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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Die Hanfpflanze

Die Hanfpflanze, Cannabis sativa (Abb.1.1), gehoért zu der Gattung der Hanfge-
wachse. Die Leitcannabinoide der Pflanze sind das A%-Tetrahydrocannabinol (A°-
THC) (Abb. 1.5) und das Cannabidiol (CBD). Je nach deren Gehalt, kann zwischen
den einzelnen Zichtungen unterschieden werden. So enthalt der Faserhanf, der
zur Produktion von Fasern und Olen geziichtet wird, hauptsachlich CBD und nur <
0,3% THC. Der Drogenhanf, friher auch als ,indischer Hanf“ bezeichnet, welcher
der Produktion von Marihuana (getrocknete Blatter und Bliten) und Haschisch
(Harz, Harzdriisen) dient, enthalt dahingegen 1-20% THC. Das A°-THC ist die psy-

choaktive Substanz der Hanfpflanze.

Abbildung 1.1. Hanfpflanze Cannabis sativa

Der Ursprung der Hanfpflanze liegt in Zentralasien. Eine exakte Zeitangabe, was
die Entdeckung der Cannabispflanze als Heilpflanze betrifft, ist nicht moglich. Um
800 v. Chr. ist die Hanfpflanze von China nach Indien gelangt. Dort wurde ihre be-
rauschende Wirkung fur Kulthandlungen, ihre heilende Wirkung gegen Katarrh und
ihre betdubende Wirkung zur Anasthesie genutzt (Grotenhermen 2004).

Aus dem 7. Jahrhundert v. Chr. gibt es Aufzeichnungen von den Assyrern, die die

medizinische Anwendung von Hanf beschreiben (Grotenhermen 2004).
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In Persien und Tibet soll Cannabis bereits zu den Zeiten Buddhas (um 500 v. Chr.)
als Anasthetikum verwendet worden sein (Grotenhermen 2004).

In alten chinesischen und agyptischen Dokumenten wird berichtet, dass der chine-
sische Arzt Hua t'uo um 200 n. Chr. ein Hanfpraparat namens ,Ma-jo“ zur Anas-
thesie bei chirurgischen Eingriffen verwendet haben soll (Grotenhermen 2004 ).
Auch in der Antike war Cannabis als Heil- und Nutzpflanze bekannt. So wird ver-
mutet, dass das von Homer beschriebene Nepenthes ein Hanfpraparat war. Antike
Arzte wie Dioskurides und Galen beschreiben Wirkungen und Nebenwirkungen
des Hanfs (Grotenhermen 2004).

Mit der Ubersetzung von antiken Schriften in das Arabische erhielt die medizini-
sche Anwendung von Hanf Einzug in die arabisch-islamische Welt. Avicenna, ein
berihmter arabischer Mediziner, erwahnt den Hanf in seiner Schrift ,Canon medi-
cinae“ (Grotenhermen 2004).

Unter Karl des Grolden wurde im 8. Jahrhundert die Hanfpflanze kultiviert. Sie wur-
de gegen Gelbsucht, Husten, Gichtknoten und andere Geschwiilste eingesetzt
(Grotenhermen 2004).

Die deutsche Abtissin Hildegard von Bingen beschéftigte sich um 1150 ausfiihrlich
mit der Hanfpflanze als Heilmittel und beschrieb dies in ihrer Heilmittel- und Natur-
lehre ,Physica“ (Grotenhermen 2004).

In den folgenden Jahrhunderten wurde Hanf weiterhin als Heilpflanze verwendet
und wird haufig in Krauterblchern erwahnt. Otto Brunfels, Hieronymus Bock und
Leonard Fuchs beschrieben ihre Wirkung (Grotenhermen 2004).

Im 18.Jahrhundert wurde der ,indische Hanf*, Cannabis indica, in Europa einge-
fuhrt. Aufgrund der berauschenden Wirkung stand man diesem skeptisch gegen-
Uber. Es dauerte bis ins 19.Jahrhundert bis der indische Hanf als Heilpflanze in der
Schulmedizin anerkannt wurde. Im Jahre 1839 veréffentlichte der in Kalkutta stati-
onierte irische Arzt William B. O'Shaughnessy eine Studie Uber Einsatzgebiete des
indischen Hanfs. Er verwendete ihn gegen Rheumatismus, Tollwut, Cholera,
Starrkrampf, Krampfe und Delirium tremens. Diese Ergebnisse verhalfen dem indi-
schen Hanf zu einem Aufschwung in Europa. Er wurde nun auch dort gegen Cho-
lera, Pest, Tetanus, psychiatrische Erkrankungen und Asthma eingesetzt (Groten-
hermen 2004).

Ab Mitte des 19. Jahrhunderts wurden Cannabismedikamente industriell gefertigt.

Die meisten Praparate waren zur aulleren Anwendung bestimmt, andere wurden
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inhaliert. Ab der Mitte des 20. Jahrhunderts nahm die Bedeutung von Cannabis in
der Medizin deutlich ab. Fur viele der bis dahin mit Cannabis behandelten Erkran-
kungen wurden Impfstoffe, Chemotherapeutika und andere chemische Substanzen
entwickelt. Hinzu kam, dass Cannabis-Medikamente nach und nach dem Betau-
bungsmittelgesetz unterlagen, was ihre Anwendung in der Praxis erschwerte (Gro-
tenhermen 2004).

Die heutzutage in den USA zugelassenen Medikamente Marinol® (A%-THC) und
Cesamet® (Nabilon) sind fiir die Indikationen Ubelkeit und Erbrechen im Rahmen
einer Krebsbehandlung und Marinol® zudem fiir Anorexie und Kachexie bei
HIV/AIDS zugelassen.

Es zeigen sich in verschiedenen Studien weitere Moglichkeiten des Einsatzes von
Cannabinoiden. Es konnte gezeigt werden, dass Cannabinoidrezeptoragonisten
einen positiven Einfluss auf Schmerzzustande (Pertwee 2001; Holdcroft et al.,
2006), Bewegungsstorungen (z.B. in Zusammenhang mit Multipler Sklerose (Pert-
wee 2002), Ruckenmarksverletzungen (Consroe et al., 1998), Tourettsyndrom
(Mdaller-Vahl et al., 1999, 2002) oder Dyskenesien bei M. Parkinson (Sieradzan et
al., 2001)), Glaukom (Tomida et al., 2004), Krebs (Guzman 2003), Autoimmuner-
krankungen (Yuan et al., 2002; Zurier et al., 2003), Neuroprotektion (Hampson et
al.,1998) und Blutdruckstérungen (u.a. Niederhoffer & Szabo, 2000) haben. Bei
dem Cannabinoidrezeptorantagonisten Rimonabant konnte ein positiver Einfluss
auf das cardiovaskuldre Risiko bei Ubergewicht gezeigt werden (Van Gaal et al.,
2005; Després et al., 2005).
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1.2 Die Cannabinoidrezeptoren

Die natlrlichen Cannabinoide wirken Uber spezifische Rezeptoren, die Cannabi-
noidrezeptoren. Cannabinoidrezeptoren werden in CB4- und CB,- Rezeptoren un-
terteilt, wobei die Zahlen die Reihenfolge ihrer Erstbeschreibung wiederspiegeln.
Diese beiden Rezeptoren unterscheiden sich in ihrer Aminosauresequenz, in ihrem
Mechanismus der SignalUbertragung und in ihrer Lokalisation in verschiedenen
Geweben. Des Weiteren wurden Agonisten und Antagonisten, die selektiv fur die
einzelnen Rezeptoren sind, entwickelt (Abb. 1.3). Es wurden auch CB;-, CB,- und
CB+/CB2- Knockout-Mause hergestelit.

1.2.1 Aufbau der Cannabinoidrezeptoren

Cannabinoidrezeptoren sind Gaj,-Protein gekoppelte Rezeptoren mit sieben trans-
membranaren Domanen.

Der CB+-Rezeptor des Menschen (Gérard et al., 1990, 1991) besteht aus 472, der
der Maus und der Ratte (Matsuda et al., 1990; Chakrabarti et al., 1995) aus 473
Aminosauren. Er hat ein langes, extrazellulares N-terminales Ende von 116, bzw.
117 Aminosauren. Die CB1-Rezeptoren zeigen eine spezieslubergreifende 97-99%-
ige Ubereinstimmung ihrer Aminoséuresequenz. Auch wenn das N-terminale Ende
des CB-Rezeptors ungewohnlich lang ist, scheint es keine entscheidende Rolle in
der Ligandenbindung zu spielen. Eine Deletion der ersten 89 Aminosauren des
menschlichen CB4-Rezeptors hat keinen Einfluss auf die Affinitat von CP55940,
einem CB4-Rezeptoragonisten (Rinaldi-Carmona et al., 1996).

Der CB2-Rezeptor des Menschen (Munro et al., 1993) besteht aus einer Sequenz
von 360 Aminosauren, die sich deutlich, vor allem in ihrem wesentlich kirzeren N-
terminalen Ende, von der des CB-Rezeptors unterscheidet.

Die Aminosauresequenz des geklonten CB,-Rezeptor-Gens der Maus (Shire et al.,
1996) stimmt nur zu 82% mit der des Menschen Uberein und ist am C-terminalen
Ende um 13 Aminosauren kirzer. Die Aminosauresequenz des CB,-Rezeptors der
Ratte (Griffin et al., 2000) stimmt bis auf ein um 13 Aminosauren langeres C-
terminales Ende mit der der Maus Uberein.

Beide Cannabinoidrezeptoren gehoren der Familie A der Gaj,-Protein gekoppelte
Rezeptoren an. Normalerweise liegt die Ubereinstimmung der Aminoséuresequenz

bei Rezeptoren einer Familie zwischen 70-80%. In ihrer Aminosauresequenz stim-
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men die beiden Cannabinoidrezeptoren jedoch nur zu 44 %, im Bereich der trans-

membranaren Doméanen immerhin zu 68 % Uberein.

1.2.2. Lokalisation der Cannabinoidrezeptoren

Der CB-Rezeptor ist im Zentralnervensystem weit verbreitet (Herkenham et al.,
1991b; Tsou et al., 1998; Egertova et al., 2003).

Die Lokalisation der CB¢-Rezeptoren wurde mittels quantitativer Autoradiographie,
in situ Hybridisierung und Immunhistochemie (Abb. 1.2) ermittelt.

Mittels der quantitativen Autoradiographie wurden groRe Mengen an CB;-
Rezeptoren in GroRhirnrinde, Hippocampus, Basalganglien und Cerebellum nach-
gewiesen. Geringere Mengen wurden im Hypothalamus und im Ruckenmark ge-
funden. Menschen, Affen und Ratten (Herkenham et al., 1990, 1991; Glass et al.,
1997) haben eine ahnliche Verteilung der Cannabinoidrezeptoren. Ein Unterschied
besteht jedoch beispielsweise darin, dass Menschen eine hohere Konzentration an
Cannabinoidrezeptoren in der Amygdala und dem Gyrus cinguli haben als Affen
und Ratten (Herkenham et al., 1990, 1991; Glass et al., 1997).

Durch den Vergleich der Ergebnisse der in situ Hybridisierung (Mailleux et al.,
1992, Matsuda et al., 1993) und von Rezeptorbindungsstudien (Herkenham et al.,
1990) konnte gezeigt werden, dass CB1-Rezeptoren prasynaptisch lokalisiert sind.
In den Basalganglien kann CB;-Rezeptor-mRNA hauptsachlich in Neuronen des
Caudato-Putamen nachgewiesen werden, wohingegen CBi-Rezeptorproteine im
Globus pallidus und der Substantia nigra pars reticulata vorkommt. Dieses Miss-
verhaltnis lasst darauf schlie3en, dass CB4-Rezeptoren in den Somata der Projek-
tionsneurone des Caudato-Putamen synthetisiert werden, dann aber entlang der
Axone zu deren terminalenen Endigungen transportiert werden. Nach Zerstérung
des Caudato-Putamen nimmt die CB;-Rezeptordichte im Globus pallidus und der
Substantia nigra pars reticulata ab (Herkenham et al., 1991). Auch in den Hinter-
hornern des Ruckenmarks sind die CB¢-Rezeptoren prasynaptisch lokalisiert; eine
Resektion der Axone der Hinterwurzelganglienzelle verursacht einen signifikanten
Abfall der CB4-Rezeptoren im Hinterhorn des Ruckenmarks (Hohmann et al.,
1999).

Ein weiteres interessantes Ergebnis der in situ Hybridisierung war, dass die Neu-

rone, die CB1-Rezeptoren exprimieren, zwei verschiedene Verteilungsmuster die-
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ser haben. In einigen Regionen werden die CB-Rezeptoren weit verbreitet und
gleichmafig exprimiert, in anderen nur von einigen wenigen Neuronen, dafur aber
sehr zahlreich. Im Cerebellum beispielsweise exprimieren beinahe alle Koérner-
Zellen CB4-Rezeptoren, wohingegen im Hippocampus die meisten Neurone keine
CB+-Rezeptoren exprimieren, ein paar Wenige daflr aber umso mehr.

Mit Hilfe von Antikdrpern gegen CB4-Rezeptoren konnte bestatigt werden, dass
CB+-Rezeptoren in groten Mengen auf Axonen und besonders auf ihren termina-
len Endigungen zu finden sind (Tsou et al., 1998; Egertova & Elphick, 2000). De-
taillierte elektronenmikroskopische Studien am Hippocampusgewebe des Men-
schen und der Ratte konnten ebenfalls zeigen, dass die CB4-Rezeptoren fast aus-
schlieBlich prasynaptisch lokalisiert sind (Hajos et al., 2000; Katona et al., 2000).
Im Gegensatz dazu lassen elektronenmikroskopische Studien im Striatum vermu-
ten, dass die CB4-Rezeptoren dort verteilter auftreten. Es wurden sogar CB1-
Rezeptoren postsynaptisch und auf perivaskularer Astroglia gefunden (Rodriguez
et al., 2001).

CB+-Rezeptoren werden nicht nur im Zentralnervensystem, sondern auch im peri-
pheren, vegetativen und autonomen Nervensystem exprimiert (Pertwee et al.,
1992). Geringe Mengen an CB;-Rezeptoren lassen sich auch im Hoden nachwei-
sen (Gérard et al., 1991; Wenger et al., 2001). In geringerem Malde konnte CB+-
Rezeptor-mRNA in Nebenniere, Knochenmark, Herz, Lunge, Prostata und verein-
zelt auch in Organen des Immunsystems wie z.B. Thymus, Tonsillen und Milz ge-
funden werden (Kaminski et al., 1992; Bouaboula et al., 1993; Galiégue et al.,
1995; Noe et al., 2000).
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Abbildung 1.2. Immunhistochemische Markierung von CB;-Rezeptoren im Gehirn einer Ratte
(Pettit et al. 1998)

CB2-Rezeptor-mRNA wurde in Milz, Thymus, Tonsillen, Knochenmark, Pankreas,
Makrophagen, Monozyten, Mastzellen und Leukozyten des peripheren Blutes
nachgewiesen (Bouaboula et al., 1993; Munro et al., 1993; Facci et al., 1995; Gali-
égue et al., 1995; Condie et al., 1996; Pettit et al., 1996; Schatz et al., 1997). 45
von 51 Zelllinien der Hamatopoese, wie Myeloblasten, Makrophagen, Mastzellen,
B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und erythropoetische Zellen, weisen mRNA von
CB,-Rezeptoren auf (Valk et al., 1997). In der Milz und den Tonsillen ist der Gehalt
an CB,-Rezeptoren vergleichbar mit dem Gehalt der CB¢-Rezeptoren im zentralen

Nervensystem.



Einleitung

NH
CB1

COCH

NH;

COOH

Receptor type
G-Protein

7 transmem. domains
GoLi/o

7 transmem. domains
GOLi/o

Localisation

central and peripheral

nervous system

immune cells (macrophages,

lymphocytes, mast cells)

Natural ago-
nist

A%-tetrahydrocannabinol

Endogenous
agonist (endo-
cannabinoid)

anandamide,
2-arachidonylglycerol,

noladin ether

Synthetic ago-
nist

ACEA, ACPA, 0-1812

WIN55212-2, CP55940,
HU-210

JWH-133, JWH-139, HU-308,
L-759656, L-759633

Synthetic an-
tagonist

rimonabant, AM251,
LY320135

SR144528, AM 630
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1.3 Beeinflussung der Signalubertragung durch CB4-Rezeptoren

Durch die Reizung eines Neurons entsteht ein Natrium-Einstrom, welcher fur die
Entstehung des Aktionspotentials verantworlich ist. Dieses Aktionspotential verur-
sacht einen Calcium-Einstrom, welcher zur Freisetzung des Transmitters aus den
Vesikeln fuhrt. Dieser Transmitter diffundiert durch den synaptischen Spalt zum
postsynaptischen Neuron und dockt dort an spezifische Rezeptoren an. Je nach
Transmitter fuhrt dies zur Aktivierung oder Hemmung der Neurotransmission. Dies
beschreibt die anterograde SignalUbertragung (Abb. 1.4).

Durch die Gabe eines CB1-Rezeptoragonisten werden intracellulare Mechanismen
aktiviert, sodass die Freisetzung von GABA gehemmt wird.

Die Aktivierung eines CB4-Rezeptors fuhrt zu einer Hemmung von spannungsab-
hangigen Calciumkanalen (Caulfield & Brown, 1992; Mackie et al., 1993). Somit
findet kein Calciumanstieg in der Axonendigung statt und die Transmitterfreiset-
zung wird verhindert. AuRerdem aktivieren Cannabinoide Kaliumkanale (Henry &
Chavkin 1995; Mackie et al. 1995; Garcia et al. 1998; McAllister et al., 1999). Die
Aktivierung der Kaliumkanale hyperpolarisiert die Axonendigung. Dadurch kann es
in den Axonendigungen zu einer Verhinderung von Aktionspotentialen und somit
auch zu einer Blockierung des Calciumeinstroms kommen. Hinzu kommt, dass
Cannabinoide unabhangig vom Calciumeinstrom in der Zelle direkt mit dem Trans-
mitterfreisetzungsmechanismus interagieren. Cannabinoide kdnnen die synapti-
sche Transmission also auf unterschiedliche Weise hemmen.

Llano et al., 1991 und Pitler et al., 1992 haben noch eine andere Art der Hemmung
der synaptische Transmission beschrieben. Durch die Depolarisation eines Neu-
rons mittes Strominjektion findet eine retrograde Hemmung der synaptischen
Transmission statt. Dieses Phanomen wird im Falle des inhibitorischen Transmitter
GABA als ,depolarisation-induced supression of inhibition (DSI)*“ oder auch depola-
risationsinduzierte Suppression der Hemmung, bezeichnet (Alger & Pitler., 1995).
Die DSI benétigt einen deutlichen Ca?*-Anstieg im postsynaptischen Neuron, wel-
cher zur Freisetzung eines retrograden Messenger fuhrt. Dieser diffundiert retro-
grad durch den synaptischen Spalt und aktiviert prasynaptisch lokalisierte Rezepto-
ren. Dadurch wird wiederum die Freisetzungswahrscheinlichkeit von GABA aus der

prasynaptischen Nervenendigung reduziert (Abb. 1.4). Es konnte nachgewiesen
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werden, dass es sich bei diesem Messenger um Endocannabinoide handelt (Wil-
son & Nicoll, 2001; Ohno-Shosaku et al., 2001).

\\ axon mGilu group |
terminal receptor postsynaptic
\ neuron
GABAx-
receptor /

CB;s-
recepto

exogenous
agonist

Abbildung 1.4. Wirkung von Cannabinoiden auf die synaptische Neurotransmission. Die Akti-
vierung des CB;-Rezeptors an der prasynaptischen Axonendigung inhibiert die Transmitterfreiset-
zung aus dem Vesikel. Drei Mechanismen kénnen bei der prasynaptischen Hemmung beteiligt sein:
Hemmung von spannungsabhangigen Calciumkanalen, Aktivierung von Kaliumkanalen und direkte
Interaktion mit dem Transmitterfreisetzungsmechanismus aus den Vesikeln. Der CB;-Rezeptor kann
durch exogene Cannabinoide, ebenso aber auch durch endogen Cannabinoide, welche vom postsy-
naptischen Neuron freigesetzt werden, aktiviert werden. Die Synthese der endogenen Cannabinoide
wird durch den depolarisationsinduzierten Calciumeinstrom oder aber durch die Aktivierung von

Gay,-Protein gekoppelten Rezeptoren getriggert.
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1.4 Klassifikation von Cannabinoidrezeptorliganden

1.4.1 Cannabinoidrezeptoragonisten
1.4.1.1 Klassische Cannabinoide

Diese Gruppe der Cannabinoide besteht aus trizyklischen Dibenzopyranderivaten,
welche entweder als naturliche Bestandteile in der Pflanze Cannabis sativa vor-
kommen oder synthetische Analoga sind. Die am meisten untersuchten klassi-
schen Cannabinoide sind A’ ~=THC (Abb. 1.5), A>~THC (Abb1.5) und 11-Hydroxy-
A®-THC-Dimethylheptyl (HU-210) (Abb. 1.6).

= OH
. "
>\D/" o 0 .
A°—THC A’-THC

Abbildung 1.5. Klassische Cannabinoide aus Cannabis sativa

Von diesen ist das A° -THC die Substanz mit der gréRten psychotropischen Wir-
kung. A*~THC ist ebenfalls ein psychotropisches Cannabinoid der Cannabispflan-
ze, wohingegen HU-210 und Desacetyl-L-Nantradol synthetische Cannabinoide
sind. All diese Substanzen bewirken cannabimimetische Antworten, sowohl in vivo
als auch in vitro (Johnson & Melvin, 1986; Howlett et al., 1988; Martin et al., 1991,
1995; Pertwee, 1999). A’ —-THC wurde erstmals 1964 von Gaoni und Mechoulam
aus der Pflanze Cannabis sativa isoliert. Seine vollstandige chemische Struktur
wurde 1967 von Mechoulam und Gaoni beschrieben. A>~THC bindet bereits bei
submikromolaren Konzentrationen an Cannabinoidrezeptoren.

Die meisten klassischen Cannabinoide besitzen eine ahnliche Affinitat zu beiden

Cannabonoidrezeptoren.
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HU-210

Abbildung 1.6. Klassischer synthetischer Cannabinoidrezeptoragonist

1.4.1.2 Nicht-klassische Cannabinoide

Der Unterschied zu den klassischen Cannabinoiden liegt darin, dass der Dihydro-
pyranring des THC hier fehlt. Das bizyklische Analogon CP55940 (Abb. 1.7) ist
einer der meistverwendeten Cannabinoidrezeptoragonisten. Als radioaktiv markier-
tes (*H)CP55940 verhalf es den CB4-Rezeptor zu entdecken und zu charakterisie-
ren (Devane et al., 1988). Die Affinitat von CP55940 zu CB;- und CB,-Rezeptoren
ist annahernd gleich. In der Maus in vivo ist CP55940 10 — 50-fach potenter als
THC (Johnson & Melvin, 1986; Little et al., 1988). Ein weiteres potentes, nicht-
klassisches Cannabinoid ist das trizyklische CP55244 (Abb. 1.7), welches am CB;-
Rezeptor sogar eine hohere Affinitat und eine hdhere intrinsische Aktivitat als
CP55940 zeigt. (Howlett et al., 1988; Little et al., 1988; Herkenham et al., 1990;
Gérard et al., 1991; Griffin et al., 1998).

CP55940 CP55244

Abbildung 1.7. Nicht-klassische Cannabinoidrezeptoragonisten
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1.4.1.3 Aminoalkylindole

Bis in die fruhen 1990er Jahre wurden alle cannnabimimetischen Substanzen von
THC abgeleitet. Dies anderte sich als von einer neuen Familie von Aminoalkylindo-
len berichtet wurde. Diese Substanzen wurden bei der Suche nach einem struktu-
rellen Analogon des Pravadolin, eines Cyclooxygenaseinhibitors, zufallig entdeckt
(Bell et al., 1991; Pacheco et al., 1991; D’Ambra et al., 1992; Eissenstat et al.,
1995). WIN55212-2 (Abb. 1.8) ist die am meisten untersuchte und kommerziell
verwendete Substanz dieser Gruppe und zeigt eine hohe Affinitat zu CB- und CB»-
Rezeptoren mit einer geringen Selektivitat fir den CB,-Rezeptor und einer hohen
intrinsischen Aktivitat an beiden Rezeptoren. (Bouaboula et al., 1997; Griffin et al.,
1998; Tao & Abood, 1998; Pertwee, 1999). Interessanterweise hat das Stereoiso-
mer von WIN 55212-2, das WIN55212-3, keine Affinitat zu CB-Rezeptoren.

- 0]

Y P
D T T ~ | D
S N S o =

WIN55212-2 WIN55212-3

Abbildung 1.8. Cannabinoidrezeptoragonisten aus der Gruppe der Aminoalkylindole
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1.4.1.4. Eicosanoide

Das typische Eicosanoid der Gruppe der Cannabinoidrezeptoragonisten ist das
Anandamid (Abb. 1.9). Dies war der erste der endogenen Cannabinoidrezeptora-
gonisten, welcher im Gehirn und in anderem Gewebe von Saugetieren nachgewie-
sen wurde (Devane et al., 1992; Howlett et al., 2002; Di Marzo et al., 2005). Die
anderen sind 2-Arachidonoylglycerol (Mechoulam et al., 1995; Sugiura et al., 1995)
(Abb. 1.9), Noladin-Ather (Hanus et al., 2001), Virodhamin und N-

arachidonoyldopamin.

Anandamid 2-Arachidonylglycerol

Abbildung 1.9. Endogene Cannabinoidrezeptoragonisten aus der Gruppe der Eicosanoide

Anandamid gleicht dem A° -THC in seinem Verhalten als partieller Agonist am
CB1-Rezeptor. Strukturelle Modifikationen des Anandamidmolekils, welches selbst
nur eine unwesentlich héhere Affinitat zum CB1- als zum CB,-Rezeptor hat, flihrten
zur Entwicklung des ersten selektiven CBi-Rezeptoragonisten. Selektive CB1-
Rezeptoragonisten sind zum Beispiel das R-(+)-Methanandamid (Khanolkar et al.,
1996; Lin et al., 1998) und das Arachidonyl-2-Chloroethylamid (ACEA) (Abb. 1.10).

Methanandamid ACEA

Abbildung 1.10. Synthetische selektive CB;-Rezeptoragonisten aus der Gruppe der Eicosa-

noide
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1.4.2 Cannabinoidrezeptorantagonisten, inverse Agonisten
1.4.2.1. Diarylpyrazole

Typische Vertreter dieser Gruppe sind Rimonabant (friher SR141716), ein poten-
ter selektiver CBq-Rezeptorligand, und SR144528, ein potenter CB,-
Rezeptorligand (Rinaldi-Carmona et al., 1994, 1998) (Abb 1.11). Rimonabant und
SR144528 konnen selbst - ohne Agonisten - an den Cannabinoidrezeptoren wirk-
sam werden und haben den Agonisten entgegengesetzte Wirkungen (Pertwee,
1999). Auch wenn dieser Effekt der Arylpyrazole zum Teil auf die Inhibition endo-
gener Cannabinoide zurlckzufuhren ist, gibt es Beweise daflr, dass Rimonabant
und SR144528 Antworten als inverse Agonisten hervorrufen (MacLennan et al.,
1998; Pan et al., 1998; Portier et al., 1999; Sim-Selley et al., 2001).

N
(T ] L
L I KY N/
cl i = | K
7 cV’Y | =
=
cl
SR141716 SR144528

Abbildung 1.11. Cannabinoidrezeptorantagonisten aus der Gruppe der Diarylpyrazole
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1.4.2.2. Weitere Antagonisten /inverse Agonisten

Zwei weitere Antagonisten sind das Benzofuran LY320135 und das Aminoalkylin-
dol 6-lodopravadoline (AM630) (Abb. 1.12). LY320135 hat die Eigenschaft sich mit
einer wesentlich hoheren Affinitat an den CB-Rezeptor als an den CB,-Rezeptor
zu binden. Jedoch hat es eine geringere Affinitat zum CB¢-Rezeptor als Rimona-
bant und bindet selbst in geringen mikromolaren Konzentrationen zusatzlich an
muscarinische und 5-HT,-Rezeptoren (Felder et al., 1998). Genauso wie Rimona-
bant blockiert LY320135 nicht nur Effekte von CBs-Rezeptoragonisten (Felder et
al.,, 1998; Coruzzi et al.,, 1999; Holland et al., 1999; Molderings et al., 1999;
Christopoulos et al., 2001), sondern weist auch zusatzlich in einigen Signaltrans-
duktionskaskaden des CBj-Rezeptors eine Aktivitat als inverser Agonist auf (Fel-
der et al., 1998; Christopoulos et al., 2001).

AM 630 ist ein CB,-Rezeptor selektiver Antagonist / inverser Agonist. Die Aktivitat
als inverser Agonist ist geringer als die von SR144528 (Ross et al., 1999).

OCH;
8
I —
Cg\ﬁ@ocm A I\
Hocor ~F 0 — k/N\_/O
LY320135 AMG630

Abbildung 1.12. Weitere Cannabinoidrezeptorantagonisten
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1.5. Die Basalganglien

Zu den Basalganglien, auch als Stammganglien bezeichnet, zahlt man den Nuc-
leus caudatus, das Putamen und den Globus pallidus. Der Globus pallidus wird in
ein mediales und ein laterales Segment unterteilt (Abb 1.13). Funktionell zahlen die
Substantia nigra mit ihrer pars compacta (SNC) und ihrer pars reticulata (SNR) und
der Nucleus subthalamicus ebenfalls zu den Basalganglien.

Der Nucleus caudatus und das Putamen liegen in der frihen Embryonalentwick-
lung zusammen und werden dann durch das Durchwachsen der Capsula interna
getrennt. Sie bleiben jedoch Uber feine Streifen grauer Substanz verbunden und
werden daher zusammen als Striatum, auch Caudato-Putamen genannt, bezeich-
net. Diese Zusammenfassung ist nicht nur morphologisch, sondern auch funktionell

relevant.
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Abbildung 1.13. Schematische Darstellung der Basalganglien

Das Caudato-Putamen ist die Eingangskomponente, der Globus pallidus medialis
und die Substantia nigra pars reticulata bilden die Ausgangskerne der Basal-
ganglien (Abb. 1.14).

Das Caudato-Putamen erhalt Uberwiegend Informationen vom Cortex und vom
Thalamus und ist so in das System der Bewegungskontrolle (Putamen), der Kon-
trolle von Augenbewegungen (Nucleus caudatus) und der Kontrolle kognitiver

Funktionen (Nucleus caudatus) eingebunden.



Einleitung 18

Die efferenten Bahnen des Globus pallidus und der Substantia nigra pars reticulata
ziehen zum Thalamus (Abb. 1.14). Von dort werden sie auf mehrere Gebiete des
Cortex umgeschaltet: auf den prafrontalen Cortex, das pramotorische Areal und
den primaren motorischen Cortex. Durch diese Projektionen beeinflussen die Ba-
salganglien andere absteigende Systeme wie das corticospinale und das cortico-

bulbare System.

| caudate-
cortex g { putamen

nucleusf
subthalamicus

thalamNB A

Abbildung 1.14. Neuronale Verbindungen der Basalganglien. Die einzelnen Hirnareale sind

schematisch dargestellt. GABAerge Neurone sind schwarz, glutamaterge grin und dopaminerge

blau gezeichnet.
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1.6 Die Neurone des Caudato-Putamen

Im Caudato-Putamen kénnen zwei Hauptgruppen von Neuronen unterschieden

werden: Projektionsneurone und Interneurone.

1.6.1 Projektionsneurone (medium-spiny-Neurone)

Die medium-spiny-Neurone (MSN) machen 90 - 95 % der Neurone im Caudato-
Putamen aus. Sie sind Projektionsneurone und haben einen Durchmesser von
10 — 20 ym. Gekennzeichnet sind sie durch dornenbesetzte, dendritische Endver-
zweigungen, die sogenannten Spines (Heimer et al., 1995). Sie besitzen Gamma-
Aminobuttersaure (GABA) als Hauptneurotransmitter. Die Neurone, die in die Sub-
stantia nigra pars reticulata projizieren, sind durch die Kolokalisation von Substanz
P und Dynorphin und die Expression von Di-Rezeptoren gekennzeichnet. Die
MSN, die in den Globus pallidus projizieren, enthalten Enkephalin und D,-
Rezeptoren. Die meisten Afferenzen kommen aus dem Cortex und dem Thalamus
und sind glutamaterg. Sehr wichtig sind dopaminerge Afferenzen aus der substan-
tia nigra pars compacta des Mittelhirns, welche regulierend in die corticostriatalen
excitatorischen Afferenzen eingreifen (Gerfen, 1988). Weiterhin erhalten die MSN

Informationen von Interneuronen (Abb 1.15).

1.6.2 Interneurone

Interneurone haben wenige oder keine dendritischen Spines. Im Caudato-Putamen
kénnen drei Arten von Interneuronen unterschieden werden (Kawaguchi, 1993;
Kawaguchi et al., 1995).

1.6.2.1. Parvalbumin-positive fast-spiking-Neurone (PV-FSN)

PV-FSN machen im Caudato-Putamen weniger als 1 % der Neurone aus. Es sind
Neurone, die auf Depolarisation mit kurzen Aktionspotentialen und kurzen Hyper-
polarisationsphasen mit konstant hoher Frequenz (200 Hz) reagieren. lhr Ruhe-
membranpotential ist negativer und ihr Eingangswiderstand niedriger als bei den
ubrigen Neuronen. Sie sind immunreaktiv sowohl fir Parvalbumin als auch fur GA-
BA. Weiterhin kann man zwei Untergruppen von PV-FSN unterscheiden. Die einen

haben einen eher lokal begrenzten Dendritenbaum, wohingegen die anderen einen
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weiter verbreiteten Dendritenbaum besitzen. Bei beiden Gruppen liegt das Axon
innerhalb des Dendritenbaums oder in dessen Nahe. Sie innervieren die MSN
(Abb. 1.15).

1.6.2.2. Persistent and low-threshold spike cells (PLTS-Zellen)

PLTS-Zellen haben langere Aktionspotentiale, groliere Eingangswiderstande, ein
weniger negatives Ruhemembranpotential und langere Hyperpolarisationsphasen.
Sie wurden histochemisch als NADPH Diaphorase-positive Zellen identifiziert. Wie
alle anderen NADPH Diaphorase-positive Zellen sind auch diese immunreaktiv fur
Stickstoffmonoxid-Synthase. Die Axonausbreitung ist bei den PLTS-Zellen am

groften.

1.6.2.3. Long-lasting afterhyperpolarisation cells (LA-Zellen)

LA-Zellen haben wie die PLTS-Zellen langere Aktionspotentiale, groRere Ein-
gangswiderstande, weniger negative Ruhemembranpotentiale und langere Hyper-
polarisationsphasen als PV-FSN. Sie bendtigen mehr Zeit als PLTS-Zellen, um den
Peak der Afterhyperpolarisation zu erreichen. Sie sind immunreaktiv fur Cholin-
Acetyl-Transferase (ChAT) und somit cholinerg. Ihr Durchmesser ist grof3er als

20um und ihr Dendritenbaum ist verzweigter als der der PLTS-Zellen.

1.6.3 Rolle der PV-FSN

Bisher wurde angenommen, dass eine gegenseitige laterale Hemmung der MSN
untereinander nicht existiert oder nur schwach vorhanden ist (Jaeger et al., 1994).
Neuesten Ergebnissen zur Folge existiert eine Innervation zwischen den MSN al-
lerdings doch (Czubayko & Plenz, 2002; Tunstall et al., 2002; Plenz, 2003). Trotz
dieser neuen Erkenntnisse ist der Beitrag der PV-FSN zur Regulierung der Aktivitat
der Projektionsneurone im Caudato-Putamen bedeutend. Sie sind die wichtigste
Quelle GABAerger Signale an die MSN. Ein einzelnes PV-FSN innerviert Gber hun-
dert MSN, ein MSN wird von bis zu vier PV-FSN innerviert (Kods & Tepper, 1999).
Die PV-FSN dahingegen erhalten keinen Input von den MSN und hemmen sich
auch nicht gegenseitig. Sie kommunizieren Uber gap junctions miteinander (Kita et

al., 1990). Die PV-FSN greifen regulierend in die corticostriatalen Ubertragung ein
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und werden selbst von den glutamatergen Neuronen des Cortexes innerviert, wo-
durch eine Vorwartshemmung (feed-forward inhibition) zustande kommt (Abb.
1.15).

Thalamus

Globus pallidus Substantia nigra

Abbildung 1.15. Verschaltungen der Caudato-Putamen Neurone. GABAerge Neurone sind
schwarz, glutamaterge griin, dopaminerge blau und cholinerge gelb gezeichnet. Das Caudato-
Putamen wird von grof3en Teilen des Cortex, des ventrolateralen Thalamus und der Substantia nigra
innerviert. Es enthalt neben den Projektionsneuronen (MSN) auch Interneurone wie PV-FSN und
ChNs. Die Projektionsneurone innervieren den Globus pallidus und die Substantia nigra.
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1.7. Ziel der Arbeit

Die Aktivierung des CB4-Rezeptors fuhrt in vielen Bereichen des zentralen und
peripheren Nervensystems zu einer Hemmung der synaptische Transmission
(Schlicker & Kathmann, 2001; Freund et al., 2003; Szabo & Schlicker, 2005).

Diese Studie legt ihr Hauptaugenmerk auf die Funktion der CB4-Rezeptoren im
Caudato-Putamen. Die Dichte der CBs-Rezeptoren im Caudato-Putamen ist hoch
und viele der CB4-Rezeptoren sind auf prasynaptischen Axonendigungen lokalisiert
(Herkenham et al., 1991b; Tsou et al., 1998; Rodriguez et al., 2001). Ein Teil der
CB+-Rezeptoren ist auf Axonendigungen von glutamatergen afferenten Neuronen
lokalisiert. Die Aktivierung dieser flhrt zu einer prasynaptischen Hemmung der glu-
tamatergen synaptischen Transmission (Gerdeman & Lovinger, 2001; Huang et al.,
2001).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Funktion von CB4-Rezeptoren auf
GABAergen Axonendigungen des Caudato-Putamen definitiv zu klaren. In einer
vorangegangenen Untersuchung unserer Arbeitsgruppe wurde festgestellt (Szabo
et al., 1998), dass die Aktivierung von CB¢-Rezeptoren den GABAergen Input von
MSN prasynaptisch hemmt. Da bei dieser Studie durch Feldreizung alle
GABAergen Axone stimuliert wurden, konnte nicht festgestellt werden, welche die-
ser Axone durch die Cannabinoide gehemmt wurden. Um diese Wissensliicke zu
fullen, wollten wir bei den folgenden Experimenten Cannabinoideffekte auf identifi-
zierte synaptische Verbindungen zwischen PV-FSN — MSN und MSN — MSN
untersuchen. Dabei sollte die synaptische Ubertragung durch gleichzeitige Ablei-
tung von synaptisch verbundenen Neuronpaaren aufgezeichnet werden.

Die MSN lassen sich fur die Ableitung leicht identifizieren, denn sie machen mehr
als 95 % der Neurone im Caudato-Putamen aus. Es ist jedoch schwierig, die selte-
nen PV-FSN zu identifizieren, die nur ca. 1 % der Neurone im Caudato-Putamen
ausmachen. Hierbei hat uns geholfen, dass in Heidelberg eine transgene Mauslinie
generiert wurde, bei der die Expression von "green flurescent protein" (GFP) unter
die Kontrolle des Parvalbumin-Promoters gestellt wurde. Als Folge fluoreszieren

die PV-FSN im Caudato-Putamen dieser Mause.

Die Hypothese unserer Arbeit war, dass die Aktivierung von CB-Rezeptoren die
GABAerge synaptische Ubertragung zwischen PV-FSN — MSN und MSN — MSN

hemmt.
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2. Material und Methoden

Die Experimente standen im Einklang mit den Regeln der deutschen Gesetze, die
das Verwenden von Tieren bei der biomedizinischen Forschung bestimmen (Tier-
schutzgesetz). Es wurde darauf geachtet, dass das Leid der Tiere und deren An-

zahl so gering wie moglich gehalten wurden.

2.1. Hirnschnitte

Um die Identifikation der parvalbumin-positiven fast-spiking-Neurone (PV-FSN) zu
erleichtern, wurden transgene Mause verwendet (Abb. 2.1). Wir eriehlten eine sol-
che genetisch veranderte Maus von H. Monyer. Mit dieser Maus konnten wir weiter
transgene Mause zichten.

In diesen Mausen ist die Expression von Parvalbumin, dem Marker der PV-FSN,
an die Expression von mehreren Kopien des enhanced green fluorescent protein
(EGFP) gekoppelt (siehe Meyer et al., 2002 fur die Generierung und Charakterisie-
rung dieser Mause). Sechsundneunzig Prozent der Neurone im Caudato-Putamen,
die eine grine Fluoreszenz aufwiesen, waren immunpositiv fir Parvalbumin (Mey-
er et al., 2002). Die Expression des EGFP im Gehirn beginnt mit dem 10 — 11
postnatalen Tag; folglich wurden 12 — 18 Tage alte Mause fir unserer Studie ver-
wendet. Ahnliche transgene Méause (mit einer Kopie des EGFP/ Parvalbumin
Transgen) wurden bereits erfolgreich fur die ldentifizierung von parvalbumin-
positiven Neuronen im Hippocampus in einer Patch-Clamp-Studie verwendet (Bar-
tos et al., 2002).

Abbildung 2.1. Photo einer transgenen PV-FSN-EGFP- Maus
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Die Mause wurden zunachst mit Halothan narkotisiert. Dazu wurden sie in einen
Exsikkator von 15 cm Durchmesser gesetzt, der ein Tuch enthielt, das mit ca. 0,5
ml Halothan betraufelt war. Das Tier schlief innerhalb einer Minute ein. Das narko-
tisierte Tier wurde anschlie3end dekapitiert. Die Schadelkalotte wurde nun in cau-
do-rostraler Richtung entlang der Mittellinie mit Hilfe einer Schere erdffnet. Die bei-
den Kalottenhalften wurden zur Seite umgeschlagen. Das Gehirn wurde vorsichtig
herausgeschalt. Die Isolierung des Gehirns musste innerhalb einer Minute erfol-
gen. Es wurde darauf geachtet, dass das Gehirn weder gedrickt noch an ihm ge-
zerrt wurde. Anschlielend wurde das isolierte Gehirn direkt in eisgekuhlte, mit
Carbogen (95% O,, 5% CO,) gesattigte, artifizielle cerebrospinale Flissigkeit
(ACSF) der nachfolgenden Zusammensetzung (mM) uberfuhrt: NaCl 126,
NaH,PO,4 1.2, KCI 3, MgCl, 5, CaCl, 1, NaHCO;3; 26, Glucose 20, Na-Lactat 4, pH
7.3-7.4. In dieser Flussigkeit belie® man das Gehirn fur 5 Minuten, um durch Ab-
kiihlung den Gehirnmetabolismus zu senken und somit das Uberleben der Neuro-
ne zu verbessern. Nun wurde das Gehirn mit seiner dorsalen Flache auf ein mit
eisgekuhlter ACSF getranktes Filterpapier gelegt. Die Praparation des Gewebe-
blocks erfolgte unter standiger Kuhlung und wiederholter Betraufelung des Gehirns
mit eiskalter ACSF. Mit einer Rasierklinge wurde ein coronaler Schnitt auf Hohe
des Chiasma opticum und ein sagittaler Schnitt entlang der Mittellinie erstellt (Abb.
2.2). Der caudale Teil wurde verworfen. Auf diese Weise entstanden zwei Gehirn-
blécke. Zur Herstellung coronaler Schnitte wurde nun der Block mit seiner cauda-
len Flache mit Cyanacrylatkleber auf den Schlitten des Gewebeschneiders geklebt.
Zur Herstellung sagittaler Schnitte wurde der Gewebeblock mit seiner medialen
Schnittflache auf den Schlitten geklebt.
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Abbildung 2.2. Herstellung sagittaler und coronaler Gehirnbldcke. Ventrale Ansicht eines iso-
lierten Gehirns. Zur Erstellung der Blécke wurde auf der Hohe des Chiasma Opticum (1) der erste

Schnitt gesetzt. AnschlieRend wurde ein sagittaler Schnitt entlang der Mittellinie (2) gemacht.

Der Schlitten wurde nun direkt im Anschluss in die Halterung der Badkammer des
Vibratoms geklemmt. Die Badkammer war ebenfalls mit eisgekuhlter und mit Car-
bogen gesattigter ACSF gefullt. Nun wurden mit Hilfe einer Rasierklinge, die in das
Vibratom eingespannt wurde, sechs bis acht 300 um dicke Hirnschnitte hergestellt.
Die Vorschubgeschwindigkeit des Vibratoms wurde niedrig gehalten. Die Klinge
schwang wahrend des Schneidevorgangs mit einer Frequenz von 50 Hz und einer
Amplitude von 1 - 1,5 mm. Die einzelnen Hirnschnitte wurden in der Reihenfolge
ihrer Herstellung mit Hilfe einer Saugpipette in eine Gibb’sche Kammer uberfluhrt.
In dieser Kammer befand sich mit Carbogen gesattigter ACSF einer Temperatur
von 37°C. Diese wurde vor starker Lichteinstrahlung geschiitzt (um EGFP-
vermittelte Phototoxizitat zu verhindern). Diese ACSF hatte folgende Zusammen-
setzung (mM): NaCl 126, NaH,PO, 1.2, KCI 3, MgCl, 1, CaCl, 2.5, NaHCO; 26,
Glucose 10, Na-Lactat 4, pH 7.3-7.4. Nach 45 Minuten wurde die Heizung der
Gibb’schen Kammer abgestellt, sodass die ACSF nun allmahlich auf Raumtempe-
ratur sank. Mit den Experimenten konnte nun nach weiteren 30 Minuten begonnen
werden. Die Hirnschnitte wurden bis zu sechs Stunden in der ACSF aufbewabhrt.

Die Hirnschnitte wurden auf den Grund der Superfusionskammer gelegt und dort
mit einem Platinrahmen, welcher mit einem Gitter aus Nylon bespannt war, fixiert.

Dort wurden die Hirnschnitte kontinuierlich mit ACSF auf Raumtemperatur super-
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fundiert. Die Superfusions-ACSF hatte folgende Zusammensetzung (mM): NaCl
126, NaH,PO4 1.2, KCI 3, MgCl, 1, CaCl; 2.5, NaHCO; 26, Glucose 10, pH 7.3-7.4.
Die Superfusionsgeschwindigkeit wurde mit Hilfe einer Peristaltikpumpe konstant
auf 1,5 ml min™" eingestellt. Der Zulauf der Badkammer erfolgte (iber Schlduche
aus Teflon. Um ein Uberlaufen der Badkammer zu verhindern, wurde diese an eine
Absaugpumpe angeschlossen. Die Versuchsanlage befand sich auf einem schwin-
gungsgedampften Tisch, um Erschitterungen der Umgebung abzufangen (Abb.
2.3). Die Schnitte wurden mit Hilfe eines Zeiss Axioskop 2 FS Mikroskop (Zeiss,
Gottingen, Deutschland) mit einem 40fach vergréoRernden Wasserimmersionsob-
jektiv betrachtet (Abb. 2.3). Um die PV-FSN zu identifizieren wurde folgendes Fluo-
reszenz Filter Set verwendet: Excitationsfilter, 475AF45; Dichromatischer Spiegel,
505DRLP; Emissionsfilter, 510ALP (Omega Optical, Brattleboro, VT, USA). Die
Belichtungszeit der Schnitte wurde gering gehalten, um das Ausbleichen der Fluo-
reszenz und die Phototoxizitat so gering wie mdglich zu halten. Nach der Identifika-
tion mit Hilfe der Fluoreszenz wurden die PV-FSN mit ,near infrared video micros-
copy“ wahrend des "patchen" betrachtet (Abb. 2.3, 2.7 C). Es wurde davon ausge-
gangen, dass es sich bei mittelgroRen Neuronen ohne Fluoreszenz um MSN han-
delt.
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Abbildung 2.3. Patch-Clamp-Setup. Links: Mikroskop, Patch-Clamp-Mikromanipulatoren, Superfu-
sionskammer fir Hirnschnitte, zu- und abflihrendes Schlauchsystem. Rechts: Patch-Clamp-
Verstarker, Oszilloskop, Computer.

2.2. Patch-Clamp-Aufnahmetechnik

Die Pipetten wurden mit Hilfe des horizontalen Pipettenziehgerats Model P-97
(Science Products, Hofheim, Deutschland) aus Borosilikatglaskapillaren (Innen-
durchmesser 1,16 mm, AuRendurchmesser 2 mm) gezogen. Sie hatten einen Wi-
derstand von 2 — 5 MQ und wurden mit Intrazellulérldsung luftblasenfrei gefullt.
AnschlieBend wurden ihre Spitzen mit erwarmten, flissigen Bienenwachs bestri-
chen. Um die Oberflachenspannung herabzusetzen, wurden sie daraufhin in Poly-
siloxan (Sigmacote) getaucht. Die nun fertigen Patchpipetten wurden in die Halte-
rung eingespannt. Uber einen seitlichen Zugang wurde nun ein Uberdruck ange-
legt, sodass kontinuierlich Puffer aus den Pipetten austrat, um ein Verstopfen die-
ser beim Eintauchen in die Superfusionskammer zu vermeiden. Mit Hilfe eines Mik-
romanipulators wurden die Pipetten auf den Schnitt heruntergefahren. Befanden
sich dann beide Pipetten Uber den zuvor identifizierten Neuronen, wurde das PV-

FSN zuerst ,gepatcht. Hierzu wurde der Uberdruck bis auf 5 — 10 cm Wassersaule
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reduziert, um Neuronenverbindungen nicht zu zerstéren. Sobald die Pipette direkt
auf dem Neuron war, wurde der restliche Uberdruck weggenommen und ein Un-
terdruck angelegt, sodass die Zellmembran direkt in Verbindung mit der Pipetten-
offnung stand. Nun wartete man ab, ob sich innerhalb von 30 Sekunden ein Giga-
seal (Widerstand zwischen Pipette und Zellmembran betragt Gigaohmwerte) auf-
baute. Nach Erreichen eines Gigaseals wartete man eine Minute ab, bevor man
durch stoRartiges Anlegen eines Unterdruckes ein Membranpatch herausriss. Nun
stand die Zelle in direkter Verbindung mit der mit Intrazellularpuffer gefullten Pipet-
te; der sogenannte ,Whole-Cell“-Modus wurde erreicht. Nun wurde eine in der Na-
he liegende mittelgroRe zweite Zelle, die keine Fluoreszenz aufwies, auf dieselbe
Weise ,gepatcht” (Abb. 2.7 C).

Die Patch-Clamp-Experimente wurden von dem EPC-9-Doppel-Verstarker aufge-
zeichnet und die Daten mit Hilfe der TIDA fur Windows Software (HEKA Elektronik,
Lambrecht, Deutschland) ausgewertet. Der Serienwiderstand wurde vor und nach
den Aufnahmen bestimmt. Experimente mit deutlichen Veranderungen des Se-

rienwiederstandes (>20 %) wurden verworfen.
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2.3. Veranschaulichung von synaptisch verbundenen Neuronen im

Hirnschnitt

Um die Ausbreitung der Dendriten der Neurone darzustellen und sie nach der
Fixierung im Hirnschnitt wieder zu finden, wurden einige Neuronenpaare wahrend
des Patch-Clamp-Experiments mit Farbstoffen geflllt. Hierzu wurden Lucifer-
Yellow in den Intrazellularpuffer der Pipette, mit der das PV-FSN gepatcht wurde,
geflllt. Der Pipette fur das MSN wurde Alexa Fluor 488 beigesetzt. Wahrend des
Experiments konnten sich nun die Farbstoffe in den beiden Neuronen ausbreiten.
Nach Beendigung des Experiments wurde der Hirnschnitt dann mittels flissiger
Gelatine fixiert und unter einem Laser-scanning Mikroskops betrachtet und so eine

dreidimensionale Darstellung der Neurone ermdglicht (Abb 2.4.).

Synaptically coupled FSN-MSN neurons

Abbildung 2.4. Synaptisch verbundenes Neuronenpaar, mit Fluoreszenzfarbstoff gefullt. Mit
Lucifer Yellow gefiilltes PV-FSN. Mit Alexa Fluor 488 gefiilltes MSN. Aufnahme mittels eines Laser-

scanning Mikroskops.
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2.4. Aufzeichnungsmethodik

2.4.1. Aufzeichnungen der synaptischen Transmission zwischen Neuronen-

paaren

Der Superfusions-ACSF wurden AP-5 (2.5 x 10° M) und DNQX (10 M) zugesetzt,
um schnelle glutamaterge Neurotrasmission zu verhindern. Um die PV-FSN —
MSN Neurotrasmission zu untersuchen, wurden die prasynaptischen PV-FSN mit
Pipetten gepatcht, die folgende Lésung enthielten (mM): K-gluconat 145, CaCl, 0.1,
MgCl, 2, Hepes 5, EGTA 1.1, ATP-Mg 5, GTP-Tris 0.3, pH 7.4. Die postsynapti-
schen MSN wurden mit Pipetten gepatcht, die folgende Lésung enthielten: CsCl
142, MgCl;, 1, Hepes 10, EGTA 1, ATP-Na;, 4, N-ethyl-lidocaine CI (QX-314) 2, pH
7.4. Zur Untersuchung der ,depolarzation-induced supression of inhibition“ (DSI)
wurden die postsynaptischen MSN mit Pipetten folgenden Puffers gepatcht (mM):
CsCl 147, MgCl; 1, Hepes 10, EGTA 1, ATP-Na; 4, GTP-Na, 0.4, N-ethyl-lidocaine
Cl 2, pH 7.4. Um die MSN — MSN Neurotrasmission zu untersuchen, wurde eine
Pipettenlosung gewahlt, die sowohl fur die prasynaptischen als auch fur postsynap-
tischen Neurone verwendet werden konnte (mM): K-gluconat 93, KCI 36, MgCl, 2,
Hepes 10, EGTA 0.02, ATP-Na 3, GTP-Tris 0.3, pH 7.4. Diese machte es maglich,
die synaptische Verbindung der Neuronenpaare in beide Richtungen zu testen:
dies war notwendig, da die Haufigkeit der synaptischen Verbindung sehr gering war
(Tabelle 3.1). Einzelne Aktionspotentiale der prasynaptischen Neurone wurden im
Current-Clamp-Modus durch das Anlegen eines depolarisierenden Stroms (500 —
800 pA fur 3 — 5 ms) verursacht. Postsynaptische Ereignisse wurden bei einem
Haltepotential von -60 mV (PV-FSN — MSN Transmission) oder von -70 mV (MSN
— MSN Transmission) aufgezeichnet. Die synaptische Transmission wurde alle 15
s (PV-FSN — MSN Transmission) oder alle 3 s (MSN — MSN Transmission) akti-
viert. Die Parameter der synaptischen Transmission (Success-Rate, durchschnittli-
che Amplitude der Successes, durchschnittiche Amplitude aller Ereignisse, die auf
ein Aktionspotential folgen [sowohl Successes als auch Failures] und mean?/SD?)
wurden fur 40 (PV-FSN — MSN Transmission) und far 200 (MSN — MSN Trans-
mission) synaptische Ereignisse von einem Programm in Sigmaplot (SPSS, Chica-

go, IL, USA) berechnet, welches mein Doktorvater selbst geschrieben hat. Nach



Material und Methoden 31

jeder Aufzeichnung wurden zuerst die auszuwertenden Parameter definiert: 1) die
Periode, wahrend der die Baseline berechnet wurde, 2) die Periode, in der nach
einem Peak gesucht wurde und 3) die Amplitudengrof3e, ab welcher ein Ereignis
als ein Success gewertet wurde. Auf dieser Grundlage suchte das Programm nach
Successes (oberhalb der festgelegten Amplitudengréf3e) und Failures (unterhalb
der festgelegten Amplitudengrdfie). Alle synaptischen Ereignisse (Successes und
Failures) und ihre durchschnittlichen GroRen wurden dann graphisch dargestellt
(Abb 2.5 und Abb. 2.6). Wurden Successes und Failures nicht richtig erkannt, so
wurden die Parameter solange neu definiert, bis diese optimal erkannt wurden.
Aufnahmen, die von einem Neuron stammten, wurden immer mit den gleichen Pa-
rametern ausgewertet (z. B. Aufnahmen vor und wahrend Cannabinoidgabe). Das
Programm ermdglichte es uns, nicht dazugehdrige Ereignisse zu lI6schen (wie z. B.
sIPSC). Nachdem eine optimale Auswertung erreicht war, bestimmte das Pro-
gramm die Success-Rate und aus den Successes und allen Ereignissen, die Ampli-

tude der Successes und aller Ereignisse.

2 2 SigmaPlot - [Data 1]
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Abb 2.5. Auswertung synaptischer Ereignisse, die vor Cannabinoidgabe aufgezeichnet wur-
den. Dies ist die Auswertung des Experiments aus Abb.3.5.. PRE-Periode (vor Cannabinoidgabe; 40
Ereignisse). Die Success-Rate lag bei 60%, die Amplitude der Successes bei 18.6 pA und die Ampli-

tude aller Ereignisse (inklusive Successes und Failures) bei 11.1 pA.
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Abb 2.6. Auswertung synaptischer Ereignisse, die wéhrend Cannabinoidgabe aufgezeichnet
wurden. Dies ist die Auswertung des Experiments aus Abb.3.5. WIN-Superfusion (40 Ereignisse).
Die Success-Rate lag bei 20%, die Amplitude der Successes bei 9.2 pA und die Amplitude aller

Ereignisse (inklusive Successes und Failures) bei 1.96 pA.

Eine Veranderung der durchschnittichen Amplitude aller Ereignisse spiegelt eine
Veranderung sowohl in der Success-Rate als auch in der Amplitude der Successes
wieder. Eine Abnahme des Parameters mean?/SD? deutet auf eine verminderte
Transmitterfreisetzungswahrscheinlichkeit hin (vergleiche Clements, 1990; Koos &
Tepper, 2002; Galante & Marty, 2003).

2.4.2. Registrierung von miniatur inhibitorischen postsynaptischen Stromen
(mIPSCs) in MSN

Die Superfusions-ACSF enthielt AP-5 (2.5 x 10° M), DNQX (10 M) und Tetrodo-
toxin (3 x 107 M). Die Patchpipetten wurden mit folgender Lésung gefiillt (mM):
CsCl 142, MgCl; 1, Hepes 10, EGTA 1, ATP-Na; 4, N-ethyl-lidocaine Cl (QX-314)
2,pH 7.4.

Die mIPSCs wurden bei einem Haltepotential von -60 mV in 120 s-Perioden regist-
riert und mit der MiniAnalysis Software (Version 6.0.1; Synaptosoft, Decatur, GA,
USA) ausgewertet.
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2.4.3. Registrierung von Membranpotential, Haltestrom und von durch Depo-

larisierung verursachten Aktionspotentialen in PV-FSN

Die Superfusions-ACSF enthielt AP-5 (2.5 x 10° M), DNQX (10 M) und Bicucullin
(2 x 10° M), um schnelle glutamaterge und GABAerge Signale zu unterbinden. In
diesen Experimenten wurde der Perforated-Patch-Clamp-Modus verwendet, um
das intrazelluldre Milieu der Neurone zu erhalten. Die Pipetten enthielten (mM): K-
gluconat 145, CaCl, 0.1, MgCl, 2, Hepes 5, EGTA 1.1, ATP-Mg 5, GTP-Tris 0.3,
pH 7.4. Dieser Losung wurden 300 pg/ml Amphotericin B zugesetzt, um Perfora-
ted-Patches herzustellen. Die Aktionspotentiale der PV-FSN wurden jede Minute

durch einen depolarisierenden Strom (300 — 900 pA fir 500 ms) erzeugt.

2.4.4. Protokolle und Statistik

Mit der Aufzeichnung wurde 15 — 30 Minuten nach dem Erreichen des Whole-Cell
oder des Perforated-Patch-Modus begonnen. In den Abbildungen entsprechen 0
Minuten dem Beginn der Aufzeichnung. Die Superfusion mit Solvent oder den ver-
schiedenen Substanzen ist in den Abbildungen dargestellt. Die Werte der Parame-
ter wahrend der Superfusion von Solvent oder den Substanzen werden in Bezug
zur initialen Referenzperiode dargestellt.

Es wurden Uberall Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Die nichtparametrische
Mann-Whitney- und Wilcoxon-singed-rank-Tests wurden verwendet, um signifikan-
te Unterschiede zwischen den Gruppen (Substanz vs. Solvent) und innerhalb einer
Gruppe (Substanz vs. PRE) herauszufinden. Als statistische Grenze der Signifi-

kanz wurde P < 0.05 angesetzt.
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2.5. Substanzen

Die Substanzen wurden von folgenden Firmen bezogen:

Tocris Cookson
(Bristol, England)

(R)-(+)-[2,3-Dihydro-5-methyl-3[(morpholinyl)-methyl]pyrro-
lo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazinyl]-(1-naphthalenyl)metha-
none mesylate (WIN55212-2)

Tetrodotoxin-citrate (TTX)

DL-2-Amino-5-phosphonvaleriansaure (APS5)

6,7-Dinitroquinoxaline-2,3(1H,4H)-dione (DNQX)

R-Baclofen

Sanofi
(Montpellier,

Frankreich)

Rimonabant (friher SR141716)

Sigma
(Deisenhofen,
Deutschland)

Mg-ATP
Amphotericin B
+(-)Bicucullin
R-Baclofen
Lucifer Yellow
Na,-ATP
Tris-GTP

Abbott-GmbH
(Wiesbaden,
Deutschland)

Halothan

Molecular Probes

Alexa Fluor 488® hydrazide sodium salt

Alamone Labs
(Jerusalem, Is-

rael)

N-Ethyllidocain-HCI (QX314)

Die Cannabinoidliganden WIN55212-2 und Rimonabant wurden in Dimethyl-
sulphoxid (DMSO) gel6st und in 100 ul Portionen bei -32 °C tiefgefroren. Weitere
Verdinnungen wurden mit Superfusionspuffer durchgefihrt; die endgultige DMSO-
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Konzentration lag bei 1 ml I'". Die Kontrollldsungen enthielten die entsprechende
Konzentration an DMSO. Da die Cannabinoidliganden aufgrund ihrer Lipophilie aus
den Hirnschnitten nicht auswaschbar sind, konnte jeweils nur eine Konzentration

eines Cannabinoidliganden pro Hirnschnitt getestet werden.

caudate-putamen
A ? e CB, mRNA
PV-FSN A CB, receptor protein
J1= APR
MSN
P/‘ IPSC
substantia nigra globus pallidus D
pars reticulata omv

-80 mV!

postsynaptic
events

vd 001

Abbildung 2.7. Aufzeichnung der synaptischen Transmission zwischen PV-FSN und MSN

A) Das GABAerge PV-FSN innerviert MSN. GABAerge MSN projizieren zur Substantia nigra pars
reticulata und zum Globus pallidus und senden rekurrente Axonkollaterale zu benachbarten MSN.
B) Durch enhanced green fluorescent protein (EGFP) griin fluoreszierendes PV-FSN.
C) infrarotvideomikroskopisches Bild eines gepatchten Neuronenpaares (es handelt sich um dassel-
be PV-FSN wie in B) D) Synaptische Verbindung der Neurone aus B und C. 20 prasynaptische Akti-
onspotentiale (APs) (Ubereinanderprojiziert) und die dazugehdrigen postsynaptischen Antworten

(events).
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3. Ergebnisse

3.1 Charakterisierungen von PV-FSN und MSN

Ein PV-FSN wurde auf Grund seiner grunen Fluoreszenz identifiziert und gepatcht
(Abb. 2.7 A-C). Ein mittelgroRes Neuron ohne Fluoreszenz in der Nahe des PV-
FSN wurde als MSN angesehen und ebenfalls gepatcht (Abb. 2.7 A, C). In den
ersten Experimenten hatten wir die elektrischen Eigenschaften von 19 PV-FSN und
15 MSN ermittelt (Abb.3.1). Im Current-Clamp-Modus, bei einem Haltestrom von 0
pA, waren beide Neuronentypen still. Sie feuerten keine Aktionspotentiale. Das
Ruhemembranpotential der MSN war negativer als das der PV-FSN (PV-FSN -63 +
1 mV; MSN: -71 £ 2mV; P < 0.05). Depolarisierende Strominjektionen verursachten
Aktionspotentialsalven (Abb.3.1). Der Schwellenwert des Aktionspotentials war bei
beiden Neuronentypen gleich (PV-FSN: -39 + 1 mV; MSN: -39 + 2 mV; P = 0.577).
Die Amplituden der Aktionspotentiale waren in beiden Populationen sehr ahnlich
(PV-FSN: 96 £ 1TmV; MSN: 98 + 2 mV; P = 0.521). Die Afterhyperpolarisation, wel-
che auf das Aktionspotential folgte, war bei den PV-FSN goRer als bei den MSN
(PV-FSN: -15 £ 1 mV; MSN: -9 + 2 mV; P < 0.05) (Abb.3.1). Die Breite des Akti-
onspotentials wurde bei der Halfte der Amplitude ermittelt. Die Aktionspotentiale
der PV-FSN waren schmaler (PV-FSN: 0.70 + 0.04 ms; MSN: 1.12 £ 0.11 ms; P <
0.05) (Abb.3.1 A, B). Steigende depolarisierenden Strominjektionen (150 - 600 pA)
fuhrten zu einem Anstieg der Feuerfrequenz bei beiden Neuronentypen. Die PV-
FSN waren in der Lage mit einer héheren Frequenz als die MSN zu feuern
(Abb.3.1. C). Der Eingangswiderstand war bei beiden Neuronentypen ahnlich (PV-
FSN: 273 + 29 MQ; MSN: 272 + 42 MQ; P = 0.535).

Die beiden Neuronenpopulationen unterschieden sich also in vier Merkmalen: Ru-
hemembranpotential, Afterhyperpolarisation, Aktionspotentialbreite und Feuerfre-
quenz. Wir untersuchten die Streubreite der einzelnen Werte dieser Merkmale
(Abb 3.2), wobei sich zeigte, dass es erhebliche Uberlappungen in der Streubreite
der einzelnen Parameter gab. Eine zuverlassige Identifikation, ausschlieBlich auf
den elektrophysiologischen Eigenschaften beruhend, war bei unserern Hirnschnit-

ten also nicht mdglich.
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Abbildung 3.1. Charakterisierung von PV-FSN und MSN. A) Antwort eines PV-FSN. B) Antwort

eines MSN. Das Membranpotential wurde im Whole-Cell-Modus und im Current-Clamp-Modus auf-
gezeichnet. Die Pipetten enthielten einen Puffer auf Kaliumgluconat-Basis. Ohne Strominjektion (0
pA) waren beide Neurone still. Sie feuerten keine Aktionspotentiale. Das Ruhemembranpotential
(RMP) war stabil. 300 ms lange Strominjektionen (150 pA, 300 pA, 450 pA, 600 pA) depolarisierten
das Neuron und l6sten Aktionspotentialsalven aus. Die Aktionspotentiale, die mit * und # markiert
sind, sind auf einer vergroRerten Zeitskala zu sehen. C) Statistische Darstellung der Feuerfrequenz.
Die Feuerfrequenz wurde aus dem Abstand der ersten beiden Aktionspotentiale der Aktionspotenti-
alsalven berechnet. Mittelwert + Standardfehler von 19 (PV-FSN) und 15 (MSN) (Der Standardfehler

ist vereinzelt kleiner als das darstellende Symbol) Signifikanter Unterschied zu MSN: *P < 0.05.
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Abb 3.2. Streubreite der elektrophysiologischen Eigenschaften von PV-FSN und MSN. A)

Ruhemembranpotential, aufgezeichnet im Current-Clamp-Modus. B) Breite der Aktionspotentiale,

ermittelt bei der Halfte der Amplitude. C) Amplitude der Aktionspotentiale. D) Schwellenwert der

Aktionspotentiale E) Afterhyperpolarisation.
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3.2 Synaptische Transmission zwischen PV-FSN und MSN

3.2.1.Charakterisierung der synaptischen Transmission

Von 173 PV-FSN — MSN Neuronenpaaren waren 35 synaptisch miteinander ver-
bunden, wovon 15 Verbindungen stabil genug waren, um langandauernde Experi-
mente mit Solvent oder Cannabinoiden durchzufihren. Tabelle 3.1 zeigt die Para-
meter der synaptischen Transmission dieser 15 Paare, die in der initialen Refe-
renz-Periode (PRE) bestimmt wurden. Die prasynaptischen PV-FSN wurden alle
15 s (0.0067 Hz) stimuliert, worauf ein Aktionspotential folgte. Dieses wiederum
verursachte ein postsynaptisches Ereignis in den MSN (Abb. 2.7 D). Postsynapti-
sche Ereignisse traten mit einer Latenzzeit von 1.8 ms auf. Die Success-Rate der
synaptischen Transmission lag bei 86%. Die durchschnittliche Amplitude der er-
folgreichen, an das Aktionspotential gekoppelten postsynaptischen Ereignisse, war
66 pA. Die durchschnittliche Amplitude von allen an das Aktionspotential gekoppel-
ten postsynaptischen Ereignissen (einschliellich Successes und Failiures) war 63
pA (etwas niedriger als die Amplitude der Successes, da die Success-Rate 86%

war).
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Tabelle 3.1. Parameter der PV-FSN — MSN und der MSN — MSN- Transmission

Durchschnitt + S.E.M (Standardfehler) - aufgenommen wahrend der initialen Referenzperiode (PRE;
bevor Solvent oder Subtanzen verabreicht wurden).

* Signikfikante Unterschiede zwischen PV-FSN — MSN und MSN — MSN Transmission: P < 0.05.

PV-FSN —» MSN MSN —» MSN

1) Coupling ratio % ° 20 (35/173) 12 (29/251)

2) Number of experiments n=15 n=7

3) Stimulation rate (Hz) 0.067 0.33

4) Latency (ms)b 1.8+0.1 26+0.2"

5) Success-Rate (%) ° 86 + 4 18 + 9*

6) Amplitude of successes (pA) 66 +17 (13+4)39 +12°

7) Conductance of successes (pS) 922 + 24 (412 £ 139) 1236 + 417 d
8) Amplitude of all events (pA) | 63 + 18 (2+1)6+3%

9) S.D./mean (coefficient of variation)  0.66 + 0.066 3.44 +0.70*

10) Mean?/S.D. 40+1.0 0.35 + 0.25*

@ Anteil der synaptisch verbundenden Neuronenpaare. (35 PV-FSN — MSN Paare von 173 getesteten
waren gekoppelt. 29 MSN — MSN Paare von 251 getesteten waren gekoppelt.) Nur 15 der 35 (PV-FSN
— MSN) und 7 der 29 (MSN — MSN) gekoppelten Paare wurden in die statistische Auswertung genom-
men, da bei den Ubrigen die Verbindung nicht stabil genung war, um langandauernde Experimente durch-

zuflhren.

® Intervall zwischen Beginn des prasynaptischen Aktionspotentials und Beginn der postsynaptischen Ant-

wort.

¢ Anzahl der zu 100 presynaptischen Aktionspotentialen synchron auftretenden erfolgreichen postsynapti-

schen Antworten.

4Es wurde zur Untersuchung der MSN — MSN Transmission kein Casium in die postsynaptische Pippette
gegeben. Dies fiihrt zu einer Verminderung des Stroms und der elektrischen Leitfahigkeit um den Faktor 3
(Koos et al., 2004). Um die PV-FSN — MSN und MSN — MSN Transmission besser miteinander verglei-
chen zu kénnen, wurden die Durchschnittswerte (13 £ 4 pA, 412 + 139ps, 2 + 1pA) mit dem Faktor 3 mul-
tipliziert.

¢ Um eine bessere Vergleichbarkeit zu erreichen, wurde die elektrische Leitfahigkeit errechnet (da die
Chloridkonzentration und das Haltepotential der postsynaptischen Neurone in den Gruppen unterschied-

lich waren).

" Durchschnittliche Amplitude aller Ereignisse (sowohl der erfolgreichen als auch der nicht erfolgreichen
Ubertragungen). Die folgende Gleichung gilt fiir Einzelexperimente, jedoch nicht fiir den Durchnschnitts-

wert: amplitude of all events = amplitude of successes x success rate/100.

9 S.D./mean und mean®/S.D.? wurden aus der Amplitude aller synaptischen Ergeignisse berechnet.



Ergebnisse 41

Die synaptische Transmission zwischen PV-FSN und MSN zeigte die typischen
Eigenschaften einer durch ein Aktionspotential verursachten GABAergen Neuro-
transmission. Die synaptische Transmission wurde durch die Gabe von Tetrodoto-
xin, wodurch die Entwicklung eines Aktionspotentials im PV-FSN verhindert wurde,
aufgehoben (Abb. 3.3 A). 10 Minuten nach dem Beginn der Superfusion mit Tetro-
dotoxin (3 x 10”7 M) sankt die Amptitude des postsynaptischen Ereignisses auf 3 +
2% des initialen Referenzwertes (n = 5; P < 0.05). Cadmium blockierte ebenfalls
die Neurtotransmission, indem es durch Blockade spannungsabhangiger Calcium-
Kanale in den prasynaptischen Axonendigungen die Transmitterfreisetzung verhin-
dert. (Abb. 3.3 B). 10 Minuten nach dem Beginn der Superfusion mit Cadmium (5 x
10™° M) sank die Amptitude des postsynaptischen Ereignisses auf 1 + 1% des initia-
len Referenzwertes (n = 4; P = 0.07). Die Blockade von postsynaptischen GABA,-
Rezeptoren durch Bicucullin verhinderte ebenfalls die Entstehung eines postsynap-
tische Ereignisses (Abb. 3.3 C). 10 Minuten nach dem Beginn der Superfusion mit
Bicucullin (2 x 10 M), sank die Amplitude des postsynaptischen Ereignisses auf 7

t 2% des initialen Referenzwertes (n=9; P < 0.05).

A B c
_ly
PV-FSN 20 ms
before .-
drug V TN\ et V—.‘
MSN
during A_\ . "
drug o - . . _
tetrodotoxin 0,3 uM Cd “" 50 uM bicuculline 20 uM

Abbildung 3.3. Charakterisierung der PV-FSN — MSN- Transmission. Aufzeichnung der Neuro-

transmission wahrend der Gabe von TTX (A), Cadmium (B) und Bicucullin (C).
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Um zu ermitteln, welche lonenart die postsynaptischen Ereignisse verursacht, wur-
de das Umkehrpotential der synaptischen Antwort bestimmt. Dazu wurde schritt-
weise das Ruhepotential der postsynaptischen Zelle von -60mV auf +30mV veran-
dert und die Amplitude und Richtung der synaptischen Antwort beobachtet. Das
Umkehrpotential lag bei +3 mV (n = 13) und somit in der Nahe des Gleichge-
wichtspotentials von Chloridionen unter unseren Bedingungen (+2mV). Daraus
schlielen wir, dass Chlorid der Hauptladungstrager der postsynaptischen Strome
ist. (Abb. 3.4).

J 250 pA

PV-FSN 10ms
+30 mV [

MSN 0mV
-30 mV
-60 mV —

Abbildung 3.4. Bestimmung des Umkehrpotentials der synaptischen Antwort
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3.2.2. Cannabinoide hemmen die synaptische Transmission

Die Auswirkungen des synthetischen CB:/CB,-Rezeptoragonisten WIN55212-2
und des CB4-Rezeptorantagonisten Rimonabant auf die synaptische Transmission
sind in Abb. 3.5 (Orginalabbildung) und Abb. 3.6 (statistisch analysiert) dargestellt.
WIN55212-2 (5 x 10°° M) verringerte die Success-Rate der Neurotrasmission (Abb.
3.5 A, B, 3.6 A) und die Amplitude der Successes (Abb. 3.5 A, C, 3.6 B). Folglich
nahm die durchschnittliche Amplitude aller Ereignisse — was sowohl die Verande-
rung der Success-Rate als auch die Veranderung der Amplitude der Successes
beinhaltet — stark ab (Abb. 3.5 C, 3.6 C). Der Parameter mean?/ SD? nahm eben-
falls ab (Abb. 3.6 D). WIN55212-2 verursachte keinerlei Veranderung an den Akti-
onspotentialen der prasynaptischen PV-FSN. AuRerdem hob die Superfusion des
Antagonisten Rimonabant (10° M) die durch WIN55212-2 verursachten Verinde-
rungen wieder auf (Abb. 3.5 A-C, 3.6 A-D).

In drei weiteren Experimenten wurde zuerst Rimonabant (10° M) superfundiert, im
Anschluss daran WIN55212-2 (5 x 10 M) zusammen mit Rimonabant (Abb. 3.7).
Wahrend der alleinigen Superfusion von Rimonabant anderten sich die Success-
Rate (99 £ 2 % von PRE, n = 3), die Amplitude der Successes (93 + 5 % von PRE,
n = 3), die Amplitude aller synaptischen Ereignisse (92 £ 6 % von PRE, n = 3) und
mean?/ SD? (113 + 16 % von PRE, n = 3) nicht. Das Fehlen eines Effekts des An-
tagonisten alleine deutet darauf hin, dass die synaptische Transmission nicht durch
Endocannabinoide gehemmt wird.

In der Gegenwart von Rimonabant hatte WIN55212-2 keinen signifikanten Einfluss
auf die Success-Rate (98 + 9 % des Wertes der vorangegangenen Superfusion
vom WIN55212-2; n = 3), die Amplitude der Successes (78 £ 18 % des Wertes der
vorangegangenen Superfusion vom WIN55212-2; n = 3), die Amplitude aller sy-
naptischen Ereignisse (80 + 24 % des Wertes der vorangegangenen Superfusion
vom WIN55212-2; n = 3) und auf mean?/S.D.? (116 + 42 % des Wertes der voran-
gegangenen Superfusion vom WIN55212-2; n = 3). Der Antagonismus von Rimo-
nabant auf die Wirkung von WIN55212-2 mit diesem Protokoll und mit dem Proto-
koll, welches in Abb. 3.5 und 3.6 dargestellt wird, legt nahe, dass CB-Rezeptoren
bei der Hemmung durch WIN55212-2 eine Rolle spielen.
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Abbildung 3.5. Wirkung des synthetischen CB;/CB,-Rezeptoragonisten WIN55212-2 (WIN) und
des CB;-Rezeptorantagonisten Rimonabant (RIM) auf die synaptische Transmission zwischen
PV-FSN und MSN: Orginalabbildungen.

Die Aktionspotentiale wurden alle 15 s durch eine depolarisierende Strominjektion hervorgerufen
und die darauf folgenden postsynaptischen Ereignisse in den MSN aufgezeichnet. A) Stellt die Amp-
lituden der postsynaptischen Ereignisse dar. B) Vierzig Ereignisse, die wahrend der initialen Refe-
renzperiode (PRE), wahrend der Superfusion mit WIN 55212-2 und wahrend der kombinierten Su-
perfusion mit WIN55212-2 und Rimonabant aufgezeichnet wurden. Die Success-Rate lag bei 60%,
20% und 48% wahrend PRE, WIN und WIN+RIM. C) Mittelwert von Successes und allen Ergeignis-
sen von den in B gezeigten Kurven.
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Abbildung 3.6. Wirkung des synthetischen CB,/CB,-Rezeptoragonisten WIN55212-2 (WIN) und
des CB;-Rezeptorantagonisten Rimonabant (RIM) auf die synaptische Transmission zwischen
PV-FSN und MSN: statistische Auswertung.

Die Aktionspotentiale wurden alle 15s durch eine depolarisierende Strominjektion hervorgerufen und
die darauf folgenden postsynaptischen Ereignisse in den MSN aufgezeichnet. Die Parameter der
synaptischen Transmission wurden fiir 40 Ereignisse, welche in 10-minttigen Phasen aufgezeichnet
wurden, berechnet und in Prozent des initialen Referenzwertes PRE ausgedriickt. Hirnschnitte der
Solvent-Gruppe wurden wahrend des ganzen Experiments mit SOL superfundiert. Die andere Grup-
pe erhielt WIN und RIM wie oben dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte + Standardfehler von je-
weils 6 (WIN+RIM) und 6 (SOL) Experimenten. Signifikanter Unterschied zur SOL-Gruppe: *P <
0.05.
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Abbildung 3.7. Wirkung des synthetischen CB;-Rezeptorantagonisten Rimonabant alleine und
in Kombination mit WIN55212-2.

A) AmplitudengréRe der postsynaptischen Ereignisse wahrend der initialen Referenzperiode PRE,
wahrend der Gabe von Rimonabant und wahrend der Gabe von Rimonabant und WIN55212-2. Die
Kreise zeigen jeweils die Amplitude eines Einzelexperimentes zu einem bestimmten Zeitpunkt. Die
durchgehende schwarze Linie zeigt den moving average von jeweils finf Punkten. B) Ubereinander
projizierte Orginalkurven wahrend der initialen Referenzperiode PRE, wahrend der Gabe von Rimo-
nabant und wahrend der Gabe von Rimonabant und WIN55212-2.

3.2.3. Cannabinoide hemmen die synaptische Transmission prasynaptisch

Die Hemmung der Success-Rate und des Parameters mean?®/ SD? deutet auf eine
prasynaptische Form der Hemmung hin. Als Nachstes untersuchten wir mIPSCs,
um die prasynaptische Geschehnisse besser deuten zu kdnnen.

mIPSCs wurden in der Anwesenheit von Tetrodotoxin (3 x 10”7 M) aufgenommen.
Wahrend der initialen Referenzperiode (PRE) lag die Amplitude der mIPSCs bei 28
1 3 pA und die Frequenz bei 1.2 £ 0.3 Hz (n = 17). In den mit Solvent superfundier-
ten Hirnschnitten nahm die Amplitude der mIPSCs leicht ab (Abb. 3.8 E); die Fre-
quenz der mIPSCs blieb jedoch konstant (Abb. 3.8 F). Wahrend der Superfusion
von WIN55212-2 (5 x 10° M) gab es keine signifikante Anderung der Amplitude
(Abb. 3.8 B, C, E); die Frequenz allerdings nahm deutlich ab (Abb. 3.8 A, D, F).
Der fehlende Effekt von WIN55212-2 auf die Amplitude der mIPSCs deutet darauf-
hin, dass WIN55212-2 keinen Einfluss auf die postsynaptische Wirkung von GABA
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auf die MSN hat. Der Ausschluss der postsynaptischen Wirkung von WIN55212-2
ist ein indirekter Beweis fur die prasynaptische Hemmung der Neurotransmission.
Die Abnahme der Frequenz der mIPSCs zeigt, dass WIN55212-2 mit dem vesiku-
laren Freisetzungsmechanismus GABAerger Axonendigungen, welche MSN inner-

vieren, interagiert.
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Abbildung 3.8. Wirkung von WIN55212-2 (WIN) und Solvent (SOL) auf miniature IPSCs
(mIPSCs) in MSN in der Gegenwart von Tetrodotoxin (3 x 107 M)

mIPScs wurden wahrend der initialen Referrenzperiode (PRE) und wahrend der Superfusion von
WIN (5 x 10°) oder Solvent (SOL) aufgezeichnet. A) Orginalregistrat eines WIN-Experiments.
B) Durchschnitt von mIPSCs eines WIN-Experiments (selbes Experiment wie in A). C) und D) kumu-
lative Wahrscheinlichkeit von Amplitude und interevent Intervall von mIPSCs eines WIN-Experiments
(selbes Experiment wie in A). Signifikanter Unterschied in Prozent des initialen Referenzwertes PRE
(Kolmogorov-Smirnov test): * P < 0.05. E) und F) Amplitude und Frequenz von mIPSCs in Prozent
des initialen Referenzwertes PRE ausgedrickt. Mittelwerte + Standardfehler von 13 WIN- und 4
SOL-Experimenten. Signifikanter Unterschied zur SOL-Gruppe: *P < 0.05.
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3.2.4. Cannabinoide haben keine somatodendritische Wirkung auf PV-FSN

PV-FSN synthetisieren CB1-Rezeptoren. Die oben beschriebenen Ergebnisse zei-
gen, dass Cannabinoide die GABA-Freisetzung hemmen, indem sie mit den CB+-
Rezeptoren der Axonendigungen der PV-FSN agieren. Das Ziel der nachsten Ver-
suchsreihe war es, die Folge der Aktivierung der CB4-Rezeptoren in der somato-
dendritischen Region der PV-FSN aufzuzeigen. Diese Aufnahmen wurden im Per-
forated-Patch-Modus durchgefihrt. Diese Methode wird verwendet, um das physio-
logische intrazellulare Milieu zu erhalten (um zu verhindern, dass wahrend der Ab-
leitung Bestandteile des Cytoplasmas aus dem Neuron in die Patch-Clamp-Pipette
diffundieren).

Zunachst wurde das Membranpotential im Current-Clamp-Modus aufgezeichnet.
Es wurden 500 ms lange, depolarisierende Stromimpulse angelegt, um Aktionspo-
tentialsalven zu erzielen (Abb. 3.9). Wahrend der initialen Referenzperiode (PRE)
lag das Ruhemembranpotential bei -60 £ 4 mV (n = 8). Die durch die Depolarisati-
on verursachten Aktionspotentiale hatten eine Frequenz von 25 + 6 Hz (n = 8). In
der Kontrollgruppe blieben sowohl das Membranpotential als auch die Frequenz
der Aktionspotentialsalven konstant (Abb. 3.9 A, B). WIN55212-2 (5 x 10°® M) ver-
anderte weder das Membranpotential noch die Frequenz der Aktionspotentiale
(Abb. 3.9 A-C). Cannabinoide haben somit also keine somatodentritische Wirkung
in den PV-FSN.
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Abbildung 3.9. Wirkung von WIN55212-2 (WIN) und Solvent (SOL) auf das Ruhemembranpo-
tential und auf die Aktionspotentialfrequenz von PV-FSN.

Das Membranpotential wurde im Perforated-Patch-Modus aufgezeichnet. Aktionspotentiale wurden
einmal pro Minute durch eine 500 ms lange Strominjektion hervorgerufen. Dem Superfusionspuffer
wurden AP-5 (2.5 x 10-5 M), DNQX (10-5 M) und Bicucullin (2 x 10”° M) zugesetzt, um glutamaterge
und GABAerge synaptische Ubertragung zu unterbinden. Mittelwerte + Standardfehler von 5 WIN-
und 3 SOL-Experimenten.

A) Ruhemembranpotential. B) Die Aktionpotentialfrequenz wurde in Prozent des initialen Referenz-
wertes PRE angegeben. C) Strominjektion und Aktionspotentiale zu den Zeitpunkten 1 und 2 aus B

eines typischen WIN-Experiments.
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In der nachsten Versuchsreihe wurde der Haltestrom im Voltage-Clamp-Modus bei
einem Haltepotential von V}, = -60mV gemessen (Abb. 3.10). Wahrend der 15 mi-
nutigen Superfusion von Solvent stieg der Haltestrom nur gering (+2 + 1 pA; n = 4).
Die Anderung wahrend der 15-miniitigen Superfusion von WIN55212-2 (5 x 10° M)
zeigte keinen signifikanten Unterschied (+4 + 1 pA; n = 6) zur SOL-Gruppe. Im Ge-
gensatz dazu verursacht der GABAg-Rezeptoragonist Baclofen (10° M) den erwar-
teten Auswartsstrom von 14 + 5 pA. (n = 8; P < 0.05).

25 SOL /WIN 5 x 10°M /BACLO 10° M

20

15 |- *

change of holding current [pA]
o
T

Abbildung 3.10. Wirkung von WIN55212-2 (WIN), Solvent (SOL) und Baclofen (BACLO) auf
den Membranstrom von PV-FSN.

Der Membranstrom wurde im Perforated-Patch-Modus aufgezeichnet. Die griine Kurve zeigt die
Anderung des Membranstroms wéhrend der Superfusion von Baclofen (10 M). Wahrend der Super-
fusion von WIN (5 x 10° M) zeigte sich kein signifikanter Unterschied des Membranstroms im Ver-

gleich zur Solventgruppe.

3.2.5. Effekt auf die synaptische Transmission durch Depolarisation des

postsynaptischen Neurons

An vielen Synapsen fuhrt die Depolarisation des postsynaptischen Neurons zu ei-
ner Hemmung der Transmitterfreisetzung aus prasynaptischen Axonterminalen.
Diese Form der retrograden Signalubertragung wird im Falle von GABAergen Sy-
napsen als ,depolarisation-induced suppression of inhibition“ (DSI), im Falle von
glutamatergen Synapsen als ,depolarisation-induced suppression of excitation®
(DSE) bezeichnet. DSI und DSE sind haufig endocannabinoidvermittelt. Die Endo-

cannabinoide werden von den depolarisierten postsynaptischen Neuronen synthe-
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tisiert und freigesetzt (Wilson & Nicoll 2002; Freund et al. 2003; Diana & Marty
2004). Um eine physiologische Rolle des CB4-Rezeptors und der Endocannabinoi-
de bei der PV-FSN — MSN - Synapse zu finden, suchten wir nach DSI an dieser
Synapse.

Die PV-FSN — MSN - Transmission wurde jede Sekunde ausgelost und das
postsynaptische MSN 9-mal mit einer Frequenz von 1 Hz fir die Dauer von 100 ms

von -60 mV auf 0 mV depolarisiert. Diese Depolarisation hatte keinen Einfluss auf

die folgenden postsynaptischen Ereignisse (Abb. 3.11)
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Abbildung 3.11. Effekt der Depolarisation von MSN auf die synaptische Transmission zwi-
schen PV-FSN — MSN.

Aktionspotentiale wurden durch Strominjektion jede Sekunde hervorgerufen und das entstandene
postynaptische Ereignis aufgezeichnet. Nach 60 s (60 Ereignisse) wurden die MSN durch eine Serie
von neun Pulsen mit einer Frequenz von 1 Hz depolarisiert (von -60mV auf OmV fir 100ms). A) Die
Amplitude der postsynaptischen Ereignisse wurde in Prozent des initialen Referenzwertes PRE aus-
gedruckt. Mittelwerte + Standardfehler von 13 Experimenten in 7 Neuronen. B) 10 postsynaptische
Ereignisse, die einmal direkt vor der Strominjektion und einmal direkt nach der Strominjektion aufge-

zeichnet wurden. C) Mittelwerte der Kurven in B.
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In einer weiteren Versuchsreihe verwendeten wir ein anderes Protokoll zur Auslo-
sung von DSI (Trettel & Levine, 2003). Die PV-FSN — MSN — Transmission wurde
11 Minuten lang alle 3 s ausgelost. Wahrend der sechsten Minute wurde das MSN
von -60 mV auf 0 mV depolarisiert. Die Depolarisation begann 650 ms bevor ein
synaptisches Ereignis ausgelost wurde und dauerte 150 ms. Doch auch durch die-
ses Protokoll wurde kein DSI ausgeldst (Abb 3.12).
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Abbildung 3.12. Effekt der Depolarisation von MSN auf die synaptische Transmission zwi-
schen PV-FSN — MSN.

11 Minuten lang wurden durch Strominjektion alle 3 Sekunden Aktionspotenliale ausgeldst und das
entstandene postynaptische Ereignis aufgezeichnet. Nach 6 Minuten wurden, 650 ms bevor ein
synaptisches Ereignis ausgelost wurde, die MSN fir 150ms von -60mV auf OmV depolarisiert. Die
Amplitude der postsynaptischen Ereignisse wurde in Prozent des initialen Referenzwertes PRE aus-
gedrickt. (n =17).
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3.3. Synaptische Transmission zwischen rekurrenten Axonkollateralen
von MSN und MSN

3.3.1. Charakterisierung der synaptischen Transmission

Es wurde davon ausgegangen, dass mittelgrol3e, nicht grun fluoreszierende Neu-
rone MSN sind. MSN — MSN - Neuronenpaare wurden gepatcht und ihre synapti-
sche Verbindung uberprift (meist in beide Richtungen). Von 251 gepruften Neuro-
nenpaaren waren 29 synaptisch miteinander verbunden. Sieben Verbindungen
erwiesen sich als stabil genug, um mit ihnen langandauernde Experimente mit
Cannabinoiden durchzufuhren. Tabelle 3.1 stellt die Parameter der synaptischen
Transmission dieser sieben Paare wahrend der initialen Referenzperiode (PRE)
dar. Eine Depolarisation der prasynaptischen MSN alle 3 s (0.33 Hz), verursachte
ein Aktionspotential im prasynaptischen MSN und eine synaptische Antwort im
postsynaptischen MSN. Die postsynaptischen Ereignisse traten mit einer Latenz-
zeit von 2.6 ms auf. Die Success-Rate der synaptischen Transmission betrug
18 %. Die durchschnittliche Amplitude der Successes betrug 13 pA und die durch-
schnittliche Amplitude aller an ein Aktionspotential gekoppelten postsynaptischen
Ereignisse (sowohl Successes als auch Failures) lag bei 2 pA, also wesentlich
niedriger als die Amplitude der Successes, da die Success-Rate niedrig war. An-
hand der Unterschiede in der Haufigkeit der synaptischen Verbindungen, der Suc-
cess-Rate und der Amplitude aller Ereignisse (Tabelle 3.1) kann man darauf
schliel3en, dass die synaptische Verbindung zwischen MSN schwacher als die PV-
FSN — MSN Verbindung ist. Die Aufhebung der postsynaptischen Ereignisse
durch Bicucullin deutet darauf hin, dass die synaptische Transmission zwischen
den MSN durch GABAx-Rezeptoren vermittelt wird (Abb. 3.15). Die durch Canna-
binoide verursachten Anderungen der synaptischen Parameter wurden in Prozent

des initialen Referenzwertes PRE ausgedruckt.

3.3.2. Cannabinoide hemmen die synaptische Transmission

Die Wirkung von WIN55212-2 auf die MSN — MSN Transmission ist in Abb. 3.13
(Orginalaufzeichnung) und Abb. 3.14 (statistische Auswertung) dargestellt.
WIN55212-2 (5 x 10° M) verringerte die Success-Rate der Neurotransmission
(Abb. 3.13 A, B, 3.14 A). Die Amplitude der Successes zeigte keine signifikante



Ergebnisse 54

Veranderung (Abb. 3.13 C, 3.14 B). Die Amplitude aller Ereignisse (sowohl Suc-
cesses als auch Failures) nahm deutlich ab (Abb. 3.13 C, 3.14 C). Dies spiegelt die
starke Abnahme der Success-Rate wieder. Auch der Parameter mean®/ SD* nahm
ab (Abb. 3.14 D). WIN55212-2 hatte jedoch keinen Einfluss auf die Aktionspoten-
tiale der prasynaptischen MSN.
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Abbildung 3.13. Wirkung von WIN55212-2 auf die synaptische Transmission zwischen rekur-
renten Axonkollateralen von MSN und MSN: Orginalabbildungen.

Aktionspotentiale wurden in prasynaptischen MSN durch Strominjektionen alle 3 s ausgel6st und die
darauf folgenden postsynaptischen Ereignisse in den MSN aufgezeichnet.

A) Amplituden der postsynaptischen Ereignisse. B) 100 posynaptische Ereignisse, die wahrend
zweier Initialphasen (PRE-1, PRE-2) und wahrend der Superfusion von WIN55212-2 aufgezeichnet
wurden. Die Success-Rate betrug 69%, 69% und 31% wahrend PRE-1, PRE-2 und WIN. C) Mittel-

werte der Successes und aller Ereignisse von den 100 Ereignissen aus B.
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Abbildung 3.14. Wirkung von WIN55212-2 auf die synaptische Transmission zwischen rekur-
renten Axonkollateralen von MSN und MSN: Statistische Auswertung.

Aktionspotentiale wurden in prasynaptischen MSN durch Strominjektionen alle 3 s ausgel6st und die
darauf folgenden postsynaptischen Ereignisse in den MSN aufgezeichnet. Die Parameter der synap-
tischen Transmission wurden fir 100 Ereignisse berechnet und in Prozent des initialen Referenzwer-
tes PRE ausgedrickt. Mittelwerte + Standardfehler von 6 Experimenten. Signifikanter Unterschied
von PRE: + P < 0.05.

In einem Experiment wurde zuerst WIN55212-2 (10° M) und im Anschluss
WIN55212-2 gemeinsam mit dem Antagonisten Rimonabant (10° M) superfundiert
(Abb. 3.15). WIN55212-2 beseitigte die Successes (Abb. 3.15 A, B), in der Gegen-
wart von Rimonabant kehrten diese zurliick (Abb. 3.15 A, B). Der Antagonismus
von Rimonabant deutet auch an dieser Synapse auf eine Beteiligung der CB-

Rezeptoren hin.
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Abbildung 3.15. Wirkung von WIN55212-2, Rimonabant (RIM) und Bicucullin auf die synapti-
sche Transmission zwischen rekurrenten Axonkollateralen von MSN und MSN: Orginalabbil-
dungen.

In diesem Experiment wurden alle 0.5 s Aktionspotentiale durch einen depolarisierenden Strom aus-
geldst und die dadurch verursachten postsynaptischen Ereignisse in MSN aufgezeichnet. A) 200
Ereignisse, die wahrend der Initialphase (PRE), wahrend der Superfusion mit WIN55212-2, wahrend
der kombinieten Superfusion von WIN + RIM und wahrend der Superfusion von Bicucullin registriert

wurden. B) Mittelwerte der Successes und aller Ereignisse aus A.

3.3.3. Cannabinoide haben keine somatodendritische Wirkung auf MSN

Wie bei den PV-FSN suchten wir auch bei den MSN nach somatodendritischen
Effekten. Auch diese Experimente wurden im Perforated-Patch-Modus durchge-
fuhrt. Das Membranpotential wurde im Current-Clamp-Modus aufgezeichnet. Es
wurden 500 ms lange Strominjektionen verabreicht, um Aktionspotentiale auszul6-
sen. Wahrend der initialen Referenzperiode (PRE) lag das Ruhemembranpotential
bei -57 £ 3 mV (n = 5). Die durch die Depolarisation verursachten Aktionspotentiale
traten mit einer Frequenz von 21 + 1 Hz (n = 5) auf. WIN55212-2 (5 x 10° M) hatte
weder einen Einfluss auf das Ruhemembranpotential noch auf die Frequenz der
Aktionspotentiale (n = 5) (Abb 3.16).
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Abbildung 3.16. Wirkung von WIN55212-2 (WIN) auf das Ruhemembranpotential und auf die
Aktionspotentialfrequenz von MSN.

Das Membranpotential wurde im Perforated-Patch-Modus aufgezeichnet. Aktionspotentiale wurden
einmal pro Minute durch eine 500 ms lange Strominjektion hervorgerufen. Mittelwerte + Standardfeh-
ler (n=5)

A) Ruhemembranpotential. B) Die Aktionpotentialfrequenz wurde in Prozent des initialen Referenz-
wertes PRE ausgedriickt. C) Strominjektion und Aktionspotentiale wahrend der initialen Referenzpe-
riode (PRE) (1) und 20 Minuten nach Beginn der WIN-Superfusion (2).
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4. Diskussion

Durch die Verwendung transgener Mause konnten PV-FSN im Caudato-Putamen
eindeutig identifiziert werden. Simultan abgeleitete elektrophysiologische Aufnah-
men von identifizierten Neuronenpaaren zeigten, dass eine GABAerge synaptische
Transmission zwischen PV-FSN und MSN und zwischen Axonkollateralen von
MSN und MSN stattfindet und dass die Aktivierung von CBs-Rezeptoren zu einer

prasynaptischen Hemmung der Transmission an beiden Synapsen fuhrt.

4.1. Synaptische Verbindung zwischen identifizierten Neuronen im

Caudato-Putamen

Die Expression von EGFP im Caudato-Putamen ist sehr spezifisch flr parvalbu-
min-positive Neurone in der transgenen Mauslinie, mit der wir arbeiteten (Meyer et
al., 2002). Die Nutzung dieser Mause in Kombination mit der Fluoreszenztechnik
ermoglichte uns eine eindeutige Identifizierung der PV-FSN vor der Aufzeichnung
der Experimente. Dies ist im Falle dieser seltenen Neurone (0,7 % der Neurone im
Caudato-Putamen; Tepper & Bolam, 2004) ein entscheidender Vorteil. Die PV-FSN
unterschieden sich morphologisch in der Infrarot-Video-Mikroskopie, welche fur die
Patch-Clamp-Technik verwendet wird, nicht wesentlich von der Mehrheit der Neu-
rone im Caudato-Putamen. Diese Art der Identifizierung kdnnte elektrophysiologi-
sche Studien mit PV-FSN in der Zukunft deutlich erleichtern. Da MSN 97 % der
Neurone im Caudato-Putamen ausmachen (Tepper & Bolam, 2004), ist die Wahr-
scheinlichkeit sehr grol3 (> 98 %), dass mittelgroRe Neurone ohne Fluoreszenz
MSN sind (unsere Auswahlkriterien schliel3en grof3e cholinerge Interneurone aus).

Synaptische Verbindungen zwischen PV-FSN und MSN wurden bereits in Hirn-
schnitten von erwachsenen Ratten untersucht (Koos & Tepper, 1999; 2002; Koos
et al., 2004). In diesen Studien wurden PV-FSN basierend auf ihrer Morphologie,
ihrer elektrophysiologischen Eigenschaften und der Anwesenheit von Parvalbumin
identifiziert. Erst kirzlich wurde die synaptische Verbindung von Axonkollateralen
von MSN und MSN in Rattengehirnen eindeutig durch Ableitung von Neuronenpaa-
ren dargestellt (Tunstall et al., 2002; Czubayko & Plenz, 2002; Koos et al., 2004).
Eine Zusammenfassung dieser Studien lasst darauf schlieRen, dass die synapti-
sche MSN — MSN Verbindung schwacher als die PV-FSN — MSN Verbindung ist.
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Dies spiegelt sich in den geringeren Verbindungsraten, den niedrigeren Success-
Raten der synaptischen Transmission und der geringeren Anzahl an involvierten
Freisetzungsstellen wieder (Plenz, 2003; Tepper et al., 2004).

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die synaptische Verbindung zwischen PV-FSN
und MSN und zwischen rekurrenten Axonkollateralen von MSN und MSN auch in
Mausegehirnen zu finden sind. Wie bei der Ratte war auch hier die synaptische
MSN — MSN Verbindung schwacher als die PV-FSN — MSN Verbindung. Einige
Unterschiede zwischen unseren Beobachtungen (zum Beispiel war die Success-
Rate der MSN — MSN Verbindung in unserer Studie etwas geringer) und den o-
ben erwahnten Studien kdnnten auf unterschiedliche Bedingungen zurtckzuflihren
sein. So wurden in dieser Studie junge Mause verwendet und die Experimente bei
Raumtemperatur durchgefihrt. Im Gegensatz dazu wurden in den meisten der o-
ben erwahnten Studien erwachsene Ratten verwendet und die Experimente bei 32
— 36 °C durchgeflhrt.

4.2. Aktivierung von CB4-Rezeptoren hemmte die synaptische Trans-
mission

In einer vorangegangenen Studie dieser Arbeitsgruppe (Szabo et al., 1998) wurden
die GABAergen synaptischen Strome der MSN durch unselektive Stimulation her-
vorgerufen. Folglich konnte die Synapse, die durch Cannabinoide gehemmt wird,
nicht identifiziert werden. Die jetzige Studie zeigt eindeutig, dass die Aktivierung
von CBi.Rezeptoren sowohl zu einer Hemmung der synaptischen Transmission
zwischen PV-FSN — MSN als auch zur Hemmung der synaptischen Transmission
zwischen MSN — MSN fuhrt. Interessant ist, dass Cannabinoide die GABA-
Freisetzung an allen Axonendigungen der MSN hemmen: an rekurrenten Axonkol-
lateralen im Caudato-Putamen (wie in der jetzigen Studie gezeigt) und an
Axonendigungen in den Projektionsregionen, der Substantia nigra pars reticulata
und des Globus pallidus (Wallmichrath & Szabo, 2002; Engler et al., 2006).

Obwohl WIN55212-2 ein synthetischer nicht-selektiver CB4/CB, Cannabinoidrezep-
toragonist ist (Howlett et al. 2002; Pertwee, 2005), ist es sehr wahrscheinlich, dass
die Hemmung durch eine Aktivierung des CB4-Rezeptors zustande kommt. Es gibt
im Gehirn von Nagern generell nur sehr wenige CB,-Rezeptoren (Freund et al.,
2003; Mackie, 2005) und die Wirkung von WIN55212-2 wird durch den CBs-
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selektiven Antagonisten Rimonabant aufgehoben. Au3erdem ist WIN55212-2 se-
lektiv fur Cannabinoidrezeptoren und besitzt keine Affinitat zu anderen Rezeptoren
und lonenkanalen (Kuster et al., 1993).

Die alleinige Verabreichung des CB;-Rezeptorantagonisten Rimonabant verbes-
serte nicht die synaptische Transmission zwischen PV-FSN und MSN. Daraus
|&sst sich schliel3en, dass unter unseren Bedingungen Endocannabinoide die sy-
naptische Transmission zwischen den beiden Neuronen nicht hemmen (es existier-

te keine basaler Endocannabinoid-Tonus).

4.3. Die synaptische Transmission wird prasynaptisch gehemmt

Durch den Ausschluss einer postsynaptischen Aktivitat sowie durch eine verringer-
te Transmitterfreisetzungswahrscheinlichkeit an prasynaptischen Axonendigungen
unterstitzen unsere Ergebnisse die Vermutung, dass es sich an beiden Synapsen
um eine prasynaptische Hemmung handelt.

Drei der gemachten Beobachtungen deuten darauf hin, dass das Cannabinoid
WIN55212-2 nicht an der Aktivierung von postsynaptischen GABAa-Rezeptoren
der MSN beteiligt ist. Erstens: WIN55212-2 hat keinen Einfluss auf die Amplitude
der mIPSCs. Zweitens: In der vorangegangenen Studie wurde gezeigt, dass
WIN55212-2 keinen Einfluss auf die durch den GABAa-Rezeptoragonisten Musci-
mol verursachten Strome in postsynaptischen MSN hat (Szabo et al., 1998). Drit-
tens: Im Falle der MSN — MSN Synapse blieb die Amplitude der Successes kon-
stant, nur die Success-Rate fiel stark ab.

Des Weiteren weisen die Ergebnisse darauf hin, dass die Transmitterfreisetzungs-
wahrscheinlichkeit sowohl an Axonendigungen der PV-FSN als auch an rekurren-
ten Axonendigungen der MSN herabgesetzt wird. Erstens: Die Success-Rate der
Neurotrasmission ist in Gegenwart von WIN55212-2 geringer. Zweitens: Die Ab-
nahme des Parameters mean® SD? ist ebenfalls ein Hinweis fiir die verringerte
Transmitterfreisetzung (Clements, 1990; Koos & Tepper, 2002; Galante & Marty,
2003). Drittens: Die Reduktion der Frequenz der mIPSCs ist ein zusatzlicher Be-
weis fur die Hemmung der Transmitterfreisetzung aus synaptischen Vesikeln (da
die MSN GABAerge Signale aus mehreren verschiedenen Bereichen bekommen,
ist es leider nicht moglich zu sagen, in welchen der afferenten Axone die Freiset-

zung gehemmt wird). Die Abnahme der Frequenz der mIPSCs lasst darauf schlie-
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Ren, dass WIN55212-2 auch dann die Transmitterfreisetzung hemmt, wenn diese
nicht durch den Einstrom von Calcium durch spannungsabhangige Calciumkanale
verursacht wurde: wahrscheinlich durch direkte Interaktion mit dem Freisetzungs-
mechanismus der Vesikel. Dieser Einfluss auf den Vesikel-Freisetzungs-
mechanismus wurde schon mehrmals (zum Beispiel, Szabo et al., 2004), aber
nicht immer (zum Beispiel, Hoffman & Lupica, 2000) bei Hemmung der Neuro-

transmission durch Cannabinoide beobachtet (Szabo & Schlicker, 2005).

4.4. Selektive prasynaptische Cannabinoidwirkung bei fehlender so-

matodendritischer Wirkung

Die Stimulation vieler Gio-Protein gekoppelter Rezeptoren verursachte einen Kali-
umauswartsstrom, was zu einer Hyperpolarisation fihrte und somit die Aktivitat der
Neurone hemmt. Zum Beispiel verringert die Stimulation von Dopamin Do-
Rezeptoren, a,-Adrenorezeptoren und GABAg-Rezeptoren die Aktivitat von Neuro-
nen (Lacey et al., 1987; Szabo et al., 1996; Than & Szabo, 2002). Unter unseren
Bedingungen verursachte der GABAg-Rezeptoragonist Baclofen den erwarteten
Kaliumauswartsstrom. Im Gegensatz dazu verursachte WIN55212-2 keinen Kali-
umauswartsstrom und beeinflusste Membranpotential und Aktionspotentialfre-
quenz nicht. Dies ist erstaunlich, da PV-FSN CB-Rezeptoren synthetisieren und
die Aktivierung dieser in den Axonendigungen der PV-FSN zu einer prasynapti-
schen Hemmung fuhrt. Eine mogliche Erklarung ware dafur, dass die meisten CB+-
Rezeptoren nach ihrer Synthese in die Axonendigungen transportiert werden, ahn-
lich wie bei Neuronen in Zellkulturen (Twitchell et al., 1997; Irving et al., 2000).
Bemerkenswerterweise wurde ein ahnliches Fehlen einer somatodendritischen
Wirkung im Falle der Korbzellen der Kleinhirnrinde (Szabo et al., 2004) und der
subthalamo-pallidalen Projektionsneurone (Freiman & Szabo, 2005) festgestellt.
Auch wenn Cannabinoide manchmal somatodendritische Wirkungen haben (Hu-
ang et al., 2001; Kreitzer et al., 2002), scheint ihre prasynaptische Aktivitat und
Selektivitat doch die Regel zu sein (Szabo & Schlicker, 2005). Nach neueren Er-
gebnissen fehlen die somatodentritischen CB¢-Rezeptoren, weil sie durch Interna-
lisierung kontinuierlich von der Zellmembran entfernt werden (Leterrier et al., 2004,
2006).
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4.5. Die Rolle der CB4-Rezeptoren in den Basalganglien

Zusammen mit den Ergebnissen dieser Studie lasst sich ein annahernd vollstandi-
ges Bild der Lokalisation und der Funktion der CBi-Rezeptoren im Caudato-
Putamen erstellen. CB4-Rezeptoren befinden sich auf Axonendigungen der PV-
FSN und den Axonkollateralen der MSN. Die Aktivierung des Rezeptors fuhrt zu
einer prasynaptischen Hemmung der Transmission zwischen diesen Neuronen und
ihren postsynaptischen Zielzellen, den MSN. Andere Neurone des Caudato-
Putamen — Neuropeptid Y/ NOS/ Somatostatin-positive Interneurone, Calretinin-
positive Interneurone und cholinerge Interneurone — synthetisieren keine CB;-
Rezeptoren (Marsicano & Lutz, 1999; Hohmann & Herkenham, 2000). Wie in der
Einleitung erwahnt, besitzten glutamaterge afferente Axone aus dem Cortex CB;-
Rezeptoren, deren Aktivierung zu einer Hemmung der excitatorischen Neuro-
transmission fuhrt. Dopaminerge afferente Axone aus der Substantia nigra und
GABAerge afferente Axone aus dem Globus pallidus besitzen keine CBi-
Rezeptoren (Herkenham et al., 1991a; Matsuda et al., 1993; Szabo et al., 1999).
Eine typische Wirkung von Cannaboniden auf das Bewegungssystem ist Kata-
lepsie (Sanudo-Pena et al. 1999). Es handelt sich dabei um ein Verharren in einer
bestimmten Korperhaltung bei erhohtem Muskeltonus. Die Stellung der Glieder
kann durch passive Bewegung von aufden verandert werden und bleibt dann in
dieser Position.

Die von uns gezeigte Hemmung der synaptischen Transmission zwischen PV-FSN
— MSN (MSN-Projektionsneurone zum Globus pallidus) kann Katalepsie hervorru-
fen. Es ist jedoch zu bedenken, dass Cannabinoide auf viele Synapsen in den Ba-
salganglien wirken (Abb. 4.1). Einige dieser Wirkungen kénnen Katalepsie auslo-
sen (Abb. 4.1)



Diskussion 63

‘l']'* PV-FSN caudato-
cortex , putamen
Y MSN MSN
indire¢ *x N\ direct
glutam

nucleus
subthalamicus

thalamu‘s\GABA

Abbildung 4.1. Neuronale Verbindungen innerhalb des extrapyramidal-motorischen Systems

und Wirkung von Cannabinoiden. GABAerge Neurone sind schwarz, glutamaterge griin und do-
paminerge blau gezeichnet. Die roten Balken stellen die nachgewiesenen (ausgefillt) oder sehr
naheliegende (leere) Wirkung von Cannabinoiden dar. Durch die Sterne sind die prokataleptischen

Wirkungen von Cannabinoiden markiert.
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5. Zusammenfassung

CBj-Cannabinoidrezeptoren werden von vielen Neuronen des Caudato-Putamen
exprimiert. Es ist jedoch nicht bekannt, wie diese Rezeptoren die synaptische
Transmission zwischen verschiedenen Neuronentypen beeinflussen. Das Ziel die-
ser Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, um die synaptische Verbindung zwi-
schen eindeutig identifizierten Neuronen im Caudato-Putamen zu untersuchen und
die Wirkung von Cannabinoiden auf die synaptische Ubertragung zu testen.

Wir verwendeten transgene Mause, bei denen "enhanced green fluorescent prote-
in" (EGFP) in parvalbumin-positiven "fast-spiking"-Interneuronen (PV-FSN) expri-
miert wird. Es wurden 300 um dicke Hirnschnitte hergestellt; in diesen wurden PV-
FSN anhand ihrer Fluoreszenz identifiziert. Ein mittelgroles Neuron ohne Fluores-
zenz galt als "medium-spiny"-Neuron (MSN). Die synaptische Transmission wurde
durch gleichzeitiges Ableiten von zwei identifizierten Neuronen mit Hilfe der Patch-
Clamp-Technik untersucht. An der PV-FSN — MSN-Synapse senkte der syntheti-
sche Cannabinoidrezeptoragonist WIN55212-2 die Erfolgsrate der Transmission
und die Amplitude der erfolgreichen synaptischen Transmissionsereignissen. Die
Auswertung von "miniature inhibitory postsynaptic currents" (mIPSCs) wies auf
eine prasynaptische Hemmung der Transmission hin. An vielen Synapsen des
Gerhirns fuhrt eine Depolarisation des postsynaptischen Neurons zur Freisetzung
von Endocannabinoiden, die anschlielend die Transmitterfreisetzung aus der pra-
synaptischen Axonendigung hemmen; solch eine endocannabinoid-vermittelte re-
trograde SignalUbertragung war an der PV-FSN — MSN-Synapse nur schwach
(wenn Uberhaupt) vorhanden. WIN55212-2 hatte keinen somatodentristischen Ef-
fekt auf PV-FSN: Membranpotential, Membranstrom und stimuliertes Feuern der
Neurone wurde nicht beeinflusst. Ahnlich wie an der PV-FSN — MSN-Synapse
hemmte WIN55212-2 die Ubertragung an der MSN — MSN-Synapse.

Mit Hilfe transgener Mause, deren Zellen mit Parvalbumin zusammen EGFP
exprimierten, war es mdglich Neurone im Caudato-Putamen eindeutig zu identifi-
zieren. Die Untersuchung der Cannabinoidwirkungen auf die synaptische Ubertra-
gung zwischen identifizierten Neuronen ermdglichte eine definitive Klarung der
Funktion von CBi-Rezeptoren im Caudato-Putamen. Die Aktivierung von CB;-
Rezeptoren hemmt sowohl die PV-FSN — MSN-Synapse als auch die MSN —
MSN-Synapse mit einem prasynaptischen Mechanismus. Im Gegensatz dazu ha-

ben Cannabinoide keine somatodentritischen Wirkungen im Caudato-Putamen.
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Barbarastra3e 12 ¢ 79106 Freiburg im Breisgau
e Tel.: 0761/ 20 85 86 8 « E-Mail: alex.anton@arcor.de

W Personliche Daten

Name:

Geburtsdatum und -ort:
Staatsangehdrigkeit:
Familienstand:

B Schulbildung

1986 - 1990
1990 - 1994
1994 - 1999

B Studium

1999 - 2000

2000 - 2007
09/2002
09/2003
03/2006
05/2007

Alexandra Anton

29. Februar 1980, Freiburg i. Br.
deutsch

ledig

Kastellbergschule in Waldkirch
Geschwister-Scholl-Gymnasium in Waldkirch
Droste-Hulshoff-Gymnasium in Freiburg i. Br.

Abschluss: Allgemeine Hochschulreife, Juni 1999

Studium der Rechtswissenschaften an der Albert-Ludwig-Universitat
Freiburg i. Br.

Medizinstudium an der Albert-Ludwig-Universitéat Freiburg i. Br.
Arztliche Vorpriifung

Erster Abschnitt der Arztlichen Priifung

Zweiter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Dritter Abschnitt der Arztlichen Priifung

Abschluss: Approbation als Arztin, Mai 2007

B Famulaturen und praktisches Jahr

03/2003
09/2004

03/2005

09/2005
04/2006 - 02/2007

B Beruflicher Werdegang

Seit 06/07

Famulatur an der Universitats-Hautklinik Freiburg i. Br.

Famulatur in der Allgemeinarztpraxis Dr. Frey-Bermeitinger in
Schliengen

Famulatur an der Universitats-Augenklinik Freiburg i. Br.

Famulatur im Gesundheitsamt Freiburg i. Br.

Praktisches Jahr am Kreiskrankenhaus Emmendingen (Wahlfach:
Augenheilkunde, Universitats-Klinik Freiburg i. Br.)

Assistenzarztin  in  Weiterbildung an der Universitats-Augenklinik
Freiburg i. Br.

B Tatigkeit im Rahmen der Promotion

09/2003 -04/2004

Experimentelle Tatigkeit im Rahmen der Promotion (Analysis of the
effects of cannabinoids on identified synaptic connections in the
caudate-putamen by paired recordings in transgenic mice) am Institut
fur Pharmakologie und Toxikologie der Albert-Ludwig-Universitéat
Freiburg i. Br. in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Szabo
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