TECHNISCHE UNIVERSITAT MUNCHEN

Lehrstuhl fiir Zoologie

Mdgliche Interaktionen des endocannabinoiden Systems
mit dem 5-HT;-Rezeptor in der Amygdala: Untersuchungen zur
Bedeutung fir die Modulation der GABAergen synaptischen

Transmission und Furchtkonditionierung

Daniela Hofelmann

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir
Erndhrung, Landnutzung und Umwelt der Technischen Universitat Minchen zur

Erlangung des akademischen Grades eines
Doktors der Naturwissenschaften

genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. M. Klingenspor
Prifer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. H. Luksch

2. apl. Prof. G. K. Rammes, PhD.

Die Dissertation wurde am 02.04.2012 bei der Technischen Universitat Miinchen
eingereicht und durch die Fakultat Wissenschaftszentrum Weihenstephan fir

Erndhrung, Landnutzung und Umwelt am 03.07.2012 angenommen.



Meinen Eltern gewidmet



Inhaltsverzeichnis

1 BINIEIUNG coeeiiieieeeeeeeeeeeee et 1
1.1 Das endocannabinOide SYSEM............uuuuuuimmmmmimiiiiiiiiiiiiiiiiiineieenneeeneeeeeeeaeees 1
1.1.1 Endocannabinoide steuern die neuronale AKLIVItAL...........covvevivevnvinneennnen, 3

1.1.2 Bedeutung des ECS fur somatische und psychiatrische Erkrankungen... 7
1.2 Das Serotonerge SYSIEM........uiiiiieiiii e et et e e e e e et eeaa s 9
1.2.1  Serotonin (5-HT) und seine Rezeptoren..........cccovvvvviiiieieeeeeceiiiieee e 10

1.2.2 Bedeutung des 5-HT;-Rezeptors fur somatische und psychiatrische

= 1] (0T =T o SRR 12
1.3  Hinweise auf eine Interaktion zwischen dem ECS und dem 5-HT;-Rezeptor 14
1.4 Die AMYQUAIA. ... .ttt 15

14.1 Bedeutung der Amygdala in der Verarbeitung von Schmerz und Angst .17

1.5  SynaptiSChe PIASHZItAL ............uuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 20
1.6  Synaptische TransSmiSSIiON ..........c.uiiiiiiiiiiiiiic e 21
1.7  Zielsetzung der ArDEIt ........ooo o 24
2 Material und MethOOeN...........ooiiiiiii s 25
2.1  Herstellung von Hirnschnittpraparaten der Amygdala.............cccccoeeeeeieeeninnnn, 25
2.2 Infrarot-VideomiKrOSKOPIE ........uuuiiiieieiiiiiiices et e e e e aaaees 27
2.3 Infrarotmikroskopisch kontrollierte Photostimulation...............cccccceeeiiieennninns 29
231 Laser-Photostimulation ..........ccooooooiioeeeeee e 29
2.4 ElektrophySIiOlOgIe .....cccooeeeeeeeeeee e 31
241 VerSUCNSAUTDAU .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e eeeeeeeeees 31
2.4.2  Ganzzellableitung und Stimulation ............ccccceeeeii i, 33
2.5 VerhaltenSVErSUCKNE .........ccoiiiiiiiiii e 38
2 T A =T £SO TP PTTTRPTPTRTRTRRRN 38
2.5.2 Durchfluihrung der Verhaltenstests.........cccooevviii i, 38
2.5.3  Analyse und Statistik der Verhaltenstests ............cccciiiiiiieniiinnn. 39
2.5.4  Pharmazeutika und Experimentaufbau...............cccuvveviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 39
2.6 Auswertung und StatiStiK..........coooeeeeeiiee e 40



3

5

o 0 [T o] 1T < SR 45

3.1  Spielen 5-HTs-Rezeptoren eine Rolle bei der Modulation der GABAergen
TranSMISSION IN EF BLA? ... e et e e e e e e e e et e e e e e eeeeennees 45

3.2  Besteht auf der Ebene der GABAergen synaptischen Transmission eine

Interaktion zwischen ECS und 5-HT3-Rezeptoren?..............evvvviviiviiimiiimiiiiiiiiiininnnnns 47

3.2.1 5-HT3;-Rezeptor Antagonist Ondansetron reduziert eGABAA-IPSCs und
PGABAAICS .ottt 47

3.2.2  Tropisetron (50 nM) reduziert eGABAA-IPSCs ohne direkten
Antagonismus an GABAA-REZEPIOreN.........coovi i 48

3.2.3  Tropisetron (50 nM) reduziert eGABAA-IPSCs liber den nikotinergen
Acetylcholin (NACh)-REZEPLON .......ccoieeeeeeeeee e 50

324 MNIPSECS. . e 51

3.3 Sind 5-HT;-Rezeptoren an der Kontrolle von Cannabinoid-vermittelter

synaptischer Aktivitat (LTDi) beteiligt? ... 53
3.3.1  5-HTs-Rezeptoren haben keinen Einfluss auf die Induktion von LTDi.....53

3.4  Welche Bedeutung hat der 5-HT3-Rezeptor fur Akquisition und Extinktion

furchtbezogener Gedachtnisinhalte in Verhaltensuntersuchungen?.............cccc....... 55
3.4.1 Die Aktivierung von 5-HTs-Rezeptoren dampft die Extinktion................. 56

3.4.2  Die pharmakologische Modifikation von 5-HT3-Rezeptoren beeinflusst

nicht die Extinktion aversiver Gedachtnisinhalte...........coouvveieeio e 57
DS KUSSION. ..ttt e e 60

4.1  Einfluss von 5-HTs;-Rezeptor-Antagonisten auf die Modulation der GABAergen

TranSMISSION N AEE BLA ... oo 60

4.2  Auf Ebene der GABAergen synaptischen Transmission besteht keine

Interaktion zwischen ECS und 5-HT3-ReZeptoren............uuvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiniinnnns 63

4.3  Einfluss der 5-HTs-Rezeptoren auf die Kontrolle von Cannabinoid-vermittelter

synaptischer AKHVITAL (LTDI) ...cooviiiiiiiiie 65
4.4  Die Aktivierung von 5-HT;-Rezeptoren inhibiert die Extinktion ...................... 66

4.5 Die pharmakologische Modifikation von 5-HT;- und CB1-Rezeptoren zeigt

keine gegenseitige Beeinflussung der Extinktion aversiver Gedachtnisinhalte.......... 69
4.6  Klinische IMpIKatioN............coooiiiii 71
ZUSAMIMENTASSUNG .. ..ttttttttttiitteteeeeteeeeeeeeeesee et s st e sttt beesesnnnnes 74



Danksagung .............eeeeveeemeenennnnnns

Verzeichnis eigener Publikationen



Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Chemische Strukturformel der zwei Endocannabinoide............ccccccovviviiiiiiiiiiiinenieeenn, 2
Abb. 2: Signaltransduktion des CBL-REZEPIOIS........cuuieieiiiiiiiiiiiieee e e iiiiiieee e e e s sssinrreee e e e e e e sneneaees 4
Abb. 3: Schematische Darstellung von DSI (Depolarisations-induzierte Suppression der

18] 11 o1 To] ) OO PP OP PP PPPPP 6
Abb. 4: Schematische Darstellung des 5-HTs-Rezeptors und chemische Strukturformel des
NEUrotranSMItIErS SEIOTONIN .......uuiiiiie ittt e ettt e e e e e e e st e e e e e e s s asnnbeeeeeeaeeeeaanns 12

Abb. 5: Schematische Darstellung der Verschaltung der Amygdala bei der

FUIrChtKONAItIONIEIUNG ....eeeiiee et e e e e e e e e e st e e e e e e s s snnntraaeeeaeeeeaanns 17
Abb. 6: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen ECS und 5-HTs-Rezeptor ............ 19
Abb. 7: A: Uberfiihren des praparierten Gehirns auf den Metallblock B: Aufgeklebtes Gehirn .. 26
Abb. 8: A: Vibratom B: Anfertigen der HIrnSChNitte ..o 27
Abb. 9: Versuchsaufbau des Infrarot-Videomikroskops mit IR-gelenkter Photostimulation ....... 28
Y o o T IO T A - ] P RESTP 30
Abb. 11: Patch-Clamp MEeRPIALZ ..........coeieece e 32
Abb. 12: Schematische Darstellung der Amygdala............ccoooeieiiiiiiiii i, 33
Abb. 13: Berechnung der Messgro3en aus dem abgeleiteten Stromzeitverlauf ....................... 43

Abb. 14: 5-HT;-Rezeptor-Antagonist Ondansetron reduziert dosisabhéngig GABAerge elPSCs

..................................................................................................................................................... 46
Abb. 15: 5-HT;-Rezeptor Antagonist Ondansetron reduziert eGABBA-IPSCs nicht Uber die
INNIDItION VON 5-HT3-REZEPLOIEN ... e 48
Abb. 16: 5-HT3;-Rezeptor Antagonist Tropisetron reduziert eGABAA-IPSCs ohne direkten
EINfluSS aUf PGABAA-ICS ... 49
Abb. 17: Die Reduktion der eGABA-IPSCs ist abhangig von dem a;-nAch-Rezeptor.............. 51

Abb. 18: 5-HT3-Rezeptor Antagonist Tropisetron verandert in Gegenwart von TTX weder die
Frequenz noch die Amplitude vON MIPSCS ..., 52

Abb. 19: 5-HT3s-Rezeptor Antagonist Tropisetron hat keinen Einfluss auf die Induktion von LTDi

..................................................................................................................................................... 54
Abb. 20: 5-HT3s-Rezeptor Agonist SR57227 hat keinen Einfluss auf die Induktion von LTDi..... 55
Abb. 21: In Verhaltensuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass 5-HTs-Rezeptoren die
EXUNKLON AMPIEN ... —————— 57
Abb. 22: Die pharmakologische Modifikation von 5-HT3;-Rezeptoren beeinflusst nicht die
Extinktion aversiver GedachtniSiNNalte ... 58

Abb. 23: Schematische Darstellung: Tropisetron, ein partieller Agonist des a;-nAch-Rezeptor,
moduliert IPSCs in der Amygdala Uiber den a;-NACh-REZEPLOr ......cooveeeiiciiiiiiiie e 65

VI



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das endocannabinoide System

Schon seit frihester Menschheitsgeschichte interessierte man sich fir die spezifische
Wirkung von Extrakten und Praparaten aus der Pflanzen- und Tierwelt, um Krankheiten
und Wunden zu heilen. Die Fortschritte in der Chemie und Medizin steigerten dabei
zunehmend das Bediirfnis, die aktiven Substanzen der Naturstoffe in reiner Form zu
gewinnen, um sie gezielt fur therapeutische Zwecke zu nutzen. Das pharmakologische
Wirkungsspektrum dieser Substanzen basiert darauf, dass sie definiert in den
Stoffwechsel modulierend eingreifen, der fir die Aufrechterhaltung der Homdostase
des Korpers von grofRer Bedeutung ist. Wird dieses Gleichgewicht gestort, kommt es

zu pathologischen Symptomen (Steinert und Lutz, 2006).

Eine dieser altesten Kulturpflanzen ist die Hanfpflanze Cannabis sativa. Ilhre Fasern
sind beliebte Rohstoffe, die zur Produktion von Stoffen und Seilen bereits in der Antike
verwendet wurden (Nicoll et al., 2005). Das aus ihr gewonnene Cannabis-Extrakt wird
seit Uber 4000 Jahren fir therapeutische Zwecke (Steinert und Lutz, 2006) und fur den
gelegentlichen Drogenkonsum genutzt (Ashton, 1999). Neben der
bewusstseinsverdandernden Wirkung von Cannabis sind auch analgetische,
anxiolytische, antispastische und appetitférdernde Effekte beschrieben (Baker et al.,
2000; Breivogl et al., 2001; Nelson et al., 1994). Im Jahre 1964 konnte erstmals die
psychoaktive Komponente Delta-9-Tetrahydro-cannabinol (THC) aus der Hanfpflanze
isoliert werden (Gaoni und Mechoulan, 1964), wodurch es mdoglich wurde, die
Wirkungsweise dieser Substanz detailliert zu untersuchen. 1990 wurde der
Cannabinoid-Rezeptor Typ 1 (CB1) als spezifische Bindungsstelle im Gehirn
beschrieben (Matsuda et al., 1990). Das kdrpereigene Cannabinoid Anandamid, auch
als N-Arachidonoylethanolamin bekannt (Devane et al., 1992), ein weiterer
Cannabinoid-Rezeptor Typ 2 (CB2) (Munro et al., 1993) und ein zweites kdrpereigenes
Cannabinoid, Arachidonoylglycerol (2-AG) (Wiley et al.,, 2002), wurden in den

darauffolgenden Jahren identifiziert.
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Anandamid 2-Arachidonoylglycerol

Abb. 1: Chemische Strukturformel der zwei Endocannabinoide

Darstellung der chemischen Strukturformel der beiden korpereigenen Cannabinoide:
Anandamid und 2-Arachidonoylglycerol. Bei diesen beiden Liganden handelt es sich um
fettlésliche Molekile, die im zentralen Nervensystem (ZNS) bei Bedarf enzymatisch gebildet
und freigesetzt werden.

Diese beiden Liganden gehéren zu zwei Klassen von Lipiden, den N-Acyl-
Ethanolaminen und den Monoacylglycerolen (Abb. 1) (Devane et al., 1992; Mechoulam
et al.,, 1995; Stella et al., 1997). Da sie fettléslich sind, kbnnen sie nicht wie der
Neurotransmitter Serotonin in Vesikeln gespeichert werden, sondern missen bei
Bedarf aus inaktiven, in die Zellmembran eingelagerten Vorlaufermolekilen

enzymatisch gebildet und freigesetzt werden (Nicoll, 2005).

Der CB1- und der CB2-Rezeptor sind metabotrop (G-Protein-gekoppelt) und gehéren
zur Klasse der Sieben-Transmembran-Rezeptoren (Matsuda et al., 1990). Der CB1-
Rezeptor wird in vielen Regionen des zentralen Nervensystems (ZNS) und des
peripheren Nervensystems (PNS) exprimiert (Devane et al., 1988). Des Weiteren
werden auch im Gefal3system, in der Leber, im Fettgewebe und in Zellen des
Immunsystems CB1-Rezeptoren exprimiert (Munro et al., 1993). Der CB2-Rezeptor ist
vorwiegend in peripheren, immunkompetenten Zellen von Milz, Lymphsystem, Thymus
und Knochenmark, wie auch in der Mikroglia sowie den Immunzellen des Gehirns zu
finden (Munro et al., 1993). Darliber hinaus kénnen auch Hautzellen und Neurone des

Stammbhirns CB2-Rezeptoren exprimieren (Steinert und Lutz, 2006).

Die CB1- und CB2-Rezeptoren mit ihren beiden Liganden Anandamid und 2-AG
bezeichnet man heute als das sog. endocannabinoide System (ECS) (Hill et al., 2010).
Gemeinsam mit ihren synthetisierenden Enzymen, N-Acyl-Phosphatidyl-Ethanolamin-

Phospholipase D (NAPE-PLD) und Diacyl-Glycerol-Lipase (DAGL), und mit ihren
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abbauenden Enzymen, Fettsdureamid-Hydrolase (fatty acid amide hydrolase, FAAH)
und Mono-Acylglycerol-Lipase (MAGL), gehdrt das ECS zu den wichtigen
regulatorischen Systemen im menschlichen und tierischen Organismus (Akiraw, 2011).

Seit der Entdeckung des ECS gewinnen Cannabinoide zunehmend an Bedeutung.

1.1.1 Endocannabinoide steuern die neuronale Aktivitat

Im ZNS fuhrt eine neuronale Depolarisation zu einer erhdhten intrazellularen Kalzium
(Ca*") Konzentration, wodurch Anandamid und 2-AG enzymatisch gebildet und
freigesetzt werden (Piomelli, 2003). Nach ihrer Synthese und Freisetzung binden sie
als retrograde Botenstoffe an CB1-Rezeptoren, die hauptsachlich prasynaptisch
lokalisiert sind. Eine CB1-Rezeptoraktivierung fuhrt, Gber die am CB1-Rezeptor
gekoppelten Gj,-Proteine, zur Inhibition der Adenylatcyclase-Proteinkinase A (AC-
PKA)-Signaltransduktionskaskade (Abb. 2) (Howlett et al., 1986). G-Proteine sind sog.
,second-messenger, Uber welche Rezeptoren unterschiedliche biochemische
Signalkaskaden aktivieren bzw. hemmen, die wiederum verandernd auf lonenkandle

einwirken konnen (Nicoll, 2005).
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Abb. 2: Signaltransduktion des CB1-Rezeptors

,ourch die Bindung von Cannabinoiden wird der CB1-Rezeptor aktiviert. Dies fihrt zu einer
Vielzahl von Ereignissen, die unterschiedliche Signaltransduktionsketten in der Zelle
beeinflussen konnen. In der Zellmembran werden verschiedene Kalizum- (Ca2+) und
Kaliumkanale (Ki, K,) in ihrer Aktivitdt beeinflusst, was schliel3lich zur Verringerung der
neuronalen Erregbarkeit flhrt (Bisogno et al., 2005). EC: Endocannabinoid; CB1: Cannabinoid-
Rezeptor Typ 1; Gi/O: inhibitorisch  wirkendes G-Protein; cAMP: zyklisches
Adenosinmonophosphat; PKA: Protein-Kinase A; PKB/AKT: Protein-Kinase B; PI3-K:
Phosphoinositol-3-Kinase; Raf-1: Raf-1-Kinase; ERK: Extrazellular regulierte Kinase; IEG:
immediate early gene (d.h. Gene, deren Transkription durch Signalketten schnell gesteigert
wird); c-fos, c-jun und zif268: verschiedene Transkriptionsfaktoren; BDNF: Wachstumsfaktor
~brain derived neurotrophic factor* (M. Steiner und B. Lutz, 2006)

In Abh&ngigkeit von der Hirnregion modulieren CB1-Rezeptoren Ca?' - oder Kalium
(K")-Kanale (Bisogno et al., 2005), was zu einer Verringerung der neuronalen
Erregbarkeit fihrt. CB1-Rezeptoren wirken in Hippocampus und dorsalem Striatum
iiber eine Hemmung von Ca®*-Kanalen (Hoffmann und Lupica, 2000; Gerdeman und
Lovinger, 2001). Im Nucleus accumbens und in der Amygdala hingegen beeinflussen
sie die neuronale Aktivitat Giber eine Aktivierung von K*-Kanalen (Robbe et al., 2001;
Azad et al.,, 2003). Durch eine Beeinflussung dieser lonenkandle reduzieren CB1-
Rezeptoren die Freisetzung von Neurotransmittern aus prasynaptischen Terminalen
(Clapper et al., 2009). Initial wurde die Expression des CB1-Rezeptorproteins nur auf

inhibitorischen Interneuronen nachgewiesen (Hajo et al., 2000; Katona et al., 2001), so

4
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dass man davon ausging, dass Cannabinoide in verschiedenen Hirnregionen zu einer
Hemmung der GABAergen (y-Aminobuttersdure) synaptischen Transmission fuihren
(Hoffman and Lupica, 2000; Katona et al., 2001; Azad et al., 2003). Mittlerweile konnte
gezeigt werden, dass CB1-Rezeptoren auch auf glutamatergen Neuronen exprimiert
werden (Katona et al., 2006), was die Vermutung bestétigt, dass Cannabinoide in
Hippocampus, Amygdala und Cortex auch die glutamaterge synaptische Transmission
inhibieren (Hoffman et al., 2005; Domenici et al., 2006; Takahashi und Castillo, 2006).
Uber diesen Mechanismus nehmen Cannabinoide in vielen Regionen des ZNS Einfluss
und konnen sowohl die exzitatorische wie auch die inhibitorische synaptische
Transmission hemmen (Misner und Sullivan, 1999; Hoffman und Lupica, 2000; Katona
et al.,, 2001; Azad et al., 2003; Robbe et al., 2003; Melis et al., 2004). So fuhrt die
Depolarisation von Cornu ammonis-(CA)-1-Pyramidenneuronen im Hippocampus und
von Neuronen im Cerebellum zu einer CB1-Rezeptor-abhangigen transienten Inhibition
der prasynaptischen GABA-Freisetzung aus inhibitorischen Interneuronen (Kreitzer et
al., 2002). Dieses Phanomen wird als Depolarisations-induzierte Unterdriickung der
Inhibition (DSI) bezeichnet (Abb. 3). DSI fiuhrt zu einer Unterdriickung der Inhibition
(Disinhibition) von glutamatergen Pyramidenneuronen. Dadurch werden Mechanismen
der synaptischen Plastizitat wie z.B. die Langzeitpotenzierung (LTP), ein neuronales in
vitro Korrelat von Lern- und Gedachtnisprozessen, beglnstigt (Kreitzer et al., 2002;
Marsicano et al., 2002; Azad et al., 2004). McMahon und Kauer stellten fest, dass die
hochfrequente Stimulierung der CA3 Afferenzen im Hippocampus in den
exzitatorischen Synapsen von Interneuronen eine Langzeitdepression (LTD) ausldst,
welche sie als Interneuron LTD (iLTD) bezeichneten (McMahon und Kauer, 1997).
Somit fuhrt eine LTP, ausgel6st in den Pyramidenneuronen der CA3 Region, zu einer
iLTD in den Interneuronen in der CA1 Region. iLTD ist nicht synapsenspezifisch und
schwacht somit nicht nur die aktivierten Synapsen des Interneurons, sondern auch die
inaktivierten Synapsen. Dies fihrt zu einer gesteigerten Erregbarkeit der
nachgeschalteten CAl-Pyramidenneuronen, welche vom vorgeschalteten Interneuron
innerviert werden (McMahon und Kauer, 1997). Weitere Studien zeigten, dass die
spezifische niederfrequente Stimulation von Afferenzen in der basolateralen Amygdala
(BLA) zur inhibitorischen Langzeit-depression (LTDi), einer anhaltenden Abnahme der

GABAergen Transmission, fuhrte (Marsicano et al., 2002; Azad et al., 2004). Auch
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dieses Phanomen beginstigt Lern- und Gedachtnisprozesse, da die LTDi der BLA zur

Langzeitpotenzierung in der zentralen Amygdala (CeA) fuhrt.

N
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Abb. 3: Schematische Darstellung von DSI (Depolarisations-induzierte Suppression der
Inhibition)

A: ,Zustand beim Eintreffen eines Aktionspotentials an einer GABAergen Synapse.“ B:
»Zustand nach zusatzlichem Eintreffen einer aktivierenden (glutamatergen) synaptischen
Ubertragung an der Postsynapse der GABAergen Synapse. Die Stimulation der Postsynapse
l6st den Einstrom von Ca®* aus, der die Endocannabinoid (EC)-Synthese stimuliert. Diese
bewegen sich zuriick zu einer GABAergen Prasynapse, aktivieren dort den Cannabinoid-
Rezeptor Typ 1 (CB1) und unterdriicken die GABA-Freisetzung. Das gleiche Phanomen kann
auch an einer glutamatergen Synapse stattfinden und wirde dort als DSE (Depolarisations-
induzierte Suppression der Exzitation) bezeichnet werden.* (M. Steiner und B. Lutz, 2006)
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1.1.2 Bedeutung des ECS fir somatische und psychiatrische Erkrankungen

Seit der Isolierung von THC und der Entdeckung des ECS gewinnen Cannabinoide
aufgrund ihrer analgetischen, spasmolytischen, antiemetischen, appetitférdernden und
anxiolytischen Wirkung (Breivogel und Childers, 1998; Baker et al., 2000; Pertwee,
2001; Porter & Felder, 2001) in der Medizin zunehmend an Bedeutung.

Das ECS spielt eine wichtige Rolle bei der Schmerzverarbeitung (Martin et al., 1999;
Manning et al., 2001) und scheint bei der Entstehung von chronischen Schmerzen
beteiligt zu sein (Azad et al., 2005; Paulson et al., 2002). In verschiedenen Studien
konnte gezeigt werden, dass die exogene Gabe von Cannabinoiden die Nozizeption
beeinflusst (Azad, 2006; Petwee et al., 2001; Porter et al., 2001; Cravattet al., 2004).
Sie fuhrte im Tiermodell zur Analgesie (Martin et al., 1999). Studien mit CB1-knock-out
(CB1")-Mausen zeigten, dass die Cannabinoid-induzierte Analgesie Uber CBI1-
Rezeptoren vermittelt wird (Ledent et al., 1999; Zimmer et al., 1999). In Bezug auf
akute Schmerzen bestatigen Untersuchungen am Menschen den analgetischen Effekt
von Cannabinoiden (Azad, 2005; Ware et al., 2003). Die analgetische Wirkung bei
chronischen Schmerzen wird kontrovers diskutiert. Eine in den 70er Jahren
durchgefihrte Studie an Patienten mit Tumorschmerzen zeigte, dass eine einmalige
orale Dosis (20 mg) von Cannabinoiden eine vergleichbare analgetische Wirkung hatte
wie Codein (120 mg) (Noyes et al., 1975). Jedoch fiihrte diese einmalige orale Dosis
von Cannabinoiden zu unerwiinschten Nebenwirkungen wie beispielsweise Schwindel,
Ataxie, Sehstdérungen und Schlafrigkeit (Noyes et al., 1975). In einer weiteren
klinischen Studie konnte nach der oralen Gabe von THC (16,6 + 6,5 mg/Tag) keine
analgetische Wirkung festgestellt werden (Attal et al., 2004). Hingegen fihrte die orale
Verabreichung des synthetischen Cannabinoids CT-3 (40 mg/Tag) zu einer
signifikanten Verbesserung chronisch neuropathischer Schmerzen (Azad, 2006; Karst

et al., 2003).

Patienten mit Multipler Sklerose leiden oft unter schmerzhaften, spastischen
Symptomen (Zajicek et al.,, 2003). Untersuchungen an einem Multiple Sklerose
Tiermodell zeigten, dass die spastischen Symptome bei der Multiplen Sklerose durch
ein Ungleichgewicht des ECS ausgeldst werden (Baker et al., 2001). Eine Studie an

Patienten mit Multipler Sklerose beschreibt, dass eine orale Verabreichung eines
7
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Cannabis-Extraktes die schmerzhaften, spastischen Symptome verbesserte (Svendsen
et al., 2004; Wade et al., 2004). Trotzdem wird der therapeutische Einsatz von
Cannabis in kontrollierten Studien immer noch widerspruchlich beurteilt (Campell et al.,

2001).

Krebspatienten in den USA, die sich einer Chemotherapie unterziehen mussten und
unter Ubelkeit und Erbrechen litten, fanden in den 70er Jahren zuféllig heraus, dass
sich ihre Symptome verbesserten, wenn sie Marihuana rauchten (Sallan et al., 1975).
In Untersuchungen am Tiermodell konnten CB1-Rezeptoren als fur die Vermittlung des
antiemetischen Effekts ausschlaggebend identifiziert werden (Elsner, 2005; Darmani,
2001, 2004; Simoneau, 2001; Parker et al.,, 2003; van Sickle et al., 2003). Der
therapeutische Einsatz von Cannabinoiden als wirksames Antiemetikum nach einer
Chemotherapie ist auch am Menschen gut untersucht (Elsner, 2005; Tramer et al.,
2001). Da jedoch nach der Gabe von Cannabinoiden haufig mit psychotropen (Elsner,
2005; Tramer et al., 2001) und vegetativen (Ashton, 1999) Nebenwirkungen zu
rechnen ist, sollten Cannabinoide als Antiemetika nur dann eingesetzt werden, wenn
die Patienten mit den herkdmmlichen Mitteln, 5-HTs;-Rezeptor-Antagonisten, nicht

ausreichend therapiert werden kénnen (Elsner, 2005; Tramer et al., 2001).

Die appetitanregende und stimmungsaufhellende Wirkung von Cannabinoiden ware
bei der Behandlung der chronischen Ubelkeit bei Krebs- und AIDS-Patienten
einsetzbar (Schnelle, 2005; Beal et al.,, 1995, 1997; Nelson et al., 1994). Fir beide
Patientengruppen (Schnelle, 2005) wurde beschrieben, dass die Verabreichung von
Cannabinoiden appetitanregend und gewichtsstabilisierend wirkt (Schnelle, 2005; Beal

et al., 1995, 1997; Nelson et al., 1994).

Obwohl schon lange bekannt ist, dass Cannabis-Extrakte eine stimmungsaufhellende
Wirkung haben (Mechoulam, 1998; Chait et al., 1992), weil3 man erst seit kurzer Zeit,
dass das ECS die Pathophysiologie von Angst und Depression beeinflusst (Lutz,
2007). Untersuchungen am Tiermodell zeigten, dass das Rezeptorsystem des ECS fur
die Extinktion von konditionierten aversiven Gedachtnisinhalten unabdingbar ist und
eine wichtige Rolle in der Modulation der synaptischen Plastizitat spielt (Marsicano et
al., 2002; Azad et al, 2004). Das ECS scheint also bei der Bildung von
Gedachtnisinhalten eine entscheidende Rolle zu spielen. Somit kbnnte bei Angst und
Depression mit der Gabe von Cannabinoiden therapeutisch interveniert werden (Lutz,

8
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2007). Die Wirkung von Cannabinoiden ist dosisabhangig. Niedrige Dosen wirken eher
angstldsend und euphorisierend als hohe Dosen (Ashton et al., 1981). Diese
dosisabhéngige Wirkung lasst sich auch im Tiermodell im Bezug auf Exploration und

Motorik nachweisen (Steiner und Lutz, 2006; Sanuda-Pena et al., 2000; Lutz, 2002).

Untersuchungen im Tiermodell und an Schizophrenie-Patienten zeigten eine
pathophysiologische Veranderung des ECS (Wodbrock, 2009). In der mesolimbischen
Region konnte eine erhdohte CB1-Rezeptordichte sowie eine erhfhte Anandamid-
Konzentration im Liquor nachgewiesen werden (Lewke und Koethe, 2008). Die erhdhte
Anandamid-Konzentration wird im Moment als kompensatorischer protektiver
Mechanismus bei beginnender Psychose gedeutet (Wodbrock, 2009). Es konnte
festgestellt werden, dass Patienten, die eine hdhere Anandamid-Konzentration im
Ligour aufwiesen, geringere Symptome zeigten (Leweke et al., 2008). Dieser
Mechanismus scheint durch einen Cannabismissbrauch negativ beeinflusst zu werden
(Wodbrock, 2009; Lewke und Koethe, 2008). Die Hypothese, dass Cannabinoide die
Negativsymptome der Schizophrenie wie Apathie, Anhedonie und sozialen Rickzug
reduzieren (Schnelle, 2005; Fernandez-Artamendi et al., 2011), wurde in den letzten

Jahren widerlegt (Rey et al., 2004; Degenhardt et al., 2006).

Fur die Palliativmedizin jedoch scheint der therapeutische Einsatz von Cannabis-
Extrakten wegen seines gleichzeitig stimmungsaufhellenden, tbelkeitshemmenden,

schlaf- und appetitférdernden Effekts durchaus nitzlich zu sein (Schnelle, 2005).

1.2 Das serotonerge System

Wie das ECS spielt auch das serotonerge System eine wichtige Rolle in Bezug auf
Angst (Costall et al., 2004; Jones et al., 1994, 1988) und Schmerz (McCleane et al.,
2003; Okamoto et al., 2004). Untersuchungen im Tiermodell zeigten, dass eine
Applikation von Serotonin-Wiederaufnahmehemmern zu abnehmendem aggressivem
Verhalten und Analgesie bei den betroffenen Tieren fuhrte (Fuller et al., 1995). Das
serotonerge System reguliert zudem den Schlaf-Wach-Rhythmus, den Appetit und

kognitive Prozesse wie Lernen und Gedachtnisbildung (Southwick et al., 1999;
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Meneses et al., 1999). Ahnliche Effekte sind auch nach Gabe von Cannabinoiden zu
beobachten (Breivogel & Childers, 1998; Baker et al., 2000; Pertwee, 2001; Porter &
Felder, 2001). Diese Gemeinsamkeiten legen eine Interaktion zwischen ECS und
serotonergem System nahe. Die Neurone des serotonergen Systems befinden sich
hauptséachlich in den Raphe Kernen des Hirnstammes. Sie bilden die mediane Zone
der Formatio reticularis und projizieren von dort in das gesamte zentrale Nervensystem
(O’Mahony et al., 2006). Im limbischen System modulieren sie emotionales Verhalten,
im Ruckenmark inhibieren sie die Weiterleitung aufsteigender Schmerzimpulse aus

dem Rickenmark (Trepel, 2004).

1.2.1 Serotonin (5-HT) und seine Rezeptoren

Serotonin ist ein Neurotransmitter und gehort zur Klasse der Monoamine (Reichert,
1990). Da Serotonin die Blut-Hirn-Schranke wegen seiner Grof3e nicht Gberwinden
kann, wird es im Gehirn aus der Aminosaure Tryptophan synthetisiert und dort in den
synaptischen Endigungen vesikular gespeichert (Jockisch et al., 2005). Bei einer
Depolarisation der synaptischen Endigung wird Serotonin in den synaptischen Spalt
freigesetzt und bindet an seine Rezeptoren. Serotonin zeigt, je nach Rezeptorsubtyp,
unterschiedliche Wirkmechanismen (Jokisch, 2005; Frank et al., 2004). Es wirkt an
prasynaptisch- wie auch an postsynaptisch lokalisierten, exzitatorischen und
inhibitorischen Rezeptoren, da diese cholinerge (Jokische, 2005; Cassel et al., 1995),
GABAerge (Lu und Perl, 2007) und glutamaterge (Aghajanian et al., 1997) Neurone

modulieren.

Die 5-HT-Rezeptoren werden im zentralen Nervensystem (ZNS) und peripheren
Korpergewebe exprimiert (Pharmakologie und Toxikologie, 1996). Sie werden in
sieben Gruppen eingeteilt: 5-HT; - 5-HT,;. Die 5-HT-Rezeptoren sind Uberwiegend
metabotrop, nur der 5-HT;-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter lonenkanal (Van Hooft,
1998). Genetisch unterscheidet man mehrere 5-HT3-Subtypen mit einer hohen
Sequenzhomologie: 5-HTzae (Miyake et al., 1995; Belelli et al., 1995). Die Gene der
Untergruppe 5-HT3z, und 5-HT3g liegen auf dem Chromosom 11g23.1 nahe beieinander
(Miyake et al., 1995; Belelli et al., 1995). Beide Subtypen werden in diversen
10
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cerebralen (Hippocampus, Basalganglien und Amygdala) und intestinalen Regionen
exprimiert und bilden dort einen heteromeren 5-HT;-Komplex (Davies et al., 1999;
Dubin et al., 1999; Bruss et al., 2000; Gothert et al., 1998; Rueffert et al., 2009; Houtani
et al., 2005; Pharmakologie und Toxikologie, 1996; Jokisch et al., 2005). Der ionotrope
5-HT;-Rezeptor besteht aus mehreren Transmembranprotein-Komplexen, die
pentamer zusammengesetzt sind. Diese Transmembranprotein-Komplexe wiederum
sind aus unterschiedlichen Untereinheiten (UE) aufgebaut: as-UE und B,-UE (Abb. 4).
Jede dieser Untereinheiten besteht dabei aus vier Transmembransegmenten und
einem extrazellularen N-terminalen Bereich mit einer Bindungsstelle fur den
Transmitter (Rammes et al., 2004). Bindet Serotonin an den 5-HTs-Rezeptor, nimmt
dieser dadurch eine offene Konformation ein und wird permeabel fur Natrium (Na*) und
Ca?". Durch den Einstrom dieser Kationen wird die Zellmembran depolarisiert. Die
Aktivierung postsynaptischer 5-HT3;-Rezeptoren fuhrt dabei zu einer schnellen
exzitatorischen synaptischen Transmission im Neocortex (Roerig et al., 1997) und der
lateralen Amygdala (Sugita et al., 1992). Prasynaptische 5-HTs-Rezeptoren modulieren

die Freisetzung unterschiedlicher Neurotransmitter (Deiml et al., 2004).
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Abb. 4. Schematische Darstellung des 5-HTs;-Rezeptors und chemische Strukturformel
des Neurotransmitters Serotonin

Der 5-HT3s-Rezeptor ist ein ligandengesteuerter lonenkanal. Er besitzt eine Bindungsstelle fur
den Neurotransmitter Serotonin. Der Rezeptor ist ein Pentamer aus 5 UE, die zentral eine
lonenpore bilden. Der 5-HT3-Rezeptorsubtyp setzt sich aus den as- und 3,-UE zusammen. Zwei
a-UE bilden die Serotonin Bindungsstelle. Bei Bindung von Serotonin 6ffnet sich der lonenkanal
und wird permeabel fir Na* und Ca®*. Somit fiihrt die Offnung des Kanals unter physiologischen
Bedingungen durch einen Na'- und Ca”*-Einstrom zur Depolarisation. (5-HTs-Rezeptor
verandert nach Rammes et al., 2004)

1.2.2 Bedeutung des 5-HTs-Rezeptors fir somatische und psychiatrische

Erkrankungen

Der 5-HTs-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der Modulation von Lern- und
Gedéachtnisvorgangen (Jokisch, 2005; Meneses et al., 1999, 1998), bei der Entstehung
von Ubelkeit und Erbrechen (Kaiser et al., 2004; Tremblay et al., 2003), der Regulation
von Schmerzempfinden (Okamoto et al., 2004; Ali et al, 1996), sowie bei
neurologischen Erkrankungen, wie z.B. Schizophrenie (Melke et al., 2003; Frank et al.,

2004) und Depression (Rammes et al., 2004; Frank et al., 2004).

Tierexperimentelle  Studien zeigten, dass 5-HTs;-Rezeptor-Antagonisten  zur

Stabilisation von Gedachtnisinhalten beitragen und das Lernen in Stresssituationen
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unterstitzen (Jokisch, 2005; Meneses et al., 1999; Buhot et al., 2000). 5-HT;-
Rezeptor-Agonisten dagegen haben eine entgegengesetzte Wirkung (Jokisch, 2005;

Meneses et al., 1999; Buhot et al., 2000).

Eine einmalige intravendése Gabe von Ondansetron, einem 5-HTs-Rezeptor-
Antagonisten, fuhrte bei Patienten mit chronischen neuropathischen Schmerzen zu
einer signifikanten, aber nur kurz anhaltenden Analgesie (McCleane et al., 2003) ohne
wesentliche Nebenwirkungen. Bei Fibromyalgie-Patienten bewirkte die Gabe von
Tropisetron, einem weiteren 5-HTs;-Rezeptor-Antagonisten, nach einer Woche eine
Reduktion von Schmerz, Erschdpfung und Schlafstérungen (Papadopoulos et al.,
2000). Eine weitere Untersuchung bei Patienten mit Reizdarmsyndrom zeigte, dass der
5-HT;-Rezeptor-Antagonist Alosetron eine Besserung der Symptome herbeiflihrte

(Cremonini et al., 2003).

Auch im Tiermodell konnte gezeigt werden, dass das serotonerge System eine
wichtige Rolle bei der Regulation von Schmerzempfinden spielt. In Ratten wurden
durch eine Formalininjektion Schmerzen induziert. Die Verabreichung des 5-HTs-
Rezeptor-Antagonisten Tropisetron reduzierte das Schmerzverhalten (Okamoto et al.,
2004). Eine weitere Studie in Ratten beschreibt, dass intrathekal der verabreichte 5-
HT3-Rezeptor-Agonist mCPBG (m-Chlorophenylbiguanide) die Reaktion von Neuronen

des Hinterhorns auf noxische Reize signifikant erhoht (Ali et al., 1996).

Ondansetron und Tropisetron haben eine antiemetische Wirkung und werden vor allem
bei Chemotherapie-induzierter Ubelkeit und Erbrechen verabreicht (Rueffert et al.,
2009). Sie fuhren zu einer Blockierung der 5-HT3;-Rezeptoren im Brechzentrum des
Hirnstammes und im Gastrointestinaltrakt (Forth et al., 1996). Da Serotonin sehr eng
mit anderen Neurotransmitter-Systemen interagiert (van Hooft et al., 2000; Siarey et
al., 1995; Zouh et al., 1999; MacDermott et al., 1999; Koyama et al., 2000), werden bei
Depression, Angst und Schizophrenie haufig Medikamente verabreicht, die in den
Serotoninhaushalt eingreifen (Forstl et al, 2006). Vor allem Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer zeichnen sich aus durch einen antidepressiven und
angstlosenden Effekt (Forstl et al., 2006). 5-HT;-Rezeptoren beeinflussen die Aktivitat
unterschiedlicher Neurotransmitter wie Norepinephrin (Matsumoto et al., 1995),
Acetylcholin (Giovannini et al., 1998), Dopamin (Melke et al., 2003; Benloucif et al.,
1993) und GABA (Bloom et al., 1998). Da der 5-HT3;-Rezeptor im Hippocampus, in der
13
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Amygdala und in den Basalganglien in hoher Dichte exprimiert wird (Barnes et al.,
1999; Costall et al., 2000), scheint er moglicherweise die Symptome bei Psychosen
(Sirota et al., 2000) und Angsterkrankungen (Olivier et al., 2000) zu vermitteln.
Aufgrund dieser Ergebnisse gewinnen 5-HT3z-Rezeptor-Antagonisten fir therapeutische
Zwecke im psychiatrischen Bereich zunehmend an Bedeutung (Barnes et al., 1999;

Silverstone et al., 1996).

1.3 Hinweise auf eine Interaktion zwischen dem ECS und dem 5-HTs-

Rezeptor

5-HT;-Rezeptor-Antagonisten und Cannabinoide haben einen analgetischen und
antiemetischen Effekt. AuRerdem nehmen der 5-HTs;-Rezeptor wie auch das ECS
Einfluss auf psychiatrische Erkrankungen sowie auf Lernen und Gedéachtnisbildung.
Eine Cannabinoid-5-HTs-Interaktion erscheint als wahrscheinlich. So konnte gezeigt
werden, dass im dorsalen Raphe Kern, der Quelle der Serotoninproduktion fir das
Vorderhirn, das Anandamid abbauende Enzym Fettsaureamid-Hydroxylase (fatty acid
amide hydroxylase, FAAH) exprimiert wird (Egertova et al., 1998, 2003), sowie in
Ratten der CB1-Rezeptor (Moldrich und Wenger, 2000) und in Mausen CB1-Rezeptor-
Ribonukleinsaure (RNA) vorhanden ist (Haring et al., 2007). Des Weiteren konnte im
Tiermodell nachgewiesen werden, dass CB1-Rezeptor-Agonisten Uber 5-HT5- und 5-
HT,.-Rezeptor-vermittelte Verhaltensantworten verandern (Hill et al., 2006) und die
Serotoninaufnahme in vitro unterdriicken (Banerjee et al., 1975; Johnson et al., 1976).
Die Vermutung liegt deshalb nahe, dass die antidepressiven Effekte von
Cannabinoiden Uber Serotonin vermittelt werden (Gobbi et al., 2005; Haring et al.,
2007; Bambico et al., 2007). Da die pharmakologische Aktivitdt von Anandamid
teilweise Uber 5-HT-Rezeptoren induziert werden kann und der 5-HT;-Rezeptor eine
Bindungsstelle fir Cannabinoide besitzt (Kimura et al., 1998; Barran 2002), scheint
eine Interaktion zwischen dem CB1- und dem 5-HT3;-Rezeptor wahrscheinlich. Die
Funktion von 5-HT;-Rezeptoren kann direkt durch Cannabinoide inhibiert werden
(Barran et al.,, 2002). Diese Inhibition erfolgt Uber eine allosterische Bindungsstelle

(Barran et al., 2002). Dartber hinaus konnte eine Kolokalisation der mRNA von 5-HTs-

14



Einleitung

und CB1-Rezeptoren mittels in situ Hybridisierung in GABAergen und glutamatergen
Neuronen des Hippocampus, der Amygdala und des Neocortex gezeigt werden

(Morales & Backman, 2002; Hermann et al., 2002).

Aufgrund dieser Ergebnisse erscheint eine Interaktion zwischen ECS und dem 5-HT»-

Rezeptor moglich.

1.4 Die Amygdala

Die Amygdala (Mandelkern) ist ein Teil des limbischen Systems und liegt im rostro-
medialen Temporallappen. Sie ist paarig angelegt und besteht aus zahlreichen Kernen
(Amaral et al., 1992), welche reziprok mit weiteren limbischen, aber auch neocortikalen
Zentren verbunden sind (Abb. 5). Die Amygdala spielt eine wichtige Rolle in der
Verarbeitung von Angst und Schmerz (Martin et al., 1999). Sie speichert emotional
betonte Gedachtnisinhalte (Marsicano et al.,, 2002; Martin et al., 1999), vermittelt
Verhaltensweisen wie Flucht- und Angstreaktionen und ist an der Regulation des
vegetativen Nervensystems beteiligt (Trepel, 2004). Nach ihren Funktionen
unterscheidet man drei Hauptkerngebiete: die laterale Amygdala (LA), die basolaterale
Amygdala (BLA) und die zentrale Amygdala (CeA) (Sah et al., 2003). Die LA ist das
,=Eingangstor® der Amygdala. Hier treffen die meisten somatosensorischen, viszero-
sensorischen, auditiven, olfaktorischen und gustatorischen Informationen ein (Sah et
al., 2003, Dudel, 2004). Diese eintreffenden Informationen stammen aus zwei
unterschiedlichen Strukturen: den sensorischen Kernen des Thalamus und den
primaren sensorischen Feldern des Cortex (Phelps et al., 2005; Kandel, 1995). Die
thalamische Projektion ist fur verschiedene Emotionen von Bedeutung, insbesondere
fur die Furcht. Sensorische Informationen aus dem Thalamus werden schneller an die
Amygdala weitergeleitet als sensorische Informationen, die aus der Grof3hirnrinde
stammen (LeDoux et al., 1984, 1994, 2000). Diese schnelle Aktivierung der Amygdala
Uiber den Thalamus hilft, gefahrliche Situation abzuwenden und bereitet die Amygdala
auf komplexere Informationen aus der sensorischen GrofR3hirnrinde vor (Phelps et al.,
2005). Von der LA ziehen Efferenzen reziprok zur BLA und zur CeA (Pare et al., 2004).
In die BLA projizieren zudem Afferenzen aus dem Hippocampus und dem
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orbitofrontalen Cortex. Efferenzen ziehen aus der BLA in die CeA und den Nucleus
accumbens (Manella et al., 2008). Man hat herausgefunden, dass bei Lasionen der
BLA eine klassische Furchtkonditionierung nicht méglich ist (Campeau et al., 1995;
LeDoux et al., 1990; Maren et al., 1996). Bei dieser Form der Konditionierung wird ein
neutraler Reiz, ein Ton, mit einem aversiven Reiz, einem mehrmals hintereinander
verabreichten elektrischen Stimulus, zusammen dargeboten. Dies fiihrt dazu, dass ab
einer gewissen Wiederholung des elektrischen aversiven Reizes in Kombination mit
dem Ton, der Ton alleine gentigt, um in dem Tier eine Angststarre und Veranderungen
von Herzschlag, Blutdruck und Atemfrequenz hervorzurufen (Medina et al., 2002). Wird
der neutrale Reiz wiederholt ohne den aversiven Reiz dargeboten, kommt es zur
Extinktion dieser Verknipfung (Davis et al., 2001). Die Angstreaktion ist folglich nicht
mehr zu beobachten. Da Experimente gezeigt haben, dass eine Lasion der BLA die
klassische Furchtkonditionierung unterbinden kann (Campeau et al., 1995; LeDoux et
al., 1990; Maren et al., 1996), geht man davon aus, dass in der BLA die Speicherung
erlernter emotionaler Zustande wie Angst und Furcht stattfindet (Maren, 2000;

Muramoto et al., 1993; Nishijo et al., 1988; Quirk et al., 1995; Sanghera et al., 1979).

Aus der BLA gelangen die Informationen unter anderem in die CeA, den
,Hauptausgang“ der Amygdala. Von der CeA aus wiederum werden die Informationen
in den lateralen und paraventrikularen Hypothalamus weitergeleitet (Medina et al.,
2002, Phelps et al.,, 2005). Diese Strukturen regulieren autonome und hormonelle
Reaktionen als Folge von Reizen mit emotionaler Komponente (LeDoux, 1996;
McGaugh, 2000). Tierversuche haben gezeigt, dass durch elektrische Stimulierung der
CeA Herzfrequenz, Blutdruck und Atemfrequenz zunehmen (Roozendaal, 1991).
Entsprechend unterdriicken Lasionen der CeA die autonomen und hormonellen
Veranderungen, die durch Furcht entstehen (Phelps et al., 2005). Fir bewusstes
emotionales Erleben ist die Projektion der CeA in die kortikalen Assoziationsfelder
wichtig. Lasionen in diesen Feldern fihren entsprechend zu einem veré&nderten

Reaktionsvermdgen auf Emotionen (Kalin et al., 2004).
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Verschaltung der Amygdala bei der
Furchtkonditionierung

Die LA ist das ,LEingangstor® der Amygdala. Hier treffen Informationen aus zwei
unterschiedlichen Strukturen ein: den sensorischen Kernen des Thalamus und den priméren
sensorischen Feldern des Cortex. Die thalamische Projektion ist fur verschiedene Emotionen
von Bedeutung, insbesondere fir die Furcht. Sensorische Informationen aus dem Thalamus
helfen, geféhrliche Situationen abzuwenden. Von der LA ziehen Efferenzen reziprok zur BLA
und zur CeA. Die BLA spielt eine wichtige Rolle in der Furchtkonditionierung. In die BLA
projizieren zudem Afferenzen aus dem Hippocampus und dem orbitofrontalen Cortex.
Efferenzen ziehen aus der BLA in die CeA, den ,Hauptausgang® der Amygdala. Von der CeA
aus wiederum werden die Informationen in den lateralen und paraventrikularen Hypothalamus
weitergeleitet. Diese Strukturen regulieren autonome und hormonelle Reaktionen als Folge von
Reizen mit emotionaler Komponente. LA: laterale Amygdala; BLA: basolaterale Amygdala;
CeA: zentrale Amygdala; CG: zentrale Grau; LH: lateraler Hypothalamus; PVN:
paraventrikularer Hypothalamus. (verandert nach Medina et al., 2002)

1.4.1 Bedeutung der Amygdala in der Verarbeitung von Schmerz und Angst

Die Amygdala scheint eine entscheidende Struktur fir die Vermittlung von
Cannabinoid-induzierter Analgesie darzustellen (Azad, 2005). Eine Mikroinjektion von
Cannabinoiden in die Amygdala fuhrte im Tiermodell zu Analgesie. Im sog. , Tail-flick-
Test” war eine signifikante Anhebung der Schmerzschwelle erkennbar (Martin et al.,
1999). Eine Untersuchung an Primaten ergab, dass bilaterale Lasionen der Amygdala
die Cannabinoid- und Opioid-induzierte Analgesie drastisch vermindern (Manning et

al.,, 1999). Die Amygdala besitzt eine hohe Dichte an CB1-Rezeptoren und scheint
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besonders bei der Entstehung von chronischem Schmerz beteiligt zu sein (Paulson et
al., 2002). Es ist bekannt, dass im Menschen chronische Schmerzen durch emotionale
Komponenten beeinflusst werden (Villemure et al., 2002). Bei chronischen Schmerzen
kommt es zu einer gesteigerten neuronalen Aktivitat (Ziegelgansberger et al., 1993),
die zur LTP fuhren kann. Elektrophysiologische Untersuchungen ergaben, dass
Cannabinoide die Ausbildung der LTP verhindern (Azad et al, 2004). In
Verhaltensuntersuchungen an CB1”-Mausen wurde herausgefunden, dass die initiale
Schmerzschwelle eines akuten aversiven Reizes genauso hoch war wie bei Wildtyp
(CB1"")-Mausen (Azad et al., 2005). Bei wiederholter Darbietung des aversiven Reizes
sank jedoch die Schmerzschwelle der CB17-Mause. Azad et al. vermuten, dass durch
eine andauernde Stérung des ECS die akuten nozizeptiven Prozesse nicht beeinflusst
werden, sondern die Wahrscheinlichkeit einer Chronifizierung von Schmerzen erhéht
ist (Azad et al., 2005). Es ist bekannt, dass der 5-HTs-Rezeptor in der Amygdala auf
GABAergen Interneuronen exprimiert wird (Mascagni et al.,, 2007) und dass das
serotonerge System in Analogie zum ECS ebenfalls eine wichtige Funktion bei der
Regulation des Schmerzes hat (Okamoto et al., 2004; Ali et al., 1996). So fuhrte die
Gabe von 5-HTs-Rezeptor Antagonisten bei Patienten mit chronischen Schmerzen zu
Analgesie (McCleane et al., 2003). Da 5-HT3;-Rezeptoren und CB1-Rezeptoren in der
Amygdala auf GABAergen Interneuronen koexprimiert werden (Hermann et al., 2002;
Morales et al.,, 2004), vermutet man, dass die 5-HT;-Rezeptor-vermittelte GABA-
Freisetzung von CB1-Rezeptoren kontrolliert wird (Abb.6) (Katona et al., 1999, 2001;
Marsicano et al., 1999; Hajos et al., 2000; Bodor et al., 2005, Freund, 2003). Somit
scheint ein Zusammenspiel dieser beiden Rezeptorsysteme bei der Verarbeitung von

Schmerzen wahrscheinlich.
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Interaktion zwischen ECS und 5-HTs-Rezeptor

Serotonerge Fasern aus der medianen Raphe ziehen in die Amygdala und aktivieren dort
postsynaptische 5-HT;-Rezeptoren (5-HTs-R), die auf dem CCK-beinhaltenden GABAergen
Interneuron (CCK-IN) lokalisiert sind. Dies fuhrt zu einer 5-HTs-Rezeptor-vermittelten GABA-
Freisetzung. Dadurch werden postsynaptische GABA-Rezeptoren (GABAA-R) auf dem
Projektionsneuron (PN) aktiviert. Dies wiederum fihrt zu einer Endocannabinoid (EC)-
Ausschuttung, die retrograd von CB1l-Rezeptoren (CB1-R) kontrolliert wird. (verandert nach
Freund, 2003 und Mikics et al., 2009)

Die Amygdala hat aulRerdem eine wichtige Funktion bei der Extinktion wvon
furchtkonditionierten Gedachtnisinhalten (Lutz, 2007). Im Tiermodell konnte auf
Verhaltensebene gezeigt werden, dass Endocannabinoide eine entscheidende Rolle
bei der Extinktion aversiver Gedéchtnisinhalte spielen. CB1"-Mause konnten, im

+/+

Gegensatz zu CB1""-Mausen, nach Konditionierung aversive Gedachtnisinhalte nicht
mehr I6schen (Marsicano et al., 2002). Dies spricht fur die Aktivierung des ECS
wahrend der Extinktion. In der Extinktionsphase wurden erhdhte Anandamid- und 2-

AG-Konzentrationen in der BLA beschrieben (Azad, 2006; Marsicano et al., 2002).

Interessanterweise konnte in Verhaltenstests gezeigt werden, dass aktivierte 5-HT»-
Rezeptoren die Angstreaktion reduzieren und Cannabinoide diesen Effekt in CB1"*-
Méusen, aber nicht in CB1"-Mausen dampfen konnten (Mikkics et al., 2009). Aufgrund
der Koexpression beider Rezeptoren (Hermann et al., 2002; Morales et al., 2004) und
da sowohl das ECS als auch der 5-HTs-Rezeptor in die Verarbeitung von Schmerz und
Angst involviert sind, wird vermutet, dass beide Komponenten in der Amygdala

maoglicherweise miteinander interagieren. Es stellt sich die Frage, inwiefern die
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gleichzeitige Gabe von CB1-Agonisten und 5-HT;-Antagonisten eine Auswirkung auf

die zellularen Vorgange und die Verhaltensreaktionen hat.

1.5 Synaptische Plastizitat

Das Gehirn verarbeitet differenzierte Sinneseindriicke und koordiniert dabei hochgradig
flexibel komplexe Verhaltensweisen. Synaptische Verbindungen und neuronale
Schaltkreise werden standig durch Umwelteinflisse modifiziert. Dies ist von grof3er
Bedeutung fur Lern- und Gedachtnisvorgdnge. Hierdurch werden strukturelle
Umbauprozesse ausgelost, wie der Auf- und Abbau von postsynaptisch lokalisierten
Rezeptoren oder die Bildung bzw. Reduktion von synaptischen Verbindungen einzelner
Neurone untereinander (Gerdeman und Lovinger, 2003). LTP und LTD sind zwei
bekannte Mechanismen, die diese Prozesse einleiten koénnen (Silva, 2003). Die
morphologisch-strukturellen Vorgange, die im Zusammenhang mit Lernprozessen im
Gehirn stattfinden, fasst man unter dem Oberbegriff der synaptischen Plastizitat
zusammen (Barnes und McNaughton, 1985). Als LTP bezeichnet man in vitro den
Effekt, den eine tetanische hochfrequente Impulsfolge auf prasynaptische Endigungen
hat (Bliss und Collingridge, 1993). Dabei kommt es in der postsynaptischen Membran
des Neurons zu einer langanhaltenden Verstarkung der Effizienz der synaptischen
Ubertragung (Kelso et al.,, 1986). Eine relativ niederfrequente Impulsfolge fiihrt
dagegen in der postsynaptischen Membran des Neurons zu einer langanhaltenden
Abschwachung der Effizienz der synaptischen Ubertragung, und somit zu einer LTD
(Cummings et al., 1996). Beiden Mechanismen gemein ist, dass sie morphologische
Umbauprozesse auslésen. Erlernte emotionale Zustédnde, wie die Furchtkonditio-
nierung (siehe Punkt 1.3), werden vermutlich tGber LTP vermittelt (Heifets und Castillo,
2009). LTD hingegen flihrt zur Extinktion dieser aversiven Gedachtnisinhalte (Martin et
al., 2000). Elektrophysiologische Untersuchungen zur synaptischen Plastizitat im
Hirnschnittpréparat ergaben, dass eine niederfrequente afferente Reizung (1 Hz / 900
Pulse) in der BLA LTD induziert (Rammes et al., 2000; DeBock et al., 2003). Hierbei
kam es Uber prasynaptische Mechanismen zu einer anhaltenden Abnahme der

synaptischen Transmission. Die Gabe des GABA,-Rezeptor-Antagonisten Picotoxin
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blockierte LTD vollstandig. Es wird vermutet, dass vorgeschaltete GABAerge
Interneurone bei der Induktion von LTD ausschlaggebend sind (Rammes et al., 2001).
Weitere Untersuchungen zeigten, dass eine spezifische niederfrequente Stimulation (1
Hz / 100 Pulse) von Afferenzen in der BLA zu einer anhaltenden Abnahme der
GABAergen Transmission fuhrte, die als LTDi bezeichnet wird (Azad et al., 2004).
Diese Disinhibition im zentralen Nucleus der Amygdala kann wiederum zur LTP fuhren.
Dies sind erste Hinweise daflrr, dass das Rezeptorsystem des ECS fir die Extinktion
von konditionierten aversiven Gedachtnisinhalten unabdingbar und bei der Entstehung
von synaptischer Plastizitat beteiligt ist. Diese Form der Endocannabinoid-vermittelten
Langzeitplastizitat stellt eine zellulare Komponente eines aktiven mnemonischen
Prozesses dar, was die Vermutung bestatigt, dass dem ECS bei der Prozessierung
von Gedéachtnisinhalten eine entscheidende Rolle zukommt. Tatsachlich konnte in
Verhaltensversuchen mit CB1"-Mausen gezeigt werden, dass Endocannabinoide eine
fuhrende Rolle bei der Extinktion von aversiven Ged&chtnisinhalten zukommt

(Marsicano et al., 2002).

1.6 Synaptische Transmission

Die Informationstibertragung zwischen den Nervenzellen geschieht tUber die Synapsen.
Diese vermitteln den Kontakt zwischen zwei oder mehreren Neuronen, wobei ein
Neuron zwischen 1000 und 10000 Synapsen ausbilden kann (Reichert, 1990).
Zwischen dem prasynaptischen und dem postsynaptischen Neuron befindet sich der
sog. synaptische Spalt. Der Informationsfluss zwischen pra- und postsynaptischem

Neuron kann entweder Uber elektrische oder aber iber chemische Synapsen erfolgen.

Bei den elektrischen Synapsen sind die Neurone direkt Uber Kandle, die ,Gap
Junctions®, in der Zellmembran miteinander verbunden. Die elektrische Information
kann direkt, ohne Zeitverzdgerung, dafiir aber meist abgeschwéacht, von Neuron zu
Neuron Ubermittelt werden. Diese Art Synapse spielt in der vorliegenden Arbeit jedoch

nur eine geringe Rolle.
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Bei der chemischen Synapse sind die beiden Nervenzellen nicht direkt miteinander
gekoppelt, und die elektrische Information muss zuerst in chemische und spater wieder

zuriick in elektrische Information umgewandelt werden.

Durch das Eintreffen eines Aktionspotentials an den prasynaptischen Terminalen
kommt es zu einer Potentialdnderung, die zu einem Ca*'-Einstrom fiihrt. Als Folge
davon verschmelzen Transmitter-Vesikel mit der synaptischen Membran, und es
werden Neurotransmitter in  den synaptischen Spalt ausgeschittet. Die
Neurotransmitter diffundieren tber den Spalt zu den Rezeptoren der postsynaptischen
Seite und binden dort an. Binden die Transmitter an ionotrope Rezeptoren, fuhrt dies
abhéngig von der spezifischen Rezeptorwirkung zu einer Depolarisation oder einer
Hyperpolarisation des postsynaptischen Neurons. Da ein Neuron meistens von
mehreren anderen Neuronen innerviert wird, kommt es zur Integration von
exzitatorischen postsynaptischen Stromen (EPSC) und inhibitorischen
postsynaptischen Stromen (IPSC). Je nach Starke des dadurch entstehenden Reizes
verandert sich das Membranpotential des Neurons. Uberschreitet eine Depolarisation
den Schwellenwert (-50 bis -55 mV), kommt es zu einem Aktionspotential (AP), dem

sog. Nervenimpuls (Campell, 1997).

Transmitter-Vesikel kénnen auch ohne vorausgehendes AP aus den synaptischen
Terminalen freigesetzt werden und an die postsynaptischen Rezeptoren binden. Als
Folge dieser spontanen Ausschittung von Neurotransmittern entstehen am
postsynaptischen Neuron lonenstréme. Abhangig von der Art des Neurotransmitters
kommt es zu sog. ,miniatur exzitatorischen postsynaptischen Stromen” (mEPSC) bzw.

“miniatur inhibitorischen postsynaptischen Stromen” (mIPSC).

Im ZNS ist der wichtigste exzitatorische Neurotransmitter Glutamat, der wichtigste
inhibitorische Neurotransmitter GABA. GABA wird aus Glutamat mit Hilfe des Enzyms
Glutamat Decarboxylase (GAD) synthetisiert und tber ein Transporterprotein in die
Vesikel transportiert (Shi und Li, 2011). GABAerge Projektionen werden vor allem von
Interneuronen gebildet, wobei sich im Striatum auch schnell feuernde GABA-
Projektionsneurone finden (Planert et al., 2010). Man unterscheidet zwei Gruppen von
GABA-Rezeptoren, die ionotrope (GABA, und GABAc) und die metabotrope (GABAg)
Gruppe. Wie auch der nikotinische Acetylcholin (nAch)- und 5-HTs-Rezeptor besteht
der GABA-Rezeptor aus mehreren Transmembranprotein-Komplexen, die pentamer
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zusammengesetzt sind und eine zentrale lonenpore bilden. Die Transmembranprotein-
Komplexe wiederum sind aus unterschiedlichen Untereinheiten aufgebaut: a;, B, und
Y2. Jede dieser Untereinheiten besteht dabei aus vier Transmembransegmenten und
einem extrazellularen N-terminalen Bereich mit einer Bindungsstelle fir den
Transmitter (Reichert, 1990). Der GABAa-Rezeptor verfugt Uber zwei weitere
Bindungsstellen, eine fur Benzodiazepine und eine fir Barbiturate (Kandel, 1995). Wird
der Rezeptor aktiviert, kommt es zur Konformationsanderung, zum Chlorid (CI)-

Einstrom und somit zur Hyperpolarisation des Neurons.
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Im ZNS besitzen ECS und 5-HT;-Rezeptoren viele Uberschneidende Wirkungen. So
sind beide Komponenten in die Verarbeitung von Schmerz und Angst involviert und
spielen vermutlich eine Rolle bei der Pathophysiologie der Schizophrenie. Zusatzlich
kontrollieren beide Komponenten aktivitatsabhdngig die zentral bedingte Emesis.
Ebenso wurde eine pharmakologische Interaktion beschrieben, bei der Cannabinoide
eine antagonistische Wirkung auf den 5-HTs-Rezeptor austiben. Dartber hinaus
konnte gezeigt werden, dass auf GABAergen Interneuronen der BLA CB1-Rezeptoren
mit 5-HTs-Rezeptoren in hoher Dichte koexprimiert werden (Hermann et al., 2002;
Morales et al., 2004). Es wird daher vermutet, dass beide Komponenten in der
Amygdala interagieren. Jedoch fehlen auf neuronaler Ebene fir diese Interaktion

bisher Hinweise.

Mit einer Kombination aus elektrophysiologischen Methoden und Verhaltensversuchen

an Mausen sollen folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Spielen 5-HT;-Rezeptoren eine Rolle bei der Modulation der GABAergen

synaptischen Transmission in der BLA?

2. Besteht auf der Ebene der GABAergen synaptischen Transmission eine

Interaktion zwischen dem ECS und 5-HT;-Rezeptoren?

3. Sind 5-HTs;-Rezeptoren an der Kontrolle von Cannabinoid-vermittelter

synaptischer Aktivitat (LTDi) beteiligt?

4. Beeinflussen 5-HTs;-Rezeptoren die Akquisition und Extinktion von aversiven

Gedéachtnisinhalten?

5. Beeinflusst die pharmakologische Modifikation von 5-HT;- und CB1-Rezeptoren

die Extinktion aversiver Gedéachtnisinhalte?
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2 Material und Methoden

2.1 Herstellung von Hirnschnittpraparaten der Amygdala

Fur die Experimente der vorliegenden Arbeit wurden ménnliche C57BL/6N Mause im
Alter zwischen sechs und acht Wochen verwendet. Durch die Verwendung junger Tiere
ist eine hohere Hypoxietoleranz sichergestellt. Auch sind dadurch bessere
Bedingungen fur die Ableitungen der Patch-Clamp Technik gewahrleistet. Die
Ableitungen aus der Amygdala wurden an Koronarschnitten (Bregma — 2,06 bis 2,18

mm) durchgefihrt.

Fur die Praparation der Koronarschnitte wurden die Tiere mit Isofluran narkotisiert und
anschlieRend dekapitiert. Alle weiteren Praparationsschritte erfolgten in eisgekuhlter
und mit Carbogengas (95% Sauerstoff/5% Kohlendioxid) gesattigter kinstlicher
Cerebrospinalflissigkeit (ACSF, artificial cerebrospinal fluid, Zusammensetzung (mM):
NaCl 125; KCI 2,5; NaH,PO, 1,25; MgCl, 1; Glucose 25; NaHCO; 25; CaCl, 2; pH=
7,37). Nach Freilegung der Schadelkalotte wurde diese von kaudal mit zwei
Transversalschnitten und einem flach geflhrten Sagittalschnitt entlang der Mittelinie
des Schédels nach rostral ertffnet. Um den Zugang zum Gehirn zu ermdéglichen,
wurde die Schadelkalotte mit einer Pinzette beidseitig abgehoben. Nach der
Durchtrennung der Nervi optici mit einem abgerundeten Spatel wurde das Gehirn
vorsichtig aus der Schadelhdhle herausgeldst und in das Gefal? mit eisgekihlter und
Carbogen-begaster ACSF Uberfuhrt. Anschlie@end wurde das Gehirn mit der Basis
nach unten auf ein mit ACSF getranktes Filterpapier gelegt. Mit einer Rasierklinge
wurde das Kleinhirn in koronarer Schnittflhrung entfernt, um eine saubere
Schnittflache zu erzeugen, mit der das restliche Gehirn auf einen Metallblock, auf dem
ein Agarblock befestigt war, geklebt werden konnte (Abb. 7). Als Kleber wurde
Cyanoakrylatklebstoff (Histoakryl, B. Braun, Melsungen, Deutschland) verwendet.
Nach Fixieren des Gehirns auf dem Metallblock wurde dieser in ein Schneidegefaf}
gelegt, das mit gekihlter und Carbogen-gesattigter ACSF geflllt war. AnschlieRend

wurden mit einem Vibratom (HM 650 V, Microm International, Walldorf, Deutschland)
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350 um dicke Koronarschnitte angefertigt (Abb. 8). Danach wurden die Koronarschnitte
mit dem weiten Ende einer Pasteurpipette in ein GefaR mit Carbogen-gesattigter ACSF
uberfiihrt und fur 40 min bei 34°C inkubiert. Bis zur Uberfilhrung der Koronarschnitte in
die Ableitkammer wurden die Schnitte bei Raumtemperatur (22-25°C) unter standiger

Zufuhr von Carbogen in ACSF aufbewabhrt.

Abb. 7: A: Uberfilhren des préaparierten Gehirns auf den Metallblock B: Aufgeklebtes
Gehirn

Das Kleinhirn wird mit einer Rasierklinge in koronarerer Schnittfihrung entfernt und vorsichtig
auf einen Metallblock, auf dem ein Agarblock befestigt ist, geklebt. Als Kleber wurde
Cyanoakrylatklebstoff verwendet. a: Agarblock; b: Gehirn; c: Metallblock
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Abb. 8: A: Vibratom B: Anfertigen der Hirnschnitte

Nach Fixieren des Gehirns auf dem Metallblock wurde dieser in ein Schneidegefald gelegt, das
mit gekuhlter und Carbogen-gesattigter ACSF gefullt war. Anschlielend wurden mit einem
Vibratom 350 um dicke Koronarschnitte angefertigt. Die Koronarschnitte wurden danach mit
dem weiten Ende einer Pasteurpipette in ein Gefald mit Carbogen-geséattigter ACSF uberfuhrt
und fir 40 min bei 34°C inkubiert. Die Koronarschnitte wurden bis zur Uberfiinrung in die
Ableitkammer bei Raumtemperatur (22-25°C) unter sténdiger Zufuhr von Carbogen in ACSF
aufbewahrt. a: Agarblock; b: Hirnschnitt auf Rasierklinge; c: Metallblock; d: Schneidegefald
geflllt mit ACSF; e: Rasierklinge, f: Vibratom

2.2 Infrarot-Videomikroskopie

Durch die Infrarot-(IR)-Videomikroskopie (Abb. 9) konnen im vitalen Hirnschnitt
Neurone visualisiert werden (MacVicar 1984; Dodt et al., 1990; Dodt und
Zieglgansberger, 1994). Sichtbares Licht wird durch die im Hirnschnitt dicht
beieinander liegenden Neurone sehr stark gestreut. Deshalb wird statt sichtbaren
Lichts langwelliges Licht im Infrarotbereich eingesetzt. In der vorliegenden Arbeit wurde
fur die Experimente Infrarot-Licht mit einer Wellenlange von 780 nm verwendet (Dodt
und Ziegelgansberger, 1994). Durch einen in die Videokamera integrierten
Kontrastverstarker, dem sog. Gradientenkontrast-(GC)-Verfahren (Dodt et al., 2002),
wurde eine Intensivierung des Kontrasts erreicht. Die Reduzierung von Streulicht und
die Erzeugung eines Beleuchtungsgradienten in zwei orthogonale Richtungen stellen

das Prinzip des GC-Verfahrens dar. Hierdurch konnen eine groRRere
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Visualisierungstiefe und ein héherer Kontrast erzielt werden. Als Mikroskop wurde ein
Axioskop (Fa. Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit einem 60x Wasser-
Immersionsobjektiv (humerische Apertur 0,9; Olympus, Tokio, Japan) eingesetzt.
Zwischen der Halogenlampe und dem Kondensator des Mikroskops ist dabei ein
Infrarot-Interferenzfilter eingebaut, so dass nur Infrarotlicht mit der gewlnschten
Wellenlange von 780 nm in den Strahlengang gelangen kann. Nach zweifacher
VergroBerung durch eine Streuungslinse wird das Bild auf eine infrarotsensitive

Videokamera abgebildet und auf einem Monitor visualisiert.

Gradientenkontrast
«\
Raumlicher Filter Diffusor

Gradient

Kamera

Linse 1 Linse 2

Dichriotischer

Quarzfaser Spiegel

Patchpipette
-1
<
Monitor
Gradienten-
kontrast
Halogen-
lichtquelle LMN—
Messcomputer

Abb. 9: Versuchsaufbau des Infrarot-Videomikroskops mit IR-gelenkter Photostimulation

A Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus: Die Neurone werden mit Hilfe der IR-
Videomikroskopie visualisiert. Gleichzeitig wird ein Laserimpuls Uber eine Quarzfaser in das
Mikroskop geleitet und durch einen dichroitischen Spiegel und das Objektiv auf das abgeleitete
Neuron fokussiert. B Prinzip des Gradientenkontrasts: Das Streulicht wird durch eine
Viertelfeldbeleuchtung und einen nachgeschalteten Diffusor minimiert. Dadurch kann ein
héherer Kontrast und eine gréRRere Visualisierungstiefe erreicht werden. (veréndert nach Dodt et
al., 2002)

28



Material und Methoden

2.3 Infrarotmikroskopisch kontrollierte Photostimulation

Mit Hilfe der Infrarot-videomikroskopisch-gestiitzten Photostimulation kdnnen an
bestimmten Strukturen der Neurone, beispielsweise den Dendriten, Substanzen unter
visueller Uberwachung freigesetzt werden. Diese Methode zeichnet sich durch eine
sehr hohe zeitliche und rdumliche Auflésung aus und ist daher besonders geeignet, um

synaptische Transmissionsablaufe zu imitieren (Dodt et al., 2002).

2.3.1 Laser-Photostimulation

Bei der Laser-Photostimulation wird eine biologisch aktive Substanz, die durch eine
Veresterung als inaktive Verbindung vorliegt (,caged®), photolytisch freigesetzt. Wird
die kovalente Esterbindung mit energiereichem ultraviolettem (UV) Licht bestrahlt, wird
diese inaktive, sog. ,caged“-Verbindung, gespalten und die aktive Substanz freigesetzt.
Dadurch wird eine prasynaptische Transmitterfreisetzung unter kontrollierten und somit
wahrend des Experiments konstanten Bedingungen imitiert, die dann die gezielte
Untersuchung einer postsynaptischen Stromantwort ermdglicht. Mit dieser Methode
l&sst sich ein sofortiger Konzentrationsanstieg von Neurotransmitter im synaptischen
Spalt hervorrufen (McCray et al., 1989; Adams et al., 1993; Hess et al., 1995). Die
Freisetzung der aktiven Substanz kann durch die Fokussierung des UV-Lichtes
raumlich begrenzt werden. Hierdurch kdnnen einzelne, definierte Neurone oder

kleinere neuronale Bereiche gezielt pharmakologisch manipuliert werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde fiir die Photostimulation ein UV-Laser (Abb. 10) mit
einer Ausgangsleistung von 1 Watt (Nd: YVO4, 100 kHz Pulswiederholungsrate; DPSS
Lasers, San Jose, USA) eingesetzt, dessen Strahlung tber eine Quarzfaser mit einem
Durchmesser von 25 um in den Auflichtstrahlengang des Mikroskops eingeleitet wurde.
Der UV-Strahl des Lasers wurde von oben, Uber einen dichroitischen Strahlenleiter (FT
460), in das Objektiv eingespiegelt, so dass durch den dichroitischen Spiegel lediglich
Licht mit einer Wellenl&dnge von weniger als 460 nm den Hirnschnitt erreichte. Der UV-

Laser emittierte Licht mit einer Wellenlange von 355 nm. Dieses Licht wurde in der
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Fokalebene geblindelt, nachdem der Lichtstrahl in den Brennpunkt des Objektivs (60x,
numerische Apertur 0,9; Olympus, Tokio, Japan) geleitet wurde. Dadurch entstand ein
Lichtpunkt mit einem Durchmesser von 5 pum. Der Lichtpunkt wurde vor dem
Experiment mit fluoreszierendem Papier auf eine Markierung am Bildschirm festgelegt,
um die Strahlung des Lasers wahrend des Experimentes im Hirnschnitt genau
lokalisieren zu konnen. Hierdurch konnte der Bereich der photolytischen Stimulation
exakt definiert werden. Durch einen Polarisationsfilter konnte die Lichtleistung des
Lasers wahrend des Experiments verandert werden. In der vorliegenden Arbeit lag die
Leistung des Laserlichtes zwischen 50 und 100 mW. Uber einen Computer mit
entsprechender Software und einem Analog-Digital-(AD)-Wandler wurden die Dauer
des Lichtpulses sowie die Offnung des sog. ,Shutters®, eine vertikal bewegliche
Klappe, genau festgelegt. Der ,Shutter® war zwischen Laser und Mikroskop geschaltet.

Daraus ergab sich ein Lichtpuls mit der Dauer von 3-5 ms.

UV-Laser

Shutter

Abb. 10: UV-Laser
Fur die Photostimulation wurde ein UV-Laser eingesetzt. Die Dauer des Lichtpulses wurde tber
einen Computer mit entsprechender Software sowie uber die Offnung des ,Shutters®, eine

vertikale bewegliche Klappe, genau festgelegt. Der ,Shutter” ist zwischen Laser und Mikroskop
geschaltet.

Fur die photolytische Spaltung wurde in der vorliegenden Arbeit verestertes, sog. O-
(CNB-caged) GABA (y-aminobuttersaure, a-carboxy-2-nitrobenzyl ester, trifluoroacetat;

Invitrogen) in einer Konzentration von 125 uM verwendet.
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2.4 Elektrophysiologie

2.4.1 Versuchsaufbau

Fur die elektrophysiologischen Experimente war das Infrarot-Mikroskop mit einem
System motorisierter Mikromanipulatoren (Luigs und Neumann, Ratingen,
Deutschland) ausgestattet (Abb. 11). Hierdurch war die unabhéangige Positionierung
von Patchpipette, Ableitkammer und Mikroskop in alle drei Raumrichtungen mdglich.
Die Ableitkammer wurde mit Carbogen-gesattigter ACSF perfundiert. Die Zirkulation
wurde Uber Teflonschlauche, die Uber eine Schlauchpumpe vom Vorratsbehalter zur
Ableitkammer liefen, gewahrleistet. Dadurch waren die Substanzzugabe und
Reoxygenierung auf3erhalb der Ableitkammer maoglich. Die Durchflussgeschwindigkeit

betrug 0,3-0,5 I/min und das Kammervolumen umfasste 1,5 ml.
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Abb. 11: Patch-Clamp Melplatz

Fir die elektrophysiologischen Experimente war das Infrarot-Mikroskop mit einem System
motorisierter Mikromanipulatoren ausgestattet. Hierdurch war die unabhangige Positionierung
von Patchpipette, Ableitkammer und Mikroskop in alle drei Raumrichtungen méglich. Die mit
Intrazellularldsung gefillite Patchpipette war tber einen chlorierten Silberdraht mit einem
Vorverstarker verbunden. Damit die Patchpipette bei der Anndherung an das Projektionsneuron
durch den Hirnschnitt nicht verstopft, wurde (iber eine 50 ml Spritze ein Uberdruck auf der
Patchpipette aufgebaut. Die Ableitkammer wurde mit Carbogen-gesattigter ACSF perfundiert.
Die Zirkulation wurde Uber Teflonschlauche, die Uber eine Schlauchpumpe vom Vorratsbehélter
zur Ableitkammer liefen, gewabhrleistet.

Nach Herstellen und Verbringen der Hirnschnitte in die Ableitkammer (s. Punkt 2.1),
wurden die Schnitte mit einem Platindraht, der mit diinnen Nylonfadden bespannt war,
fixiert. Die Amygdala wurde lichtmikroskopisch aufgesucht und die Stimulations-
elektrode entsprechend auf der LA positioniert (Abb. 12). Anschlieend wurde die BLA

fokussiert.
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Stimulation

Patchpipette

Abb. 12: Schematische Darstellung der Amygdala

Die Amygdala wurde lichtmikroskopisch aufgesucht und die Stimulationselektrode
entsprechend auf der LA positioniert. AnschlieBend wurde die BLA fokussiert. Nach
videomikroskopischer Identifizierung eines geeigneten Projektionsneurons wurde die Patch-
pipette an die Zelle herangebracht. eGABA,-IPSCs wurden durch die Stimulation der LA

evoziert und im Ganzzellmodus in der BLA an Projektionsneuronen abgeleitet. LA: laterale
Amygdala; BLA: basolaterale Amygdala. (verandert nach K. Franklin und G. Paxinos, 1997)

2.4.2 Ganzzellableitung und Stimulation

Alle Experimente in der vorliegenden Arbeit wurden mit der Patch-Clamp Technik in
der ,Whole-Cell* Konfiguration durchgefuhrt (Stuart et al., 1993). Bei dieser Methode
wird die elektrische Aktivitat der gesamten Zelle und nicht nur die Aktivitat einzelner
lonenkanéle gemessen (Ganzzellableitung; Blanton et al., 1989; Edwards et al., 1989).
Um diese Ganzzellableitung zu erméglichen, musste zuerst eine sog. ,Cell-Attached”
Konfiguration hergestellt werden, um anschlieBend die Membran unter der
Patchpipettendffnung zu durchbrechen. Dadurch tauscht sich die Patchpipettenlésung
in kirzester Zeit mit dem Zytoplasma aus. Durch diese Methode kdnnen gezielt die

intrazellulare Zusammensetzung veréandert, und intrazelluldre lonenkanale durch die
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Zugabe bestimmter Pharmaka blockiert werden. Diese Technik flhrt zu einem sehr
hohen Abdichtungswiderstand zwischen Patchpipettenspitze und Zellmembran. Man
spricht dabei vom sog. ,giga-seal, der im Gigaohm (GQ) Bereich liegt. Dadurch
entsteht ein gutes Signal-Rausch-Verhaltnis, welches die Messung Kkleiner
synaptischer Strome zuldsst. Kleinste Potentialanderungen kénnen so detektiert

werden (Numberger und Draguhn, 1996).

2.4.2.1 Patchipetten

Mit einem Horizontalziehgerat (DMZ-Universalpuller, Zeitz, Martinsried, Deutschland)
werden die Patchpipetten aus Borosilikatglas-Kapillaren mit Innenfilament (Hugo-
Sachs Elektronik-Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland) hergestellt und
hitzepoliert. Ihr Innendurchmesser misst dabei 1,17 mm, der AuRendurchmesser 1,5
mm. Der Durchmesser der Patchpipettendffnung kann durch das gezielte Einstellen
einzelner Parameter am Horizontalziehgerat variiert werden. Bei einem Durchmesser
von 1 um betrug der Gleichstromwiderstand der mit Intrazellularldsung geflllten
Patchpipette 4,5-5 MQ. Die Intrazellularlésung hatte folgende Zusammensetzung
(mM): CsCH,SO,4 130, EGTA 0,05, HEPES 5, MgCl, 1, NaCl 1, Lidocain 5. Der pH-
Wert wurde mit 0,1 molaren KOH auf 7,3 eingestellt. Die Osmolaritat betrug 275,05
mosM. Fir die Messung von LTDi und mIPSCs wurde die Konzentration von
Chloridionen in der Intrazellularlésung mit folgender Zusammensetzung erhéht (mM):
CsCH,;S0O,4 100, EGTA 0,2, HEPES 10, MgCl, 1, CsClI 60, Lidocain 5; Mg-ATP 1; Nas-
GTP 0,3. Der pH-Wert wurde mit CsOH auf 7,3 eingestellt. Die Osmolaritat betrug
341,4 mosM. Das Umkehrpotential fur Chlorid-lonen betrug -20 mV.

2.4.2.2 Herstellung der Ganzzellableitung

In der Whole-Cell Konfiguration werden die Neurone im ,Voltage-Clamp-Modus*
abgeleitet. Dabei entsprach das eingestellte Haltepotential -70 mV oder -60 mV. Die

mit Intrazellularlésung gefillte Patchpipette war tber einen chlorierten Silberdraht mit
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einem Patch-Clamp-Verstarker (SEC 10L, NPI electronic, Tamm, Deutschland)
verbunden. Der Verstarker arbeitete im diskontinuierlichen Einzelelektroden-,Voltage-
Clamp“-Verfahren (dSEVC, ,discontinuous single electrode voltage clamp®). Das
bedeutet, dass zur Erhaltung des definierten Membranpotentials der Verstarker mit
einer voreingestellten Frequenz (75-80 Hz) zwischen Spannungsmessung und
Injektion des Kompensationsstroms hin und her wechselt. Dadurch kann die
tatsachliche Spannung Uber der Zellmembran gemessen und genau der Strom injiziert

werden, der notwendig ist, um das definierte Haltepotential zu halten.

Nach videomikroskopischer ldentifizierung eines geeigneten Projektionsneurons wurde
die Patchpipette an die Zelle herangebracht. Damit die Patchpipette bei der
Annaherung durch den Hirnschnitt nicht verstopft, wurde Uber eine 50 ml Spritze ein
Uberdruck auf der Patchpipette aufgebaut. Kapazitat und Widerstand der Patchipette
wurden, vor Erreichen des Somas, im sog. ,Bridge-Mode® (Wheatstone sche Briicke)
abgeglichen, um den Anteil der Patchpipette an der Gesamt-Kapazitdtsumladung
(Zellmembran und Patchpipette) auszuschalten. Die Wheatstone sche Briicke ist eine
Messeinrichtung zur Messung elektrischer Widerstande. Sobald die Patchpipette die
Zellmembran des Somas erreichte, wurde dieser Druck vorsichtig abgelassen. Durch
den entstehenden Unterdruck wurde die sog. ,Cell-Attached” Konfiguration hergestellt.
Durch einen nachfolgenden, sanften und kontinuierlichen Unterdruck wurde die
Zellmembran durchbrochen und damit die ,Whole-Cell* Konfiguration hergestellt. Die
Patchpipette und das Zellinnere wurden dadurch leitend miteinander verbunden. Die
Zellmembran wird durch die zwei leitenden Flissigkeiten (Intra- und
Extrazellularlésung) zum umladbaren Widerstand und wirkt als Kondensator. Sie hat
neben ihrem Membranwiderstand (Ry) jetzt auch kapazitative Eigenschaften (Cy).
Dem Membranwiderstand ist der Serienwiderstand (Rs) in Serie geschaltet. Der
Serienwiderstand setzt sich aus dem Patchpipettenwiderstand und dem Widerstand
der Zellfragmente zusammen, die die Patchpipettendffnung verstopfen. Aufgrund der
Verstarkereigenschaften spielt der Serienwiderstand fur die elektrophysiologischen

Messungen allerdings nur eine untergeordnete Rolle.
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2.4.2.3 Elektrische und photolytische Stimulation

Die GABAergen IPSC wurden alternierend im Abstand von 15 sec elektrisch und
photolytisch gemessen. GABAA-IPSCs wurden durch die Stimulation der LA evoziert
und im Ganzzellmodus in der BLA an Projektionsneuronen abgeleitet. Die elektrische
Stimulation erfolgte Uber eine bipolare, konzentrische Stimulations-Elektrode aus
Wolfram (Auendurchmesser 200 um, Innendurchmesser 100 um, SNEX-100X, Hugo-
Sachs-Elektronik-Harvard Apparatus, March-Hugstetten, Deutschland). Mit Hilfe von
Mikromanipulatoren wurde die Stimuluselektrode auf die LA positioniert, so dass
Axone, die dem abgeleiteten Neuron vorgeschaltet waren, stimuliert werden konnten.
Das Stimulationsgerat, mit dem die Stimuluselektrode verbunden war, wurde Uber
einen Computer mit einem AD-Wandler von der Aufzeichnungssoftware (HEKA Pulse,
Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland) ausgeltst. Dauer (0,05-0,5 ms) und
Intensitat (0,1-100 mV) des Strompulses konnten am Stimulationsgerat eingestellt
werden. Die Zellen wurden im Voltage-Clamp Modus bei -60 mV gehalten. Zusatzlich
zur elektrischen Stimulation wurden die abgeleiteten Zellen durch photolytische
Freisetzung von GABA stimuliert. Hierzu wurde 125 uM O-(CNB-caged) GABA
appliziert. Nach ca. 10 min Einwaschzeit wurde mit der photolytischen Stimulation
begonnen. Der Laserpunkt wurde so positioniert, dass er auf den Dendrit des
abzuleitenden Neurons zeigte. Die Laserintensitat wurde so eingestellt, dass eine
Stromantwort von ca. 50-100 pA abgeleitet werden konnte. Die abgeleiteten Antworten
wurden durch Zugabe von spezifischen Antagonisten modifiziert, um elektrisch
(eGABAA-IPSCs) und photolytisch (pGABA4-IC) evozierte GABA,-Strome durch
bestimmte Rezeptortypen isolieren zu kdnnen. In dieser Arbeit wurden folgende
Antagonisten eingesetzt: D-AP-5 (d-(—)-2-Amino-5-phosphonopentansaure; NMDA-
Rezeptor-Blocker; 50 M), NBQX (2,3-dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydro-benzo-
[flguinoxaline-7-sulfonamide; AMPA-Rezeptor-Blocker; 5 uM) und CGP 35348 (35348-
aminopropy! (diethoxymethyl) phosphinsédure; GABAg-Rezeptor-Blocker; 200 pM).
Waren die eGABAA-IPSCs bezuglich ihrer Amplitude und Kinetik fir mindestens zehn
Minuten lang stabil, wurden die pharmakologischen Substanzen, die untersucht

werden sollten, appliziert.

36



Material und Methoden

2.4.2.4 Auslosen LTDi

eGABA,-IPSCs wurden durch die Stimulation der LA evoziert und an Pyramidenzellen
der basolateralen Amygdala (BLA) abgeleitet. Die Zellen wurden im Voltage-Clamp
Modus bei -70 mV gehalten. Durch die Zugabe von D-AP-5, NBQX und CGP 35348,
wurden eGABAA-IPSCs isoliert. Waren eGABA-IPSCs beziiglich ihrer Amplitude und
Kinetik fur mindestens zehn Minuten lang stabil, wurde LTDi induziert. Hierzu wurde
eine niederfrequente afferente Reizung (1 Hz/100 Pulse) ausgeldst, welche in der BLA

eine anhaltende Abnahme der synaptischen Transmission zur Folge hat.

2.4.2.5 mPSCs

GABA kann auch ohne vorausgehendes Aktionspotential aus den synaptischen
Terminalen freigesetzt werden und an postsynaptische Rezeptoren binden. Durch
diese spontanen Neurotransmitterausschittungen kommt es am postsynaptischen
Neuron zu den sog. mIPSCs. Um diese isolieren zu kénnen, wurden zur ACSF D-AP-5,
NBQX und CGP hinzugegeben. Um die synaptische Transmitterfreisetzung durch ein
spontanes Aktionspotential Zu verhindern, wurde der spezifische
Natriumkanalantagonist Tetrodotoxin (TTX; 1 uM) wahrend der Messung der mIPSCs
appliziert. Dadurch wurde sichergestellt, dass die gemessenen mIPSCs lediglich durch
spontane  Neurotransmitterfreisetzung aus der prasynaptischen Endigung
hervorgerufen wurden. Verandert ein Pharmakon die Frequenz der mIPSCs, spricht
das fiur eine Verminderung der prasynaptischen Vesikelfreisetzung und ist somit ein
Indiz, dass die eingesetzte pharmakologische Substanz préasynaptische Effekte
auslost. Verandert sich hingegen isoliert die Amplitude, spricht man von einem
postsynaptischen Effekt. Die Substanz wirkt direkt auf die Rezeptoren des
postsynaptischen Neurons. Die mIPSCs wurden bei einem Haltestrom von -70 mV

aufgezeichnet.
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2.5 Verhaltensversuche

Erganzend zu den elektrophysiologischen Experimenten der vorliegenden Arbeit

wurden im Labor von PD Dr. Carsten Wotjak Verhaltensuntersuchungen durchgefihrt.

2.5.1 Tiere

Méannliche C57BL6/N (B6N, 7-8 Wochen alt, Charles River, Sulzfeld) Mause (n= 9-14
pro Gruppe) wurden einzeln gehalten, Futter und Wasser standen den Tieren ad
libitum zur Verfigung, und die Tiere hatten vor Beginn der Verhaltensuntersuchung
zwei Wochen Zeit, sich an einem verdnderten Hell-Dunkel-Rhythmus (12:12 Stunden,
Dunkelphase beginnend wum 9 Uhr vormittags) zu gewohnen. Alle
Verhaltensuntersuchungen wurden wahrend der aktiven Phase der Mause zwischen

9:30 und 17 Uhr durchgefuhrt.

2.5.2 Durchfiihrung der Verhaltenstests

2.5.2.1 Furchtkonditionierung

An Tag null (Tag 0) wurde die Furchtkonditionierung der Tiere durchgefiihrt: Drei
Minuten nach Einsetzen des jeweiligen Tieres in die Versuchsarena wurde fir 20 ms
ein Ton préasentiert (80 dB, 9 kHz Sinusoid mit 10 ms Anstieg und 10 ms Abfall).
Beendet wurde dieser Ton gekoppelt mit einem 2 s lang anhaltenden elektrischen
Schlag (0,7 mA) auf die FuRsohle der Tiere. 60 Sekunden spater wurden die Tiere

wieder zurtick in ihren gewohnten Ké&fig gesetzt.

38



Material und Methoden

2.5.2.2 Extinktionstraining

Die Tiere wurden in diesem Versuchsaufbau in eine andere, zweite Versuchsarena
gesetzt, die sich von der oben beschriebenen in Material, Form, Oberflache und
Geruch unterschied. Nach einer dreiminitigen Habituationsphase wurden die Mause
mit einem 180 s langen Ton (80 dB, 9 kHz Sinusoid, permanenter Ton) konfrontiert.
Auch hier wurden die Tiere 60 Sekunden spater wieder zurlck in ihren gewohnten
Kafig gesetzt. Das Extinktionstraining wurde 24 h nach der oben beschriebenen

Furchtkonditionierung (Tag 0) an Tag 1, 2, und 3 durchgefihrt.

2.5.3 Analyse und Statistik der Verhaltenstests

Das Verhalten der Mause wurde per Videokamera aufgezeichnet und von einem
geblindeten Beobachter ausgewertet (EVENTLOG, Robert Henderson, 1986).

Angststarre wurde dabei definiert als das Fehlen jeglicher Bewegung.

Die Ergebnisse der Verhaltenstests wurden mit einfachen ANOVAs anhand von
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) ausgewertet.
Newman-Keuls Test wurden als post hoc Test angewendet, falls zutreffend. Die Daten
sind als Mittelwert und Standardfehler (SEM) angegeben. Das Signifikanzniveau war

festgelegt auf p<0,05.

2.5.4 Pharmazeutika und Experimentaufbau

SR57227 und Tropisetron wurde von Sigma-Aldrich (Jungferninseln, USA) erworben
und in physiologischer Kochsalzldsung gel6st. Rimonabant wurde freundlicherweise
vom ,Chemical Synthesis and Drug Supply Program*“ des National Institute of Mental

Health zur Verfiigung gestellt.
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Es wurden insgesamt zwei verschiedene Experimente durchgefiihrt: Im ersten Aufbau
wurde der 5-HTs-Rezeptor-Agonist SR57227 (1 oder 3 mg/kg) eine Stunde vor dem
Extinktionstraining intraperitoneal (i.p.) in einem Volumen von 10 ml/kg injiziert. Im
zweiten Aufbau wurde Rimonabant (3 mg/kg) in einer Tragerstofflésung (2,5 % DMSO
und einem Tropfen Tween 80 pro 3 ml Kochsalzlésung) geldst und jeweils eine Stunde
vor jedem Extinktionstraining entweder alleine subkutan (s.c.) injiziert oder i.p. in

Kombination mit Tropisetron (1 mg/kg) gegeben.

2.6 Auswertung und Statistik

Die Rezeptor-vermittelten Strome wurden verstarkt, tiefpass gefiltert und dann
digitalisiert. Fur die Digitalisierung wurde eine Sampling-Frequenz von 9 kHz
verwendet (ITC-16 Computer Interface, Instrutech Corp., Port Washington, USA).
Aufgezeichnet wurden die Stromantworten mit der ,HEKA Pulse” Software (HEKA
Pulse, Heka Elektronik, Lambrecht, Deutschland). Die Auswertung wurde mit der

Software Igor Pro 5 (Wave Metrics, Lake Oswego, USA) durchgefihrt.

Die Kommandospannung des Verstarkers wurde vor jeder elektrischen Stimulation fir
die Dauer von 200 ms um 10 mV gesenkt. Es handelt sich dabei um einen Testpuls.
Dadurch wurde die Zelle hyperpolarisiert. Das hatte zur Folge, dass die Zellmembran
umgeladen wurde. Dies ist als kapazitative Stromspitze in Abb. 13 zu erkennen. Der
Testpuls ist wichtig, um wahrend des Experimentes die Membraneigenschaften des
Neurons (Ry, Cy) und damit die Qualitdt der Ganzzellableitung nachvollziehen zu
kénnen. Nach der Stimulation des Neurons wurden die Amplitude des Stromflusses
durch die Membran und der Zeitverlauf der Stromantwort (Deaktivierungskonstante,

Ladungstransfer) ausgewertet.
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Folgende Parameter wurden definiert:

Stromamplitude (peak):

Die maximale Auslenkung der Stromantwort wird durch die Stromamplitude

beschrieben.

Ladungstransfer:

Den lonenstrom, der fliet, wahrend die Kandle gedffnet sind, bezeichnet man als
Ladungstransfer. Er entspricht der Flache unter der Kurve, die bei der Stromantwort
gebildet wird. Integriert man die Flache, kann der Ladungstransfer bestimmt werden. Er

wird in pAs angegeben.

Deaktivierungskonstante (t; Decay):

Die Deaktivierung wird mit einer Zeitkonstante t (in ms) angegeben und beschreibt den
Stromabfall. Die Zeitkonstante wird computergestiitzt mit einem Iterationsverfahren
berechnet. Dabei wird eine auf einer Exponentialfunktion basierende Kurve der
Messkurve solange angenédhert, bis die Distanz zwischen den beiden Kurven so klein
wie moglich ist. Mit der folgenden Kurve kann dann die Deaktivierungskonstante

berechnet werden:

|(’E)=|o 1/e

Bei Stromantworten, die durch GABAs-Rezeptoren vermittelt werden, liegt ein
biexponetieller Verlauf mit zwei Zeitkonstanten vor. Hierbei wird das Iterationsverfahren

mit einer Biexponetialfunktion basierten Kurve berechnet.
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Membranwiderstand (Ry):

Der Membranwiderstand bildet sich durch den Ohm'schen Widerstand der
Zellmembran. Errechnet wird der Membranwiderstand aus der Stromdifferenz vor und
nach der kapazitiven Stromspitze nach Auslosen des Testpulses. Sobald die
Zellmembran vollstandig vom Testpuls umgeladen ist, vergrofRert sich der kapazitive
Widerstand. Der Erhaltungsstrom (loiset), der das eingestellte Potential gegentiber dem
Bad aufrechterhalten soll, fliel3t nun durch den Membranwiderstand. Dieser kann durch

die folgende Gleichung ermittelt werden:
Rm=U/|0ffset

Voraussetzung daflr ist, dass der Serienwiderstand (Rs) so viel kleiner ist als der

Membranwiderstand, dass Rs vernachlassigt werden kann.

Serienwiderstand (Rs):

Der Widerstand der Patchpipette sowie der Widerstand von Zellfragmenten, die die
Patchpipettendffnung ausfillen, bilden den Serienwiderstand Rs. Wahrend des
Umladeprozesses hat der Kondensator einen vernachlassigbar geringen Widerstand.
Dadurch wird der Membranwiderstand kurzgeschlossen, und es wirkt nur noch der Rs.
Da wahrend der Spannungsmessung mit dem dSEVC kein Strom injiziert wird (I = 0)
und somit kein Spannungsteiler existiert, spielt Rs keine Rolle. Durch eine ausreichend
groRe Spannungsquelle (15 V) wird eine korrekte Spannungsklemme des in dieser

Arbeit abgeleiteten Neuronentyps gewahrleistet (Polder und Swandulla, 2001).
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Abb. 13: Berechnung der Messgrof3en aus dem abgeleiteten Stromzeitverlauf

A: Das Kommandopotential des Verstarkers wurde vor jeder Stimulation sprungartig fur die
Dauer von 200 ms um 10 mV, dem sog. Testpuls, reduziert. Dies hat eine Umladung der
Zellmembran zur Folge, die an den kapazitativen Stromspitzen sichtbar ist. Der
Serienwiderstand (Rs) kann durch Bestimmung der Lange dieser kapazitativen Stromspitzen
ermittelt werden. Der kapazitative Widerstand ist nach vélliger Umladung der Zellmembran sehr
hoch, so dass der Potentialerhaltungsstrom (loset) Uber den Membranwiderstand abflieRt. Uber
die Bestimmung der Differenz zwischen dem Strom vor und nach Umladung der Zelle kann der
loftset DEStimmMt werden. Nach einer kurzen Latenzphase erfolgt die Stimulation. Die Stimulation
der synaptischen Verbindung zum abgeleiteten Neuron fihrt folglich zur synaptischen
Transmitterausschittung und somit zum lonenfluss durch die konsekutiv offenen
ligandengesteuerten lonenkanéle. Der lonenfluss ist in der Abbildung als Stromantwort
wiedergegeben. Die absolute Amplitude lasst sich anhand der dargestellten Stromantwort
erkennen. Durch Annaherung einer auf einer Exponential- bzw. Biexponentialfunktion
basierenden Kurve an die Messkurve ist die Berechnung der Deaktvierungszeitkonstante
moglich. Der Ladungstransfer (in pAs) kann durch Integration der Flache unterhalb der
Stromantwort errechnet werden. B: Bildhafte Darstellung der Ganzzellableitung. In der
Ganzzellableitung ist die Zelle mit dem Zellinneren leitend verbunden. Die Zellmembran stellt
einen umladbaren Widerstand zwischen zwei leitenden Medien dar und hat somit die
Eigenschaft eines Kondensators mit einer bestimmten Kapazitat (Cy). Des Weiteren hat sie
einen eigenen Widerstand (Ry; Membranwiderstand), mit dem der Serienwiderstand (Rs) in
Serie geschaltet ist. (S. Kratzer, 2012)

Um die einzelnen Ergebnisse miteinander vergleichen zu kdnnen, wurden die letzten 5
Minuten, bevor eine pharmakologische Substanz appliziert bzw. ein LTDi induziert

wurde, auf 1,0 normalisiert. Die Anderung der Amplitude wurde als relative
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Verédnderung zu diesen normalisierten Anfangswerten berechnet. Der ermittelte Wert

entspricht der ,relativen Amplitude®.

mIPSC wurden computergestitzt mit dem Mini-Analysis Program 6.03. (Synaptosoft,
New Jersey, USA) detektiert und danach visuell verifiziert. AnschlieBend wurden die
mittlere Frequenz und die mittlere Amplitude der Ereignisse mit Hilfe der Gaul3schen

Verteilungskurve berechnet.

Die Zusammenfassung der Daten und die statistische Analyse erfolgten tiber Microsoft
Excel (Microsoft Corporation, Redmond, USA). Mit Hilfe des Student's t-Test flr
unabhangige und abhangige Daten wurden die Messwerte auf signifikante
Unterschiede Uberprift. Das Signifikanzniveau war festgelegt auf p<0,05. In der
vorliegenden Arbeit werden die Mittelwerte mit dem zugehérigen SEM (,standard error

of the mean®)-Wert angegeben.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde die mogliche Interaktion des ECS mit dem 5-HTs;-
Rezeptor in der Amygdala untersucht. Mit Hilfe elektrophysiologischer Methoden und
Verhaltensversuchen soll die Bedeutung dieser Interaktion fir die Modulation der
GABAergen synaptischen Transmission und der Furchtkonditionierung erforscht

werden.

3.1 Spielen 5-HT3-Rezeptoren eine Rolle bei der Modulation der

GABAergen Transmission in der BLA?

Um die Hypothese einer Interaktion zu bestatigen, wurde zunéchst der Einfluss des 5-
HTs-Rezeptor-Antagonisten Ondansetron auf GABAerge elPSCs mit Patch-Clamp
Technik (siehe Kapitel 2.4.2) an Hirnschnittpraparaten in der BLA untersucht. Die
Stimuluselektrode wurde in der LA gesetzt. Bei einem Haltepotential von -60 mV wurde
in der BLA abgeleitet. Durch die Zugabe von N-methyl-D-aspartat (NMDA)-, GABAg-
und Glutamat-Rezeptorblocker (siehe Kapitel 2.4.2.3) wurde die Isolierung der
eGABA,-IPSCs gesichert. Die Zugabe von Ondansetron erfolgte, sobald die
GABAergen elPSCs bhezuglich ihrer Amplitude und Kinetik mindestens zehn Minuten
lang stabil waren. Diese Voruntersuchungen zeigten, dass Ondansetron die Amplitude
von GABAergen elPSCs in der BLA dosisabhangig (ICs,= 12,9 uM) vermindert (Abb.
14).
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Abb. 14: 5-HTs-Rezeptor-Antagonist Ondansetron reduziert dosisabhangig GABAerge
elPSCs

Mit der Patch-ClampTechnik wurden an Hirnschnittpraparaten in der BLA GABAerge elPSCs
gemessen, die pharmakologisch mit spezifischen Rezeptorantagonisten, D-AP-5, NBQX und
CGP 35348, isoliert wurden. Die Stimuluselektrode wurde in der LA gesetzt und bei einem
Haltepotential von -60 mV in der BLA abgeleitet. Die représentativen Stromspuren
kennzeichnen die dosisabhéngige Abnahme der GABAergen elPSCs, abgleitet von
Projektionsneuronen in der BLA, nach der Applizierung von Ondansetron. Die Dosis-
Wirkungskurve zeigt, dass Ondansetron GABAerge elPSCs in der BLA konzentrationsabhéngig
mit einem 1Cso von 12,9 uM hemmt. Die IPSCs wurden alle 15 s stimuliert, wobei vier IPSCs
gemittelt wurden und einem Datenpunkt entsprechen. Die Ondansetronkonzentration ist in uM
angegeben.
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3.2 Besteht auf der Ebene der GABAergen synaptischen Transmission

eine Interaktion zwischen ECS und 5-HT3-Rezeptoren?

3.2.1 5-HTs-Rezeptor Antagonist Ondansetron reduziert eGABAA-IPSCs und
pGABA,-ICs

Aufgrund der in Kapitel 3.1 beschriebenen Ergebnisse sollte mit Hilfe der Laser-
induzierten Photostimulation (siehe Punkt 2.3.2.3) Uberpruft werden, ob in der BLA die
Ondansetron-vermittelte Inhibition der GABAergen elPSCs uber aktivierte 5-HTs-
Rezeptoren am présynaptischen Neuron hervorgerufen wird. Wahrend bei der
Erzeugung der elPSCs sowohl pra- als auch postsynaptische Mechanismen beteiligt
sind, kann eine Laser-induzierte photolytische GABA-Freisetzung (pGABA-IPSCs)
weitgehend unabhangig von Mechanismen der prasynaptischen Terminale erzielt
werden (Dodt et al.,, 1999, Rammes et al., 2007). Werden nur die eGABAA-IPSCs
reduziert und die pGABAA-ICs bleiben unveréndert, weist dies auf einen

prasynaptischen Effekt hin.
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Abb. 15: 5-HT;-Rezeptor Antagonist Ondansetron reduziert eGABBAA-IPSCs nicht Uber
die Inhibition von 5-HT3;-Rezeptoren

Schematische Darstellung von Experimenten, in denen Rezeptorstrome alternierend durch
elektrische Stimulation und photolytische GABA-Freisetzung hervorgerufen wurden.
Ondansetron (20 uM) bewirkt eine Abnahme der eGABAA-IPSCs (66,3+11,3 %; n=7; p<0,05)
und gleichzeitig die Abnahme der pGABAA-IC (67,5£8,7 %; n=7; p<0,05). Die IPSCs wurden
alle 30 s alternierend stimuliert, wobei zwei IPSCs gemittelt wurden und einem Datenpunkt
entsprechen. Reprasentative Stromspuren sind dargestellt. Weie Kreise reprasentieren
PGABA,-ICs und schwarze Kreise eGABAA-IPSCs. pGABA,-ICs wurden durch die Spaltung
von caged GABA hervorgerufen.

Das Experiment zeigt, dass der 5-HTs;-Rezeptor-Antagonist Ondansetron (20 pM)
sowohl die eGABAA-IPSCs als auch die pGABA4-ICs reduziert (Abb. 15).

3.2.2 Tropisetron (50 nM) reduziert eGABA,-IPSCs ohne direkten Antagonismus
an GABA-Rezeptoren

Im Gegensatz zu Ondansetron (IC5=12,9 uM) ist Tropisetron (IC5,=470 nM, Peters et

al.,, 1993) ein potenterer 5-HTz;-Antagonist. Mit Hilfe der Laser-induzierten
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Photostimulation soll getestet werden, ob Tropisetron eGABAA-IPSCs Uber 5-HTs;-

Rezeptoren am prasynaptischen Neuron reduziert.

O PGABA-IC @ eGABA,-IPSC
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Trop Trop
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Abb. 16: 5-HTs-Rezeptor Antagonist Tropisetron reduziert eGABA-IPSCs ohne direkten
Einfluss auf pGABA,-ICs

Schematische Darstellung von Experimenten, in denen Rezeptorstréme alternierend durch
elektrische Stimulation und photolytische GABA-Freisetzung erzeugt wurden. Tropisetron (50
nM) bewirkt eine Abnahme der eGABAA-IPSCs (71+7,1 %; n=8; p<0,05), ohne gleichzeitig die
PGABA,-IC (96,315,5 %; n=8; p>0,05) zu beeinflussen. Die IPSCs wurden alle 30 s stimuliert,
wobei zwei IPSCs gemittelt wurden und einem Datenpunkt entsprechen. Reprasentative
Stromspuren sind dargestellt. Weil3e Kreise reprasentieren pGABA4-ICs und schwarze Kreise
eGABA,-IPSCs. pGABA,-ICs wurden durch die Spaltung von caged GABA hervorgerufen.

Tropisetron (50 nM) fihrte zu einer signifikanten Reduktion der eGABA-IPSCs
(71+£7,1 %; n=8; p<0,05; Abb. 16), zeigte jedoch keinen Effekt auf pGABAx-ICs
(96,315,5 %; n=8; p>0,05; Abb. 16).
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3.2.3 Tropisetron (50 nM) reduziert eGABA-IPSCs Uber den nikotinergen
Acetylcholin (nAch)-Rezeptor

Da bekannt ist, dass Tropisetron auch ein partieller Agonist an der a,-UE des nAch-
Rezeptors und ein azB4- sowie ein a,B;-nAch-Rezeptor-Antagonist ist (Papke et al.,
2005), wurde im folgenden Experiment untersucht, ob die Pharmakologie von
Tropisetron flr eine Modulation der eGABBAA-IPSCs durch den a;-nAch- und nicht den
5-HT;-Rezeptor spricht. Da eine langere Aktivierung des nAch-Rezeptors eine schnelle
Desensibilisierung hervorruft, fuhrt die standige Présenz eines Agonisten zu einer
Antagonisierung. Demnach musste die Applikation des a;-UE selektiven Antagonisten
Methyllycaconitin (MLA 1nM) den gleichen Effekt auf die elPSCs-Amplitude zeigen wie

Tropisetron.
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Abb. 17: Die Reduktion der eGABA4-IPSCs ist abhangig von dem a;-nAch-Rezeptor

Schematische Darstellung von Experimenten, in denen Rezeptorstrome alternierend durch
elektrische Stimulation und photolytischer GABA-Freisetzung erzeugt wurden. Der a;-UE
selektive Antagonist Methyllycaconitin (MLA; 1 nM) reduzierte signifikant die eGABAA-IPSC
Amplitude (76+0,1 %; n=4; p<0,05), ohne gleichzeitig die pGABAA-ICs (961 %; n=4; p>0,05)
zu beeinflussen. Die darauffolgende Gabe von Tropisetron (50 nM) reduzierte die eGABA,-
IPSCs nicht mehr weiter (66+1 %; n=4; p>0,05) und deutet somit auf eine gemeinsame
pharmakologische Wirkung beider Substanzen hin. Die IPSCs wurden alle 30 s alternierend
stimuliert, wobei zwei IPSCs gemittelt wurden und einem Datenpunkt entsprechen.
Reprasentative Stromspuren sind dargestellt. Weil3e Kreise reprasentieren pGABA,-ICs und
schwarze Kreise eGABAA-IPSCs. pGABA,-ICs wurden durch die Spaltung von caged GABA
hervorgerufen.

Der a;,-UE selektive Antagonist MLA reduzierte signifikant eGABAA-IPSCs (76+0,1 %;
n=4; p<0,05; Abb. 17). Tropisetron konnte keine zusatzliche Reduktion der eGABA,-
IPSCs herbeifiihren (961 %; n=4; p>0,05; Abb. 17). Bei beiden Substanzen zeigte
sich kein Effekt auf pPGABA4-ICs.

3.2.4 mIPSCs

Um festzustellen, ob der in Kapitel 3.2.2 beschriebene Effekt pra- oder postsynaptisch

ist, wurden im folgenden Versuch mIPSCs (siehe Punkt 2.3.2.3) aufgenommen. Damit
51



Ergebnisse

die mIPSCs isoliert aufgezeichnet werden konnten, wurden die NMDA- und die
Glutamat-Rezeptoren pharmakologisch antagonisiert. Eine synaptische Transmitter-
Freisetzung durch ein spontanes AKP wurde durch die Applikation von TTX (1 uM)
verhindert. Veréandert sich nach der Zugabe von Tropisetron die Frequenz der mIPSCs,
spricht dies fur einen prasynaptischen Effekt, verandert sich hingegen die Amplitude,

ist dies ein Beweis fiir einen postsynaptischen Effekt.
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Abb. 18: 5-HT;-Rezeptor Antagonist Tropisetron veréandert in Gegenwart von TTX weder
die Frequenz noch die Amplitude von mIPSCs

A) Balkendiagramm fiir den Effekt von Tropisetron (50 nM) auf Frequenz (Kontrolle: 4,2+0,3 Hz
vs. Tropisetron: 4,5+0,3 Hz; n=6; p>0,05) und Amplitude (Kontrolle: 11,2+1,1 pA vs.
Tropisetron; 10,8+0,9 pA; n=6; p>0,05) der mIPSCs. Weder die Frequenz noch die Amplitude
verandert sich signifikant nach der Gabe von Tropisetron. B) Représentative Strome von
spontanen mIPSCs. C) Kumulative Verteilung der Amplitude und des Inter-event-Intervals eines
Experiments.
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Weder die Frequenz noch die Amplitude veréndert sich nach der Gabe von Tropisetron
(Abb. 18). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass vorgeschaltete cholinerge Synapsen

die Reduktion der Amplitude von IPSCs vermitteln.

3.3 Sind 5-HT3;-Rezeptoren an der Kontrolle von Cannabinoid-

vermittelter synaptischer Aktivitat (LTDi) beteiligt?

Es konnte gezeigt werden, dass eine definierte niederfrequente afferente Reizung
(1 Hz/900 Pulse und 1 Hz/100 Pulse) in der BLA Uber prasynaptische Mechanismen
eine anhaltende Abnahme der synaptischen Transmission, eine sog. LTD (Rammes et
al., 2000, 2001) und eine LTDi (Azad et al., 2004), induziert. Da nach Zugabe des
GABA,-Rezeptor-Antagonisten Picotoxin LTD und LTDi vollstéandig blockiert werden
konnten, deuten die Ergebnisse dieser Experimente darauf hin, dass bei diesen beiden

Effekten vorgeschaltete GABAerge Interneurone eine wichtige Funktion haben.

3.3.1 5-HTs-Rezeptoren haben keinen Einfluss auf die Induktion von LTDi

Es wird vermutet, dass LTDi in der BLA eine wichtige zellulare Komponente bei der
Extinktion von furchtkonditionierten Gedéachtnisinhalten darstellt (Marsicano et al.,
2002; Azad et al., 2004). Im folgenden Experiment soll geklart werden, ob eine 5-HT;-
Rezeptor Inhibierung oder Aktivierung die Induktion von LTDi beeinflusst. Eine
niederfrequente afferente Reizung (1 Hz/100 Pulse) konnte in der BLA LTDi auslosen
(486 %; n=7; p<0,05; Abb. 19). Die Vorbehandlung der Hirnschnittpraparate mit
Tropisetron hatte keinen signifikanten Effekt auf die Induktion von LTDi (539 %; n=7,
p<0,05; Abb. 19). Die kombinierte Zugabe von Tropisetron (50 nM) und Rimonabant
(5 uM), einem CB1-Rezeptor Antagonist, unterdriickte die Induktion von LTDi (96+0,6
%; n=6; p>0,05; Abb. 19).
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Abb. 19: 5-HTs-Rezeptor Antagonist Tropisetron hat keinen Einfluss auf die Induktion von
LTDi

Unter Kontrollbedingungen flhrte eine niederfrequente afferente Reizung (1 Hz/100 Pulse) in
der BLA zu LTDi (486 %; n=7; p<0,05). Tropisetron (50 nM) hatte keinen Einfluss auf die
Endocannabinoid-abhéangige LTDi evozierter IPSCs (5319 %; n=7; p<0,05). Die gemeinsame
Gabe von Tropisetron und dem CB1-Rezeptor-Antagonist Rimonabant (RIM; 5 uM)
unterdriickte die Induktion von LTDi (96+0,6 %; n=6; p>0,05). Die IPSCs wurden alle 15 s
alternierend stimuliert, wobei vier IPSCs gemittelt wurden und einem Datenpunkt entsprechen.
Reprasentative Stromspuren sind dargestellt. WeiRe Kreise reprasentieren die Kontrolle,
schwarze Kreise Tropisetron und graue Kreise die gemeinsame Gabe vonTropisetron und
Rimonabant.

Die Kontrollgruppe zeigt, dass eine niederfrequente afferente Reizung (1 Hz/100
Pulse) in der BLA LTDi auslést (5945 %; n=6; p<0.05; Abb. 20). Als die
Hirnschnittpraparate mit dem 5-HT3;-Rezeptor-Agonisten SR57227 (10 uM) kurz vor
und wahrend der Auslésung von LTDi behandelt wurden, um eine Desensibilisierung
zu verhindern, hatte dies keinen Effekt auf die Induktion von LTDi (6311 %; n=6;
p<0,05; Abb. 20). Die eGABAA-IPSCs zeigten keinen signifikanten Unterschied zu der
Kontrollgruppe (59+5 %; n=5; p<0,05; Abb. 20).
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Abb. 20: 5-HT3-Rezeptor Agonist SR57227 hat keinen Einfluss auf die Induktion von LTDi
Die Kontrollgruppe zeigt, dass eine niederfrequente afferente Reizung (1 Hz/100 Pulse) in der
BLA LTDi auslost (595 %; n=6; p<0.05). Der 5-HT;-Rezeptor-Agonist SR57227 (10 uM) hatte
keinen Einfluss auf die Induktion von LTDi (63x11 %; n=6; p<0,05). Um eine Desensibilisierung
der 5-HTs-Rezeptoren zu vermeiden, wurde SR57227 nur kurz vor und wahrend der 1 Hz
Stimulation (100 Pulse; LFS) ins Bad appliziert. Die IPSCs wurden alle 15 s alternierend
stimuliert, wobei vier IPSCs gemittelt wurden und einem Datenpunkt entsprechen.
Reprasentative Stromspuren sind dargestellt. Weil3e Kreise reprasentieren die Kontrolle und
schwarze Kreise SR57227.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass weder die Inhibition noch die Aktivierung
von 5-HT;-Rezeptoren Einfluss auf die Endocannabinoid-abhéangige synaptische

Plastizitat nehmen.

3.4 Welche Bedeutung hat der 5-HT3-Rezeptor fur Akquisition und
Extinktion furchtbezogener Gedachtnisinhalte in Verhaltens-

untersuchungen?

Erg&nzend zu den Experimenten, beschrieben in Kapitel 3.3.1, wurde im Labor von PD

Dr. Wotjak an Mausen in vivo untersucht, inwiefern 5-HT;-Rezeptoren Einfluss auf die
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Akquisition und Extinktion furchtbezogener Gedachtnisinhalte nehmen. Die Tiere
wurden einer Furchtkonditionierung unterzogen, gefolgt von einem dreitagigen
Extinktionstraining (siehe Punkt 2.5). Jeweils eine Stunde vor dem Extinktionstraining
wurde den Tieren eine pharmakologische Substanz, SR57227, Rimonabant oder

Rimonabant mit Tropisetron, gespritzt.

3.4.1 Die Aktivierung von 5-HTz-Rezeptoren dampft die Extinktion

Nach auditorischer Furchtkonditionierung an pharmakologisch behandelten C57/BI6
Mausen sollte der Einfluss des serotonergen Systems auf die Akquisition und die
Extinktion von Gedéachtnisinhalten untersucht werden. Einfaktorielle ANOVAs zeigen
nur an Tag 3 einen Effekt nach der Behandlung mit SR57227 (F,3s=5,51, p<0,01; Abb.
21 A). Die Erstarrungsrate an Tag 1 (F,3s=0,34, p=n.s) und 2 (F,35=0,69, p=n.s) war fur
alle drei Gruppen gleich (Abb. 21 A). Die Plazebo Gruppe zeigte eine Extinktion des
Furchtgedéachtnisses und die Gruppe, die mit SR57227 (1 mg/kg) behandelt wurde
zeigte lediglich eine Dampfung der Extinktion. Zudem ergab der Post Hoc Test, dass
die Gruppe mit der hochsten Dosierung SR57227 (3 mg/kg) an Tag 3 im Vergleich zur
Placebo-Gruppe eine verstarkte Angstantwort gezeigt hat (p<0,05; Abb. 21 B).
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Abb. 21: In Verhaltensuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass 5-HT;-Rezeptoren
die Extinktion dampfen

Einfaktorielle ANOVAs zeigen den Haupteffekt der Behandlung mit SR57227 nur an Tag 3 des
Extinktionstrainings (F23s=5,51, p<0,01; Abb.: 21 A). Fur Tag 1 (F;35=0,34, p=n.s.; Abb. 21 A)
und Tag 2 (F,35=0,69, p=n.s.; Abb. 21 A) ergibt sich kein Effekt. Post Hoc Tests haben zudem
ergeben, dass die Gruppe mit der hochsten Dosierung SR57227 (3 mg/kg) an Tag 3 im
Vergleich zur Placebo-Gruppe eine verstarkte Angst-Antwort gezeigt hat (p<0,05; Abb. 21 B).

Diese Ergebnisse demonstrieren eine gedampfte Extinktion, wenn 5-HTs;-Rezeptoren

aktiviert werden. Die Akquisition wird nicht durch die 5-HT;-Rezeptoren beeinflusst.

3.4.2 Die pharmakologische Modifikation von 5-HT;-Rezeptore beeinflusst nicht
die Extinktion aversiver Ged&chtnisinhalte

Aufgrund der unter Punkt 3.4.1 beschriebenen Ergebnisse sollte eine mdgliche
Interaktion des ECS mit 5-HTs;-Rezeptoren bei der Regulation von Extinktion eruiert
werden. Einfaktorielle ANOVAs zeigen an allen 3 Tagen einen Effekt der Tropisetron
und Rimonabant Behandlung auf das Extinkstionstraining (Tag 1: F34=29,687,
p<0,001; Tag 2: F34=8,48, p<0,001; Tag 3: F345=12,11, p<0,001; Abb. 22 A). Post Hoc
Tests haben ergeben, dass Tropisetron an Tag 1 die Extinktion beschleunigte (1 mg/kg
i.p.; p<0,001; Abb. 22 B) und dass die ausschlie3liche Gabe von Rimonabant (3 mg/kg
i.p.; p<0,001; Abb. 22 B) wie die gemeinsame Gabe von Rimonabant und Tropisetron
(p<0,001; Abb. 22 B) die Extinktion inhibieren. An Tag 2 fuhrt lediglich die alleinige
Gabe von Rimonabant, verglichen zur Kontrollgruppe, zu einer verstarkten

Angstantwort (3 mg/kg i.p.; p<0,05; Abb. 22 C). An Tag 3 verstarkte die gemeinsame
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Gabe von Tropisetron und Rimonabant (1 mg/kg und 3 mg/kg i.p; p<0,05; Abb. 22 D)
wie die ausschlief3liche Behandlung mit Rimonabant (3 mg/kg i.p; p<0,001; Abb. 22 D)
die Angstantwort.
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Abb. 22: Die pharmakologische Modifikation von 5-HT;-Rezeptoren beeinflusst nicht die
Extinktion aversiver Gedéchtnisinhalte

Einfaktorielle ANOVAs zeigen einen Effekt der Tropisetron und Rimonabant Behandlung auf
das Extinktionstraining: Tag 1: F34=29,687, p<0,001, Abb. 22 A; Tag 2: F;45=8,48, p<0,001,
Abb. 22 A; Tag 3: F345=12,11, p<0,001, Abb. 22 A. Post Hoc Tests haben zudem ergeben, dass
an Tag 1 die Gabe von Tropisetron die Extinktion beschleuinigte (p<0,001; Abb. 22 B), die
ausschlielBliche Gabe von Rimonabant, wie die gemeinsame Gabe von Rimonabant und
Tropisetron, die Extinktion inhibierte (RIM: p<0,001; RIM+Trop: p<0,001; Abb. 22 B). An Tag 2
verstarkte die alleinige Gabe von Rimonabant, verglichen zur Kontrollgruppe, die Angstreaktion
(p<0,05; Abb. 22 C). An Tag 3 verstarkte die Gabe von Rimonabant, bzw. Rimonabant in
Kombination mit Tropisetron, die Angstreaktion der Tiere (RIM: p<0,001; RIM+Trop: p<0,05;
Abb. 22 D).
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Diese Ergebnisse zeigen, dass 5-HT;-Rezeptoren an der Modulation von Extinktion
beteiligt sind und dass das ECS diese Modulation dominiert. Eine Interaktion von 5-
HTs-Rezeptoren und dem ECS konnte in diesem Verhaltensparadigma allerdings nicht

festgestellt werden.

59



Diskussion

4 Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine mdgliche Interaktion des ECS mit dem 5-HT;-
Rezeptor in der Amygdala elektrophysiologisch in vitro wie auch mit
Verhaltensversuchen in vivo zu untersuchen. In in vitro Experimenten konnte gezeigt
werden, dass 5-HT;-Rezeptoren in der BLA weder an der Modulation der GABAergen
Transmission noch an der Kontrolle von Cannabinoid-vermittelter synaptischer
Plastizitat (LTDi) beteiligt sind. Ondansetron und Tropisetron reduzierten eGABA,-
IPCSs in der BLA unabhéngig vom 5-HTs-Rezeptor. Die Reduktion der eGABAA-IPCSs
durch Tropisetron entstand vermutlich Uber die Antagonisierung des o7-nAch-
Rezeptors. Die Ergebnisse der Verhaltensversuche deuten darauf hin, dass 5-HTs-
Rezeptoren die Extinktion aversiver Gedachtnisinhalte modulieren, diese Modulation
aber vom ECS dominiert wird. Die erhobenen Daten sprechen dafiir, dass dem 5-HTs-
Rezeptor auf der Ebene der GABAergen synaptischen Transmission in der BLA eher
eine geringe Rolle zukommt. Dies wurde die fehlende Interaktion zwischen ECS und 5-

HT3-Rezeptoren moglicherweise erklaren.

4.1 Einfluss von 5-HT3-Rezeptor-Antagonisten auf die Modulation der

GABAergen Transmission in der BLA

Mehrfach konnte gezeigt werden, dass Endocannabinoide einen hemmenden Einfluss
auf exzitatorische (Hajos et al., 2000; Robbe et al., 2001) und inhibitorische (Katona et
al., 2001; Hoffman und Lupica, 2000, 2001) Neurotransmitter haben. In der Amygdala
wurden dabei immunhistochemisch CB1-Rezeptoren hauptséchlich auf GABAergen
Interneuronen nachgewiesen (Katona et al., 2001). In der LA fuhrt eine Aktivierung von
CB1-Rezeptoren allerdings zu einer Inhibition der glutamatergen und GABAergen
synaptischen Transmission (Azad et al., 2003). Neben CB1-Rezeptoren werden auch
die serotonergen 5-HTs;-Rezeptoren auf den Interneuronen der BLA exprimiert
(Steward et al., 1993, Mascagni et al., 2007). Das serotonerge System ist, ahnlich dem
ECS, an zahlreichen physiologischen Vorgédngen beteiligt. So kontrolliert es
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Verhaltensantworten und beeinflusst emotionale Zustdnde, wie zum Beispiel Angst,
Aggression und Hunger, oder Analgesie (Lucki, 1998; Linthorst, 2005). Es liegen
Studien vor, die darauf hindeuten, dass eine funktionale Interaktion zwischen ECS und
serotonergem System (Evertova et al., 1998, 2003; Moldrich and Wenger, 2000;
Haring et al., 2007; Hill et al., 2006), vor allem in der Neurotransmission der 5-HT;-
Rezeptoren (Freund 2003; Mikics et al., 2009) vorliegen konnte. Tatsachlich konnte
gezeigt werden, dass eine Aktivierung prasynaptischer 5-HTs;-Rezeptoren in der BLA
die spontane GABAerge synaptische Transmission kurzzeitig steigern kann (Koyama
et al., 2000). Man vermutet, dass die 5-HTs;-Neurotransmission einen wichtigen
Mechanismus darstellt, Gber den Cannabinoide Angst regulieren (Freund 2003). Dies

l&sst eine mogliche Interaktion zwischen ECS und 5-HT3;-Rezeptor vermuten.

In der vorliegenden Arbeit reduzierte der 5-HTs-Rezeptor-Antagonist Ondansetron

dosis-abhangig die IPSC-Amplitude in der BLA mit einem ICsg von 12,9 uM (Abb. 14).

Allerdings antagonisiert Ondansetron 5-HT3z-Rezeptoren mit hoher Affinitat (ICso 570
nM; Peters et al., 1993) und der errechnete ICsq fir eine Inhibition an GABAA-IPSCs
erscheint deshalb zu hoch, um tats&chlich Uber eine 5-HTs-vermittelte Wirkung
verursacht zu sein. Es stellte sich nun die Frage, ob prasynaptische 5-HT;-Rezeptoren
zu dieser Ondansetron-vermittelten Inhibition der IPSCs in der BLA fuhren oder ob
Ondansetron Uuber einen direkten Antagonismus an postsynaptischen GABAx-
Rezeptoren wirkt. Wahrend bei elektrisch evozierten Stromantworten sowohl pra- als
auch postsynaptische Mechanismen beteiligt sind, werden durch Laser-induzierte
photolytische GABA-Freisetzung hervorgerufene Stréme weitgehend unabhéngig von
Mechanismen der prasynaptischen Terminale ausgeldst (Dodt et al., 1999; Rammes et
al., 2007). eGABA,-IPCSs und pGABAA-ICs wurden gleichermaBen durch
Ondansetron reduziert. Dies spricht eher fiir einen direkten Antagonismus an GABAx-
Rezeptoren und gegen eine 5-HTz-Rezeptor-induzierte Modulation der inhibitorischen
synaptischen Transmission in der BLA. Tatsachlich konnte auch an frisch dissoziierten
hippocampalen und hypothalamischen Neuronen eine Inhibition von GABA-evozierten
Stromen durch Ondansetron gezeigt werden (Ye et al., 1997). Ondansetron wurde
hierbei in einem &hnlichen Konzentrationsbereich appliziert und die 1Cs, lag, abhangig

von der GABA-Konzentration, bei 7 bzw. 28 pM.
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Interessanterweise zeigten geringere Konzentrationen Ondansetron (1 pM; Abb. 14)
keine Wirkung auf GABA-IPSCs. Gleichzeitig werden 5-HTs;-Rezeptoren in diesem
Konzentrationsbereich aber antagonisiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass
eine Blockade von 5-HT;-Rezeptoren die GABAerge synaptische Transmission in der

BLA nicht moduliert.

Jedoch konnten Koyama und Kollegen, mit Hilfe der sog. ,Nystatin-perforierenden-
Patch-Clamp Technik®, die GABAerge synaptische Transmission durch 5-HTs-
Rezeptoren in der Amygdala von Ratten verstarken (Koyama et al., 2000). Es wird
vermutet, dass die Applikation von 5-HTs-Rezeptor-Agonisten schnell zu einer
Desensibilisierung fuhrt (van Hooft et al., 1998). Wird jedoch das Intervall zwischen
den Applikationen grol3 genug gesetzt, kommt es zu einer vollkommenen
Reaktivierungsfahigkeit des 5-HT;-Rezeptors (Boddeke et al., 1996). Die Gabe des 5-
HTs-Rezeptor-Agonisten CPBG (1 upM) erhohte die Frequenz von GABAergen
mIPSCs. Dieser Effekt konnte durch die Applikation des 5-HTs-Rezeptor-Antagonisten
Tropisetron (30 nM) inhibiert werden (Koyama et al., 2000). Der Widerspruch der
beiden Ergebnisse kdnnte in den unterschiedlichen Methoden liegen. Koyama und
Kollegen fuhrten ihre Experimente an akut dissoziierten BLA Neuronen durch. Diese
Methode konnte zu einer Reorganisation von Synapsen und den zugehérigen
Rezeptoren fihren, die im Vergleich zum naiven Zustand verandert ist. 5-HTs-
Rezeptoren kdnnten sich prasynaptisch dort ausbilden, wo sie im naiven Zustand nicht
vorzufinden waren. Ein weiterer Unterschied liegt in der Spezies: Koyama et al. setzten
Ratten fur ihre Experimente ein, in der vorliegenden Arbeit wurden hingegen Méause
verwendet. In Verhaltensversuchen konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche
Spezies gegensatzliche Resultate hervorbringen kénnen (Mikics et al.,, 2009). Die
Applikation des potenteren 5-HT3;-Rezeptor-Antagonisten Tropisetron (ICsq von 460
nM; Peters et al.,, 1993) bewirkte in der vorliegenden Studie eine Abnahme der
eGABA,-IPCSs bei unverénderten pGABAA-ICs (Abb. 16). Dies deutet darauf hin, dass
Tropisetron keine direkte Wirkung auf GABAA-Rezeptoren hat. Da die Experimente mit
Ondansetron eine Modulation durch 5-HTs;-Rezeptoren ausschlieen, sind
moglicherweise andere ionotrope Rezeptoren verantwortlich fur die Tropisetron-
vermittelte Inhibition der IPSCs in der BLA. Tropisetron wirkt auch als partieller Agonist
an der a,-UE des nAch—Rezeptors und als Antagonist an azf4- und asp,-UE der nAch-

Rezeptoren (Macor et al., 2001; Papke et al., 2005). Somit kdnnte die Inhibition der
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IPSCs durch Tropisetron auch tber den a;-nAch-Rezeptor vermittelt sein. Tatséchlich
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der a;-UE selektiver Antagonist
Methyllycaconitin den gleichen Effekt auf die elPSCs-Amplitude zeigt wie Tropisetron
(Abb. 16).

4.2 Auf Ebene der GABAergen synaptischen Transmission besteht

keine Interaktion zwischen ECS und 5-HT3-Rezeptoren

Es wird vermutet, dass eine langere Aktivierung von nAch-Rezeptoren eine schnelle
Desensibilisierung hervorruft, und somit die stédndige Prasenz eines Agonisten
paradoxerweise zu einer Antagonisierung fihren kénnte (Quick et al., 2002; Gentry et
al., 2002; Reitstetter et al., 1999). Somit wirden der Agonist gleichwie der Antagonist
einen inhibierenden Effekt bewirken. Eine Inhibition des nAch-Rezeptors wiirde dann

zu einer Reduktion der IPSC Amplitude in der BLA fihren.

Um den synaptischen Wirkungsort von Tropisetron zu untersuchen, wurden mIPSCs
aufgezeichnet. Eine Anderung der Frequenz der Ereignisse sprache dabei fur einen
prasynaptischen Wirkungsort von Tropisetron, eine Anderung der mIPSC Amplitude
hingegen fiir einen postsynaptischen Wirkungsort. Es zeigte sich allerdings, dass
Tropisetron in Gegenwart des Natriumkanalantagonisten TTX keinen Einfluss auf
Frequenz oder Amplitude der mIPSCs hat (Abb. 18) und somit nicht die GABAerge
synaptische Transmission Uber die Inhibition von 5-HTs-Rezeptoren beeinflusst. Da
bekannt ist, dass Tropisetron auch ein partieller Agonist des a;-nAch-Rezeptors ist
(Papke et al., 2005), kénnte Tropisetron eine Modulation der IPSCs durch den a--
nAch-Rezeptor, und nicht durch den 5-HTs-Rezeptor hervorrufen. Dies lasst vermuten,
dass die Reduktion der eGABA,-IPCS Amplitude in der BLA Uber eine vorgeschaltete
cholinerge Synapse vermittelt wird (Abb. 23). Tropisetron bindet an a;-nAch—
Rezeptoren einer cholinergen Synapse (Macor et al., 2000), die dem GABAergen
Interneuron vorgeschaltet zu sein scheint. Diese a;-nAch—Rezeptorblockade durch
Tropisetron vermindert die Freisetzung exzitatorischer Neurotransmitter durch das
cholinerge Neuron (Quick et al., 2002), wodurch die GABA-Ausschittung durch das

nachgeschaltete GABAerge Interneuron inhibiert wird. Uber diesen Mechanismus kann
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die Reduktion der IPSC-Amplitude im Projektionsneuron der BLA erklart werden. Diese
Ergebnisse lassen eine direkte Beeinflussung der inhibitorischen synaptischen
Transmission durch 5-HTs-Rezeptoren in der BLA, und somit eine Interaktion zwischen
ECS und 5-HTs-Rezeptoren, unwahrscheinlich erscheinen. Studien zeigen, dass
Endocannabinoide die a;-Rezeptor-vermittelte synaptische Transmission inhibieren
konnen (Oz et al.,, 2003, 2004). AulBerdem konnte festgestellt werden, dass die
systematische Applikation von selektiven a;-nAch-Rezeptor Antagonisten das
substanzbedingte Verhalten und den neurochemischen Effekt von Cannabinoiden
unterdrickt (Solinas et al., 2007). Mittels in situ Hybridisierung konnte eine Ko-
Lokalisation der mRNA von a;-nAch—- und CB1-Rezeptor auf GABAergen
Interneuronen festgestellt werden (Morales et al., 2008). Dies deutet daraufhin, dass
sich die inhibitorische Wirkung von Tropisetron auf eGABA,-IPSCs auf eine
Antagonisierung von a;-nAch Rezeptoren zurtckfihren lasst. Diese Ergebnisse
zeigen, dass eine Beeinflussung der GABAergen synaptischen Transmission durch 5-
HTs-Rezeptoren in der BLA unwahrscheinlich ist und eher die a;-nAch—Rezeptoren
eine Rolle spielen. Weitere Untersuchungen sind notwendig, um diese

Zusammenhange abschliel3end zu klaren.
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PN

Ableitung

Abb. 23: Schematische Darstellung: Tropisetron, ein partieller Agonist des a;-nAch-
Rezeptor, moduliert IPSCs in der Amygdala tber den a,-nAch-Rezeptor

Tropisetron bindet an den a7-nAch—-Rezeptor (nAch-R), der postsynaptisch auf einem
cholinergen Neuron (CN) lokalisiert ist, das dem Cholezystokinin-beinhaltenden GABAergen
Interneuron (CCK-IN) vorgeschaltet ist. Die Blockierung des d;-nAch—Rezeptors durch
Tropisetron hat eine reduzierte Neurotransmitter-Freisetzung zur Folge. Dies fihrt zu einer
geringeren GABA-Ausschittung durch die nachgeschalteten CCK-beininhaltenden GABAergen
Interneurone. Uber diesen Mechanismus kommt es zu einer Reduktion der IPSC-Amplitude in
der BLA. 5-HTs-R: 5-HT3-Rezeptor; GABAA-R: GABAs-Rezeptor; EC: Endocannabinoide; PN:
Projektionsneuron; Trop: Tropisetron (verandert nach Freund, 2003 und Mikics et al., 2009).

4.3 Einfluss der 5-HT3;-Rezeptoren auf die Kontrolle von Cannabinoid-

vermittelter synaptischer Aktivitat (LTDi)

Endocannabinoide sind in verschiedenen Hirnregionen an der Entstehung von
synaptischer Plastizitat wie LTD (Heifets et al., 2009), LTDi (Rammes et al., 2000,
2001; Azad et al., 2004), DSI (Kreitzer et al., 2002) und iLTD (McMahon und Kauer,
1997; Chevaleyre und Costillo, 2003) beteiligt. Da in der Amygdala eine sehr hohe
Dichte an CB1-Rezeptoren exprimiert wird (Marsicano und Lutz, 1999) und der
Amygdala eine wichtige Rolle bei der Angstverarbeitung zukommt (Martin et al., 1999;
Marsicano et al., 2002), erscheint das ECS fur die Akquisition und Extinktion von
konditionierten aversiven Gedachtnisinhalten wichtig zu sein (Marsicano et al., 2002).
Elektrophysiologische Untersuchungen in der BLA zeigten, dass LTDi von einer
Endocannabinoid-Ausschiittung abhangig ist (Azad et al., 2004) und dieser Vorgang

ein mdglicher Bestandteil der Extinktion furchtkonditionierter Gedachtnisinhalte ist
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(Marsicano et al., 2002). Die detaillierten zellularen Mechanismen sind dabei noch
unklar. Ebenso wie das ECS spielt das serotonerge System eine wichtige Rolle bei der
Angstverarbeitung (Olivier et al., 2000). Es wird vermutet, dass serotonerge Fasern
aus den Raphe Kernen in die BLA ziehen und dort Uber 5-HTs-Rezeptoren die GABA-
Ausschittung erhoéhen. Dieser Effekt wiederum wird Gber Endocannabinoide retrograd
kontrolliert (Abb.6) (Freund, 2003). Mittels in situ Hybridisierung wurde eine Ko-
lokalisation der mRNA von CB1- und 5-HT3-Rezeptoren auf GABAergen Interneuronen
der Amygdala festgestellt (Herman et al., 2002). Darlber hinaus kodnnen
Endocannabinoide Uber eine allosterische Bindungsstelle 5-HT;-Rezeptoren inhibieren
(Barran et al., 2002). Somit ist eine Interaktion zwischen ECS und 5-HT3-Rezeptor in
der BLA moglich. Da Verhaltensversuche (Marsicano et al.,, 2002) und
elektrophysiologische Experimente (Azad et al., 2004) zeigen konnten, dass LTDi
abhangig von der Endocannabinoid-Ausschittung ist, eignet sich LTDi gut, um eine

mdgliche Interaktion zwischen dem ECS und 5-HTs-Rezeptoren zu untersuchen.

In dieser Arbeit beeinflussten weder der 5-HT3;-Rezeptor-Antagonist Tropisetron (50
nM; Abb. 19) noch der 5-HT;-Rezeptor-Agonist SR57227 (10 uM; Abb. 20) die
Induktion von LTDi. Um eine Desensibilisierung der 5-HTs;-Rezeptoren durch den 5-
HT3s-Rezeptor-Agonist SR57227 zu vermeiden, wurde SR57227 (10 uM) nur kurz vor
und wahrend der LTDi Induktion appliziert. Somit scheinen 5-HT;-Rezeptoren bei der
Modulation von LTDi keine Rolle zu spielen. Diese Ergebnisse werden durch die

durchgefihrten Verhaltensversuche (siehe Punkt 4.4) unterstiitzt.

4.4 Die Aktivierung von 5-HT3z-Rezeptoren inhibiert die Extinktion

Die auditive Furchtkonditionierung wird groRtenteils Uber die Amygdala vermittelt
(McKernan and Shinnik-Gallagher, 1997; LeDoux, 2000; Walker and Davis, 2002). In
Verhaltensversuchen konnte gezeigt werden, dass die Akquisition und die
Konsolidierung aversiver Gedachtnisinhalte unabhdngig vom ECS stattfindet
(Marsicano et al., 2002), ihre Extinktion jedoch vom ECS kontrolliert wird (Marsicano et
al., 2002). Bisher ist allerdings unbekannt, welche genauen zellularen Mechanismen
dieser Kontrolle unterliegen. Auch der 5-HT3-Rezeptor spielt eine wichtige Rolle bei der
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Modulation von Gedé&chtnisvorgangen (Jockische et al., 2005; Meneses et al., 1999)
und psychiatrischen Erkrankungen (Jockische et al., 2005; Frank et al., 2004; Melke et
al., 2003). Es ist bekannt, dass Cannabinoide 5-HT;-Rezeptoren blockieren (Fan,
1995) und dass die pharmakologische Aktivitdt des Endocannabinoids Anandamid
teilweise Uber 5-HT-Rezeptoren vermittelt werden kann (Kimura et al., 1998). Diese
Beobachtungen fihrten zu den Annahmen, dass der 5-HT;-Rezeptor eine
Bindungsstelle flr Cannabinoide besitzt oder dass eine kooperative Interaktion
zwischen CB1- und 5-HT;-Rezeptor besteht (Hermann et al., 2002). Tats&chlich
zeigten Barran et al., dass Endocannabinoide Uber eine allosterische Bindungstelle die
Funktion von 5-HTs-Rezeptoren inhibieren kénnen (Barran et al., 2002). Somit ist auf
der Ebene der Verarbeitung von aversiven Gedachtnisinhalten eine Interaktion von 5-
HT3s-Rezeptoren und dem ECS sehr wahrscheinlich. Eine erhthte GABA-Ausschiittung
kann Angst reduzieren (Davidson et al., 2002), und auf GABAergen Interneuronen in
der BLA werden 5-HT;-Rezeptoren exprimiert, wo sie die GABA-Freisetzung
modulieren (Mascagni und McDonald, 2007). Da auf Interneuronen in der BLA auch
CB1-Rezeptoren exprimiert werden (Katona et al., 2001), konnte die 5-HT;-Rezeptor-
vermittelte GABA-Freisetzung lber CB1-Rezeptoren kontrolliert werden. In einer
kirzlich verdffentlichten Studie konnte belegt werden, dass die Aktivierung von 5-HTs-
Rezeptoren zu einer erhdhten GABA-Freisetzung fihrt, was wiederum Angst
reduzieren konnte, wobei dieser angst-reduzierende Effekt durch CB1-Rezeptoren
abgeschwacht wird (Mikics et al., 2009). In CB1-Rezeptor-knock-out Mausen konnten
Mikics und Kollegen eine Dampfung des angstreduzierenden Effektes nicht

beobachten.

Parallel zu den in vitro Experimenten wurde in der vorliegenden Arbeit auch die
Bedeutung des 5-HT;-Rezeptors fur Akquisition und Extinktion furchtbezogener
Gedachtnisinhalte in vivo in C57/BI6 Mausen untersucht. Die Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die Akquisition der aversiven Ged&chtnisinhalte nicht durch den 5-HT;-
Rezeptor-Agonist SR57227 (1 mg/kg i.p.; 3 mg/kg i.p.; Abb. 21) beeinflusst wird. Die
Aktivierung der 5-HT;-Rezeptoren mit dem Agonisten SR57227 (1 mg/kg i.p.; Abb. 21)
dampft lediglich tendenziell die Extinktion. Eine hohere Konzentration des 5-HTs;-

Rezeptor-Agonisten SR57227 (3 mg/kg i.p.; Abb. 21) dagegen erhdht die Angststarre
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und inhibiert somit die Extinktion. Dies wiederum steht im Widerspruch zu dem Befund
von Mikics et al., in deren Untersuchung beschrieben wurde, dass die Aktivierung von
5-HT3;-Rezeptoren Angst reduzieren kann (Mikics et al., 2009). In dieser Studie wurden
CB1"-Mause mit dem 5-HT;-Rezeptor-Agonisten mCPBG (0, 1, 3 und 10 mg/kg i.p.)
behandelt. Sowohl im ,plus maze* als auch im ,open field* Verhaltenstests zeigten die
CB1"-Méause ein angstreduziertes Verhalten. Die Tatsache, dass im ,plus maze* wie
auch im ,open field“ Verhaltenstest keine Lernprozesse benétigt werden, im Gegensatz
zur Extinktion furchtbezogener Gedéachtnisinhalte (Barad et al., 2006), kbénnte die

widerspruchlichen Befunde erklaren.

Mikics et al. folgerten aus ihren Befunden, dass die Aktivierung der 5-HTs;-Rezeptoren
einen angstlésenden Effekt hat und dass dieser Effekt Uber CB1-Rezeptoren gedampft
wird. In CD1**-Mausen hatte der 5-HT3-Rezeptor-Agonist keinen Effekt (Mikics et al.,
2009). Jedoch zeigen Experimente im Tiermodell mit dem 5-HT;-Rezeptor-Agonisten
widersprichliche Befunde (Costall et al., 1988; Eguchi et al., 2001). Die fiur die
Experimente verwendeten unterschiedlichen Methoden (unterschiedliche 5-HTs;-
Rezeptor-Agonisten und verschiedene Mauslinien) kénnten die gegensétzlichen
Befunde ebenso erklaren wie die Tatsache, dass 5-HTs;-Rezeptoren schnell
desensibilisieren (Van Hooft et al., 1998). So kann der 5-HT;-Rezeptor-Agonist, je

nach Anwendungszeit, als 5-HTz-Rezeptor-Antagonist wirken.

Bei der Verarbeitung von Angst haben Cannabinoide, in Menschen und
Versuchstieren, oftmals komplexe und widersprichliche Effekte. Sowohl im Menschen
(Ashton et al., 1981) als auch im Tiermodell (Sanuda-Pena et al., 2000) konnte gezeigt
werden, dass abhangig von der Dosis die Wirkung von Cannabinoiden bidirektional
sein kann. Eine niedrige Dosis THC wirkte angstlésend (Berrendero und Maldonado,
2002), eine hohe Dosis THC wiederum angstférdernd (Onaivi, 1990). Des Weiteren
deuten tierexperimentelle Studien daraufhin hin, dass fur den Cannabinoid-vermittelten
Effekt auf Emotionen vor allem die Umweltfaktoren im Vordergrund stehen (Lutz,
2007). Unterschiedliche Verhaltenstests konnen demnach zu unterschiedlichen
Befunden fuhren. Man hat festgestellt, dass der ,elevated plus-maze* Test und der
»S0cial-interaction“ Test zwei verschiedene Formen von Angst ermittelt (File, 1992). Im
.elevated plus-maze“ flihrte eine niedrige Dosis des CB1-Rezeptor-Agonisten CP 55-

940 zu einer Reduktion der Angstreaktion (Genn et al., 2004b). Diese Reaktion konnte
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im ,social-interaction” Test nicht reproduziert werden (Genn et al., 2004a). Es wird
vermutet, dass das ECS, je nach Auspragung und Stadium der Angst, ganz
unterschiedliche neuronale Schaltkreise im Gehirn aktiviert (Viveros et al., 2005).
Ratten, die chronischem Stress ausgesetzt wurden, zeigten eine verstarkte
Cannabinoid-vemittelte Angstreaktion (Hill und Gorzalka, 2004). Dieser Effekt konnte
auch im Menschen beobachtet werden (Viveros, 2005). Es wird deshalb vermutet,
dass, abhangig vom Signalweg, die entsprechenden Verhaltensantworten
unterschiedlich stark abgerufen werden (Steiner und Lutz, 2006). In der vorliegenden
Arbeit wurde die Extinktion furchtbezogener Gedachtnisinhalte untersucht. Die
Extinktion beschreibt einen Lernprozess, fur den die BLA unabdingbar ist (Barad et al.,

2006).

4.5 Die pharmakologische Modifikation von 5-HT3- und CB1-Rezeptoren
zeigt keine gegenseitige Beeinflussung der Extinktion aversiver

Gedachtnisinhalte

Sowohl im Tiermodell als auch am Menschen konnte gezeigt werden, dass 5-HTs-
Rezeptor-Antagonisten in geringen Dosierungen eine angstldsende Wirkung haben
kénnen. Diese anxiolytische Wirkung wurde fiir Ondansetron (Costall et al., 1987 a)
sowie Granisetron, Bemesetron und Tropisetron (Kilpatrick et al., 1990) beschrieben.
Jedoch gibt es auch Daten, die diese anxiolytische Wirkung in Frage stellen (Olivier et.
al., 2000). Um zu dokumentieren, inwieweit 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten angstlésend
wirken kénnen, haben sich furchtkonditionierte Verhaltensparadigmen am besten
bewdhrt (Olivier et. al., 2000). In diesen Experimenten konnte festgehalten werden,
dass 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten in einer sehr geringen Dosis einen angstldsenden
Effekt haben. Vor allem Tropisetron zeigte eine zuverlassige Wirkung (Gleeson et al.,
1989; Colppaert und Koek, 1991; Artaiz et al., 1995). Aber auch im Rahmen der
furchtkonditionierten Verhaltensparadigmen gibt es Studien, die keinen Effekt durch 5-
HTs;-Rezeptor-Antagonisten zeigen konnten (Jones et al., 1988; Dunn et al.,, 1991;
Higgins et al., 1991). Ahnliches gilt fiir unkonditionierte Verhaltenstests, wie z.B. den

,elevated plus-maze® Test. Costall et al. beschreiben einen angstlésenden Effekt fur
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die 5-HTs-Rezeptor-Antagonisten Odansetron und Tropisetron im ,elevated plus-maze*®
(Costall et al.,, 1989 a, 1989 b, 1993). Seine Ergebnisse werden durch weitere
Experimente mit 5-HT3s-Rezeptor Antagonisten im ,elevated plus-maze® belegt (Dunn et
al., 1991; Sivestre et al., 1996). Bisher ist aber nicht geklart, ob dieser anxiolytische
Effekt Uber eine erhbhte GABA-Ausschittung vermittelt wird. Es wird vermutet, dass
die 5-HT;-Rezeptor-vermittelte serotonerge Neurotransmitter-Ausschittung einen
wichtigen Mechanismus fir die Cannabinoid-induzierte Angstreaktion darstellt (Freund
et al., 2003). Man geht davon aus, dass die 5-HTs-Rezeptor-vermittelte GABA-
Ausschittung von CB1-Rezeptoren kontrolliert wird (Bodor et al., 2005). Mikics et al.
konnten zeigen, dass eine 5-HTs-Rezeptor Aktivierung einen angstlésenden Effekt hat
und dass dieser Effekt Uber CB1-Rezeporen gedampft werden kann (Mikics et al.,
2009). Jedoch sind die pharmakologischen (Olivier et al., 1998, 2000), genetischen
(Harrel und Allan, 2003; Bhatnagar et al.,, 2004a, b) und elektrophysiologischen
(Koyama et al., 2000) Befunde bezuglich des Einflusses des 5-HTs;-Rezeptors auf
Angstreaktionen widerspriichlich. Dartber hinaus kénnen andere Untersuchungen,
durchgefuhrt ebenfalls mit ,elevated plus maze® und 5-HT;-Rezeptor-Antagonisten,
diese Befunde nicht bestatigen (File und Johnston, 1989; Piper et al., 1988; Kshama et
al., 1990; Rodgers et al., 1995).

Die in dieser Studie hervorgerufene Inhibition der 5-HT;-Rezeptoren durch Tropisetron
scheint eine Beschleunigung der Extinktion zu bedingen. Die Angststarre nach Ko-
Applikation der CB1-Rezeptor-Antagonisten Rimonabant (Abb. 22) und Tropisetron
(Abb. 22) zeigte keine Unterschiede zur alleinigen Gabe von Rimonabant (Abb. 22). In
vivo Untersuchungen haben gezeigt, dass die Extinktion nach Rimonabant-Gabe einer
Extinktion entspricht, wie sie bei CB1-Rezeptor-knock-out Mausen zu sehen ist
(Marsicano et al., 2002). Im Experiment hat der 5-HT3;-Rezeptor Agonist SR57227 (3
mg/kg i.p.) die Extinktion verzégert, Tropisetron (1 mg/kg i.p.) beschleunigt sie. Diese
widerspruchlichen Ergebnisse lassen sich dadurch erklaren, dass der 5-HT;-
Rezeptoren Agonist SR57227 eine Desensibilisierung hervorrufen kann und so als 5-
HTs;-Rezeptor Antagonist  wirkt. Tropisetron dagegen wirkt nach einer
Desensibilisierung als Antagonist an a7-nAch-Rezeptoren und nicht an 5-HT;-

Rezeptoren.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, dass 5-HTs-
Rezeptoren an der Modulation von Extinktion zwar beteiligt sind, diese Modulation aber

vom endocannabinoiden System dominiert wird.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass 5-HTs-Rezeptoren GABAerge Akivitét
modulieren, dies aber mit Hilfe von elektrophysiologischen und pharmakologischen
Experimenten schwer detektierbar ist. Die Wahrscheinlichkeit, dass der naive Zustand
der synaptischen Kontakte, aufgrund der experimentiellen Methoden, aufgehoben wird
und dies zu unvorhersehbarer Reorganisation der synaptischen Kontakte und den
zugehorigen Rezeptoren kommt, konnte die widerspriichlichen Befunde erklaren.
Elektrophysiologische Untersuchungen wurden entweder anhand dissoziierter BLA
Neuronen durchgefiihrt (Koyama et al., 2000, 2002) oder es wurde hochfrequent

stimuliert (Sukita et al., 1992).

Auch die in vivo-Untersuchungen zur Furchtkonditionierung stellen eine Interaktion des
ECS mit den 5-HT;-Rezeptoren in Frage. Beweise fir eine Interaktion beider Systeme
wurde in Verhaltensversuchen an CB1-knock-out-Mausen durchgefiihrt (Mikics et al.,
2009). In der vorliegenden Arbeit wurden die CB1-Rezeptoren pharmakologisch
blockiert. Maoglicherweise ist dies ein weiterer Punkt, der die widersprichlichen

Ergebnisse erklart.

4.6 Klinische Implikation

Im klinischen Alltag werden Cannabinoide aufgrund ihrer analgetischen (Cravatt et al.,
2004), antiemetischen (Parker et al., 2003) und appetitférdernden Wirkung vor allem in
der Palliativmedizin eingesetzt. Beispielsweise kommen sie bei Krebserkrankungen zur
Linderung von therapiefraktdrem Erbrechen und Appetitlosigkeit zum Einsatz (Beal et
al, 1997). Routinem&Rig wird begleitend zur Chemotherapie Ondansetron zur
Bekampfung von Ubelkeit und Erbrechen verabreicht (Rueffert et al., 2009). Dariiber
hinaus werden Cannabinoide auch bei Spastik-induzierten Schmerzzustanden bei
Multipler Sklerose (Zajicek et al., 2003) eingesetzt. Experimentelle Daten zeigen einen

erfolgreichen Einsatz der Cannabinoide bei Morbus Crohn und anderen entzindlichen
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Darmerkrankungen (Lal et al., 2011). Der 5HT;-Rezeptor Antagonist Alosetron fihrt zu
einer Besserung der Symptome bei Patienten mit Reizdarmsyndrom (Cremonini et al.,
2003). Sowohl Cannabinoide als auch 5HT;-Rezeptor Antagonisten haben
analgetische und antiemetische Eigenschaften (Okamoto et al, 2004; Cravatt et al.,

2004; Rueffert et al., 2009; Parker et al., 2003).

Da sowohl das endocannabinoide wie auch das serotonerge System bei der
Verarbeitung von Angst eine wichtige Rolle spielen, stellt sich die Frage, inwieweit sie

im Rahmen dieser Angstverarbeitung synergistisch agieren.

Beide Systeme spielen eine entscheidende Rolle bei psychischen Erkrankungen (Lutz,
2007; Rammes et al., 2004;) und der Verarbeitung von Angst sowie Schmerz (Lutz,
2007; Manning et al., 2001; McCleane et al., 2003). Da die Amygdala als Schnittstelle
dieser beiden Ereignisse eine wichtige Struktur fir die Extinktion furchtkonditionierter
Gedachtnisinhalte darstellt (Martin et al., 1999; Marsicano et al., 2002), wurde der
Frage der moglichen synergistischen oder indifferenten Wirkung beider Systeme
hinsichtlich anxiolytischer Prozesse in der basolateralen Amygdala (BLA) in dieser

Arbeit nachgegangen.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen jedoch, dass das endocannabinoide und das
serotonerge System durch Furchtkondition induzierter anxiolytischer Prozesse in der
BLA nicht interagieren. Tropisetron zeigt zwar einen anxiolytischen Effekt, dieser
beruht aber eher auf einem Antagonismus des nikotinergen a;-Acetylcholinrezeptors,

als auf einer Inhibition von 5HT;-Rezeptoren.

So erscheinen die hier vorgestellten Ergebnisse zu mdglichen synergistischen oder
indifferenten anxiolytischen Wirkungen von serotonergen und cannabinoiden
Wirkstoffen in der BLA fir eine klinische Anwendung eher entmutigend. Allerdings
bietet die Rolle des ECS im Zusammenhang mit der Entstehung chronischer
Schmerzen einen interessanten Ansatzpunkt weiterer Studien. Es konnte gezeigt
werden, dass die Schmerzschwelle von CB17-Mé&usen nach wiederholter Darbietung
eines aversiven Reizes sank (Azad et al., 2005) und Cannabinoide die Ausbildung der
hippocampalen LTP verhindern kdnnen (Azad et al., 2004). Da die hippocampale LTP
ein wesentliches in vitro Korrelat flir Vorgange synaptischer Plastizitat ist, vermutet

man, dass eine persistierende Storung des ECS nicht nur die Prozesse der akuten
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Schmerzwahrnehmung beeinflussen, sondern auch die Wahrscheinlichkeit einer
Schmerzchronifizierung erhéhen kann (Azad et al., 2005). Daher sollte im weiteren
Verlauf vor allem die Bedeutung des ECS bei der Entstehung von chronischem
Schmerz und der Ausbildung des sog. ,Schmerzgedachtnis“ naher untersucht werden,
um so gerade fur Patienten, die unter chronischen Schmerzen leiden,

erfolgversprechendere Therapiestrategien entwickeln zu kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Das endocannabinoide (ECS) und serotonerge System spielen eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung von Schmerz, Angst und Furcht. Zentrale Schaltstelle fur das aversive
Gedéachtnis ist die Amygdala, ein Bereich mit sehr hoher CB1-Rezeptordichte. Dort
kontrolliert das ECS die synaptische Aktivitat und Extinktion furchtkonditionierter
Gedachtnisinhalte. Auf GABAergen Interneuronen der basolateralen Amygdala (BLA)
kolokalisieren CB1-Rezeptoren mit serotonergen Typ 3 (5-HT3)-Rezeptoren. Da in der
BLA 5-HTs;-Rezeptoren ebenfalls die synaptische Transmission modulieren, ist eine

synergistische Interaktion von ECS und 5-HTs-Rezeptoren wahrscheinlich.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Interaktion von ECS und 5-HT3-Rezeptoren
bzw. den Einfluss dieser Interaktion auf die GABAerge synaptischer Transmission und
Furchtkonditionierung mit Hilfe der Patch-Clamp Technik und im Verhaltensversuch in

Vivo zu untersuchen.

In Patch-Clamp Untersuchungen konnte weder der 5-HTs;-Rezeptor Antagonist
Tropisetron noch der 5-HT;-Rezeptor Agonist SR57227 die Induktion von
Endocannabinoid-vermittelter synaptischer Plastizitat (LTDi) beeinflussen. Ebenso
reduzierte der 5-HTs-Rezeptor Antagonist Ondansetron eGABAA-IPSCs (IC5,=12,9 uM)
nur in hohen Konzentrationen. Zudem zeigte die Laser-induzierte GABA Freisetzung,
dass diese Reduktion durch eine direkte Antagonisierung von GABAa-Rezeptoren
erfolgt. Interessanterweise reduzierte Tropisetron lediglich eGABAA-IPSCs, was einen
postsynaptischen Effekt an GABAs-Rezeptoren ausschliel3t. Diese Ergebnisse lassen
vermuten, dass in den untersuchten Neuronen 5-HT;-Rezeptoren keinen Einfluss auf
die GABAerge synaptische Transmission ausiiben und vermutlich deshalb auch kein

Synergismus zwischen ECS und 5-HT3s-Rezeptoren zu beobachten ist.

Es gibt Hinweise, dass Tropisetron neben der inhibitorischen Wirkung an 5-HT;-
Rezeptoren ebenso als partieller a;-nAch-Rezeptor Agonist wirkt. Permanente
Aktivierung von oz-nAch-Rezeptoren lassen diese sehr schnell desensibilisieren.
Tats&chlich reduzierte der a;-nAch-Rezeptor Agonist Methyllycaconitin (1 nM) in der

BLA eGABA,-IPSCs im gleichen MalRe wie Tropisetron. Diese Ergebnisse deuten
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darauf hin, dass sich die inhibitorische Wirkung von Tropisetron auf eGABAA-IPSCs auf
eine durch Tropisetron induzierte Desensibilisierung - und damit Antagonisierung - von

a,-nAch Rezeptoren zurickfihren lasst.

Die Verhaltensuntersuchungen haben gezeigt, dass die Aktivierung von 5-HT;-
Rezeptoren die Extinktion aversiver Gedachtnisinhalte inhibiert, wahrend Tropisetron
diese verstarkt. Allerdings flhrte die gleichzeitige Gabe des CB1-Rezeptor
Antagonisten Rimonabant in Kombination mit Tropisetron, und die Gabe von
Rimonabant alleine zu keiner Reduktion der Angststarre und damit der
Extinkstionsrate. Somit dominiert das ECS die Modulation der Extinktion, was eine
Interaktion zwischen ECS und 5-HT;-Rezeptoren auf der Ebene der Extinktion

aversiver Gedachtnisinhalte ausschlief3en laRt.

Die zellularen Untersuchungen deuten stark daraufhin, dass die GABAerge
synaptische Transmission in der BLA unabhéngig von der Aktivitdit von 5-HTs-
Rezeptoren ist. Eine mdogliche Erklarung fur die Wirkung von Tropisetron auf die
Extinktion ware eine durch dauerhafte Aktivierung hervorgerufene Desensibilisierung

von o7-nAch-Rezeptoren und nicht eine Inhibition von 5-HT;-Rezeptoren.

Im Hinblick auf den klinischen Einsatz zeigen sowohl Cannabinoide als auch
Substanzen, die mit 5-HT;-Rezeptoren interagieren, analgetische und anxiolytische
Eigenschaften. Eine mdgliche synergistische Wirkung dieser beiden Substanzklassen

erscheint in Anbetracht der hier vorgestellten Arbeit eher unwahrscheinlich.
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Anhang

Abkirzungsverzeichnis

2-AG

5-HT

AC-PKA

ACSF

AD

AKP

Anandamid

BLA

CA

CB

cB1™"

cB1

CeA

CGP

CM

DAGL

D-AP-5

DSl

ECS

EGTA

Arachidonoylglycerol

5-Hydroxytryptamin (Serotonin)

Adenylatcyclase-Proteinkinase A

Kinstliche Cerebrospinalflissigkeit (artificial cerebrospinal fluid)

Analog-Digital

Aktionspotential

N-Arachidonoylethanolamin

Basolaterale Amygdala

Cornu ammonis

Cannabinoid

CB1-knock-out-Mause

CB1 Wildtyp-Mause

Zentrale Amygdala (Central...)

353483-Aminopropyl(diethoxymethyl)phosphinsaure)

Membrankapazitat (Capacity...)

Diacyl-Glycerol-Lipase

d-(-)-2-Amino-5-phosphonopentansaure

Depolarisations-induzierte Unterdriickung der Inhibition

Endocannabinoides System

bis-(Aminoethyl)-glycolether-N,N,N",N’"-tetraacetat

A-1



elPSC

EPSC

FAAH

GABA

GAD

GC

HEPES

ICso

ILTD

|0ffset

LA

LTD

LTDi

LTP

MAGL

mCPBG

mEPSC

mIPSC

MLA

nAch

NAPE-PLD

Elektrisch evozierter inhibitorischer postsynaptischer Strom (...current)

Exzitatorischer postsynaptischer Strom (...current)

Fettsdureamid-Hydrolase (fatty acid amide hydrolase)

y-Aminobuttersaure (...acid)

Glutamat Decarboxylase

Gradientenkontrast (...contrast)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-sulfonséaure

Mittlere inhibitorische Konzentration (...concentration)

Langzeitdepression der Interneurone

Potentialerhaltungsstrom

Intraperitoneal

Inhibitorischer postsynaptischer Strom

Infrarot

Laterale Amygdala

Langzeitdepression

Inhibitorische Langzeitdepression

Langzeitpotenzierung

Mono-Acylglycerol-Lipase

m-Chlorophenylbiguanide

Miniatur Exzitatorische Postsynaptische Strome (...current)

Miniatur Inhibitorische Postsynaptische Strome (...current)

Methyllycaconitin

Nikotinisches Acetylcholin

N-Acyl-Phosphatidyl-Ethanolamin-Phospholipase d

A-2
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NBQX 1,2,3,4-Tetrahydro-6-nitro-2,3-dioxo-benzo[flquinoxaline-7-sulfonamide
NMDA N-methyl-D-aspartat

p-IC Photolytisch evozierter inhibitorischer Strom (... current)
PNS Peripheres Nervensystem

RNA Ribonukleinsaure (....acid)

Rwm Spezifischer Membranwiderstand (Resitant...)

Rs Serienwiderstand (Resitant...)

RMP Ruhemembranpotential

s.C. Subkutan (...cutan)

SEM Standardfehler (standard error of the mean)

THC Delta-9-Tetrahydro-cannabinol

TTX Tetrodotoxin

UE Untereinheit

uv Ultraviolett

ZNS Zentrales Nervensystem



Verwendete Substanzen

ACSF:

Substanz

CaClz

Glucose

KCI

MgCIZ

NaCl

NaHCO3

NaH2PO4

pH = 7,37 (unter Sattigung mit Carbogen)

Intrazellularlésung:

Substanz

EGTA

CsCH,S0O,

HEPES

NaCl

MgClz

Lidocain-Na-N-

ethylchlorid

Konzentration (mM) Hersteller
2 Sigma Aldrich
25 Sigma Aldrich
2,5 Sigma Aldrich
1 Sigma Aldrich
125 Sigma Aldrich
25 Sigma Aldrich
1,25 Sigma Aldrich
Konzentration (mM) Hersteller
0,05 Sigma Aldrich
130 Sigma Aldrich
5 Sigma Aldrich
1 Sigma Aldrich
1 Sigma Aldrich
5 Sigma Aldrich

pH = 7,3 (mit KOH eingestellt)
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Hochchloride Intrazellularldésung:

Substanz Konzentration (mM) Hersteller

EGTA 0,2 Sigma Aldrich
CsCH,S0., 100 Sigma Aldrich
CsCl 60 Sigma Aldrich
MgCl, 1 Sigma Aldrich
Nas-GTP 125 Sigma Aldrich
HEPES 10 Sigma Aldrich
Mg-ATP 1 Sigma Aldrich

pH = 7,3 (mit CsOH eingestellt)

Weitere Chemikalien:

Substanz Konzentration  Hersteller
D-AP-5 50 uM Ascent Scientific
O-(CNB-caged) GABA 125 uM Invitrogen
Rimonabant 5uM; 3mg/kg NIHM Chemical Synthesis and Drug Supply Program
CGP 200 uM Novartis
NBQX 5uM Sigma Aldrich
Ondansetron 1,5,20 und Sigma Aldrich
100 pM
Tetrodotoxin 1pum Sigma Aldrich
SR57227 hydrochlorid 10 uM; Tocris Biotrend

1 und 3 mg/kg
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Tropisetron 50 uM; Img/kg Tocris Biotrend

1 mg/kg
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