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Abkürzungsverzeichnis 

% (m/V) Masse in Volumen‐Prozent 

% (V/V) Volumenprozent 

[35S]  Isotop des Schwefels mit der Atommasse 35 

[3H]  Tritium (Isotop des Wasserstoffs mit der Atommasse 3) 

[x]  Konzentration eines Stoffes x 

°C  Grad Celsius 

Δ9-THC Δ9-Tetrahydrocannabinol (Abbildung 2) 

μ  mikro‐ (10-6) 

2-AG  2-Arachidonoylglycerol (Abbildung 4) 

A  Agonist 

A  Ampere 

ADA  Adenosindesaminase 

AM-251, Cannabinoid-Rezeptor-Antagonisten 

       -281, 

       -630, 

       -4113, 

       -6545 

Aqua dem. demineralisiertes Wasser 

ATP  Adenosintriphosphat 

B  Belgien 

bar  Bar 

Bed.   Bedingungen 

Bges  Gesamtbindung des Radioliganden 

Bmax  maximale Anzahl an Bindungsstellen 

Bp  Basenpaare 

BSA  Rinderserumalbumin (bovine serum albumine) 

BX  x-ter basaler Efflux 

bzw.   beziehungsweise 

c  centi‐ (10‐2) 
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ca.  circa 

cAMP  zyklisches Adenosinmonophosphat 

CAN  Kanada 

CB  Cannabinoid 

CBx  Cannabinoid‐Rezeptor vom Subtyp x 

cDNA DNA, die aus mRNA revers transkribiert wurde (complementary DNA) 

CH  Schweizerische Eidgenossenschaft 

CP 55,940 Cannabinoid-Rezeptor-Agonist (Abbildung 6) 

D  Bundesrepublik Deutschland 

Da  Dalton 

DAG(L) Diacylglycerol(-Lipase) 

DAMGO -Opioidrezeptor-Agonist 

(d)CTP  (Desoxy-) Cytidintriphosphat 

DEPC  Diethylpyrocarbonat 

(d)GTP (Desoxy-) Guanosintriphosphat 

DMSO  Dimethylsulfoxid 

DNA  Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 

dNPA  NPFF2-Rezeptor-Agonist 

dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 

DPDPE -Opioidrezeptor-Agonist 

dpm  Zerfälle pro Minute (disintegrations per minute) 

DSE depolarisationsinduzierte Unterdrückung der Erregung (Depolarisation-

induced suppression of excitation) 

DSI depolarisationsinduzierte Unterdrückung der Hemmung (Depolarisation-

induced suppression of inhibition) 

(d)TTP  (Desoxy-) Thymidintriphosphat 

E. coli  Escherichia coli 

EC50 Konzentration eines Agonisten, die eine halbmaximale Wirkung hervorruft 

ECL verstärkte Chemilumineszenz (enhanced chemiluminescence) 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure (ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGTA  Ethylenglycoltetraessigsäure (ethyleneglycoltetraacetic acid) 
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EMA  Europäische Arzneimittelagentur (European Medicines Agency) 

EPx   Prostaglandin E‐Rezeptor vom Subtyp x 

et al.  und andere Autoren (et alii) 

f  femto‐ (10‐15) 

F  Französische Republik 

FAAH  Fettsäureamidhydrolase (fatty acid amide hydrolase)  

g  Erdbeschleunigung (9,81 m/s²) 

g  Gramm 

GABA  ‐Aminobuttersäure (gamma‐aminobutyric acid) 

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

GDP  Guanosin-5‘-diphosphat 

GIRK G-Protein-gekoppelter, einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal (inwardly 

rectifying G-protein-coupled K+ channel) 

Glu  Glutamat 

GPR „verwaister Rezeptor‚: G‐Protein‐gekoppelter Rezeptor, der aufgrund 

konservierter Sequenzen in Genbank‐Recherchen gefunden wurde, für den 

aber noch kein Ligand bekannt ist (orphan G‐protein‐coupled receptor) 

G‐Protein Guaninnukleotid‐bindendes Protein 

GTP  Guanosintriphosphat 

GTPase GTP-Hydrolyse 

GTPS  Guanosin‐5’‐O‐(3‐thiotriphosphat) 

HDL  Lipoprotein hoher Dichte (high-density lipoprotein) 

HRP  Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase) 

HU 210  Cannabinoid-Rezeptor-Agonist (Abbildung 3) 

h  Stunde 

Hx  Histamin‐Rezeptor vom Subtyp x 

Hz  Hertz 

I  Italienische Republik 

IL-1β  Interleukin-1β 

IL-1RI  Interleukin-1-Rezeptor Typ 1 

IC50  Konzentration eines Inhibitors, die eine 50 %ige Hemmung bewirkt 
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JWH-015 Cannabinoid-Rezeptor-Agonist 

k  Geschwindigkeitskonstante 

k  kilo‐ (103) 

KD  Gleichgewichts‐Dissoziationskonstante 

Ki  Verdrängungskonstante 

koff   Dissoziations‐Geschwindigkeitskonstante 

kon   Assoziations‐Geschwindigkeitskonstante 

KH  Krebs‐Henseleit 

l  Liter 

L  (freier) Ligand 

L.  Linné 

log  dekadischer Logarithmus 

m  Meter 

m  milli‐ (10‐3) 

M  molar (mol/l) 

MAGL  Monoacylglycerol-Lipase 

MAP  Mitogen-aktiviertes Protein (mitogen-activated protein) 

MAX   Radioligandbindung in Abwesenheit des Inhibitors 

mGlu(‐R) metatroper Glutamat‐Rezeptor 

min  Minute 

MIN Radioligandbindung in Anwesenheit einer hohen Inhibitor‐Konzentration 

mol  Mol 

mRNA  Boten‐RNA (messenger RNA) 

MS  Meerschwein 

Mx  muskarinischer Acetylcholin‐Rezeptor vom Subtyp x 

n  Anzahl der Messwerte 

n  nano‐ (10‐9) 

NADA  N-Arachidonoyldopamin (Abbildung 4) 

NArPE N-Arachidonoyl-phosphatidylethanolamin 

NAT  Noradrenalin-Transporter 
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O-2050  Cannabinoid-Rezeptor-Antagonist (Abbildung 3) 
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p  pico‐ (10‐12) 
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PAGE  Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
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A. Einleitung 

1 Präsynaptische Rezeptoren 

Neuronale Kommunikation geschieht unter anderem über endogene biochemische 

Botenstoffe, sogenannte Neurotransmitter, welche aus den Nervenendigungen freigesetzt 

werden. Nach der Durchquerung des synaptischen Spalts entfalten sie an ihren 

entsprechenden Rezeptoren auf dem Zellkörper (Soma) und auf den Dendriten anderer 

Neuronen entweder eine exzitatorische oder inhibitorische Wirkung (Südhof 2004). 

Präsynaptische Nervenendigungen (Axonendigungen) sind auf ihrer Zellmembran mit 

Rezeptoren ausgestattet, die die Freisetzung von Neurotransmittern desselben Neurons 

modulieren. Diese präsynaptischen Rezeptoren werden als Autorezeptoren bezeichnet, 

wenn sie durch den Transmitter des betreffenden Neurons aktiviert werden. Sie sind an 

einer negativen Rückkopplung beteiligt, da der freigesetzte Neurotransmitter über ihre 

Aktivierung seine eigene weitere Freisetzung hemmend reguliert und so eine 

Feineinstellung des chemischen Signals ermöglicht. Neben den Autorezeptoren besitzen 

Nervenendigungen ebenfalls freisetzungsmodulierende präsynaptische Heterorezeptoren. 

Sie werden von anderen Neurotransmittern als dem des eigenen Neurons aktiviert, zum 

Beispiel von Transmittern aus benachbarten Neuronen oder auch von lokal synthetisierten 

oder mit dem Blut herantransportierten Substanzen. Neben den Rezeptoren auf ihren 

Endigungen besitzen Neuronen auch Rezeptoren auf ihren Zellkörpern und Dendriten, 

sogenannte somadendritische Rezeptoren, die die Erregungsleitung modulieren (Langer 

2008, Raiteri 2001). 

1.1 G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  

Die meisten präsynaptischen Rezeptoren sind an heterotrimere G-Proteine gekoppelt und 

gehören der Superfamilie der heptahelikalen Rezeptoren an. Sie bestehen aus Untereinheiten 

mit sieben transmembranalen Schleifen, deren Raumstruktur wiederum eine -Helix-

Struktur aufweist und die durch drei intrazelluläre und drei extrazelluläre Schleifen 

miteinander verbunden sind.  

Wird ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor durch einen Agonisten aktiviert, ändert er seine 

Konformation und bindet ein membrangebundenes heterotrimeres G-Protein (Abbildung 1). 
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Im inaktiven Zustand besteht das G-Protein aus einer -Untereinheit, einer -Untereinheit 

und GDP, welches an die -Untereinheit gebunden ist. Die Bindung des Agonisten bewirkt 

eine Konformationsänderung des Rezeptors und führt an der -Untereinheit zum Austausch 

von GDP gegen GTP. Die damit einhergehende  Konformationsänderung des G-Proteins 

bewirkt den Zerfall in eine aktivierte -Untereinheit und in einen Komplex aus β- und γ-

Untereinheit. Das -Monomer und das -Dimer können nun ihrerseits weitere 

Effektorproteine beeinflussen. Die G-Proteine sind so lange aktiv, bis das GTP, welches an 

die α-Untereinheit des G-Proteins gebunden ist, wieder in GDP und Pi hydrolysiert wird. 

Die Hydrolyse wird durch die GTPase Aktivität der -Untereinheit katalysiert und kann 

durch RGS-Proteine (regulators of G-protein signaling) beschleunigt werden. Nach der 

Spaltung von GTP reassoziieren die - und die -Untereinheiten wieder und das 

Heterotrimer kann erneut durch einen Rezeptor rekrutiert werden. Der Rezeptor kann nach 

seiner Aktivierung noch weitere G-Proteine anregen oder wieder in den inaktiven Zustand 

übergehen (Oldham und Hamm 2008). 

 

Abbildung 1: Der G-Protein Zyklus. A, Agonist. Erklärung der weiteren Abkürzungen, siehe Text und 

Abkürzungsverzeichnis. Modifiziert nach Offermanns (2003). 

Bisher sind mehr als 20 G-Untereinheiten beschrieben worden, die nach ihrer strukturellen 

und funktionellen Homologie in vier Familien (Gs, Gi/o, Gq/11, G12/13) eingeteilt werden. 
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Die zellulären Effekte, die durch die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors 

induziert werden, sind durch die spezifische Kopplung an eine dieser Familien bestimmt. 

Ein  inhibitorischer Effekt auf die neuronale Aktivität wird meist durch einen G-Protein 

gekoppelten Rezeptor der Gi/o Familie hervorgerufen, wohingegen eine Kopplung des 

Rezeptors an G-Proteine der Gq und Gs Familie meist einen stimulatorischen Effekt auf die 

neuronale Aktivität bewirkt. Der -Komplex des heterotrimeren G-Proteines setzt sich aus 

fünf -Untereinheiten und 12 -Untereinheiten zusammen, jedoch bestehen in den 

verschiedenen -Kombinationen keine großen Unterschiede bezüglich ihrer Fähigkeit, 

Effektorsysteme zu regulieren (Wettschureck und Offermanns 2005, Brown und Sihra 2008). 

Die meisten präsynaptisch inhibitorischen Rezeptoren im zentralen Nervensystem sowie die 

in dieser Arbeit untersuchten präsynaptischen Rezeptoren koppeln an G-Proteine der Gi/o-

Familie. Gi ist das sogenannte inhibitorische (inhibitory) G-Protein und Go das sogenannte 

andere (other) G-Protein, das in der Regel die gleichen Effekte wie das Gi-Protein vermittelt 

(Aktories et al. 2009). Ihre Aktivierung durch die Bindung eines Neurotransmitters an einen 

Rezeptor im zentralen Nervensystem bewirkt eine Hemmung der 

Neurotransmitterfreisetzung. Der genaue Mechanismus der Inhibition wird im nächsten 

Kapitel am Beispiel des CB1-Rezeptors beschrieben.  

Präsynaptische Rezeptoren stellen eine geeignete Zielstruktur für Wirkstoffe dar, die als 

Agonisten, Partialagonisten, inverse Agonisten oder Antagonisten die Freisetzung 

modulieren und möglicherweise weniger unerwünschte Nebenwirkungen bergen als 

Wirkstoffe, die an der Postsynapse angreifen.  

1.2 Cannabinoid-Rezeptoren 

Bisher wurden zwei Cannabinoid-Rezeptoren kloniert, der CB1- und der CB2-Rezeptor 

(Matsuda et al. 1990, Munro et al. 1993). Es gibt jedoch Hinweise auf weitere Cannabinoid-

Rezeptoren, da einige Cannabinoide auch unabhängig von ihrer Aktivität an CB1- und CB2-

Rezeptoren Effekte auslösen (Begg et al. 2005). Weiterhin wird vermutet, dass zwei weitere 

„verwaiste‚ G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, GPR55 und GPR119 auch zur Cannabinoid-

Rezeptor-Familie gehören (Brown et al. 2007). Der CB1-Rezeptor wird vorwiegend im 

zentralen Nervensystem exprimiert, eine besonders hohe Rezeptordichte besitzt er im 

Hippokampus, in den Basalganglien, im Kleinhirn und im Cortex (Herkenham et al. 1991). In 



Einleitung 

 4 

der Peripherie wird er, jedoch in weitaus geringerer Dichte, in der Hypophyse, in 

Adipozyten, in glatten Muskelzellen, in der Leber, im Gastrointestinaltrakt, in der 

Nebenniere und im Urogenitaltrakt (in der Harnblase, in der Gebärmutter, im  Samenleiter) 

(Pagotto et al. 2006) sowie präsynaptisch auf sympathisch innervierten Nervenendigungen 

(Ishac et al. 1996) exprimiert.  

Der CB2-Rezeptor wird überwiegend peripher exprimiert, vor allem auf Immunzellen 

(Monozyten, Makrophagen, B-Zellen und T-Zellen) (Galiègue et al. 1995, Munro et al. 1993) 

und Osteoblasten und Osteoklasten (Bab und Zimmer 2008). Im zentralen Nervensystem 

wird der CB2-Rezeptor auf Mikroglia gefunden, seine Präsenz auf bestimmten Neuronen ist 

jedoch sehr umstritten (Cabral et al. 2008). 

Innerhalb des zentralen Nervensystems ist der CB1-Rezeptor auf präsynaptischen 

Axonendigungen von gabaergen, glutamatergen, noradrenergen, cholinergen, serotonergen 

und dopaminergen Neuronen lokalisiert (Schlicker und Kathmann 2001). Die Bindung eines 

Agonisten an den zentralen CB1-Rezeptor führt - wie in Abbildung 1 gezeigt – zur 

Freisetzung der - sowie der -Untereinheit des Gi/o-Proteins. Die -Untereinheit 

diffundiert zu benachbarten spannungsabhängigen Calciumkanälen vom N- (Mackie und 

Hille, 1992) und P/Q-Typ (Twitchell et al. 1997), vermindert deren Offenwahrscheinlichkeit 

und hemmt so die Calcium-abhängige Exozytose der Neurotransmitter. Des Weiteren 

aktiviert die -Untereinheit spannungsunabhängige G-Protein-regulierte Kaliumkanäle 

(GIRK) und bewirkt somit eine Abnahme des intrazellulären Kaliumspiegels, welche eine 

Hyperpolarisation der Nervenzelle zur Folge hat (Guo und Ikeda 2004); auch dieser 

Mechanismus könnte die Hemmung der Transmitter-Freisetzung erklären. Die -

Untereinheit bewirkt eine Hemmung der Adenylatzyclase, welche die Bildung von 

zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP) aus Adenosin-5‘-triphosphat (ATP) katalysiert. 

Der Angriffspunkt des gebildeten cAMP ist die cAMP-abhängige Proteinkinase (PKA). Die 

resultierende verringerte Aktivierung der PKA, welche die Erregbarkeit der Zelle und den 

Kaliumausstrom durch die Phosphorylierung verschiedener Proteine beeinflusst, könnte 

ebenfalls bei der Hemmung der Neutrotransmitterfreisetzung eine Rolle spielen (Ameri 

1999, Howlett 1985, Offermanns 2003). Als weitere Signalwege werden der MAP-Kinaseweg 

(Demuth und Molleman 2006) und die Phospolipase C aktiviert (Sugiura et al. 1997).  

http://de.wikipedia.org/wiki/Proteinkinase
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1.2.1 Cannabinoide 

Der Ausdruck Cannabinoide bezog sich ursprünglich auf die bioaktiven Inhaltsstoffe der 

Hanfpflanze (Cannabis sativa L.). Neben dem psychotrop wirkenden Inhaltsstoff Δ9-

Tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) (Gaoni und Mechoulam 1964) wurden 70 weitere 

Cannabinoide aus Cannabis sativa L. isoliert, unter ihnen Δ8-Tetrahydrocannabinol, 

Cannabinol und Cannabidiol (Elsohly und Slade 2005). Abbildung 2 zeigt drei der 

wichtigsten natürlichen Cannabinoide.  

   
Cannabidiol 9-Tetrahydrocannabinol Cannabinol 

Abbildung 2: Strukturformeln einiger natürlicher Cannabinoide der Hanfpflanze 

Heute ist der Begriff Cannabinoide weiter gefasst und beinhaltet generell Substanzen, die 

wie die Inhaltsstoffe der Hanfpflanze wirken, also auch synthetische und endogene 

Liganden (Pertwee 2005b). Synthetische Liganden besitzen gegenüber pflanzlichen 

Cannabinoiden häufig den Vorteil einer höheren Affinität, Subtypenselektivität und besseren 

Wasserlöslichkeit. Die ersten synthetischen Cannabinoide wurden ausgehend von Δ9-THC 

entwickelt, zu ihnen zählen unter anderem die Agonisten CP 55,940 und HU-210 sowie der 

Antagonist O-2050. Eine weitere Gruppe stellen die Aminoalkylindole dar, die sich 

strukturell völlig von den vorgenannten Stoffen unterscheiden. Zu ihnen zählen der Agonist 

WIN 55,212-2 sowie einige CB2-selektive Liganden wie AM-630 und JHW-015. Zu den 

subtypenspezifischen Antagonisten zählen die Diarylpyrazolderivate Rimonabant 

(SR141716A), AM-251 und AM-281 (CB1-Rezeptor) sowie SR144528 (CB2-Rezeptor) (Pertwee 

2008). Einige Strukturformeln sind in Abbildung 3 abgebildet.  
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Cannabinoid-Rezeptor Agonisten 
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Rimonabant 

(CB1-selektiv) 
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(CB2-selektiv) 
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Abbildung 3: Strukturformeln ausgewählter synthetischer Cannabinoid-Rezeptor Liganden.  

Die endogenen Liganden an Cannabinoid-Rezeptoren, sogenannte Endocannabinoide, 

zählen zur Gruppe der Eisosanoide. Als erste Endocannabinoide wurden 

Arachidonoylethanolamid, welches als Anandamid bezeichnet wurde (Devane et al. 1992), 

und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) (Mechoulam et al. 1995) entdeckt. Später folgten 2-

Arachidonoylglycerylether (Noladinether) (Hanus et al. 2001), N-Arachidonoyldopamin 

(NADA) (Bisogno et al. 2000) und O-Arachidonoylethanolamin (Virodhamin) (Porter et al. 

2002); die umfassende pharmakologische Charakterisierung der drei zuletzt genannten 

Substanzen steht jedoch noch aus (Strukturformeln siehe Abbildung 4). 
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Abbildung 4: Strukturformeln der Endocannabinoide Anandamid, 2-Arachidonoylglycerol, 

Virodhamin, Noladinether und N-Arachidonoyldopamin. 

Die Applikation von Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten führt in der Maus zu einer 

verminderten Körpertemperatur, einem verringerten Schmerzempfinden, zum Verharren in 

einer ungewöhnlichen Körperhaltung (Katalepsie) und Sedierung, die sich in einer 

verringerten spontanen Aktivität äußert. Diese charakteristischen Wirkungen lassen sich als 

„Maus-Tetrade‚ zusammenfassen (Martin et al. 1987) und sind mit Rimonabant 

antagonisierbar.  

1.2.2 Endogener Tonus 

Die meisten Antagonisten wie Rimonabant verhalten sich am CB1-Rezeptor als inverse 

Agonisten und bewirken einen Effekt, der dem eines Agonisten entgegengesetzt ist. Die 

Neurotransmitterfreisetzung wird folglich durch die Bindung von Rimonabant an den 

präsynaptischen CB1-Rezeptor gesteigert (Schlicker und Kathmann 2001). Diesem Effekt 

können zwei verschiedene Mechanismen zugrunde liegen (Pertwee 2005a und Abbildung 5). 

Zum einen könnten Endocannabinoide in der Biophase des Rezeptors akkumulieren und 

über die Aktivierung von CB1-Rezeptoren eine tonische Hemmung der 

Transmitterfreisetzung hervorrufen. Diese inhibitorische Wirkung der Endocannabinoide 

wird durch einen kompetitiven Antagonisten wie Rimonabant aufgehoben. Zum anderen 

könnte der Rezeptor eine spontane Aktivität auch in Abwesenheit eines Liganden besitzen. 

Ein Teil der Rezeptoren liegt im aktiven Zustand vor, ist an G-Proteine gekoppelt und 

aktiviert diese. Eine solche konstitutive Aktivität ist von anderen G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren bekannt (Seifert und Wenzel-Seifert 2002) und beruht auf dem Zwei-Zustands-

Modell (Leff 1995). Dieses Gleichgewicht zwischen aktivierten und inaktivierten Rezeptoren 
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wird durch Rimonabant in Richtung des inaktiven Zustandes verschoben. Um besser 

zwischen den beiden Modellen unterscheiden zu können, wird ein neutraler CB1-Rezeptor 

Antagonist benötigt. Ein neutraler Antagonist ist nicht in der Lage das Gleichgewicht der 

Spontanaktivität zu verschieben und somit würde hier kein Einfluss auf die 

Neurotransmitterfreisetzung erwartet (Morisset et al 2000). 

Abbildung 5: Zwei Erklärungen für die Erhöhung der Transmitterfreisetzung durch Rimonabant. 

Endocananinoide (blaue Symbole) akkumulieren in der Biophase des Rezeptors und hemmen die 

Transmitterfreisetzung (A). Rimonabant (rote Symbole) verringert die Hemmung durch seinen 

kompetitiven Antagonismus (B). Der zweite Mechanismus beruht auf der konstitutiven Aktivität der 

Rezeptoren. Im aktiven Zustand (R*) koppeln sie an Gi-Proteine und hemmen die 

Transmitterfreisetzung (C). Rimonabant stabilisiert seinen Rezeptor im inaktiven Zustand (R) und 

hebt die konstitutive Hemmung auf. Modifiziert nach van Diepen et al. (2008). 

1.2.3 Das Endocannabinoid-System 

Das Endocannabinoid-System umfasst die CB1- und CB2-Rezeptoren, ihre endogenen 

Liganden, die sogenannten Endocannabinoide, und die entsprechenden Enzyme für ihre 

Synthese und für ihren Abbau. Endocannabinoide unterscheiden sich von klassischen 

Neurotransmittern, insofern sie nicht in Vesikeln in Nervenendigungen gespeichert werden, 

sondern bei Bedarf aus membrangebundenen Vorläufern synthetisiert werden (Abbildung 

6). Anandamid entsteht aus einem Produkt aus Arachidonsäure und 

Phosphatidylethanolamin, N-Arachidonoyl-phosphatidylethanolamin (NArPE), welches 

durch die N-Acetyltransferase gebildet wird. Die Phospholipase D katalysiert die 

Entstehung von Anandamid aus NArPE.  

A

D

C

B
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Die Phospholipase C bildet den 2-AG Vorläufer 1,2-Diacylglycerol aus Phosphatidylinositol. 

Das Diacylglycerol wird durch die DAG-Lipase  in 2-AG gespalten (Tanimura et al. 2010). 

 

Abbildung 6: Wichtigste Biosynthese- und Abbauwege für Anandamid und 2-Arachidonoylglycerol. 

Modifiziert nach Hashimotodani et al. (2007).  

Der Stimulus zur Bildung von 2-AG und Anandamid ist ein starker Calciumeinstrom durch 

spannungsabhängige Calciumkanäle, die durch eine postsynaptische Depolarisation geöffnet 

wurden, oder die Aktivierung von Gq/11-Protein gekoppelten Rezeptoren wie metabotrope 

Glutamatrezeptoren der Gruppe 1 (mGluR1/5) oder muskarinische Acetylcholinrezeptoren 

(M1/3). Auch eine Kombination aus beiden Mechanismen ist möglich (Kano et al. 2009, 

Piomelli 2003). Die gebildeten Cannabinoide gelangen wahrscheinlich durch passive 

Diffusion entsprechend ihres Konzentrationsgefälles in den synaptischen Spalt (Glaser et al. 

2003). Daneben wird auch die Existenz eines Endocannabinoid-Membran-Transporters 

postuliert (Ligresti et al. 2004). Nach Durchquerung des synaptischen Spalts binden sie an 

präsynaptisch lokalisierte CB1-Rezeptoren benachbarter Neuronen, die ihrerseits die 

Neurotransmitterfreisetzung hemmen. Dieser Vorgang der retrograden 

Informationsübertragung ist sowohl für hemmende gabaerge Neuronen (Depolarisation-

induced suppression of inhibition, DSI) beschrieben worden als auch für exzitatorische 

glutamaterge Neuronen (Depolarisation-induced suppression of excitation, DSE) 

(Hashimotodani et al. 2007, Kano 2009). Der Informationsfluss erfolgt hier also nicht von prä- 
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nach postsynaptisch, wie bei der neuronalen Übertragung durch klassische 

Neurotransmitter, sondern in umgekeherter (retrograder) Richtung (Abbildung 7). 

Abbildung 7: Beispiel für die präsynaptische Modulation der Transmitterfreisetzung. Die 

Ausschüttung von Glutamat (Glu) bewirkt nach einer Aktivierung des postsynaptischen Glutamat-

Rezeptors (mGlu) eine Freisetzung von Endocannabinoiden, die wiederum durch Aktivierung des 

präsynaptischen CB1-Heterorezeptors die weitere Glutamatfreisetzung hemmen.  

Die Endocannabinoide werden nach Aufnahme aus dem synaptischen Spalt durch 

enzymatische Hydrolyse ihrer Ester und Amide inaktiviert. Anandamid wird durch die 

Fettsäureamid-Hydrolase (FAAH) (Cravatt et al. 1996, Abbildung 6) und 2-AG durch die 

Monoacylglycerol-Lipase (MAGL) (Dinh et al. 2002, Abbildung 6) und zu einem geringeren 

Teil durch die Alpha-Beta-Hydrolasen 6 und 12 (Fiskerstrand et al. 2010, Marrs et al. 2010) 

abgebaut. Neben diesen wichtigsten Mechanismen wurden für beide Endocannabinoide 

noch weitere Synthese- und Abbauwege beschrieben.  

Das Endocannabinoid-System ist an einer Reihe von physiologischen Prozessen beteiligt. Es 

wird aktiviert, wenn der Körper auf Stressfaktoren trifft, um ein stabiles Milieu 

aufrechtzuerhalten. Es reduziert die Schmerzwahrnehmung, die Körpertemperatur, die 

lokomotorische Aktivität und die neuronale Aktivität. Es moduliert Lernprozesse und die 
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Gedächtnisverarbeitung und führt so zu einer beschleunigten Erholung von aversiven 

Ereignissen. Ferner steuert es die Nahrungsaufnahme und spielt eine Rolle in 

Entzündungsprozessen und verschiedenen Stoffwechselprozessen (Di Marzo et al. 2004). 

1.2.4 CB1-Knockout Modell 

Neben einer Reihe von CB1-Rezeptor selektiven Agonisten und Antagonisten stellt die CB1-

Knockout-Maus, bei der durch Ausschalten des CB1-Rezeptorgens das CB1-Rezeptorprotein 

nicht mehr exprimiert wird, ein experimentelles Instrument für die Untersuchung der 

physiologischen Rolle des CB1-Rezeptors dar. Bis heute wurden drei verschiedene CB1-

Knockout-Mäuse (Ledent et al. 1999, Marsicano et al. 2002, Zimmer et al. 1999) und eine 

Reihe weiterer Mäuse mit einem konditionellen CB1-Knockout auf spezifischen Neuronen 

generiert (Agarwal et al. 2007, Domenici et al. 2006, Marsicano et al. 2003, Monory et al. 

2006). 

Die in dieser Arbeit verwendete, von Zimmer et al. (1999) generierte CB1-Knockout Maus mit 

einem genetischen C57BL6/J Hintergrund weist neben einer geringeren Fertilität eine erhöhte 

Sterberate auf, wahrscheinlich aufgrund einer erhöhten Neigung zu epileptischen Anfällen 

(Valverde et al. 2005). Entgegen den Erwartungen wies die CB1-Knockout-Maus eine 

Hypoalgesie, eine erhöhte Katalepsie und eine reduzierte lokomotorische Aktivität auf. 

Diese Befunde stehen im Gegensatz zu den durch Rimonabant hervorgerufenen Effekten 

und zu dem Verhalten der von Ledent et al. (1999) generierten CB1-Knockout-Maus mit 

einem genetischen CD1 Hintergrund. Die Ursache für diese Diskrepanz könnte in 

unterschiedlichen experimentellen Untersuchungsmethoden liegen, im genetischen 

Hintergrund oder in adaptiven Effekten, wurde aber nicht abschließend geklärt (Steiner et al. 

1999). Applizierte CB1-Rezeptor-Agonisten wie Δ9-THC zeigen in der CB1-Knockout-Maus 

keine Wirkung mehr mit der Ausnahme einer antinociceptiven Wirkung im Tail-Flick-

Schmerztest (Zimmer et al. 1999). 

1.2.5 FAAH-Knockout Modell 

Zur genauen Untersuchung der physiologischen Effekte von Anandamid in vivo wurde eine 

FAAH-Knockout-Maus generiert, die aufgrund einer genetischen Ablation das Enzym 

Fettsäureamid-Hydrolase nicht exprimiert. Bisherige Bemühungen, die Wirkungen von 

Anandamid zu untersuchen, wurden durch sehr schnelle Hydrolyse in weniger als fünf 
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Minuten erschwert (Willoughby et al. 1997). Aus der Unfähigkeit, Fettsäureamide 

abzubauen, resultiert bei der FAAH-Knockout-Maus eine mehr als 15-fach erhöhte 

Anandamid-Konzentration im Gehirn, die sich in einem verringerten Schmerzempfinden 

äußert. Ferner bewirkt die Gabe von Anandamid in der FAAH-Knockout-Maus 

dosisabhängige spezifische Verhaltensreaktionen einschließlich einer reduzierten 

lokomotorischen Aktivität, einer Analgesie, einer Hypothermie und Katalepsie. Diese Effekte 

von Anandamid werden durch den CB1-Rezeptor vermittelt, da sie durch Rimonabant 

gehemmt werden können (Cravatt et al. 2001). 

1.2.6 Interaktion des CB1-Rezeptors mit anderen präsynaptischen Rezeptoren 

Der CB1-Rezeptor wird vorwiegend präsynaptisch auf Axonendigungen exprimiert und 

seine Aktivierung führt zur Hemmung der Freisetzung verschiedenster Neurotransmitter 

(Schlicker und Kathmann 2001, Szabo und Schlicker 2005). Ein Neuron ist in der Regel mit 

einer Vielzahl an unterschiedlichen präsynaptischen Rezeptoren ausgestattet, von denen 

viele an Gi/o-Proteine gekoppelt sind und den gleichen Signaltransduktionsweg aktivieren. 

Die verschiedenen präsynaptisch lokalisierten Gi/o-Protein-gekoppelten Rezeptoren arbeiten 

nicht unabhängig voneinander, vielmehr beeinflussen sie sich gegenseitig in ihrer Funktion. 

So vermindert die vorherige Aktivierung eines Rezeptors durch einen Agonisten den Effekt 

eines anschließend aktivierten anderen Rezeptors. Im Gegensatz dazu verstärkt die 

vorherige Blockade eines Rezeptors durch einen Antagonisten den Effekt, der durch einen 

weiteren, anschließend aktivierten Rezeptor ausgelöst wird. Eine gegenseitige Beeinflussung 

von präsynaptischen inhibitorischen Rezeptoren ist bekannt für noradrenerge (Schlicker und 

Göthert 1998) sowie für cholinerge Neuronen (Giaroni et al. 1999, Shakirzyanova et al. 2006). 

Beispielsweise wird die inhibitorische Wirkung des CB1-Rezeptors auf die 

Noradrenalinfreisetzung im Meerschwein-Hippokampus durch vorherige Blockades des 2D-

Autorezeptors verstärkt (Schlicker und Göthert 1998). Bisher wurde auf verschiedene 

Aspekte von CB1-Rezeptoren abgehoben, diese Rezeptoren stehen ganz im Vordergrund 

dieser Dissertationsschrift. Auf fünf weitere Rezeptor-Systeme, die ebenfalls die 

Transmitterfreisetzung beeinflussen oder dies aufgrund ihrer Transduktionsmaschinerie tun 

könnten, wird im Folgenden eingegangen. Diese Systeme wurden hier weniger intensiv 

untersucht, und deshalb wird die einleitende Darstellung im Wesentlichen auf die in diesem 
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Kontext interessierenden Aspekte beschränkt. Lediglich bei Neuropeptid W und 

Neuropeptid FF (die bislang wenig Beachtung gefunden haben) wurde eine ausführlichere 

Darstellung gewählt.  

1.3 Muskarinische Acetylcholin-Rezeptoren 

Acetylcholin ist einer der wichtigsten Neurotransmitter im zentralen und im peripheren 

Nervensystem. Es bindet sowohl an muskarinische Acetylcholinrezeptoren als auch an 

nikotinische Acetylcholinrezeptoren. Während muskarinische Acetylcholinrezeptoren zur 

Gruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehören, sind nikotinische 

Acetylcholinrezeptoren ligandgesteuerte Ionenkanäle (Aktories et al. 2009). Bisher wurden 

fünf Subtypen des muskarinischen Acetylcholinrezeptors kloniert (M1-M5) (Caulfield und 

Birdsall 1998). Sie werden anhand ihrer spezifischen Kopplung an verschiedene G-Proteine 

in zwei Klassen eingeteilt: der M2- und der M4-Rezeptor aktivieren Gi/o-Proteine, während 

der M1-, M3- und M5- Rezeptor Gq-Proteine aktiviert (Wess 1996). Mithilfe von 

subtypspezifischen Knockout-Mäusen wurde im Hippokampus vorwiegend der M2-

Rezeptor und im Cortex sowie im Striatum der M4-Rezeptor als präsynaptisch 

inhibitorischer Rezeptor identifiziert (Zhang et al. 2002a). An den Gi/o 

Signaltransduktionsweg gekoppelt, führt ihre Aktivierung zu einer Hemmung der 

Acetylcholinfreisetzung. Auch in der Peripherie, im Vorhof und in der Harnblase, konnte 

nachgewiesen werden, dass der präsynaptische Autorezeptor die Eigenschaften eines M4-

Rezeptors besitzt (Zhou et al. 2002).  

Außer als Autorezeptoren agieren präsynaptische muskarinische Acetylcholinrezeptoren 

auch als präsynaptische Heterorezeptoren, vor allem auf noradrenergen Neuronen im 

Vorhof, in der Harnblase und im Samenleiter (M1, M2, M3) (Trendelenburg et al. 2005) sowie 

auf dopaminergen Neuronen im Striatum (M3, M4, M5) (Zhang et al. 2002b). 

1.4 Neuropeptid-Rezeptoren 

1.4.1 Neuropeptid W-Rezeptoren 

Im Zuge der Sequenzierung des humanen Genoms wurden Gene für zahlreiche G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren identifiziert, ohne dass deren Liganden und Funktion bekannt 

waren. Zu diesen zählen auch GPR7 und GPR8 (O’Dowd et al. 1995), für welche die 
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endogenen Liganden Neuropeptid B (Fujii et al. 2002) und Neuropeptid W (Shimomura et al. 

2002) identifiziert wurden. GPR7 und GPR8 wurden daraufhin jeweils als NPBW1-Rezeptor 

und NPBW2-Rezeptor bezeichnet (Alexander et al. 2008). Die N-terminale Aminosäure 

Tryptophan verleiht dem Neuropeptid W gemäß dem Einbuchstabencode für Aminosäuren 

seinen Namen; dieses Tryptophan ist bei Neuropeptid B translational bromiert, was der 

Anlass war, bei der Namensgebung ein ‚B‛ zu verwenden. Beide Rezeptoren sind Gi/o-

Protein-gekoppelt (Mazzocchi et al. 2005) und werden durch die 23 Aminosäure langen 

Neuropeptide B und W aktiviert, ferner auch durch die verlängerte Hauptform der 

Neuropeptide, die jeweils 29 und 30 Aminosäuren lang ist (Brezillon et al. 2003). 

Interessanterweise konnte das Gen, welches den NPBW2 Rezeptor kodiert, bei Nagern nicht 

detektiert werden (Lee et al. 1999). Die RT-PCR Analyse von humanem Gewebe zeigte eine 

vorwiegend zentrale Expression von NPBW1-Rezeptor-mRNA, zum Beispiel im 

Hippokampus, im Thalamus und in der Amygdala. In der Maus ergab sich eine ähnliche 

Verteilung, mit zusätzlicher mRNA Expression im Hypothalamus (Brezillon et al. 2003). Eine 

NPBW1-Rezeptor-Protein Expression wurde jedoch nur im Hypothalamus und in der 

Amygdala durch die Bindung des Radioliganden [125I]-NPW bestätigt (Singh et al. 2004). In 

peripheren Geweben konnte NPBW1-Rezeptor mRNA in der Hypophyse, in der Nebenniere 

und im Hoden nachgewiesen werden. In humanem Gewebe wurde in allen genannten 

Geweben zusätzlich NPBW2-Rezeptor-mRNA gefunden (Brezillon et al. 2003). Hinsichtlich 

der Neuropeptide wurde entsprechende mRNA in vielen verschiedenen Regionen des 

menschlichen Gehirns nachgewiesen, mRNA für NPW zum Beispiel in der Substantia nigra, 

Amygdala und im Hippokampus, mRNA für NPB zusätzlich im Thalamus und 

Hypthalamus (Singh und Davenport 2006). Ferner wurde mRNA für die Neuropeptide im 

urogenitalen System detektiert (Fujii et al. 2002). Die Neuropeptide B und W spielen eine 

Rolle in der Regulation der Nahrungsaufnahme. Eine wiederholte Applikation der 

Neuropeptide in das Hirnventrikelsystem bewirkte bei Mäusen eine verminderte 

Nahrungsaufnahme (Tanaka et al. 2003). Ferner wurde bei männlichen Mäusen ohne 

NPBW1-Rezeptoren oder ohne NPB-Protein eine Gewichtszunahme beobachet (Ishii et al 

2003, Kelly et al. 2005). Das Neuropeptidsystem beeinflusst weiterhin die Hormonsekretion, 

so steigert es die Sekretion von Corticosteron und Prolaktin und hemmt die Sekretion von 

Somatotropin (Baker et al. 2003). Neuropeptid B und Neuropeptid W scheinen in der 
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Modulation von Schmerzen involviert zu sein, so wirkt eine intrathekale Injektion der 

Neuropeptide schmerzstillend gegenüber akuten inflammatorischen Stimuli. Weiterhin 

zeigen NPB-Knockout-Mäuse eine Hyperalgesie gegenüber akuten inflammatorischen 

Schmerzreizen (Kelly et al. 2005). 

1.4.2 Neuropeptid FF-Rezeptoren 

Das Octapeptid Neuropeptid FF und das Octadecapeptid Neuropeptid AF wurden erstmalig 

aus dem Rinderhirn isoliert (Yang et al. 1985). Neben diesen beiden Neuropeptiden wird 

auch das Octapeptid Neuropeptid SF aus demselben Propeptid (proNPFFA) gebildet. Ein 

gemeinsames Merkmal ist ihre Arginin-Phenylalanin-Amid-Struktur (RFamid) (Alexander et 

al. 2008). Sie fungieren, neben weiteren Peptiden aus einem zweiten Propeptid (proNPFFB), 

als endogene Liganden für die „verwaisten‚ G-Protein-gekoppelten Rezeptoren GPR147 und 

GPR74, die als NPFF1- und NPFF2-Rezeptor bezeichnet wurden (Alexander et al. 2008, Bonini 

et al. 2000). Beide sind an Gi/o-Proteine gekoppelt (Gouardères et al. 2007) und hemmen die 

Adenylatcyclase, aber die genauen intrazellulären Signaltransduktionswege sind noch 

ungeklärt (Mollereau et al. 2005b). 

Mithilfe von radioaktiv markierten selektiven Liganden wurde die Lokalisation für beide 

NPFF-Rezeptorsubtypen im zentralen Nervensystem der Ratte bestimmt. Der NPFF2-

Rezeptor wird in hoher, der NPFF1-Rezeptor in weitaus geringerer Dichte im Hippokampus, 

im Thalamus und einigen hypothalamischen Kernen exprimiert. Im Hinterhorn des 

Rückenmarks und in den Raphé Kernen wird ausschließlich der NPFF2-Rezeptor exprimiert 

(Gouardères et al. 2002). 

Neben dieser Rezeptorverteilung liegen viele weitere Hinweise dafür vor, dass Neuropeptid 

FF eine Rolle in der Schmerzempfindung spielt, da es Opioidrezeptor-vermittelte Effekte 

moduliert. So hemmen NPFF1- und NPFF2-Rezeptoren in isolierten Neuronen sowie in SH-

SY5Y Zellen den durch einen Opioidrezeptor-Agonisten hervorgerufenen Calciumeinstrom 

(Kersanté et al. 2006, Mollereau et al. 2005a, Roumy et al. 2003). Auf der anderen Seite 

steigert ein NPFF-Analogon die Freisetzung des endogenen Opioids Met-enkephalin, indem 

es den δ-Opioid-Autorezeptor im Rückenmark blockiert (Ballet et al. 1999). Auch in die 

hormonelle Regulation greift Neuropeptid FF ein, indem es beispielsweise die Freisetzung 

von Gonadoliberin hemmt (Saito et al. 2010). Ferner führt eine intrazerebrovaskuläre 
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Injektion von Neuropeptid FF zu einer verringerten Nahrungsaufnahme in Ratten (Dockray 

et al. 2004) und zu einer Hypothermie in Mäusen (Moulédous et al. 2010). Auch periphere 

Effekte von Neuroeptid FF werden beobachtet, so erhöht eine intravenöse Injektion von 

NPFF und einem NPFF-Analogon den Blutdruck und die Herzfrequenz in Ratten (Allard et 

al. 1995, Huang et al. 2000). 

1.4.3 Interleukin-1β-Rezeptoren 

Seit langem ist bekannt, dass das pro-inflammatorische Zytokin Interleukin-1β eine Rolle in 

der akuten Phase der Entzündungsreaktion spielt (Dinarello 2009). Es ist jedoch auch an der 

Regulation neurosekretorischer Prozesse beteiligt, indem es die Freisetzung von 

Neuropeptiden und Monoaminen reguliert (Song et al. 2006). Interleukin-1β 

Immunoreaktivität wurde in Monozyten, aber auch in Mikroglia und in Neuronen gezeigt 

und der entsprechende IL-1β-Rezeptor ist im Gehirn weit verbreitet (Parnet et al. 2002). Der 

IL-1β-Rezeptor ist ein Tyrosin-Kinase-assoziierter Rezeptor, der eine Vielzahl seiner 

biologischen Effekte über die Modulation des biosynthetischen Profils von Zielzellen 

erreicht. Seine Aktivierung führt beispielsweise über die Phosphorylierung nachgeschalteter 

Transkriptionsfaktoren zur Aktivierung inflammatorischer Gene (Bankers-Fulbright et al. 

1996). 

1.5 Prostaglandin E-Rezeptoren 

Prostaglandine sind ad hoc gebildete Mediatoren, werden also nicht wie Neurotransmitter in 

Vesikeln gespeichert. Sie wirken auf glattmuskuläre Gewebe wie Gefäße, Darm und Uterus, 

beeinflussen die Magensaftsekretion, wirken auf die Aggregation der Blutplättchen, besitzen 

eine wichtige Rolle bei der Schmerz- und Fieberentstehung und sind bei inflammatorischen 

Prozessen beteiligt (Aktories et al. 2009). Man unterscheidet fünf Typen von 

Prostaglandinen, u.a. Prostaglandine der E-Serie. Diese wirken über vier Subtypen (EP1-EP4) 

(Alexander et al. 2008). Sie sind an unterschiedliche G-Proteine gekoppelt. 

Prostaglandine der E-Serie inhibieren u.a. die Freisetzung von Noradrenalin (Reimann et al. 

1981) und Serotonin (Schlicker et al. 1987) im zentralen Nervensystem und von Noradrenalin 

und Acetylcholin im autonomen Nervensystem (Boehm und Kubista 2002, Fuder und 

Muscholl 1995). Mithilfe des selektiven EP3-Rezeptor-Antagonisten L-826,266 (Juteau et al. 

2001) konnte bestätigt werden, dass diese Wirkungen durch den präsynaptisch lokalisierten 



Einleitung 

 17 

EP3-Rezeptor vermittelt werden (Günther et al. 2010). Diese Annahme beruhte ursprünglich 

nur auf Daten, die mit selektiven Agonisten und mit Antagonisten mit fehlender Affinität für 

den EP3-Rezeptor erhoben wurden. 

1.6 Histamin-Rezeptoren 

Histamin wird in Vesikeln gespeichert und dient als Gewebshormon (periphere Gewebe) 

und Neurotransmitter (zentrales Nervensystem). Histamin wirkt auf glattmuskuläre Gewebe 

wie Gefäße, Darm und Lungen, beeinflusst die Magensaftsekretion, ist ein Mediator von 

Schmerz und Juckreiz und ist bei inflammatorischen Prozessen beteiligt (Aktories et al. 

2009). Histamin wirkt über vier Rezeptor-Subtypen (H1-H4), davon ist bisher nur der H3-

Rezeptor sicher als präsynaptischer Rezeptor identifiziert worden. Der H3-Rezeptor wird 

vorwiegend im zentralen Nervensystem exprimiert (Drutel et al. 2001) und hemmt die 

depolarisationsinduzierte Freisetzung von Histamin über die Aktivierung von Gi/o-Proteinen 

und die darauffolgende Hemmung von spannungsabhängigen Calciumkanälen (H3-

Autorezeptor). Darüber hinaus wurde der H3-Rezeptor auch an serotoninergen, 

noradrenergen und glutamatergen Neuronen des Gehirns und Sympathikus- und 

Parasypathikus-Neuronen innerhalb des autonomen Nervensystems nachgewiesen (H3-

Heterorezeptor) (Schlicker et al. 1994). Über diese Mechanismen sind H3-Rezeptoren an der 

zentralen Regulation des Hunger- und Durstgefühls, der Körpertemperatur, des 

Gedächtnisses und des Schlaf-Wach-Rhythmusses beteiligt (Feuerstein 2008). 

Die Klonierung des H4-Rezeptors im Jahr 2000 ging der Beschreibung seiner Funktion 

voraus. Dieser Rezeptor wird vor allem auf Zellen des hämatopoetischen Systems und des 

Immunsystems exprimiert und besitzt eine proinflammatorische Funktion (Kiss und Keserű 

2009). Zu seiner zentralen Lokalisation gibt es widersprüchliche Angaben. So konnten einige 

Autoren den H4-Rezeptor im Gehirn gar nicht detektieren (Liu et al. 2001, Morse et al. 2001, 

Nakamura et al. 2000, Nguyen et al. 2001, Oda et al. 2000), wohingegen Cogé et. al (2001) 

geringe Mengen an H4-Rezeptor-mRNA im Kleinhirn und im Hippokampus, nicht jedoch im 

Cortex fanden. Strakhova et al. (2009) wiesen schließlich H4-Rezeptor-mRNA in 

verschiedenen Regionen des zentralen Nervensystems der Ratte und des Menschen nach, 

konnten jedoch keine Expression im Hippokampus der Ratte feststellen. Connelly et al. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Zelle_(Biologie)
http://de.wikipedia.org/wiki/Immunsystem
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(2009) zeigten die Expression des H4-Rezeptors im Cortex der Maus und des Menschen 

mittels Immunhistochemie. 

2 Ziele dieser Arbeit 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst die Wirkung von drei verschiedenen Substanzen 

am CB1-Rezeptor charakterisiert werden. So sollte die Affinität von O-2050 ermittelt werden 

und insbesondere geprüft werden, ob diese Substanz, die von Gardner und Mallet (2006) als 

neutraler CB1-Rezeptor Antagonist beschrieben wurde, diese Eigenschaft auch in unserem 

Versuchsmodell besitzt. Weiterhin sollte die Affinität und die intrinsische Aktivität des 

Endocannabinoids Virodhamin am CB1-Rezeptor näher charakterisiert werden. Schließlich 

sollte die Affinität von N-Oleylglycin zum CB1-Rezeptor geprüft werden. Diese Substanz 

war bei der Suche nach endogenen Substanzen in humanem Blutplasma, die in ihrer 

Struktur Cannabinoiden gleichen und somit möglicherweise Cannabinoidrezeptoren 

aktivieren können, identifiziert worden. Zur Charakterisierung der drei Substanzen wurden 

Superfusionsstudien, [35S]-GTPγS Bindungsstudien und klassische 

Radioligandbindungsstudien verwendet.  

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Interaktion des präsynaptischen 

CB1-Rezeptors mit dem muskarinischen Autorezeptor. So sollte zunächst untersucht werden, 

ob eine verstärkte Aktivierung des CB1-Rezeptors durch eine erhöhte Konzentration an 

Endocannabinoiden, wie sie in FAAH-Knockout-Mäusen auftritt, die Funktion des 

muskarinischen Autorezeptors beeinträchtigt. Ferner sollte überprüft werden, ob die 

gesteigerte Funktion des muskarinischen Autorezeptors in CB1-Rezeptor defizienten Mäusen 

auf einer veränderten Expression bestimmter Proteine beruht. Dazu wurde die Expression 

des M2-Rezeptors und der nachgeschalteten Gi/o-Proteine im Hippokampus von CB1-

Knockout-Mäusen mithilfe von Western Blots bestimmt werden und mit der Expression in 

Wildtyp-Mäusen verglichen werden.  

Modulierende Effekte auf die Neurotransmitterfreisetzung sind für Cannabinoide, viele 

niedermolekulare Substanzen und Peptide wie Opioide und Neuropeptid Y gezeigt worden, 

jedoch existieren kaum Befunde für andere Peptide. Aus diesem Grund sollte in dieser 

Arbeit mithilfe von Superfusionsstudien der Einfluss von Neuropeptid W und Neuropeptid 

FF auf die Noradrenalinfreisetzung untersucht werden. Ihre Kopplung an G-Proteine der Gi/o 
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Familie lässt eine inhibitorische Wirkung vermuten. Der Effekt von Interleukin-1β sollte 

ebenfalls untersucht werden, denn hier liegen aus der Literatur Hinweise sowohl auf einen 

inhibitorischen (MohanKumar und MohanKumar 2002) als auch auf einen fazilitatorischen 

(Russell et al. 2008) Effekt hinsichtlich der Noradrenalinfreisetzung im Gehirn vor.  

Außerdem ergaben sich im Rahmen anderer Projekte in unserer Arbeitsgruppe noch zwei 

weitere Ziele. So sollte mit [35S]-GTPγS-Bindungsstudien ein weiteres funktionelles Modell 

für den EP3-Rezeptor ermittelt werden. Dies würde ein bereits von uns entwickeltes EP3-

Rezeptor-Modell, bei dem die Hemmung der Noradrenalin-Freisetzung gemessen wird, 

ergänzen. Schließlich sollte - da die Angaben zur zentralen Lokalisation des H4-Rezeptors in 

der Literatur widersprüchlich sind - dieser Rezeptor auf mRNA-Ebene im humanen und 

murinen Cortex mittels RT-PCR nachgewiesen werden. Bei positivem Ausgang könnte dies 

die Grundlage für die Charakterisierung eines präsynaptisch exprimierten H4-Rezeptors 

mithilfe von Superfusionsexperimenten schaffen. 
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B. Material und Methoden 

1 Material 

1.1 Arbeitsgeräte 

Analysenwaage Extend ED124S, Sartorius, Göttingen, D 

Cell Harvester IH 120, Inotech, Wohlen, CH 

Dispensetten 2 ml und 5 ml, Brand, Wertheim, D 

DNA Gelektrophorese-System Run One, Embi Tec, San Diego, USA 

Entwicklungsmaschine, CP 1000, Agfa, Köln, D 

Flüssigkeitsszintillationszähler LS 6000 TA, Beckman Coulter, Fullerton, USA 

Fraktionssammler Multirac 2111, LKB, Freiburg, D 

Gelelektrophorese- und Blotting-System (Mini-Protean Tetra System), Bio-Rad, München, D 

Guillotine, Eigenbau der Institutswerkstatt 

Homogenisator Potter‐Elvehjem Braun 853302/4, B. Braun, Melsungen, D 

Kühlzentrifuge 5402, Eppendorf, Hamburg, D 

Kühlzentrifuge Typ J2‐21, Beckman, München, D 

Laborwaage TE 610, Sartorius, Göttingen, D 

Magnetrührer, ARE Heating Magnetic Stirrer, VELP Scientifica srl, Usmate, I 

Mikrowelle, Severin, Sundern, D 

Multipette Nr. 4710, Eppendorf, Hamburg, D 

pH‐Meter Five Easy, Mettler Toledo, Gießen, D 

Pipetten Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg, D 

Präparierbesteck, Everhards, Meckenheim, D 

Rollerpumpe, Eigenbau der Institutswerkstatt 

Roller-Mixer SRT6, Stuart, Staffordshire, UK 

Schwenkschüttler Duomax 1030, Heidolph, Schwabach, D  

Spannungsquelle PowerPac 300, Bio‐Rad, München, D 

Stimulator 215/II, Hugo Sachs, March‐Hugstetten, D 

Superfusionsanlage, Eigenbau der Institutswerkstatt 

Thermocycler T3000, Biometra, Göttingen, D 
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Thermomixer 5350, Eppendorf, Hamburg, D 

Thermostat Typ MP, Julabo, Seelbach, D 

Tischzentrifuge Typ 5415C, Eppendorf, Hamburg, D 

Ultra-Turrax T10 Basic, IKA Werke, Staufen, D 

UV‐Transilluminator Gel Doc® XR, Bio‐Rad, München, D 

UV/VIS Spektralphotometer BioPhotometer, Eppendorf, Hamburg, D 

UV/VIS Spektralphotometer Nano Drop 2000c, Thermo Scientific, Wilmington, USA 

Vakuum Controller IH 195, Inotech, Wohlen, CH 

Vortexer ZX3, VELP Scientifica srl, Usmate, I 

Wasserbad Typ 1083, GFL, Burgwedel, D 

Wasserbad und Schüttler 4010, Köttermann, Hänigsen, D 

1.2 Verbrauchsmaterial 

Autoradiographiefilme, ECL-HyperfilmTM, GE Healthcare, München, D 

Faltenfilter 597½, Schleicher & Schuell, Dassel, D 

Filter GF/B Nr. 1821915, Whatman, Maidstone, UK 

Filter GF/C Nr. 1822915, Whatman, Maidstone, UK 

Küvetten 67.741, Sarstedt, Nümbrecht, D 

Midi-Vials™ 8ml, Perkin-Elmer, Boston, USA 

Multipetten‐Spitzen Combitips®, Eppendorf, Hamburg, D 

Parafilm PM‐956, Pechiney Plastic Packaging, Chigaco, USA 

Pipettenspitzen, Sarstedt, Nümbrecht, D 

Pipettenspitzen, steril mit Filter, Axygen, Union City, USA 

PVDF Blotting Membran Immobilion® P 0,45µm, Millipore, Schwalbach, D 

Reaktionsgefäße 2 ml, Biozym, Oldendorf, D 

Reaktionsgefäße Safe‐Lock 0,5 ml und 1,5 ml, Eppendorf, Hamburg, D 

Zentrifugenröhrchen 15 ml und 50 ml, Sarstedt, Nümbrecht, D  

1.3 Chemikalien 

Lösungen von Pharmaka wurden je nach Löslichkeit und Versuchsbedingungen in Aqua 

dem., DMSO, Ethanol oder Versuchspuffer hergestellt. Die jeweiligen Kontrollversuche ohne 

Pharmakon enthielten das entsprechende Volumen Lösungsmittel.  
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1Kb DNA Ladder, Invitrogen, Darmstadt, D 

2‐Mercaptoethanol, Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

40% Acrylamid/Bis Lösung, 29:1, Bio-Rad, München, D 

Adenosindesaminase, Roche, Mannheim, D 

AF‐DX 384 (N-[2-[2-[(Dipropylamino)methyl]-1-piperidinyl]ethyl]-5,6-dihydro-6-oxo-11H-

pyrido[2,3-b][1,4]benzodiazepine-11-carboxamide), Thomae, Biberach an der Riss, D 

Ammoniumpersulfat, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D 

Agarose, Carl Roth, Karlsruhe, D 

BSA (Rinderserumalbumin), Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

Calciumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Carbogen (95 % O₂, 5 % CO₂), Linde Gas Therapeutics, Unterschleißheim, D 

Coomassie‐Brillantblau G 250, Serva, Heidelberg, D 

CP 55,940, Biotrend, Köln, D 

DAMGO, ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin), NeoMPS, Strasburg, F 

Desipramin, Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

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

DMSO (Dimethylsulfoxid), Merck KGaA, Darmstadt, D 

dNPA ((D)-NP-(N-Me)AFLFQPQRFamide), synthetisiert und freundlich überlassen von 

Prof. J.-M. Zajac, IPBS, Universität Toulouse, F  

DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-enkephalin), NeoMPS, Straßburg, F 

DEPC (Diethylpyrocarbonat), Sigma-Chemie, Steinheim, D 

DPDPE (((D)-Pen2, (D)-Pen5)-enkephalin), NeoMPS, Straßburg, F 

ECL-Chemilumineszenz-Reagenz, GE Healthcare, München, D 

EDTA-Dinatriumsalz (Ethylendiamintetraessigsäure), Carl Roth, Karlsruhe, D 

EGTA (Ethylenglycoltetraessigsäure), Carl Roth, Karlsruhe, D 

Entwickler- und Fixierer- Stammlösung, Adefo-Chemie, Dietzenbach, D 

Ethanol absolut, KMF Laborchemie, Lohmar, D 

Ethidiumbromid 10 mg/ml, Bio‐Rad, München, D 

Glycin, Merck KGaA, Darmstadt, D 

GDP (Guanosin-5‘-diphosphat-natriumsalz), Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D 
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GTPγS (Guanosin‐5’‐O‐(3‐thiotriphosphat)-tetralithiumsalz), Sigma-Aldrich Chemie, 

Steinheim, D  

Hemicholinium-3, ChemCon, Freiburg, D 

innuSolv RNA Reagent, Analytic Jena, Jena, D 

Interleukin-1β (rekombinant, human), Innogenetics, Gent, B 

Isopropanol, Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

Kaliumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Kaliumhydrogenphosphat, Merck KGaA, Darmstadt, D 

L(+)‐Ascorbinsäure, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Lumagel-Safe® (Szintillationsflüssigkeit), Lumac LSC, Groningen, NL 

Magnesiumchlorid-hexahydrat, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Magnesiumsulfat, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Milchpulver, fettfrei, Bio‐Rad, München, D  

Naltrindol, Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

Natriumchlorid, Carl Roth, Karlsruhe, D 

Natriumhydrogencarbonat, KMF Laborchemie, Lohmar, D 

Neuropeptid FF (FLFQPQRFamid), synthetisiert und freundlich überlassen von Prof. J.-M. 

Zajac, IPBS, Universität Toulouse, F  

Neuropeptid W 1-23 (Ratte), NeoMPS, Straßburg, F  

N-Oleylglycin, synthetisiert und freundlich überlassen von Prof. U. Fuhr, Institut für 

Pharmakologie, Uniklinik Köln, D 

O‐2050, Tocris, Ellisville, USA 

ortho‐Phosphorsäure 85%, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Oxotremorin, Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

Polyethylenimin 50% (m/V), Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

POPOP (1,4‐Di‐[2‐(5‐phenyloxazolyl)]‐benzol), Acros Organics, New Jersey, USA 

PPO (2,5‐Diphenyloxazol), Acros Organics, New Jersey, USA 

Precision plus All Blue standard (Protein Maßstab), Bio-Rad, München, D 

R(+)‐WIN‐55,212‐2, Sigma‐Aldrich Chemie, Steinheim, D 

Rauwolscin, Carl Roth, Karlsruhe, D 

Rimonabant (SR 141716A), Sanofi Recherche, Montpellier, F 
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Saccharose, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Salzsäure 1 M, KMF Laborchemie, Lohmar, D 

SDS (Natriumdodecylsulfat), VWR, Darmstadt, D 

Soluene®‐500 (0,5 M quarternäres Ammoniumhydroxid in Toluol), Perkin‐Elmer Boston, 

USA 

Sulproston, Bayer‐Schering Pharma, Berlin, D 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin), Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D  

Toluol, Merck KGaA, Darmstadt, D 

Tris‐Base, Pufferan®, Carl Roth, Karlsruhe, D 

Tris‐HCl, Pufferan®, Carl Roth, Karlsruhe, D 

Tween® 20, Carl Roth, Karlsruhe, D 

Virodhamin, BioTrend, Köln, D 

1.4 Strukturformeln 

Cannabinoid-Rezeptor-Liganden: 

siehe Kapitel A.1.2.1 

Muskarin-Rezeptor-Liganden: 

   

AF-DX 384 Oxotremorin  
 

Prostanoid-Rezeptor-Liganden: 

   

Prostaglandin E2 Sulproston  
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Opioid-Rezeptor-Liganden: 

   

DAMGO Naltrindol  
 

Weitere: 

   

N-Oleylglyin   
 

1.5 Radiochemikalien 

[3H]‐Noradrenalin (spezifische Aktivität: 53 Ci/mmol), PerkinElmer, Boston, USA 

[3H+‐Rimonabant (spezifische Aktivität: 44 Ci/mmol), Amersham, Little Chalfont, UK 

[Methyl-3H]‐Cholinchlorid (spezifische Aktivität: 86 Ci/mmol), PerkinElmer, Boston, USA 

[35S]-GTPγS (spezifische Aktivität: 1250 Ci/mmol), Perkin Elmer, Boston, USA 

1.6 Kits für die Molekularbiologie 

1Kb DNA Größenstandard, Invitrogen, Darmstadt, D 

innuSolv RNA Reagent, Analytic Jena, Jena, D 

Taq Core Kits 10, MP Biomedicals, Illkirch, F 

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche, Mannheim, D 

1.7 Primersequenzen 

Maus: 

 H4 Rezeptor (modifiziert nach Liu et al. 2001) 

forward: 5‘-GTT TAA CTG GAA TTT TGG AAG TGG AAT CTG CAT G-3’ 

reverse:  5‘-ACC AAG AAA GCC AGT ATC CAA ACA GCC ACC ATT TGA 

GC-3’ 

 GAPDH  

forward: 5‘-CGG CAA ATT CAA CGG CAC AGT CA-3’ 

reverse: 5’-GGT TTC TCC AGG CGG CAC GTC-3’ 
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Mensch: 

 H4 Rezeptor (nach Strakhova et al. 2009) 

forward: 5‘-GAT CTC CAT TCC TTT GTA CAT CC-3’ 

reverse:  5‘-AGC CTT TTG AAA GCG CTT GTG AC-3’ 

 GAPDH (nach Strakhova et al. 2009) 

forward: 5‘-GAA GGT CGG AGT CAA CGG ATT TGG T-3’ 

reverse: 5‘-CAT GTG GGC CAT GAG GTC CAC CAC-3’ 

Alle Primer wurden synthetisiert von der Firma MWG Biotech, Ebersberg, D und mit Wasser 

für die PCR auf 10 pmol/µl verdünnt. 

1.8 Antikörper 

Primärantikörper: 

 Ziegen Anti-mAChR M2 (C-18), Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D 

Verdünnung 1:200 

 Kaninchen Anti-Gi-3 (C-10), Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D 

Verdünnung 1:1000 

 Kaninchen Anti-Go (K-20), Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, D 

Verdünnung 1:1000 

 Maus Anti--Tubulin, Dianova, Hamburg, D 

Verdünnung 1:1000 

Sekundärantikörper:   

 Esel Anti-Goat, IgG-HRP Conjugate, Chemicon, Schwalbach, D 

Verdünnung 1:10.000 

 Ziege Anti-Mouse, IgG-HRP Conjugate, Dianova, Hamburg, D 

Verdünnung 1:1000 

 Ziege Anti-Rabbit, IgG-HRP Conjugate, Cell Signaling, Danvers, USA 

Verdünnung 1:1000 

Die Antikörper wurden in TBS-T Puffer, welcher 1 % Milchpulver und 0,05 % (m/V) 

Natriumazid enthielt, verdünnt.  

 



Material und Methoden 

 27 

1.9 Puffer und Lösungen 

Alle Puffer und Lösungen wurden in Aqua dem. hergestellt, wenn nicht anders angegeben. 

1.9.1 Puffer und Lösungen für Superfusionsstudien 

Modifizierte Krebs‐Henseleit‐Lösung für die Superfusion (KH) 

118 mM NaCl 

23 mM NaHCO3 

4,8 mM KCl 

1,2 mM KH2PO4 

1,2 mM MgSO4 

10 mM Glucose 

0,06 mM Ascorbinsäure 

0,03 mM Na2EDTA 

1,3 oder 3,25 mM CaCl2 

Die Lösung wurde mit Carbogen (95 Vol. % O2, 5 Vol. % CO2) gesättigt. 

1.9.2 Puffer und Lösungen für Radioligandbindungsstudien 

TE‐Puffer 

50 mM Tris 

5 mM Na2EDTA 

Der pH wurde dabei nicht durch Zugabe von HCl oder NaOH eingestellt, sondern ein 

geeigneter Anteil von Tris‐HCl und Tris‐Base eingesetzt (Tabelle 1), bei dem der Puffer bei 

der Inkubationstemperatur des Versuchs einen pH von 7,4 ‐ 7,5 erreichte. 

 

TE-Inkubationspuffer (bei 20 °C pH 7,55) 

6,61 g Tris-HCl 

0,70 g Tris-Base 

1,86 g Na2EDTA 

ad 1000 ml  
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TE-Waschpuffer (bei 20 °C pH 7,34) 

7,02 g Tris-HCl 

0,67 g Tris-Base 

1,86 g Na2EDTA 

ad 1000 ml  

Tabelle 1: Tabelle zur Ermittlung der Einwaagen von Säure und Base bei der Herstellung von Tris-

EDTA-Puffer pH 7,4-7,5. 

Inkubations-

Temperatur 
pH bei 20 °C 

Einwaage Tris (g) pro Liter 

Tris-HCl Tris-Base 

4 °C (Waschpuffer) 7,34 7,02 0,67 

25 °C 7,55 6,61 0,70 
 

Szintillationscocktail I (mit hoher Wasseraufnahmekapazität) 

Lumagel® Safe, Lumac LSC, Groningen, NL 

 

Szintillationscocktail II (mit geringer Wasseraufnahmekapazität) 

6 % PPO, 0,1 % POPOP, in Toluol. 

1.9.3 Puffer und Lösungen für [35S]-GTPγS Bindungsstudien 

Tris-EGTA Reaktionspuffer 

50 mM Tris 

1 mM EGTA 

3 mM MgCl2 

100 mM NaCl 

pH 7,4 

1.9.4 Puffer und Lösungen zur Arbeit mit Proteinen 

Tris‐Saccharose‐Puffer für die Membranaufbereitung 

10,27 % Saccharose, in TE‐Puffer 
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Bradford-Stammlösung 

0,1 g Coomassie Brilliant Blue G 250 

50 ml Ethanol 50 % (V/V) 

100 ml Phosphorsäure 85 % 

Aqua dem. ad 250 ml 

Die Stammlösung wurde vor dem Erstgebrauch etwa vier Wochen bei 4 °C gelagert. 

 

Bradford-Arbeitslösung 

1 Volumenteil Bradford‐Stammlösung 

16 Volumenteile Aqua dem. 

durch einen Faltenfilter filtriert, bei Bedarf frisch hergestellt. 

 

Lauf-Puffer  

Tris Base 25 mM 

Glycin 200 mM 

SDS 1 % (m/V) 

 

Transfer-Puffer 

Laufpuffer mit 20 % Methanol  

 

Lämmli Probenpuffer (3-fach)  

Tris-HCl 187,5 mM pH 6,8 

Glyerol 30 % (V/V) 

SDS 6 % 

Bromphenolblau 0,015 % 

 

TBS-Puffer 

Tris 10 mM 

NaCl 140 mM 

pH 8 

 

TBS-T-Puffer 

0,1 % (V/V) Tween 20 in TBS 
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Strippuffer 

Glycin 25 mM 

SDS 1 % (m/V) 

pH 2 

 

Blockinglösung 

5 % (m/V) fettfreies Milchpulver in TBS-T Puffer 
 

Phosphatgepufferte Salzlösung  

NaCl 137 mM 

KCl 2,7 mM 

Na2HPO4 8,1 mM 

KH2PO4 1,4 mM 

pH 7,4 

 

ECL- Detektionslösung 

ECL-Lösung 1 (Peroxidsalzlösung) und 

ECL-Lösung 2 (Luminol und Verstärker) 

Im Verhältnis 1:1 mischen 

1.9.5 Puffer und Lösungen zur Arbeit mit Nukleinsäuren 

DEPC-Wasser 

0,1 % DEPC in Aqua bidest. 

über Nacht inkubiert, anschließend autoklaviert 

 

TAE Puffer (10-fach) 

Tris 0,4 M 

Essigsäure 0,2 M 

EDTA pH 8,0 10 mM 
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Probenpuffer (6-fach) 

Ficoll Typ 400 18 % 

EDTA pH 8,0 0,12mM 

TAE Puffer 10fach 60 %  

Bromphenolblau 0,15 % 

Xylencyanol FF 0,15 % 

1.10 Tiere 

Dunkin‐Hartley Meerschweine, C57BL6/J Wildtyp-Mäuse und NMRI Mäuse, Charles River 

Laboratories, Sulzfeld, D 

CB1-/- Mäuse, Prof. A. Zimmer, Institut für Molekulare Psychiatrie, Bonn, D  

FAAH-/- Mäuse, Prof. B. Cravatt, The Skaggs Institute for Chemical Biology, The Scripps 

Research Institute, La Jolla, USA 

Alle Tiere waren männlichen Geschlechts und zwischen 8 und 16 Wochen alt. Eine 

Ausnahme bildet die Versuchsreihe mit Neuropeptid W, in der Tiere weiblichen Geschlechts 

verwendet wurden.  

1.11 Humanes Gewebe 

Das humane Neocortexgewebe stammte von einer 32 Jahre alten Patientin, die in der Klinik 

für Neurochirurgie, Uniklinikum Bonn wegen Epilepsie operiert wurde. Der operative 

Zugang zum subcortikalen epileptischen Fokus wurde gewonnen, indem nach 

operationstechnischen Gesichtspunkten unter Umgehung funktionell wichtiger Regionen 

Cortexgewebe penetriert und dabei teilweise entfernt wurde. Die Verwendung dieses 

Gewebes, welches anonsten verworfen worden wäre, wurde für Versuchszwecke von der 

Bonner Ethikkommission genehmigt. Von der Patientin wurde eine schriftliche Einwilligung 

eingeholt.  

1.12 Datenbanken und Computer-Software 

GraphPad Instat 1.0 und Prism 5.0, GraphPad, San Diego, USA 

MDL Isis/Draw 2.5, MDL, Santa Clara, USA 

Microsoft Office 2007, Microsoft Corporation, Redmond, USA 

Quantity One Basic 4.6.2, Bio-Rad, München, D  
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2 Methoden 

2.1 Superfusion 

2.1.1 Versuchsanordnung 

Die Tiere wurden dekapitiert und die benötigten Organe entnommen. Diese wurden in 

eiskalter KH zwischengelagert und möglichst zügig weiterpräpariert, und zwar: 

 Großhirnrinde: Die Rinde wurde von den anderen Hirnteilen getrennt, in Schichten 

von 0,3 mm Dicke geschnitten und diese zu Scheiben von 3 mm Durchmesser 

gestanzt. 

 Hippokampus: Der Hippokampus wurde aus dem Gesamthirn herauspräpariert, 

Schichten von 0,3 mm Dicke geschnitten und diese zu Scheiben von 2 mm 

Durchmesser gestanzt. 

 Hypothalamus: Der Hypothalamus wurde aus dem Gesamthirn herauspräpariert, 

Schichten von 0,3 mm Dicke geschnitten und diese zu Scheiben von 2 mm 

Durchmesser gestanzt. 

 Retina: Linse und Glaskörper wurden aus dem Auge entfernt und die Retina 

herausgelöst. Es wurden Scheiben von 3 mm Durchmesser gestanzt. 

 Vorhof: Das Herz wird auf Höhe der Vorhöfe aufgeschnitten und die Vorhofwände 

herausgeschnitten und in Würfel mit ca. 1 mm Kantenlänge geschnitten. 

Die Gewebestücke wurden anschließend 30 Minuten in KH, die [3H]-Cholin 100 nM enthielt, 

oder 60 Minuten in KH, die 25 nM [3H]‐Noradrenalin enthielt, unter ständiger Begasung mit 

Carbogen bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden sie in den Superfusionskammern auf 

Polypropylennetzen zwischen zwei Platinelektroden platziert und mit KH superfundiert. 

Das Superfusionsmedium enthielt als Hilfspharmaka Desipramin und Rauwolscin je 1 μM 

bei [3H]‐Noradrenalin-vorinkubierten Geweben (außer bei den Versuchen an der Retina) und 

Hemicholinium-3 10 µM bei [3H]-Cholin-vorinkubierten Geweben. Die Superfusion erfolgte 

bei 37°C mit einem Durchlauf von 1 ml/min unter ständiger Begasung mit Carbogen.  

Die Tritiumabgabe wurde durch zwei 2‐minütige Reizperioden (S1 und S2) durch 

Rechteckimpulse stimuliert. Eine Ausnahme bildeten die Versuche mit Interleukin-1β mit 

zwei weiteren 2-minütigen Reizperioden (S3 und S4). Die genauen Stimulationsparameter, 
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der Zeitpunkt der Stimulation und die Gesamtversuchsdauer unterschieden sich in 

einzelnen Versuchsreihen und können Tabelle 2 entnommen werden. 

Auch der so genannte „Pharmakonwechsel‚ erfolgte zu unterschiedlichen Zeiten, aber 

immer zwischen S1 und S2. Damit ist die Einleitung der zu untersuchenden Substanz in die 

Superfusionslösung gemeint. Im Allgemeinen wurden Agonisten zum Pharmakonwechsel, 

Antagonisten von Beginn der Superfusion an zugegeben. 

Ab der 5. Minute vor S1 wurde das Superfusat (also die KH, die die Kammer bereits passiert 

hat) kontinuierlich in 5‐Minuten‐Fraktionen gesammelt und mit 1,2 Volumenanteilen 

Szintillationscocktail I gemischt. Nach Versuchsende wurden die Gewebestücke in 0,5 ml 

Soluene® aufgelöst und mit 5 ml Szintillationscocktail II versetzt. Die Bestimmung des 

Tritiumgehalts der Superfusate und Gewebeproben erfolgte schließlich durch einen 

Flüssigkeitsszintillationszähler. 

Tabelle 2: Versuchsbedingungen in den verschiedenen Versuchsreihen. Abkürzungen: SF ‐ Dauer der 

Superfusion; Reiz‐Bed. ‐ Stimulationsparameter; Ph. ‐ Zugabe des Pharmakons; Ca2+‐Konz. ‐ 

Calciumkonzentration im Superfusionsmedium; MS ‐ Meerschwein 

Spezies Gewebe Tracer 
SF 

(min) 

Reiz ab 

min 

Reiz-Bed. 

(Hz; mA; 

ms) 

Ph. 

(ab 

min) 

Ca2+- 

Konz. 

(mM) 

Kapitel 

C. 

Maus 

C57BL6/J 
Cortex [3H]-NA 110 

S1:40; 

S2:90 
0,3; 50; 2 62 1,30 2.2 

NMRI Cortex [3H]-NA 210 

S1:40; 

S2:90; 

S3:140; 

S4:190 

0,3; 50; 2 77 1,30 2.3 

C57BL6/J 
Hippo-

kampus 

[3H]-

Cholin 
110 

S1:40; 

S2:90 
3; 200; 2 62 3,25 1.2.1 

C57BL6/J 
Hippo-

kampus 
[3H]-NA 110 

S1:40; 

S2:90 
0,3; 50; 2 62 1,30 2.1 

C57BL6/J 
Hypo-

thalamus 
[3H]-NA 110 

S1:40; 

S2:90 
0,3; 50; 2 62 1,30 2.1 

C57BL6/J Vorhof [3H]-NA 110 
S1:40; 

S2:90 
3; 200; 2 62 3,25 2.2 

MS Retina [3H]-NA 120 
S1:60; 

S2:100 
3; 50; 2 82 1,30 1.1.4 
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2.1.2 Versuchsauswertung: Berechnung der basalen und stimulierten 

Tritiumfreisetzung 

Die stimulierte Tritiumfreisetzung wurde berechnet als Anteil des Tritiums in Prozent, das 

zu Beginn der einzelnen 5‐Minuten‐Sammelperioden im Gewebe vorhanden war. 

Der basale Efflux, d.h. die ohne Stimulation gemessene Tritiumabgabe, wurde in den 

Sammelperioden vor dem Pharmakonwechsel (B1) und vor S2 (B2) bestimmt. Der Quotient 

B2/B1 ist somit ein Maß für den Einfluss einer beim Pharmakonwechsel eingeleiteten Substanz 

auf die basale Tritiumfreisetzung. In den Versuchen mit Interleukin-1β wurde der basale 

Efflux in den Sammelperioden 15-20 Minuten nach S1 (B1) und vor S2 bzw. S3 oder S4 (B2, B3, 

B4) bestimmt.  

Die stimulierte Tritiumfreisetzung wurde berechnet als Fläche zwischen den Kurven der 

basalen und der totalen Tritiumfreisetzung während der Stimulation und den nachfolgenden 

13 Minuten. Dabei wurde ein linearer Abfall der basalen Tritiumfreigabe zwischen der 

Fraktion ‐5 bis 0 min vor und der Fraktion 15 bis 20 Minuten nach der Stimulation 

angenommen. 

Zur Quantifizierung der Pharmakoneffekte wurde der Quotient aus der durch S2 (bzw. S3 

oder S4) und der durch S1 stimulierten Tritiumabgabe gebildet und mit dem entsprechenden 

Quotienten der Kontrolle verglichen. In Studien, in denen das zu untersuchende Pharmakon 

von Beginn der Superfusion an anwesend war, wurde die durch S1 stimulierte 

Tritiumabgabe mit dem entsprechenden Wert der Kontrolle verglichen. 

2.1.3 Berechnung pharmakologischer Wirkstärken 

Die Wirkstärke eines Agonisten wird mit dem pEC50‐Wert charakterisiert, definiert als der 

negative dekadische Logarithmus der Konzentration, die eine halbmaximale Wirkung 

hervorruft. 

Die Wirkstärke eines kompetitiven Antagonisten wird mit dem pA2‐Wert charakterisiert. Er 

ist definiert als negativer dekadischer Logarithmus der Antagonistenkonzentration, bei der 

die Konzentrations‐Wirkungs‐Kurve eines Agonisten um den Faktor zwei nach rechts 

verschoben wird (Arunlakshana und Schild 1959). 
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Zur Berechnung des pA2-Wertes dient Gleichung 1: 

 

𝑝𝐴2 = log 
 𝐸′ 

 𝐸 
− 1 − log 𝐵  Gleichung 1 

*E’+ Konzentration des Agonisten, die in Anwesenheit des Antagonisten eine halbmaximale Wirkung 

hervorruft; [E] Konzentration des Agonisten, die in Abwesenheit des Antagonisten eine halbmaximale 

Wirkung hervorruft; [B] Konzentration des Antagonisten. 

Streng genommen müsste man bei den in dieser Arbeit gezeigten pA2‐Werten von 

„scheinbaren pA2‐Werten‚ sprechen, da nur eine oder zwei statt mindestens drei 

Konzentrationen der jeweiligen Antagonisten untersucht wurden. Der Übersichtlichkeit 

halber wurde aber auf diese Differenzierung verzichtet. 

2.2 Radioligandbindungsstudien 

2.2.1 Theoretische Grundlagen 

Die reversible Interaktion eines Liganden mit einem Rezeptor folgt dem 

Massenwirkungsgesetz und kann durch folgendes Reaktionsschema beschrieben werden: 

 

 𝑅 +  𝐿 

𝑘𝑜𝑛    
    

𝑘𝑜𝑓𝑓
   

 𝑅𝐿  Gleichung 2 

[R], [L] Konzentration des freien Rezeptors bzw. Liganden, [RL] Konzentration des 

Rezeptor‐Ligand‐Komplexes, kon, koff Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation bzw. Dissoziation. 

Befindet sich die Reaktion im Gleichgewicht, d.h. die Assoziations‐ und 

Dissoziationsvorgänge laufen mit gleicher Geschwindigkeit ab, kann die 

Gleichgewichts‐Dissoziationskonstante KD wie folgt definiert werden: 

 

𝐾𝐷 =
𝑘𝑜𝑓𝑓

𝑘𝑜𝑛
=
 𝑅 ⋅  𝐿 

 𝑅𝐿 
 Gleichung 3 

KD, ausgedrückt in mol/l ist ein Maß für die Affinität des Liganden am Rezeptor und entspricht 

derjenigen Konzentration des Liganden, bei der die Hälfte der vorhandenen Rezeptoren durch den 

Liganden besetzt ist. 

Die maximale Anzahl an Bindungsstellen Bmax errechnet sich theoretisch aus der Summe von 

freien und besetzten Rezeptoren. 

Die Sättigungsbindung ist eine Methode zur Bestimmung des Bindungsparameters KD eines 

Radioliganden und der maximalen Anzahl der zu besetzenden Rezeptoren (Bmax). In der 
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vorliegenden Arbeit wurden keine Sättigungsbindungen durchgeführt, da auf 

entsprechende bereits ermittelte KD und Bmax Werte in unserem Labor zurückgegriffen 

werden konnte. Der theoretische Hintergrund wird an dieser Stelle im Hinblick auf die 

Auswertung erläutert. In Sättigungsbindungen wird die Interaktion eines Rezeptors mit 

steigenden Konzentrationen eines Radioliganden untersucht. Nach 

Gleichgewichtseinstellung wird die Gesamtbindung als Summe aus spezifischer und 

unspezifischer Bindung gemessen. Die unspezifische Bindung des Radioliganden an den 

Filtern und an anderen Proteinen im Reaktionsansatz wird in Anwesenheit eines im 

Überschuss zugesetzten unmarkierten Liganden bestimmt, der mit hoher Affinität an die 

gleiche Bindungsstelle am Rezeptor wie der Radioligand bindet und diesen somit aus der 

Rezeptorbindung verdrängt. Die Differenz aus der Gesamtbindung und der unspezifischen 

Bindung ergibt die spezifische rezeptorgebundene Radioligandmenge.  

Die spezifische Bindung des Radioliganden [RL] pro mg Protein aufgetragen gegen die 

Radioligandkonzentration [L] ergibt eine hyperbolische Sättigungsisotherme, die mit 

folgender Gleichung beschrieben werden kann: 

 

 𝑅𝐿 =
𝐵𝑚𝑎𝑥 ⋅  𝐿 

𝐾𝐷 +  𝐿 
 Gleichung 4 

 

Die Sättigungsisotherme erreicht mit zunehmender Radioligandkonzentration ein Plateau, 

das der maximalen Rezeptorkonzentration (Bmax) entspricht. Die Radioligandkonzentration, 

die zu einer halbmaximalen Besetzung der Bindungsstellen führt, ergibt den KD-Wert des 

Radioliganden.  

Zur linearen Visualisierung nach Scatchard wird der Quotient aus spezifischer Bindung und 

freier Radioligandkonzentration [RL]/[L] gegen die spezifische Bindung des Radioliganden 

[RL] aufgetragen. Es ergibt sich eine Gerade, wenn eine einheitliche Rezeptorpopulation 

vorliegt. 

Die Affinität eines unmarkierten Liganden, der um die gleiche Rezeptorbindungsstelle wie 

der Radioligand konkurriert (kompetitive Interaktion), wird mithilfe von 

Kompetitionsexperimenten bestimmt. Dabei wird die konstant gehaltene 

Radioligandkonzentration mit aufsteigenden Konzentrationen des nicht markierten 

Liganden, auch Inhibitor oder Kompetitor genannt, versetzt. Mit steigender Konzentration 
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des Inhibitors wird der Radioligand zunehmend aus seiner Rezeptorbindung verdrängt. 

Wird die gemessene spezifische Bindung des Radioliganden gegen den dekadischen 

Logarithmus der Konzentration des Inhibitors aufgetragen, resultiert ein sigmoider 

Kurvenverlauf, der mit der Hill‐Gleichung beschrieben wird: 

 

𝐵𝑔𝑒𝑠 −𝑀𝐼𝑁 =
𝑀𝐴𝑋 −𝑀𝐼𝑁

1 +  
𝐼𝐶50
 𝐼 

 
𝑛𝐻

 
Gleichung 5 

Bges: Gesamtbindung des Radioliganden, MIN Radioligandbindung in Anwesenheit einer hohen 

Konzentration des Inhibitors (d.h.einer Konzentration, welche die spezifische Bindung vollständig 

inhibiert), MAX Radioligandbindung in Abwesenheit des Inhibitors, IC50 Konzentration des 

Inhibitors, die die spezifische Bindung des Radioliganden auf 50% reduziert (entspricht dem 

Wendepunkt der Kurve), [I] Konzentration des Inhibitors, nH Hill‐Koeffizient. 

Der Hill‐Koeffizient nH ist ein Maß für die Steilheit der Kurve, im Falle einer kompetitiven 

Hemmung ergibt sich ein Wert nicht signifikant verschieden von ‐1. 

Die Bestimmung der Affinität eines Inhibitors zum Rezeptor durch die 

Verdrängungskonstante Ki erfolgt nach der Gleichung von Cheng und Prusoff (1973): 

 

𝐾𝑖 =
𝐼𝐶50

1 +
 𝐿 
𝐾𝐷

 
Gleichung 6 

[L] Konzentration des Radioliganden. 

2.2.2 Membranpräparation 

Zur Präparation von Proteinsuspension für die Radioligandbindungsexperimente wurden 

männliche Dunkin-Hartley Meerschweine und männliche C57BL6/J Mäuse dekapitiert, das 

Hirn entnommen und die Großhirnrinde (Kortex) und der Hippokampus sofort präpariert. 

Je zwei Kortizes oder zwei Hippocampi vom Meerschwein oder sechs Hippocampi von der 

Maus wurden in ein tariertes Becherglas, gefüllt mit 25 ml Tris‐Saccharose‐Puffer, überführt 

und ausgewogen. Die Gewebe wurden dann mithilfe eines Potter‐Elvehjem‐Homogenisators 

mit 10 Hüben bei 1200 U/min eine Minute lang homogenisiert. Anschließend wurde die 

Suspension in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen überführt, mit 5 ml Tris‐Saccharose‐Puffer 

nachgespült und 10 Minuten mit 1500 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde dann 25 

Minuten mit 25000 x g erneut zentrifugiert. Das erhaltene P2‐Pellet wurde zweimal in je 10 

ml TE‐Puffer resuspendiert und anschließend 10 Minuten mit 25000 x g zentrifugiert. Das 

gewaschene Pellet wurde in TE‐Puffer (für Verdrängungsbindungen) oder Tris-EGTA-Puffer 
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(für GTPγS Bindungen) erneut mithilfe eines Potter‐Elvehjem‐Homogenisators mit 10 Hüben 

bei 1200 U/min eine Minute lang homogenisiert. Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C 

durchgeführt. Nach der Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die 

Proteinsuspension, falls notwendig, mit dem TE‐Puffer auf die benötigte 

Proteinkonzentration verdünnt und bis zur Verwendung bei ‐80 °C gelagert. 

2.2.3 Proteinbestimmung nach Bradford 

Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung einer Proteinlösung nach Bradford (1976) 

beruht auf der Farbänderung des roten Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G250 bei der 

Ausbildung eines blauen stabilen Protein-Farbstoff-Komplexes. Diese Farbentwicklung kann 

photometrisch gemessen werden und ist ein Maß für die Proteinkonzentration der Lösung. 

Zur Proteinbestimmung wurden 0,15 ml der zu untersuchende Proteinsuspension mit 2 ml 

der Bradford‐Arbeitslösung versetzt und innerhalb von 30 Minuten photometrisch bei einer 

Wellenlänge von 595 nm vermessen. Die Auswertung erfolgte anhand einer 

Kalibriergeraden, die im Konzentrationsbereich von 1 bis 15 μg Protein mit BSA als Standard 

aufgenommen wurde. Der Leerwert wurde mit 0,15 ml Aqua dem. bestimmt. 

2.2.4 Verdrängungsstudien 

Die Verdrängungsstudien am CB1 Rezeptor wurden mit [3H+‐Rimonabant als Radioligand 

durchgeführt. Die Reaktionsansätze von je 500 μl Gesamtvolumen wurden in 2 ml 

Reaktionsgefäßen wie folgt zusammengesetzt (alle Konzentrationsangaben sind 

Endkonzentrationen im 500 μl Reaktionsansatz und alle Substanzen wurden im 

Inkubationspuffer gelöst und verdünnt): 

 50 μl [3H+‐Rimonabant (spezifische Aktivität: 44 Ci/mmol) 0,5 nM 

 50 μl einer von zehn aufsteigenden Konzentrationen Kompetitor oder CP 55,940 3 µM 

(unspezifische Bindung) oder Inkubationspuffer (totale Bindung)  

 300 μl Inkubationspuffer 

 100 μl Proteinhomogenat (60-100 µg/ 500 µl Endkonzentration) 

Jeder Messwert wurde in einer Dreifachbestimmung ermittelt. Die Reaktion startete durch 

Zugabe des Proteinhomogenats. Die Proben wurden über 60 Minuten bei 25 °C inkubiert 

und anschließend durch Vakuumfiltration mithilfe des Inotech Cell‐Harvesters auf mit 0,3 % 

Polyethylenimin-vorbehandelte GF/C‐Filter mit 400 mbar Restdruck gesogen. Es folgten drei 
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Waschschritte mit je 2 ml eiskaltem Waschpuffer. Die einzelnen Filter wurden jeweils in 

Szintillationsvials überführt und mit 4 ml Szintillationscocktail I versetzt. Die Proben 

wurden dann mindestens 12 Stunden lang geschüttelt und anschließend die Radioaktivität 

der aufgelösten Filter in einem Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen. 

2.2.5 Versuchsauswertung 

Alle Bindungsstudien wurden mithilfe des Programms GraphPad Prism 5 ausgewertet. 

Dazu wurden die Werte für die unspezifische Bindung von den erhaltenen Werten für die 

Gesamtbindung (totale Bindung) abgezogen und in Prozent der maximalen Bindung 

(Kontrollwert ohne Kompetitor) umgerechnet. Mit diesen Werten wurde dann eine 

nicht‐lineare Regression durchgeführt. Zu den mathematischen Grundlagen siehe 2.2.1. Zur 

Berechnung der IC50 wurden die Versuche einzeln ausgewertet und Mittelwert und SEM von 

n Versuchen gebildet. Für die Abbildungen wurden von jedem Versuch die Mittelwerte der 

einzelnen Punkte verwendet und neu regrediert. 

2.3 [35S]-GTPγS-Bindungsstudien 

2.3.1 Theoretische Grundlagen 

In [35S]-GTPγS-Radioligand-Bindungsstudien wird das Ausmaß der G-Protein Aktivierung, 

welche durch die Bindung eines Liganden an einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor 

ausgelöst wird, untersucht (Lazareno 1999). Hierbei wird die Affinität der radioaktiv 

markierten, hydrolysestabilen GTP-Analogsubstanz [35S]-GTPγS (Abbildung 8) zur G-

Untereinheit des G-Proteins ermittelt.  

Abbildung 8: [35S]-Guanosin‐5’‐O‐(3‐thiotriphosphat ([35S]-GTPγS) 

Im Ruhezustand des Rezeptors ist GDP an die Gα-Unterheinheit des G-Proteins gebunden. 

Die Bindung eines Agonisten an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor bewirkt eine 

Konformationsänderung und führt zum Austausch von GDP gegen GTP. Anstelle von GTP 
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bindet jedoch [35S]-GTPγS irreversibel an die G-Untereinheit. Auf diese Weise wird der 

erste Schritt in der Signaltransduktion nach der Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten 

Rezeptors quantitativ gemessen. Je stärker die Aktivierung durch einen Agonisten ausfällt, 

desto mehr G-Proteine binden [35S]-GTPγS und die gemessene Radioaktivität nach Filtration 

des Reaktionsansatzes nimmt zu. Um das Konformations-Gleichgewicht zum inaktiven 

Zustand hin zu verschieben, wird dem Inkubationspuffer GDP und Natriumchlorid im 

Überschuss zugesetzt. [35S]-GTPγS bindet irreversibel an die G-Proteine und es kommt nicht 

zu einer Gleichgewichtseinstellung. Daher sind eine exakte Einhaltung der Inkubationszeit 

und Reaktionsbedingungen entscheidend.  

2.3.2 Versuchsanordnung 

Reaktionsansätze von je 500 μl Gesamtvolumen wurden in 2 ml Reaktionsgefäßen wie folgt 

zusammengesetzt (alle Konzentrationsangaben sind Endkonzentrationen im 500 μl 

Reaktionsansatz und alle Substanzen wurden in Tris-EGTA Reaktionspuffer gelöst und 

verdünnt): 

 50 μl [35S]-GTPγS (spezifische Aktivität: 1250 Ci/mmol) 0,05 nM 

 50 µl GDP (30 µM) 

 50 μl einer von zehn aufsteigenden Konzentrationen eines Liganden oder GTPγS 10 

µM (unspezifische Bindung) oder Tris-EGTA Reaktionspuffer (totale Bindung), alle in 

Tris-EGTA Reaktionspuffer mit 0,5 % BSA 

 300 μl Tris-EGTA Reaktionspuffer 

 50 μl Proteinhomogenat (5-10 µg/ 500 µl Endkonzentration) 

Sollte die Interaktion von zwei Liganden am Rezeptor untersucht werden, so wurden 50 µl 

des Tris-EGTA Reaktionspuffers durch 50 µl eines Liganden in Tris-EGTA Reaktionspuffer 

mit 0,5 % BSA ersetzt. BSA dient als Lösungsvermittler für die sehr lipophilen Cannabinoide 

und verhindert eine Absorption an Glas- und Kunststoffoberflächen (Pertwee 1997). Jeder 

Messwert wurde in einer Dreifachbestimmung ermittelt. Das Proteinhomogenat wurde vor 

dem Versuch 10 Minuten bei 30 °C mit Adenosindesaminase 0,004 U/ml inkubiert und bis 

zum Gebrauch auf Eis gelagert. Dieser Schritt soll endogen vorhandenes Adenosin 

deaktivieren, da auch dieses in der Lage ist, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren zu aktivieren. 

Die Reaktion startete durch Zugabe des Proteinhomogenats. Die Proben wurden über 60 
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Minuten bei 30 °C inkubiert. Vor Ablauf der Inkubationszeit wurde ein unbehandelter 

Whatman GF/B-Filter in den Inotech Cell-Harvester gelegt, einmal mit Tris-EGTA 

Reaktionspuffer mit 0,5 % BSA je Reaktionsröhrchen gespült und dann verworfen. Dieser 

Schritt diente der Reduzierung von unspezifischen Bindungsstellen und sollte somit den 

Verlust der sehr lipophilen Substanzen an den inneren Oberflächen des Harvesters 

vermeiden. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben durch Vakuumfiltration 

mithilfe des Inotech Cell‐Harvesters auf unbehandelte GF/B‐Filter mit 400 mbar Restdruck 

gesogen. Es folgten drei Waschschritte mit je 2 ml eiskaltem Waschpuffer. Die einzelnen 

Filter wurden jeweils in Szintillationsvials überführt und mit 4 ml Szintillationscocktail I 

versetzt. Die Proben wurden dann mindestens 12 Stunden lang geschüttelt und anschließend 

die Radioaktivität der aufgelösten Filter in einem Flüssigkeitsszintillationszähler gemessen. 

2.3.3 Auswertung 

Die [35S]-GTPγS-Radioligand-Bindungsstudien wurden mithilfe des Programms GraphPad 

Prism 5 ausgewertet. Dazu wurden die Werte für die unspezifische Bindung von den 

erhaltenen Werten für die Gesamtbindung (totale Bindung) abgezogen. Der Zahlenwert 

dieser Differenz in dpm wird gleich 100 % (Basalwert) gesetzt. Die in Gegenwart der 

Testsubstanz ermittelte spezifische Bindung, welche sich ebenfalls aus der Differenz von 

Gesamtbindung minus unspezifischer Bindung errechnet, wird auf diesen Basalwert (100 %) 

bezogen und gegen die Testsubstanz-Konzentration [M] aufgetragen. Mit diesen Werten 

wurde dann eine nicht-lineare Regression durchgeführt. Für die Abbildungen wurden von 

jedem Versuch die Mittelwerte der einzelnen Punkte verwendet und neu regrediert. 

2.4 Western Blot Analyse 

2.4.1 Synaptosomen-Präparation 

Zur Präparation von Synaptosomen aus Hippokampi wurden männliche C57BL6/J Wildtyp 

Mäuse und CB1-Knockout-Mäuse dekapitiert, das Hirn entnommen und die Hippokampi 

sofort präpariert. Synaptosomen stellen isolierte präsynaptische Nervenendigungen dar, die 

sich nach Abtrennung der Axone zu eigenständigen Kompartimenten zusammengeschlossen 

haben (Gray und Whittaker 1962). Je vier Hippokampi wurden in den 

Potter‐Elvehjem‐Homogenisator, gefüllt mit 1600 µl Tris‐Saccharose‐Puffer, überführt und 
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mit 10 Hüben bei 800 U/min eine Minute lang homogenisiert. Anschließend wurde die 

Suspension in zwei 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt, mit 400 µl 

Tris‐Saccharose‐Puffer nachgespült und 10 Minuten mit 1500 x g zentrifugiert. Der 

Überstand wurde dann 25 Minuten mit 12000 x g erneut zentrifugiert. Das erhaltene 

P2‐Pellet wurde in 800 µl TE‐Puffer resuspendiert und anschließend 15 Minuten mit 12000 x 

g zentrifugiert. Das gewaschene Pellet wurde in 200 µl TE‐Puffer resuspendiert. Alle Schritte 

wurden zum Schutz vor Proteasenaktivität auf Eis oder bei 4 °C durchgeführt. Nach der 

Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe B.2.2.3) wurde die Synaptosomensuspension in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei ‐80 °C gelagert. 

2.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-PAGE ist ein Verfahren zur analytischen Trennung von Proteinen. SDS bewirkt, 

besonders nach vorheriger Reduktion der Disulfidbrücken mit β-Mercaptoethanol, die 

Entfaltung der Proteine und bildet mit ihnen Komplexe mit einem konstanten 

Masse/Ladungs-Verhältnis. Die Eigenladung der Proteine wird durch die starke negative 

Ladung des SDS maskiert. Der Molekularsiebeffekt der Polyacrylamidmatrix bewirkt eine 

Auftrennung nach Molekulargewicht. In dieser Arbeit wurden diskontinuierliche, vertikale 

SDS-Polyacrylamidgele nach Laemmli (1970) für das Gelsystem Mini-Protean Tetra (Bio-

Rad) verwendet. Die Proteine werden zunächst am Ende eines Sammelgels konzentriert, 

bevor sie gleichzeitig in ein 10 %iges Trenngel übertreten und die Proteinauftrennung 

beginnt. Die Gele hatten folgende Zusammensetzung:  

 Trenngel (10 %) Sammelgel (5 %) 

Aqua dem. 4,97 ml 2,98 ml 

1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) +SDS 2,5 ml - 

1,5 M Tris-HCl (pH 6,8) +SDS - 0,5 ml 

Acrylamid/Bis 40% 2,48 ml 0,5 ml 

20% Ammoniumpersulfat 50 µl 20 µl 

TEMED  4 µl 4µl 

 

 Zur Denaturierung wurden die Proteinproben mit Laemmli-Probenpuffer, dem zuvor 1:20 

β-Mercaptoethanol zugesetzt wurde, versetzt und anschließend 5 min bei 95 °C im 

Heizblock inkubiert. Das Gel wurde in der Kammer fixiert, mit Laufpuffer geflutet und mit 

den Proben sowie einem Proteinstandard zur Größenabschätzung beladen. Die 

Elektrophorese lief bei konstanten 100 V über einen Zeitraum von ca. 140 Minuten ab. 
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2.4.3 Western Blot 

Die durch Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinbanden wurden anschließend ebenfalls 

im Mini-Protean Tetra System elektrophoretisch auf eine hydrophobe PVDF-Membran 

transferiert. Diese Membranen zeichnen sich durch eine hohe Proteinbindekapazität aus. Vor 

ihrem Einsatz muss die Membran in Ethanol aktiviert werden, da sie ansonsten mit 

wässrigen Lösungen nicht benetzbar ist. Um die Transferrate zu erhöhen, enthält der 

Transferpuffer 20 % Methanol. Dies lockert die Bindung des SDS an die Proteine und 

erleichtert somit die Bindung an die Membran. 

Das zu blottende Gel, bei dem das Sammelgel entfernt wurde, die PVDF-Membran und die 

Schaumstoffschwämme wurden zunächst in Transferpuffer äquilibriert. Anschließend 

wurde das Sandwich aus Gel, Membran und Schaumstoffschwämmen luftblasenfrei in eine 

Blotkassette gelegt. Diese Kassette wurde in eine mit eiskaltem Transferpuffer und einem 

Kühlelement befüllte Blotkammer überführt, so dass die Membran zur Anode und das Gel 

zur Kathode ausgerichtet waren. Der Transfer wurde bei 300 mA für 1 h bei 

Raumtemperatur durchgeführt. Anschließend wurde die Membran für 15 Sekunden in 

Methanol gewaschen und bei Raumtemperatur ca. 30 min getrocknet. Die trockene Membran 

wurde wieder in Ethanol befeuchtet und zur Absättigung unspezifischer 

Proteinbindungsstellen für eine Stunde mit Blockinglösung inkubiert, um die Sensitivität des 

Systems zu erhöhen und Hintergrundsignale gering zu halten. Der nächste Schritt bestand 

nun in der Bindung des spezifischen Primärantikörpers an das Epitop des zu detektierenden 

Proteins. Hierzu wurde die Membran nach dreimal fünfminütigem Waschen in TBS-T Puffer 

über Nacht bei 4 °C mit der jeweiligen Primärantikörperlösung inkubiert. Nach der 

Inkubation wurde die Membran dreimal in TBS-T gewaschen (5 min), um überschüssigen 

Erstantikörper zu entfernen. In einer einstündigen Inkubation bei Raumtemperatur folgte 

nun die Bindung des entsprechenden mit Meerrettichperoxidase konjugierten 

Sekundärantikörpers an die konstante Region des Primärantikörpers. Nach drei 

fünfminütigen Waschschritten mit TBS-T Puffer wurde die mit Proteinen besetzte 

Membranseite zur Detektion mit 1 ml ECL-Lösung benetzt, in Folie eingeschlagen und in 

einer Filmkassette fixiert. Bei dieser enzymatischen Nachweisreaktion katalysiert das an den 

Sekundärantikörper gekoppelte Enzym Peroxidase die Substratumsetzung in ein 

lumineszierendes Produkt. Zur Detektion der Lumineszenzsignale wurden in der 
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Dunkelkammer nacheinander Röntgenfilme für verschiedene Zeiten aufgelegt (je nach 

Stärke des Signals für 3 Sekunden bis zu 1 Minute) und diese anschließend in der 

Entwicklermaschine entwickelt und getrocknet. Schließlich wurden die Filme eingescannt 

und die Bandenintensitäten konnten mithilfe der Quantity One Software densitometrisch 

vermessen werden und auf diese Weise quantitativ ausgewertet werden. Zur Ermittlung des 

Ausmaßes der Proteinexpression wurde der Quotient aus den densitometrisch ermittelten 

Werten für die zu untersuchenden Protein-Banden mit den dazugehörigen α-Tubulin-

Banden gebildet. 

2.4.4 Strippen bereits detektierter Membranen 

Nach dem Immunoblot und der Detektion wurden die Protein-Antikörperbindungen durch 

30-minütige Inkubation mit Strippuffer wieder gelöst. Es folgten zwei zehnminütige 

Waschschritte mit phosphatgepufferter Salzlösung. Durch eine einstündige Inkubation mit 

Blockinglösung, wie unter 2.4.3 beschrieben, wurde die Membran auf die Reaktion mit dem 

zweiten Primärantikörper Anti-Tubulin vorbereitet. 

2.5 mRNA Expressionsanalyse 

2.5.1 Isolierung der Gesamt-RNA aus Cortexgeweben 

Die Isolation der Gesamt‐RNA erfolgte mithilfe des innuSOLV Kits nach Angaben des 

Herstellers. Im Einzelnen wurde eine männliche C57BL6/J Maus durch Dekapitation getötet 

und die Milz und der Cortex herauspräpariert. Das humane kortikale Gewebe wurde sofort 

nach der Entnahme in eisgekühlten KH-Puffer gegeben und unmittelbar aus dem 

neurochirurgischen Operationssaal ins Labor gebracht. Makroskopisch erkennbare Anteile 

von weißer Substanz und Gefäßen wurden abpräpariert. Anschließend wurden die Gewebe 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert. Die 

Gewebe wurden je mit 1 ml innuSOLV versetzt und mit einem Ultra Turrax homogenisiert. 

Nach Versetzen mit 200 μl Chloroform und 10 Minuten Zentrifugation bei 12500 x g wurde 

die obere wässrige Phase, die die gelöste RNA und Proteine enthält, abpipettiert und mit 500 

μl Isopropanol gemischt. Die so gefällte RNA wurde zu einem Pellet abzentrifugiert (10 

Minuten 12500 x g), einmal mit 1 ml Ethanol 75 % (V/V) gewaschen und erneut zentrifugiert. 

Das an der Luft getrocknete Pellet wurde je nach Größe mit 25-50 μl DEPC-Wasser 
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aufgenommen und direkt der Reversen Transkription unterzogen oder bei ‐80 °C gelagert. 

Alle Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgeführt. 

2.5.2 Konzentrationsbestimmung der RNA 

Die erfolgreiche Isolation und die erhaltene Konzentration wurden durch photometrische 

Absorptionsmessung bei 260 nm überprüft. Dies ist möglich, da die mesomeren Strukturen 

der Purin- und Pyrimidinbestandteile der Nukleinsäuren durch UV-Licht angeregt werden 

und eine Absorption gemessen werden kann. Der Quotient der Absorptionen bei 260 und 

280 nm stellt ein Maß für die Verunreinigung der Nukleinsäurelösung durch Proteine dar. Er 

sollte im Falle der RNA bei ~2,0 liegen. 

2.5.3 Reverse Transkription 

Zum Nachweis der exprimierten Transkripte durch anschließende PCR-Amplifikation 

musste die isolierte mRNA zunächst mittels des Enzyms Reverse Transkriptase in copy-

DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Hierfür wurde eine rekombinante Reverse 

Transkriptase aus dem Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit verwendet, die in E. 

coli exprimiert wird. Das Reaktionsgemisch, bestand aus je 

500 ng RNA in 11 µl Aqua dem. steril 

4 µl Transcriptor RT Reaction Buffer 5x 

2 µl dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 10 mM) 

2 μl Random Hexamer Primer 

0,5 μl Reverse Transcriptase 

0,5 μl Protector RNAse Inhibitor 

und wurde 10 min bei 25 °C, 30 min bei 55 °C und 5 min bei 85 °C im Heizblock inkubiert. 

Die erhaltene cDNA wurde direkt der PCR unterzogen oder bei -20 °C gelagert. 

2.5.4 Polymerase-Kettenreaktion 

Die PCR ist eine Methode zur enzymatischen Amplifikation von DNA (Mullis et el. 1986). 

Der Prozess besteht aus einer Serie von 25-40 Zyklen, wobei jeder Zyklus 3 Schritte umfasst. 

Zunächst wird die doppelsträngige Template-DNA in Einzelstränge denaturiert. In der 

anschließenden Annealingphase hybridisieren die spezifischen Primer (17-28 Bp lange 

Oligonukleotide) durch Temperatursenkung an ihre komplementäre Region auf der DNA. 
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Sie bilden nun den Startpunkt für die folgende DNA-Neusynthese durch die 

temperaturstabile Taq-Polymerase.  

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

2 μl cDNA 

je 1,25 μl Primer forward und reverse 

4 μl dNTP Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 1,25 mM) 

2,5 µl Taq Puffer mit MgCl2 

0,25 μl Taq DNA Polymerase 5 U/μl 

13,75 µl Aqua dem. steril. 

Folgende PCR-Programme wurden durchlaufen: 

Cortex Mensch: 

 H4 Rezeptor GAPDH 

Denaturierung 94 °C, 45 sec 94 °C, 45 sec 

Annealing 55 °C, 90 sec 55 °C, 90 sec 

Elongation 68 °C, 120 sec 68 °C, 120 sec 

 40 Zyklen 25 Zyklen 
Cortex Maus: 

 H4 Rezeptor GAPDH 

Denaturierung 94 °C, 40 sec 94 °C, 30 sec 

Annealing 64 °C, 40 sec 55 °C, 30 sec 

Elongation 72 °C, 120 sec 72 °C, 45 sec 

 35 Zyklen 25 Zyklen 

 

Dem ersten Zyklus wurde eine fünfminütige Denaturierungsphase vorgeschaltet. Nach dem 

letzten Zyklus wurde eine zehnminütige finale Elongation durchgeführt, um die Synthese 

unvollendeter PCR-Produkte zu beenden.  

2.5.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Die während der PCR amplifizierten DNA-Fragmente wurden anschließend mittels 

Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Negativ geladene Nukleinsäuren besitzen in einem 

elektrisch geladenen Feld unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkeiten und werden 

gemäß ihrer Größe und Konformation aufgetrennt. Die Konzentration des Agarosegels 

variierte je nach Größe der aufzutrennenden Fragmente zwischen 1,5-3 % (m/V) und enthielt 

zusätzlich zum Laufpuffer Ethidiumbromid 0,8 µl/ml zur Visualisierung von DNA im 
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UV‐Licht. Als Laufpuffer wurde TAE-Puffer verwendet. Der Elektrophoreselauf erfolgte bei 

Raumtemperatur mit konstanter Spannung (100 V) für ca. 20 Minuten. Die DNA-Proben 

wurden vor dem Auftragen mit 6-fach Probenpuffer gemischt, der die Farbstoffe 

Bromphenolblau und Xylencyanol FF enthält, mit deren Hilfe sich die Laufgeschwindigkeit 

der DNA-Fragmente abschätzen lässt. Nach erfolgter Auftrennung wurden die DNA-

Stränge auf einem UV-Transilluminator bei einer Wellenlänge von 366 nm durch die 

Fluoreszenz des interkalierten Ethidiumbromids sichtbar gemacht und mit dem Quantity 

One Programm digital fotografiert. Anhand eines parallel aufgetragenen Größenstandards 

konnte die Länge der Fragmente qualitativ beurteilt werden. 

2.6 Statistik 

Die Ergebnisse sind angegeben als arithmetischer Mittelwert 𝑥 ± Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM) aus n Experimenten. Das arithmetische Mittel ist definiert wie folgt: 

 

𝑥 =
 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1

𝑛
 Gleichung 7 

xi Einzelmesswerte, n Anzahl der Messwerte 

Die Standardabweichung s wird aus dem Mittelwert nach folgender Gleichung berechnet: 

 

𝑠 =  
  𝑥𝑖 − 𝑥 2𝑛
𝑖=1

𝑛 − 1
 Gleichung 8 

 

Der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) errechnet sich wie folgt: 

 

𝑆𝐸𝑀 =
𝑠

 𝑛
 Gleichung 9 

 

Der Vergleich der Mittelwerte aus unterschiedlichen Versuchsreihen erfolgte unter 

Verwendung des t‐Tests nach Student für ungepaarte Datensätze mit vergleichbarer 

Standardabweichung. Die Standardabweichungen wurden mit dem F‐Test, der auf dem 

Vergleich der Summe der Fehlerquadrate basiert, verglichen. 

Ein signifikanter Unterschied wurde angenommen, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit 

p<0,05 war. Dabei wurden folgende Visualisierungen verwendet: 0,05>p≥0,01: *; 
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0,01>p≥0,001: **; p<0,001: ***. Wurden mehrere Versuchswerte mit der gleichen Kontrolle 

verglichen, wurde die Irrtumswahrscheinlichkeit p der Bonferroni Korrektur unterzogen 

(Curtin und Schulz 1998).
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C. Ergebnisse 

1 Untersuchungen am Cannabinoid-CB1-Rezeptor 

1.1 Charakterisierung von O-2050, Virodhamin und N-Oleylglycin 

1.1.1 Effekt von Adenosindesaminase auf die [35S]-GTPγS Bindung 

Das Nukleosid Adenosin ist weit verbreitet im Gehirn und findet sich folglich auch in der 

Membranpräparation der Hippokampi für [35S]-GTPγS Bindungsexperimente wieder. 

Endogenes Adenosin bindet an Adenosin-A1-Rezeptoren, die im Gehirn, unter anderem im 

Hippokampus, hoch exprimiert sind (Fastbom et al. 1987). Der A1-Rezeptor ist an Gi/o-

Proteine gekoppelt, und seine Aktivierung durch endogenes Adenosin führt folglich zu einer 

Erhöhung der basalen [35S]-GTPγS Bindung. Um ein gutes Verhältnis zwischen Signal und 

Hintergrundrauschen zu erreichen, sollte die basale Aktivität in Agonist-stimulierten [35S]-

GTPγS Bindungsstudien möglichst gering gehalten werden. Moore et al. (2000) empfehlen 

eine Inaktivierung von endogenem Adenosin mit Adenosindesaminase (ADA), die es in den 

inaktiven Metaboliten Inosin umwandelt. Um den Effekt der Adenosindesaminase auf die 

basale und stimulierte [35S]-GTPγS Bindung zu quantifizieren, wurde ein Teil der 

Proteinsuspension unmittelbar vor dem Versuch mit Adenosindesaminase inkubiert und die 

Ergebnisse mit der Kontrolle verglichen. Abbildung 9 zeigt, dass die Vorbehandlung der 

Proteinsuspension mit Adenosindesaminase die basale [35S]-GTPγS Bindung um ca. 30 % 

verminderte. 

Abbildung 9: Wirkung von Adenosindesaminase (ADA) 0,004 U/ml auf die basale [35S]-GTPγS 

Bindung (0,05 nM) an Meerschwein-Großhirnrindenmembran. Mittelwert und SEM von 4 

Experimenten. Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 µM GTPγS): 9 ± 1 %. *p<0,05 im 

Vergleich zur Kontrolle. 
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Wie erwartet konnte durch die Senkung der basalen [35S]-GTPγS Bindung die durch den CB-

Agonisten WIN 55,212-2 stimulierte maximale [35S]-GTPγS Bindung gesteigert werden. 

Abbildung 10 zeigt, dass die durch WIN 55,212-2 3,2 µM stimulierte spezifische [35S]-GTPγS 

Bindung durch eine Vorbehandlung mit Adenosindesaminase um ca. 45 % erhöht werden 

konnte.  

Abbildung 10: Wirkung von Adenosindesaminase (ADA) auf den stimulierenden Effekt von WIN 

55,212-2 3,2 µM auf die spezifische [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) an Meerschwein-

Großhirnrindenmembran. Mittelwert und SEM von 4 Experimenten. Unspezifische Bindung (in 

Gegenwart von 10 µM GTPγS): 9 ± 1%. **p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle. 

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die Membransuspensionen vor allen [35S]-GTPγS 

Bindungsstudien mit Adenosindesaminase vorbehandelt. 

1.1.2 Charakterisierung von O-2050 

Um den zugrunde liegenden Mechanismus der Erhöhung der Neurotransmitterfreisetzung 

durch den inversen Agonisten Rimonabant genauer zu untersuchen wird neben einem 

Agonisten ein neutraler Antagonist benötigt. In früheren Experimenten in unserer 

Arbeitsgruppe wurden bereits einige neutrale Antagonisten untersucht, diese eigneten sich 

jedoch nicht zur weiteren Untersuchung des endogenen Tonus am CB1-Rezeptor. Die 

Substanz VCHSR (Hurst et al. 2002) beispielsweise besaß eine sehr geringe Potenz und zu 

geringe Löslichkeit (unveröffentlichte Daten) und die Substanz NESS 0327 (Ruiu et al. 2003) 

wies eine sehr große Diskrepanz zwischen ihrer Affinität und Potenz am CB1-Rezeptor auf 

(Kurz 2008). Die Substanz O-2050 wurde als neutraler Antagonist ohne intrinsische Aktivität 

am CB1-Rezeptor publiziert (Gardner und Mallet 2006) und sollte näher charakterisiert 

werden.  
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Zur Bestimmung der Affinität von O-2050 am CB1-Rezptor wurden Verdrängungsstudien 

mit dem Tritium-markierten CB1-Rezeptor-Antagonisten [3H]-Rimonabant in einer 

Membransuspension der Großhirnrinde des Meerschweins durchgeführt. An diesem 

Rezeptor wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits in der Vergangenheit 

Radioligandbindungsstudien an Meerschwein-Großhirnrindenmembran durchgeführt 

(Schultheiss et al 2005). Der dort ermittelte KD-Wert (2,12 ± 0,56 nM) und die maximale 

Anzahl an Bindungsstellen (Bmax: 2340 ± 424 fmol/mg Protein) konnten zur Berechnung der 

geeigneten Radioligandkonzentration und der IC50 aus dem pKi Wert herangezogen werden. 

O-2050 zeigte eine gute Affinität am CB1-Rezeptor und konnte den Radioliganden mit einem 

pKi von 6,8 ± 0,1 (IC50: 161,2 ± 14,2 nM) verdrängen. Als Positivkontrolle diente der inverse 

Agonist Rimonabant, der eine Affinität am CB1-Rezeptor mit einem pKi von 7,8 ± 0,1 (IC50: 

21,8 ± 7,1 nM) aufwies (Abbildung 11). 

Abbildung 11: Einfluss von O-2050 und Rimonabant auf die spezifische [3H]-Rimonabant-Bindung 

(0,5 nM) an Meerschwein-Großhirnrindenmembran. Mittelwert und SEM von 4-5 Experimenten. 

Eingesetzte Proteinmenge: 60-100 µg; unspezifische Bindung (in Gegenwart von 3 µM CP 55,940): 59 ± 

2 %. 

Zur weiteren Charakterisierung wurden die Substanzen auch in einem funktionellen Modell, 

der [35S]-GTPγS Bindung, untersucht. Dieses Modell bietet die Möglichkeit, herauszufinden, 

ob ein Ligand ein Agonist, inverser Agonist oder neutraler Antagonist ist.  

Abbildung 12 zeigt die Konzentrations-Wirkungs-Kurven für die Beeinflussung der basalen 

[35S]-GTPγS Bindung durch den Agonisten WIN 55,212-2, den inversen Agonisten 

Rimonabant und O-2050 am CB1-Rezeptor. Die spezifische [35S]-GTPγS Bindung wurde 

durch den Agonisten WIN 55,212-2 um 141 ± 12 % gesteigert (Maximaleffekt bei 32 µM), 
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während O-2050 die spezifische [35S]-GTPγS Bindung nicht beeinflusste. Der inverse Agonist 

Rimonabant hemmte die spezifische [35S]-GTPγS Bindung bis zu 32 ± 2 % in der höchsten 

hier untersuchten Konzentration von 32 µM (Tabelle 3).  

Abbildung 12: Konzentrations-Wirkungs-Kurven von O-2050, Rimonabant und WIN 55,212-2 für die 

spezifische [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) an Meerschwein-Großhirnrindenmembran. Mittelwert und 

SEM von 8-13 Experimenten. Bei vielen Daten ist der doppelte SEM-Wert kleiner als die Höhe des 

Symbols. Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 µM GTPγS): 14 ± 1 %. 

Tabelle 3 zeigt die maximale Änderung der basalen [35S]-GTPγS Bindung durch Rimonabant 

und WIN 55,212-2 in der höchsten eingesetzten Konzentration (32 µM), sowie deren pEC50 

Werte. 

Tabelle 3: pEC50 Werte und Änderung der basalen [35S]-GTPγS Bindung durch Rimonabant 32 µM 

und WIN 55,212-2 32 µM. 

Ligand pEC50 Wert 
Änderung des Basalwertes 

in % 

Rimonabant 5,0 ± 0,1 - 32 ± 21 

WIN 55,212-2 6,7 ± 0,1 + 141 ± 122 

1 kleiner als der Maximalwert, der aufgrund der beschränkten Löslichkeit von Rimonabant nicht 

ermittelt werden konnte. 
2 Maximaleffekt 

 

Zur Bestimmung der Wechselwirkung von WIN 55,212-2 mit O-2050 wurden aufsteigende 

Konzentrationen des Agonisten mit einer fixen Konzentration des Antagonisten (0,1 µM) 

untersucht. Die Zugabe von O-2050 führte zu einer Hemmung der durch WIN 55,212-2 

hervorgerufenen Steigerung der basalen [35S]-GTPγS Bindung und verursachte eine 

Rechtsverschiebung der Konzentrations-Wirkungs-Kurve (Abbildung 13). Der pEC50 Wert 
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von WIN 55,212-2 wurde um eine log-Stufe verringert. Der Maximaleffekt von WIN 55,212-2 

in der höchsten eingesetzten Konzentration unterschied sich nicht in An- und Abwesenheit 

des Antagonisten (p>0,05) (Tabelle 4). Diese Beobachtungen weisen auf einen kompetitiven 

Antagonismus von O-2050 am CB1-Rezeptor hin, ohne diesen zu beweisen. 

Abbildung 13: Einfluss von WIN 55,212-2 auf die spezifische [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) an 

Meerschwein-Großhirnrindenmembran in Anwesenheit von O-2050 (0,1 µM). Mittelwert und SEM 

von 5 Experimenten. Bei vielen Daten ist der doppelte SEM-Wert kleiner als die Höhe des Symbols. 

Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 μM GTPγS): 19 ± 1%. 

Tabelle 4: pEC50 Werte und Maximaleffekte für die Steigerung der basalen [35S]-GTPγS Bindung von 

WIN 55,212-2 32 µM in An- und Abwesenheit von O-2050 0,1 µM. 

Ligand pEC50 Wert 
Änderung des Basalwertes 

in % 

WIN 55,212-2 6,6 ± 0,1 + 189,3 ± 8,91 

WIN 55,212-2 + O-2050 5,6 ± 0,1 + 174,4 ± 7,11 

1 Werte, die bei WIN 55,212-2 32 µM ermittelt wurden; für beide Kurven kann ein Maximaleffekt von 

ca. 180 % angenommen werden.  

 

Weiterhin wurde die Wechselwirkung von Rimonabant mit O-2050 am CB1-Rezeptor 

untersucht, da ein neutraler Antagonist sowohl die Wirkung eines Agonisten als auch die 

eines inversen Agonisten hemmen sollte (Pertwee 2005a). Aufsteigende Konzentrationen von 

Rimonabant wurden mit einer fixen Konzentration (0,1 µM) O-2050 versetzt (Abbildung 14). 

Die Anwesenheit von O-2050 führte jedoch nicht zu einer Abschwächung, sondern im 

Gegenteil zur Verstärkung der durch Rimonabant hervorgerufenen Hemmung der basalen 

[35S]-GTPγS Bindung.  
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Abbildung 14: Einfluss von Rimonabant auf die spezifische [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) an 

Meerschwein-Großhirnrindenmembran in Anwesenheit von O-2050. Mittelwert und SEM von 5 

Experimenten. Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 μM GTPγS): 16± 1 %. 

Tabelle 5: pEC50 Werte und Änderung der basalen [35S]-GTPγS Bindung durch Rimonabant in An- und 

Abwesenheit von O-2050. 

Ligand pEC50 Wert 
Änderung des Basalwertes 

in % 

WIN 55,212-2 4,9 ± 0,1 - 35,6 ± 1,3 

WIN 55,212-2 + 

Rimonabant 1 µM 
5,5 ± 0,1 - 39,4 ± 1,7 

 

Die Verstärkung der Wirkung von Rimonabant wurde in einer weiteren Versuchsreihe noch 

genauer untersucht. Hinsichtlich der Verstärkung der Wirkung von Rimonabant 10 µM 

zeigte O-2050 einen konzentrationsabhängigen, signifikanten Effekt, der offenbar bei 1 µM 

sein Maximum erreicht (Abbildung 15). 
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Abbildung 15: Hemmung der spezifischen [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) an Meerschwein-

Großhirnrindenmembran durch Rimonabant in An- und Abwesenheit von O-2050. Mittelwert und 

SEM von 3-13 Experimenten. Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 μM GTPγS): 18 ± 1%. 

*p<0,05; ***p<0,001 im Vergleich zu Rimonabant alleine. 

1.1.3 Charakterisierung von Virodhamin 

Endocannabinoide werden, ebenso wie Prostanoide, aus Arachidonsäure gebildet (Di Marzo 

et al. 2005). Neben der Aktivierung verschiedener Rezeptoren, unter anderem des CB1- und 

CB2-Rezeptors, entfalten sie einige ihrer Wirkungen über Umwandlungsprodukte, 

einschließlich Prostanoide (Grainger und Boachie-Ansah 2001, van Dross 2009). Ein solcher 

von der Cannabinoid-Rezeptor-Aktivierung unabhängiger Effekt wurde für das 

Endocannabinoid Virodhamin beobachtet. Virodhamin wird in der humanen Lungenarterie 

in ein vasodilatatorisch wirkendes Prostanoid umgewandelt, welches zum direkten 

vasodilatatorischen Effekt von Virodhamin beiträgt (Kozłowska et al. 2008). In unserer 

Arbeitsgruppe wurde daraufhin in der Lungenarterie der Maus untersucht, ob Virodhamin 

die Noradrenalinfreisetzung über ein Umwandlungsprodukt der Prostaglandin E-Serie 

hemmt. Dazu sollte die Substanz Virodhamin und ihr Verhalten am CB1-Rezeptor näher 

charakterisiert werden. Die Affinität von Virodhamin am CB1-Rezeptor wurde mit dem 

Radioliganden [3H]-Rimonabant in Meerschwein-Großhirnrindenmembran bestimmt. In 

Verdrängungsstudien konnte Virodhamin die Bindung von [3H]-Rimonabant mit einem pKi 

von 5,3 ± 0,1 (IC50: 4,12± 1,7 µM) hemmen, erreichte aber bei Weitem nicht die Potenz von 

Rimonabant mit einem pKi von 7,8 ± 0,1 (IC50: 21,8 ± 7,1 nM), welches als Positivkontrolle 

eingesetzt wurde (Abbildung 16). 
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Abbildung 16: Konzentrations-Wirkungs-Kurven der Verdrängung von 0,5 nM [3H]-Rimonabant von 

Meerschwein-Großhirnrindenmembran durch Rimonabant und Virodhamin. Mittelwert und SEM 

von 4-6 Experimenten. Eingesetzte Proteinmenge: 100 µg; unspezifische Bindung (in Gegenwart von 3 

µM CP 55,940): 57 ± 1%. 

Die intrinsische Aktivität von Virodhamin wurde in [35S]-GTPγS Bindungsstudien an Maus-

Hippokampusmembran untersucht. WIN 55,212-2 stimulierte die spezifische [35S]-GTPγS 

Bindung, wohingegen Rimonabant die Bindung verminderte. Virodhamin steigerte die [35S]-

GTPγS Bindung schwach in Konzentrationen von 0,3 bis 10 µM. Seine intrinsische Aktivität 

verglichen mit der Wirkung des vollen Agonisten WIN 55,212-2 beträgt 0,24. Die jeweiligen 

pEC50 Werte sowie die Maximaleffekte sind in Tabelle 6 aufgelistet. Virodhamin 30 µM 

konnte den Maximaleffekt der steigernden Wirkung von WIN 55,212-2 30 µM auf die 

spezifische [35S]-GTPγS Bindung nahezu aufheben (Abbildung 17). 
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Abbildung 17: Konzentrations-Wirkungs-Kurven für den Einfluss steigender Konzentrationen von 

WIN 55,212-2, Virodhamin und Rimonabant auf die spezifische [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) im 

Hippokampus der Maus und Einfluss von Virodhamin 32 µM auf die Wirkung von WIN 55,212-2 32 

µM. Mittelwert und SEM von 5 Experimenten. Bei vielen Daten ist der doppelte SEM-Wert kleiner als 

die Höhe des Symbols. Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 μM GTPγS): 16 ± 1%. **p<0,01 

im Vergleich zur Kontrolle (nicht gezeigt); # der Wert ist signifikant unterschiedlich von WIN 55,212-2 

alleine (p<0,001) und Virodhamin alleine (p<0,05). 

Tabelle 6: pEC50 Werte und Änderung der basalen [35S]-GTPγS Bindung durch Rimonabant, WIN 

55,212-2 und Virodhamin.  

Ligand pEC50 Wert Änderung des Basalwertes 

in % 

WIN 55,212-2 6,9 ± 0,1 + 82,5 ± 7,3 

Rimonabant 5,6 ± 0,2 - 43,2 ± 2,3 

Virodhamin 6,8 + 20,1 ± 3,0 

 

1.1.4 Charakterisierung von N-Oleylglycin 

Zunächst wurde untersucht, ob N-Oleylglycin eine Affinität am CB1-Rezeptor besitzt. Dazu 

wurden Verdrängungsstudien mit [3H]-Rimonabant an Meerschwein-

Großhirnrindenmembran durchgeführt. N-Oleylglycin konnte den Radioliganden nur in 

sehr hohen Konzentrationen vom Rezeptor verdrängen, die Affinität war mit einem pKi von 

4,5 ± 0,7 sehr gering. Als Positivkontrolle wurde der inverse Agonist Rimonabant eingesetzt, 

welcher eine starke Affinität mit einem pKi von 7,8 ± 0,1 zeigte (Abbildung 18). 
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Abbildung 18: Einfluss von N-Oleylglycin und Rimonabant auf die spezifische [3H]-Rimonabant-

Bindung (0,5 nM) an Meerschwein-Großhirnrindenmembran. Mittelwert und SEM von 4-5 

Experimenten. Eingesetzte Proteinmenge: 85-100 µg; unspezifische Bindung (in Gegenwart von 3 µM 

CP 55,940): 56 ± 2 %. 

In Superfusionsstudien an Meerschwein-Retina-Scheiben wurde weiterhin untersucht, ob N-

Oleylglycin eine agonistische oder antagonistische Wirksamkeit an präsynaptischen CB1-

Rezeptoren aufweist. Zu diesem Zweck wurde untersucht, ob diese Substanz die Freisetzung 

von [3H]-Noradrenalin zu hemmen vermag bzw. ob sie eine Wechselwirkung mit dem 

Cannabinoid-Rezeptor-Agonisten WIN 55,212-2 zeigt. Die erhaltenen Parameter der 

Tritiumfreisetzung sind in Tabelle 7 aufgeführt.  

Tabelle 7: Kontrollwerte der basalen Tritiumfreisetzung (B1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums) 

und der elektrisch induzierten Tritiumfreisetzung (S1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums und 

Quotient S2/S1) in superfundiertem Gewebe. N-Oleylglycin war von Beginn der Superfusion an im 

Medium enthalten. Mittelwert ± SEM von n Experimenten.  

Spezies Gewebe Zusatz B1 (%) S1(%) S2/S1 n 

Meerschwein Retina 

- 0,78 ± 0,06 11,89 ± 5,51 0,53 ± 0,079 7 

N-Oleylglycin 

32µM 
0,95 ± 0,10 14,21 ± 3,08 0,60 ± 0,004 5-6 

 

N-Oleylglycin in Konzentrationen von 1 µM bis 32 µM verminderte die elektrisch stimulierte 

Tritiumfreisetzung nicht, wohingegen WIN 55,212-2 in der Konzentration von 1 µM eine 

Hemmung von 66 % erreichte (Abbildung 19 und Abbildung 21).  
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Abbildung 19: Einfluss von N-Oleylglycin und WIN 55,212-2 (Zugabe ab der 62. min) auf die 

elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Retina-

Scheiben des Meerschweins. Mittelwert ± SEM aus 9-11 Experimenten. ***p<0,001 im Vergleich zur 

Kontrolle. 

Abbildung 20 zeigt beispielhaft den Einfluss von N-Oleylglycin und WIN 55,212-2 auf den 

Verlauf der anteiligen Tritiumfreisetzung von [3H]-Noradrenalin in der Retina des 

Meerschweins. 

Abbildung 20: Einfluss von N-Oleylglycin 32 µM und WIN 55,212-2 1 µM (Zugabe ab der 77. min) auf 

den Verlauf der anteiligen Tritiumfreisetzung  in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten 

Retinaschnitten des Meerschweins. Elektrische Reize (3 Hz, 50 mA, 2 ms) erfolgten über 120 Sekunden 

nach 60 (S1) und 100 (S2) Minuten, Mittelwert und SEM aus 5-9 Experimenten. 

Zusätzlich wurde eine mögliche Änderung der Wirkung von WIN 55,212-2 am CB1-Rezeptor 

durch eine Interaktion mit N-Oleylglycin überprüft. Abbildung 21 zeigt allerdings, dass der 

Hemmeffekt von WIN 55,212-2 auf die stimulierte Tritiumfreisetzung in An- und 

Abwesenheit von 32 µM N-Oleylglycin etwa gleich stark ausgeprägt ist. 
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Abbildung 21: Wirkung von N-Oleylglycin 32 µM auf den hemmenden Effekt von WIN 55,212-2 auf 

die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten 

Retina-Scheiben des Meerschweins. Mittelwert und SEM von 3 Experimenten. *p<0,05; **p<0,01 im 

Vergleich zur jeweiligen Kontrolle.  

1.2 Interaktion des präsynaptischen CB1-Rezeptors mit dem muskarinischen 

Autorezeptor 

Die Acetylcholinfreisetzung aus cholinergen Neuronen wird sowohl durch den 

muskarinischen Autorezeptor als auch durch andere präsynaptisch lokalisierte Rezeptoren 

moduliert. Präsynaptische Rezeptoren arbeiten nicht unabhängig voneinander, sondern 

beeinflussen sich gegenseitig in ihrer Funktion. Die anatomische Kolokalisierung von 

präsynaptischen M2-Rezeptoren und präsynaptischen CB1-Rezeptoren im Hippokampus der 

Maus wurde mittels Immunohistochemie nachgewiesen (Fukudome et al. 2004). In unserer 

Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass der Effekt des muskarinischen Acetylcholinrezeptor-

Agonisten Oxotremorin auf die Acetylcholinfreisetzung in Hippokampusschnitten der Ratte 

gesteigert war, wenn der CB1-Rezeptor gleichzeitig blockiert wurde (Schulte und Schlicker 

2010). Ferner konnte gezeigt werden, dass der Hemmeffekt von Oxotremorin auf die 

Acetylcholinausschüttung auch in Hippokampusschnitten der CB1-Rezeptor defizienten 

Maus verstärkt war. 

1.2.1 Modulation der M2-Rezeptor-Funktion durch eine verstärkte Aktivierung 

des CB1-Rezeptors in der FAAH-Knockout-Maus? 

In dieser Arbeit sollte nun überprüft werden, ob die Funktion des muskarinischen 

Autorezeptors durch eine verstärkte Aktivierung des CB1-Rezeptors moduliert wird. Dazu 

wurden Superfusionsversuche an Hippokampusschnitten von FAAH-Knockout-Mäusen 
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durchgeführt, die einer erhöhten Konzentration des Endocannabinoids Anandamid 

ausgesetzt sind, da ihnen das Anandamid-abbauende Enzym FAAH (fatty acid amide 

hydrolase) fehlt. Tabelle 8 zeigt, dass es bei der basalen Tritiumfreisetzung B1 keinen 

signifikanten Unterschied zwischen der FAAH-Knockout-Maus und Wildtyp Maus gibt. 

Auch der Muskarin-M2/M4-Rezeptor-Antagonist AF-DX 384 beeinflusste die basale 

Tritiumfreisetzung nicht, erhöhte jedoch die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung (S1) in 

beiden Mausstämmen um ca. 40 %. 

Tabelle 8: Kontrollwerte der basalen Tritiumfreisetzung (B1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums) 

und der elektrisch induzierten Tritiumfreisetzung (S1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums und 

Quotient S2/S1) in [3H]-Cholin-vorinkubiertem superfundierten Gewebe. AF-DX 384 war von Beginn 

der Superfusion an im Medium enthalten. Mittelwert ± SEM von n Experimenten. **p<0,01, ***p<0,001 

im Vergleich zur Kontrolle. 

Spezies Gewebe Zusatz B1 (%) S1 (%) S2/S1 n 

Wildtyp- 

Maus 

Hippo-

kampus 

- 0,29 ± 0,09 2,59 ± 0,14 1,20 ± 0,07 7-13 

AF-DX 384 

0,1 µM 
0,27 ± 0,08 4,00 ± 0,45(**) 1,12 ± 0,06 8-11 

FAAH- 

Knockout- 

Maus 

- 0,27 ± 0,07 2,71 ± 0,22 1,28 ± 0,09 10-13 

AF-DX 384 

0,1 µM 
0,26 ± 0,05 4,41 ± 0,31(***) 1,15 ± 0,07 9-11 

 

Abbildung 22 zeigt die konzentrationsabhängige Hemmung der Freisetzung von 

Acetylcholin aus Hippokampusschnitten von FAAH-Knockout- und Wildtyp-Mäusen durch 

Oxotremorin. Bei einer Oxotremorinkonzentration von 10 µM wurde in der FAAH-

Knockout-Maus und in der FAAH-Wildtyp-Maus eine vergleichbare Hemmwirkung um 

jeweils 63 ± 5 % und 65 ± 3 % erreicht. Die entsprechenden pEC50 Werte betrugen jeweils 6,15 

und 6,34. Die Zugabe von AF-DX 384 0,1 µM bewirkte eine Rechtsverschiebung der beiden 

Kurven mit scheinbaren pA2-Werten von 8,12 und 8,03 für die FAAH-Knockout-Maus bzw. 

die Wildtyp-Maus. Der Effekt von Oxotremorin 100 µM in der FAAH-Knockout-Maus war 

in Anwesenheit von AF-DX 384 0,1 µM statistisch nicht unterschiedlich von der FAAH-

Wildtyp-Maus. In allen untersuchten Parametern (Maximaleffekt und pEC50-Wert von 

Oxotremorin sowie pA2-Wert von AF-DX 384) ergab sich also kein Unterschied zwischen 

den beiden Mäuse-Stämmen. 
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Abbildung 22: Konzentrationsabhängiger Effekt von Oxotremorin auf die elektrisch stimulierte 

Tritiumfreisetzung in [3H]-Cholin-vorinkubiertem superfundierten Hippokampusgewebe der FAAH-

Knockout-Maus (FAAH-/-) und Wildtyp-Maus (FAAH+/+) und dessen Interaktion mit AF-DX 384 0,1 

µM. Mittelwert und SEM von 7-10 Experimenten. 

Die Transmitterfreisetzung per se (S1) unterschied sich in der FAAH-Knockout-Maus nicht 

von der Wildtyp-Maus, dies änderte sich auch nicht nach Zugabe von AF-DX 384. AF-DX 

384 führte in der FAAH-Knockout-Maus und in der Wildtyp-Maus zu einer signifikanten 

Steigerung der Acetylcholinfreisetzung per se jeweils um 54 ± 11 % (p<0,01) und um 63 ± 7 % 

(p<0,001) (Tabelle 8, Abbildung 23). 

Abbildung 23: Elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung in [3H]-Cholin-vorinkubiertem 

superfundierten Hippokampusgewebe der FAAH-Knockout-Maus (FAAH-/-) und Wildtyp-Maus 

(FAAH+/+) in An- und Abwesenheit von AF-DX 384 0,1 µM. Mittelwert und SEM von 7-10 

Experimenten. **p<0,01 und ***p<0,001 im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ohne AF-DX 384. 
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1.2.2 Modulation der M2-Rezeptor-Funktion durch veränderte Expression des M2-

Rezeptors in der CB1-Knockout-Maus? 

Wie bereits in Kapitel C.1.2 erörtert, ist die Wirkung von Oxotremorin 10 µM auf die 

Transmitterfreisetzung in Hippokampusschnitten der CB1-Knockout-Maus im Vergleich zur 

Wildtyp-Maus verstärkt. Eine mögliche Ursache hierfür könnte in einer veränderten 

Proteinexpression in der CB1-Knockout-Maus liegen. Denkbar ist zum einen eine verstärkte 

Expression von M2-Rezeptoren sowie eine verstärkte Expression von Gi- und Go-

Proteinen, welche bei der Aktivierung von M2-Rezeptoren rekrutiert werden. Beide 

Szenarien würden zu einer verstärkten Wirkung von Oxotremorin in der CB1-Knockout-

Maus führen. Zum Vergleich der Proteinexpression von M2-Rezeptoren, Gi- und Go-

Proteinen wurden Western Blots aus Synaptosomen von Hippokampusgewebe der CB1-

Knockout-Maus und der Wildtyp-Maus angefertigt. Abbildung 24 zeigt Western Blots mit 

repräsentativen Banden der Antikörper gegen das Gi-Protein bei 41 kDa, gegen das Go-

Protein bei 39 kDa und gegen den M2-Rezeptor bei 75 kDa (Abbildung 24). Als Ladekontrolle 

wurde ein Antikörper gegen -Tubulin eingesetzt, dessen Banden bei 50 kDa erscheinen 

(nicht gezeigt). 

Abbildung 24: Repräsentative Western Blots mit Antikörpern gegen das Gi-Protein (A), das Go-

Protein (B) und den M2-Rezeptor (C) in Synaptosomen von Hippokampusgewebe der CB1-Knockout-

Maus (CB1-/-) und der Wildtyp-Maus (Wt). Zur Kontrolle des Proteingehaltes der einzelnen Proben 

wurde -Tubulin auf dem gleichen Blot mit einem Antikörper markiert (nicht gezeigt). Der parallel 

aufgetragene Protein-Molekulargewichtsstandard ist jeweils links neben dem entsprechenden Blot 

gezeigt. 
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Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden zeigte, dass die Expression des M2-

Rezeptors in der CB1-Knockout-Maus und in der Wildtyp-Maus gleich stark ausgeprägt ist. 

Die Expression des Go- und des Gi-Proteins ist in der CB1-Knockout-Maus im Vergleich 

zur Wildtyp-Maus tendenziell erhöht. Ein signifikanter Unterschied (p<0,05) ergab sich 

jedoch nur beim Go-Protein (um 15 ± 2 % in der CB1-Knockout-Maus; Abbildung 25). 

Abbildung 25: Densitometrische Auswertung der M2-Rezeptor-, Gi-Protein- und Go-Protein- 

Expression in Synaptosomen von Hippocampi der CB1-Knockout-Maus und der Wildtyp-Maus. Die 

Werte wurden auf -Tubulin als internen Standard normalisiert und die Quotienten der CB1-

Knockout-Maus angegeben als Prozentanteil der entsprechenden Quotienten der Wildtyp-Maus. 

Mittelwert und SEM von 6-7 Experimenten in Dreifachbestimmung aus 6 unterschiedlichen 

Membranpräparationen (Gi- und Go-Protein) bzw. 3 unterschiedlichen Membranpräparationen (M2 

Rezeptor). *p<0,05 im Vergleich zur Wildtyp-Maus. 
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Versuchen der EP3-Rezeptor Agonist Sulproston als Positivkontrolle eingesetzt, welcher in 

den entsprechenden Geweben die Noradrenalinfreisetzung stark vermindert. 

2.1 Effekt von Neuropeptid W 

Der Effekt von Neuropeptid W auf präsynaptische Rezeptoren wurde anhand von 

Superfusionsstudien an Hippokampus- und Hypothalamusschnitten der Maus untersucht, 

da in diesen Geweben mRNA für NPW und den NPBW1-Rezeptor nachgewiesen werden 

konnte (Singh und Davenport 2006). Da im Nebennierenmark NPW-Immunoreaktivität in 

Noradrenalin-synthetisierenden Zellen detektiert wurde (Fujii et al. 2002), erschien es 

plausibel zu untersuchen, ob NPW die Noradrenalinfreisetzung beeinflusst. Tabelle 9 gibt 

einen Überblick über die wichtigsten Parameter der jeweiligen Kontrollversuche in beiden 

Versuchsreihen.  

Tabelle 9: Kontrollwerte der basalen Tritiumfreisetzung (B1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums) 

und der elektrisch induzierten Tritiumfreisetzung (S1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums und 

Quotient S2/S1) in [3H]-Noradrenalin-vorinkubiertem superfundierten Gewebe. Mittelwert ± SEM von 

n Experimenten.  

Spezies Gewebe B1 (%) S1 (%) S2/S1 n 

Maus 

Hypothalamus 0,20 ± 0,01 2,52 ± 0,17 1,00 ± 0,03 5 

Hippokampus 0,24 ± 0,03 8,13 ± 0,28 1,07 ± 0,03 3-4 

 

NPW 1 µM beeinflusste die stimulierte Tritiumfreisetzung in beiden [3H]-Noradrenalin-

vorinkubierten Geweben jedoch nicht. Sulproston als Positivkontrolle hemmte die 

Tritiumfreisetzung erwartungsgemäß in beiden Geweben um jeweils 90 ± 1 % und um 78 ± 7 

% (p<0,001) (Abbildung 26).  
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Abbildung 26: Wirkung von Neuropeptid W und Sulproston auf die elektrisch stimulierte 

Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Hippokampusschnitten (A) 

und Hypothalamusschnitten (B) der Maus. Mittelwert und SEM von 4-5 Experimenten. ***p<0,001 im 

Vergleich zur Kontrolle. 

Auch wenn der zeitliche Verlauf der Tritiumabgabe (Abbildung 27) untersucht wird, ist 

deutlich zu erkennen, dass Neuropeptid W weder im Hippokampus noch im Hypothalamus 

einen Effekt zeigt, Sulproston die Tritiumfreisetzung in beiden Geweben jedoch stark 

hemmt. 

Abbildung 27: Einfluss von Neuropeptid W und Sulproston (Zugabe nach der 62. min) auf den 

Verlauf der anteiligen Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten 

Hippokampusschnitten (A) und Hypothalamusschnitten (B) der Maus. Elektrische Reize (0,3 Hz; 50 

mA; 2 ms) erfolgten über 120 Sekunden nach 40 (S1) und 90 (S2) Minuten. Bei einigen Daten ist der 

doppelte SEM-Wert kleiner als die Höhe des Symbols. Mittelwert und SEM aus 3-6 Experimenten. 
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2.2 Effekt von Neuropeptid FF und dNPA 

Es ist bekannt, dass Neuropeptid FF Opioid-Rezeptor vermittelte Effekte moduliert, und 

hierfür werden verschiedene Mechanismen diskutiert (Mollereau et al, 2005b). In dieser 

Arbeit sollte der Effekt von Neuropeptid FF auf die Noradrenalinfreisetzung untersucht 

werden. Zum einen ist eine Interaktion von Neuropeptid FF mit dem δ-Opioidrezeptor, 

welcher ebenfalls für eine Hemmung der Noradrenalinfreisetzung bekannt ist, denkbar. 

Zum anderen könnte NPFF die Noradrenalinfreisetzung direkt durch Aktivierung von 

NPFF2-Rezeptoren hemmen. Aus diesem Grunde wurde der Effekt von NPFF und einem 

NPFF2-Rezeptor Agonisten auf die Noradrenalinfreisetzung im Vorhof und in der 

Großhirnrinde der Maus untersucht. Weiterhin wurden beide Substanzen auf eine mögliche 

Wechselwirkung mit der hemmenden Wirkung eines δ-Opiodrezeptor Agonisten auf die 

Noradrenalinfreisetzung hin getestet. Tabelle 10 zeigt den Vergleich der basalen 

Tritiumfreisetzung (B1) und der stimulierten Tritiumfreisetzung (S1, S2/S1) in den 

Kontrollexperimenten mit verschiedenen Zusätzen. Der Basalwert wurde durch die 

Pharmaka nicht verändert.  

Tabelle 10: Kontrollwerte der basalen Tritiumfreisetzung (B1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums) 

und der elektrisch induzierten Tritiumfreisetzung (S1 in Prozent des Gesamtgewebetritiums und 

Quotient S2/S1) in [3H]-Noradrenalin-vorinkubiertem superfundierten Gewebe. NPFF, dNPA und 

Naltrindol waren von Beginn der Superfusion an im Medium enthalten. Mittelwert ± SEM von n 

Experimenten. 

Spezies Gewebe Zusatz B1 (%) S1(%) S2/S1 n 

Maus 

Atrium 

- 0,21 ± 0,01 5,38 ± 0,50 0,84 ± 0,03 4 

NPFF 

0,32 µM 
0,23 ± 0,03 5,18 ± 0,94 0,86 ± 0,09 4 

dNPA 

0,32 µM 
0,20 ± 0,01 5,60 ± 1,03 0,85 ± 0,08 4 

Naltrindol 

0,001 µM 
0,22 ± 0,02 4,97 ±0,48 0,83 ± 0,03 6 

Cortex - 0,17 ± 0,01 11,80 ± 0,7 0,80 ± 0,1 4 

 

In der folgenden Versuchsreihe am [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten Vorhofgewebe der 

Maus wurde der Effekt von NPFF und dem NPFF2-Rezeptor Agonisten dNPA auf die 

stimulierte Tritiumfreisetzung überprüft. Sowohl Neuropeptid FF 1 µM als auch dNPA 1 
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µM konnten die stimulierte Tritiumfreisetzung nicht beeinflussen, während Sulproston 0,1 

µM und der δ-Opioidrezeptor Agonist DPDPE 1 µM die stimulierte Tritiumfreisetzung um 

jeweils 73 ± 4 % (p<0,01) und 39 ± 2 % (p<0,05) inhibierten (Abbildungen 28 und 30). 

Abbildung 28: Einfluss von DPDPE, NPFF, dNPA und Sulproston auf die elektrisch stimulierte 

Tritiumfreisetzung im [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Vorhof der Maus. 

Mittelwert und SEM von 4 Experimenten. *p<0,05, **p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle. 

Abbildung 29: Einfluss von Neuropeptid FF, dNPA und Sulproston (Zugabe nach der 62. min) auf 

den Verlauf der anteiligen Tritiumfreisetzung im [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten 

Vorhof der Maus. Elektrische Reize (3 Hz; 200 mA; 2 ms) erfolgten über 120 Sekunden nach 40 (S1) 

und 90 (S2) Minuten, Mittelwert und SEM aus 4 Experimenten. Die Kontrollkurve ist aus Gründen der 

Übersichtlichkeit weggelassen worden. 

In den Interaktionsexperimenten hatte die Anwesenheit von NPFF 0,32 µM oder dNPA 0,32 

µM keine Auswirkung auf den Hemmeffekt von DPDPE 1 µM auf die stimulierte 

Tritiumfreisetzung. Die Zugabe des δ-Opioidrezeptor Antagonisten Naltrindol 0,001 µM 
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zum Superfusionsmedium konnte die Wirkung von DPDPE 1 µM jedoch nahezu aufheben 

(Abbildung 30). 

Abbildung 30: Einfluss von DPDPE auf die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung im [3H]-

Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Vorhof der Maus und Interaktion mit NPFF, dNPA 

und Naltrindol. Mittelwert und SEM von 4 Experimenten. *p<0,05, ***p<0,001 im Vergleich zur 

Kontrolle; ++p<0,01 im Vergleich zum Effekt von DPDPE ohne Naltrindol. 

Superfusionsexperimente an Großhirnrindenschnitten der Maus konnten ebenfalls keinen 

Effekt von NPFF 1 µM und dNPA 1 µM auf die stimulierte Tritiumfreisetzung aufzeigen. 

Jedoch konnten auch hier die Positivkontrollen Sulproston 0,1 µM und der μ-

Opioidrezeptor-Agonist DAMGO 1 µM die stimulierte Tritiumfreisetzung um jeweils 85 ± 3 

% und 71 ± 8 % (p<0,05) reduzieren (Abbildung 31 und 32). 

Abbildung 31: Einfluss von DAMGO, NPFF, dNPA und Sulproston auf die elektrisch stimulierte 

Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Großhirnschnitten der 

Maus. Mittelwert und SEM von 4 Experimenten. *p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. 

0

20

40

60

80

100

120

*

*

DAMGO (µM)
NPFF (µM)
dNPA (µM)
Sulproston (µM)

-   1 -   - -
-   - 1   - -
-   - -   1 -
-   - -        -                                          0,1

s
ti

m
u

li
e
rt

e
 T

ri
ti

u
m

fr
e
is

e
tz

u
n

g

(S
2
/S

1
, 

%
 d

e
r 

K
o

n
tr

o
ll

e
)

0

50

100

150

***
***

*

++

-
 NPFF

 0,32 µM

 dNPA
 0,32 µM

 Naltrindol
 0,001 µM

DPDPE 1 µM - + - + - + - + 

 

s
ti

m
u

li
e
rt

e
 T

ri
ti

u
m

fr
e
is

e
tz

u
n

g

(S
2
/S

1
, 

%
 d

e
r 

K
o

n
tr

o
ll

e
)



Ergebnisse 

 70 

Abbildung 32: Einfluss von Neuropeptid FF, dNPA und Sulproston (Zugabe nach 62. min) auf den 

Verlauf der anteiligen Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten 

Großhirnrinden-Schnitten der Maus. Elektrische Reize (0,3 Hz; 50 mA; 2 ms) erfolgten über 120 

Sekunden nach 40 (S1) und 90 (S2) Minuten, Mittelwert und SEM aus 3-4 Experimenten. 

2.3 Effekt von Interleukin-1β 

Das Protein Interleukin-1β unterscheidet sich von den zuvor untersuchten Neuropeptiden in 

vielerlei Hinsicht: es besitzt ein höheres Molekulargewicht, es wirkt als Zytokin und die 

Aktivierung des entsprechenden Rezeptors, IL-1RI, regt andere Signaltransduktionswege an 

(Dinarello 2009). IL-1β und Prostaglandine der E-Serie, zu denen Sulproston zählt, besitzen 

nicht nur beide proinflammatorische Eigenschaften, sondern üben beide eine hemmende 

Wirkung auf die Noradrenalinfreisetzung aus (Exner und Schlicker 1995, Günther et al. 2010, 

Song et al. 2006).  
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nM auf die Tritiumabgabe nahm allmählich zu. Während Interleukin-1β im Medium 

vorhanden war (S2/S1), sowie 30 Minuten danach (S3/S1), tendierte es zu einer Hemmung der 

Noradrenalinfreisetzung. Der Effekt wurde jedoch erst 80 Minuten nach seiner Abwesenheit 

(S4/S1) signifikant (p<0,05). Interleukin-1β 0,3 nM erreichte eine Hemmung um 35 ± 10 % 

(p<0,05). Sulproston erreichte eine etwa gleich starke Hemmung um 44 ± 8 % (p<0,01), der 

entscheidende Unterschied zu Interleukin-1β besteht jedoch im zeitlichen Verlauf. Der 

Hemmeffekt von Sulproston trat direkt nach Zugabe des Pharmakons auf (S2/S1), bildete sich 

jedoch rasch zurück und war 30 Minuten nach seiner Entfernung aus dem Medium (S3/S1) 

nicht mehr nachweisbar (Abbildung 33).  

Abbildung 33: Vergleich der Wirkung von Interleukin-1β und Sulproston auf die elektrisch induzierte 

Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Großhirnschnitten der 

Maus. Die Tritiumfreisetzung wurde nach 40, 90, 140 und 190 min (S1-S4) stimuliert und ist dargestellt 

als Quotient der Tritiumfreisetzung hervorgerufen durch Sn und S1 (Sn/S1). Die Pharmaka waren 

jeweils von der 77. bis 110. min im Medium enthalten. Mittelwert und SEM von 7 (Interleukin-1β) und 

4 (Sulproston) Experimenten. *p<0,05, **p<0,01 im Vergleich zur Kontrolle.  

Die Darstellung des Verlaufs der anteiligen Tritiumfreisetzung verdeutlicht noch einmal den 

zeitabhängigen, sich allmählich entwickelnden Effekt von Interleukin-1β auf die 

Noradrenalinfreisetzung (Abbildung 34). 
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Abbildung 34: Einfluss von Interleukin-1β (Zugabe von der 77. bis 110. min) auf den Verlauf der 

anteiligen Tritiumfreisetzung in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten in superfundierten 

Großhirnrinden-Schnitten der Maus. Elektrische Reize (0,3 Hz; 50 mA; 2 ms) erfolgten über 120 

Sekunden nach 40 (S1), 90 (S2), 140 (S3) und 190 (S4) Minuten, Mittelwert und SEM von 3-4 

Experimenten. 

Die Konzentrations-Wirkungs-Kurve für Interleukin-1β basiert auf der Wirkung, die das 

Peptid 80 Minuten nach Entfernung des Pharmakons aus dem Medium zeigte (S4/S1). 

Interleukin-1β 0,006 nM wies keinen Effekt auf die stimulierte Tritiumfreisetzung auf, eine 

zehnfach höhere Konzentration zeigte eine Tendenz zur Hemmung, und eine weitere 

Erhöhung der Konzentration um das Fünffache auf 0,3 nM bewirkte schließlich eine 

signifikante Hemmung der Tritiumfreisetzung (Abbildung 35 und Abbildung 33, sechste 

Säule von links).  

Abbildung 35: Konzentrationsabhängiger Effekt von Interleukin-1β auf die elektrisch stimulierte 

Tritiumfreisetzung (S4/S1) in [3H]-Noradrenalin-vorinkubierten superfundierten Großhirnschnitten der 

Maus. Mittelwert und SEM von 7-8 Experimenten. *p<0,05 im Vergleich zur Kontrolle. 
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3 Untersuchungen an anderen Rezeptoren 

3.1 Suche nach einem funktionellen Modell für den EP3-Rezeptor 

In unserer Arbeitsgruppe wurde mittels Superfusionsexperimenten gezeigt, dass die durch 

Prostaglandin E2 (PGE2) hervorgerufene Hemmung der Noradrenalin- und 

Serotoninfreisetzung durch den präsynaptischen EP3-Rezeptor vermittelt wird. Diese 

inhibitorische Wirkung von PGE2 wurde durch den kompetitiven EP3-Rezeptor-Antagonisten 

L-826,266 antagonisiert (Günther et al. 2010). Da EP3-Rezeptoren an G-Proteine gekoppelt 

sind, sollte ein [35S]-GTPγS-Bindungsmodell mit dem EP1/3-Rezeptor-Agonisten Sulproston 

entwickelt werden. Dieses Modell sollte dann dazu dienen, den Antagonismus von L-826,266 

genauer zu charakterisieren.  

Sulproston beeinflusste die spezifische [35S]-GTPγS Bindung weder in Maus-

Hippokampusmembran (Abbildung 36A), noch in Meerschwein-Hippokampusmembran 

(Abbildung 36B). WIN 55,212-2 als Positivkontrolle stimulierte die [35S]-GTPγS Bindung. Die 

maximale Stimulation war mit 326 ± 20 % ausgeprägter in Meerschwein- als in Maus-

Hippokampusmembran (193 ± 7 %), wobei die pEC50 Werte mit 6,9 ± 0,1 bzw. 7,1 ± 0,1 

nahezu identisch waren. 

Abbildung 36: Konzentrations-Wirkungs-Kurven für den Einfluss von WIN 55,212-2 und Sulproston 

auf die spezifische [35S]-GTPγS Bindung (0,05 nM) an Maus- (A) und an Meerschwein-

Hippokampusmembran (B). Mittelwert und SEM von 2-4 (A) und 4-5 (B) Experimenten. 

Unspezifische Bindung (in Gegenwart von 10 μM GTPγS): 10 ± 1% (A) und 31 ± 4% (B). 

Ferner wurde die Affinität von Sulproston am CB1-Rezeptor in Meerschwein-

Großhirnrindenmembran mit Verdrängungsstudien bestimmt (gleiches Modell wie in 

Abbildung 16). Die Affinität von Sulproston war mit einem pKi von <4,5 sehr gering, die 

höchste Konzentration von 32 µM hemmte die Bindung von [3H]-Rimonabant um 37 ± 6 %.  
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3.2 Analyse der Histamin-H4-Rezeptor mRNA-Expression 

Es ist bekannt, dass der H4-Rezeptor in Geweben des hämatopoetischen und Immunsystems 

exprimiert wird und eine proinflammatorische Funktion ausübt. Zu einer möglichen 

präsynaptischen Lokalisation ist bisher wenig bekannt und die Angaben zur Expression im 

Gehirn sind widersprüchlich, der Rezeptor konnte dort von einigen Autoren nicht 

nachgewiesen werden (siehe auch Kapitel A.1.6). Aus diesem Grunde wurden murines und 

humanes Großhirnrindengewebe mittels RT-PCR auf das Vorhandensein von H4-Rezeptor 

mRNA untersucht. Abbildung 37 zeigt repräsentative Banden als Beispiel einer von 

mehreren getrennt durchgeführten RT-PCR Analysen für die PCR-Produkte vom H4-

Rezeptor und von GAPDH als Positivkontrolle im ethidiumbromidhaltigen Agarosegel. 

Sowohl in der Großhirnrinde der Maus als auch des Menschen konnte jeweils eine 

spezifische Bande von 207 und 907 Basenpaaren für den H4-Rezeptor detektiert werden. Die 

RT-PCR aus Milzgewebe der Maus diente als Positivkontrolle. Hieraus schlussfolgernd wird 

der H4-Rezeptor mit großer Wahrscheinlichkeit sowohl im Großhirnrindengewebe des 

Menschen als auch in der Maus exprimiert, da dort entsprechende mRNA nachgewiesen 

werden konnte.  

Abbildung 37: Repräsentative Agarosegele der RT-PCR Analyse für die mRNA Expression des H4-

Rezeptors und GAPDH (als Positivkontrolle). Gesamt-RNA aus der Milz und der Großhirnrinde von 

der Maus (A) und der Großhirnrinde vom Menschen (B) wurde isoliert und eine RT-PCR mit 

spezifischen Primern für den H4-Rezeptor und GAPDH durchgeführt. Die PCR-Produkte wurden in 

einem ethidiumbromidhaltigen Agarosegel aufgetrennt und durch UV-Beleuchtung sichtbar gemacht. 

Als Negativkontrolle wurde anstelle der cDNA als Template DEPC-H2O in der PCR eingesetzt. 

Zusätzlich ist der Marker als interner Längenstandard zu sehen.  
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D. Diskussion 

1 Methodische Vorbemerkungen 

Die hier vorgelegte Arbeit beruht auf fünf verschiedenen Methoden, nämlich 

Superfusionsstudien, konventionellen Radioligandbindungsstudien mit einem tritiierten 

Radioliganden, [35S]-GTPS-Bindungsstudien, Proteindetektionsversuchen mit Western Blots 

und Versuchen zur mRNA-Detektion mithilfe der RT-PCR. Zu den drei erstgenannten 

Verfahren sind einige methodische Vorbemerkungen notwendig. 

1.1 Versuchsbedingungen in der Superfusion 

Die Methode der Superfusion wird dazu angewendet, den Einfluss von präsynaptischen 

Mechanismen auf die Neurotransmitterfreisetzung zu untersuchen (Starke 1977). Diese wird 

z.B. durch Substanzen, die an präsynaptisch lokalisierten Rezeptoren angreifen, moduliert. 

Die Detektion der Transmitter geschieht szintillometrisch. Dazu wird das zu untersuchende 

Gewebe mit exogen zugeführtem, radioaktiv markiertem Transmitter oder radioaktiv 

markiertem Präkursor des Transmitters mittels Inkubation beladen. Seine Freisetzung kann 

entweder durch chemische oder durch elektrische Stimulation ausgelöst werden. Die 

kontinuierliche Umspülung des Gewebes mit physiologischer Lösung und das Auffangen 

der Lösung (des Superfusats) garantiert eine quantitative Bestimmung der Radioaktivität. Da 

der radioaktiv markierte Transmitter dabei das gleiche chemische Verhalten aufweist wie 

sein nicht markiertes Analogon, repräsentiert die gemessene Radioaktivität den freigesetzten 

Transmitter. In dieser Arbeit wurde zur Bestimmung der Noradrenalinfreisetzung im 

noradrenergen System des Gehirns und im sympathischen Nervensystem [3H]-Noradrenalin 

eingesetzt. Dies wird über den neuronalen Noradrenalin-Transporter in die Zelle 

aufgenommen, in Vesikeln gespeichert und nach entsprechender Stimulation als solches 

exozytotisch freigesetzt. Unter den hier verwendeten Versuchsbedingungen besteht die 

stimulierte Tritiumfreisetzung zu 90 % aus nicht metabolisiertem [3H]-Noradrenalin 

(Baumann und Maitre 1977). Die basale, nicht stimulierte Tritiumfreisetzung hingegen 

besteht aus Metaboliten des [3H]-Noradrenalins. Der primäre interessierende Parameter ist 

jedoch die elektrisch stimulierte Tritiumfreisetzung. Wird die basale Freisetzung durch ein 

Pharmakon massiv erhöht, so beeinträchtigt dies die Berechnung der stimulierten 
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Tritiumfreisetzung. Daher wurde der Einfluss von allen in dieser Arbeit verwendeten 

Pharmaka auf die basale Tritiumfreisetzung untersucht. Diese beeinflussten die basale 

Tritiumfreisetzung jedoch nicht. Die basale Tritiumfreisetzung ist der Vollständigkeit halber 

in den Tabellen 7, 8, 9 und 10 angegeben. 

Ein Sonderfall liegt bei den Versuchen an den Retina-Scheiben des Meerschweins vor. Hier 

wird [3H]-Noradrenalin in Ermangelung noradrenerger Zellen und aufgrund seiner hohen 

Affinität zum Dopamin-Transporter in dopaminerge Zellen aufgenommen. Die freigesetzte 

Tritiummenge ist hier folglich ein Maß für die Dopaminfreisetzung (Schlicker et al. 1996). 

Grundsätzlich könnte man für diesen Versuchstyp auch [3H]-Dopamin verwenden (und das 

wurde in einem Teil der Versuche von Schlicker et al. (1996) auch gemacht), aber [3H]-

Noradrenalin hat sich besonders bewährt, da hier eine kleinere Streuung der 

Versuchsergebnisse erzielt werden konnte. 

Anders als beim noradrenegen System, wurden die Gewebepräparate zur Bestimmung der 

Acetylcholinfreisetzung in cholinergen zentralen Neuronen mit dem Präkursor [3H]-Cholin 

vorinkubiert. Dieses wird, im Gegensatz zu Acetylcholin, durch einen aktiven, Natrium-

Gradienten angetriebenen Transport über den sogenannten High-Affinity-Choline-Uptake 

(HACU) in cholinerge Nervenendigungen aufgenommen (Kuhar und Murrin 1978). Dort 

wird es unter Spaltung von Acetyl-Coenzym A zu [3H]-Acetylcholin acetyliert und in 

Vesikeln der Nervenendigungen gespeichert. Nach elektrischer Stimulation erfolgt die 

Exozytose in den synaptischen Spalt. Freigesetztes [3H]-Acetylcholin wird in Abwesenheit 

eines Acetylcholinesterase-Inhibitors sofort in seine Ausgangssubstrate [3H]-Cholin und 

Acetat gespalten (Richardson und Szerb 1974). 

Elektrische Stimulation (die hier als Reizverfahren verwendet wurde) bewirkt die 

Weiterleitung von Aktionspotentialen entlang der Axone in die Nervenendigungen, führt 

dort zu einem Calcium-Einstrom und schließlich zur Exozytose der Neurotransmitter aus 

den Vesikeln in den synaptischen Spalt. Der Entzug von Calciumionen sowie die 

Tetrodotoxin-vermittelte Hemmung spannungsabhängiger Natriumkanäle, über welche das 

Aktionspotential fortgeleitet wird, unterbindet die Freisetzung des Transmitters. In unserer 

Arbeitsgruppe wurde repräsentativ für alle in dieser Arbeit untersuchten Versuchsmodelle 

gezeigt, dass die exozytotische Transmitterfreisetzung Calcium-abhängig und Tetrodotoxin-

sensitiv war und somit mit der physiologischen Transmitterfreisetzung vergleichbar ist. 
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Diese quasi-physiologische Transmitterfreisetzung wurde für folgende verwendete 

Versuchsmodelle beschrieben: cholinerges System im Hippokampus (Kathmann et al. 2001), 

noradrenerges System in der Großhirnrinde (Schlicker et al. 1992), im Hypothalamus 

(Schulte et al. 2011b), im Hippokampus (Schlicker et al. 1997) sowie im Vorhof der Maus 

(Günther et al. 2010). Für das Versuchsmodell an der Retina des Meerschweins wurde die 

quasi-physiologische Transmitterfreisetzung von Kurz (2008) gezeigt. 

Die Qualität der Ergebnisse hängt zum einen von der freigesetzten Tritiummenge und zum 

anderen von einer guten Modulierbarkeit der Transmitterfreisetzung ab. Durch die richtige 

Wahl der Parameter für den elektrischen Reiz und der Calciumkonzentration im 

Superfusionsmedium für jedes einzelne Versuchsmodell können beide Faktoren optimiert 

werden. Eine Erhöhung der Stimulationsfrequenz und der Calciumkonzentration hat zwar 

eine höhere Tritiumfreisetzung zur Folge, andererseits bewirkt es eine Abnahme der 

Modulierbarkeit und ist somit nicht in jedem Fall erstrebenswert (Starke 1977). Andererseits 

führte an den Versuchen am Vorhof der Maus eine niedrige Calciumkonzentration von 1,625 

mM aufgrund einer sehr niedrigen stimulierten Tritiumfreisetzung oft zu nicht 

auswertbaren Ergebnissen, so dass hier eine erhöhte Calciumkonzentration von 3,25 mM 

eingesetzt wurde. In dieser Arbeit wurden an insgesamt fünf verschiedenen Geweben von 

zwei Tierarten Superfusionsversuche durchgeführt. Die Versuchsbedingungen in den 

einzelnen Versuchsreihen sind in Kapitel B.2.1.1 aufgeführt. Zum Teil wurden sie in dieser 

Arbeit, zum Teil in vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe optimiert (im 

Einzelnen waren dies: Maus Hippokampus: Kathmann et al. (2001); Maus Hypothalamus: 

Schulte et al. (2011b); Maus Großhirnrinde: Schlicker et al. (1992); Maus Vorhof: Kurz et al. 

(2008); Meerschwein Retina: Schlicker et al. (1996)). 

Die detektierbare Menge des Neurotransmitters wird auf zweierlei Weise durch ihn selbst 

beeinflusst. Zum einen wird der freigesetzte Neurotransmitter über einen aktiven 

Transporter wieder in die Nervenendigung aufgenommen, und zum anderen hemmt er über 

einen negativen Rückkopplungsmechanismus durch die Aktivierung präsynaptischer 

Autorezeptoren seine eigene weitere Freisetzung. Beide Mechanismen führen zu einer 

verringerten Konzentration des zu messenden Neurotransmitters im synaptischen Spalt. Um 

diese Effekte auszuschließen, wurden dem Superfusionsmedium Hilfspharmaka zugesetzt. 

Im Falle von Versuchen mit [3H]-Noradrenalin diente Desipramin als Hemmstoff des 
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Noradrenalin-Transporters (NAT) und Rauwolscin als Antagonist am 2-Autorezeptor. 

Auch eine theoretisch denkbare Wechselwirkung der zu untersuchenden Pharmaka mit dem 

NAT oder dem 2-Autorezeptor wird durch die Hilfspharmaka unterbunden. Hinzu kommt, 

dass das Ausmaß der Hemmung der Noradrenalinfreisetzung durch Aktivierung von 

Heterorezeptoren bei gleichzeitiger Blockade des Autorezeptors verstärkt ist (Schlicker und 

Göthert, 1998). Eine Ausnahme bilden die Versuche an der Retina des Meerschweins, in der 

die Blockade des NAT und 2-Autorezeptors hinfällig ist, weil dort noradrenerge Zellen 

fehlen (Schlicker et al. 1996). Im Falle von Versuchen mit [3H]-Cholin wurde die 

Wiederaufnahme von [3H]-Cholin in cholinerge Nervenendigungen durch den Zusatz eines 

Hemmstoffes des High-Affinity-Choline-Uptake, Hemicholinium-3, verhindert. Auf die 

routinemäßige Zugabe von AF-DX 384 als Hemmstoff des muskarinischen M2-Autorezeptors 

wurde verzichtet, da seine Eigenwirkung untersucht wurde. 

1.2 Bindungsstudien 

In dieser Arbeit wurden zwei Arten von Bindungsstudien durchgeführt: konventionelle 

Radioligandbindungsstudien und [35S]-GTPγS-Bindungsstudien (funktionelles 

Bindungsmodell). 

Mittels konventioneller Radioligandbindungsstudien lassen sich Erkenntnisse über die 

Affinität von Liganden zu einem bestimmten Rezeptor und die Zahl bzw. die Dichte der 

entsprechenden Bindungsstellen in der Gewebepräparation gewinnen. Für die 

Verdrängungsstudien am CB1-Rezeptor wurde als radioaktiv markierter Ligand die 

Substanz [3H]-Rimonabant gewählt. Diese besitzt im Vergleich zum natürlichen Cannabinoid 

Δ9-THC den Vorteil einer wesentlich höheren Affinität und Selektivität zum CB1-Rezeptor 

bei gleichzeitig geringerer Lipophilie. Diese Eigenschaften sind für die Anwendung der 

Filtrationstechnik bedeutsam, da eine hohe Affinität meist mit einer langsamen Dissoziation 

des Ligand-Rezeptor-Komplexes einhergeht (Bylund und Yamamura 1990) und eine 

geringere Lipophilie in der Regel eine geringere unspezifische Bindung (z.B. an 

Membranlipide) zur Folge hat. Weiterhin sollte sich nach einer bestimmten Inkubationszeit 

ein Sättigungsgleichgewicht der Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung einstellen. Während der 

Filtration wird dieses Gleichgewicht zerstört, so dass der Trennvorgang mithilfe des 

Harvesters möglichst schnell erfolgen muss. Die CB1-Rezeptordichte im Meerschwein-
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Hippokampus (Bmax: 2340 ± 424 fmol/mg) und die Affinität von Rimonabant am CB1-

Rezeptor (KD: 2,12 ± 0,56 nM) wurde bereits in unserer Arbeitsgruppe (Schultheiss et al. 2005) 

mittels Sättigungsbindungen ermittelt, so dass in dieser Arbeit auf die Werte 

zurückgegriffen werden konnte. 

Die [35S]-GTPγS Bindung untersucht das Ausmaß der G-Protein Aktivierung, ausgelöst 

durch die Bindung eines Liganden an einen G-Protein gekoppelten Rezeptor. Sie stellt somit 

ein funktionelles Modell dar, welches den ersten Schritt in der Signaltransduktion nach der 

Rezeptoraktivierung durch einen Liganden detektiert. Mithilfe der [35S]-GTPγS Bindung 

können Liganden differenziert werden in Agonisten, neutrale Antagonisten und inverse 

Agonisten, ferner lassen sich ihre pharmakologischen Parameter wie die relative Effizienz 

und Potenz bestimmen (Strange 2010). 

Die Methode erfordert die Anwesenheit von GDP, Magnesium- und Natriumionen, um die 

basale Bindung möglichst gering zu halten und die Agonist-stimulierte Bindung zu 

maximieren. Die optimalen Konzentrationen wurden dem Protokoll von Breivogel et al. 

(1998) entnommen.  

Die Membransuspension für die [35S]-GTPγS Bindung enthält neben den zu untersuchenden 

Rezeptoren noch eine Reihe weiterer G-Protein gekoppelter Rezeptoren, die ihrerseits auch 

G-Proteine aktivieren können und somit eine hohe basale Bindung hervorrufen. Dies wurde 

von Moore et al. (2000) für die Cannabinoid-stimulierte [35S]-GTPγS-Bindung in einer 

Autoradiographiestudie im Hippokampus der Ratte gezeigt, in der der maximale Effekt von 

WIN 55,212-2 durch die Aktivierung von A1-Rezeptoren abgeschwächt wurde. Aus diesem 

Grund wurde in dieser Arbeit der Einfluss der Aktivierung von Gi/o-Protein gekoppelten A1-

Rezeptoren durch endogenes Adenosin in der Membransuspension auf die [35S]-GTPγS 

Bindung untersucht. Tatsächlich konnte gezeigt werden, dass die basale Bindung durch 

vorherige Spaltung von Adenosin durch eine Inkubation der Membransuspension mit 

Adenosindesaminase reduziert wurde. Die Vorbehandlung mit Adenosindesaminase 

limitierte durch die Senkung der basalen Bindung das Verhältnis zwischen Signal und 

Hintergrundrauschen und führte zu einer Erhöhung der spezifischen [35S]-GTPγS Bindung 

um 45 %. Dieser Wert liegt in der Größenordnung des in der Autoradiographiestudie von 

Moore et al. (2000) gefundenen Wertes von 42 %. Im Allgemeinen sind [35S]-GTPγS 

Bindungen experimentell besser durchführbar für die reichlich vorhandenen Gi/o-Protein 
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gekoppelten Rezeptoren, als für die an andere G-Proteine gekoppelten Rezeptor-Familien 

(Harrison und Traynor 2003). 

2 Untersuchungen am Cannabinoid-CB1-Rezeptor 

2.1 Untersuchungen zu O-2050 und zum endogenen Tonus am CB1-Rezeptor 

Rimonabant ruft in vielen experimentellen Modellen einen Effekt hervor, der dem eines CB-

Rezeptor Agonisten entgegengesetzt ist. Beispielsweise wurde in unserer Arbeitsgruppe 

gezeigt, dass die Noradrenalinfreisetzung im Hippokampus des Meerschweins durch einen 

CB1-Rezeptor Agonisten gehemmt wurde, während der inverse Agonist Rimonabant eine 

Steigerung der Noradrenalinfreisetzung bewirkte (Schlicker et al. 1997). Dieser 

fazilitatorische Effekt von Rimonabant könnte entweder auf der Stabilisierung des Rezeptors 

in seinem inaktiven Zustand oder auf der kompetitiven Hemmung der tonischen 

Aktivierung des Rezeptors durch Endocannabinoide beruhen (Howlett et al. 2011). Für beide 

Erklärungen gibt es unterstützende Befunde (Schlicker und Kathmann 2001). Zur weiteren 

Analyse des zu Grunde liegenden Mechanismus sollte in dieser Arbeit ein vermeintlich 

neutraler Antagonist charakterisiert werden. Die Suche nach einem neutralen Antagonisten 

war bisher erfolglos (siehe auch Kapitel C.1.1.2). Dies ist nicht verwunderlich, da sich 

Antagonisten an G-Protein-gekoppelten Rezeptoren sechs mal häufiger invers agonistisch als 

neutral verhalten (Kenakin 2004). Gardner und Mallet (2006) publizierten die Substanz O-

2050, ein Analogon von 8-Tetrahydrocannabinol mit einer Sulfonamid-Seitenkette, als 

neutralen Antagonisten, der in Ratten die Nahrungsaufnahme verminderte. Zunächst wurde 

die Affinität von O-2050 am CB1-Rezeptor im Meerschwein-Hippokampus bestimmt. O-2050 

besitzt mit einem pKi von 6,8 eine Affinität am CB1-Rezeptor, die um eine log-Stufe geringer 

ist als die von Rimonabant. Dies spiegelt sich in der antagonistischen Potenz gegenüber dem 

CB-Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2 wieder, die auch in unserer Arbeitsgruppe mittels 

Superfusionsstudien bestimmt wurde. Rimonabant und O-2050 antagonisierten die durch 

WIN 55,212-2 hervorgerufene Hemmung der Noradrenalinfreisetzung im Meerschwein-

Hippokampus. Auch hier zeigte sich zwischen Rimonabant mit einem pA2 von 8,2 und O-

2050 mit einem pA2 von 7,3 ein Unterschied von einer log-Stufe.  

Der hier in einer Membransuspension des Meerschwein-Hippokampus ermittelte Ki-Wert 

von 158 nM ist um ein Vielfaches höher, als der in der Literatur beschriebene Ki-Wert von 
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2,5-3,4 nM (Bertalovitz et al. 2010, Canals und Milligan 2008, Wiley et al. 2011), der in 

transfizierten HEK293 Zellen und in einer Membransuspension aus dem Kleinhirn der Ratte 

bestimmt wurde. Allerdings lag auch der Ki-Wert von 21 nM für Rimonabant höher, als in 

der Literatur und früher in unserer Arbeitsgruppe beschrieben (Ki: 2 nM) (Rinaldi-Carmona 

et al. 1995, Schultheiss et al. 2005). 

Weiterhin sollte die intrinsische Aktivität von O-2050 bestimmt werden. Ein neutraler 

Antagonist bindet an den Rezeptor, ohne ihn zu aktivieren und dadurch intrazelluläre 

Signalwege anzuschalten. In [35S]-GTPγS Bindungsstudien können sich Endocannabinoide 

nicht anhäufen und somit wäre ein hemmender Effekt von O-2050 als inverser Agonismus 

und ein fehlender Effekt als neutraler Antagonismus zu deuten. Erwartungsgemäß (Sim-

Selley et al. 2001) hemmte der inverse CB1-Rezeptor Agonist Rimonabant die [35S]-GTPγS 

Bindung auch in unserem Modell, wohingegen der CB1-Rezeptor Agonist WIN 55,212-2 die 

[35S]-GTPγS Bindung stimulierte. Der Antagonist O-2050 zeigte in [35S]-GTPγS Bindungen 

jedoch keine intrinsische Aktivität und veränderte die basale [35S]-GTPγS Bindung nicht, was 

auf einen neutralen Antagonismus hindeutet. Weitere grundlegende Kriterien für einen 

neutralen Antagonisten sind neben seiner Affinität am entsprechenden Rezeptor das 

Aufheben der Effekte eines Agonisten und eines inversen Antagonisten (Pertwee 2005a). Aus 

diesem Grund wurde die Wechselwirkung von O-2050 mit dem Agonisten WIN 55,212-2 

und dem inversen Agonisten Rimonabant in [35S]-GTPγS Bindungen untersucht. Wie schon 

zuvor in den Superfusionsexperimenten beobachtet, wurde auch hier der von WIN 55,212-2 

hervorgerufene Effekt durch O-2050 abgeschwächt. Interessanterweise schwächte O-2050 die 

hemmende Wirkung von Rimonabant auf die [35S]-GTPγS Bindung jedoch nicht ab, sondern 

verstärkte sie sogar in Konzentrationen ab 0,1 µM. Diese Beobachtung spricht gegen einen 

neutralen Antagonismus von O-2050. Allerdings könnte es sein, dass der Antagonismus von 

O-2050 am CB1-Rezeptor gegenüber Rimonabant von anderen unspezifischen Wirkungen 

überlagert wird. Im Gegensatz zu unseren Befunden berichteten Canals und Milligan (2008), 

dass O-2050 sowohl die Wirkung von WIN 55,212-2 als auch diejenige von Rimonabant 

aufheben konnte. Möglicherweise liegt die Ursache hierfür in den unterschiedlichen 

Versuchsbedingungen, da sie die [35S]-GTPγS Bindungen in transfizierten HEK293 Zellen 

und nicht in einer Membransuspension aus nativem Gewebe durchgeführt haben.  
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In der Literatur gibt es weitere Hinweise dafür, dass O-2050 ein neutraler CB-Rezeptor 

Antagonist ist. Beispielsweise beeinflusste O-2050 nicht das Ausmaß der elektrisch 

induzierten Kontraktion im Vas deferens der Maus und im Präparat aus Plexus myentericus 

und Längsmuskelschicht des Meerschwein-Dünndarms (Pertwee 2005a), antagonisierte 

jedoch die Wirkung von WIN 55,212-2. Wiley et al. (2011) bezweifeln jedoch, dass O-2050 

abschließend als neutraler Antagonist bezeichnet werden kann, da es die Forskolin-

induzierte cAMP Bildung hemmte und diesbezüglich eine intrinsische Aktivität von etwa 0,5 

im Vergleich zum vollen CB-Rezeptor Agonisten CP55,940 zeigte. Weiterhin widersprechen 

die Ergebnisse von in vivo Untersuchungen mit O-2050 einem neutralen Antagonismus, da 

die Substanz die Wirkungen von 9-THC nicht antagonisieren konnte (Wiley et al. 2011). 

In unserer Arbeitsgruppe wurde schließlich der Effekt des in unseren Händen neutralen CB1-

Rezeptor Antagonisten O-2050 auf die Noradrenalinfreisetzung im Hippokampus des 

Meerschweins untersucht und mit dem Effekt von Rimonabant verglichen. Ein neutraler 

Antagonist würde die Noradrenalinfreisetzung nur durch eine kompetitive Verdrängung 

von Endocannabinoiden in der Biophase des Rezeptors erhöhen, da er, im Gegensatz zu 

einem inversen Agonisten, nicht in der Lage ist, die Spontanaktivität von CB1-Rezeptoren zu 

beeinflussen. Erwartungsgemäß steigerte Rimonabant in den Konzentrationen 0.1 und 1 µM 

die Noradrenalinfreisetzung um jeweils 32 % und 39 %. O-2050 wurde aufgrund seiner 

zehnfach geringeren Affinität und Potenz in einer zehnfach größeren Konzentration 

eingesetzt. O-2050 imitierte den Effekt von Rimonabant in einer Konzentration von 10 µM, 

indem es die Noradrenalinfreisetzung um 22 % steigerte. Diese Befunde sprechen dafür, dass 

der fazilitatorische Effekt zumindest teilweise auf der Unterbrechung einer tonischen 

Hemmung der Transmitterfreisetzung durch Endocannabinoide und nicht auf der invers-

agonistischen Wirkung von Rimonabant beruht (Schulte et al. 2011a).  

Rimonabant ist nicht nur als prototypischer inverser CB1-Rezeptor-Agonist für 

wissenschaftliche Untersuchungen interessant, sondern wurde unter dem Namen 

Acomplia® in Europa als Appetitzügler vermarktet, der neben einer Gewichtsreduktion 

auch zu einer Abnahme metabolischer Risikofaktoren (u. a. Reduktion der Triglyceride und 

der Blutzuckerwerte, Zunahme von HDL) führte (Patel und Pathak 2007). Im Jahr 2008 

ordnete die europäische Zulassungsbehörde EMA das Ruhen der Zulassung an, da unter der 

Therapie mit Rimonabant vermehrt schwere psychiatrische Nebenwirkungen wie 
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Depressionen und Angstzustände, bis hin zu Suiziden registriert worden waren. Neutrale 

CB1-Rezeptor Antagonisten könnten gegenüber inversen CB1-Rezeptor Agonisten ein 

geringeres Nebenwirkungspotential bergen. Im Gegensatz zu inversen Agonisten entfalten 

neutrale Antagonisten ihre Wirkung erst bei einer erhöhten Endocannabinoidkonzentration, 

die in adipösen Menschen gezeigt wurde (Engeli et al. 2005). Tastsächlich unterdrückten die 

neutralen Antagonisten AM4113 und AM6545 die Nahrungsaufnahme in Ratten, ohne 

jedoch Anzeichen einer Nausea zu induzieren, welche als charakteristische Nebenwirkung 

von Rimonabant gilt (Cluny et al. 2010, Sink et al. 2008).  

2.2 Charakterisierung von Virodhamin 

Es ist bekannt, dass Endocannabinoide ihre Wirkung teilweise über Umwandlungsprodukte, 

zum Beispiel Prostanoide, entfalten (Grainger und Boachie-Ansah 2001, van Dross 2009). Das 

gilt auch für das Endocannabinoid Virodhamin, das die menschliche Pulmonalarterie nicht 

nur durch einen atypischen Cannabinoid-Rezeptor (den noch nicht klonierten endothelialen 

Cannabinoid-Rezeptor), sondern zusätzlich durch ein Prostacyclin oder ein verwandtes 

Produkt relaxiert (Kozłowska et al. 2008). In unserer Arbeitsgruppe wurde nun überprüft, ob 

Virodhamin auch in ein Prostaglandin der E-Serie umgewandelt wird. Virodhamin könnte 

sich wirksam in der Therapie der pulmonalen Hypertonie erweisen, da es zwei relaxierende 

Mechanismen an der Pulmonalarterie aufweist. Die Umwandlung in ein Prostaglandin der 

E-Serie wäre hier zusätzlich von Vorteil, da dieses die Noradrenalinfreisetzung in den 

pulmonalen Gefäßen über einen präsynaptischen Rezeptor hemmen könnte. In der 

Pulmonalarterie der Maus und in sechs weiteren zentralen und peripheren Geweben 

beeinflusste Virodhamin die Noradrenalinfreisetzung jedoch nicht, während das 

Prostaglandin E-Analogon Sulproston eine sehr starke Hemmung hervorrief; so konnte die 

Umwandlung in ein Prostaglandin der E-Serie ausgeschlossen werden (Günther et al. 2010). 

Die untersuchten Gewebe exprimieren keine funktionellen CB1-Rezeptoren. Dies hätte die 

Untersuchung gestört, da sich Virodhamin, zumindest unter bestimmten 

Versuchsbedingungen, an CB1-Rezeptoren als partieller Agonist verhält (Porter et al. 2002, 

Ryberg et al. 2007, diese Arbeit). 

In der [35S]-GTPγS Bindung in Maus-Hippokampusmembranen zeigte Virodhamin eine sehr 

geringe intrinsische Aktivität von 0,24 verglichen mit dem vollen Agonisten WIN 55,212-2 
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am CB1-Rezeptor; im höheren Konzentrationsbereich verhielt sich Virodhamin als neutraler 

Antagonist. Die Affinität von Virodhamin an CB1-Rezeptoren wurde an Meerschwein-

Großhirnrindenmembran untersucht, damit Vergleiche mit anderen CB-Rezeptor Liganden, 

deren Affinität ebenfalls in unserem Labor bestimmt wurde, durchgeführt werden konnten 

(Schultheiss et al. 2005). Der pKi-Wert für Virodhamin betrug 5,30. Dieser Wert stimmt mit 

Literaturwerten überein, die zwischen 5,53 und 5,76 liegen (Porter et al. 2002, Ryberg et al. 

2007, Steffens et al. 2005). Die Befunde müssen auch vor dem Hintergrund unserer Suche 

nach einem neutralen CB1-Rezeptor-Antagonisten gesehen werden. Die erzielten Ergebnisse 

(neutraler Antagonismus nur in einem bestimmten Konzentrationsbereich plus ingesamt 

niedrige Affinität zum CB1-Rezeptor) lassen Virodhamin nicht als brauchbaren neutralen 

CB1-Rezeptor-Antagonisten erscheinen. 

2.3 Charakterisierung von N-Oleylglycin 

Das Lipid N-Oleylglycin wurde in Humanplasma gefunden, und nun stellte sich die Frage, 

ob es ähnlich wie viele andere Fettsäureamide, zum Beispiel sein Metabolit Oleamid (Leggett 

et al. 2004), auch eine Affinität und Wirkung am CB1-Rezeptor aufweist. 

Verdrängungsstudien mit dem Radioliganden [3H]-Rimonabant ergaben nur eine sehr 

geringe Affinität von N-Oleylglycin am CB1-Rezeptor. Zur Untersuchung einer möglichen 

agonistischen Wirksamkeit wurde das Superfusionsmodell an der Retina des Meerschweins 

gewählt. N-Oleylglycin konnte die Transmitterfreisetzung hier jedoch nicht beeinflussen, 

während der als Positivkontrolle dienende Cannabinoid-Rezeptor-Agonist WIN 55,212-2 

eine Hemmung hervorrief. Auch eine antagonistische Wirkung gegenüber WIN 55,212-2 

wurde nicht beobachtet; die Anwesenheit von N-Oleylglycin hatte keinen Einfluss auf den 

hemmenden Effekt von WIN 55,212-2 auf die Transmitterfreisetzung. Zusammengefasst 

bedeutet dies, dass endogenes N-Oleylglycin aufgrund seiner fehlenden Affinität und 

Wirksamkeit am CB1-Rezeptor wohl nicht als Endocannabinoid klassifiziert werden kann. 

Allerdings müsste noch die Wirkung am CB2-Rezeptor untersucht werden, bevor man zu 

einer definitiven Wertung kommt. 

Die Bedeutung von N-Oleylglycin als endogener Mediator ist noch nicht geklärt, obschon 

bekannt ist, dass N-Acylaminosäuren und hier insbesondere die Glycinkonjugate eine Rolle 

in der Entgiftung und Ausscheidung von körperfremden Carboxylaten spielen. Hierbei 
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handelt es sich jedoch meist um kurzkettige Fettsäuren (Farrell und Merkler 2008). Es gibt 

jedoch neuere Hinweise darauf, dass N-Fettacylglycine nicht bloß nur einfache Intermediate 

im primären Fettsäureamid-Signalweg sind, sondern dass sie auch eine eigenständige 

Funktion als intrazellulärer Botenstoff besitzen. So führte eine intraperitoneale Injektion von 

N-Oleylglycin in Ratten zu einer ausgeprägten Hypothermie und einer verringerten 

lokomotorischen Aktivität; diese Wirkungen wurden unabhängig von der Umwandlung von 

N-Oleylgycin in das entsprechende Fettsäureamid Oleamid hervorgerufen (Chaturvedi et al. 

2006).  

2.4 Interaktion des präsynaptischen CB1-Rezeptors mit dem muskarinischen 

Autorezeptor 

In unserer Arbeitsgruppe wurde herausgefunden, dass die über den M2-Autorezeptor 

vermittelte Hemmung der Acetylcholinfreisetzung im Hippokampus der CB1-Knockout 

Maus, verglichen zur Wildtyp-Maus, verstärkt war. Weitere Experimente im Hippokampus 

der Ratte zeigten, dass die M2-Rezeptor-vermittelte Hemmung der Acetylcholinfreisetzung 

durch Rimonabant gesteigert wurde. Zusammengefasst bedeutet dies, dass der Effekt des 

präsynaptischen muskarinischen Autorezeptors verstärkt ist, wenn der präsynaptische CB1-

Heterorezeptor gleichzeitig pharmakologisch blockiert wird oder genetisch ausgeschaltet ist 

(Schulte und Schlicker 2010). 

Eine naheliegende Erklärung für den verstärkten Effekt eines muskarinischen Rezeptor 

Agonisten im Hippokampus der CB1-Knockout Maus wäre eine erhöhte Dichte des 

muskarinischen Autorezeptors, der im Hippokampus vom M2-Subtyp ist (Zhang et al. 

2002a). Aus diesem Grund wurde die Expression von M2-Rezeptoren mit der Western Blot 

Technik bestimmt. Damit die Untersuchung auf präsynaptisches Gewebe fokussiert werden 

konnte, wurden Synaptosomen, isolierte präsynaptische Nervenendigungen (Raiteri und 

Raiteri 2000), anstelle von intaktem Gewebe verwendet. Allerdings konnte kein Unterschied 

in der Expression von M2-Rezeptoren zwischen der CB1-Knockout Maus und der Wildtyp 

Maus festgestellt werden. 

Die Ursache für die verstärkte M2-Rezeptor-Funktion könnte auch in einer veränderten 

Signaltransduktion, die dem M2-Rezeptor nachgeschaltet ist, bei den CB1-Knockout Mäusen 

liegen. Unterschiedliche präsynaptische Rezeptoren auf einer Axonendigung greifen 



Diskussion 

 86 

wahrscheinlich auf ein gemeinsames Reservoir an G-Proteinen zurück (Schlicker und 

Göthert 1998). Folglich ist der Effekt eines inhibitorischen Rezeptors vermindert, wenn zuvor 

ein anderer inhibitorischer Rezeptor aktiviert wurde, der an die gleichen G-Proteine koppelt. 

Im Falle der genetischen Ablation eines Rezeptors bedeutet dies, dass alle G-Proteine für den 

anderen präsynaptischen inhibitorischen Rezeptor verfügbar wären. Die Expression der Gi- 

und Go-Proteine wurde in Synaptosomen der CB1-Knockout Maus und der Wildtyp Maus 

verglichen. Dazu wurde ein Antikörper gegen alle drei Subtypen des Gi-Proteins und ein 

Antikörper gegen das Go-Protein verwendet. Tatsächlich konnte eine erhöhte Expression 

von Gi- und Go-Protein in der CB1-Knockout Maus festgestellt werden. Dieser Unterschied 

ist gering und nur für das Go-Protein signifikant. Diese eher enttäuschenden Ergebnisse 

schließen eine Beteiligung der G-Proteine am verstärkten Effekt des M2-Rezeptors in der CB1-

Knockout Maus nicht aus, da zusätzlich eine Umverteilung der G-Proteine zwischen Lipid 

Rafts und Non-Raft-Fraktionen in der Plasmamembran auftreten kann (Zhang und Rasenick 

2010), die einer Bestimmung in Synaptosomen entgeht. G-Proteine, die sich in der Non-Raft-

Fraktion der Plasmamembran befinden, führen beispielsweise leichter zu einer Stimulation 

der Adenylatzyklase. 

Wir konnten in unserer Arbeitsgruppe auch zeigen, dass der Effekt des M2-Rezeptor 

Agonisten Oxotremorin in Anwesenheit des potenten CB-Rezeptor Agonisten WIN 55,212-2 

vermindert war (unveröffentlichte Daten). Dies bedeutet im Umkehrschluss zur 

pharmakologischen Blockade durch Rimonabant oder zur genetischen Ausschaltung, dass 

eine gleichzeitige pharmakologische Aktivierung des präsynaptischen CB1-Heterorezeptors 

eine Abschwächung des M2-Autorezeptor-vermittelten Effekts bewirkt. 

In dieser Arbeit sollte weiterhin überprüft werden, ob die Funktion des M2-Autorezeptors 

auch durch eine gleichzeitige verstärkte Aktivierung des präsynaptischen CB1-

Heterorezeptors durch ein endogenes Cannabinoid abgeschwächt wird. Dazu wurden 

Superfusionsversuche mit FAAH-Knockout-Mäusen durchgeführt, die das Anandamid-

abbauende Enzym FAAH nicht exprimieren (Cravatt et al. 2001). Im Gehirn dieser Mäuse 

wurde eine 15-fach erhöhte Konzentration des Endocannabinoids Anandamid gemessen. Die 

genetische Ablation der FAAH beeinträchtigte weder die Potenz des muskarinischen 

Rezeptor Agonisten Oxotremorin, noch die des M2/4-Rezeptor Antagonisten AF-DX 384 in 

Superfusionsstudien. Auch die maximale Hemmung der Acetylcholinfreisetzung durch 
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Oxotremorin war im Hippokampus der FAAH-Kockout-Maus und in der Wildtyp-Maus 

gleich starkt ausgeprägt. Dies änderte sich auch nicht in Anwesenheit des muskarinischen 

Rezeptor Antagonisten AF-DX 384. Grund könnte sein, dass die Anandamid Konzentration 

in cholinergen Synapsen nicht ausreichend erhöht ist, um eine effektive Aktivierung des CB1-

Rezeptors zu gewährleisten. Eine andere Erklärung könnte sein, dass aufgrund einer 

erhöhten Anandamid Konzentration im synaptischen Spalt eine Herunterregulierung der 

präsynaptischen CB1-Rezeptoren stattfindet. Agonist-induzierte Internalisierung von 

Rezeptoren ist ein wichtiger Kompensationsmechanismus gegenüber überdurchschnittlich 

starken Reizen (Coutts et al. 2001). Eine dritte Erklärungsmöglichkeit wäre, dass eine erhöhte 

Konzentration von Anandamid im Hippokampus von FAAH-Knockout Mäusen durch eine 

verringerte Konzentration eines anderen Endocannabinoids, z.B. 2-AG, kompensiert wird 

(Maccarone et al. 2008).  

Die Veränderung der Funktion präsynaptischer Rezeptoren in CB1-Rezeptor-Knockout-

Mäusen wurde von unserer Arbeitsgruppe noch in größerer Breite untersucht 

(unveröffentlichte Daten). So trat ein verstärkter maximaler inhibitorischer Effekt auf die 

Acetylcholinfreisetzung auch bei einem anderen präsynaptischen inhibitorischen Rezeptor 

auf cholinergen Neuronen im Hippokampus auf: Der inhibitorische Effekt von DPDPE am -

Opioidrezeptor in der CB1-Kockout Maus war nämlich gesteigert. Ebenso war der Effekt der 

verstärkten Wirkung nicht auf cholinerge zentrale Neurone beschränkt, sondern wurde auch 

in einem sympathisch innervierten peripheren Gewebe beobachtet. Im Samenleiter der CB1-

Knockout Maus rief Oxotremorin eine stärkere Hemmung der Noradrenalinfreisetzung 

hervor als in der Wildtyp Maus. Es konnte verifiziert werden, dass die Effekte CB1-Rezeptor 

spezifisch sind, da sie in Neuronen, die keiner Modulation durch präsynaptische CB1-

Rezeptoren unterliegen, nicht auftraten. Die aufgezeigten Rezeptorinteraktionen können von 

praktischer Bedeutung sein und mögliche pharmakodynamische Arzneimittelinteraktionen 

zwischen CB-Rezeptor Agonisten (9-THC oder Nabilon) und muskarinischen Rezeptor 

Agonisten (z.B. Carbachol) erklären. 
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3 Untersuchungen an Peptid-Rezeptoren 

3.1 Einfluss von Neuropeptiden auf die Transmitterfreisetzung 

Neuropeptid W ist an der Regulation der Nahrungsaufnahme beteiligt (Singh und 

Davenport 2006). Ein inhibitorischer Einfluss von Neuropeptid W auf die 

Noradrenalinfreisetzung liegt nahe, da NPW der endogene Ligand an zwei Gi/o-Protein 

gekoppelten Rezeptoren (NPBW1 und NPBW2) ist. Weiterhin ist bekannt, dass ein anderes 

Neuropeptid, das Neuropeptid Y, welches ebenfalls eine Rolle in der Regulation der 

Nahrungsaufnahme spielt, die Noradrenalinfreisetzung in verschiedenen Geweben über die 

Aktivierung von Gi/o-Protein gekoppelten Y2-Rezeptoren hemmt (Schlicker und Kathmann 

2008). Da die Nahrungsaufnahme über den Hypothalamus reguliert wird, wurde unter 

anderem dieses Gewebe für die Experimente gewählt. In dieser Arbeit konnte eine 

Modulation der Noradrenalinfreisetzung jedoch weder im Hypothalamus noch im 

Hippokampus, der ebenfalls untersucht wurde, festgestellt werden. Die verwendete 

Konzentration von 1 µM war adäquat, da NPW in dieser Konzentration die Bindung von 

[125I]-NPW in der Amygdala der Ratte fast vollständig inhibierte (Singh et al. 2004). Der EP1/3-

Rezeptor Agonist Sulproston als Positivkontrolle hemmte die Noradrenalinfreisetzung wie 

erwartet in beiden Hirnregionen (Günther et al. 2010).  

Neuropeptid FF übt einen modulatorischen Effekt auf Opioid-Rezeptor vermittelte 

Wirkungen aus, der häufig inhibitorischer Natur ist (Mollereau et al. 2005b). Der NPFF2-

Rezeptor ist, ebenso wie die drei Opioid-Rezeptorsubtypen ,  und , an Gi/o-Proteine 

gekoppelt (Alexander et al. 2008). Daher ist es plausibel, dass NPFF und der NPFF2-Rezeptor 

Agonist dNPA (Roussin et al. 2005) ihrerseits auch die Neurotransmitterfreisetzung 

hemmen. In den Experimenten am Vorhof der Maus, die im Rahmen dieser Arbeit 

durchgeführt wurden, hemmte der -Opioidrezeptor Agonist DPDPE wie erwartet die 

Noradrenalinfreisetzung (Trendelenburg et al. 2000), wohingegen NPFF und dNPA keinen 

Effekt hervorriefen. Auch in der Großhirnrinde der Maus war kein Effekt detektierbar. 

Interessanterweise wurde in der Literatur eine Hemmung der Freisetzung eines anderen 

Neurotransmitters, GABA, durch die Aktivierung von präsynaptischen Rezeptoren durch 

NPFF im Hypothalamus beschrieben (Jhamandas et al. 2007). 
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Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit eine mögliche Beeinflussung des Effekts des -

Opioidrezeptor Agonisten DPDPE durch Neuropeptid FF und dNPA untersucht. Eine solche 

Interaktion ist nicht abwegig, da NPFF, wie oben erläutert wurde, als Modulator der 

endogenen Opioid-Wirkung gilt. So wurde gezeigt, dass NPFF1- und NPFF2-Rezeptoren in 

isolierten Neuronen das Ausmaß der Inhibition des depolarisationsinduzierten 

Calciumeinstroms durch Opioidrezeptor Agonisten hemmen (Roumy et al. 2003). In Nagern 

übte eine intrazerebrovaskuläre Verabreichung von NPFF einen anti-opioiden Effekt aus, 

indem es die analgetische Potenz von Morphin im Tail-Flick Test (einem Schmerzmodell) 

verminderte. Im Gegensatz dazu führte eine intrathekale Injektion in Ratten zu einer 

erhöhten Schmerztoleranz und einer Verstärkung der Morphin-induzierten Analgesie, die 

vermutlich durch einen funktionellen Antagonismus von NPFF am -Opioid Autorezeptor 

vermittelt wird (Roussin et al. 2005). Eine Wechselwirkung zwischen Opioid-Rezeptoren und 

NPFF-Rezeptoren ist auch im Herzen denkbar und könnte zumindest zum Teil den 

Catecholamin-abhängigen Effekt von NPFF auf den Blutdruck und die Herzfrequenz in 

anaesthesierten Ratten erklären (Allard et al 1995, Huang et al. 2000). NPFF und seine 

entsprechenden Rezeptoren, der NPFF1- und der NPFF2-Rezeptor, sowie δ-Opioidrezeptoren 

wurden im Herzen der Ratte und der Maus mittels Immunhistochemie oder funktionell 

nachgewiesen (Allard et al. 1995, Schlicker und Kathmann 2008). Beide Neuropeptide 

modulierten die Wirkung von DPDPE im Vorhof der Maus jedoch nicht, wohingegen der -

Opioidrezeptor Antagonist Naltrindol dem Effekt von DPDPE entgegenwirkte und dessen 

hemmende Wirkung auf die Noradrenalinfreisetzung wie erwartet abschwächte 

(Trendelenburg et al. 2000).  

In diesen Versuchsreihen war die Konzentration von NPFF ausreichend hoch gewählt, um 

eine Aktivierung von NPFF1- und NPFF2-Rezeptoren zu garantieren. Die Konzentration des 

KD-Wertes von Neuropeptid FF am NPFF1-Rezeptor (KD: 1,13 nM) sowie am NPFF2-Rezeptor 

(KD: 0,37 nM) wurden um ein Vielfaches überschritten (Bonini et al. 2000). Auch dNPA 

wurde in Konzentrationen eingesetzt, die angemessen waren, um den NPFF2-Rezeptor zu 

aktivieren. dNPA weist mit einem KD-Wert von 0,027 nM eine sehr hohe Affinität am NPFF2-

Rezeptor auf (Roussin et al. 2005). 
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3.2 Einfluss von Interleukin-1β auf die Neurotransmitterfreisetzung 

In den Superfusionsexperimenten mit den Neuropeptiden waren diese kurz vor und 

während der zweiten Stimulationsperiode (S2) anwesend. In den Experimenten mit 

Interleukin-1β gab es im Unterschied dazu zwei zusätzliche Stimulationsperioden (S3 und 

S4), die jeweils 30 und 80 Minuten nach dem Entzug des Zytokins aus dem 

Superfusionsmedium appliziert wurden. Der Grund dafür ist, dass in einigen Studien der 

Effekt von Interleukin-1β erst mit einiger Verzögerung zu beobachten war (Bognar et al. 

1994, Hurst und Collins 1993). Tatsächlich zeigte sich der Effekt von Interleukin-1β auch in 

unseren Experimenten in der Großhirnrinde der Maus erst, als das Pharmakon nicht mehr 

im Superfusionsmedium anwesend war. Die stimulierte Noradrenalinfreisetzung aus 

Interleukin-1-exponierten Großhirnrindenschnitten der Maus nahm während der 

Reizperioden stetig ab, signifikant wurde der Effekt jedoch erst in der vierten Reizperiode, in 

der die Hemmung 35 % betrug. Im Gegensatz dazu hemmte Sulproston, das als 

Referenzpharmakon eingesetzt wurde und über die Aktivierung des EP3-Rezeptors wirkt, 

die Noradrenalinfreisetzung bereits in der zweiten Stimulationsperiode, also prompt nach 

Einleitung des Pharmakons ins Superfusionsmedium. Schon während der nächsten 

Stimulationsperiode (S3), in Abwesenheit des Pharmakons, konnte der Effekt nicht mehr 

nachgewiesen werden. Der Effekt von Interleukin1-β war nicht nur zeitabhängig, sondern 

auch konzentrationsabhängig. Eine signifikante Hemmung der Noradrenalinfreisetzung um 

35 % konnte in einer Konzentration von 0,3 nM erzielt werden. Diese Konzentration liegt in 

der gleichen Größenordnung wie die Affinität des hier verwendeten humanen Interleukin-

1β für den murinen IL-1RI Rezeptor (Dinarello 1996). 

Andere Arbeitsgruppen berichteten ebenfalls einen hemmenden Effekt von Interleukin1-β 

auf die Noradrenalinfreisetzung. Bognar et al. (1994) untersuchten diesen Effekt in der Milz 

der Ratte und Hurst und Collins (1993) im Plexus myentericus der Ratte, wobei sich der 

Effekt hier als biphasisch herausstellte (Hemmeffekt nach 15 und 90 min Inkubation mit 

Interleukin-1). Die intrazerebrovaskuläre Injektion von Interleukin-1β führte in Ratten zu 

einer verringerten Noradrenalinkonzentration im Hippokampus und in der Amygdala (Song 

et al. 2006). Im Gegensatz dazu fanden Rosmaninho-Salgado et al. (2007) einen 

fazilitatorischen Effekt von Interleukin-1β auf die Noradrenalinfreisetzung aus murinen 

chromaffinen Zellen. Ebenfalls eine Steigerung beobachteten Tsumori et al. (1998) im 
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Hypothalamus der Ratte. Ein inhibitorischer Einfluss von Interleukin-1β auf die 

Noradrenalinfreisetzung in der Großhirnrinde wird in dieser Arbeit zum ersten Mal 

beschrieben. 

Der Unterschied im zeitlichen Verlauf der Wirkung von Sulproston und Interleukin-1β auf 

die Hemmung der Noradrenalinfreisetzung, insbesondere der mit Verzögerung auftretende 

Effekt von Interleukin-1β, stimmt mit der Tatsache überein, dass die Signaltransduktion nach 

Aktivierung des Interleukin-1-Rezeptors viel langsamer abläuft als zum Beispiel nach 

Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors (Dinarello 2009). Es ist denkbar, dass 

Interleukin-1β einen Effekt auf die Proteinbiosynthese ausübt und somit eine verzögerte 

Hemmung der Noradrenalinfreisetzung hervorruft. An dieser Stelle sind weitere 

Experimente geplant, um den zu Grunde liegenden Mechanismus und die Übertragbarkeit 

auf andere Neurotransmitter aufzuklären. Der Mechanismus ist von Bedeutung, da eine 

Hemmung der Noradrenalinfreisetzung im Gehirn affektive Begleiteffekte während eines 

inflammatorischen Zustandes, unter anderem Angst, erklären könnte. Während einer 

systemischen Inflammation gebildetes Interleukin-1β überwindet die Blut-Hirn-Schranke 

durch einen aktiven Transport (Quan und Banks 2007). Weiterhin wurden erhöhte 

Interleukin-1β Konzentrationen im Gehirn mit psychiatrischen Störungen wie Depression 

und Schizophrenie in Verbindung gebracht (Söderlund et al. 2009, Song et al. 2006). Eine 

durch Interleukin-1β hervorgerufene Erniedrigung der Noradrenalinkonzentration ist im 

Einklang mit der Schildkraut-Hypothese der Depression, die eine Erschöpfung an 

Noradrenalin als ursächlich ansieht (Schildkraut 1965). 

4 Untersuchungen an anderen Rezeptoren 

4.1 Suche nach einem funktionellen Modell für den EP3-Rezeptor 

Wie schon erwähnt wurde, haben wir in der Vergangenheit wiederholt 

freisetzungshemmende Prostaglandin-EP3-Rezeptoren identifiziert (Schlicker et al. 1987, 

Exner und Schlicker 1995). Diese Studien wurden dadurch erschwert, dass ein geeigneter 

Antagonist, L-826,266, erst spät verfügbar wurde (Juteau et al. 2001). Diese Substanz wurde 

von uns (Günther et al. 2010) als kompetitiver EP3-Antagonist charakterisiert. Allerdings 

sind die Superfusionsstudien an Hirnschnitten nicht geeignet, zu unterscheiden, ob die 

Substanz ein inverser Agonist oder neutraler Antagonist ist. So ergab sich die Idee, neben 
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der Superfusionsmethode ein weiteres funktionelles Modell für den EP3-Rezeptor zu 

etablieren. Eine Steigerung der [35S]-GTPγS Bindung durch den EP3-Rezeptor Agonisten 

Sulproston konnte jedoch in einer Membransuspension des Maus-Hippokampus und 

Meerschwein-Hippokampus nicht erzielt werden. Interessanterweise zeigten sich in der 

maximalen Steigerung der [35S]-GTPγS Bindung durch WIN 55,212-2, das als Positivkontrolle 

diente, Speziesunterschiede. Der Maximaleffekt war in der Meerschweinmembran um ca. 

120 % stärker ausgeprägt als in der Mausmembran. Die [35S]-GTPγS Bindung für Prostanoide 

wurde in Membranpräparationen des Gehirns bisher nicht untersucht. In einem anderen 

Modell fanden Fong et al. (1998) eine Zunahme der [35S]-GTPγS Bindung durch das 

Prostacyclin-Analogon Iloprost an transfizierten HEK 293 Zellen. Ein Agonist an 

Thromboxan (TXA2)-Rezeptoren steigerte in humanen Thrombozyten-Membranen die [35S]-

GTPγS Bindung (Djellas et al. 1999). Weiterhin konnte ein EP3-Rezeptor Agonist die [35S]-

GTPγS Bindung im Zeitverlauf nur in Gs-Protein-rekonstituierten, nicht jedoch in Go-Protein-

rekonstituierten transfizierten CHO Zellen stimulieren (Negishi et al. 1993).  

4.2 Analyse der Histamin-H4-Rezeptor mRNA Expression 

Der H3- und der H4-Rezeptor unterscheiden sich untereinander und vom H1- und H2-

Rezeptor durch ein lokal und zellulär begrenztes Expressionsmuster. Der H4-Rezeptor wird 

in Geweben des hämatopoetischen und Immunsystems exprimiert und übt dort eine 

proinflammatorische Funktion aus. Dies äußert sich etwa in der chemotaktischen Wirkung 

auf eosinophile Leukozyten sowie der Steigerung der Interleukin-16-Sekretion aus T-

Lymphozyten (Kiss und Keserü 2009). Dagegen ist der H3-Rezeptor präsynaptisch im 

zentralen und peripheren Nervensystem lokalisiert und führt zur Hemmung der Freisetzung 

des entsprechenden Neurotransmitters. Für den erst seit 2000 bekannten H4-Rezeptor ist zur 

möglichen präsynaptischen Lokalisation bisher wenig bekannt und die Angaben zur 

Expression im Gehirn sind widersprüchlich, der Rezeptor konnte dort von einigen Autoren 

nicht nachgewiesen werden (siehe Kapitel A.1.6). Eine präsynaptische Lokalisation auf 

zentralen Neuronen ist plausibel, zumal dieser Rezeptor wie der H3-Rezeptor Gi/o-Protein 

gekoppelt ist (Alexander et al. 2008) und viele Gi/o-Protein gekoppelte Rezeptoren unter 

anderem als präsynaptisch inhibitorische Rezeptoren fungieren (Kubista und Boehm 2006). 

Die Detektion des H4-Rezeptors mittels RT-PCR erscheint aufgrund einer sehr geringen 
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Expression in vielen Geweben schwierig. Zudem scheint die Expression durch entzündliche 

Stimuli reguliert zu sein. Da unumstritten ist, dass der H4-Rezeptor peripher in der Milz 

exprimiert wird, wurde dieses Gewebe als Positivkontrolle gewählt (Nakamura et al. 2000). 

Die Analyse von humanem und murinem Großhirnrindengewebe mithilfe der RT-PCR 

belegte eine Expression von H4-Rezeptor mRNA in beiden Spezies. Diese Befunde schaffen 

die Grundlage für die weitere Untersuchung der Funktion des zentralen H4-Rezeptors. 

Mithilfe von Superfusionsstudien soll untersucht werden, ob der H4-Rezeptor in der 

Großhirnrinde präsynaptisch lokalisiert ist und ebenso wie der H3 Rezeptor an der 

Regulierung der Neurotransmitterfreisetzung beteiligt ist. In einer elektrophysiologischen 

Studie wurde eine H4-Rezeptor-vermittelte Beeinflussung von Neuronen nachgewiesen, 

allerdings ist eine präsynaptische Lokalisation auf glutamatergen Neuronen nach dieser 

Studie sehr unwahrscheinlich (Connelly et al. 2009). Ein präsynaptisches Vorkommen an 

anderen Neuronen-Typen ist aber nach wie vor denkbar.  

Im Jahr 2003 wurde der erste selektive H4-Rezeptor-Antagonist, JNJ-7777120, publiziert und 

im Jahr 2010 schaffte es der erste H4-Rezeptor Antagonist in die klinische Testung. Das 

Aminopyrimidin UR-63325 befindet sich momentan in einer Phase-II-Studie und wird auf 

seine Wirksamkeit bei Asthma und allergischer Rhinitis geprüft (Sander und Stark 2011). 

Hier ist möglicherweise auch eine Kombination mit einem H1-Rezeptor Antagonisten 

sinnvoll. Während H1-Rezeptor Antagonisten die allergische Sofortreaktion hemmen, wirken 

H4-Rezeptor Antagonisten vorwiegend in der Spätphase, indem sie die Ausschüttung 

verschiedener Interleukine und anderer Entzündungsmediatoren regulieren. In einem 

Mausmodell für akutes Asthma konnte diese synergistische Wirkung bereits belegt werden 

(Thurmond et al. 2008). Die Suche nach selektiven H4-Rezeptor Agonisten läuft ebenfalls auf 

Hochtouren. Hier ist allerdings eine Nutzung für therapeutische Zwecke bisher nicht 

absehbar. 
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E. Zusammenfassung 

Die Freisetzung von Überträgerstoffen (Transmittern) kann durch Rezeptoren gehemmt 

werden, die häufig direkt an den entsprechenden Nervenendigungen, also präsynaptisch 

lokalisiert sind. Prominentes Beispiel ist der präsynaptische Cannabinoid-CB1-Rezeptor, der 

an inhibitorische G-Proteine koppelt und die Freisetzung verschiedenster Neurotransmitter 

im zentralen und peripheren Nervensystem hemmt. 

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasst sich mit dem endogenen Tonus am CB1-

Rezeptor und seiner Wechselwirkung mit anderen präsynaptischen Rezeptoren. Der inverse 

CB1-Rezeptor Agonist Rimonabant steigert die Neurotransmitterfreisetzung. Zur Klärung 

der Frage, ob dieser endogene Tonus auf einer konstitutiven Aktivität der CB1-Rezeptoren 

beruht oder durch den Antagonismus von Rimonabant gegenüber akkumulierenden 

Endocannabinoiden erklärt werden kann, wird ein neutraler Antagonist benötigt. Zunächst 

wurde die Affinität der Substanz O-2050, die in der Literatur als neutraler Antagonist 

beschrieben wurde, am CB1-Rezeptor mit Radioligandbindungsstudien bestimmt. Sein 

neutraler Antagonismus konnte schließlich durch die Abwesenheit einer intrinsischen 

Aktivität in [35S]-GTPγS Bindungsstudien bestätigt werden.  

Ein weiterer Teil der Arbeit sollte sich auf die Untersuchung der Wechselwirkung des CB1-

Rezeptors mit anderen präsynaptischen Rezeptoren beziehen. Durch vorherige Aktivierung 

des CB1-Rezeptors wird der inhibitorische Effekt des präsynaptischen M2-Autorezeptors auf 

die Neurotransmitterfreisetzung abgeschwächt. Umgekehrt ist die Funktion des 

präsynaptischen M2-Autorezeptors verstärkt, wenn zuvor der CB1-Rezeptor 

pharmakologisch blockiert oder genetisch ausgeschaltet wird. Mithilfe der Western Blot 

Technik wurde untersucht, ob bei der CB1-Knockout-Maus eine veränderte 

Proteinexpression im Hippokampus besteht. Die Expression des M2-Rezeptors in der CB1-

Knockout-Maus unterschied sich jedoch nicht von derjenigen in der Wildtyp Maus. Als 

nachgeschalteter Signaltransduktionsweg wurde die Expression von Gi- und Go-Proteinen 

analysiert. Es ergab sich eine leicht verstärkte Expression von beiden G-Proteinen, die jedoch 

nur im Falle von Go statistisch signifikant war. Der leichte Unterschied könnte 

möglicherweise die verstärkte M2-Autorezeptor-Funktion bei der CB1-Knockout-Maus 

erklären. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob die Funktion des M2-Rezeptors auch in 
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FAAH-Knockout-Mäusen beeinträchtigt ist, bei denen es zu einer verstärkten Aktivierung 

des CB1-Rezeptors durch eine erhöhte Konzentration des endogenen Cannabinoids 

Anandamid kommt. Allerdings war in FAAH-Knockout-Mäusen das Ausmaß der M2-

Rezeptor-vermittelten Hemmung der Neurotransmitterfreisetzung nicht verändert. 

Ein zweiter Schwerpunkt der Arbeit lag in der Untersuchung der Wirkung von 

Neuropeptiden und von Interleukin-1 auf die Neurotransmitterfreisetzung. Modulierende 

Effekte auf die Neurotransmitterfreisetzung sind für viele niedermolekulare Substanzen und 

für Peptide wie Opioide und Neuropeptid Y gezeigt worden, jedoch existieren kaum 

Befunde für weitere Peptide. In dieser Arbeit wurde der Effekt von Neuropeptid W auf die 

Noradrenalinfreisetzung im Hippokampus und im Hypothalamus der Maus in 

Superfusionsstudien untersucht. Neuropeptid W modulierte die 

Neurotransmitterfreisetzung jedoch nicht. Als weiteres Neuropeptid wurde Neuropeptid FF 

auf eine mögliche freisetzungsmodulierende Eigenschaft auf die Noradrenalinfreisetzung in 

der Großhirnrinde und im Vorhof der Maus getestet. Auch diese Substanz zeigte keinen 

Einfluss. Weiterhin wurde eine Wechselwirkung des Neuropeptid FF2-Rezeptors mit dem 

Opioid-Rezeptor untersucht, da in der Literatur eine Modulation Opioid-Rezeptor-

vermittelter Effekte durch Neuropeptid FF mehrfach beschrieben wurde. In unserem 

Testsystem beeinflusste Neuropeptid FF die Wirkung des -Opioidrezeptor Agonisten 

DPDPE jedoch nicht. Zusätzlich wurde der Einfluss des Zytokins Interleukin-1 auf die 

Neurotransmitterfreisetzung untersucht. Interleukin-1 hemmte die 

Noradrenalinfreisetzung, wobei der inhibitorische Effekt interessanterweise erst mit 

Zeitverzögerung auftrat. Als Ursache wird ein Effekt auf die Proteinbiosynthese 

angenommen. In allen drei Versuchsserien wurde Sulproston als Referenzpharmakon 

mitgeführt und führte erwartetermaßen zur Hemmung der Noradrenalinfreisetzung. In den 

Versuchen zur Identifizierung der Wirkung von Interleukin-1 zeigte Sulproston im 

Gegensatz zu letzterem eine augenblicklich einsetzende und sich rasch zurückbildende 

Hemmung.  

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit sollte die Analyse der zentralen Expression des Histamin-

H4-Rezeptors sein. Der bereits Anfang der 90er Jahre postulierte H4-Rezeptor wurde 2000 als 

Homolog des H3-Rezeptors kloniert. Im Gegensatz zum H3-Rezeptor, dessen Funktion als 

Modulator der Neurotransmitterfreisetzung gut belegt ist, ist zur präsynaptischen 
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Lokalisation des H4-Rezeptors wenig bekannt. Da auch die Angaben zur zentralen 

Lokalisation in der Literatur widersprüchlich sind, wurde in dieser Arbeit die Expression 

des H4-Rezeptors mittels RT-PCR in der Großhirnrinde des Menschen und in der Maus 

untersucht und konnte in der Tat bestätigt werden. Dieser Befund dient als Grundlage für 

die weitere Untersuchung einer möglichen Beeinflussung der Neurotransmitterfreisetzung 

durch den H4-Rezeptor in Superfusionsstudien. Ein inhibitorischer Effekt ist nicht abwegig, 

da der H4-Rezeptor, ebenso wie der H3-Rezeptor, an Gi/o-Proteine koppelt.  

Ein letzter Aspekt dieser Arbeit ergab sich im Rahmen eines anderen Projektes in unserer 

Arbeitsgruppe. Mittels Superfusionsstudien konnte gezeigt werden, dass die durch 

Prostaglandin E2 (PGE2) hervorgerufene Hemmung der Noradrenalin- und 

Serotoninfreisetzung durch den präsynaptischen EP3-Rezeptor vermittelt wird. Der 

kompetitive EP3-Rezeptor-Antagonist L-826,266 schwächte diese inhibitorische Wirkung von 

PGE2 ab. Um seinen Antagonismus näher zu charakterisieren, sollte für den Gi/o-Protein-

gekoppelten EP3-Rezeptor ein [35S]-GTPS Bindungsmodell entwickelt werden. Der EP1/3-

Rezeptor-Agonist Sulproston beeinflusste die [35S]-GTPS-Bindung in Hippokampus-

Membranen von Maus und Meerschweinchen jedoch nicht, während der Cannabinoid-

Rezeptor-Agonist WIN 55,212-2, der als Positivkontrolle mitgeführt wurde, wie erwartet eine 

ausgeprägte Steigerung der Bindung bewirkte.   
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