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1 

1 Einleitung 
 

1.1 Neuroprotektion  
 

Das Gehirn  ist von Geburt an zahlreichen Einflüssen ausgesetzt, die Umbaume‐
chanismen induzieren können. Dabei wird es im Zusammenspiel von Zelltod und 
Proliferation (meist) zum Vorteil verändert. Diese Vorgänge können physiologisch 
erwünscht sein, wie zum Beispiel beim Lernen, aber im pathologischen Fall auch 
eine Schädigung nach  sich ziehen, zum Beispiel bei neurodegenerativen Erkran‐
kungen, Hypoxie oder akuten Infektionen. Bei akuten Infektionen wie der bakteri‐
ellen Meningitis kommt es zu einer Infektion der weichen Hirnhaut, die zum Tod, 
körperlicher Behinderung oder nachhaltiger Schädigung der  intellektuellen Leis‐
tungsfähigkeit des Patienten  führen kann.  Im Versuch der Heilung und Behand‐
lung  Betroffener  erlangte  die  Neuroprotektion  Bedeutung.  Sie  umschreibt  das 
höchst mögliche Erhalten und Überleben zellulärer  Interaktion und  Integrität  im 
Gehirn. 

Der  Begriff  der Neuroprotektion wurde  1988  erstmals  im  Zusammenhang mit 
dem Schlaganfall verwendet [ANDINE et al. 1988]. Im experimentellen Schlagan‐
fallmodell an der Ratte konnte hier ein Überlebensvorteil bei Neuronen unter Be‐
handlung  mit  Antagonisten  exzitatorischer  Aminosäuren  (Glutamat‐
Antagonisten) gezeigt werden, der neuroprotektiv genannt wurde. Neuroprotek‐
tion beschreibt aber nicht nur das einfache Überleben von Nervenzellen, sondern 
auch  das Aufrechterhalten  deren  physiologischer  Funktion  im Gesamtnetzwerk 
des Hirns und das physiologische Sterben von Zellen (Apoptose) im Rahmen von 
Lernprozessen. Diese spielen sich  insbesondere  im Hippokampus ab  [ATALLAH 
et al. 2004], was die Vulnerabilität der hier lokalisierten Zellen [BILBO et al. 2007], 
aber auch das Vorhandensein zahlreicher Rezeptorsysteme mit neuroprotektivem 
Potenzial erklären könnte. 

Neuroprotektive Mechanismen konnten rezeptorabhängig und ‐unabhängig diffe‐
renziert werden. Die wichtigsten heute bekannten Mechanismen sind unter ande‐
rem das Eliminieren von freien Radikalen  [HALL et al. 1992], die Reduktion von 
intrazellulärem Calcium [LAZAREWICZ et al. 1990] und die Aktivierung von in‐
trazellulären  Signalwegen  wie  Jak2  und  NF  kappa  B  [DIGICAYLIOGLU  und 
LIPTON 2001]. Zahlreiche Übersichtsarbeiten geben detailliert Auskunft über die 
bisher bekannten Mechanismen [KAPINYA 2005; MEHTA et al. 2007; SCHWARTZ 
und KIPNIS 2005; TABAKMAN et al. 2005; ULLRICH et al. 2007; WEINREB et al. 
2005; ZHANG F et al. 2004]. 
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Insgesamt gab es zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit über 1200 
Studien zum Thema „Neuroprotektion und Wirkungsmechanismus“, die sich aber 
für das Rattenmodell weitgehend auf die wichtigsten oben genannten Mechanis‐
men zurückführen lassen. 

Diese Mechanismen sind unterschiedlich kraftvoll und unterscheiden sich auch im 
Nebenwirkungsspektrum essenziell. So konnten nur wenige in eine klinische An‐
wendung umgesetzt werden. Ein Beispiel  für die erfolgreiche Translation  in den 
klinischen Gebrauch  stellt  die  Behandlung mit  Erythropoetin  beim  Schlaganfall 
dar [EHRENREICH et al. 2002]. 

Selten konnte eine untersuchte Substanz nur über einen der oben genannten Wege 
neuroprotektiv wirken.  Ein  Zusammenspiel  von  unterschiedlichen Wirkmecha‐
nismen war auch  in vitro nicht  immer ganz zu eliminieren. So konnte man zum 
Ziel  der Untersuchungen  von Neuroprotektion  auf  einen multimodalen Ansatz 
(mehrere Effekte wurden durch einen Wirkstoff erzielt) nicht verzichten. 

Die  optimale  neuroprotektive  Substanz  hätte  also  neuronale  (oder  astrozytäre) 
Zielstrukturen  auf  zellulärer  Ebene, wie  zum  Beispiel Rezeptorsysteme,  die  die 
Reduktion  intrazellulären Calciums, die Verminderung von anaerober Glykolyse, 
die Steigerung von intrazellulärem ATP fördern oder die erhöhte Freisetzung von 
exzitatorischen Aminosäuren oder von freien Radikalen vermindern bzw. neutra‐
lisieren. Das im Rahmen der Hirnschädigung auftretende Hirnödem würden diese 
Systeme zusätzlich durch Regulation der Gefäßsysteme, z. B. durch venöse Dilata‐
tion und Aufrechterhaltung der Blut‐Hirn‐Schranke, reduzieren.  

Das endogene Cannabinoidsystem erfüllt diese Kriterien. Dazu kommt, dass ein 
klinischer Einsatz  schon  für andere  Indikationen  (Antiemese, Appetitsteigerung) 
vorliegt und somit eine schnelle Translation in die Klinik möglich wäre.  

 

1.2 Das endogene Cannabinoidsystem 
 

Cannabinoide wurden schon seit  Jahrtausenden von Menschen zu unterschiedli‐
chen Zwecken konsumiert. Sie wurden zur Linderung von Beschwerden (als Me‐
dikament) und zur Erzeugung halluzinogener Zustände bei rituellen oder gesell‐
schaftlichen  Ereignissen  (als  Rauschgift)  eingenommen.  Eine  der  ersten 
medizinischen Schriften, der Papyrus Ebers, beschrieb das Extrakt der Cannabis‐
Pflanze  (Cannabis sativa)  in Honig gelöst und vaginal appliziert als hilfreich bei 
der Geburt  schon  etwa  um  1500  vor Christi Geburt  [JOACHIM  1890].  Behand‐
lungserfolge  bei  Patienten  mit  Tumorkachexie,  chemotherapievermittelter  oder 
postoperativer Nausea und Emesis   [KWIATKOWSKA et al. 2004; LAYEEQUE et 
al. 2006; MECHOULAM und HANU 2001] und Glaukom  [TOMIDA  et al. 2006] 



Einleitung 

nehmen heute einen signifikanten Platz  in der klinischen Behandlung durch Ap‐
plikation von Cannabinoiden ein.  

Bei  Erkrankungen  des  Zentralnervensystems  (ZNS)  wurden  Cannabinoide  bei 
Patienten mit neuropathischen Schmerzen  [PALAZZO et al. 2006], experimentell 
nach Neurotrauma oder auch bei Multipler Sklerose als neuroprotektive Substan‐
zen eingesetzt  [MECHOULAM und HANU 2001]. Eine Rolle könnten zukünftig 
auch  die  Cannabinoidantagonisten  in  der  Therapie  von  Suchterkrankungen 
[HEILIG und EGLI 2006] und neuropsychiatrischen Erkrankungen  [VINOD und 
HUNGUND 2006] spielen. 

Chemisch isoliert und synthetisiert wurde als erstes (psychoaktives) Cannabinoid 
das delta9‐Tetrahydrocannabinol  von Raphael Mechoulam  1972  [MECHOULAM 
et al. 1972a; MECHOULAM et al. 1972b].  

Endogene Cannabinoide, die das Vorhandensein eines physiologischen Rezeptor‐
Agonist/Antagonist‐Systems wahrscheinlich machten,  konnten  in Arachidonsäu‐
rederivaten wie  z.  B.  2‐Arachidonoylglycerolether  (Noladinether  oder  einfacher 
Noladin genannt) gefunden werden.  Inzwischen  sind mindestens vier endogene 
Cannabinoide mit  rezeptorvermittelten und  –unabhängigen Wirkungen bekannt 
[FEZZA et al. 2002; FRIDE 2002; HANUS et al. 2001]. Endogene wie synthetische 
Cannabinoide wiesen  sowohl  rezeptorunabhängige wie  ‐abhängige Wirkmecha‐
nismen auf.  In der  chemischen Strukturformel wurden ein endogenes  (Noladin) 
und  ein  pflanzliches/synthetisches  (delta9‐THC)  in  der  folgenden  Abbildung  1 
dargestellt. 

 

Abb.  1:  Chemische  Strukturformel  des  endogenen  Arachidonsäurederivates  2‐
Arachidonoylglycerolether  (Noladin,  oben),  sowie  des  pflanzlichen  delta9‐
Tetrahydrocannabinols (delta9‐THC, unten).  
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Erstmals wurde im Jahr 1990 ein membranständiger, G‐Protein gekoppelter endo‐
gener Cannabinoidrezeptor  [HOWLETT  et  al.  1990; MATSUDA  et  al.  1990]  ent‐
deckt und nachfolgend kloniert. Der Rezeptor gab Anhalt für ein endogenes Can‐
nabinoidsystem  im  Zentralnervensystem.  Dieser  wurde  als  zentraler 
Cannabinoidrezeptor  (CB1) bekannt.  1993 wurde  ein peripherer Cannabinoidre‐
zeptor  (CB2)  entdeckt,  der  2002  charakterisiert werden  konnte  [BROWN  et  al. 
2002; MUNRO  et  al.  1993]. Aktuell wird  davon  ausgegangen,  dass mindestens 
noch ein weiterer Rezeptor (CB1a) besteht, der bisher nur teilweise charakterisiert 
wurde [RYBERG et al. 2005].  

Die Distribution der Rezeptoren  ist organ‐ und zellspezifisch. So zeigte sich CB1 
vornehmlich im Cortex, dem limbischen System, den Basalganglien und dem Ce‐
rebellum,  aber  auch  in  den  Testes  und  der  Milz  [BOUABOULA  et  al.  1993; 
BREIVOGEL und CHILDERS 1998; GLASS et al. 1997; HERKENHAM et al. 1990]. 
Dem  gegenüber wurde CB2  in  Leukozten  [ONAIVI  et  al.  1999]  und Mikroglia 
[CARLISLE et al. 2002; WALTER et al. 2003] gefunden. 

Die physiologische Bedeutung  ist trotz  intensiver Forschungsarbeit über die  letz‐
ten 10  Jahre nur unzureichend bekannt. Hinweise auf  Involvier ng  in Aufmerk‐
samkeit, Gedächtnis, Gemütsverfassung, Emotionen, motorische wie  sensorische 
Funktion,  Verhalten,  Immunmodulation,  Temperaturregulation  und  Schmerz‐
wahrnehmung konnten gezeigt werden [BONFILS et al. 2006; BRAIDA und SALA 
2000; CALIGNANO et al. 1998; EHRENREICH et al. 1999a; FERRARI et al. 2000; 
GARDNER und MALLET 2006; HERNANDEZ‐TRISTAN et al. 2000;  JAMSHIDI 
und TAYLOR 2001; KONINGS und MAHARAJH 2006; MARSICANO et al. 2002b; 
MARTIN et al. 2002; NAVARRO et al. 1995; NAVARRO et al. 1997; STEIN et al. 
1996]. Dies  wurden weitgehend durch die vorbeschriebene Rezeptorlokalisation 
in immunmodulatorischen Blutzellen und ZNS‐Strukturen erklärt. 

pEine  athophysiologische Bedeutung kommt dem Cann binoidsystem bei neuro‐
psychiatrischen Erkran ungen  [NEGRE  und KNAP 1986;  OTTANBURG  et 
al. 1982; SUNDRAM 2006], dem Schlaganfall [BONFILS et al. 2006; UNZICKER et 
al. 2005] und der Leberzirrhose [BATKAI et al. 2001] zu.  

Neuroprotektive Eigenschaften wurden  im Hinblick auf das  in‐vitro‐ und  in‐vivo‐ 
Überleben von Nervenzellen beschrieben. Dabei werd n diese Wirkungen teilwei‐
se über CB1, teilweise rezeptorunabhängig vermittelt (siehe unten im Text).  

Eine neuroprotektive Wirkung von CB2  ist bisher nicht bekannt, weshalb dieser 
Rezeptor nur eine untergeordnete Rolle  in der vorliegenden Arbeit spielte. CB1a 
wurde weiterhin nur unzureichend hinsichtlich einer möglichen neuroprotektiven 
Wirkung untersucht. 

CB1‐rezeptorvermittelt  konnte  durch  eine Dilatation  venöser Gefäße  dem Hirn‐
ödem entgegengewirkt, durch die Induktion einer milden Hypothermie sowie das 
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Aufrechterhalten der Blut‐Hirn‐Schranke durch Cannabinoide eine neuroprotekti‐
ve Wirkung erzielt werden [BONFILS et al. 2006; FERNANDEZ‐LOPEZ et al. 2006; 
GRUNDY 2002; MAULER et al. 2003; MECHOULAM et al. 2002; PANIKASHVILI 
et al. 2006]. Durch Reduktion des intrazellulären Calciums und Entgegenwirkung 
der glutamatvermittelten Exzitotoxizität konnte eine  intrazelluläre neuroprotekti‐
ve Wirkung erzielt werden [HOWLETT 2005; SHOUMAN et al. 2006]. Die Inhibi‐
tion  von NF  kappa  B  durch CB1‐Aktivation  zeigte  einen Vorteil  in  der Überle‐
benswahrscheinlichkeit von Hippokampusneuronen in vivo [PANIKASHVILI et al. 
2005]. 

Auch  rezeptorunabhängig  konnte  durch  Cannabinoide  (z.  B.  delta9‐THC)  eine 
neuroprotektive Wirkung über das sogar dem Vitamin E überlegene antioxidative 
Potenzial  erzielt  werden  [HAMPSON  et  al.  1998;  HAMPSON  et  al.  2000; 
MARSICANO et al. 2002a].  

Das  annabinoidsystem  könnte  somit  ein  interessantes  Zielsystem  für  die  Ent‐
wicklung neuer Substanzen/Medikamente  für die Neuroprotektion darstellen, da 
es auf eine Vielzahl der möglichen neuroprotektiven Mechanismen einen Einfluss 
hat. 
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1.3 Das zerebrale Endothelinsystem 
 

Endotheline wurden zuerst als vasoaktive Peptide im Zusammenhang mit angio‐
logischem Hintergrund  beschrieben  [YANAGISAWA  et  al.  1988; YANAGISAWA 
und MASAKI 1989]. Sie regulierten physiologisch den Gefäßtonus und hatten ei‐
nen Effekt auf die Herzfunktion [BRUNNER et al. 2006]. Sie spielten pathophysio‐
logisch eine Rolle bei der Hypertonie [TOUYZ und SCHIFFRIN 2003], beim Herz‐
versagen  [ANGERIO  2005]  und  dem  Herzinfarkt  [CERNACEK  et  al.  2003; 
DOGGRELL 2004; FRACCAROLLO et al. 1997; KRAMER et al. 1997]. Eine physio‐
logische oder pathophysiologische Funktion an  fast allen Organen des menschli‐
chen Körpers wurde beschrieben [GERSHON 1999; NAMBI 1996]. 

Es konnten aber in der Folge gefäßunabhängige Funktionen entdeckt werden. Im 
Gehirn  [EHRENREICH und  SCHILLING  1995] konnten  sowohl gefäßabhängige 
als  auch  ‐unabhängige  Effekte  nachgewiesen werden. Diese wurden  über  zwei 
zellmembranständige  Rezeptoren  mediiert;  Endothelinrezeptor  (ET)‐A  und  ‐B 
[BERTHIAUME et al. 2000; EHRENREICH et al. 1999b; EHRENREICH et al. 2000; 
HENRIKSSON et al. 2007; KUC et al. 2006; ZHANG Y et al. 2000]. Die Rezeptoren 
waren ähnlich den Cannabinoidrezeptoren G‐Protein‐gekoppelt und hatten Effek‐
te bei der Dilatation und Kontraktion der Gefäße zur Regulation der Durchblu‐
tung des Hirngewebes. Die Effekte wurden durch die Endotheline 1‐3 (ET‐1, ET‐2, 
ET‐3) reguliert (siehe Abb. 2): 
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Abb. 2: Wirkung von Endothelin 1‐3 auf die zerebralen ET‐A und –B. Während ET‐A eine Vaso‐
konstriktion auslöst, vermittelt ET‐B eine Vasodilatation. Wie  in der vereinfachten Abbildung 
dargestellt, aktiviert ET‐1 beide Rezeptoren, während ET‐3 eher ET‐B aktiviert. 
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Es  etablierte  sich  die  Auffassung,  dass  Endotheline  mittels  des  G‐Protein‐
gekoppelten Rezeptors beim Typ B einen Einfluss auf multiple  intrazelluläre Ef‐
fekte in Neuronen haben. Darunter befanden sich be  Abwesenheit des Rezeptors 
Auswirkun en auf das Überl ben,  ie Proliferation und Differenzierung neurona‐
ler Zellen  [BAYNASH et al. 1994; EHRENREICH et al. 2000; LAHAV et al. 1999; 
SHINOHARA et al. 2004; YAGAMI et al. 2002; YAGAMI et al. 2005]. Insbesondere 
ET‐B‐Agonisten wiesen  antiapoptotische Wirkung  auf  kortikale Rattenneuronen 
[YAGAMI et al. 2002; YAGAMI et al. 2005] auf. Beim embryonalen bis  juvenilen 
Hirn gab es Hinweise auf eine Abhängigkeit der Expression von ET‐B und dem 
Auftreten von Zelltod, der zudem noch altersabhängig war [EHRENREICH et al. 
1999b].  

In der Entwicklung und Maturation des sich entwickelnden Gehirns unterstützte 
ET‐B die Stimulation, die Proliferation und das Überleben der neuronalen Vorläu‐
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ferzellen durch einen Gi‐Protein gebundenen Anstieg der Phosphorylierung von 
extrazellulären signalregulierten Kinasen  (ERK)  [SHINOHARA et al. 2004], wäh‐
rend das Fehlen von funktionellen ET‐B in spotting‐lethal (sl/sl) Ratten zu einer er‐
höhten neuronalen Apoptose, zum Beispiel im Dentatus des Hippokampus, einer 
Hirnregion, die bekannt für das Vohandensein von neuronalen Vorläuferzellen ist, 
führte [EHRENREICH et al. 2000; RIECHERS et al. 2004]. Da die Gesamthirnmor‐
phologie jedoch bei diesen Tieren nicht verändert war [EHRENREICH et al. 1999b; 
EHRENREICH  et al.  2000; HOSODA  et al. 1994; RIECHERS  et  al.  2004], könnte 
zumindest ein partieller Kompensationsmechanismus für die erhöhte Apoptosera‐
te bei ET‐B‐defizienten Ratten vorliegen.  

 

1.4 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 
 

Gemeinsamkeiten von Endothelinsystem und Cannabinoidsystem ergeben sich in 
der  vasomotorischen  Aktivität  (CB1  und  ET‐B)  [OʹSULLIVAN  et  al.  2005; 
TIRAPELLI et al  2005], den  ntraz llulären Signalwegen (Inhibition der Adenylat‐
zyklase, Aktivierung der MAP‐Kinase und Jun N‐terminal Kinase (JNK) sowie der 
Regulation von nukleären Transkriptionsfaktoren  [HOWLETT 2005]), die bei bei‐
den  Systemen  über G‐Proteine  ant apoptotische Mechanismen  aktivieren.  Beide 
Systeme greifen  somit  ineinander und könnten möglicherweise voneinander  ab‐
hängen. Die Untersuchung  einer möglichen neuroprotektiven  Interaktion beider 
Systeme sollte darum in der vorliegenden Arbeit vorgenommen werden. 

Dies sollte mit den folgenden Methoden am Rattenmodell untersucht werden: 

1.  Immunhistochemische  Untersuchungen  sollten  eine  Darstellung  der  CB1‐
Expression  im Hippokampus von Wildtyptieren und ET‐B‐defizienten Tieren er‐
möglichen, sowie die Expr ssion des Rezeptors über drei verschiedene Zeitpunkte 
(juvenile Ratten: 3‐4, 14‐15, 21‐22 Tage alt) mit unterschiedlichem Anteil an apop‐
totischen Zellen im Gehirn der Tiere darstellen. 

Hierbei  sollte  eine mögliche Abhängigkeit  der  Expressionsstärke  von CB1  vom 
Alter  in hippokampalen Neuronen  in vivo bei sl/sl‐Tieren und bei Wildtypen ge‐
zeigt werden. 

Ein Nachweis des Proteins  sollte zusätzlich  im Western Blot angestrebt werden, 
um  ine Quantifizierung de  Expression mit einer zweiten Methode zu überprü‐
fen. 

Eine Alteration der Expression durch Ab‐ oder Anwesenheit von ET‐B sollte mit‐
tels einer quantifizierbaren Methode untersucht werden. Hier bot sich ein compu‐
tergestütztes Verfahren  (Scion  Image) an, das die Dichte der Expression objektiv 
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erfassen konnte. Bei Vorhandensein dieser möglichen Abhängigkeit sollte die der 
Expression von CB1 vom Überleben von Neuronen weiterhin untersucht werden. 

2. Hat die Aktivation von CB1 durch  synthetische oder  endogene Cannabinoide 
einen neuroprotektiven Effekt in vivo und in vitro? 

Dazu sollte ein neuroprotektiver Effekt von endogenen und synthetischen Canna‐
binoiden (Noladin und delta9‐THC) in primären hippokampalen Neuronen beider 
Genotypen in vitro nachgewiesen werden. 

Zusätzlich  sollte  in einem  in‐vivo‐Modell die Wirksamkeit einer Applikation von 
delta9‐THC  bei Wistar‐Imamichi‐Ratten  im Hypoxiemodell  getestet werden,  da 
hier eine erhöhte Expression von CB1 gezeigt wurde [JIN et al. 2000]. Dies wollten 
wir histologisch für CB1 und CB2 nachvollziehen. Wenn die Stimulation mit THC 
keinen negativen Effekt  auf ET‐B‐gesunde Ratten hätte, wäre die Durchführung 
mit ET‐B‐defizienten Tieren geplant. Diese Vorversuche waren nötig, um die dann 
wegen  der  hohen  Sterblichkeit  der  Mutanten  aufgrund  der  Hirschsprung‐
Krankheit massiv auszuweitende Zucht zu  rechtfertigen. Die Gabe von Noladin 
empfahl sich in vivo hier methodologisch aufgrund des schnellen Zerfalls der Sub‐
stanz nicht. 

Ziel der Studie  ist es, eine mögliche  Interaktion oder Abhängigkeit zwischen en‐
dogenem Cannabinoid‐ und  ndoth linsystem  im Ratte hirn nter pathophysio‐
logischen und nicht pathologischen Voraussetzungen zu zeigen. 

Die Erkenntnis einer möglichen Abhängigkeit der Expression von CB1 bei Abwe‐
senheit von funktionellem ET‐B könnte einen Hinweis auf eine Interaktion beider 
Systeme geben. Diese Erkenntnis könnte bei Erkrankungen wie der bakteriellen 
Meningitis von Wert sein, da dabei wie bei den sl/sl‐Tieren eine Reduktion von ET‐
B‐Rezeptoren  vorliegt  [EHRENREICH  et  al.  2000].  Dies  könnte  über mögliche 
neue Behandlungsmöglichkeiten mit Cannabinoiden Aufschluss geben. 
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Tiere 
 

Für alle Versuche wurden Ratten des Wistar‐Imamichi‐Stammes verwendet. Diese 
Ratten  trugen  eine  autosomal  rezessive,  301  Basenpaare  umfassende, Depletion 
des  ndothelin‐B‐Rezeptor‐Gens  [DEMBOWSKI  et  al.  2000]. Die Depletion  um‐
fasste Exo  1 und Intron 1,  ie für die erste und di  zweite Transmem randomäne 
des Rezeptors  codierten. Die Genotypen  der Ratten wurden  durch Verpaarung 
heterozygoter Rattenpaare hervorgebracht. Der Genotyp und das Geschlecht der 
Tiere wur n mittels de Polymerasekettenreaktion  ( R)  bestimmt  (siehe .1.1 
ff).  

Die Vorauswahl  der  Tiere  für Zellkultur, Western  Blot  und  in‐vivo‐Experimente 
fand  anhand der Bestimmung des  anogenitalen Abstandes  statt. Ein großer Ab‐
stand  zwischen Anus  und Geschlechtsteil war  dabei  kennzeichnend  für Männ‐
chen, ein kleiner für Weibchen. 

 

2.1.1 Bestimmung des Genotyps durch PCR: „Genotyping“  
 

Die Genotypen der neugeborenen Tiere wurden durch PCR nachgewiesen. Hierzu 
wurde genomische DNA mit Primern, die die  301 BP Deletion  (CTG CAA CAT 
GCA ATC GTC CGC A und CAT AGA CTC AAC ACT GTG AT) des ET‐B‐Gens 
flankieren, amplifiziert. Dazu wurde Kleinhirngewebe entnommen und nach dem 
DNeasy‐Protokoll von Qiagen DNA gewonnen. 

 

2.1.1.1 PCR: Genotyping 

 

Dafür  wurden  0,2  μg  DNA  pro  50  μl  PCR‐Reaktionsgemisch  in  PCR‐
Reaktiongefäße gegeben. Für  35 Zyklen wurde der Thermocycler wie  folgt pro‐
grammiert: 

1) DNA‐Denaturierung initial bei 94°C für eine Minute 

2) Hybridisierung der Primer bei 65°C für 30 sec 

3) Elongation des Primers bei 72°C für eine Minute und abschließend 

4) Denaturierung der dsDNA bei 92°C für eine Minute. 



Material und Methoden 

  11

‐

e m   h

a l r

 

2.1.2 Geschlechtsbestimmung durch PCR: „Sexing“ 
 

Die  Vorbestimmung  des  Geschlechts  durch  den  anogenitalen  Abstand  wurde 
durch PCR des SRY‐Gens verifiziert oder verworfen. Das SRY ist ein Gen, das auf 
dem Y‐Chromosom  liegt und  somit  bei Präsenz  ein Männchen  erkennt und  ein 
Weibchen ausschließt. 

 

2.1.2.1 DNA‐Gewinnung aus Frischgewebe 

 

Kleinhirngewebe (bei Zellkulturversuchen) oder ein Stück des Ohres (bei Western‐ 
Blot‐Versuchen) wurde den Tieren entnommen und die DNA nach dem DNeasy‐
Protokoll von Qiagen gewonnen.  

  

2.1.2.2 DNA‐Gewinnung aus formaldehydfixierten, paraffinierten Ratten
hirnschnitten 

 

Hierbei wurde das Gewebe auf dem Objektträger mit einem Skalpell entfernt und 
in  inem  2‐ l‐Eppendorfröhrchen  aufgefangen.  1200 μl Xylol wurden  inzuge‐
fügt,  das  Eppendorfröhrchen  5 min  gevortext. Abnahme  des  Überstandes  und 
Herauswaschen des Xylols erfolgte zwei Mal mit derselben Menge frischem Etha‐
nol mit  nsch ießendem  Zentrifugieren  des  Eppendo fröhrchens  vor  Entnahme 
des Überstandes für 5 min bei höchster Geschwindigkeit. Das paraffinfreie Pellet 
wird weiter wie unter 2.1.1.1 behandelt. 

 

2.1.2.3 PCR: Sexing 

 

Hierzu  wurden  0,5  μg  DNA  pro  50  μl  PCR‐Reaktionsvolumen  in  PCR‐
Reaktiongefäße gegeben. Für 35 Zyklen wurde der Thermocycler programmiert: 

1) DNA‐Denaturierung initial bei 94°C für eine Minute 

2) Hybridisierung der Primer bei 65°C für 30 sec 

3) Elongation des Primers bei 72°C für eine Minute und abschließend 

4) Denaturierung der dsDNA bei 92°C für eine Minute. 
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2.1.3 PCR‐Kontrolle 
 

Zur  internen Funktionskontrolle der PCR wurde  je eine bekannte Versuchsprobe 
des zu erwartenden Typs mitaufgetragen. Eine Nullprobe ohne DNA wurde zu‐
sätzlich ebenfalls aufgebracht.  

 

2.1.4 Agarosegel‐ Elektrophorese 
 

Amplifizierte DNA wurde mit der Agarose‐ Gelelektrophorese dargestellt. Dafür  
wurden   Agarosegel mit  0  Ta hergestell und  in  der Elektr phorese‐
kammer mit TBE‐Puffer bedeckt. 50 μl der DNA wurden mit 10 μl Gel Loading 
Lösung versetzt, bevor 15 μl in davon in eine Tasche eingebracht wurde. Zur Grö‐
ßenbeurteilung wurden  in die äußeren Taschen 4 μl einer DNA‐Leiter pipettiert. 
Für zwei Stunden wurde so bei einer Spannung von 100 V eine Wanderung der 
Produkte gen Anode produziert. Die Ethidiumbromidfärbung der DNA innerhalb 
der Agarose wurde mittels einer UV‐Lichtbank bei 302 nm mit einem Videogerät 
dargestellt und als Bild ausgedruckt.  

 

2.1.5 Verwendete Primer 
 

ET‐B  

Sense‐Primer: 5`‐AGC CGC TGC GGA CGC GCC TT‐`3, Position 267‐286 

Antisense‐Primer: 5`‐CAC GAC TTA GAA AGC TAC AC‐`3, Position 191‐172 

Das  erwartete Produkt war  600 BP  (Wildtyp  +/+), beziehungsweise  300 BP groß  
(ET‐B‐defizient sl/sl). Heterozygote Tiere (sl/+) zeigten beide Produkte. 

 

SRY (Rattus norvegicus) 

Sense‐Primer: 5`‐CCC GCG GAG GGC ACA AGT‐`3, Position 143‐163 

Antisense‐Primer: 5`‐CTC TAC TCC AGT CTT GTC CG‐`3, Position 454‐435 

Das erwartete Produkt war 312 BP groß. 
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2.1.6 Materialien für PCR: Sexing und Genotyping 
 

PCR‐Reaktionsgemisch:  5 μl Taq extender reaction buffer, Fa. Stratagene 

  0,5 μl Taq DNA Polymerase (5 U/ μl), Fa. Gibco 

  0,5  μl  dNTP  (20mM),  Fa.  Pharmacia, 
PharmaciaUltrapure Kit 

  20 μl Sense‐Primer, Fa. IBA‐NAPS 

  20 μl Antisense‐Primer, Fa. IBA‐NAPS 

  mit 0,1% DEPC auf 50 μl Endvolumen auffüllen 

   

Hexanukleotide:  100 pM [d(Nukleotid)6‐5`‐PO4] Na+

   

5X TBE‐Puffer:  54 g Trisbase 

  27,5 g Borsäure 

  20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 

  alles Fa. Sigma, Deisenhofen 

  auf 1 l ddH2O 

 

0,5X TBE‐Puffer wird durch 1:10 Verdünnung aus 5X TBE‐Puffer hergestellt. 

Ethidiumbromidlösung:  10 mg/ ml  Ethidiumbromid  als wässrige  Lösung,  Fa. 
Sigma 

Gel Loading Solution, Fa. Sigma 

 

1% Agarosegel:  1,5 g Agarose, Fa. Gibco 

  150 ml 0,5 X TBE‐Puffer 

  6 μl Ethidiumbromidlösung 

   

1 kb DNA‐Leiter:  50 μl DNA‐Leiter 

  100 μl Gel Loading Solution 
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  50 μl Taq‐Extender Buffer, Fa. Stratagene 

  300 μl ddH2O 

 

2.2 Immunhistochemie 
 

Immunhistochemische Färbungen wurden wie unter 2.2.1 folgend durchgeführt. 

 

2.2.1 Cannabinoidrezeptor 1 und 2 (CB1 und CB2) 
 

2.2.1.1 Färbung von paraffinierten Schnitten des Rattenhirns 

 

Wistar‐Imamichi‐Ratten  der  drei  unterschiedlichen  Genotypen  wurden  am 
postnatalen Tag drei bis vier, 13 bis 15 und 21 bis 23 in tiefer Ethyletheranästhesie 
dekapitiert.  Sofort wurde  das Gehirn  entnommen  und  in  4%  Paraformaldehyd 
fixiert.  Im  Anschluss  wurden  die  fixierten  Gehirne  in  Paraffin  eingebettet,  im 
Mikrotom 1 μm fein geschnitten und auf SuperFrost‐Objektträger aufgezogen. 

Alle weiteren Schritte  erfolgten bei Raumtemperatur, wenn nicht gesondert ver‐
merkt. Zum Herauslösen des Paraffins wurden  ie  schnitttragenden Glasobjekt‐
träger im Ofen für je 35 min zuerst ohne, dann mit 99.9% Xylol auf 60°C erhitzt. In 
frischem,  raumtemperiertem Xylol wurden  die  Schnitte  zweimalig  5 min  abge‐
kühlt. 

Gradiertes Ethanol (2 x 100%, 2 x 95%, 70%, 50%) wurde in absteigender Reihen‐
folge zum Herauswaschen des Xylols verwendet. Abschließend wurde der Schnitt 
für 5 min in dH2O gewässert. 

Zum  Blocken  der  endogenen  Peroxidaseaktivität  folgte  eine  Inkubation  in  3% 
H2O2 für 10 min. Gewaschen wurde anschließend zuerst in dH2O, dann in PBS für 
je 5 min. 

Die Schnitte  inkubierten anschließend  für eine Stunde  in der Feuchtkammer mit 
10% Schafserum. 

Nach Abschütten  des  Serums wurden  die  primären Antikörper  (Kaninchen)  in 
Konzentration 1:100  für CB1 und CB2  (in PBS mit 2% Schafserum) aufpipettiert 
und die Schnitte  für 15 Stunden bei 4°C  inkubiert. Die Antikörperlösung wurde 
anschließend mit einer Pipette entnommen und gesammelt, während der Schnitt 
zweimalig für je 10 min in PBS gewaschen wurde (Waschschritt). 25 μl des biotiny‐
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lierten Zweitantikörpers (Ziegen‐IgG gegen Kaninchen) wurde mit 75 μl Schafse‐
rum in 5 ml PBS gelöst. Die Schnitte wurden für eine Stunde darin inkubiert. Nach 
einem  weiteren  Waschschritt  inkubierten  sie  für  eine  Stunde  in  ABC‐
Komplexlösung. Diese wurde zuvor nach Herstellerangaben angesetzt (2 Tropfen 
von  je Lösung A and B  in 5 ml PBS). Nach dem  letzten Waschschritt wurden die 
Schnitte zum Visualisieren in Diaminobenzidinlösung (36mg DAB, 10 μl 30% H2O2 
in 60 ml TRIS‐PBS) für 6 min entwickelt, zweimalig für 10 min in dH2O gewaschen 
und anschließend in ansteigender Ethanolkonzentration (wie eingangs, beginnend 
mit 50%) bis zum Xylol für  je 5min gelagert. Die Schnitte wurden mit Eukitt und 
einem Deckplättchen versiegelt und  für zwei Tage unter dem Abzug getrocknet, 
bis mit der Evaluation unter dem Mikroskop begonnen wurde. 

 

2.2.1.2 Ermittlung der Expression 

 

Rechter und  linker Gyrus dentatus des Hippokampus wurden mit  einer  SPOT‐
Digitalkamera, (Fa. Diagnostic Instruments, Sterling Heights, USA) bei einer Ver‐
größerung  von  1:200  abfotografiert und  als Bild  (.tiff‐Format,  1‐2 Megabyte pro 
Bild)  gespeichert. Von  jedem  Tier wurden  pro Hippokampus mindestens  zwei, 
höchstens vier Bilder angefertigt. Diese wurden im Anschluss verblindet und ein‐
zeln nacheinander wie folgt ausgewertet.  

Nachfolgende Schritte erfolgten mit dem Computerprogramm SCION‐Image Ver‐
sion Beta 4.0.2 (© 2000 Scion Corporation, USA). 

Zuerst  wurden  die  Farbbilder  in  Schwarzweißbilder  umgewandelt.  Evaluiert 
wurde die Dichte an  schwarzen Pixeln pro ausgewähltem Gebiet. Dazu wurden 
die Pyramidalzellen, die Granularzellen und ein Hintergrundgebiet ohne spezifi‐
sche Zellfärbung ausgewählt und gemessen. Die Prozedur wurde pro Bild dreimal 
für jeden der drei Bildbereiche durchgeführt.  

Ermittelte  Werte  wurden  in  eine  EXCEL‐Tabelle  (Microsoft  EXCEL  2002,  Fa. 
Microsoft, USA) überführt. Nachfolgende Schritte wurden mit diesem Programm 
durchgeführt: 

Die  intergrundfärbung wurde  von der  rmitt lten  Immunoreaktivität  abgezo‐
gen. Pyramidalzellwert und Granulosazellwert wurden  zuerst  für  jeden Hippo‐
kampus, dann für  jedes Tier anhand der gemessenen Werte gemittelt. Die entste‐
henden  Werte  für  jedes  Tier  wurden  dann  entblindet,  sodass  die  Tiere  nach 
Genotypen und Alter sortiert werden konnten.  
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2.3 Zellkultur 
 

Für die Zellkulturen wurden ausschließlich 0‐24h alte, weibliche Ratten der Geno‐
typen sl/sl und +/+ verwendet.  

Sie wurden durch Dekapitation getötet, die Köpfe auf einer sterilen, eisgekühlten 
Petrischale  zur  Reinraumwerkbank  überführt.  Alle  folgenden  Schritte  wurden 
dort unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 

 

2.3.1 Primärkulturen hippokampaler neuronaler Zellen 
 

Hippokampale Neuronen wurden, mit wenigen Modifikationen, nach dem Proto‐
koll Brewers [BREWER et al. 1993] kultiviert. 

 

2.3.1.1 Präparation, Anreicherung, Aussaat und Kulturbedingungen 

 

1) behutsame sagittale Eröffnung des Schädels, Lateralbewegung der Ossa parieta‐
le et frontale 

2) vorsichtige Herauslösung des Gehirns auf eine sterile, gekühlte Petrischale 

3) unter stereomikroskopischer Sicht Entfernung des Cerebellum, stumpfe Separa‐
tion der Hemisphären und  sorgfältiges Abziehen der Gefäße und Meningen mit 
Pinzetten 

4)  nach Aufsuchen  der Hippokampi  Exstirpation  und  Säuberung  dieser mittels 
Präparationslöffel 

5) Überführung in ein 12‐ml‐Röhrchen (Fa. Sarstedt) mit 2 mg Papain/ml HBSS, im 
Wasserbad bei 30°C unter moderatem Schütteln Inkubation 

6) Papain‐Inaktivierung durch HBSS mit  0%F S und Entfernung des Überstan‐
des  

7) Hinzufügen von 2 ml frischem HBSS, zehnmalige langsame Trituration der Hip‐
pokampi mit einer 1‐ml‐Pipette 

8) Entnahme von 1,5 ml Überstand in ein 12‐ml‐Röhrchen 
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9)  zweimalige Wiederholung der  letzten  beiden  Schritte mit  Sammeln des Zell‐
überstandes im selben Röhrchen 

10) Gradientenzentrifugation der  etwa  5‐6 ml Zellsuspension mittels unterlegter 
Dichtegradienten  (35%,  25%,  20%,  15%  Optiprep/ml  HBSS),  15min  bei  1900g 
(25°C, ohne Bremse) 

11) Gewinnung von circa 2,5 ml angereicherter Zellsuspension aus den Fraktionen 
2 und 3 

12) Hinzufügen von 5 ml HBSS  

13) Zentrifugation 1 min bei 1000 g, 25°C 

14) Entnahme des Überstandes und Auflösung des Pellets in 1 ml NeurobasalA 

15) Bestimmung de  Zelldichte in der Neubaue ‐Zählkammer (20 μl Zellsuspensi‐
on/ 20 μl Trypanblau) 

16) Aussaat der Neuronen  in  einer Dichte  von  50 Zellen/mm³  auf Poly‐D‐Lysin 
beschichteten, runden Deckgläschen in 4‐Kammer‐Platten 

17) Waschen der Zellen nach einstündiger Inkubation mit HBSS und erneutes Auf‐
füllen mit NeurobasalA 

19) Kultivierung für 5 Tage im Inkubator bei 37°C, 5% CO2 ohne Mediumwechsel 

Die Zellen wurden nach Ablauf der Inkubationszeit von 5 Tagen bei Bildung von 
Fortsätzen und Netzwerken zur  Immunzytochemie und/oder Hypoxieversuchen 
verwendet. 

 

2.3.1.2 Hypoxie 

 

Zur Induktion von Zelltod und zum Testen neuroprotektiven Potenzials von Can‐
nabinoiden wurde das Zellmedium zuerst zur Hälft  mit frischem NeurobasalA 
mit oder ohne Cannabinoid unter Lichtschutz ersetzt. 

Zurück  im  Inkubator wurde dieser mit 16  l N2/ min  für 6 min geflutet. Um eine 
konstante O2‐Konzentration  <1%  zu  ermöglichen, wurde  der  Inkubator  für  die 
nächsten 15h mit 1 l N2/ min äquilibriert. Kontrollkulturen wurden bei Normoxie 
parallelinkubiert. 
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2.3.1.3 Zugabe von delta9‐THC‐ und Noladin 

 

Die  B1‐Agonisten Noladin  (2‐ rachidonoylglycerolether) und delta ‐THC wur‐
den in Alkohol gelöst und als 1 mM und 1 μM Stocklösung in Neurobasal aliquo‐
tiert und bei  ‐20°C bis zum Verbrauch gekühlt. Für  jede Kultur wurde ein neues 
Aliquot benutzt.  

Bei reduziertem Licht während des Pipettierens wurden Mediumkonzentrationen 
von 10 nM und 10 μM delta9‐THC und 100 nM und 1 μM Noladin zum Versuch 
verwendet. 

Die Ethanolkonzentration in den Lösungen lag zwischen 0,1% bis 0,0013%. 

 

2.3.1.4 Zelltodbestimmung 

 

Der Hypoxie folgte zeitnah die Bestimmung des Zelltodes pro Kammer. 

Dazu wurden die Neuronen  in den Kammern mit  100  μl  4% Trypanblaulösung 
nach Entfernen des Mediums  für 30 Sekunden gefärbt. Die blaue Lösung wurde 
verworfen und die Zellen unter dem Stereomikroskop betrachtet. 

Zur quantitativen Bestimmung wurden blau gefärbte Zellen als  tote, ungefärbte 
als l bende Zellen inte pretiert. In 5 einander nicht überschneidenden Gesichtsfel‐
dern wurden lebende und tote Zellen, 280‐450 Zellen pro Kammer gesamt, ausge‐
zählt.  Für  jede Kondition wurden  zwei Kammern  ausgezählt. Alle Konditionen 
eines Versuchs wurden  jeweils an der aus der gleichen Präparation stammenden 
Zellkultur durchgeführt. 

 

2.4 Proteinnachweis durch Western Blot 
 

Für den Nachweis von CB1‐Protein im Hippokampus wurden 3‐4, 14‐15 und 21‐22 
Tage  lten, anästhesierten und dekapitierten, weiblichen Ratten der drei Genoty‐
pen der linke sowie der rechte Hippokampus entnommen (Entnahme der Hippo‐
kampi nach 2.3.1.1 ), in 1,5‐ml‐Eppendorfröhrchen sofort auf Trockeneis schockge‐
froren und bis zur Verwendung bei ‐80°C gelagert. 
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2.4.1 Proteinextraktion 
 

Alle Schritte wurden auf Eis oder Trockeneis durchgeführt. 

1) Wiegen des Gewebes, Hinzufügen der fünffachen Menge des Eigengewichts an  
Lysepuffer und viermaliges,  abwechselndes Zerstampfen und Gefrieren des Ge‐
webes 

2) Lysiertes Gewebe mit 1 ml‐Spritze aufziehen und 10 Mal triturieren 

3) Transferieren des Lysats in ein 2‐ml‐Eppendorfröhrchen 

4) Zentrifugieren bei 1200 U/min bei 4°C für 45 min 

5) Sammeln des Überstandes in einem frischen Eppendorfröhrchen 

6) Entnahme von 5 μl des Überstandes für die Proteinbestimmung, weiter bei 2.4.2 

7) Hinzufügen 1/3 der Eigenmenge von 4 X Lämmli‐Elektrophoresepuffer 

8) Erhitzen für 5 min in einem kochenden Wasserbad 

Anschließend wurden die Proben bei ‐80°C gelagert. 

 

2.4.2 Proteingehalt 
 

Der Proteingehalt der einzelnen Proben wurde nach der Lowrymethode durchge‐
führt  [DAWSON und HEATLIE 1984; HASSELBLATT  et al.  2003; LOWRY  et al. 
1951].  

Dazu wurden sie 1:50 mit dH2O verdünnt und je 50 μl mit 150 μl dH2O in ein Ep‐
pendorfröhrchen  pip ttiert.  Die  tand dkurve  wurde  benfalls  n  Eppendorf‐
röhrchen pipettiert. Nach Hinzufügen von 1 ml frischer Kupfer‐Lösung inkubier‐
ten die Zellen 15 min. Im Anschluss wurde 100 μl Folin‐Ciocalneus Phenolreagenz 
zu jedem Eppendorfröhrchen pipettiert und direkt gevortext.  

200 μl  jeder Probe wurde im Triplikat auf ein 96‐wellplate überführt und die Ab‐
sorption mit dem ELISA‐Reader gemessen. 

Anhand der Absorption der Standardkurve  (nach 2.4.2.1) konnte di  Proteinkon‐
zentration jeder Probe errechnet werden. 
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2.4.2.1 Herstellung der Standardkurve 

 

1 mg/ ml BSA wurde auf die Konzentrationen 0 μg/150 ml, 2,5 μg/150 ml, 5 μg/150 
ml, 7,5 μg/150 ml, 10 μg/150 ml, 12,5 μg/150 ml, 15 μg/150 ml und 20 μg/150 ml 
verdünnt. 

 

2.4.3 Gelelektrophorese und Blotten 
 

NuPAGE  ecast  Ge wur   nach Anleitung  präpariert, n  die  Elektrophorese‐
kammer eingelegt und die Kammern mit  jeweils 10 μl der Probe befüllt. Nach 35 
min bei 200 V wurde das Gel entnommen und aus seiner Form gelöst. Auf das Gel 
wurde ein Membranfilterpapier aufgebracht und zwischen Schaumstoffplatten in 
das Blotgefäß mit Transferpuffer gestellt. Dieses wurde  in die mit ddH20 befüllte 
Elektrophoresekammer gedrückt und bei 30 V 60 min geblottet. 

Die Membran konnte entnommen werden. 

 

2.4.4 Färbung und Darstellung 
 

Die Membran wurde mit Ponceau‐S (Fa. Serva) für eine Minute gefärbt, die Mar‐
ker mit  einem wasserfesten  Stift  nachgezogen,  kopiert  und  durch  zweimaliges 
Waschen in TBST wieder entfärbt.  

 

2.4.4.1 CB1‐Rezeptor Detektion 

 

Zur Darstellung des Cannabinoid‐1‐Rezeptors wurde die Membran wie  folgt be‐
handelt: 

1) Blocken mit Blockpuffer für eine Stunde im Schüttelbad 

2) Inkubation mit CB1‐Ak, (1:2000 bei Cayman‐Ak, 1:500 bei Biosource‐Ak) bei 4°C 
für 15 Stunden im Schüttelbad 

3) Waschen mit TBST drei Mal 10 min (Waschschritt) 

4) Inkubation mit POD‐Zweitantikörper gegen Kaninchen‐IgG 

5) Waschschritt 
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6) Trocknen der Membran mit Filterpapier 

7) Bedecken mit ECL (+) Lösung für 5 min, danach Absaugen mit Filterpapier 

8) beidseitiges Bedecken mit einer transparenten Folie 

9) Auflegen von Fotopapier und Entwickeln desselben. 

 

2.4.4.2 Auswertung der CB1‐Expression 

 

Das entwickelte Foto wurde eingescannt und als .tiff Datei gespeichert. 

Mit SCION‐Image wurde das Bild in ein Schwarzweißbild umgewandelt, und an‐
schließend die Zahl schwarzer Pixel pro festgelegtem Bildausschnitt und der Hin‐
tergrund gemessen. 

Alle gemessenen Werte wurden  in  eine Microsoft EXCEL‐Tabelle  eingefügt und 
dort  eiterverarbeitet. Zu  Bestimmung des Endwertes wurde der nd‐
wert abgezogen. 
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2.5 Vorversuch zur Behandlung von Wistar‐Imamichi‐
Ratten unter Hypoxie/Ischämie mit delta9‐THC in 
vivo 

 

2.5.1 Versuchsaufbau 

 

Abb. 3: Zeitlicher Aufbau für die  in‐vivo‐Hypoxie/Ischämie‐Vorversuche bei Wistar‐Imamichi‐
Ratten: Gabe von Placebo oder delta9‐THC nach Okklusion der A. carotis communis einmalig 
vor Hypoxie/Ischämie, sowie 24 und 48 Stunden nach Erstgabe. Dekapitation der Tiere 72 Stun‐
den nach THC‐Erstgabe.  

  22
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2.5.1.1 Arteria‐carotis‐communis‐Okklusionsmethode mit intraperitonealer 
THC‐Gabe  

 

Zehn Tage alte Wistar‐Imamichi‐Ratten wurden mit Halothan anästhesiert und die 
rechte Arteria  carotis  communis durch mittellinige Halsinzision exponiert. Nach 
vorsichtiger Präparation wurde das Blutgefäß mit einem 5‐0 Seidenfaden zweimal 
ligiert und permanent okkludiert [EHRENREICH et al. 2005; SIREN et al. 2002]. 

Nach einer Erholungsphase von einer Stunde bei der Mutter wurden die Tiere mit 
einer  intraperitonealen  Injektion  von  5 mg/  kg Körpergewicht  delta9‐THC  oder 
Placebo  für zwei Stunden unter Hypoxie  (95% N2, 5% O2) gestellt.  Im Anschluss 
wurden die Tiere wieder der Mutter zugeführt. 

Im Verlauf wurde die Behandlung 24 und 48 Stunden nach Hypoxie  fortgesetzt 
und die Injektion mit THC oder Placebo zur gleichen Uhrzeit wiederholt 

Der Versuchsaufbau wurde in Abb. 3 dargestellt. 
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2.5.1.2 Entnahme und Aufbereitung der Rattenhirne 

 

Die Versuchstiere wurden mit Halothan  tief narkotisiert und durch Dekapitation 
getötet. Eine vorsichtige Hirnentnahme mit Pinzette und Spatel erfolgte nach wei‐
ter Eröffnung der Schädelkalotte und des dorsalen Neuralkanals in der Mittellinie. 
Entnommene Hirne wurden sofort in 4% PFA‐Lösung überführt und bis zur wei‐
teren Verwendung im Kühlschrank bei 4°C aufbewahrt. 

Nach  araffineinbettung wurden di  gekühlten Paraffinblöcke  auf  einem  Schlit‐
tenmikrotom 1 μm stark geschnitten und auf Glasobjektträger aufgebracht. 

Ein Teil der Schnitte, mindestens zwei pro Tier, wurde mit Hämatoxylin und Eosin 
gefärbt. 

 

2.5.1.3 HE‐Färbung 

 

Deparaffinierung und Rehydratation  erfolgte wie  bei  2.2.1.1, danach wurde der 
Schnitt  für  8 min  in Hämalaun  gefärbt, mit dH2O  abgespült,  zwei Mal  in HCl‐
Ethanol eingetaucht, unter laufendem Leitungswasser 10 min gespült und im An‐
schluss 6 min in Eosin gegengefärbt. 

Zuletzt wurde  eine Dehydratation und Versiegelung wie bei  2.2.1.1 beschrieben 
durchgeführt. 
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2.5.2 Auswertung 
 

HE‐gefärbte Schnitte wurden nach folgendem Schema  in Abb. 4 doppelblind un‐
tersucht: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 4: Schema zur Evaluation von HE‐gefärbten Schnitten mit qualitativer und quantitativer 
Auswertung. 

Zusätzlich wurden die toten und die lebenden Zellen im CA1 des Hippokampus 
unter dem Mikroskop gezählt. 
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2.6 Materialien und Großgeräte 
 

2.6.1 Verbrauchsmaterialien und Geräte 
Materialien und Großgeräte wurden in Tab. 1 dargestellt.  

(1) VERBRAUCHSMATERIALIEN 

  

 
Name 

 
Hersteller 

anti‐CB1 Antikörper  Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 
anti‐CB2 Antikörper  Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 
anti‐CB1 Antikörper  Biosource, Solingen, DE 
Halothan Eurim  EurimPharm, Piding, DE 

1 ml; 1,5 rfröhr‐ ml;  2 ml Eppendo
chen 

Eppendorf AG, Hamburg, DE 

4 wellplate  Roskilde, Wiesbaden, DE 
12 wellplate  Roskilde, Wiesbaden, DE 
96 wellplate  Roskilde, Wiesbaden, DE 

Petrischale, klein  Roskilde, Wiesbaden, DE 
Petrischale, mittel  Roskilde, Wiesbaden, DE 
Petrischale, groß  Roskilde, Wiesbaden, DE 
50‐mL‐Falcontube  BD Biosciences, Heidelberg, DE 
12‐ml‐Röhrchen  Sarstedt, Nümbrecht, DE 

Ethanol  Merck, Darmstadt, DE 
Xylol  Merck, Darmstadt, DE 

Noladin  Prof. Dr. R. Mechoulam, Jerusalem, Israel 
delta9‐THC  Sigma RBI, Deisenhofen ,DE 

biotinylated anti‐rabbit Ak  Vector, Burlingame, USA 
3`3‐Diaminobenzidin  Sigma, Deisenhofen, DE 

biotinylated anti‐goat Ak  Vector, Burlingame, USA 
Flourescein anti‐goat Ak  Vector, Burlingame, USA 
texas red anti‐rabbit Ak  Vector, Burlingame, USA 
Normal goat serum  Jackson ImmunoResearch, Baltimore, USA 
Normal sheep serum  Jackson ImmunoResearch, Baltimore, USA 
Normal horse serum  Jackson ImmunoResearch, Baltimore, USA 

Optiprep  Fresenius Kabi Norge AS, Oslo, Norwegen 
HBSS  Invitrogen Gibco, Karlsruhe, DE 

Neurobasal A  Invitrogen Gibco, Karlsruhe, DE 
ABC kit  Vector, Burlingame, USA 
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rabbit anti‐nitrotyrosine polyclonal 
antibody 

Chemicon, Temecula, USA 

m ‐ouse anti‐glial fibrillary acidic pro
tein (GFAP) mab 

Boehringer, Mannheim, DE 

NeuN  Chemicon, Temecula, USA 
GFAP  Sigma, Deisenhofen, DE 

1‐ml‐Spritze  B.Braun AG, Melsungen, DE 
10‐ml‐Spritze  B.Braun AG, Melsungen, DE 

Cytotoxicity Detection Kit  Roche Diagnostics GmbH, DE 
Trypsin EDTA  BioWhittaker Europe, Verviers, Belgien 

DMEM Base farblos  Sigma, Deisenhofen, DE 
Sodium Pyruvate  Invitrogen Gibco, Karlsruhe, DE 

HEPES  Invitrogen Gibco, Karlsruhe, DE 
Triton X100  Sigma, Deisenhofen, DE 
DMEM  Invitrogen Gibco, Karlsruhe, DE 

CB1 blocking‐peptide  Cayman Chemicals, Ann Arbor, USA 
Hämalaun  Merck, Darmstadt, DE 

Eosin  Merck, Darmstadt, DE 
Ponceau‐S  Serva Electrophoresis, Heidelberg, DE 

NuPAGE precast Gel   Invitrogen, Karlsruhe, DE 
POD anti‐rabbit IgG  Vector, Burlingame, USA 

 
(2) GERÄTE 

  

Name  Hersteller 
Inkubator  Heraeus instruments, Osterode, DE 

Liebherr glass line  Liebherr, Bieberach, DE 
GFL 3015 Rotating Platform  GFL, Burgwedel, DE 

Herafreeze (‐80°C)  Heraeus instruments, Osterode, DE 
Vortex‐Genie2  Scientific Industries, USA 

LaminAir® HB 2472  Heraeus instruments,Osterode, DE 
Ofen GFL 7601  GFL, Burgwedel, DE 

Wasserbad GFL 1083  GFL, Burgwedel, DE 
Thermocycler  Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Blockthermo Typ UBD2  Schütt, Göttingen, DE 
Megafuge 2.0R  Heraeus Sepatech, Hanau, DE 

Eppendorf Centrifuge 5415 C  Eppendorf AG, Hamburg, DE 
Telaval 31 Mikroskop  Zeiss, Jena, DE 

GASI  Schott, Mainz, DE 
Binokularmikroskop  Zeiss, Jena, DE 
MRX TC Revelation  Dynex Technologies, Berlin, DE 

Osmometer Automatik  Knauer, Berlin, DE 
RCT basic heater  KIKA Labortechnik, Staufen, DE 
T3 Thermocycler  Biometra, Göttingen, DE 

DNA Thermal Cycler 480  Perkin Elmer, Überlingen, DE 
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PowerPac 200  Bio‐Rad, München, DE 
Digital pH Meter pH 525  WTW, Weilheim, DE 
privileg 8021 Mikrowelle  privileg, Fürth, DE 
Seralpur PRO 90 CN  seral Reinstwasser‐Systeme, DE 

 

Tab. 1: Tabellarische Darstellung der (1) Verbrauchsmaterialien und (2) Geräte und jeweiligem 
Hersteller. Die Abkürzung DE entspricht dem Herkunftsland Deutschland, USA entspricht dem 
Herkunftsland der Vereinigten Staaten von Amerika. 

 

2.6.2 Lösungen, Puffer, Zellkulturmedien 
 

PBS 10 X (pH 7,3):  dd H2O  1600 g 

  NaCl  160 g 

  KCl  4 g 

  Na2HPO4 x 7(2)H2O  23 g 

  KH2PO4 4 g 

 

Auffüllen mit ddH2O bis 2L. Verdünnung auf PBS 1 X vor Benutzung.  

Alle Chemikalien wurden von Fa. Merck, Darmstadt, bezogen. 

 

Zitratpuffer (A):  Zitronensäuremonohydrat  21,01 g/1000 ml ddH2O 

Zitratpuffer (B):  Natriumzitrat‐Dihydrat  29,41 g/1000 ml ddH2O 

 

Beide Puffer Merck, Darmstadt. Zitratpuffer wurde aus 3 ml Puffer A und 17 ml 
Puffer B hergestellt. Einstellung auf pH 6.0, dann 1:10 Verdünnen mit ddH2O. 

 

Formalin (pH 7,2):  PBS (60°C)  500 ml 

  Paraformaldehyd  20 mg 

 

Von Fa. Serva, Heidelberg. NaOH und HCl  je 1mM von Merck, Darmstadt zum 
Einstellen des pH und der Lösung von PFA. 
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Tris‐PBS (pH 7,6):  TRIZMA HCl  7,88 g 

  PBS 10 X  50 g 

 

Fa Sigma, Deisenhofen. Mit dH2O auf 500 ml auffüllen. 

     

Lysepuffer (500 ml):  50 mM TRIZMA HCl  3,94 g 

  150 mM NaCl  4,4 g 

  40 mM NaF  0,84 g 

  5 mM EDTA    0,93 g 

  5 mM EGTA    0,95 g 

  1 mM Na3VO4 91,95 mg 

  1% (v/v) Igepal  5 ml 

  0,1% (m/v) Na‐desoxycholat  0,5 g 

  0,1% (w/v) SDS  5 ml 

 

100 mM Phenylmethysulfonylfluorid in Ethanol, Aprotinin 10 mg/ ml, Leupeptin 
1 mg/ ml, Pepstatin 10 mg/ ml 

 

4 X Lämmli‐Elektrophoresepuffer (10 ml): 

  1 M TRIZMA HCl  

(pH 8,3) 

2,5 ml 

  SDS  0,8 g 

  Glycerin  4 ml 

  Beta‐Mercaptoethanol  2 ml 

  Pyronin Y  4 mg 

  dH2O  1,5 ml 
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Cu‐Lösung:  100 Teile 2% Na2CO3 in 0,1 M NaOH, Fa. Roth 

  Je 1 Teil K‐Na‐Tartrat in H2O und CuSO4 in H2O, 

  Fa. Merck, Darmstadt. 

 

MES‐Running‐buffer 20 X wurde auf 1 X verdünnt mit dH2O (1 l): 

  MOPS  104,6 g 

  Tris Base  60,6 g 

  SDS  10,3 g 

  EDTA  3,0 g 

 

Transferpuffer (1 l):  Bicine (25 mM)  4,08 mg 

  Bis‐Tris (25 mM)  5,23 mg 

  EDTA  0,29 mg 

  Methanol  200 ml 

  Auffüllen mit ddH2O   

 

TBST (1 l, pH 8):  0,1 M Tris  12,11 g 

  1,5 M NaCl    87,66 g 

  Tween20  1 ml 

 

Blockpuffer:  5 g Milchpulver ohne Fett in 100 ml TBST 

 

ECL (+) Lösung:  ECLA  2,5 ml 

  Lösung B  63 μl 
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Medien  für  die Zellkultur  von  primären Hippokampusneuronen waren  je  nach 
Arbeitsschritt (siehe 2.3.1 ff) HBSS‐ oder NeurobasalA ‐basiert. 

HBSS wurde während der Präparation verwendet. Zugesetzt wurden:  

  B27, serumfrei  5 ml/500 ml  

  Penicillin + Streptomycin  (50 IE + 0,05mg)/ml 

 

NeurobasalA wurde zur Kultivierung von primären Neuronen verwendet. Zuge
setzt wurden:  
  B27, serumfrei  5 ml/500 ml 

  Penicillin + Streptomycin 

L‐Glutamine 

bFGF 

(50 IE. + 0,05 mg)/ml 

0,5 mM 

5 ng/ml 

 

Penicillin und Streptomycin, Pyruvat, L‐Glutamat Fa. Invitrogen. 

bFGF und B27 Fa. Life Technologies. 
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2.7 Statistik 
 

In der hier vorliegenden Arbeit wurden die folgenden statistischen Verfahren ge‐
meinsam mit der Abteilung II des Instituts für Statistik und Ökonometrie der Ge‐
org‐August‐Universität Göttingen ausgesucht und angewandt. Eine Wahrschein‐
lichkeit p<0.05 wurde als  signifikant, p<0.01 als hochsignifikant  ngenommen. n 
wurde als die Anzahl Tiere pro Gruppe, t wurde als der Zeitpunkt Lebenstage de‐
finiert. 

Alle Analysen wurden mit R Version 1.9.1 (R Developement Core Team, Wien, Ös‐
terreich) durchgeführt. 

 

2.7.1 Neuronale Zellkultur 
 

Zu untersuchen war, ob die Gabe von Noladin und THC  in zwei verschiedenen 
Konzentrationen  einen  Einfluss  auf  die Zelltodrate  von  ET‐B‐defizienten  Tieren 
respektive Wildtypen/Heterozygoten unter Hypoxie hat. 

Dazu wurde  folgende Vorgehensweise  gewählt:  Für  jeden  Tiertyp war  ein Ver‐
gleich der Kontrollgruppe mit den vier Behandlungsmethoden notwendig. Da  je‐
weils eine Zellkultur pro Gruppe vom selben Tier stammte,  lag eine verbundene 
Stichprobe vor. 

Auf Grund  der  geringen  Stichprobenanzahl  und  Schiefe  der  Verteilung wurde 
wiederum ein nichtparametrisches Testverfahren gewählt, der Wilcoxon‐Matched‐ 
Pairs‐Signed‐Ranks‐Test. 

Da  je  Stichprobe  vier Behandlungen mit der Kontrollgruppe  verglichen werden 
mussten, lag die Situation eines multiplen Tests vor. Somit musste das Niveau des 
Tests korrigiert werden, hierzu wurde die Holm‐Methode gewählt. Die Ergebnisse 
wurden  in Mittelwerten  angegeben  und  teilweise  in  Prozent  der  normoxischen 
beziehungsweise hypoxischen Placebokontrolle ausgedrückt. 
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2.7.2 Immunhistochemie 
 

Zu untersuchen war die Vermutung, dass zu den Zeitpunkten  t=14 und  t=21 bei 
den ET‐B‐defizienten eine höhere Menge CB1 als bei der Vergleichsgruppe beste‐
hend aus Heterozygoten und Wildtypen vorlag. Hieraus ergab sich die Nullhypo‐
these gleichen und die Alternative höheren Anteils CB1 (einseitiger Test). 

Auf Grund der geringen Stichprobenmenge und Schiefe der Verteilung wurde ein 
nichtparametrischer  Test  gewählt,  der Mann‐Whitney‐U‐Test  für  unverbundene 
Stichproben  (auch genannt Wilcoxon‐Rangsummentest oder auch nur Wilcoxon‐ 
Test). Dieser wurde separat für die Zeitpunkte t=14‐15 und t=21‐22 mit den Origi‐
naldaten durchgeführt. Die  im Bild vorliegende Normierung auf 100% bei  t=3‐4 
diente lediglich der graphischen Veranschaulichung. Die Immunoreaktivität wur‐
de dort in Prozent des Wechsels der Dichte angegeben. 

Um den besonderen Effekt der ET‐B‐defizienten Tiere an den Tagen 14 und 21 im 
Vergleich zu den Wildtypen bzw. Heterozygoten zu verdeutlichen, wurde ein ge‐
meinsames  Modell  notwendig,  das  alle  Faktoren  gleichzeitig  miteinbeziehen 
konnte. 

Eine einfache Varianzanalyse war nicht geeignet, da Zähldaten vorlagen und diese 
die  nötigen Normalverteilungsannahmen  nicht  erfüllten.  Ein  geeignetes Modell 
war  ein verallgemeinertes lineares Modell mit Poissonfamilie. 

Es  sollte  zudem überprüft werden,  ob  eine Korrelation  zwischen Auftreten von 
CB1‐Rezeptoren und Abnahme der Zelltodrate besteht. Dazu wurde der Rangkor‐
relationskoeffizient gemäss Spearman berechnet. 

 

2.7.3 in‐vivo‐Tierversuch 
 

Gezählte Zellen pro Feld (bei 1:200 Vergrößerung) wurden in Gruppen nach Kon‐
dition zusammengefasst und mit dem Student‐T‐Test ausgewertet. 

Der Fisher‐exakt‐Test wurde beim Vergleich der CB2‐Gruppen verwendet. 
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3 Ergebnisse 
 

Alle Versuche wurden verblindet durchgeführt und  erst nach Fertigstellung der 
Ergebnisse wieder offengelegt. Ein Ausschluss von Kultur, Tier oder Experiment 
wurde vor Entblindung veranlasst, sofern ein gewichtiger Grund vorlag. Sollte es 
in einem Versuch einen Ausschluss gegeben haben, so ist dieser  eim Gruppenun‐
terpunkt  aufgeführt. Alle  Fehlerindikatoren wurden  im  Standardfehler des Mit‐
telwertes angegeben. Statistische Tests wurden bei p<0.05 als  signifikant angese‐
hen, bei p<0.01 als hochsignifikant. 

 

3.1 Tiere 
 

Es wurden  insgesamt  173  Tiere  zu  Versuchszwecken  getötet.  Davon waren  38 
nicht älter als 24 Stunden, 103 zwischen 3 und 22 Tagen und 32 Tiere 8‐10 Tage alt. 

 

3.1.1 Genotyping 
 

Die Bestimmung des Genotypes mit PCR fand in allen verwendeten Tieren statt. 

Bei den 76 Tieren der CB1‐Immunhistochemie wurde sie vor Anlage des verwen‐
deten Paraffinblocksatzes durchgeführt. 

Ein Mal wurde ein heterozygotes als ET‐B‐defizient vermutet. Dieses Tier wurde 
aus dem Versuch vor Entblindung ausgeschlossen. 

 

3.1.2 Geschlechtsbestimmung 
 

Von  76 Tieren  für die  Immunhistochemie des CB1‐Rezeptors wurde bei  69  eine 
erfolgreiche Bestimmung des Geschlechts vom Paraffinschnitt vorgenommen. Bei 
4 Tieren war die Bestimmung des Geschlechts mit dieser Methode auch nach Wie‐
derholung nich  eindeutig. Für dre  Tier  standen keine weiteren hippokampalen 
Schnitte für die Untersuchung zur Verfügung.  

38 Tiere für die Zellkultur waren in allen Fällen weiblichen Geschlechts. 

Die  Bestimmung  des  Geschlechts  durch Messung  des  anogenitalen  Abstandes 
wurde in 38 Fällen von 38 durch PCR bestätigt (siehe Abb. 5). 
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Für den in‐vivo‐Versuch wurden alle 32 Ratten als weiblich durch PCR bestätigt. 

Die Durchführung der Geschlechtsbestimmung hatte das Ziel, eine möglichst ein‐
heitliche Versuchsgruppe zu isolieren. 

 

 

Abb. 5: Repräsentative Abbildungen für PCR‐Befunde:  (a) Beispielbild für das Unterscheiden 
des Genotyps: „Genotyping“‐PCR. ET‐B–Defizienz (sl/sl; 300 BP) und Wildtyp (+/+; 600 BP). (b) 
Beispielbild für das Unterscheiden des Geschlechts: „Sexing“‐PCR. Weibliche Tiere (XX) zeigen 
keine Bande, männliche Tiere (XY) zeigen ein Produkt bei 312 BP. 

 

3.2 Immunhistochemie CB1 und CB2 
 

In den Untersuchungen der Immunhistochemie des Cannabinoidrezeptors 1 (CB1) 
im Hippokampus wurden insgesamt 76 Wistar‐Imamichi‐Ratten verwendet. Diese 
verteilten sich auf  je drei Genotypen zu drei verschiedenen Zeitpunkten: 3‐4, 14‐
15, 21‐22 Tage alt. Die Gruppengrößen waren wie in Tab. 2 dargestellt. 
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Alter/Genotyp  Wildtyp (+/+)  Heterozygot (sl/+)  ET‐B‐defizient 
(sl/sl) 

3‐4 Tage  8  15  9 

14‐15 Tage  6  5  7 

21‐22 Tage  6  14  6 

 

Tab. 2: Anzahl der  Versuchstiere in Gruppen nach Genotyp und Alter. 

 

3.2.1 CB1‐Rezeptor  
 

Eine spezifische Färbung von Neuronen fand sich im Gyrus dentatus des Hippo‐
kampus  aller  Tiere  wie  schon  zuvor  beschrieben  [MOLDRICH  und WENGER 
2000; PETTIT et al. 1998]. 

Bei den 76 Ratten wurden 145 Schnitte gefärbt. Auf diesen waren 280 Hippokam‐
pi, von denen 450 Fotos aufgenommen wurden. Diese ergaben 1833 Messungen, 
910  für  die  Pyramidalzellschicht,  923  für  die Granularzellschicht  (exemplarisch 
dargestellt in Abb.6). 

 

Abb. 6: Dargestellt sind exemplarisch CB1‐Immunoreaktivität im Gyrus dentatus: links gesunde 
Wildtypen (+/+), rechts ET‐B–Defizienz (sl/sl). 

Zur Auswertung wurde  hier  jeweils die Dichte der  schwarzen Pixel pro  ausge‐
wählter  Bildfläche  erfasst,  gemessen  in  zwei  Regionen  des Gyrus  dentatus  des 
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Hippokampus; der Pyramidalzellschicht  (CA4) und der Granularzellschicht. Der 
Hintergrund wurde durch den Bereich mit ungefärbten beziehungsweise unspezi‐
fisch gefärbten Zellen zwischen Granularzellen und zweitem Ventrikel definiert. 

Die Immunoreaktivität, (irCB1) ursprünglich dargestellt in [Opt.Dichte/ μm2] wird 
in % der Veränderung der Intensität dargestellt. Dabei wurde die Kondition eines 
Genotyps vom Tag 3‐4 als Ausgangswert (=100%) benutzt, die weiteren daran ge‐
messen, um die Veränderung der Expression darzustellen. 

 

3.2.1.1 Immunoreaktivität der Pyramidalzellschicht 

 

Innerhalb  des  Pyramidalzellschicht  ergab  sich  keine  signifikante Änderung  der 
Immunoreaktivität innerhalb und zwischen den Gruppen (s. Abb. 7). 

 

Abb.  7: Dargestellt  ist die  Immunoreaktivität  von CB1  (irCB1) nach Alter bei Wildtypratten, 
Heterozygoten  und  sl/sl–Mutanten  in  Pyramidalzellen  des  Hippokampus.  Diese  zeigte  sich 
nicht signifikant verändert, weder zwischen dem Alter der Tiere, noch zwischen den Gruppen. 
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3.2.1.2 Immunoreaktivität der Granularzellschicht 

 

Innerhalb  des  Granularzellschicht  zeigte  sich  ein  signifikanter  (p<0.05)  Unter‐
schied in der Änderung der Immunoreaktivität ET‐B‐defizienter Ratten. Die Tiere 
hatten im Durchschnitt einen Anstieg um 106% bei der Gruppe der 14‐15 Tage al‐
ten und um 95% bei den 21‐22 Tage alten Tieren, bezogen auf den jeweiligen vier 
Tage alten Genotyp, zu verzeichnen (s. Abb. 8). 

 

 

Abb.  8: Dargestellt  ist die  Immunoreaktivität  von CB1  (irCB1) nach Alter bei Wildtypratten, 
Heterozygoten und sl/sl –Mutanten in Granularzellen des Hippokampus. Die Immunoreaktivi‐
tät der Granularzellen zeigte bei ET‐B‐defizienten 14 Tage alten Tieren eine signifikant höhere 
Immunoreaktivität. 

 

Im gemeinsamen Modell, dem verallgemeinerten  linearen Modell mit Poissonfa‐
milie (s. Tab. 3), erklären die ET‐B‐defizienten Ratten am Tag 14 und 21 einen Teil 
der Modellvarianz hochsignifikant bzw. signifikant bei der Evaluation der Granu‐
larzellschicht‐Immunoreaktivität. Dies wurde zur Überprüfung der Signifikanz im 
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Gesamtmodell eingeführt [YANG et al. 2005]. Eine signifikante Änderung des Ri‐
sikoprofils der Änderung der Expression konnte hier sowohl  für den Lebenstag, 
als auch den Genotyp gegenüber dem Wildtypen errechnet werden. Für die Py‐
ramidalzellschicht ergab sich dieses Profil nicht. 

 

 

Tab. 3: Statistik des  linearen Gesamtmodells mit Poissonfamilie  für Wildtypen, Heterozygote 
und ET‐B–Defizienz über die drei Beobachtungszeiträume: Ein Teil der Modellvarianz erklärt 
die ET‐B‐defizienten Tiere am Tag 14 und 21 signifikant bzw. hochsignifikant unterschiedlich. 

 

Bei  nachfolgenden  Schnitten  fand  sich  in  früheren  Untersuchungen 
[EHRENREICH et al. 2000] eine signifikant niedrigere Apoptoserate unter den 14‐
15  und  21‐22  Tage  alten  Tiere  gegenüber  den  3‐4  Tage  alten  Tieren.  Bei  ET‐B‐
Defizienz konnte eine erhöhte Apoptoserate zwischen Genotypen Tag 14‐15 und 
Tag 21‐22 festgestellt werden (siehe Abb. 9). 
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Abb. 9: Die Abhängigkeit der Anzahl apoptotischer  (IST‐positiver) hippokampaler Neuronen 
von Alter und Genotyp bei Wistar‐Imamichi‐Ratten an den postnatalen Tagen 3, 14, 21 (modifi‐
ziert  von  EHRENREICH  et  al.  2000,  Seite  995):  Anzahl  von  IST‐positiven  Zellen  bei  ET‐B–
Defizienz an Tag 14 und 21 ist erhöht. 

 

Eine Korrelation zwischen dem Auftreten von CB1‐Rezeptoren und der Abnahme 
apoptotischer  Zellen  konnte mit  dem  Spearman‐Rangkorrelationskoeffizient  bei 
ET‐B‐defizienten Tieren  t=14‐15 und  t=21‐22 nachgewiesen werden  (p<0.05). Die 
Anzahl apoptotischer Zellen wurde dabei von HE‐Färbungen benachbarter Schnit‐
te des jeweils selben Tieres gezählt. Eine hohe CB1‐ Immunoreaktivität zeigte da‐
bei eine niedrigere Apoptoserate. Bei Wildtypen ergab sich dieser Zusammenhang 
nicht (s. Abb. 10). Ebenso ergab sich kein Zusammenhang bei den 4 Tage alten Tie‐
ren unabhängig vom Genotyp.  
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Abb. 10: Korrelation zwischen Anzahl an IST‐positiven Zellen und Immunoreaktivität von CB1 
im Gyrus dentatus des Hippokampus bei ET‐B‐defizienten Tieren (links). Keine Abhängigkeit 
bei Tieren ohne funktionelle ET‐B–Defizienz (rechts). 

 

3.2.2 CB2‐Rezeptor 
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Eine Expression des Rezeptors wurde in wenigen Zellen des Corpus callosum, des 
Cerebellum sowie in Blutgefäßen des Rattenhirns, nicht jedoch in hippokampalen 
Neuronen  f gestellt. Ein  von CB2‐Ex ession  Hippokampusneuro‐
nen der verwendeten Genotypen und Zeitpunkte wurde nicht festgestellt.  

Ergebnisse für die Expression von CB2 nach Gabe von THC oder Placebo  in vivo 
sind unter Punkt 3.5 dargestellt. 
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3.3 Western Blot 
 

Je  drei  weibliche  Tiere  pro  genetischer  Gruppe  (Wildtyp,  Heterozygot,  ET‐B‐
defizient) und Alter (3‐4, 14‐15, 21‐22 Tage alt) wurden untersucht (gesamt 27 Tie‐
re). Die Expression von CB1 im Hippokampus wurde mit zwei unterschiedlichen 
CB1‐Antikörpern unterschiedlicher Hersteller (von Fa. Biosource und Fa. Cayman 
Chemicals) nachgewiesen.  

Die Färbung ließ sich in der Kontrolle mit Blockpeptid nicht darstellen (siehe Abb. 
11). 

 

 

Abb. 11: Dargestellt wurden CB1‐Protein aus Hippokampusgewebe bei 62 kD im Western Blot. 
Die Detektion erfolgte mit zwei verschiedenen Antikörpern  (Fa. Cayman Chemicals  links, Fa. 
Biosource rechts im Bild) in ET‐B‐defizienten (sl/sl) Ratten. Bei Anwendung des Blocking Pep‐
tides (control peptide) konnte eine signifikante Reduktion erreicht werden (Mitte). 

 

Alle  drei  verwendeten  Genotypen  und  Altersgruppen  wiesen  CB1‐Rezeptor‐
Expression auf. Auf jedem Blot wurden jeweils drei verschiedene Genotypen eines 
Alters aufgebracht. Die Messung der Immunoreaktivität der zum Vergleich unter‐
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einander erlaubten Gruppen ergab keinen Unterschied (p=0.08 bei Tag 21, p=0.09 
bei Tag 14). Zur besseren Visualisierung wurden die Ergebnisse im Format wie bei 
der Immunhistochemie aufgetragen (s. Abb. 12). 

 

 

Abb. 12: Dargestellt  ist die  Immunoreaktivität von CB1  (irCB1) nach Alter bei Wildtypratten, 
Heterozygoten und sl/sl–Mutanten  im Hippokampus. Die Immunoreaktivität  im Western Blot 
zeigte eine ansteigende Dichte von CB1 bei  ET‐B‐defizienten (sl/sl), nicht jedoch bei Wildtypen 
(+/+) oder heterozygoten (sl/+) Tieren. 
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3.4 Zellkultur 
 

37 ausschließlich weibliche Tiere wurden  für Zellkulturversuche verwendet. Ein 
Tier wurde vor Versuchsbeginn ausgeschlossen (siehe 3.1.1).  

 

3.4.1 Ergebnisse der Versuche mit kultivierten hippokampalen 
Neuronen 

 

Bei den Neuronen wurde der Zelltod in % der Gesamtzellzahl ermittelt.  

ET‐B‐defiziente Neuronen hatten  eine höhere Zelltodrate  als Wildtypzellen. Das 
galt  sowohl  für  die  normoxischen  (+/+:  12,7%  vs.  sl/sl:  24.5%),  als  auch  für  die  
hypoxischen (24,4% vs. 48,9%) Neuronenkulturen (s. Abb. 13). 

Abb. 13: Dargestellt sind Unterschiede  in der basalen Zelltodrate unter Normoxie sowie nach 
Hypoxie  in Abhängigkeit vom Genotyp Wildtyp  (+/+) und ET‐B‐Defizienz  (sl/sl) bei primären 
Neuronenkulturen.  
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Die Gabe der CB1‐Agonisten Noladin oder THC hatte bei Wildtypneuronen in den 
verwendeten Konzentrationen  keine  signifikante Auswirkung  auf den Tod  oder 
das Überleben  von  hippokampalen Neuronen  in  vitro. Die Zelltodrate  blieb  bei 
allen hypoxischen Konditionen  im Durchschnitt zwischen 25% und 22%  (s. Abb. 
14). 

 

Abb. 14: Dargestellt ist die Zelltodrate bei primären Wildtypneuronenkulturen (+/+) nach Gabe 
von  zwei  unterschiedlichen Konzentrationen  THC  oder Noladin: Keine Veränderung  in  der 
Zelltodrate im Vergleich zur hypoxischen Kontrolle nach Gabe von Noladin oder THC. 

Bei den Neuronen von ET‐B‐defizienten Ratten gab es  in den niedrigeren Dosie‐
rungen bei Noladin (100 nM) eine erste (p/4<0.0125), bei THC (10 nM) eine zweite 
(p/3<0.0167)  signifikante Reduktion  trypanblauer Zellen. Der Zelltod wurde von 
48.9% auf 30,9% (Noladin) sowie auf 32,5% (THC) abgesenkt. Beide höheren Kon‐
zentrationen (THC 10 μM, Noladin 1 μM) wiesen mit dieser Methode keine signi‐
fikante Veränderung des Zelltods auf (s. Abb. 15). 
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Abb.  15: Dargestellt  ist  die  Zelltodrate  bei  primären Neuronenkulturen mit  ET‐B‐Defizienz 
(sl/sl) nach Gabe von zwei unterschiedlichen Konzentrationen THC oder Noladin: Signifikante 
Reduktion des Zelltodes bei Zugaben von 10 nM THC oder 1 μM Noladin. 
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3.5 Vorversuche für eine Behandlung mit THC oder 
Placebo bei Hypoxie/Ischämie in vivo in ET‐B‐
gesunden Wistar‐Imamichi‐Ratten 

 

32 weibliche Wistar‐Imamichi‐Ratten  im Alter  zwischen  8‐10 Tagen wurden  für 
die Versuche verwendet.  

Bei der Entnahme des Hirns  stellte  sich bei drei Tieren  ein Hydrozephalus dar. 
Diese Tiere gehörten  alle  zum  selben Wurf  einer normoxischen Kontrollgruppe. 
Ein weiteres  Tier  dieses Wurfes wurde  schon  vor  der  Entblindung  nicht  in  die 
Auswertung miteinbezogen. 

Zwei Tiere  starben während und kurz nach der Operation. Ein Tier musste  am 
ersten postoperativen Tag getötet werden, da nach der intraperitonealen Injektion 
eine Blutung auftrat. 

Zwei Tiere gehörten zu einer normoxischen Kontrollgruppe. 

Die endgültig für den Versuch verwendeten Tiere teilten sich wie folgt auf (siehe 
Tab. 4): 

  n 

Placebo 12 

5 mg/kg Körpergewicht delta9‐THC 11 

Tab. 4: Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe Placebo oder Gruppe Behandlung mit delta9‐THC. 

 

3.5.1 Auswertung des CA1‐Schadens 
Ausgezählt wurden  lebende  und  tote Neuronen  in  CA1  des Hippokampus  als 
Wert zum Einschätzen des Schadens auf Neuronen mit oder ohne Behandlung mit 
delta9‐THC. 

Die Werte wurden  in Zellen/Feld angegeben. Es ergab sich eine hochsignifikante 
(p<0.01) Reduktion  überlebender Zellen mit  gleichzeitigem Anstieg  toter Zellen 
gegenüber  Placebotieren  bei  Tieren,  die mit  5mg/kg Körpergewicht  delta9‐THC 
behandelt wurden.  

Die Gesamtzellzahl von lebenden plus toten Zellen war in beiden Gruppen gleich 
(s. Abb. 16 und 17). 
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Abb.  16: HE‐Färbung von CA1: Repräsentative Darstellung der Reduktion von überlebenden 
Zellen nach Hypoxie/Ischämie und THC‐Gabe  (a) vs. Placebo  (b) und normoxischer Kontrolle 
(c). Schwarze Pfeile markieren einige der toten Zellen. 

 

Abb. 17: Reduktion vitaler Zellen nach THC‐Gabe in vivo. Abgebildet sind die Anzahl Zellen in 
CA1  (links),  davon  vitale  Zellen  (Mitte)  und  tote  (nicht  vitale)  Zellen  (rechts),  bei  THC‐
Behandlung vs. Placebo bei Tieren ohne ET‐B‐Defizienz. Ein Zählfeld entspricht 50 μm x 50 μm 

 

3.5.2 Expression von CB1 und CB2 
Eine unterschiedliche Expression von CB1 im Hippokampus und Cortex nach Ap‐
plikation  von  THC  oder  Placebo  bei  Hypoxie/Ischämie  konnte  zwischen  den 
Gruppen nicht festgestellt werden. 
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Es ergab sich  jedoch  interessanterweise bei Tieren mit THC‐Behandlung eine er‐
höhte Expression von CB2 in nichtneuronalen Zellen. Diese waren im läsionsseiti‐
gen Cortex und Corpus callosum auffällig (siehe Abb. 18)  

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18: Repräsentative Darstellung der Expression von CB2 im Cortex: (a) in nichtneuronalen 
Zellen nach Hypoxie und THC‐Gabe. Keine CB2‐Expression in Placebotieren (b). 

Diese Expression von CB2 ergab sich  in nichtneuronalen, GFAP‐positiven Zellen 
(siehe Abb. 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 19: Kortikale CB2 Expression in nichtneuronalen, GFAP‐positiven Zellen in vivo nach Ga‐
be von THC und Hypoxie/Ischämie. Expression von CB2 (links), GFAP (Mitte) sowie zusammen 
(rechts). 
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Das  Auftreten  von  CB2‐Expression  in  nichtneuronalen  Zellen  des  Cortex  von 
THC‐behandelten Ratten  unter Hypoxie/Ischämie  in  vivo war  signifikant  unter‐
schiedlich (p=0.005) zur Kontrollgruppe mit Placebo (siehe Abb. 20). 

Abb.  20:  Signifikant  erhöhtes  Auftreten  von  CB2‐positiven  Zellen  im  Cortex  bei  Wistar‐
Imamichi‐Ratten in vivo nach Hypoxie/Ischämie und Gabe von THC im Vergleich zu Placebo‐
gabe und normoxischen Kontrolltieren. 
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4 Diskussion 
 

Die vorliegende Arbeit zeigt erstmals einen Substitutionseffekt von CB1 bei funk‐
tioneller ET‐B–Defizienz  im Rattenmodell. Es  ergab  sich  eine Abhängigkeit vom 
Auftreten von CB1 bei ET‐B‐defizienten Tieren umgekehrt proportional zum Zell‐
tod. Ratten mit  intaktem Endothelinsystem zeigten diese Abhängigkeit nicht.  Im 
Gegensatz  zum CB1‐Rezeptor konnte  eine Alteration der CB2‐Expression  inner‐
halb der Genotypen nicht gezeigt werden. Eine Applikation von CB1–Agonisten 
bei primären Hippokampusneuronen  führte  zu  einer Reduktion der Zelltodrate 
bei Noladin  und  delta‐9‐THC  in  vitro. Auch  dieser  Effekt  konnte  nur  bei ET‐B‐
Defizienz, nicht aber  ei Wi dtype  nachgewiesen werden.  In Vorv rsuchen mit 
ET‐B‐gesunden im kombinierten Isch iemodell konnte ein pro‐
tektiver Effekt von THC in vivo  icht nachgewiesen werden. Im G genteil, e  kam 
innerhalb der THC‐Gruppe zu erhöhtem neuronalen Schaden in Cortex und Hip‐
pokampus. Daher wurde  auf  das Ausweiten  des Versuchs  auf  Tiere mit  ET‐B‐
Defizienz verzichtet. 

Die Teilergebnisse werden nachfolgend diskutiert. 

 

4.1 Sexing 
 

Die Bestimmung des Geschlechts mittels PCR hat sich bewährt. Sie stellte eine si‐
chere und weitgehend untersucherunabhängige Methode dar. Zwar war die Be‐
stimmung des Geschlechts  in 99% der Fälle mittels Abschätzen des anogenitalen 
Abstandes suffizient, jedoch sollte ein möglicher Irrtum mittels dieser zweiten Me‐
thode  in  den  Versuchen mit  kleiner  Stichprobengröße  ausgeschlossen  werden. 
Dies diente der Möglichkeit, einen rein weiblichen Versuchsaufbau in der Zellkul‐
tur und den in vivo Versuchen zu erreichen. Ein begründeter Verdacht des Unter‐
schiedes zwischen männlichen und weiblichen Tieren lag hier nicht vor. Hier soll‐
ten intersexuelle Unterschiede in vitro ausgeschlossen werden, da gezeigt werden 
konnte, dass weibliche und männliche Tiere unterschiedlich auf Hypoxie  reagie‐
ren [HEYER et al. 2005]. 

Eine  rein weibliche  Subgruppe  zur Auswertung  zu  definieren, war  indes  beim 
immunhistochemischen Nachweis von CB1 für die jeweiligen Genotypen und Al‐
tersstufen nicht möglich, da die Gruppengröße  in diesem Fall zu klein gewesen 
wäre, um eine Aussage zu treffen.  
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4.2 Alters‐ und genotypabhängige Cannabinoidrezep
torexpression im Rattenhirn  

 

Gemessen wurde die Expressionsstärke in der Granular‐ und Pyramidalzellschicht 
des Hippokampus (CA4) auf CB1 und CB2.  

Die  Immunoreaktivität von CB1 ergab sowohl ein positives Ergebnis  für die Py‐
ramidal‐ als auch die Granularzellschicht des Hippokampus. 

Der Anstieg der Immunoreaktivität innerhalb und zwischen den Gruppen der Py‐
ramidalschicht war nicht signifikant unterschiedlich. Die Messung war hier jedoch 
schwierig, weil eine CB1‐Expression im Kern nicht auftrat. Da der Nucleus/Soma‐
Index  im Vergleich zu den Granularzellen groß war (und sie somit stark von der 
Schnittebene der Zelle abhing), konnte eine Beurteilung des Unterschieds mit der 
gewählten semiquantitativen Methode nur unzureichend stattfinde . Eine Signifi‐
kanz konnte nicht erreicht werden, auch wenn der Trend der  Immunoreaktivität 
in Richtung des Trends der Granularzellschicht ging. Ein möglicher Grund hierfür 
war die hohe Variabilität. 

In der Granularzellschicht gab es einen Anstieg der Expression von CB1 über die 
gewählten Zeitpunkte (Tage 14 und 21) zum Ausgangswert (Tag 3) in sl/sl‐Tieren. 
Im Wildtyp ergab sich dieser Unterschied nicht.  

Im Western Blot konnte aufgrund der geringen Stichprobengröße kein signifikan‐
ter Unterschied in der Expression dargestellt werden. Ein weiterer Grund könnte 
die  geringere  Genauigkeit  der Methode  gegen ber  er  immunhistochemischen 
Auswertung sein. Hier konnte ein geringer Unterschied wie  in der  Immunhisto‐
chemie  aufgr nd  der Methode  nicht  entsprechend  herausgearbeitet werden.  So 
machten die Variablen (Belichtungszeit, anderes Gel, Anpassung des Hintergrun‐
des) für dies  Methode eine Vergleichbarkeit unsicherer.  

gelang eEs    j doch ein Nachweis von CB1 in allen drei Genotypen und in den ver‐
wendeten Altersstufen, der sich bei Verwen ung des Blockpeptids als spezifische 
Färbung herausstellte und die Spezifität des Antikörpers, auch im Test gegen den 
Biochem‐Ak, validierte. Ein Anstieg der Rezeptorexpression war im weiteren Ver‐
lauf aufgrund des Versuchsaufbaus innerhalb der Gruppen weiterhin nicht ausge‐
schlossen. Ein direkter Vergleich war aber bei unterschiedlichen Variablen statis‐
tisch und methodisch nicht möglich. 

Eine Färbung hippokampaler Neuronen mit CB2 konnte in keiner der Stichproben 
dargestellt werden. Dieses Ergebnis stellte einen Normalbefund dar [GONG et al. 
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2006]. Das ET‐B‐ und das CB2‐System schien nach unserer Untersuchung bei hip‐
pokampalen Neuronen in vivo gegenseitig keine darstellbare Alteration aufzuwei‐
sen. 

Eine Interaktion des CB2‐Rezeptors mit Hinblick auf die Interaktion des Endothe‐
lin‐ mit  dem  Cannabinoidsystems  blieb  hiermit  in  ET‐B‐defizienten  Tieren  un‐
wahrscheinlich,  jedoch  nicht  völlig  ausgeschlossen.  Weitere  Untersuchungen 
könnten  hier  jedoch  einen Aufschluss  über  eine mögliche  Interaktion  von  ET‐B 
und CB2, z.B. in Astrozyten, zeigen [BENITO et al. 2005].  

 

 

4.3 Negative Korrelation von Immunoreaktivität von 
CB1 und Anzahl apoptotischer Zellen 

 

Ein altersabhängiger Anstieg der Rezeptorexpression in den verschiedenen Geno‐
typen von CB1 konnte mit dem linearen Modell mit Poissonfamilie bestätigt wer‐
den. Dies war schon zuvor an immaturen Tieren beschrieben worden, wenn auch 
nicht detailliert im Hippokampus [ROMERO et al. 1997]. Neu war hier, dass eine 
Überexpression des Rezeptors in 13‐14 und 21‐22 Tage alten, ET‐B‐defizienten Tie‐
ren aufgezeigt werden konnte. Das führte zu der These, dass  in Tieren mit ET‐B‐
Defizienz eine zumindest partielle neuroprotektive Wirkung des nicht funktionel‐
len ET‐B durch eine vermehrte Expression von CB1 substituiert werden könnte. 

Die  letzte These unterstützte, dass nur bei sl/sl‐Tieren, nicht bei Wildtypen, eine 
negative Korrelation zwischen Immunoreaktivität von  B1 und Anzahl apoptoti‐
scher Zellen bestand (Abb. 10).  

Eine hohe Expression von CB1 unter pathophysiologischen Bedingungen wurde 
schon  im  experimentellen  Ischämiemodell nachgewiesen  [JIN  et  al.  2000]. Auch 
hier könnte dies auf einen ähnlichen Mechanismus hinweisen. Die Überexpression 
von CB1 bei ET B–Defizienz könnte der Hinweis für einen endogenen Substituti‐
onseffekt der Systeme untereinander darstellen.  

Da  das  endogene Cannabinoidsystem  bei Agonisten  einer  nachfrageorientierten 
Synthese  aus  Fettsäurederivaten    unterliegt,  um  zum  Beispiel  einem  Calcium‐
Influx  entgegenzuwirken,  könnte  auch  die  Rezeptorexpression  einer  solchen  
„Synthesis on Demand“ unterliegen [MARSICANO et al. 2003].  

Ein „Rezeptor‐on‐demand“‐Mechanismus könnte eine ähnliche Rolle im Zellüber‐
leben spielen wie die Cannabinoidsynthese selbst.  

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die Apoptoserate bei Tieren am Tag 4 
bei  zwei  Stichproben  erhöht  war  (ET‐B‐Defizienz  und  Heterozygot) 
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[EHRENREICH et al. 2000]; eine Möglichkeit, die auf eine physiologische Regula‐
tion hinweisen könnte, die CB1‐unabhängig war. Dies konnte auch in der Korrela‐
tion gezeigt werden. Eine Abhängigkeit von CB1‐Expression und Anzahl apopto‐
tischer Zellen ergab sich deshalb bei vier Tage alten Tieren nicht. Bei 14‐21 Tage 
alten Tieren könnte  jedoch die Abhängigkeit des Überlebens der Neuronen von 
der CB1‐Expression einem Prozess der Gehirnmodellierung entsprechen, der sich 
über Tag  14‐21  in Wildtypen durch das Vorhandensein  von ET‐B physiologisch 
verliert. Die Abhängigkeit des Auftretens neuroprotektiver Rezeptorsysteme vom 
Alter  wurde  schon  für  Cannabinoide,  Endotheline  und  Erythropoietin  vorbe‐
schrieben  [FERNANDEZ‐RUIZ et al. 1999; FRIDE und SHOHAMI 2002; KNABE 
et al. 2004; ROMERO et al. 1997]. Eine Regulation und Interaktion dieser Systeme 
wäre somit sehr wahrscheinlich. 

Der Cannabinoidrezeptor  scheint  bei  der Wistar‐Imamichi‐Ratte  jedoch  nur  bei 
Abwesenheit von ET‐B eine Rolle an den Lebenstagen 14 bis 21 zu spielen. In die‐
ser Zeit liegt bei  juvenilen Tieren eine besondere neuronale Vulnerabilität vor, da 
das  ET‐B‐Rezeptorsystem  einen wichtigen Überlebensfaktor  im Gehirn  darstellt 
[SIREN et al. 2002]. Die Aktivierung von antiapoptotischen Signalwegen, wie z. B. 
der des ERK‐Signalweges durch  endogene Cannabinoide  [RUBINO  et  al.  2004], 
könnte dabei eine wichtige Rolle beim Zellüberleben der ET‐B‐defizienten Ratten 
spielen [YAGAMI et al. 2002; YAGAMI et al. 2005] und einen Grund für die Über‐
expression darstellen. 

 

4.4 Neuroprotektiver Effekt von Cannabinoidagonisten 
in vitro 

 

Mit  der  Kultur  primärer  hippokampaler  Neuronen  von Wildtypen  und  ET‐B‐
defizienten Ratten sollte die neuroprotektive Fähigkeit des endogenen Cannabis‐
Agonisten  Noladin  und  des  synthetischen  Cannabis‐Agonisten  delta9‐
Tetrahydrocannabinol  in vitro getestet werden. Es ergab sich hier, dass die ET‐B‐
Defizienz eine erhöhte Apoptoserate unter Normoxie und Hypoxie mit sich brach‐
te. ET‐B stellte einen Überlebensfaktor in Neuronenkulturen dar. 

In den niedriger gewählten Konzentrationen konnte eine Reduktion des Zelltodes 
bei ET‐B‐Defizienz im Vergleich zur Kontrolle durch die Gabe von Cannabinoiden 
erreicht werden. Bei höherer Konzentration war dieser Effekt nicht mehr nachzu‐
weisen. Die Gabe von Cannabinoiden konnte somit einen Teil des Zelltodes inner‐
halb der primären Neuronenkulturen reduzieren. 

Interessanterweise war  auch  hier  kein  Effekt  durch Cannabinoidgabe  innerhalb 
der Wildtypkulturen  präsent,  auch wenn  dies  in  diversen Arbeiten,  jedoch mit 
anderem Versuchsaufbau, gezeigt werden konnte [GILBERT et al. 2007; LASTRES‐
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BECKER et al. 2005]. Hier wurde statt Hypoxie exzitatorische Zytotoxizität unter‐
sucht. Dies erklärt möglicherweise den Unterschied  im Zellüberleben. Die Hypo‐
xie allein scheint jedoch kein ausreichender Stimulus für eine cannabinoidvermit‐
telte  Neuroprotektion  im  angewandten  Versuchsaufbau  mit  Wistar‐Imamichi‐
Wildtypen  darzustellen. Viel  eher  stellt  die Gabe  von Cannabinoidrezeptorago‐
nisten in vitro einen Überlebensvorteil bei ET‐B‐Defizienz dar. 

 

4.5 Vorversuch Hypoxie/Ischämie und Gabe von THC 
in vivo 

 

Die erhöhte CB1‐Expression in ET‐B‐defizienten Ratten und  eren negative Korre‐
lation mit dem Auftreten von Apoptose zeigen, dass das Cannabinoidsystem eine 
Rolle in der Entwicklung von Wistar‐Imamichi‐Ratten ab dem Alter von 14 Tagen 
spielt.  Eine  erhöhte  Expression  von  CB1  in  Wildtypen  konnte  im  Hypo‐
xie/Ischämiemodell in diesem Alter ebenfalls gezeigt werden [JIN et al. 2000]. 

nEine  europrotektive Wirkung im Hypoxie‐/Ischämiemodell an der juvenilen Rat‐
te durch delta9‐THC‐vermittelte Aktivation von CB1 sollte jetzt zunächst an ET‐B‐
gesunden  Tieren  untersucht  werden.  Dabei  war  das  Ziel,  in Wistar‐Imamichi‐
Ratten  eine  nichttoxische  oder  neuroprotektive  Wirkung  zu  erzielen 
[NAGAYAMA et al. 1999; VAN DER STELT et al. 2001], um dann im Anschluss die 
eigentlichen Versuche mit ET‐B‐defiziente Ratten durchzuführen. 

Ein neuroprotektiver Effekt konnte  jedoch in diesem Versuch nicht nachgewiesen 
werden.  Einen  größeren  Hirnschaden  und  eine  höhere  Zelltodrate  nach  
Hypoxie/Ischämie wurden  im Gegenzug  in  der CA1‐Region  des Hippokampus 
der THC‐behandelten Ratten gefunden (Abb. 17). Die Gabe von THC zur Redukti‐
on von Zellschädigung oder –tod bei Hypoxie/Ischämie durch CB1‐Aktivation war 
somit nicht erfolgreich. Auch ließ sich eine erhöhte Expression von CB1 anders als 
bei JIN et al. weder in Placebotieren, noch in THC‐behandelten Tieren nachweisen.  

Dies  ging  jedoch mit  den Voruntersuchungen  aus  der Neuronenzellkultur  und 
den Korrelationsversuchen einher, die eine Neuroprotektion durch das endogene 
Cannabinoidsystem bei Wildtypen  im gew hlten ersuchsaufb  unwahrschein‐
lich machten. Eine zusätzlich  schädigende Wirkung hatten wir  jedoch hier nicht 
eruieren können. 

Gründe dafür könnten die Methode, das Alter der Tiere und der Versuchsaufbau 
darstellen. Bei ausgewachsenen Tieren konnten mit der verwendeten Dosis THC 
neuroprotektive Effekte  in Wildtypen gezeigt werden  [NAGAYAMA et al. 1999]. 
Bei den hier verwendeten Tieren handelte es sich  jedoch um  juvenile Ratten. Für 
diese könnte die verwendete Dosis toxisch gewesen sein.  
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Die vorausgegangenen Zellkulturversuche zeigten, dass nur die niedrigen Canna‐
binoiddosen einen protektiven Effekt hatten. Toxische Effekte könnten hier neben 
Überdosierung auf zwei weiteren Wegen eine Rolle spielen: auf neuronaler Ebene 
könnte die  Induktion von ERK  [DERKINDEREN et al. 2003] durch CB1 eine  In‐
duktion  on  roapoptotischen  Signaltransduktionswegen  bewegen 
[EHRENREICH et al. 2005]. Auf nichtneuronaler Ebene könnte die Induktion von 
systemischer Hypotonie eine Rolle spielen  [GARCIA et al. 2001; WAGNER et al. 
2001]. Gezeigt werden konnte, dass die Gabe von THC  in Konzentrationen von  
0,5 – 16 mg/ kg Körpergewicht die Durchblutung im Gehirn senkt [BLOOM et al. 
1997]. Eine Hypotonie während der Hypoxie könnte die Schadensareale in vulne‐
rablen Arealen wie dem Hippokampus vergrößert haben.  

 

4.6 ET‐B und CB1 als Teil eines neuroprotektiven 
Netzwerkes? 

 

Bei funktioneller Abwesenheit des ET‐B‐Rezeptors ergab sich  ine erhöhte Apop‐
toserate in vivo, die vermutlich durch ein Auftreten von CB1 abgemildert werden 
konnte. Auch  in  vitro  zeigten  Ratten mit  ET‐B‐Defizienz  gegenüber Wildtypen 
mehr  Schaden  unter  Hypoxie  [SIREN  et  al.  2002].  Da  beide  Rezeptoren  ERK‐
vermittelt Neuroprotektion entfalten können, könnte hier der gemeinsame  intra‐
zelluläre  Regulationsmechanismus  liegen  [MARSICANO  et  l.  2003; 
MECHOULAM  et  al.  2002;  NAGAYAMA  et  al.  1999;  YAGAMI  et  al.  2002; 
YAGAMI  et  al.  2005].  Nichtneuronale  Effekte,  z.  B.  über  die Aktivierung  von 
Astrozyten durch CB2 [ASHTON et al. 2007] sowie vaskuläre Effekte spielen aber 
offensichtlich ebenfalls eine Rolle.  Im  in‐vitro‐Modell konnten diese Effekte weit‐
gehend durch die Abwesenheit von Astrozyten ausgeschlossen werden. 

Zukünftig wäre ein Versuchsaufbau mit CB1‐knockout Tieren interessant. In Mäu‐
sen  war  das Auftreten  von  erhöhter  neuronaler  Vulnerabilität  gezeigt  worden 
[PARMENTIER‐BATTEUR et al. 2002]. Das erhöhte Auftreten von ET‐B bei diesen 
Tieren würde diese These noch unterstützen und ein neuroprotektives Netzwerk 
befürworten. 

Zusätzlich sollte im Anschluss untersucht werden, ob bei Patienten mit bakteriel‐
ler Meningitis [EHRENREICH et al. 2000] ebenfalls eine Überexpression von CB1 
besteht, da hier dann analog den in‐vitro‐Versuchen eine Reduktion des Zelltodes, 
und  damit  ggf.  eine  Verbesserung  der  Lebensqualität,  erreicht werden  könnte. 
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5 Zusammenfassung 
 

Zellmembranständige Rezeptoren wie CB1 und ET‐B  spielen  eine Rolle  im Zell‐
überleben  im  juvenilen  Rattenhirn. Diese Arbeit  beleuchtet  anhand  eines  ET‐B‐
Subtraktionsmodells e ne mögliche Interaktion zwische  diesen zw i Rezept rsys‐
temen im Gehirn juveniler Wistar‐Imamichi‐Ratten.  

Bei Abwesenheit von funktionellem ET‐B ergab sich eine Hochregulation der CB1–
Expression. Die Anzahl toter Zellen bei Abwesenheit von ET‐B war hierbei umge‐
kehrt proportional zur Rezeptorexpression von CB1. Tiere mit intaktem Endothe‐
linsystem wiesen diese Abhängigkeit nicht auf. Die Aktivation von CB1 durch No‐
ladin  und  delta9‐THC  zeigte  sich  im  Hypoxiemodell  in  vitro  in  primären 
hippokampalen  euronenkulturen nur bei ET‐B–Defizienz neuroprotektiv wirk‐
sam. In W ldtypen war diese neuroprotektive Wirkung durch CB1‐Agonistengabe 
nicht  nachzuweisen.  Ein  endogener  Substitutionseffekt  von  CB1  bei  ET‐B‐
Defizienz konnte hiermit gezeigt werden. 

In Vorversuchen wies die Gabe von THC bei Hypoxie/Ischämie in vivo bei juveni‐
len Wistar‐Imamichi‐Ratten keinen protektiven Effekt auf. Die Zelltodrate und der 
Hirnschaden waren  im Gegenzug  im Cortex und Hippokampus erhöht. Eine Er‐
klärung dafür könnte in einer möglichen systemischen Hypotonie nach THC‐Gabe 
liegen. Ein Neuauftreten von CB2 und GFAP koexprimierenden Zellen im Cortex 
und Hippokampus wurde nachgewiesen.  

Das endogene Cannabinoidsystem spielt eine  olle i  der Substitution funktionel‐
ler ET‐B–Defizienz beim Überleben neuronaler Zellen. Eine Aktivierung von CB1 
konnte in vitro eine neuroprotektive Wirkung vermitteln. Auch wenn die Applika‐
tion von THC keinen Überlebensvorteil bei Hypoxie/Ischämie in vivo erbrachte, ist 
die Erkenntnis eines endogenen Substitutionseffektes von CB1 bei ET‐B‐Defizienz 
für die weitere w ssen haftl he Beleuchtung von Rezeptorinteraktionen vo  Be‐
deutung. Eine klinische Anwendung könnte dies bei Menschen mit krankheitsas‐
soziierter, reduzierter ET‐B‐Expression erlangen, wie z. B. bei bakterieller Meningi‐
tis. 
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