versuchsdauer Hilfspharmaka mitgefihrt:

(1) Desipramin blockiert den neuronalen Monoamintransporter flir Noradrenalin. Hiermit
soll nicht nur eine Interaktion der Testpharmaka mit dem Transporter unterbunden
werden, sondern auch eine Steigerung der Freisetzung durch Blockierung der

Wiederaufnahme bewirkt werden.

(2) Rauwolscin, als Antagonist am ay-Autorezeptor, blockiert eine Wechselwirkung der
Testpharmaka mit diesem Autorezeptor und verhindert so auch eine
Ruckkopplungshemmung durch den eigenen freigesetzten Transmitter. Ferner
verstarkt dieser Antagonist das Ausmal der Uber Gjp-Protein-gekoppelte Rezeptoren
erzielten Hemmung (Schlicker und Goéthert, 1998).

In den Versuchen an [H?®-Cholin-vorinkubierten Schnitten wurde Hemicholinium als
Hilfspharmakon mitgefuhrt. Diese Substanz verhindert die Interaktion der Testpharmaka

mit dem Transportmechanismus fir Cholin und steigert die Tritiumfreisetzung.

Die nun folgende Besprechung der Befunde dieser Arbeit bezieht sich immer auf die
elektrisch stimulierte Noradrenalin- oder Acetylcholin-Freisetzung, selbst wenn der
Passus ,elektrisch stimulierte“ haufig weggelassen wurde. Wie oben ausgefliihrt wurde,
entspricht die elektrisch stimulierte Noradrenalin- bzw. Acetylcholin-Freisetzung der
unter physiologischen Bedingungen erfolgenden Transmitterfreisetzung weitgehend. Im

Ergebnis-Teil wurde auch die Wirkung der Pharmaka auf die basale Tritiumfreisetzung
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dargestellt. Hierbei handelt es sich um den passiven Efflux von Metaboliten der Neuro-
transmitter aus den Neuronen, dem keine physiologische Bedeutung zukommt. Aller-
dings ist von manchen Pharmaka (vor allem bei Verwendung hoher Konzentrationen)
bekannt, dass sie zu einer Erhdohung des basalen Effluxes fuhren, was die Beurteilung
der elektrisch stimulierten Transmitterfreisetzung stort. Erfreulicherweise kam es in den

hier berichteten Experimenten zu keinen Veranderungen des basalen Effluxes.

4.2 0-2050: Neutraler Antagonist oder inverser Agonist?

4.2.1 Rimonabant

Die Entdeckung des ,Endocannabinoid-Systems” sowie der CB¢- und CB,-Rezeptoren
fuhrte neben der Entwicklung verschiedener Agonisten auch zur Synthese
antagonistisch wirksamer Substanzen. Als erster selektiver CB1-Rezeptor-Antagonist
wurde Rimonabant (SR 141716) beschrieben (Rinaldi-Carmona et al., 1994). Mit diesem
Antagonisten-Prototyp erhoffte man sich die vollstandige Evaluation der Pharmakologie
des CBji-Rezeptors. In vitro lie® sich beispielsweise eine Steigerung sowohl der
Noradrenalin- (Kathmann et al., 1999) als auch der Acetylcholinfreisetzung (Kathmann
et al., 2001) im Hippocampus hervorrufen. In vivo beeindruckte vor allem die durch

Rimonabant induzierte Reduzierung der Nahrungsaufnahme (Verty et al., 2004).

Die Frage, warum Rimonabant in zahlreichen Modellen die gegensatzliche Wirkung
eines Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten zeigt, ist nicht trivial. Die klassische Erklarung
(Erklarung | in Abb. 18A) ist die, dass sich unter den gewahlten in-vitro- oder in-vivo-
Bedingungen endogen gebildete Cannabinoide ansammeln (Abb. 18A, links) und dass
Rimonabant deren Wirkung antagonisiert (Abb. 18A, rechts) und deshalb zu einem
Effekt fuhrt, der demjenigen eines Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten entgegengesetzt

ist.
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Abb. 18A: Erklarung | fur den steigernden Effekt von Rimonabant (rote Symbole)
auf die Transmitterfreisetzung (A) Endocannabinoide (blaue Symbole) akkumulieren
in der Biophase des Rezeptors. Durch die Bindung der Endocannabinoide am Rezeptor
wird die Transmitterfreisetzung gehemmt. (B) Nach Zugabe von Rimonabant konkurriert
dieses mit den Endocannabinoiden um die Bindung am Rezeptor. Dieser Antagonismus
bedingt eine geringere Hemmung der Endocannabinoide und somit eine Steigerung der
Transmitterfreisetzung (Abb. modifiziert nach van Diepen et al., 2008)

Es gibt aber noch eine ganz andere Erklarung (Erklarung Il in Abb. 18B), die nur unter
sehr speziellen Versuchsbedingungen studiert werden kann, d. h. unter Bedingungen,
bei denen eine Aktivierung der Cannabinoid-Rezeptoren durch endogen gebildete
Cannabinoide ausgeschlossen werden kann, etwa in Versuchsmodellen mit Zellen oder
Membranen. Es gibt Rezeptoren — und der Cannabinoid-CB1-Rezeptor ist hierfur ein
besonders gutes Beispiel — , die konstitutiv aktiv sind, d. h. sie ,wirken“, ohne dass es
der Aktivierung durch einen endogenen oder exogenen Agonisten bedarf (Abb. 18B,
links). Diese spontane Wirkung kann durch einen inversen Agonisten ,abgeschaltet"
werden (Abb. 18B, rechts).

Die Frage, ob Rimonabant ein inverser Agonist oder aber ein neutraler Antagonist an
CB1-Rezeptoren ist, ist zu Gunsten eines inversen Agonisten zu beantworten: In der Tat
sind einige Effekte von Rimonabant in vollstandiger Abwesenheit von endogenen
Cannabinoiden zu beobachten (Pertwee, 2005; Pertwee, 2006). Eine Erklarung auf
Grundlage des Mechanismus in Abb. 18A erscheint in diesem Fall wenig plausibel. Zur
weiteren Aufklarung entwickelten Pan et al. (1998) eine hCBj-Rezeptor-Variante
(K192A, d. h. in der Aminosauresequenz des Rezeptors ist in Position 192 das Lysin (K)

durch ein Alanin (A) ersetzt), an welcher Rimonabant als mutmalRlicher Antagonist allein
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keine invers-agonistische Wirkung mehr erzielen konnte, die Wirkung von Agonisten am
CB1-Rezeptor jedoch weiterhin antagonisierte. Im Gegensatz hierzu erzeugte
Rimonabant am entsprechenden Wild-Typ-hCB1-Rezeptor weiterhin, auch ohne
Agonisten, invers-agonistische Effekte. Alles in allem wirkt Rimonabant nicht als
neutraler Antagonist, sondern als inverser Agonist am CB¢-Rezeptor (Landsman et al.,
1997; Pan et al., 1998).

A) B)
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Abb. 18B: Erklarung Il fiir den steigernden Effekt von Rimonabant (rote Symbole)
auf die Transmitterfreisetzung (A) Der Rezeptor ist konstitutiv aktiv und befindet sich
in einem aktiven Zustand (R*). (B) Zugabe von Rimonabant als inverser Agonist flhrt zu
einer Isomerisierung des Rezeptors. Hiermit geht die Hemmung der
Transmitterfreisetzung verloren und ein steigernder Effekt von Rimonabant auf die
Transmitterfreisetzung ist zu beobachten (Abb. modifiziert nach van Diepen et al., 2008)

Anliegen der vorliegenden Arbeit war es, zwischen den mdglichen Erklarungen fur den
Effekt von Rimonabant zu differenzieren. Hierfur ist die Untersuchung der Wirkung eines
neutralen Antagonisten am CB4-Rezeptor notwendig. Ein neutraler Antagonist blockiert
nach der Definition sowohl die Wirkung eines Agonisten als auch diejenige eines
inversen Agonisten. Man wurde also eine Eigenwirkung eines neutralen Antagonisten
nur dann erwarten, wenn Erklarung | vorliegt (Abb. 18A; Interaktion zwischen
endogenem Cannabinoid und dem exogen zugefuhrten neutralen Antagonisten). Wenn
Erklarung Il zutrifft, wirde ein neutraler Antagonist keine Wirkung haben (Abb. 18B;
keine Interaktionsmaglichkeit). Bis dato sind einige Substanzen beschrieben worden, die
sich wie neutrale Antagonisten verhalten. Als Beispiele finden sich VCHSR (Hurst et al.,
2002) und NESS 0327 (Ruiu et al., 2003), aber auch 0-2050 (Pertwee, 2005), welches

bislang in Bezug auf die Neurotransmitterfreisetzung nicht untersucht wurde.
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4.2.2 0-2050
0-2050 ist ein Strukturanalogon von A®-Tetrahydrocannabinol. Lediglich in Position C3
wurde die Pentyl-Seitenkette durch einen Acetylenrest mit einer terminalen Sulfonamid-

Gruppe ausgetauscht (Abb. 19).

Abb. 19: Strukturformel des Cannabinoid CB;-Rezeptor-Antagonisten 0-2050
Strukturanalogon von AS-Tetrahydrocannabinol. Die Pentyl-Seitenkette von A3 -Tetra-
hydrocannabinol wurde bei O-2050 durch einen Acetylenrest mit einer terminalen
Sufonamidgruppe ausgetauscht

Der Effekt von O-2050 auf die Modulation der Neurotransmitterfreisetzung wurde in
diesem Fall an hippocampalem Hirngewebe des Meerschweins untersucht. Den
entsprechenden Versuchen mussten zwei Experimentalserien vorgelagert werden.
Erstens war zu untersuchen, wie stark die antagonistische Wirkung von O-2050 im
Vergleich zu Rimonabant ist, damit beim Vergleich mit Letzterem die geeigneten
Konzentrationen verwendet werden kdnnen. Zweitens war zu untersuchen, ob O-2050
im Meerschwein-Hippocampus tatsachlich ein neutraler Antagonist ist. Da bei den hier
verwendeten Superfusionsexperimenten an Gewebsschnitten eine Ansammlung von
endogenen Cannabinoiden moglich ist, wurde hierfir eine andere Methode an

Membranen des Meerschwein-Hippocampus gewahlt.

Zunachst konnte in Hirnschnitten des Meerschweins gezeigt werden, dass die Nor-
adrenalinfreisetzung durch den CB4-Agonisten WIN 55,212-2 (Pertwee, 2005 b) konzen-
trationsabhangig gehemmt wurde. Die hieraus ermittelte Wirkstarke pECso fur WIN

55,212-2 betrug 6,1. Die Konzentrationswirkungskurve wurde durch O-2050 nach rechts
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verschoben. Der scheinbare pA,-Wert fir O-2050 liegt bei 7,3. Hiermit konnte gezeigt
werden, dass 0-2050 antagonistisch am CBj-Rezeptor wirkt (Abb. 2). Durch die
Verwendung der Hilfspharmaka Desipramin und Rauwolscin konnte gleichzeitig eine
Modulation der Noradrenalinfreisetzung durch O-2050 Uber den Noradrenalintransporter
oder den a-Rezeptor ausgeschlossen werden. Unter exakt identischen Versuchs-
bedingungen war von unserer Arbeitsgruppe der scheinbare pA,-Wert fir Rimonabant
mit 8,2 ermittelt worden (Schlicker et al., 1997).

Die Frage, ob O-2050 ein neutraler Antagonist ist, wurde mithilfe von [*°S]GTPyS-
Bindungsstudien geklart. Parameter ist hier nicht die Transmitterfreisetzung, sondern die
G-Protein-Aktivierung. Wie erwartet, steigerte der Antagonist WIN 55,212-2 die
[358]GTPVS-Bindung, wahrend der inverse Antagonist Rimonabant eine Hemmung
bewirkte. 0-2050 beeinflusste die [*°S]GTPYyS-Bindung bei alleiniger Gabe liberhaupt
nicht, was dafir spricht, dass hier ein neutraler Antagonist vorliegt (Schulte und

Schlicker, unpubliziert).

Nach Klarung der antagonistischen Wirkstarke von 0O-2050 und seines neutralen
Antagonismus konnte nun der Vergleich mit Rimonabant bezuglich der
Transmitterfreisetzung in Meerschweinchen-Hippocampusschnitten angestellt werden.
0-2050, das aufgrund seiner ca. 10-fach schwacheren Wirkungsstarke in 10-mal
hoherer Konzentration als Rimonabant eingesetzt wurde, zeigte eine deutliche Steiger-
ung der elektrisch stimulierten Noradrenalinfreisetzung. Im direkten Vergleich zu Rimo-
nabant zeigte sich eine schwachere Wirkung (Abb. 4). Dieser Unterschied ist eventuell
auf den zusatzlichen Effekt des inversen Agonismus von Rimonabant zurtckzufihren.
Es bleibt aber festzuhalten, dass Erklarung | (Abb. 18A) qualitativ ausreichend ist, um

den steigernden Effekt von Rimonabant auf die Noradrenalinfreisetzung zu erklaren.

Neuere Veroéffentlichungen kommen zu dem Schluss, dass eine Klassifizierung von O-
2050 als neutraler Antagonist ungenau sei (Wiley et al., 2011). In [*®°H]GTPyS-Bindungs-
studien und Versuchen am Vas deferens der Maus zeigten sich eindeutig
antagonistische Eigenschaften, wohingegen im Rahmen von Versuchen zur Forskolin-
induzierten Stimulation der zyklischen AMP-Produktion partiell agonistische Eigen-

schaften auftraten (Wiley et al., 2011). Die in vitro Ergebnisse deuten mehrheitlich auf
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einen neutralen Antagonismus von O-2050 hin. Die in vivo Ergebnisse widersprechen
hingegen grofRtenteils der Annahme, dass O-2050 ein neutraler Antagonist ist. So ruft O-
2050 in vivo eine signifikante und dosisabhangige Hemmung der Nahrungsaufnahme

hervor (Wiley et al., 2011). Hier zeigt sich eine eindrickliche Parallele zu Rimonabant.

Rimonabant fihrte ebenfalls zu einer Reduzierung der Nahrungszufuhr (Verty et al.,
2004). Geht man davon aus, dass die unerwiinschten Nebenwirkungen von Rimonabant
als Medikament zur Behandlung der Adipositas auf die Wirkung als inverser Agonist
zurtckzufihren sind, macht es auch unter diesem Aspekt Sinn, nach neutralen
Antagonisten zu suchen (Giraldo, 2010). Allerdings stellte sich bereits in der
Vergangenheit eine Zuordnung von Substanzen in die Klasse der neutralen Anta-
gonisten haufig als falsch heraus, da sie, wahrend des Versuchs einer funktionellen
Bestimmung der Wirkweise, plotzlich Eigenschaften eines inversen Agonisten zeigten.
In diesem Zusammenhang postuliert Giraldo (2010), dass es keine neutralen Anta-
gonisten gibt, da bei entsprechenden Konzentrationen kein Antagonist neutral bleibt. Es
sollte bei der Klassifikation von Antagonisten besser eine qualitative denn eine
zwanghafte quantitative Einteilung eben dieser stattfinden, also bei der Untersuchung
neuer Substanzen ein relativer Bezug zur Wirkstarke von Rimonabant hergestellt
werden (Giraldo, 2010).

Insgesamt deuten die Untersuchungen darauf hin, dass O-2050 in vitro ein neutraler
Antagonist ist. Die Ergebnisse von Wiley et al. (2011) lassen anklingen, dass weitere

Untersuchungen nétig sind, um den Effekt von O-2050 noch genauer zu identifizieren.

4.3 Epigenetische Beeinflussung: Wirkung auf prasynaptische CB,-Rezeptoren?
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sowohl eine Aktivierung des
prasynaptischen CB{-Rezeptors als auch eine pharmakologische Blockade desselben
eine veranderte Transmitterfreisetzung nach sich zieht. Darlber hinaus wirkt sich eine
pharmakologische Beeinflussung des CBq-Rezeptors auch auf andere prasynaptische
Rezeptoren aus (z.B. den Muscarinrezeptor M;). Auch das Fehlen des CB¢-Rezeptors

moduliert den Effekt anderer Rezeptoren (Schulte et al., 2012).
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Ferner ist die Beeinflussung des CBi-Rezeptors durch epigenetische Prozesse und
damit eine Manipulation an den Chromosomen bzw. des Phanotyps denkbar. Eine
Manipulation epigenetischer Prozesse lielle die DNA-Sequenzen unverandert. Neben
der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren hat die dreidimensionale Struktur des
Chromatins einen wesentlichen Einfluss auf die Aktivitat von Genen. Veranderungen
des Chromatins kénnen daher als Signaturen verstanden werden, die definierte
Bereiche des Genoms markieren und Gene an- oder abschalten (Strahl und Allis, 2000).
Die Struktur des Chromatins wird im Wesentlichen durch den Acetylierungsgrad der
Histonproteine bestimmt. Dieser wird durch gegensinnig wirkende Enzymsysteme
reguliert (Abb. 1). Ob eine solche Manipulation des Acetylierungsgrades der Histon-
proteine auch einen Einfluss auf Rezeptoraktivitaten hat, wurde bislang kaum unter-
sucht. Ein solcher Einfluss ist durchaus plausibel, da beschrieben wurde, dass in Glied-
malfden von Maus-Embryonen mit einem Alter von 10,5 Tagen der p300-Enhancer (eine
Histonacetyltransferase) mit der verminderten Expression des CNR1 (CB-Rezeptor)-
Gens korreliert (Visel et al., 2009).

Neuere Arbeiten an Nagern deuten darauf hin, dass die Chromatin-Plastizitat wesentlich
zur Gedachtniskonsolidierung beitragt. Die Histon-Acetylierung wurde dabei durch die
Verabreichung von HDAC-Inhibitoren (HDAC-I) erreicht. Die Gabe von HDAC-I fihrte im
Vergleich zur Placebo-behandelten Gruppe auch in Wildtyp-Mausen und Ratten zu einer
deutlich verbesserten Gedachtniskonsolidierung (Fischer, 2010). Teilweise haben
HDAC-Is bereits das Stadium des Einsatzes am Menschen erreicht. So entwickeln sie
sich in jingster Zeit zu einer neuen Klasse in der Therapie bestimmter Karzinome. Auf
der Suche nach selektiveren Medikamenten und somit einer effizienteren Therapie
erscheinen die HDAC-Is als eine vielversprechende Therapieoption (Walkinshaw und
Yang, 2008). So wird spekuliert, dass normale Zellen die kritischen Effekte der HDAC-
Inhibitoren zum Teil rickgangig machen kénnen und damit im Gegensatz zu den
malignen Zellen eine relative Resistenz gegenuber HDAC-Is aufweisen (Zirlik et al.,
2010). Der erste von der FDA (Food and Drug Administration, USA) 2006 zugelassene
HDAC-Inhibitor war Vorinostat (Zolinza®). Vorinostat erhielt die Zulassung als
Drittlinientherapie bei Patienten mit kutanen T-Zell-Lymphomen. Erst kdrzlich wurde

Romidepsin (Istodax®) als weiteres Medikament zur Behandlung der kutanen T-Zell-
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Lymphome von der FDA zugelassen. Beide Substanzen erhielten im europaischen

Raum keine Zulassung (Zirlik et al., 2010).

Es gibt elf HDAC-Proteine, die aufgrund ihrer Homologien in mehrere Klassen eingeteilt
werden. Die Klasse | HDACs (HDAC 1, 2 und 8) sind hauptsachlich im Zellkern
lokalisiert, wohingegen die Klasse-lI-HDACs (HDAC 5, 6, 7, 9 und 10) durch zusatzliche
regulatorische Domanen deutlich groRer sind und sowohl im Zytoplasma als auch im
Zellkern zu finden sind. HDAC 11 ist bisher der einzige Vertreter der Klasse-IV-HDACs.
HDACs der Klassen |, Il und IV bendtigen Zink als Cofaktor. Daneben gibt es noch
sieben, als Sirtuine bezeichnete Klasse-llI-HDACs, die NAD" als Cofaktor brauchen
(Fischer, 2010).

Die HDAC-Inhibitoren lassen sich in vier strukturelle Gruppen einteilen (Tab. 9) und
reprasentieren ein breites Spektrum chemischer Substanzen (Walkinshaw und Yang,

2008). Die meisten derzeit zur Verfigung stehenden Substanzen inhibieren die HDACs
relativ unselektiv (Abb. 20).

HDACI Entinostut HDAC4
Romidepsin
HDAC2 HDACS
Natriumbutyrat
HDAC3 Valproat HDAC7
HDACS8 HDAC9
Trichostatin A
\ HDAC6 = Tubacin
HDACI10

Vorinostat (Zolinza)
Abb. 20: HDAC-Inhibitoren. Das Schema zeigt die Spezifitdt von HDAC-Inhibitoren.
Dieses Schema stammt aus dem Kontext der experimentellen Testung von HDAC-
Inhibitoren im Rahmen neuronaler Krankheiten (Schema modifiziert nach Fischer, 2010)
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Tab. 9: Einteilung der HDAC-Inhibitoren mit Substanzbeispielen fur die einzelnen
Klassen

Klasse Substanzen Struktur

0
H
SAHA N _OH
. .
1 | Hydroxamate (Vorinostat, Zollnza®) @/ YN/LLE
0

(@]
Benzamid- Wz 4 HkO/\O
2 | Derivate MS-275 (Entinostat) ©/N _
(0]

O
: OH
3 kurzkettige Valproat (VPA),
Fettsauren Natriumbutyrat (NaB)
4 | ZKlische Apicidin

Tetrapeptide
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Im Rahmen unserer Versuchsreihe testeten wir die beiden HDAC-Is Natriumbutyrat
(NaB) und Valproat (VPA). Beide Substanzen gehdren der Substanzklasse Il (kurz-
kettige Fettsduren) an und inhibieren relativ unselektiv HDAC1, HDAC2, HDACS,
HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC8 und HDAC9 (Abb. 20). Mittlerweile konnte in ver-
schiedenen Mausmodellen flir Morbus Alzheimer gezeigt werden, dass HDAC-Inhibi-
toren wie NaB und VPA neuroprotektiv wirken und auch neuroregenerative Eigen-
schafen aufweisen, gleiches gilt fur die Behandlung von Morbus Parkinson (Fischer,
2010).

Valproat ist ein gut untersuchtes Medikament, welches seit langer Zeit aus der
Behandlung verschiedenster Formen der Epilepsie bekannt ist. Der exakte anti-
epileptische Wirkmechanismus ist unbekannt, wobei folgende Moglichkeiten diskutiert

werden:

(1) Erhdhung der GABA-Konzentration durch Forderung der GABA-Synthese bzw.
Hemmung des GABA-Abbaus sowie vermehrte GABA-Freisetzung in den
synaptischen Spalt;

(2) verminderte Bildung und Freisetzung von Aspartat;

(3) Hemmung schnell feuernder Natriumkanale;

(4) Hemmung von T-Typ Kalziumkanalen im hohen Konzentrationsbereich (Rowan,
1997).

Darlber hinaus wurde VPA bereits 1999 in die klinische Testung zur anti-Tumor-
Therapie eingesetzt und wird bis heute in vielen verschiedenen Studien getestet
(Hoshino und Matsubara, 2010).

In unserer Versuchsreihe liel sich bestenfalls eine dezente Verstarkung des Hemm-
effekts von WIN 55,212-2 bei Vorinkubation mit VPA und NaB beobachten. Dieser Effekt
verfehlte jedoch das Signifikanzniveau. Es ist kritisch anzumerken, dass die Anzahl der
Versuche mit 6 - 8 Experimenten relativ gering ist. Um auch ein statistisch valides Er-
gebnis zu erhalten, sind sicherlich weitere Testreihen notig. Ein weiterer Punkt, der

kritisch diskutiert werden muss, ist die Frage der Expositionsdauer der Hippocampus-
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Schnitte gegenltiber NaB oder VPA. Die hier gewahlte mehrstiindige Exposition (und die
gewahlten Konzentrationen) flhrten bei Zellen zu epigenetischen Veranderungen. Die
Frage, ob dieses Prozedere auf Hirnschnitte Ubertragen werden kann, muss gestellt
werden. Insbesondere ist zu Uberlegen, ob eine mehrwochige Vorbehandlung der Tiere
mit dem jeweiligen Pharmakon einen signifikanteren Effekt erzielen wirde. Daruber
hinaus ist anzustreben, dass die chemische Veranderung der Histonproteine, d. h. die
Acetylierung bestimmter Lysin-Reste mithilfe geeigneter Detektions-Verfahren (z. B.

Western Blots) bewiesen wird.

Méoglicherweise ware ein besserer Effekt zu erwarten, wenn man andere HDAC-Is als
VPA und NaB testen wirde. So werden beispielsweise die HDAC6 und HDAC10 nicht
von VPA oder NaB inhibiert. Es zeigte sich aber in Untersuchungen zur Therapie der
Chorea Huntington, dass HDAC-Inhibitoren wie Entinostat oder 4-Phenylbutyrat, die
nicht die HDAC6 hemmen, eben keinen protektiven Effekt haben. Analog hierzu kénnte
man folgern, dass bei der epigenetischen Beeinflussung des Gewebes mit VPA und
NaB kein Effekt auf den CBi-Rezeptor beobachtet wird, weil nicht alle HDAC inhibiert
wurden. Eine genauere Aufklarung, welche Subtypen der HDACs einen Effekt auf den

CB1-Rezeptor haben, ist sinnvoll.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich allenfalls ein marginaler Effekt der
epigenetisch wirksamen Pharmaka VPA und NaB beobachten lasst. Zunachst sollte
untersucht werden, ob die Vorbehandlung der Tiere in vivo statt lediglich isolierter in
vitro Behandlung der Hirnschnitte einen Unterschied zeigt. Zweitens sollte eine Uber-
prufung der Effizienz der Behandlung mithilfe der Untersuchung der Acetylierung von
Lysin-Resten stattfinden und letztens sollte eine Untersuchung zur Inhibition der

verschiedenen Subgruppen der HDACs durchgeflihrt werden.
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4.4 Wechselwirkung zwischen prasynaptischem CBi-Rezeptor und Muscarin-
rezeptor (M,)

Der CBj-Rezeptor ist Ublicherweise an terminalen Axonen zu finden und dort
prasynaptisch lokalisiert. Agonisten am CB-Rezeptor (z.B. WIN 55,212-2) flihren zu
einer Hemmung der Transmitterfreisetzung und antagonistisch wirkende Substanzen
(z.B. Rimonabant) fihren entsprechend zu einer Steigerung. Effekte einer Beeinflussung
des CB1-Rezeptors wirken sich intrazellular Gber rezeptorgekoppelte Gjo-Proteine aus
(van Diepen et al., 2008). Ein Neuron ist mit mehreren prasynaptischen Rezeptoren
ausgestattet, und bislang sind viele verschiedene andere Rezeptoren beschrieben
worden, die, wie der CB4-Rezeptor, ihre Wirkung prasynaptisch Gjo-Protein gekoppelt
vermitteln (Kubista und Boehm, 2006). Die Funktion eines Neurons wird durch diese
verschiedenen Rezeptoren beeinflusst. Da Rezeptoren nicht unabhangig voneinander
arbeiten, hat die Aktivierung eines ersten Rezeptors mdglicherweise einen Einfluss auf
den durch einen zweiten Rezeptor vermittelten Effekt (Schlicker und Goéthert, 1998).
Eine solche Interaktion konnte schon vielfach flr prasynaptische Rezeptoren an

noradrenergen Neuronen gezeigt werden (siehe Tab. 10).

Tab. 10: Interaktion verschiedener Heterorezeptoren mit dem az-Autorezeptor Der
durch die genannten Heterorezeptoren erzielte Effekt wurde bei gleichzeitiger
Aktivierung oder Blockade des ap-Autorezeptor abgeschwacht bzw. verstarkt

Interaktion
Rezeptor endogener Ligand mit dem Literaturstelle
a,-Autorezeptor

A4 Adenosin ja Allgaier et al., 1991
Anandamid,

CBq 2-Arachidonoyl- ja Schlicker und Gaéthert, 1998
gylcerol

0 (OP4) Enkephalin ja Ramme et al., 1986

5-HAT 5-Hydroxytryptamin ja Molderings und Géthert,

(Serotonin) 1990
My Acetylcholin ja Loiacono et al., 1985
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Eine solche Interaktion scheint es auch an cholinergen Neuronen zu geben. Bei
Untersuchungen an der motorischen Endplatte des Frosches konnte eine
Wechselwirkung des prasynaptischen Ai-Rezeptors und des ebenfalls prasynaptisch
lokalisierten Mj-Autorezeptors nachgewiesen werden (Shakirzyanova et al.,, 2006).
Ahnliches zeigte sich auch an der motorischen Endplatte der Ratte (Oliveira et al.,
2002). Shakirzyanova et al. (2006) zeigen fur die Wechselwirkung von As- und M-
Rezeptor konvergierende intrazellulare Signalwege, denn die Aktivierung beider
Rezeptoren fiihrt, (iber einen gemeinsamen Effektor, zur Reduktion des Ca®*-Einstroms
an der Prasynapse. Studien am Hippocampus der Ratte deuten darauf hin, dass es
auch hier eine Wechselwirkung zwischen Muscarinrezeptoren und k-Opioid-Rezeptoren
gibt (Hiramatsu et al., 1998).

Wechselwirkungen mit anderen prasynaptischen Rezeptoren im Hippocampus, vor
allem der Maus, sind bislang nicht beschrieben. Untersuchungen zur Wechselwirkung
des in dieser Arbeit im Fokus stehenden CB4-Rezeptors mit prasynaptischen
Muscarinrezeptoren am cholinergen Neuron fehlen ebenfalls. Ziel dieser Arbeit war die
Untersuchung der Wechselwirkung zwischen prasynaptischem CBi-Rezeptor und dem
Muscarinrezeptor im Hippocampus der Ratte und Maus, genauer, ob eine Blockade
oder Aktivierung des CBq-Rezeptors den durch den muscarinischen Autorezeptor M

hervorgerufenen Effekt beeinflusst.

Von dem muscarinischen Autorezeptor ist bekannt, dass dieser den Gehalt an
Acetylcholin im synaptischen Spalt durch Inhibition der Ach-Freisetzung reguliert (Zhang
et al., 2002). Diese Autoinhibition wird im Hippocampus vornehmlich durch den Ma-
Rezeptor vermittelt (Zhang et al., 2002). Der M,-Rezeptor fuhrt G-Protein-gekoppelt zu
einer Reduktion der Offnungswahrscheinlichkeit von spannungsabhangigen Ca?*-
Kanalen, also des Ca*-Einstroms als Antwort auf ein Aktionspotenzial (Caulfield, 1993).
Ein geringerer Ca*-Einstrom bedingt eine Verminderung der Transmitterfreisetzung
(Abb. 21).
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Abb. 21: Schematische Darstellung der prasynaptischen Membran einer
Nervenendigung Das eintreffende  Aktionspotenzial ~ fuhrt  zur  Offnung
spannungsabhangiger Ca®*-Kanale. Nachfolgend fiihrt der Ca*-Einstrom zur Fusion der
Vesikel mit der synaptischen Membran und zur Freisetzung des Neurotransmitters, in
diesem Fall Acetylcholin (ACh). Die Transmitterfreisetzung wird durch verschiedene
prasynaptische Rezeptoren, Gjp-Protein gekoppelt, inhibitorisch moduliert; hier gezeigt
sind der Cannabinoid-CB- und der Muscarin-M2-Rezeptor. Die verschiedenen Typen
von Rezeptoren der Prasynapse beeinflussen sich gegenseitig. In dieser Arbeit soll der
Effekt a) einer Blockade oder b) einer Aktivierung des CB1-Rezeptors auf die durch den
M,-Rezeptor hervorgerufene Inhibition der Transmitterfreisetzung untersucht werden

4.41 Blockade des CB1-Rezeptors durch Rimonabant

Oxotremorin selbst zeigt, wie zu erwarten, eine konzentrationsabhangige Inhibition der
ACh-Freisetzung in Hippocampus-Schnitten der Ratte. Unter Zugabe von Rimonabant,
also gleichzeitiger Blockade des CB1-Rezeptors, zeigt sich flir Oxotremorin 10 uM eine
signifikante (p = 0,002) Verstarkung des hemmenden Effekts. Rimonabant hat selbst
einen deutlich steigernden Effekt auf die elektrisch stimulierte Transmitterfreisetzung
zum Zeitpunkt des ersten Reizes (S1). Deshalb kdnnte man nun denken, dass diese
Transmitterfreisetzung selbst eine Uber May-Autorezeptoren vermittelte Inhibition
hervorruft und somit die Verstarkung des hemmenden Effekts von Oxotremorin
Uberlagert. Somit ware eine klare Differenzierung einer moglichen Wechselwirkung von

CB1- und My-Autorezeptor nicht moéglich.
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Um diesem Problem entsprechend zu begegnen, wurden aus allen Versuchen mit
Rimonabant-Freisetzung von (2,63 % + 0,17 %) jene herausgesucht, bei denen das
Niveau der Acetylcholin-Freisetzung sehr niedrig ist. Fur diese Versuche allein ergibt
sich eine mittlere Transmitterfreisetzung von 1,90 % % 0,12 %, welche nahezu auf dem
Niveau aller Rimonabant-freien Kontrollen liegt (1,96 % % 0,17 %). Den steigernden
Effekt durch Rimonabant somit ausgeschlossen, konnte gezeigt werden, dass auch fir
diese Versuche der hemmende Effekt von Oxotremorin durch Rimonabant signifikant (p
< 0,001) verstarkt wurde (Abb. 8[B], roter Balken).

4.4.2 Aktivierung des CB1-Rezeptors durch WIN 55,212-2

Zunachst ist bei diesen Versuchen an Hippocampus-Schnitten der Maus festzustellen,
dass WIN 55,212-2 selbst einen deutlich ausgepragten inhibitorischen Effekt auf die
ACh-Freisetzung hat. Da unter dieser Voraussetzung eine weitere Quantifizierung der
Effekte auf die Transmitterfreisetzung unmaoglich ware, wurden alle weiteren Versuche in
Anwesenheit von Tetraethylammoniumchlorid (TEA) weitergefihrt. Bei Versuchen an
noradrenergen Neuronen steigerte TEA signifikant die Noradrenalinfreisetzung
(Nakamura et al., 2004). TEA blockiert spannungsabhéngige K*-Kanéle (Baranowska-
Kuczko et al., 2012), was zu einer Steigerung der intrazellularen Ca?*-Konzentration
fuhrt und somit eine gesteigerte Transmitterfreisetzung bedingt (Schulte et al., 2010).
TEA fuhrt zum Zeitpunkt des ersten Reizes zu einer deutlichen Steigerung der elektrisch
stimulierten ACh-Freisetzung, bedingt jedoch eine deutliche Abschwachung des
Hemmeffekts von Oxotremorin um 53 %. Das letztgenannte Phanomen erklart sich so,
dass eine umgekehrte Proportionalitit zwischen der Ca?*-Konzentration in der
Nervenendigung und dem Ausmaly der Modulierbarkeit der Transmitterfreisetzung
besteht (Starke, 1977).

In den Versuchen zur Wechselwirkung von CB4- und My-Rezeptor zeigt sich bei
Aktivierung des CBi-Rezeptors durch WIN 55,212-2 eine Verringerung der
Hemmwirkung durch Oxotremorin 1 uM nahezu auf Signifikanzniveau (p = 0,058). So
wird deutlich, dass eine Wechselwirkung zwischen prasynaptischem CB4- und My-
Rezeptor besteht. Durch pharmakologische Beeinflussung des CBji-Rezeptors, zum

einen durch Blockade und zum anderen durch Aktivierung, lasst sich der Effekt durch
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Aktivierung des My-Autorezeptors gegenlaufig beeinflussen. Um eine bessere
Vergleichbarkeit der gegenlaufigen Effekte von Rimonabant und WIN 55,212-2 zu
erzielen, waren jeweils Versuche mit Hippocampus von Mausen (Rimonabant) bzw.
Ratten (WIN 55,212-2) durchzufuhren.

4.4.3 Versuche mit Knock-out (CB;1™)-Mausen

Zum Problem der Wechselwirkung zwischen CB4- und My-Rezeptor wurde in einer
Studie unserer Arbeitsgruppe noch eine andere Vorgehensweise gewahlt. Es zeigte
sich, dass auch ein Fehlen des CB;-Rezeptors in Knock-out (CB;”")-Mausen den Effekt
des My-Rezeptors moduliert. So ist der hemmende Effekt von Oxotremorin im
Hippocampus der Knock-out (CBi”)-Mause stirker ausgepragt als bei Wild-Typ
(CB;**)-Mausen (Schulte et al., 2012 und Abb. 22). Weitere Untersuchungen konnten
zeigen, dass dies weder auf einem gesteigerten Gehalt an M,-Rezeptoren beruht, noch
durch eine Vermehrung der Endocannabinoide hervorgerufen wird, sondern am ehesten
auf eine gesteigerte Verflgbarkeit der Gjo-Proteine zurickzuflhren ist (Schulte et al.,
2012). Tatsachlich konnte in der Studie von Schulte et al. (2012) eine leichte Ver-
mehrung von Gj-Protein in isolierten Nervenendigungen der Knock-out-Mause nach-
gewiesen werden. Mechanistisch kdnnte dies so zu deuten sein, dass den M;-Rezep-
toren mehr Gjo-Proteine zur Verfigung steht und dementsprechend der Effekt (d. h. die

Hemmung der Acetylcholinfreisetzung) verstarkt ist (Abb. 21).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass es Wechselwirkungen
zwischen prasynaptischem CB4-Rezeptor und Muscarinrezeptor (M;) gibt. Der genaue
Mechanismus bleibt nachwievor unklar, jedoch erscheint es plausibel, dass beide
Rezeptoren ihren Effekt Uber eine gemeinsame Endstrecke vermitteln. Ein Zusam-
menhang der Effekte beider Rezeptoren scheint in der gesteigerten oder verminderten

Verfligbarkeit der Gjo-Proteine zu bestehen.
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Abb. 22: Effekt von Oxotremorin 10 yM auf die elektrisch stimulierte Tritium-
freisetzung im superfundierten Hippocampus von CB"* (Wild-Typ)-Mausen und CB+™"
(Knock-out)-Mausen. **p < 0,01 im Vergleich zur Wild-Typ-Maus. Mittelwerte £+ SEM aus
7 - 20 Experimenten, (Abb. modifiziert nach Schulte et al., 2012)

4.5 Inhibitorische Heterorezeptoren am cholinergen Neuron

Eben wurde die Wechselwirkung zwischen dem prasynaptischen CBi- und dem
muscarinergen Autorezeptor (M) am cholinergen Neuron diskutiert. Hier stellt sich die
Frage, ob es eine entsprechende Wechselwirkung auch dann gibt, wenn statt des M-
ein anderer prasynaptischer inhibitorischer Rezeptor betrachtet wird. Insgesamt finden
sich in der Literatur kaum Hinweise zum Vorkommen von prasynaptisch lokalisierten
inhibitorisch wirkenden Heterorezeptoren am cholinergen Neuron. Insbesondere ihr Vor-
kommen im Hippocampus der Maus ist bislang nicht beschrieben. Ziel ist es daher, ge-

eignete Rezeptoren am cholinergen Neuron im Hippocampus der Maus zu identifizieren.

Wissenschaftliche Arbeiten zu prasynaptischen Heterorezeptoren am noradrenergen
Neuron bieten einen guten Anhalt fur die Untersuchung mdéglicher inhibitorischer

Heterorezeptoren am cholinergen Neuron. Tab. 11 zeigt bereits am noradrenergen bzw.
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serotoninergen Neuron der Maus nachgewiesene inhibitorische Heterorezeptoren mit

den entsprechenden Agonisten.

Ein weiterer in Frage kommender prasynaptischer Heterorezeptor ist der Adenosin A4-
Rezeptor, fur welchen ein inhibitorischer Effekt auf die ACh-Freisetzung an der
motorischen Endplatte der Ratte nachgewiesen wurde (Oliveira et al., 2009). Als Agonist
wurde hier R-PIA 10 yM beschrieben.

Tab. 11: Prasynaptisch lokalisierte inhibitorische Heterorezeptoren an Neuronen
der Maus in verschiedenen Geweben und verschiedenen Transmittersystemen. Die
Tabelle zeigt den jeweiligen Heterorezeptor mit entsprechendem Agonisten in der
Konzentration, die zum maximalen oder nahezu maximalen Effekt flihrt. Zusatzlich wird
dargestellt, an welchem Neuron der Heterorezeptor identifiziert wurde

Rezeptor Agonist Neuron Literaturstelle
o (OPy) DPDPE 1 uM noradrenerg
K (OP>) U-69,593 1 uM noradrenerg | Trendelenburg et al., 2000
M (OP3) DAMGO 1 uM noradrenerg
ay Noradrenalin 1 uM noradrenerg | Schlicker et al., 1994
Elr:)o3stagland|n Sulproston 0,1 yM noradrenerg | Gunther et al., 2010

: Neuropeptid Y . Schlicker und Kathmann,

Neuropeptid Y 0,1 UM serotoninerg 2008

Unter den sieben hier untersuchten Rezeptoren zeigt sich in dieser Arbeit lediglich flr
zwei Rezeptoren eine inhibitorische Wirkung. Aktivierung des 6-Opioid-Rezeptors mittels
DPDPE 1 yM und des Adenosin Ai-Rezeptors mittels R-PIA 10 uM fuhrten zu einer
signifikanten Hemmung der ACh-Freisetzung im Hippocampus der Maus (Abb. 13).
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4.5.1 6-Opioid-Rezeptor

DPDPE hemmte die elektrisch stimulierte Acetylcholinfreisetzung konzentrations-
abhangig. Zur Definition der Wirkstarke von DPDPE wurde der negativ dekadische
Logarithmus der Konzentration mit halbmaximalem Effekt herangezogen. Der so
ermittelte pECso-Wert betragt 7,8. Der 6-Opioid-Rezeptor Antagonist Naltrindol 0,32 nM
verschiebt die Konzentrationswirkungskurve nach rechts. Hierfir errechnet sich ein
scheinbarer pAx-Wert von 10,7 (Abb. 16).

Der 86-Opioid-Rezeptor findet sich nahezu in allen Teilen des autonomen Nervensystems
und an vielen Stellen im zentralen Nervensystem. Untersuchungen hierzu wurden
speziesubergreifend durchgefuhrt. Die Freisetzung von verschiedensten Transmittern
kann durch eine Aktivierung des 8-Opioid-Rezeptors inhibitorisch moduliert werden (vgl.
Tab. 12; Schlicker und Kathmann, 2008). Wie auch die anderen Opioid-Rezeptoren ist
der 6-Opioid-Rezeptor Gjo-Protein gekoppelt (Alexander et al., 2006). Es scheint wahr-
scheinlich, dass der 6-Opioid-Rezeptor in manchen Modellen einem endogenen Tonus
unterliegt. So konnte mit dem Opioid-Rezeptor-Antagonisten Naloxon bei alleiniger
Gabe eine Steigerung der Transmitterfreisetzung, also der gegensatzliche Effekt eines
Agonisten (z.B. DPDPE), erzeugt werden. Jener Effekt zeigte sich beispielsweise fur die
Freisetzung von Substanz P im Riuckenmark der Katze (Go und Yaksh, 1987), fur die
Freisetzung von Acetylcholin im parasympathischen Ganglion des Colons der Katze
(Kennedy und Krier, 1987) oder im Striatum der Ratte (Sandor et al., 1991). Im hier
untersuchten Modell ist ein endogener Tonus allerdings unwahrscheinlich, denn der 6-
Opioid-Rezeptor Antagonist zeigte keinen Eigeneffekt auf die Acetylcholinfreisetzung.

Da es gelungen ist, mit dem 0&-Opioid-Rezeptor einen weiteren inhibitorisch pra-
synaptischen Rezeptor in dem vorliegenden Modell zu identifizieren, wurde auch dessen
Wechselwirkung mit dem CB4-Rezeptor untersucht. In einer Publikation unserer Arbeits-
gruppe konnte gezeigt werden, dass eine Wechselwirkung in der Tat auftritt, d. h. bei
fehlendem CB1-Rezeptor ist das Ausmal} der d-Opioid-Rezeptor-vermittelten Hemmung

der Acetylcholinfreisetzung im Hippocampus der Maus verstarkt (Schulte et al., 2012).
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Tab. 12: Synopsis einiger prasynaptisch lokalisierter inhibitorischer 5-Opioid-
Rezeptoren

Ort Transmitter | Spezies | Literaturstelle

ZNS Kortex Eoradrenali Mensch | Berger et al., 2006
Striatum Dopamin Ratte Schlosser et al., 1995
Hippocampus Serotonin Ratte Mulder und Schoffelmeer,
Striatum Acetylcholin | Ratte 1993
Kortex Glutamat Ratte Ostermeier et al., 2000
Nucleus : GABA Ratte Shen und Johnson, 2002
subthalamicus

Para- lleum Acetylcholin | Maus

sympath-

ikus Colon Acetylcholin | Katze llles, 1989
Herz Acetylcholin sr?mnCh

4.5.2 Adenosin Ai-Rezeptor

R-PIA hemmt die elektrisch stimulierte Acetylcholinfreisetzung konzentrationsabhangig.
Der fur R-PIA ermittelte pECso-Wert betrug 6,1. Ein geeigneter Antagonist wurde nicht
untersucht. DPCPX ist allerdings in der Literatur als geeigneter Antagonist am Adenosin
A+4-Rezeptor beschrieben (Rivkees et al., 1999) und soll in kiinftigen Experimenten zur

weiteren Charakterisierung des A¢-Rezeptors verwendet werden.

Der Adenosin Aj-Rezeptor ist sowohl im zentralen als auch im peripheren
Nervensystem zu finden (vgl. Tab. 13). Die inhibitorischen Rezeptoren sind haufig
prasynaptisch lokalisiert (Fredholm et al., 2005). Der Effekt einer Aktivierung des
Adenosin A{-Rezeptor ist Gjp-gekoppelt (Dunwiddie und Masino, 2001). Adenosin ist als
endogener Ligand am Adenosin Ai-Rezeptor beschrieben (Dunwiddie, 1980). Als Quelle
fur das extrazellulare endogene Adenosin werden zwei mogliche Quellen diskutiert: zum
einen gibt es Hinweise auf eine Freisetzung von Adenosin als solches und zum anderen
wird eine extrazellulare Bildung aus freigesetzten Adenosinnukleotiden diskutiert
(Cunha, 2008).
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Tab. 13: Synopsis einiger prasynaptisch lokalisierter inhibitorischer Adenosin-A;-

Rezeptoren
Ort Transmitter | Spezies | Literaturstelle
ZNS Hypothalamus GABA Maus Xia et al., 2012
GABA Ratte Skov et al., 2011
Hippocampus
Acetylcholin | Ratte Rodrigues et al., 2008
Ruckenmark Adenosin Ratte Tian et al., 2010
Striatum Dopamin Ratte O’Neill et al., 2007
Cerebellum GABA Ratte Courjaret et al., 2009
PNS N. phrenicus Acetylcholin | Ratte Bornia et al., 2009
N. femoralis Acetylcholin | Frosch | Adamek et al., 2010
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5. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass nicht nur Rimonabant (SR 141716), ein inverser
Agonist am CB1-Rezeptor, sondern auch der neutrale CB{-Rezeptor-Antagonist O-2050
die Noradrenalinfreisetzung in Hippocampus-Schnitten des Meerschweins erhoht. Diese
Befunde kdénnen so gedeutet werden, dass die steigernde Wirkung von Rimonabant
(und O-2050) darauf zuruckzufihren ist, dass es zur Unterbrechung der Noradrenalin-

freisetzung durch endogen gebildete Cannabinoide kommt.

Wenige Informationen gibt es bisher zu der Frage, ob Uber CB4-Rezeptoren vermittelte
Effekte einer epigenetischen Modulation unterliegen. Zu diesem Zweck wurden Valproat
(VPA) und Natriumbutyrat (NaB) eingesetzt, die in hoher Konzentration die Acetylierung
von Lysin-Resten in Histon-Proteinen erhohen. In Versuchsreihen an Hippocampus-
Schnitten des Meerschweins liel3 sich eine dezente Verstarkung des Hemmeffekts des
Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten WIN 55,212-2 auf die Noradrenalinfreisetzung nach
mehrstindiger Vorinkubation mit VPA und NaB beobachten. Allerdings blieben die
Ergebnisse unterhalb des Signifikanzniveaus. Somit finden sich erste Hinweise darauf,
dass durch epigenetisch wirksame Pharmaka die CB4-Rezeptor-vermittelte Hemmung

der Transmitterfreisetzung beeinflusst werden kdnnte.

Untersuchungen zu Wechselwirkungen zwischen prasynaptischem CBj- und Ma-
Autorezeptor am cholinergen Neuron fehlten bislang. Die Versuchsserien dieser Arbeit
an Hippocampus-Gewebe des Nagers konnten eine Wechselwirkung zwischen dem
prasynaptischen CB¢- und dem May-Autorezeptor nachweisen. Durch Blockade und
Aktivierung des CB4-Rezeptors lasst sich der Effekt des M,-Autorezeptors gegenlaufig
beeinflussen, d. h. es kommt zu einer Verstarkung bzw. Abschwachung des M.-
Rezeptor-vermittelten Effekts. Ein Zusammenhang der Effekte beider Rezeptoren
scheint in der gesteigerten oder verminderten Verfugbarkeit der Gjo-Proteine zu

bestehen.

Fir das cholinerge Neuron im Hippocampus der Maus sind bislang auf’er dem CB+-

Rezeptor keine inhibitorische Heterorezeptoren beschrieben. Mit dem 8-Opioid-Rezeptor
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und dem Adenosin Ai-Rezeptor konnten in dieser Arbeit zwei weitere inhibitorische

Heterorezeptoren identifiziert werden.
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