Aus dem Universitatsklinikum Miinster
Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie und operative Intensivmedizin

- Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h.c. Hugo Van Aken -

Effekte des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 auf die

reizinduzierte Aktivitit im Rickenmark der Ratte

INAUGURAL DISSERTATION

zur

Erlangung des doctor medicinae

der Medizinischen Fakultit

der Westfalischen Wilhelms-Universitit Miinster

Vorgelegt von
Schwarz, Jan
aus Herdecke

2010



Gedruckt mit Genehmigung der Medizinischen Fakultét der

Westfalischen Wilhelms-Universitat Miinster



Dekan: Univ.-Prof. Dr. med. Wilhelm Schmitz

1. Berichterstatter: Univ.-Prof. Dr. med. E. Pogatzki-Zahn

2. Berichterstatter: Prof. Dr. H. Straub
Tag der miindlichen Priifung: 30.04.2010




Meinen Eltern in Liebe gewidmet.



Aus dem Universitatsklinikum Miinster
Klinik und Poliklinik fiir Andsthesiologie und operative Intensivmedizin
Direktor: Univ.-Prof. Dr. med. Dr. h.c. H. Van Aken
Referent: Univ.-Prof. Dr. med. E. Pogatzki-Zahn
Korreferent: Prof. Dr. H. Straub
ZUSAMMENFASSUNG
Effekte des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS5,212-2 auf die reizinduzierte
Aktivitat im Riickenmark der Ratte
Jan Schwarz
Gegenstand der vorliegenden Untersuchung war die Analyse der Wirkung des
Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 auf die reizinduzierte Aktivitit im
Riickenmarksgewebeschnitt der Ratte. Zur Untersuchung der neuronalen Aktivitdt der
oberflachlichen Riickenmarksschichten wurde die Eintrittszone der Hinterhornwurzel
durch elektrische Einzelreize stimuliert.
Zur Erfassung rdumlich-zeitlicher Aktivitdtsmuster dienten ein spannungsempfindlicher
Farbstoff sowie ein schnelles optisches Registrierverfahren. Die Signalregistrierung
beruhte auf der Messung der Fluoreszenzanderung des Farbstoffes in Abhingigkeit vom
Membranpotential der Nervenzellen. Der Zustand einer Entziindung der Hinterpfote
wurde durch die Injektion einer definierten Menge von CFA kiinstlich ausgel0st.
Die Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 fiihrte in keinem der
Versuche zu einer signifikanten Verdnderung der Signalamplitude. Die rdumlich-
zeitliche Ausbreitung der neuronalen Erregung des Riickenmarks wurde ebenfalls nicht
beeinflusst. Zudem zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Untersuchungstieren mit kiinstlich ausgeldster Entziindung und solchen ohne
Entziindung.
Die Ergebnisse legen nahe, dass Win55,212-2 seine Wirkung vermutlich durch eine
Modulation deszendierender inhibitorischer Bahnen ausiibt, welche diesem

Untersuchungsmodell vorenthalten bleiben.

Die tierexperimentelle Arbeit wurde vom Regierungspriasidenten Miinster mit dem
Schreiben vom 19.12.2002 (Aktenzeichen 50.0835.1.0 (G 79/2002)) genehmigt.
Tag der miindlichen Priifung:30.04.2010
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1. Einleitung

1.1 Definition des Schmerzes

Der Schmerz ist seit Menschengedenken immer wieder Gegenstand von
philosophischen (z.B. Epikur) oder naturwissenschaftlichen Abhandlungen (z.B.
Descartes) gewesen. Viele Versuche existieren um den Begriff Schmerz zu definieren
[8, 97]. Die International Assocciation for the Study of Pain (IASP) definiert den
Begriff Schmerz wie folgt:

»Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- oder Gefiihlserlebnis, das mit aktueller oder
potentieller Gewebsschddigung verkniipft ist oder mit Begriffen einer solchen
Schidigung beschrieben wird.*

Solange Bewusstsein vorhanden ist, hat der Schmerz die Aufgabe, den Korper vor einer
akuten oder drohenden Verletzung zu warnen. So soll er verhindern, dass es zu einer
Schadigung seiner Integritdt kommt [30, 47]. Der Schmerz {ibt also eine Warnfunktion
im Korper aus. Ist aber die Integritit des Korpers durch Verletzung, Entziindung oder
Verbrennung geschidigt, kann es zu pathologischen Schmerzzustinden kommen, die
iiber die akute Schidigung hinaus bestehen bleiben. Unter diesen Umsténden verliert
der Schmerz seine Aufgabe als Warninstrument und wird selbst zu einer Bedrohung
[47].

Aus der Definition der /ASP wird auch ersichtlich, dass es sich bei der Empfindung von
Schmerzen um einen Vorgang handelt der Bewusstsein voraussetzt und eine subjektive
Komponente besitzt [30]. Hiervon muss man den Begriff der Nozizeption abgrenzen.
Nozizeption beschreibt die objektiven physiologischen und pathophysiologischen
Prozesse, mit denen das Nervensystem schiddigende Reize, die Noxen, aufnimmt und

verarbeitet.
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1.2 Physiologie der Nozizeption

Die Aufnahme und Umwandlung sowie Weiterleitung von Schmerzreizen wird von
dem nozizeptiven System gewdhrleistet. Das nozizeptive System ist ein spezialisiertes
System, welches die akut oder potentiell gewebeschiddigenden Reize in der Peripherie
aufnehmen und an zentrale Stellen weiterleiten kann. Es setzt sich aus den diinnen
myelinisierten Ad-Fasern und den unmyelinisierten C-Fasern zusammen. Diese sind
histologisch durch freie Nervenendigungen charakterisiert. Man bezeichnet diese
sensorischen Nervenendigungen als Nozizeptoren [102, 30, 100]. In ihnen findet die
Transduktion statt, welches als Umwandlung eines Reizes in ein elektrisches Potential
bezeichnet wird. Zusétzlich zu dieser afferent sensorischen Funktion konnen
Nozizeptoren aber auch Botenstoffe in der Peripherie freisetzen, wodurch es zu einer
sog. neurogenen Entziindung kommt [52, 53, 98]. Das Spektrum an Reizen (thermische,
mechanische oder chemische) auf die der Nozizeptor reagieren kann, wird durch die auf
ithm exprimierten Rezeptoren festgelegt. Ein Rezeptor, der auf starke thermale Reize
reagiert (>43°C), ist der TRPV 1(transient receptor potential vanilloid 1)-Rezeptor [16,
13, 15]. Er gehort zur Familie der TRP-Rezeptoren (transient receptor potential), einer
Reihe von temperatursensitiven lonenkanélen.

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von weiteren lonenkanélen entdeckt und
kloniert, die fiir die Transduktion der weiteren Noxen verantwortlich sind (z.B. Acid-
sensing lon Channel(ASIC) [51, 118], Voltage-gated Calcium Channel (VGCC) [108,
33], Tetrodotoxin (TTX)-insensitiver Natriumkanal[1l, 9]). Die Mechanismen fiir die
Transduktion noxischer mechanischer Reize sind bis heute noch nicht identifiziert.
Zudem wurden metabotrope Rezeptorproteine entdeckt, die auf Neuropeptide
(Calcitonin ~ Gene Related Peptide (CGRP) [84], Substanz P [26]),
Entziindungsmediatoren (Bradykinin, Prostaglandin E2 (PGE2)) und Neurotrophine
Nerve Growth Factor (NGF) [67] reagieren [97]. Die meisten der Nozizeptoren sind
polymodal, das heif3t, dass sie sowohl auf noxische chemische und thermale als auch auf
noxische mechanische Reize antworten. Sie besitzen dann die Rezeptorproteine fiir
diese Modalitdten. Es gibt aber auch Nozizeptoren, die nur auf eine Art Reiz antworten
und solche, die unter Normalbedingungen stumm sind. Diese ,,stummen* Nozizeptoren

[69] werden nur unter pathologischen Konditionen aktiv [69, 126]. Hat die
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Transduktion einer Noxe an einem Rezeptor stattgefunden, erfolgt die Umwandlung in
ein Aktionspotential (Transformation). Dieses Aktionspotential (AP) wird entlang der
Nervenfaser weitergeleitet und bei ausreichender Stirke an das nachgeschaltete Neuron
im Hinterhorn des Riickenmarks iibermittelt [30, 47]. Das Riickenmark wird nach
Rexed [89] in zehn verschiedene Schichten (lat. Laminae) unterteilt. Die
unmyelinisierten C-Faser-Afferenzen terminieren vor allem in den oberflichlichen
Laminae I und II, welche auch als Substantia gelatinosa bezeichnet werden [106]. Die
Ad-Afferenzen hingegen terminieren in der Lamina I und der tieferen Lamina V [40]. In
diesen Laminae erfolgt die weitere Verschaltung der nozizeptiven Informationen auf
Projektionsneurone. Bei dem Prozess der synaptischen Verschaltung nimmt vor allem
die erregende Aminosiure Glutamat eine tragende Rolle als Ubertrigerstoff ein [30].
Glutamat und die NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- und Non-NMDA-Rezeptoren werden
auch fiir die synaptische Plastizitit verantwortlich gemacht [92]. Unter den Neuronen
des Hinterhorns wird funktionell zwischen drei Arten von Neuronen differenziert [122,
110]. Die erste Art sind die als Low-Threshold-Neurons bezeichneten Neurone, welche
von niederschwelligen Mechano-, Warm- und Kaltrezeptoren aktiviert werden konnen.
Des Weiteren existieren die High-Threshold-Neurons, welche nur durch nozizeptiven
Input aktiviert werden. Als dritte Art gibt es die Wide-dynamic-range-Neurons, welche
sowohl auf Reize der niederschwelligen Neurone sowie der High-Threshold-Neurons
antworten. Die meisten dieser Hinterhornneurone projizieren auf segmentaler Ebene auf
andere Neurone und werden so in motorische und vegetative Reflexbdgen eingebunden.
So wird die Grundlage fiir die nozizeptiven Reflexe gebildet, die durch noxische Reize
ausgelost werden [123, 98]. Ein Teil des Inputs aus der Peripherie zieht nach der
synaptischen Verschaltung aber auch zum kontralateralen Tractus spinothalamicus im
Vorderseitenstrang. Von dem Tractus spinothalamicus werden die nozizeptiven
Informationen zu dem lateralen ventrobasalen Thalamuskomplex weitergeleitet und von
dort an den somatosensorischen Kortex (Areal S1 und S2) iibermittelt [111, 117]. Die
Aktivierung dieses Systems vermittelt die sensorisch diskriminative Komponente des
Schmerzes. Ein Teil der Informationen wird auch zum medialen Thalamuskomplex
verschaltet und von dort in die Insula, den anterioren cinguldren und den frontalen
Kortex projiziert. Von diesen Regionen bestehen Projektionen zum limbischen System.

Dieser Verschaltungsweg wird mit der affektiven Komponente des Schmerzes in
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Verbindung gebracht [99]. Zudem existieren noch andere aszendierende Pfadwege in
iibergeordnete Hirnzentren, auf die an dieser Stelle jedoch nicht eingegangen werden
kann [5, 6, 40, 123]. Zusitzlich zu diesen aszendierenden Bahnen existieren jedoch auch
deszendierende Bahnen, die im dorsolateralen Funiculus verlaufen und die noxische
Signalverarbeitung modulieren [3, 123]. Ausgangspunkte dieser modulierenden Bahnen
ist der Kortex, der liber das periaqudduktale Grau und die ihm nachgeschalteten
Hirnstammkerne die Informationen im Sinne einer Hemmung aber auch einer Bahnung

beeinflusst [111, 122].

1.3 Pathophysiologie der Nozizeption und neuronale Plastizitat

Im Rahmen einer Entziindung, einer Gewebeverletzung oder der Verletzung eines
Nervs kann es zu einer Verdnderung der Erregbarkeit des peripheren sowie des
zentralen nozizeptiven Systems kommen [72, 100]. Die Empfindlichkeit des
nozizeptiven Systems fiir bestimmte Reize wird dann erhoht, man bezeichnet diesen
Vorgang als Sensibilisierung [30]. Im Kontext dieser Sensibilisierungsvorginge kann an
afferenten Nervenfasern eine erniedrigte Erregungsschwelle oder eine erhdhte
Spontanaktivitit nachgewiesen werden [49, 72]. Ebenso kann an den
Hinterhornneuronen eine erhohte Erregbarkeit bzw. eine erhohte Entladungsfrequenz
elektrophysiologisch gemessen werden [124, 96]. Zudem kommt es zu einer
VergroBerung des rezeptiven Feldes, dem sensorischen FEinzugsgebiet, eines
Nozizeptors [41, 125, 111].

Appliziert man thermische Stimuli auf dem entziindeten oder verletzten Gewebe, die
vorher noch keine Schmerzempfindung hervorgerufen haben, konnen diese nun zu
einer verstirkten noxischen Reizung fiihren [86, 110]. Dieses Phinomen wird als
Hyperalgesie bezeichnet und ist klinisch durch eine reduzierte Schmerzschwelle bzw.
durch einen verstirkten Schmerz auf unterschwellige Reize definiert [30]. Man
unterscheidet zwei Arten der Hyperalgesie. Die primédre Hyperalgesie im Bereich des
verletzten Gewebes, die sich auf das rezeptive Feld der sensorischen Nervenendigung
bezieht und die sekundire Hyperalgesie, die auch das von der Verletzung nicht

betroffene Gewebe erfasst [31]. Anhand von Tierexperimenten konnte die
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Hitzehyperalgesie durch Sensibilisierungsprozesse der Ad- und C-Fasern erklart werden
12, 16]. Handwerker [30] beschreibt Selbiges nach Untersuchungen bei menschlichen
Probanden, die eine erniedrigte Schwelle bei Hitzeeinwirkung auf polymodale C-Fasern
ergaben. Nach Untersuchungen von Caterina [14, 17] konnte die zentrale Rolle des
TRPV1-Rezeptors bei der Entstehung von Hitzehyperalgesie wiahrend Entziindungen
herausgestellt werden. Primédre Hyperalgesie ist also durch eine Sensibilisierung der
polymodalen Afferenzen des peripheren nozizeptiven Systems zu erkldren [121] und
Ausdruck seiner Plastizitdt [71]. Die Entstehungsmechanismen dieser plastischen
Prozesse der peripheren Sensibilisierung sind bis heute noch nicht komplett aufgedeckt
und immer noch Gegenstand von Untersuchungen. Eine wichtige Rolle neben dem
TRPVI1-Rezeptor bei der Entstehung der primdren Hyperalgesie und der
Sensibilisierung der Nozizeptoren spielt sicherlich die mit ihr einhergehende neurogene
Entziindung [52, 53, 98]. Diese ist durch eine Rotung der Reizstelle, ein Erythem,
welches sich weit in die Umgebung ausdehnt (sog. ,.flare response*) und einem Odem,
bedingt durch eine lokale Gefdlpermeabilitit, gekennzeichnet. Fiir die Entstehung der
neurogenen Entziindung wird vor allem die Ausschiittung von Substanz P und CGRP
aus den peripheren sensorischen Nervenendigungen verantwortlich gemacht [39, 10,
32]. Sie fithren zu einer Attraktion von Makrophagen und einer Degranulation von
Mastzellen [24, 58], wodurch wiederum Entziindungsmediatoren ausgeschiittet werden,
die auf die Nozizeptoren einwirken [50]. Diese Entziindungsmediatoren aktivieren
wiederum intrazelluldre Kaskaden, die eine Hochregulation von Rezeptorproteinen oder
eine Erniedrigung der Reizschwelle von lonenkanidlen bewirken [7]. Weder diese
Prozesse noch die Aktivierung von stummen Nozizeptoren [69, 126], die erst im Status
der Entziindung auf Reize antworten, konnen jedoch das Phdnomen der sekundiren
Hyperalgesie erkldren. Aus dieser Konsequenz erschlieBt sich, dass sekundirer
Hyperalgesie ein Mechanismus zentraler Sensibilisierungsvorginge zugrunde liegen
muss [71].

Zentrale Sensibilisierung wird von der IASP als ,verstirkte Reaktion nozizeptiver
Neurone auf ihren normalen Reiz“ definiert. Werden kurze Hitzeimpulse oder
mechanische Prellreize mit einer Frequenz von 1/s appliziert, kommt es zu dem
Phidnomen, dass der Schmerz von Reiz zu Reiz zunimmt bzw. als stirker

wahrgenommen wird. Diesem Phdnomen liegt ein pathophysiologisches Korrelat
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zugrunde, welches Mendell [66] mit dem Begriff ,,wind up* belegte. ,,Wind up* ist auf
eine kurzfristige Sensibilisierung der zentralen Riickenmarksneurone zuriickzufiihren.
Es dhnelt der sog. Langzeitpotenzierung (LTP), welche als Grundlage fiir
Gedédchtnisprozesse angesehen wird [55, 56]. LTP wird im elektrophysiologischen
Experiment durch eine kurzfristige hochfrequente Reizung von afferenten C-Fasern
produziert und fiihrt zu einer Potentierung der Erregung der Riickenmarksneurone. Im
Gegensatz zu ,,wind up* persistiert die Ubererregbarkeit bei der LTP aber nach Wegfall
des Reizes. Obwohl die zur Induktion von LTP benutzte Hochfrequenzstimulation nicht
den in vivo beobachteten niederfrequenten asynchronen Entladungen entspricht, die bei
Tieren mit Hyperalgesie durch induzierte Entziindung gemessen wurden [123], wird
LTP  weiterhin eine  Schliisselrolle in der  Sensibilisierung  zentraler
Riickenmarksneurone zugeschrieben [45]. Beiden Prozessen, dem ,,wind up* und der
LTP, liegt eine Erregung postsynaptischer NMDA-Rezeptoren zugrunde [92, 77],
welche zuvor durch die Effekte von Substanz P und CGRP gebahnt wurde [114, 21].
Substanz P und CGRP werden im Riickenmark bei einer Entziindung verstirkt aus
Nozizeptoren freigesetzt [94, 95] und fiir die zentrale Sensibilisierung verantwortlich
gemacht [78, 79, 43]. Durch die Erregung der NMDA-, Substanz P- und CGRP-
Rezeptoren kommt es zu einem gesteigerten Influx von Ca2+, der in einer Aktivierung
sog. ,,immediate early genes“ resultiert [30]. Diese ,,immediate early genes* konne
wiederum Zielgene aktivieren, wodurch es letztendlich zu einer gesteigerten Expression
von Rezeptormolekiilen auf der Zellmembran kommt [40]. Im Rahmen der zentralen
Sensibilisierung bei Entziindungsprozessen wurden aber auch andere Prozesse
herausgestellt, die zu der gesteigerten Erregbarkeit fithren. So gilt ein Augenmerk vor
Allem den Entziindungsmediatoren [21] und der Rolle der Cyclooxygenase [115] bei
der Induktion zentraler Sensibilisierungsprozesse [116].

Seit der ,,gate-control“-Hypothese von Melzack und Wall aus dem Jahr 1965 konnten
eine Vielzahl weiterer Untersuchungen zu Sensibilisierungsprozessen und synaptischer
Plastizitdt ein besseres Verstindnis der Schmerzentstehung vermitteln. Es sind jedoch
noch weitere Untersuchungen notwendig, um genaue Angriffspunkte fiir Medikamente
zu finden, damit der Mensch ohne unerwiinschte Nebeneffekte von akuten oder

chronischen Schmerzen befreit werden kann.
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1.4 Effekte von Cannbinoiden auf die Nozizeption

Seit der Charakterisierung der Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 [65, 74] und deren
Verteilung im peripheren und zentralen Nervensystem [60, 74] wurden die
verschiedenen Effekte des endogenen Cannabinoidsystems und von synthetischen
Cannabinoiden [82] auf die Nozizeption [120] oder bei Erkrankungen intensiver
untersucht [83]. Die Wirkung von Cannabisrauch auf die Schmerzreaktion wurde
jedoch schon im Jahr 1899 beschrieben [18].

Cannabinoide vermitteln ihre antinozizeptive Wirkung iiber spinale und supraspinale
Mechanismen [113, 23]. Doch auch an peripheren Nozizeptoren konnte analgetische
Effekte von Cannabinoiden nachgewiesen werden [93, 25, 2]. In den letzten Jahren
konnte eine Interaktion des endogenen Cannabinoidsystems mit den
Glutamatrezeptoren und somit eine Beeinflussung der Schmerzverarbeitung aufgedeckt
werden [90, 111, 81]. An Tiermodellen mit induzierter Entziindung konnte eine
Linderung der Hyperalgesie durch Endocannabinoide herausgestellt werden [85]. Diese
und andere Ergebnisse legen eine Interaktion zwischen dem TRPV1-Rezeptor [103] und
eine Beeinflussung der Sensibilisierung peripherer Nozizeptoren nahe.

Obwohl in den letzten Jahren verstirkt Studien an menschlichen Probanden veranlasst
wurden, um die analgetischen Eigenschaften von Cannabinoiden zu untersuchen,
konnten bisher nur uneinheitliche Ergebnisse fiir die Behandlung mit Cannabinoiden bei
akuten Schmerzen herausgestellt werden [11, 37]. Aufgrund der positiven Ergebnisse
der Grundlagenforschung in Bezug auf die antinozizeptiven Effekte von Cannabinoiden

ist es daher wichtig, die genauen Mechanismen der Cannabinoide weiter aufzudecken.
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1.5 Zielsetzung

Mit der vorliegenden Untersuchung soll der Einfluss des synthetischen CB1- und CB2-
Rezeptoragonisten WINS55,212-2 auf die reizinduzierte Aktivitit des dorsalen
Hinterhorns an Riickenmarksschnitten von Ratten untersucht werden. Ziel dieser
Untersuchung ist es, die Effekte von WINS55,212-2 auf die Erregung nozizeptiver
Neurone bei Ratten mit kiinstlich induzierter Entziindung und Ratten ohne Entziindung

herauszustellen.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstier

Alle Untersuchungen wurden an 17 bis 26 Tage alten ménnlichen Sprague-Dawley
Ratten (34 bis 65g) durchgefiihrt. Vor den terminalen Versuchen waren die Tiere ohne
Unterbrechung (Ausnahme: Injektion von CFA) bei ihrer Amme. Wasser und Futter
wurde den Ratten in ausreichender Menge zur Verfiigung gestellt. Wihrend der
Haltung waren die Tiere einem 12-stiindigen Tag/Nacht Rhythmus ausgesetzt. Pra- und
postoperativ wurden die Tiere in einem klimatisierten Raum in Plexiglaskisten mit
Tierstreu gehalten. Fiir die tierexperimentelle Untersuchung liegt eine Genehmigung
der Bezirksregierung Miinster vor (Schreiben vom 19.12.2002 (Aktenzeichen
50.0835.1.0 (G 79/2002)).

2.2 Auslosung einer Entziindung

Bei einigen Ratten (n=35) wurde eine Entziindung durch CFA ausgelost. Hierzu wurde
an der rechten Hinterpfote eine kiinstliche Entziindung erzeugt. Dabei wurde den
Ratten zwei Tage vor dem eigentlichen Versuch 0,5u] Complete Freund’s Adjuvant
(CFA, Mycobacterium tuberculosis, SIGMA) in das Subkutangewebe der Plantarseite
der rechten Hinterpfote injiziert. An den zwei darauf folgenden Tagen wurden die
gleichen Ratten wieder bei ihrer Amme untergebracht. Als Erfolgskontrolle einer sich
entwickelnden Entziindung wurden ein in diesem Bereich entstehendes Erythem und
Odem sowie die Schonhaltung der Hinterpfote gewertet. Es wurde darauf geachtet, dass
weder die Ratten selber noch ihre Artgenossen an der Injektionsstelle durch Nagen oder
Putzen eine Manipulation herbeifiihrten. Zudem wurde durch fortlaufende Kontrollen
sichergestellt, dass die operierten Individuen wieder von der Amme aufgenommen

wurden.
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2.3 Praparation fur Untersuchungen an Ruckenmarks-
querschnittspraparaten

Nach einer Isofluran-Narkose wurden die Ratten dekapitiert. Anschliefend wurde in
einem Eisbad aus Yamamoto I Losung unter stindiger Begasung das Riickenmark
freipripariert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Hinterhornwurzeln erhalten
blieben. Die fiir die Versuche relevanten Segmente L3-L6 des lumbosakralen Anteils
des Riickenmarks wurden in eisgekiihlte kiinstliche Cerebrospinalfliissigkeit nach
Yamamoto I tiberfiihrt, mit Carbogen (5% CO; in O,) begast und die Riickenmarkshéute
entfernt. Darauthin wurde das Riickenmark in fliissigen Agar eingebettet, der zu diesem
Zeitpunkt eine Temperatur von 21°-23° C hatte. Mittels eines Vibratoms wurden dann
wiederum in einem gekiihlten Wasserbad (Yamamoto I, Carbogen; 5% CO; in O;)
500um dicke Transversalschnitte des Riickenmarks, wenn moglich mit anhidngender
Hinterhornwurzel, hergestellt. Diese wurden fiir 30 Minuten in der Ca’*tfreien-
Yamamoto [-Losung priinkubiert, um den Schnitten eine Erholung nach der
Manipulation zu ermoglichen. Nach den 30 Minuten erfolgte eine Ca’+-Zugabe,
wodurch die Prainkubationslosung in die kiinstliche Cerebrospinalfliissigkeit nach
Yamamoto II (eigentliche Inkubationslosung) iiberfithrt wurde. Nach Ablauf der 60-
miniitigen Inkubationszeit wurden die Schnitte in die Fiarbekammer iiberfiihrt. Dort
wurden sie mittels eines spannungssensitiven Farbstoffs der Styrylgruppe (RH 795;
Molecular Probes/Orgon/USA), der an der Aullenseite der Zellmembran bindet, eine
Stunde lang unter Lichtabschirmung geférbt. Die Notwendigkeit der Lichtabschirmung
ergibt sich aus dem Freiwerden toxischer Sauerstoffradikale, die eine Schiddigung der
Nervenzellen verursachen kdnnten. Zudem kann so auch dem vorzeitigen Ausbleichen
des Farbstoffs entgegengewirkt werden. Um eine anndhernd gleichméaBige Diffusion
des Farbstoffs in die Riickenmarksschnitte zu ermoglichen, wurde die Farbekammer
staindig maschinell geriittelt. Wéahrend der gesamten Férbezeit wurden die Schnitte mit
Carbogen begast. Nach der Farbung wurden die Schnitte in eine mit Inkubationslosung
gefiillte und mit Carbogen begaste Auswaschkammer iberfiihrt, in der der
nichtmembrangebundene Anteil des Farbstoffs durch ein einstiindiges Bad entfernt
wurde. AnschlieBend wurden die Schnitte in eine Versuchskammer vom Submerge-Typ

gelegt und mit der Inkubationslosung unter stdndiger Begasung perfundiert.
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2.4 Versuchskammer und Badlésungen

Nr. |[Name NaCl KCl NaH,PO, [MgSO, |NaHCO; |CaCl, Glukose |Substanz
(mmol/l) |(mmol/l) |(mmol/) |(mmol/l) [(mmol/l) |(mmol/l) |(mmol/l)
1  |Prédinkubations |124 4 1,24 1,3 26 1 10
16sung (Y I)
2 |Inkubations- |124 4 1,24 1,3 26 2 10
16sung (Y II)
3 |Inkubations- |124 4 1,24 1,3 26 2 10 RH795
16sung 12,5ng/ml
+ Farbstoff
4  |Inkubations- |124 4 1,24 1,3 26 2 10 DMSO
16sung 0,1pmol
+ DMSO
5 |Inkubations- |124 4 1,24 1,3 26 2 10 WIN
16sung 10pmol
+ WIN +DMSO
0,1umol
6 |Inkubations- |124 4 1,24 1,3 26 2 10 APV
16sung 50umol
+APV + DMSO
0,1umol
7  |Inkubations- |124 4 1,24 1,3 26 2 10 APV
16sung 50umol
+APV&CNQX +CNQX
10pmol
+DMSO
0,1pmol

Tab.1: Zusammensetzungen der Badldsungen [YI und YII: Pri- und Inkubationslésung nach Yamamoto I und II (Yamamoto1972),
RH795: spannungssensitiver Farbstoff der Styrylgruppe (Molecular Probes, Oregon, USA), DMSO: Dimethylsulfoxid, WIN:
WINS55,212-2 Cannabinoidrezeptoragonist, APV: 2-Amino-4-Phosphonovalerat NMDA-Rezeptorantagonist, CNQX: 6-Cyano-7-
Nitrochinoxalin-2,3-Dion Non-NMDA-Rezeptorantagonist]

Die Experimente wurden in einer Kammer vom Submerge-Typ durchgefiihrt. Dabei
lagen die Gewebeschnitte am Boden der Kammer, welche mit einer konstanten
Perfusionsgeschwindigkeit von 75-80 Tropfen pro Minute gespiilt wurden. Bei dieser
FlieBgeschwindigkeit der Losungen wurde der gesamte Inhalt der Versuchskammer
innerhalb von 6 Minuten komplett ausgetauscht. Die Temperatur wurde mittels eines
regelbaren Wiarmeaustauschers zwischen den physiologischen Normalwerten von 37°
und 41° C eingestellt. Uber die Carbogenbegasung der Versuchslosungen konnte der
pH-Wert zwischen 7,35 und 7,45 gehalten werden. Die Temperatur und der pH-Wert

wurden wihrend den Versuchen fortlaufend kontrolliert. Durch ein iber der

Versuchskammer angebrachtes Operationsmikroskop, welches mit einer Digitalkamera



2. Material und Methoden Seite 12

verbunden war, erfolgte die visuelle Kontrolle der Schnitte. Hierdurch konnten auch
Lage, Form und Zustand des Schnittes dokumentiert werden.

Als Standardlésung wurde die, in threr Zusammensetzung der Cerebrospinalfliissigkeit
eines Warmbliiters angepasste Losung nach Yamamoto verwendet. Je nach
Versuchsanordnung wurden dieser Standardldsung dann die einzelnen untersuchten
Substanzen hinzugefiigt. Als Losungsvermittler wurde Dimethylsulfoxid (DMSO)
verwendet, da sich der synthetische Cannabinoidrezeptoragonist (R)-(+)-[2,3-Dihydro-
5-methyl-3-(4-morpholinylmethyl)pyrrolo[1,2,3-de)-1,4-benzoxazin-6-yl]-1-
apthalenyl-methanone (WIN55,212-2) nicht in Wasser 16sen lie}. Die Wirkung dieses
Cannabinoidrezeptoragonisten wurde in Konzentrationen von 5 und 10umol/l getestet.
Auch die anderen verwendeten Substanzen, das 2-Amino-4-Phosphonovalerat (APV),
ein potenter N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptorantagonist, sowie das 6-Cyano-7-
Nitrochinoxalin-2,3-Dion (CNQX), ein Non-NMDA-Rezeptorantagonist, wurden
mittels DMSO in Losung tiberfiihrt. Dabei wurde das AP-V in einer Konzentration von
50umol/l benutzt, wahrend die Applikation des CNQX in einer Konzentration von
10umol/l erfolgte. Um die Eigeneffekte des DMSO, von denen der anderen Substanzen,
zu unterscheiden, wurde der Standardlosung DMSO in einer Konzentration von 0,1 mol
hinzugefiigt und die Versuche mit diesem Losungsansatz als Referenz hinzugezogen.
Alle genannten Substanzen wurden von der Firma SIGMA/Steinheim/Deutschland

bezogen.
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2.5 Optisches Ableitverfahren

Das Verfahren zur Ableitung der optischen Signale bedient sich der Messung der
Fluoreszenzidnderung des spannungssensitiven Farbstoffs RH 795 in Abhéngigkeit von
dem Membranpotential der untersuchten Nervenzellen. Wéhrend der einstiindigen
Féarbung der Riickenmarksschnitte lagert sich der Farbstoff an die AuBenseite der
Phospholipiddoppelmembranen der Neuronen an. Die durch die elektrische Reizung
ausgeloste Depolarisation der Riickenmarksneurone 16st eine Verlagerung der
Farbstoffmolekiile innerhalb der Doppelmembran aus, welche in einer Abnahme der
Fluoreszenz resultiert. Die Abnahme der Fluoreszenz wird in der bildlichen Darstellung
der Signale als Deflektion nach oben wiedergegeben. Um die Spontanaktivitdt der
Zellen aus den erhaltenen Signalen herausrechnen zu kénnen, wurde bei jedem Versuch
die Restlichtintensitédt des einzelnen Schnittes gemessen und in Relation zur Abnahme
der Fluoreszenz gesetzt. Ahnlich wie bei intrazelluldren Ableitungen wird so, im
Gegensatz zu Feldpotentialableitungen, theoretisch der Erregungszustand jeder
einzelnen Zelle ersichtlich. Da im Verlauf des Versuches aber ein Teil des Farbstoffs
durch die fortlaufende Perfundierung des Schnittes ausgewaschen wird, und jeder
Schnitt aufgrund von unterschiedlicher Diffusion des Farbstoffs in den Schnitt
verschieden gefarbt ist, muss die Fluoreszenzénderung als relativer Wert angegeben
werden.

Zur Registrierung der optischen Signale dient ein Versuchsaufbau aus mehreren
hintereinander geschalteten Filtersystemen und einer Lichtquelle. Der in den
Gewebeschnitt eingelagerte spannungssensitive Farbstoff wird mittels Licht aus einer
Xenon-Kurzbogenlampe zur Fluoreszenz angeregt. Das Licht der Xenonlampe wird
durch einen Bandpassfilter gelenkt, wodurch die den Farbstoff nicht optimal
anregenden Wellenldngen des Xenonspektrums herausgefiltert werden. Der verwendete
Farbstoff hat sein Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 536 — 556 nm.
Durch einen dichromatischen Teilerspiegel, der in einem Winkel von 45° zu der
dariiber liegenden Submerge-Kammer liegt, wird das durch den Bandpassfilter
projizierte Licht dieser Wellenldnge auf den Riickenmarksschnitt reflektiert. Dieses auf
den Riickenmarksschnitt eintreffende Licht regt den Farbstoff optimal zur Emission an.

Der dichromatische Teilerspiegel reflektiert das vom Bandpassfilter kommende Licht
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fast vollstindig. Das vom Gewebeschnitt emittierte Licht hingegen, mit seiner
Wellenldnge von iiber 580nm, kann die Reflektionsfliche in entgegengesetzter
Richtung ungehindert passieren. FEin unter dem Teilerspiegel gelegenes
Photodiodenfeld nimmt das vom Gewebe emittierte Licht auf. Da eine feste Beziehung
zwischen Fluoreszenz und Membranpotential besteht, kann man auf diese Weise die
Verteilung von hyperpolarisierten und depolarisierten Neuronen im Zellverband
feststellen. Zur Messung der reizausgelosten Erregungsausbreitung wurden die
Einzelreizungen jeweils in einem zeitlich zugeordneten Belichtungsintervall, von
1304ms, durchgefiihrt. Zwischen den einzelnen Reizungen wurde ein zeitlicher
Abstand von 3 Minuten eingehalten, so dass die, durch die Belichtung entstandenen,
toxischen Radikale aus dem Riickenmarksschnitt ausgeschwemmt werden konnten und

so einer Kumulation dieser Substanzen entgegengewirkt wurde.

Rickenmarksschnitt @

Anregungslicht

Dichromatischer
T Teilerspiegel

Bandpassfilter
Emission

Sperrfilter

Fotodioden Array

Abb. 2.1: 2.1A Foto eines Riickenmarksschnittes in der Ableitkammer, 2.1B Schematische Darstellung eines
Riickenmarksschnittes, 2.1C Schematische Darstellung des Fotodiodenarrays mit Groenangabe in Millimetern, 2.1D Schematische
Darstellung des optischen Ableitverfahrens, ST: Reizelektrode, FP1 und FP2 Elektroden zur Ableitung von Feldpotentialen, rotes

Hexagon in A und B représentiert die Ausrichtung des Fotodiodenarrays im Gewebeschnitt
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2.6 Versuchsanordnung zur Ableitung der optischen und
bioelektrischen Signale

Um die afferenten Ad- und C-Faserstringe elektrisch zu stimulieren, wurde eine
bipolare Wolframelektrode im Eingangsbereich der Hinterhornwurzel platziert. Die
Ableitung der bioelektrischen Signale erfolgte in den Laminae I-III nach Rexed, durch
Positionierung der mit Inkubationsldsung gefiillten Ableitelektroden in diesem Bereich.
Das unter der Submerge-Kammer gelegene hexagonale Photodiodenfeld detektierte
das, vom Gewebeschnitt ausgehende, optische Signal. Dieses hexagonale
Photodiodenfeld wurde durch 464 einzelne Dioden gebildet. Dabei hiangt die GroBe des
detektierten Gewebeareals von dem verwendeten Mikroskopobjektiv ab. In den
vorliegenden Versuchen wurde ein Objektiv mit 20facher VergroBerung verwendet,
woraus sich eine erfassbare Gewebefliche von 0,483mm? ergibt. Die rdumliche
Messauflosung einer einzelnen Diode représentiert dabei eine runde Fliache mit einem
Durchmesser von 0,0364 mm und greift die neuronale Aktivitit {iber genau diesem
Areal ab. Zur Auswertung der Versuchsdaten wurden zu jedem Versuch sechs Dioden,
die den einzelnen Laminae nach Rexed zugeteilt worden waren, ausgewéhlt. Das von
diesen Dioden abgeleitete Signal wurde dann mit Hilfe der Auswertungssoftware
Neuroplex (Red Shirt Imaging, LLC, Fairfield, Conneticut, USA) gemittelt und zur

Auswertung verwendet.

2.7 Versuchsprotokoll

Die Versuche zur Wirkung der verwendeten Substanzen auf durch einen Einzelreiz
ausgeloste bioelektrische Aktivitdt wurden gemdll den in den Tabellen 2-5 gezeigten
drei- bzw. vierphasigen Versuchsprotokollen durchgefiihrt. Es wurden vier separate
Versuchsreihen einander gegeniibergestellt, wobei jede der Versuchsreihen sowohl an
Tieren mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung als auch an gesunden Tieren

untersucht worden ist.
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Versuchsreihe 1

In der ersten Versuchsreihe (n=8) wurden die Gewebeschnitte nur mit der kiinstlichen
Cerebrospinalfliissigkeit perfundiert. Dabei wurde das eigentliche Versuchsprotokoll
zur Applikation der zu testenden Substanzen verwendet. Es gliedert sich in drei Phasen.
Die erste Phase, der Vorlauf, diente der Regeneration des Gewebeschnittes nach der
Umbettung in die Submergekammer und hatte eine Linge von 30 Minuten. In einer
zweiten Phase, die in den weiteren Versuchsreihen zur Applikation der verwendeten
Substanzen diente, wurde der Schnitt weiterthin mit der kiinstlichen
Cerebrospinalfliissigkeit perfundiert. Auch diese Versuchsphase hatte eine Lidnge von
30 Minuten. Die dritte Versuchsphase, in der die verwendeten Substanzen durch die
kiinstliche Cerebrospinalfliissigkeit wieder aus dem Gewebeschnitt ausgewaschen
werden sollten, hatte ebenfalls eine Lange von 30 Minuten. Die Auswaschphase sollte
zeigen, ob die Wirkung der verwendeten Substanzen reversibel war.

Durch diese Versuchsreihe sollte der physiologische Rundown, dem der Gewebeschnitt
ausgesetzt ist bestimmt werden, um als Referenz fiir die anderen Versuchsreihen zu

gelten.

Versuchsreihe 2

Die zweite Versuchsreihe (n=13) diente zur Beobachtung der Wirkung des
Losungsvermittlers DMSO. Dabei wurde nach der ersten oben beschriebenen
Versuchsphase von 30 Minuten der Losungsvermittler DMSO in einer Konzentration

von 0,1umol zur Standardldsung beigefiigt und fiir 30 Minuten appliziert.

Versuchsreihe 3

In der dritten Versuchsreihe (n=19) wurde die Wirkung des synthetischen
Cannabinoidrezptoragonisten WINS55,212-2 untersucht. Nach der ersten Versuchsphase
wurde er ebenfalls fiir eine Dauer von 30 Minuten mit einer Konzentration von 5 und
10umol appliziert. Als Losungsvermittler diente DMSO in einer Konzentration von

0,1pmol.
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Versuchseihe 4

In der vierten Versuchsreihe Wirkung des NMDA-

(n=20) wurde die
Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-Rezeptorantagaonisten CNQX
untersucht. Diese beiden Substanzen wurden in einer vierphasigen Versuchsanordnung
getestet. Dabei wurde nach der 30-miniitigen Vorlaufphase zuerst das APV in einer
Konzentration von 50umol fiir 20 Minuten appliziert. Danach wurde das
APV(50pmolar) zusammen mit dem CNQX(10umolar) abermals fiir 20 Minuten
appliziert. Auch hier wurde wieder das DMSO in einer Konzentration von 0,1umol als
Losungsvermittler An die gliederte sich die

eingesetzt. Applikationsphase

Auswaschphase an, die in diesem Versuchprotokoll eine Dauer von 60 Minuten

einnahm.
Versuchsprotokoll | Phase 1 Phase 2 Phase 3
Vorlauf Applikation Auswaschen
Durchschnittliche 30 30 30
Dauer in Minuten
Losungen und | Inkubationslésung | Inkubationslésung | Inkubationsldsung
Substanzen Lsg. 2 in Tab.1 Lsg. 2 in Tab.1 Lsg. 2 in Tab.1
Tab.2 Versuchsreihe |
Versuchsprotokoll | Phase 1 Phase 2
Vorlauf Applikation
Durchschnittliche 30 30
Dauer in Minuten
Losungen und | Inkubationslosung | Inkubationslosung
Substanzen Lsg. 2 in Tab.1 +DMSO Lsg. 3 in
Tab.1

Tab.3 Versuchsreihe 2
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Versuchsprotokoll | Phase 1 Phase 2
Vorlauf Applikation
Durchschnittliche 30 30
Dauer in Minuten
Losungen und | Inkubationslésung | Inkubationslosung
Substanzen Lsg. 2 in Tab.1 +WIN Lsg. 4 in
Tab. 1

Tab.4 Versuchsreihe 3
Versuchsprotokoll |Phase 1 Phase 2 Phase 3 Phase 4

Vorlauf Applikation |Applikation |Auswaschen
Durchschnittliche |30 20 20 60
Dauer in Minuten
Losungen und |Inkubationslosung  |Inkubationsldsung |Inkubationslésung |Inkubationslésung
Substanzen Lsg. 2 in Tab.1 + APV Lsg. 5 in |+ APV&CNQX |50 2 in Tab.1

Tab. 1 Lsg. 6 in Tab. 1

Tab.5 Versuchsreihe 4

2.8 Auswertung

Zur Quantifizierung der optischen Signale wurde das Programm Neuroplex, Red Shirt
Imaging, USA benutzt. Zur Messung der Amplituden wurden zunichst sechs Dioden zu
jeder der nach Rexed eingeteilten Laminae [-IV ausgewihlt und deren Werte gemittelt.
Dann wurde ein definierter Zeitraum (50 Punkte=65ms) vor der Reizung gemittelt und
als Nulllinie gesetzt. Ausgehend von dieser Nulllinie wurden die maximalen
Amplituden des Peaks, dem Punkt der groBiten Deflektion nach der Reizung, der ersten
25ms nach der Reizung sowie die Amplitude des 500ms-Zeitpunktes nach der Reizung
gemessen. Wie bereits erldutert, miissen diese Amplituden als relative GroBen (relative
Verianderung der Fluoreszenz) angesehen werden, da diese Werte als die Abnahme der
Fluoreszenz in Relation zur Restlichtintensitédt definiert sind. Diese Amplituden wurden
als normierte Werte in den Diagrammen zur Darstellung der reizkorrelierten Signale
wiedergegeben. Zur Normierung der Werte wurde jeweils der Quotient aus dem Wert

des t=0Omin Zeitpunktes und den darauf folgenden Zeitpunkten gebildet. Dabei stellen
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die in den Diagrammen wiedergegebenen Werte jeweils den Mittelwert jeder
Versuchsreihe zu dem definierten Zeitpunkt und den dazugehorigen SEM
(Standardfehler des Mittelwertes) als Abweichung der Einzelwerte vom Mittelwert dar.
Zur Testung der Signifikanz wurde bei einem Vergleich von zwei Werten der t-Test
verwendet. Wurden vier Werte eines Zeitpunktes miteinander verglichen, wurde der
One-Way-ANOVA benutzt. Als Signifikanzniveau fiir einen statistisch signifikanten
Unterschied wurde p<0,05 festgelegt.

Zur Darstellung der Signale in der rdumlichen und zeitlichen Ausdehnung im
Zellverband wurde die Falschfarbenkodierung des Diodenfeldes herangezogen. Die
Farbcodierung wurde dabei an der die Laminae I-IV nach Rexed erfassenden zentralen
Diode des Diodenfeldes vorgenommen und fiir die unterschiedlichen Reizintensitéten
(2mA und 1mA) individuell durchgefiihrt. Hierbei geben die drei Diodenfelder den
Zustand vor der Reizung sowie 25ms und 500ms nach der Reizung wieder. Mittels
dieses Verfahrens kann die Erregungsausbreitung erstens iiber einem definierten
Riickenmarksareal und zweitens zu einem definierten Zeitpunkt ermittelt und analysiert

werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Wirkung von DMSO (0,1umol) auf evozierte Aktivitat der
einzelnen Schichten des Riickenmarks nach Rexed bei
Ratten mit kiinstlich erzeugter Entziindung und Ratten
ohne kiinstlich erzeugter Entziindung

In einer ersten Reihe von Experimenten wurden die Effekte des Losungsvermittlers
DMSO (0,1pmol) auf die evozierte Aktivitdit der oberflichlichen Schichten des
Riickenmarks untersucht. Das Diodenfeld wurde zur Detektion der bioelektrischen
Signale iiber den Schichten I-V nach Rexed ausgerichtet. Die Signale wurden durch
eine Reizung der Eintrittszone Hinterhornwurzel mit 50% Reizintensitit (ImA) und
100% Reizintensitit (2mA) erzeugt. Das Signifikanzniveau wurde bei p<0,05
festgelegt.

Bei Reizung der Eintrittszone der Hinterhornwurzel ergaben sich dabei die grofiten
Amplituden der Fluoreszenssignale in den oberfldchlichen Schichten der Lamina I/II
nach Rexed. In den tieferen Schichten des Riickenmarks konnte eine stetige Abnahme
der Amplituden beobachtet werden. Diese korrelierte mit den Ergebnissen der
Kontrollversuche. Im zeitlichen Verlauf der Versuche zeigte sich zudem eine stetige
Abnahme der Amplituden der Fluoreszenssignale, die auch bei den Kontrollversuchen
vorgefunden wurde und dem physiologischen ,rundown® des Gewebeschnittes
entspricht.

Bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina I nach
Rexed mit einer Reizintensitdit von 50% (1mA) konnte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude
nach der Applikation des Losungsvermitttlers DMSO herausstellen lassen. Weder in der
Anfangsphase des Experiments noch zu einem der abgebildeten Zeitpunkte konnte eine
Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der einzelnen Versuchreihen gemessen
werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen den Amplituden der
Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung und den Tieren
ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Bei der statistischen Uberpriifung
der bioelektrischen Signale aus der Lamina III nach Rexed mit einer Reizintensitit von

50% (ImA) konnte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Signalamplitude
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der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der Applikation des
Losungsvermitttlers DMSO herausstellen lassen. Weder in der Anfangsphase des
Experiments noch zu einem der abgebildeten Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei
dem Vergleich der Amplituden der einzelnen Versuchreihen gemessen werden. Zudem
konnte kein Unterschied zwischen den Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit
einer kiinstlich erzeugten Entziindung und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter
Entziindung gezeigt werden. Bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen
Signale aus der Lamina IV nach Rexed mit einer Reizintensitit von 50% (1mA) konnte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung
und der Signalamplitude nach der Applikation des Losungsvermitttlers DMSO
herausstellen lassen. Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der
abgebildeten Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der
einzelnen Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen
den Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten
Entziindung und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Auch
bei der Darstellung der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung nach durch Einzelreiz
ausgeloster bioelektrischer Aktivitdt mit einer Reizintensitit von 50% (1mA) wurde
kein Unterschied, wie eine Intensititsverminderung des Reizeffektes zwischen den
behandelten Gruppen sichtbar. Die Reduktion in der rdumlich-zeitlichen Ausdehnung
der Erregung nach Applikation des Losungsvermittlers DMSO zeigte keinen
Unterschied zu der Kontrolllosung. Es lieB sich zudem kein Unterschied in den
Erregungsmustern der Tiere mit kiinstlich erzeugter Entziindung und den Tieren ohne
Entziindung erkennen. Auch bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen
Signale aus der Lamina I nach Rexed mit einer Reizintensitdt von 100% (2mA) konnte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung
und der Signalamplitude nach der Applikation des Losungsvermitttlers DMSO
herausstellen lassen. Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der
abgebildeten Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der
einzelnen Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen
den Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten
Entziindung und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Bei

der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina III nach
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Rexed mit einer Reizintensitit von 100% (2mA) konnte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude
nach der Applikation des Losungsvermitttlers DMSO herausstellen lassen. Weder in der
Anfangsphase des Experiments noch zu einem der abgebildeten Zeitpunkte konnte eine
Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der einzelnen Versuchreihen gemessen
werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen den Amplituden der
Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung und den Tieren
ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Bei der statistischen Uberpriifung
der bioelektrischen Signale aus der Lamina IV nach Rexed mit einer Reizintensitit von
100% (2mA) konnte sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Signalamplitude
der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der Applikation des
Losungsvermitttlers DMSO herausstellen lassen. Weder in der Anfangsphase des
Experiments noch zu einem der abgebildeten Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei
dem Vergleich der Amplituden der einzelnen Versuchreihen gemessen werden. Zudem
konnte kein Unterschied zwischen den Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit
einer kiinstlich erzeugten Entziindung und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter
Entziindung gezeigt werden. Auch bei der Darstellung der rdumlich-zeitlichen
Erregungsausbreitung nach durch Einzelreiz ausgeldster bioelektrischer Aktivitdt mit
einer Reizintensitdit von 100% (2mA) wurde kein Unterschied, wie eine
Intensititsverminderung des Reizeffektes zwischen den behandelten Gruppen sichtbar.
Die Reduktion in der rdumlich-zeitlichen Ausdehnung der Erregung nach Applikation
des Losungsvermittlers DMSO zeigte keinen Unterschied zu der Kontrolllosung. Es lie3
sich zudem kein Unterschied in den Erregungsmustern der Tiere mit kiinstlich erzeugter

Entziindung und den Tieren ohne Entziindung erkennen.
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Abb. 3.1: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Ausgangszeitpunkt der Vorlaufphase (siche Versuchsprotokoll), sowie t=10min, t=20min und
t=30min als Zeitpunkte wihrend der Applikation von DMSO (Lsg.Nr.4 inTab.1) in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.
A:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.

C: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach
Reizung darstellen.
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Abb. 3.2: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Ausgangszeitpunkt der Vorlaufphase (siche Versuchsprotokoll), sowie t=10min, t=20min und
t=30min als Zeitpunkte wihrend der Applikation von DMSO (Lsg.Nr.4 inTab.1) in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.
A:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.

C:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.3: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Ausgangszeitpunkt der Vorlaufphase (siehe Versuchsprotokoll), sowie t=10min, t=20min und
t=30min als Zeitpunkte wihrend der Applikation von DMSO (Lsg.Nr.4 inTab.1) in die Badlésung, n=Versuchsanzahl.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
B: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.4: Wirkung von DMSO (Lsg. Nr. 4 in Tab. 2.1) auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitat 50%) ausgeloste bioelektrische

Aktivitdit am Riickenmark einer nicht inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit artifizieller

Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der raumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines

spannungssensitiven Farbstoffs.

A: Al1.1-2 und A2.1-2 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewdhlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarkareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf, Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, A2.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.

B: B1.1-2 und C2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt
t+OMinuten, B2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.



3. Ergebnisse Seite 27

A1DMSO B 1

:LIVWWWWWWWW M

1.1 1.2 T Ax10°
ST ST i

200 ms

1.2 %gi-".'-' r

A 2 v

21 -
i W W
» i‘ L |\£ 1WWWN\N“N\MWW2 ZW
) ST ) ST
vor ST 25 ms
Hyperpolarisation TN N B Depolarisation

Abb. 3.5: Wirkung von DMSO (0,1 pmol, Lsg. Nr. 4 in Tab. 2.1) auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitit 50%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitit am Riickenmark einer inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit artifizieller
Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto(Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der rdumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines
spannungssensitiven Farbstoffs.
A:  Al.1-2 und A2.1-2 Darstellung der rdumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewihlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarkareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf, Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, A2.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.
B: BI.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt
t+OMinuten, B2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.
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ADbb. 3.6: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Ausgangszeitpunkt der Vorlaufphase, sowie t=10min, t=20min und t=30min als Zeitpunkte
wihrend der Applikation von DMSO (Lsg. Nr. 4 in Tab.1) in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.

C: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach
Reizung darstellen.
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ADbb. 3.7: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Ausgangszeitpunkt der Vorlaufphase, sowie t=10min, t=20min und t=30min als Zeitpunkte
wihrend der Applikation von DMSO (Lsg. Nr. 4 in Tab. 1) in die Badlésung, n=Versuchsanzahl.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 25 ms nach Reizung

A:
B:

C:

darstellen.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 500 ms nach

Reizung darstellen.
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Abb. 3.8 Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Ausgangszeitpunkt der Vorlaufphase, sowie t=10min, t=20min und t=30min als Zeitpunkte
wihrend der Applikation von DMSO (Lsg. Nr. 4 in Tab. 1) in die Badldsung, n=Versuchsanzahl.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
B: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.9: Wirkung von DMSO (0,1umol, Lsg. Nr. 4 in Tab. 2.1) auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitit 100%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitit am Riickenmark einer nicht inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit
artifizieller Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der raumlich-zeitlichen Erregungsmuster
mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffs.
A: Al.1-2 und A2.1-2 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewidhlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf, Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, A2.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.
B: BI.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt
t+0Minuten, B2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.
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Abb. 3.10: Wirkung von DMSO (0,1pmol, Lsg. Nr. 4 in Tab. 2.1) auf durch einen Einzelreiz(Reizintensitdt 100%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitdt am Riickenmark einer inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit artifizieller
Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der rdumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines
spannungssensitiven Farbstoffs.
A: Al.1-2 und A2.1-2 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewihlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf, Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, A2.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.
B: BI.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von DMSO, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt
t+0Minuten, B2.2 Zeitpunkt t+20Minuten.
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3.2 Wirkung von WIN55,212-2 (10pmol) auf evozierte Aktivitat
der einzelnen Schichten des Ruckenmarks nach Rexed bei
Ratten mit kunstlich erzeugter Entzindung und Ratten
ohne kinstlich erzeugter Entziindung

In einer zweiten Reihe von Experimenten wurden die Effekte des
Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 auf die evozierte Aktivitit der
oberflachlichen Schichten des Riickenmarks untersucht. Das Diodenfeld wurde zur
Detektion der bioelektrischen Signale liber den Schichten I-V nach Rexed ausgerichtet.
Die Signale wurden durch eine Reizung der Hinterhornwurzel mit 50% Reizintensitét
(ImA) und 100% Reizintensitit (2mA) erzeugt. Das Signifikanzniveau wurde bei
p<0,05 festgelegt.

Bei einer Reizung der Eintrittszone der Hinterhornwurzel ergaben sich dabei die
grofften Amplituden der Fluoreszenssignale in den oberflachlichen Schichten der
Lamina I/II nach Rexed. In den tieferen Schichten des Riickenmarks konnte eine stetige
Abnahme der Amplituden beobachtet werden. Diese korrelierte mit den Ergebnissen der
Kontrollversuche. Im zeitlichen Verlauf der Versuche zeigte sich zudem eine stetige
Abnahme der Amplituden der Fluoreszenssignale, die auch bei den Kontrollversuchen
vorgefunden wurde und dem physiologischen ,rundown® des Gewebeschnittes
entspricht.

Bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina I nach
Rexed mit einer Reizintensitit von 50% (1mA) konnte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrollldsung und der Signalamplitude
nach der Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 herausstellen
lassen. Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der abgebildeten
Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der einzelnen
Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen den
Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung
und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Bei der
statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina III nach Rexed
mit einer Reizintensitdt von 50% (ImA) konnte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der

Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 herausstellen lassen.
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Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der abgebildeten
Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der einzelnen
Versuchrethen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen den
Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung
und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Bei der
statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina IV nach Rexed
mit einer Reizintensitdt von 50% (ImA) konnte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der
Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 herausstellen lassen.
Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der abgebildeten
Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der einzelnen
Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen den
Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung
und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Auch bei der
Darstellung der rdumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung nach durch FEinzelreiz
ausgeloster bioelektrischer Aktivitdt mit einer Reizintensitit von 50% (ImA) wurde
kein Unterschied, wie eine Intensititsverminderung des Reizeffektes zwischen den
behandelten Gruppen sichtbar. Die Reduktion in der rdumlich-zeitlichen Ausdehnung
der Erregung nach Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WIN55,212-2 zeigte
keinen Unterschied zu der Kontrolllosung. Es lieB sich zudem kein Unterschied in den
Erregungsmustern der Tiere mit kiinstlich erzeugter Entziindung und den Tieren ohne
Entziindung erkennen. Auch bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen
Signale aus der Lamina I nach Rexed mit einer Reizintensitdt von 100% (2mA) konnte
sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrollldsung
und der Signalamplitude nach der Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten
WINS5,212-2 herausstellen lassen. Weder in der Anfangsphase des Experiments noch
zu einem der abgebildeten Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der
Amplituden der einzelnen Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein
Unterschied zwischen den Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer
kiinstlich erzeugten Entziindung und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung
gezeigt werden. Bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der

Lamina IIT nach Rexed mit einer Reizintensitdt von 100% (2mA) konnte sich kein
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signifikanter Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der
Signalamplitude nach der Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2
herausstellen lassen. Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der
abgebildeten Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der
einzelnen Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen
den Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten
Entziindung und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Bei
der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina IV nach
Rexed mit einer Reizintensitdt von 100% (2mA) konnte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude
nach der Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 herausstellen
lassen. Weder in der Anfangsphase des Experiments noch zu einem der abgebildeten
Zeitpunkte konnte eine Signifikanz bei dem Vergleich der Amplituden der einzelnen
Versuchreihen gemessen werden. Zudem konnte kein Unterschied zwischen den
Amplituden der Fluoreszenssignale der Tiere mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung
und den Tieren ohne kiinstlich erzeugter Entziindung gezeigt werden. Auch bei der
Darstellung der rdumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung nach durch Einzelreiz
ausgeldster bioelektrischer Aktivitdt mit einer Reizintensitit von 100% (2mA) wurde
kein Unterschied, wie eine Intensititsverminderung des Reizeffektes zwischen den
behandelten Gruppen sichtbar. Die Reduktion in der rdumlich-zeitlichen Ausdehnung
der Erregung nach Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 zeigte
keinen Unterschied zu der Kontrolllosung. Es lie} sich zudem kein Unterschied in den
Erregungsmustern der Tiere mit kiinstlich erzeugter Entziindung und den Tieren ohne

Entziindung erkennen.
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Abb. 3.11: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von WIN55,212-2, sowie t=10min, t=20min und t=30min als
Zeitpunkte wihrend der Applikation von WINS55,212-2 in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.
A:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
C:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt500 ms nach
Reizung darstellen.
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Abb. 3.12: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von WIN55,212-2, sowie t=10min, t=20min und t=30min als
Zeitpunkte wahrend der Applikation von WINS55,212-2 in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.
A:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
C:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.13: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von WIN55,212-2, sowie t=10min, t=20min und t=30min als
Zeitpunkte wihrend der Applikation von WINS55,212-2 in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.14:Wirkung von WIN55,212-2 (10pmol, Lsg. Nr. 5 in Tab. 2.1)auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitdt 50%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitdt am Riickenmark einer nicht inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit
Kontrolllosung (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der raumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven
Farbstoffs.
A:  Al.1-2 und A2.1-2 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewdhlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, A2.1 Vorlauf, Zeitpunkt t+OMinuten,
A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von WINS55,212-2.
B: BI.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B2.2 Zeitpunkt
t+20Minuten nach Applikation von WINS55,212-2.
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Abb. 3.15:Wirkung von WIN55,212-2 (10pmol, Lsg. Nr. 5 in Tab. 2.1)auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitdt 50%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitdt am Riickenmark einer inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit
Kontrolllosung (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der raumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven
Farbstofts.
A:  Al.1-2 und B2.1-2 Darstellung der rdumlich—=zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewdhlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.l1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, A2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+0Minuten,
A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von WINS55,212-2.
B: BIl1.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. Bl1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+0Minuten, B2.2 Zeitpunkt
t+20Minuten nach Applikation von WINS5,212-2.
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Abb.3.16:Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von WINS55,212-2, sowie t=10min, t=20min und t=30min als
Zeitpunkte wihrend der Applikation von WINS55,212-2 in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed die jeweils den Punkt 25 ms nach Reizung

A:

B:

C:

darstellen.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed die jeweils den Punkt 500 ms nach
Reizung darstellen.
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Abb. 3.17:Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von WIN55,212-2, sowie t=10min, t=20min und t=30min als

Zeitpunkte wihrend der Applikation von WINS55,212-2 in die Badlosung, n=Versuchsanzahl.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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B:

C:
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ADbb. 3.18:Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von WINS55,212-2, sowie t=10min, t=20min und t=30min als
Zeitpunkte wihrend der Applikation von WIN55,212-2 in die Badlésung, n=Versuchsanzahl.
A:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.19:Wirkung von WIN55,212-2 (10pmol, Lsg. Nr.5 in Tab. 2.1 )auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitit 100%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitit am Riickenmark einer nicht inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit
Kontrolllosung (Lsg. Nr. 2 in Tab. 2.1). Messung der rdumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven
Farbstofts.
A: Al.1-2 und A2.1-2 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewihlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten, A2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten,
A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von WIN55,212-2.
B: BI.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+0Minuten, B2.2 Zeitpunkt
t+20Minuten nach Applikation von WINS55,212-2.
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Abb. 3.20: Wirkung von WINS55,212-2 (10pmol, Lsg. Nr.5 in Tab. 2.1 )auf durch einen Einzelreiz (Reizintensitit 100%) ausgeloste
bioelektrische Aktivitdt am Riickenmark einer inflammierten Ratte im Vergleich zu einer kontinuierlichen Perfusion mit
Kontrolllosung (Lsg. Nr. 2 in Tab.2.1). Messung der rdumlich-zeitlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven
Farbstofts.
A:  Al.1-2 und A2.1-2 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewihlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten, A2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten,
A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von WIN55,212-2.
B: BIl.1-2 und B2.1-2 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+0Minuten, B2.2 Zeitpunkt
t+20Minuten nach Applikation von WIN55,212-2.
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3.3 Wirkung von APV(50umol) und CNQX(10pumol) auf evozierte
Aktivitat der einzelnen Schichten des Riickenmarks nach
Rexed bei Ratten mit klinstlich erzeugter Entziindung

In einer dritten Reihe von Experimenten wurden die Effekte des NMDA-
Rezeptorantagonisten und des Non-NMDA-Rezeptorantagonisten CNQX auf die
evozierte Aktivitdt der oberflachlichen Schichten des Riickenmarks untersucht. Das
Diodenfeld wurde zur Detektion der bioelektrischen Signale iiber den Schichten I-V
nach Rexed ausgerichtet. Die Signale wurden durch eine Reizung der Hinterhornwurzel
mit 50% Reizintensitit (1ImA) und 100% Reizintensitit (2mA) erzeugt. Das
Signifikanzniveau wurde bei p<0,05 festgelegt.

Bei Reizung der Eintrittszone der Hinterhornwurzel ergaben sich dabei die groBten
Amplituden der Fluoreszenssignale in den oberflichlichen Schichten der Lamina I/II
nach Rexed. In den tieferen Schichten des Riickenmarks konnte eine stetige Abnahme
der Amplituden beobachtet werden. Diese korrelierte mit den Ergebnissen der
Kontrollversuche. Im zeitlichen Verlauf der Versuche zeigte sich nach Applikation des
NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-Rezeptorantagonisten CNQX
eine starke Abnahme der Amplituden der Fluoreszenssignale bis zu einer kompletten
Ausloschung der Fluoreszenssignale, die sich von dem physiologischen ,,rundown*
unterschied. In der Auswaschphase der Versuche stiegen die Amplituden wieder an und
erreichten Werte, die mit den Amplituden der Kontrollgruppe tlibereinstimmten.

Bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina I nach
Rexed mit einer Reizintensitit von 50% (1mA) zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der
Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-
Rezeptorantagonisten CNQX. Bei den Zeitpunkten t=40 und t=50 zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen, sowohl bei den
Amplituden des Peaks (jeweils p<0,001) als auch bei den Amplituden zu den
Zeitpunkten 25ms (jeweils p<0,001) und 500ms (p=0,049 und p=0,001) nach Reizung.
Bei der Amplitude des Peaks zu dem Zeitpunkt t=100 zeigte sich zudem ein
signifikanter Unterschied zwischen den behandelten Gruppen (p=0,014). Bei der
statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina III nach Rexed

mit einer Reizintensitdt von 50% (ImA) zeigten sich signifikante Unterschiede
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zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der
Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-
Rezeptorantagonisten CNQX. Bei den Zeitpunkten t=40 und t=50 zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen, sowohl bei den
Amplituden des Peaks (p=0,001 und p<0,001) als auch bei der Amplituden zu dem
Zeitpunkt 25ms (jeweils p<0,001) nach Reizung. Bei der Amplitude des Zeitpunktes
500ms nach Reizung zeigte sich nur ein signifikanter Unterschied zwischen den
behandelten Gruppen zu dem Zeitpunkt t=50 (p=0,002). Bei der statistischen
Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina IV nach Rexed mit einer
Reizintensitit von 50% (1mA) zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der
Signalamplitude der Kontrollldsung und der Signalamplitude nach der Applikation des
NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-Rezeptorantagonisten CNQX.
Bei dem Zeitpunkt t=50 zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
behandelten Gruppen bei den Amplituden zu den Zeitpunkten 25ms (p<0,001) und
500ms (p=0,026) nach Reizung. Bei der Amplitude des Zeitpunktes 500ms nach
Reizung zeigte sich zudem zu dem Zeitpunkt t=40 ein signifikanter Unterschied
zwischen den behandelten Gruppen (p=0,001). Bei der rdumlich-zeitlichen
Erregungsausbreitung nach durch Einzelreiz ausgeloster bioelektrischer Aktivitdt zeigt
sich eine deutliche Intensitditsminderung des Reizeffektes nach Applikation der NMDA-
und Non-NMDA-Rezeptorantagonisten zu dem Zeitpunkt t=50 in allen Versuchen. Die
Effekte der Rezeptorantagonisten waren in der Auswaschphase in allen Versuchen
partiell reversibel.

Bei der statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina I nach
Rexed mit einer Reizintensitdt von 100% (2mA) zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der
Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-
Rezeptorantagonisten CNQX. Bei dem Zeitpunkt t=40 zeigt sich sowohl in der
Amplitude des Peaks (p<0,001) als auch bei den Amplituden zu den Zeitpunkten 25ms
(p<0,001) und 500ms (p=0,007) nach Reizung ein signifikanter Unterschied zwischen
den behandelten Gruppen. Bei den Amplituden des Zeitpunktes 25ms nach Reizung
zeigten sich zudem signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen zu

den Zeitpunkten t=10 (p=0,004), t=30 (p<0,001) und t=50 (p=0,01). Bei der
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statistischen Uberpriifung der bioelektrischen Signale aus der Lamina III nach Rexed
mit einer Reizintensitdt von 100% (2mA) zeigten sich signifikante Unterschiede
zwischen der Signalamplitude der Kontrolllosung und der Signalamplitude nach der
Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-
Rezeptorantagonisten CNQX. Bei den Zeitpunkten t=30, t=40 und t=50 zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen den behandelten Gruppen sowohl bei den
Amplituden des Peaks (p=0,014, p<0,001 und p=0,002) als auch bei den Amplituden zu
den Zeitpunkten 25ms (jeweils p<0,001) und 500ms (p=0,046, p=0,017 und p=0,049)
nach Reizung. Zu den Zeitpunkten t=10 und t=20 zeigte sich zudem ein signifikanter
Unterschied zwischen den behandelten Gruppen bei der Amplitude des Zeitpunktes
25ms (p=0,001 und p=0,029) nach Reizung. Bei der statistischen Uberpriifung der
bioelektrischen Signale aus der Lamina IV nach Rexed mit einer Reizintensitit von
100% (2mA) zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen der Signalamplitude der
Kontrolllésung und der Signalamplitude nach der Applikation des NMDA-
Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-Rezeptorantagonisten CNQX. Bei den
Amplituden des Zeitpunktes 25ms nach Reizung zeigte sich zu den Zeitpunkten t=10
(p=0,032) und t=50 (p=0,023) ein signifikanter Unterschied zwischen den behandelten
Gruppen. Zu den Zeitpunkten t=30 (p=0,038) und t=40 (p=0,026) zeigte sich bei den
Amplituden des Zeitpunktes 500ms nach Reizung ein signifikanter Unterschied
zwischen den behandelten Gruppen. Bei der raumlich-zeitlichen Erregungsausbreitung
nach durch Einzelreiz ausgeldster bioelektrischer Aktivitdt zeigt sich eine deutliche
Intensitdtsminderung des Reizeffektes nach Applikation der NMDA- und Non-NMDA-
Rezeptorantagonisten zu dem Zeitpunkt t=50 in allen Versuchen. Die Effekte der
Rezeptorantagonisten waren in der Auswaschphase in allen Versuchen partiell

reversibel.
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ADbb. 3.21: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von APV, sowie t=10min und t=20min als Zeitpunkte wihrend
der Applikation von APV in die Badlosung, Zeitpunkte t=30min und t=40 als Zeitpunkte wihrend der Applikation von APV und
CNQX, Zeitpunkte t=50 bis t=100 als Zeitpunkte einer 60-miniitigen Auswaschphase, n=Versuchsanzahl, * zur Markierung eines
signifikanten Unterschieds.

A:

B:

C:

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.

Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach
Reizung darstellen.
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Abb. 3.22: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von APV, sowie t=10min und t=20min als Zeitpunkte wihrend
der Applikation von APV in die Badlosung, Zeitpunkte t=30min und t=40 als Zeitpunkte wihrend der Applikation von APV und
CNQX, Zeitpunkte t=50 bis t=100 als Zeitpunkte einer 60-miniitigen Auswaschphase, n=Versuchsanzahl, * zur Markierung eines
signifikanten Unterschieds.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
C:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.23: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitdt von 50% (1mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von APV, sowie t=10min und t=20min als Zeitpunkte wahrend
der Applikation von APV in die Badlosung, Zeitpunkte t=30min und t=40 als Zeitpunkte wahrend der Applikation von APV und
CNQX, Zeitpunkte t=50 bis t=100 als Zeitpunkte einer 60-miniitigen Auswaschphase, n=Versuchsanzahl, * zur Markierung eines
signifikanten Unterschieds.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.24:Wirkung von APV (50umol, Lsg. Nr. 6 in Tab. 1) und CNQX (10pmol, Lsg. Nr. 7 in Tab. 1)auf durch einen Einzelreiz
(Reizintensitit 50%) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt am Riickenmark einer inflammierten Ratte im Vergleich zu einer
kontinuierlichen Perfusion mit artifizieller Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2 in Tab. 1). Messung der rdumlich-
zeitlichlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffs.
A:  Al.1-3 und A2.1-4 Darstellung der raumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewdhlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten, Al.3 Zeitpunkt t+50Minuten, Al.4
Auswaschen, Zeitpunkt t+100minuten  A2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach
Applikation von APV, A2.3 Zeitpunkt t+50Minuten nach Applikation von CNQX, A2.4 Auswaschen; Zeitpunkt
t+100Minuten.
B: BI.1-3 und B2.1-4 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, B1.3 Zeitpunkt t+50Minuten, B1.4 Auswaschen,
Zeitpunkt t+100Minuten B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von
APV, B2.3 Zeitpunkt t+50Minuten nach Applikation von CNQX, B2.4 Auswaschen; Zeitpunkt t+100Minuten.
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Abb. 3.25: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von APV, sowie t=10min und t=20min als Zeitpunkte wahrend
der Applikation von APV in die Badlosung, Zeitpunkte t=30min und t=40 als Zeitpunkte wihrend der Applikation von APV und
CNQX, Zeitpunkte t=50 bis t=100 als Zeitpunkte einer 60-miniitigen Auswaschphase, n=Versuchsanzahl, * zur Markierung eines
signifikanten Unterschieds.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/II nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
C:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I/Il nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach
Reizung darstellen.
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Abb. 3.26: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von APV, sowie t=10min und t=20min als Zeitpunkte wihrend
der Applikation von APV in die Badlosung, Zeitpunkte t=30min und t=40 als Zeitpunkte wihrend der Applikation von APV und
CNQX, Zeitpunkte t=50 bis t=100 als Zeitpunkte einer 60-miniitigen Auswaschphase, n=Versuchsanzahl, * zur Markierung eines
signifikanten Unterschieds.
A:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Peak, d.h. den Punkt der
maximalen Deflektion nach Reizung darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
C:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina III nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.27: Graphische Darstellung der Amplituden der Fluoreszenz optischer Signale bei Einzelreizung der Hinterhornwurzel mit
einer Reizintensitit von 100% (2mA), Gegeniiberstellung von Ratten mit einer kiinstlich erzeugten Entziindung der Hinterpfote und
Ratten ohne Entziindung der Hinterpfote (Kontrolltiere), die dargestellten Werte ergeben sich aus dem Mittelwert +/- SEM, die
angegebenen Zeitpunkte sind t=0, als Zeitpunkt vor der Applikation von APV, sowie t=10min und t=20min als Zeitpunkte wahrend
der Applikation von APV in die Badlosung, Zeitpunkte t=30min und t=40 als Zeitpunkte wihrend der Applikation von APV und
CNQX, Zeitpunkte t=50 bis t=100 als Zeitpunkte einer 60-miniitigen Auswaschphase, n=Versuchsanzahl, * zur Markierung eines
signifikanten Unterschieds.
A: Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina IV nach Rexed, die jeweils den Punkt 25ms nach Reizung
darstellen.
B:  Amplituden der optischen Signale abgeleitet aus der Lamina I'V nach Rexed, die jeweils den Punkt 500ms nach Reizung
darstellen.
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Abb. 3.28:Wirkung von APV (50umol, Lsg. Nr. 6 in Tab. 1) und CNQX (10umol, Lsg. Nr.7 in Tab. 1) auf durch einen
Einzelreiz(Reizintensitdt 100%) ausgeloste bioelektrische Aktivitdt am Riickenmark einer inflammierten Ratte im Vergleich zu
einer kontinuierlichen Perfusion mit artifizieller Cerebrospinalfliissigkeit nach Yamamoto (Lsg. Nr. 2 in Tab. 1). Messung der
rdaumlich-zeitlichlichen Erregungsmuster mit Hilfe eines spannungssensitiven Farbstoffs.

A: Al.1-3 und A2.1-4 Darstellung der rdumlich—zeitlichen Erregungsausbreitung aus den verschiedenen Versuchsperioden.
Die drei ausgewdhlten Diodenarrays visualisieren die Erregungsverteilung innerhalb des durch das Diodenarray
markierten Riickenmarksareals zu einem definierten Zeitpunkt vor dem Stimulus, zum Zeitpunkt 25ms und 500ms nach
Reizung. Al.l1 Vorlauf, Zeitpunkt t+OMinuten, Al.2 Zeitpunkt t+20Minuten, A1.3 Zeitpunkt t+50Minuten, Al.4
Auswaschen, Zeitpunkt t+100minuten  A2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, A2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach
Applikation von APV, A2.3 Zeitpunkt t+50Minuten nach Applikation von CNQX, A2.4 Auswaschen; Zeitpunkt
t+100Minuten.
B1.1-3 und B2.1-4 Orginalregistrierungen der optischen Signale aus den verschiedenen Versuchsperioden. B1.1
Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B1.2 Zeitpunkt t+20Minuten, B1.3 Zeitpunkt t+50Minuten, B1.4 Auswaschen,
Zeitpunkt t+100Minuten B2.1 Vorlauf; Zeitpunkt t+OMinuten, B2.2 Zeitpunkt t+20Minuten nach Applikation von
APV, B2.3 Zeitpunkt t+50Minuten nach Applikation von CNQX, B2.4 Auswaschen; Zeitpunkt t+100Minuten.

w
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4. Diskussion

Mit der vorliegenden Untersuchung wurde der Effekt des synthetischen
Cannabinoidrezeptoragonisten WIN55,212-2 auf die Ausbreitung reizinduzierter
Aktivitdt im Hinterhorn des Riickenmarks von Ratten untersucht.

Durch die badapplizierte Losung des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 in
einer Konzentration von 10uM ergaben sich in dieser Untersuchung keine signifikanten
Unterschiede in der Erregung der Riickenmarksneurone zu einer Perfusion des
Gewebeschnittes mit der Kontrolllosung. Ebenfalls konnten keine Unterschiede in den
neuronalen Erregungsmustern bei Tieren mit kiinstlich erzeugter Entziindung und denen

ohne Entziindung (Kontrolle) nachgewiesen werden.

4.1 Methode der optischen Registrierung

Die Nozizeption und die mit ihr verbundenen Mechanismen der zentralen
Sensibilisierung und synaptischen Plastizitit sind seit geraumer Zeit Thema
grundlagenwissenschaftlicher Untersuchungen. Das durch elektrophysiologische
Untersuchungen gewonnene Wissen iiber die neuronalen Erregung im Hinterhorn des
Riickenmarks wird jedoch durch die bisher angewandten Verfahren begrenzt. Bisherige
elektrophysiologische Untersuchungen benutzen das ,,patch-clamp“-Verfahren, um die
Membraneigenschaften der Neuronenverbinde zu untersuchen. In anderen
Untersuchungen wurden Feldpotentiale registriert oder Einzelelektrodenableitungen der
WDR-Neurone benutzt, um weitere Informationen iiber die Erregung nozizeptiver
Strukturen im Rickenmark zu gewinnen. Widhrend mit den erwihnten
elektrophysiologischen Untersuchungsmethoden nur einzelne Zellen oder kleine
Neuronenverbinde beobachtet werden konnen, ist es mit dem in dieser Arbeit
verwendeten optischen Verfahren moglich, die rdumlich-zeitliche Erregungsausbreitung
der Neuronen des gesamten Riickenmarksschnittes zu betrachten. Durch
Untersuchungen von Ikeda [42] konnten mit dem optischen Ableitverfahren erstmals
raumlich-zeitliche Abldufe der neuronalen Erregung im Iumbalen Riickenmark
aufgedeckt werden. Um die Authentizitdt der optischen Signale zu verifizieren, wurden

diese mit den mittels Glaselektroden registrierten Feldpotentialen verglichen. Dabei
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zeigten sich gute Ubereinstimmungen der Signale des optischen Verfahrens mit den
registrierten Feldpotentialen. Zudem wurde die Latenz der optischen Signale nach
Reizung der Hinterhornwurzel gemessen, um die Komponenten der C-Fasern und der
A-Fasern wiahrend der neuronalen Erregung zu differenzieren. Zusitzlich zu den
verschiedenen verwendeten Reizintensititen konnte somit eine Abgrenzung zwischen
C- bzw. A-Faser vermittelter Erregung der Neuronenverbidnde des Riickenmarks

vorgenommen werden.

Durch die Applikation des NMDA-Rezeptorantagonisten APV und des Non-NMDA-
Rezeptorantagonisten CNQX konnte in diesen Versuchen die, durch postsynaptische
ionotrope  Glutamatrezptoren ~ vermittelte, synaptische Ubertragung in  dem
Gewebeschnitt inhibiert werden. Glutamat gilt als wesentlicher Bestandteil der
exzitatorischen Erregungsiibertragung [30] im Hinterhorn des Riickenmarks. Wahrend
der NMDA-Rezeptorantagonist APV sowohl in die Erregung nozizeptiver Neurone als
auch nicht schmerzspezifischer Strukturen eingebunden ist, wirkt der Non-NMDA-
Rezeptorantagonist CNQX nur auf die Erregung nozizeptiver Neurone. Mit dem
Nachweis einer inhibitorischen Wirkung von NMDA-Rezeptorantagonisten konnten wir
in unserem Untersuchungs-set-up nachweisen, dass das von uns verwendete Verfahren
zur Registrierung optischer Signale fiir die Untersuchung von an der Nozizeption und
den Mechanismen der zentralen Sensibilisierung beteiligten Strukturen geeignet ist. Aus
diesem Grunde kann dieses Verfahren wertvolle Informationen iiber die Mechanismen
der Nozizeption auf Riickenmarksebene [44] liefern und iiber die Erregungsausbreitung

in der nozizeptiven Informationsverarbeitung eine Aussage machen.

Zur Fiarbung des Gewebeschnittes wurde von uns der spannungssensitive Farbstoff RH
795 verwendet. Die Farbemethode richtete sich dabei nach Untersuchungen von Straub
et al. [105] an Schnitten von Rattenhirnstrukturen, die eine optimale Reproduzierbarkeit
der optischen Signale einhergehend mit einer minimalen ,,Ausbleichung® des Schnittes
in Langzeituntersuchungen sowie einer geringen Phototoxizitit bei Verwendung dieses
Farbstoffs zeigten. Bei Untersuchungen der Effekte von Glutamat auf die synaptische

Ubertragung nozizeptiver Informationen durch Ikeda [46] und Ziskind-Conham [129]
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wurden dhnliche spannungssensitive Farbstoffe aus der Styryl- bzw. der Oxonolgruppe
verwendet, mit denen gute Ergebnisse erzielt werden konnten.

Als Ort der Reizung wurde von uns die Eintrittszone der Hinterhornwurzel gewéhlt.
Dadurch erhielten wir im Unterschied zu den Untersuchungen von Ikeda, in denen eine
Reizung der, an dem Gewebeschnitt anhdngenden, Hinterhornwurzel mittels ,,glass
suction“-Elektrode vorgenommen wurde, stirkere Signale. Die von uns benutzte
Reizstirke von 2mA (100% Reizintensitit) bzw. 1mA (50% Reizintensitét) entspricht
dabei den Reizstirken, die von lkeda bei der high-intensity-stimulation beschrieben
wurden. Bei diesen Reizintensititen kann zudem davon ausgegangen werden, dass die
nozizeptiven C-Fasern von der Reizung erfasst werden und die nachgeschalteten
Neurone im Hinterhorn erregen. Fiir die Versuche wurden von uns iibereinstimmend
mit anderen Untersuchungen Sprague-Dawley-Ratten verwendet, die ein Alter von 2-4
Wochen hatten.

Obwohl das optische Verfahren in seiner Relevanz fiir die Untersuchung der
Mechanismen der Nozizeption auf spinaler Ebene durch die vorliegende Arbeit
bestdtigt worden ist, muss angefiihrt werden, dass durch horizontale Gewebeschnitte des
Riickenmarks hoher geordnete Strukturen von der Untersuchung ausgeschlossen
bleiben. Es kann deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass ein Wegtfall des
deszendierenden hemmenden Systems [40] bei dieser Untersuchungsmethode die
Ergebnisse beeinflusst. Zudem ist zu erwéhnen, dass es durch die Priparation des
Riickenmarksschnittes zu einer gewissen Manipulation des Gewebes kommt, welche
Auswirkungen das auf Untersuchung hat, ist aber bisher unbekannt. Diese
methodischen Probleme gelten allerdings auch fiir alle anderen Verfahren, bei denen
transversale Riickenmarksschnitte eingesetzt werden [27, 46, 129].

Der von uns verwendete Farbstoff hat sich in einer Vielzahl von Untersuchungen als
zuverlédssiges Werkzeug zur Untersuchung der neuronalen Erregung sowohl auf spinaler
als auch auf der Ebene hoher geordneter Zentren erwiesen. Trotzdem besteht die
Moglichkeit, dass es Farbstoffe mit einer hoheren Sensitivitit fir die von uns

untersuchten Vorgénge gibt, welche zu besseren Ergebnissen fithren konnten.
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4.2 Effekte von Cannabinoiden im Ruckenmark

Die Bedeutung des Endocannabinoidsystems in der nozizeptiven Schmerzverarbeitung
und die Effekte von Cannabinoiden bei der Behandlung sowohl chronischer als auch
akuter Schmerzzustinde wurden seit der Entdeckung der Cannabinoidrezeptoren [65,
74] und deren Verteilung im peripheren und zentralen Nervensystem [60, 74] immer
wieder untersucht. Die Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 sind G-Protein-gekoppelte
Membranproteine [64], deren Aktivierung in einer Inhibition der Adenylatzyklase
resultiert. Durch die Verminderung des cAMP-Gehaltes in der Zelle wird der
Offnungszustand der Ionenkanile moduliert. So kommt es zu einer verminderten
Erregbarkeit und Depolarisationsgeschwindigkeit der Neurone [28].

Der von uns gewihlte unselektive CB1- und CB2-Rezeptoragonist WIN55,212-2 hat
sich in vergangenen Experimenten als zuverldssiges Werkzeug zur Untersuchung der
Bedeutung von Cannabinoidrezeptoren und Endocannabinoiden herausgestellt.
Hohmann [34] konnte bei Untersuchungen des Hinterhorns eine potente reversible
Inhibition der durch noxische mechanische Stimuli ausgeldsten, Erregung nozizeptiver
WDR-Neurone durch systemisch verabreichtes WIN55,212-2 nachweisen. Dabei wurde
gezeigt, dass sich die Inhibition nur auf die Erregung nozizeptiver Neurone durch
noxische Stimuli ausprigt, wéihrend die durch nicht-noxische Stimuli ausgeldste
Erregung mechanosensitiver Neurone nicht beeinflusst wurde. Weitere Untersuchungen
ergaben sowohl eine Inhibition der durch noxische thermische Stimuli [35, 36]
ausgeldsten Erregung nozizeptiver Neurone, als auch durch noxische chemische Reize
[112] ausgeldste Erregung durch WINS55,212-2. Durch diese Untersuchungen liel sich
der Effekt von Cannabinoiden auf die Verarbeitung akuter noxischer Informationen
belegen. In diesen Arbeiten nachgewiesene Effekte wurden durch systemische [112]
Gabe des Cannabinoidrezeptoragonisten, aber auch durch topische [35] Applikation auf
der Oberfliche des lumbalen dorsalen Riickenmarks erreicht. Diese topische
Applikation zeigt, dass die Cannabinoidrezeptoren direkt in die Verarbeitung
nozizeptiver Informationen in Neuronen des Hinterhorns involviert sind. Zudem
konnten Tsou et al. [112] eine verminderte Fos-Expression, welche als Marker fiir
zentrale Sensibilisierungsprozesse angesehen wird, nach Gabe von WINS55,212-2 in

Neuronen des lumbalen Riickenmarks nachweisen. Morriset [73] und Urban zeigten in
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ithrer Untersuchung den Einfluss des von uns verwendeten
Cannabinoidrezeptoragonisten auf die Unterdriickung spontaner und evozierter EPSC
nozizeptiver Neurone der Substantia gelatinosa und die Beteiligung der
Cannabinoidrezeptoren an der glutamatergen Transmission nozizeptiver Informationen
im Hinterhorn des Riickenmarks. Dabei wurde der prisynaptische Wirkungsort der
Cannabinoide bzw. der Cannabinoidrezeptoren herausgestellt. In einer Untersuchung
von  Strangman [104] konnte auch der Effekt des  synthetischen
Cannabinoidrezeptoragonisten ~WIN55,212-2 auf ein Korrelat der zentralen
Sensibilisierung nachgewiesen werden. So wurde in der Untersuchung von WDR-
Neuronen des Hinterhorns gezeigt, dass ,,wind-up“, welches als Phidnomen einer
kurzfristigen zentralen Sensibilisierung angesehen wird, durch die Gabe des

Cannabinoidrezeptoragonisten unterbunden wird.

Um die Effekte von Cannabinoiden auf die Verarbeitung von chronischen Schmerzen
und der damit verbundenen zentralen Sensibilisierung, also der gesteigerten
Erregungsfihigkeit zentraler Neurone, zu untersuchen, wurden die Cannabinoide bei
verschiedenen Tiermodellen angewandt, bei denen die Ausbildung von zentralen
Sensibilisierungsprozessen  eine  grofe  Bedeutung  fir  Schmerz  und
Schmerzentwicklungsmechanismen hat. Durch Versuche von Martin [63] konnten anti-
allodynische Effekte und eine verminderte Fos-Expression im Riickenmark von Ratten
nach CFA Injektion durch intrathekale Injektion des Cannabinoidrezeptoragonisten
WINS5,212-2 herausgestellt werden. Bei Untersuchungen an dem Carageenan-
Entziindungsmodell konnte durch ein systemisch verabreichtes Cannabinoid eine
Reduktion des durch repetitive C-Faser-Reizung hervorgerufenen ,,wind-up® erreicht
werden [76]. Dabei zeigte sich {ibereinstimmend mit vorhergehenden Untersuchungen,
dass sich das Cannabinoid, trotz gesteigerter Erregungszustinde im Rahmen der
ausgelosten Entziindung, nur auf die C-Faser vermittelte neuronale Erregung auswirkte,
wiahrend die Aktivitdt nichtnozizeptiver Neurone nicht affektiert wurde. In darauf
folgenden Untersuchungen, bei denen WINS55,212-2 systemisch oder intrathekal [29]
appliziert  wurde, konnten =~ Wechselwirkungen = zwischen = metabotropen
Glutamatrezeptoren und den Cannabinoidrezeptoren bei der Modulation der

synaptischen Transmission nozizeptiver Informationen in Neuronen des Hinterhorns in
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einem Tiermodell chronisch neuropathischen Schmerzes nachgewiesen werden. In
diesen und weiteren Versuchen wurde als Losungsvermittler, das auch von uns
verwendete, DMSO benutzt [62]. Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnte
auch in den erwdhnten Arbeiten kein Einfluss des Losungsvermittlers DMSO auf die
Erregungsausbreitung festgestellt werden [73]. Allerdings variiert die verwendete
Applikationsform und Dosis von WINS55,212-2 in den hier Dbetrachteten
Untersuchungen. Eine systemisch applizierte Dosis von 125pg/kg WINS5,212-2 fiihrte
zu einer signifikanten Suppression der neuronalen Aktivitit in wide-dynamic-range-
Neuronen des lumbalen Hinterhorns [36]. Martin [62] konnte antinozizeptive Effekte
durch 5-20ug intracerebral administriertes WIN55,212-2 nachweisen. Topisch spinal
appliziert wurde eine Menge von 100ug bendtigt, um nozizeptive Antworten von wide-
dynamic-range-Neuronen des lumbalen Hinterhorns zu unterdriicken [35]. Die von uns
verwendete badapplizierte Stocklosung mit einer Konzentration von 10uM zeigte in
Untersuchungen von Morriset [73] eine signifikante Unterdriickung der Frequenz als
auch der Amplitude evozierter Potentiale von wide-dynamic-range-Neuronen des
lumbalen Hinterhorns. Die Dauer der Applikation bis zu dem Zeitpunkt, an dem Effekte
von WIN55,212-22 registriert werden konnten, korreliert mit der von uns verwendeten
Applikationszeit und entspricht vorherigen Untersuchungen [109, 107].

Obwohl in den erwdhnten Arbeiten eindeutige inhibitorische Effekte von
Cannabinoiden bei der Ubertragung und Verarbeitung noxischer mechanischer Stimuli
wihrend bestehender Entziindung beschrieben wurden, konnte in einer Untersuchung
von Kelly [48] gezeigt werden, dass wihrend bestehender Entziindung keine
Abschwichung der nozizeptiven Erregung von WDR-Neuronen des Riickenmarks
durch Cannabinoide auslosbar war. In dieser Untersuchung wurde der
Cannabinoidrezeptoragonist lokal auf die Oberfliche des Ilumbalen dorsalen
Riickenmarks aufgetragen und fiihrte im Gegensatz zu den angefiihrten Untersuchungen
[34, 35, 112] auch zu einer Reduktion der durch nicht noxische mechanische Stimuli
ausgelosten Erregung von Neuronen des lumbalen Riickenmarks. Zudem ist zu
erwihnen, dass die applizierten Cannabinoide sowohl in Verhaltensuntersuchungen als
auch in den elektrophysiologischen in vivo Untersuchungen unerwiinschte
Nebenwirkungen aufwiesen. Zu diesen Nebenwirkungen gehoren Hypothermie,

Katalepsie und eine ausgeprigte Bewegungsarmut (Hypolocomotion) [61], die sowohl
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die erhaltenen Ergebnisse dieser Untersuchungen verfialschen kénnten und zudem den
therapeutischen Nutzen begrenzen. Die Verhaltensuntersuchungen von Martin [63]
zeigten dabei, dass sich die erhdhte Dosierung des Cannabinoidrezeptoragonisten auch
auf nicht noxische mechanische Stimuli ausprigt. Die in dieser Untersuchung
applizierte Dosis von 100pg WINS5,212-2 fiihrte zu einer kompletten Blockade der
Antworten auf mechanische Stimuli sowohl an der inflammierten als auch an der nicht
inflammierten Hinterpfote. Weiterhin muss also herausgefunden werden, in welcher
Konzentration die Cannabinoide verabreicht werden miissen, um diese unerwiinschten
Nebeneffekte zu umgehen und nur die antinozizeptiven Eigenschaften auszunutzen. Ein
zusdtzlicher Untersuchungsschwerpunkt sollte dabei auf den Wirkort der Cannabinoide
gelegt werden, da in den erwédhnten Untersuchungen sowohl periphere (CB2-Rezeptor)
als auch zentrale (CBI-Rezeptor) Angriffspunkte identifiziert wurden, welche

wiederum mit der Auspriagung der Nebenwirkungen korrelieren.

4.3 Entzindungsmodell

Um eine, fiir unsere Experimente notwendige, robuste Hyperalgesie und die damit
verbundenen Verdnderungen der Erregbarkeit von Hinterhornneuronen des
Riickenmarks durch die Vorgidnge der zentralen Sensibilisierung bei den Versuchtieren
zu erzeugen, bedienten wir uns eines etablierten Tiermodells, welches schon einer
Vielzahl von Untersuchungen zu Grunde gelegt worden ist. Die Auslosung einer
unilateralen Entziindung durch die Injektion von CFA in die Hinterpfote der Ratte
fiihrte, wie von Millan [71] beschrieben, innerhalb von 24 Stunden bei allen
Versuchtieren zu einer Schwellung und Rdétung der Injektionsstelle, sowie zu einer
Schonhaltung der betroffenen Hinterpfote, die charakteristisch fiir die verstdrkte
Sensitivitdt auf Beriihrung und noxische Druck- oder Hitzestimuli bei Hyperalgesie ist.
Diese Charakteristika der Hyperalgesie wurden in der vorliegenden Arbeit nicht
ausgetestet, gelten aber durch die Auslésung der Entziindung und die vorhergehenden
Arbeiten als existent. Die von uns gewdhlte Zeitspanne von 48 Stunden zwischen
Auslosung der Entziindung und Priparation des Riickenmarks korreliert mit den
Versuchsprotokollen anderer Untersuchungen [59] und entspricht dem Zeitpunkt, an

dem maximale Effekte sowohl in Verhaltensuntersuchungen (mechanische und thermale
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Hyperalgesie) als auch in elektrophysiologischen Untersuchungen nachgewiesen
wurden. Allerdings zeigten Untersuchungen von Zhang [127], dass das Alter der
Versuchstiere entscheidende Auswirkungen auf die Ausprdgung der morphologischen
Verdnderung im Hinterhorn nach CFA-induzierter Entziindung hat. In diesen
Untersuchungen konnte eine verstirkte Hyperalgesie und erhohte Expression von
Dynorphin im Riickenmark von &lteren Versuchstieren im Vergleich zu Jiingeren

festgestellt werden.

In elektrophysiologischen Experimenten bei anésthesierten Ratten konnte -eine
verstarkte Spontanaktivitit [88] der dorsalen Riickenmarkszellen sowie eine
Vergroflerung der rezeptiven Felder [41] durch die Injektion von CFA in die
Hinterpfote der Versuchtiere gezeigt werden. Auch neurochemische Verdnderungen
[91] im Hinterhorn von Ratten nach CFA Injektion waren zu diesem Zeitpunkt
ausgeprdagt. Durch zahlreiche weitere Untersuchungen konnten verschiedene
Mechanismen herausgearbeitet werden, die zu spinaler Sensibilisierung nach CFA
Injektion beitragen. Hierzu gehort z.B. die Hochregulation von Rezeptorproteinen [27,
101, 57, 19, 20, 128, 80] oder die Induktion von intermediate-early-genes [4].

Diese morphologischen Verdnderungen in den Préparaten des lumbalen Riickenmarks
wurden vorwiegend durch immunhistochemische Verfahren nachgewiesen [57, 19, 20,
128].

Elektrophysiologische Untersuchungen bei diesem Entziindungsmodell wurden mittels
der ,,patch-clamp“-Technik [27] oder der Registrierung von Feldpotentialen durch
Glaselektroden [88] sowie Mikroelektroden [36] durchgefiihrt. Verdnderungen in den
rdumlich-zeitlichen Abldufen der neuronalen Erregung nozizeptiver Neurone der
oberflichlichen Schichten des lumbalen Riickenmarks nach Auslosung einer
Entziindung durch die Injektion von CFA waren bisher noch nicht Gegenstand von

Untersuchungen.
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4.4 Schlussfolgerung

Trotz der eindeutigen Effekte von Cannabinoiden auf die Ubertragung nozizeptiver
Informationen in vielen Modellen von neuropathischem und inflammatorischem
Schmerz, gibt es bisher noch wenige Arbeiten, die diese Effekte bei dem
langandauernden inflammatorischen Schmerz der CFA-induzierten Entziindung
untersucht haben. Bei Untersuchungen von Martin [63] an diesem Modell konnten zwar
die analgetischen Eigenschaften des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 in
Verhaltensuntersuchungen und eine verminderte Fos-Expression in den aufgearbeiteten
Gewebeschnitten festgestellt werden, doch blieb eine elektrophysiologische Abklirung
der beobachteten Effekte bislang aus. Mit der vorliegenden Arbeit wurde nun zum
ersten Mal der Einfluss des Cannabinoidrezeptoragonisten auf die reizinduzierte
Aktivitdt nozizeptiver Neurone des Riickenmarks wiahrend des Zustandes -einer
andauernden Entziindung mit dem optischen Verfahren zur Ableitung bioelektrischer

Signale untersucht.

Obwohl in den im einzelnen beschriebenen Versuchsanordnungen sowohl die Effekte
der von uns untersuchten Substanz WIN55,212-22 als auch Unterschiede zwischen
Tieren mit kiinstlich erzeugter Entziindung und solchen ohne Entziindung aufgezeigt
werden konnten, konnte dieser Nachweis in der vorliegenden Arbeit nicht erbracht
werden. Eine mogliche Ursache kann in der mangelnden Sensitivitdt des optischen
Verfahrens zur Detektion der gesteigerten Spontanaktivitit [88, 73] der
Hinterhornneurone im Zustand der Entziindung liegen. Der Grund fiir den mangelnden
Effekt des Cannabinoidrezeptorantagonisten WINS55,212-2 in unserem Versuchsaufbau
kann aber nicht in dem optischen Verfahren gesucht werden, da durch die Inhibition der
glutamatergen Erregung ein eindeutiger Nachweis fiir die Relevanz dieses Verfahrens
zur Untersuchung der Mechanismen der nozizeptiven Erregungsiibertragung vorliegt.
Vielmehr muss hier das Endocannabinoidsystem selbst als Ursache in Betracht gezogen
werden. Eine fehlende Interaktion der von uns verwendeten Substanz WINS55,212-2 mit
einem der Cannabinoidrezeptoren kann in unserem Fall ebenfalls ausgeschlossen
werden, da sich WIN55,212-2 in vorhergehenden Untersuchungen als unselektiver

Agonist an beiden bisher bekannten Cannabinoidrezeptoren gezeigt hat [82, 63, 35, 76].
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Auch eine unzureichende Konzentration bzw. eine fehlerhafte Dosierung des
Cannabinoidrezeptoragonisten WIN555,212-2 kann in diesem Fall nicht als Ursache fiir
einen mangelnden Effekt herangezogen werden, da dieselbe badapplizierte
Konzentrierung in den Untersuchungen von Martin zu einem Effekt fiihrte [63].
Demnach muss die Ursache fiir die ausgebliebenen cannabinoidergen Effekte eher in
dem Wirkungsort oder der Wirkungsweise der Cannabinoide liegen. Denn obwohl in
den bisherigen Untersuchungen durch systemische [34] oder intrathekale [63]
Verabreichung der Cannabinoide eindeutige Effekte erzielt wurden, bleibt der Nachweis
eines definitiven Wirkungsortes bislang aus. Homann [34] und Martin [63] weisen in
thren Untersuchungen auf eine mogliche Penetration des Cannabinoids in nicht
untersuchte Hirnstrukturen hin. Durch diese Verschleppung des Wirkstoffs konnten die
beschriebenen Effekte der Cannabinoide auch ausgelost worden sein. In diesem Fall
wiirde eine alleinige Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 auf
dem Riickenmarkspriparat nicht den gewliinschten Effekt erbringen. Diese Moglichkeit
wird durch neuere Untersuchungen gestiitzt, in denen sich Hinweise auf ein tonisch
aktives Endocannabinoidsystem mehren [37, 87]. Diesen Untersuchungen zufolge greift
das Endocannabinoidsystem bzw. exogene Cannabinoide durch eine deszendierende
Modulation der nozizeptiven Erregungsiibertragung tiber die Freisetzung glutamaterger
und glycinerger Neurotransmitter im Riickenmark und hoher geordneten Zentren in die
Nozizeption ein [37, 87]. Demnach erscheint es plausibel, dass Hohmann [36] bei
Untersuchungen an Ratten mit durchtrenntem Riickenmark im Gegensatz zu Ratten mit
intaktem Riickenmark keine Inhibition der Erregung von WDR-Neurone durch noxische
thermische Stimuli nachweisen konnte. Bei einer Untersuchung am Riickenmark in vivo
bleibt dabei dieser Einfluss im Gegensatz zu unserem Versuchaufbau erhalten, solche
Verfahren sind aber ausgesprochen aufwendig und risikoreich. Die Abkopplung des
Gewebeschnittes von deszendierenden inhibitorischen Riickenmarksbahnen [40, 37, 87]
konnte also in unserer Untersuchung zu einer verminderten Wirkung der Cannabinoide

auf die Erregung beigetragen haben.

Die Tatsache, dass in unserem Versuchsaufbau mit der Inhibition der glutamatergen
Transmission nozizeptiver Signale die Ergebnisse von Ziskind-Conhaim [129] oder

Ikeda [42] reproduziert werden konnten, bestitigt die Relevanz dieses Modells fiir die
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Untersuchung neuronaler Erregung im Rahmen der Nozizeption. Daher ist es notwendig
weitere Untersuchungen mit diesem Versuchaufbau zu betreiben, um einen tieferen
Einblick in die Mechanismen der Nozizeption zu erlangen.

Augenscheinlich konnen die analgetische Eigenschaften der Cannabinoide bzw. des
Endocannabinoidsystems aber nicht mit diesem Verfahren untersucht werden.
Weiterhin ist es daher unumgénglich zusitzliche Untersuchungen iiber die Effekte
exogener wie auch endogener Cannabinoide anzustreben, um Patienten moglichst frith
einen Zugang zu einer effektiven Schmerztherapie mit Cannabinoiden gewidhren zu
konnen. Dabei sollte vor allem die topische Applikation der Cannabinoide im
Vordergrund stehen, um die unerwiinschten psychotropischen Nebenwirkungen dieser
Substanzen zu begrenzen, da diese der limitierende Faktor bei einer Anwendung am

Patienten sind.



5.Zusammenfassung Seite 68

5. Zusammenfassung

Effekte des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 auf die reizinduzierte
Aktivitiat im Riickenmark der Ratte

Gegenstand der vorliegenden Untersuchung war die Analyse der Wirkung des
Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 auf die reizinduzierte Aktivitdt im
Riickenmarksgewebeschnitt der Ratte. Zur Untersuchung der neuronalen Aktivitdt der
oberflachlichen Riickenmarksschichten wurde die Eintrittszone der Hinterhornwurzel
durch elektrische Einzelreize stimuliert.

Zur Erfassung rdumlich-zeitlicher Aktivitdtsmuster dienten ein spannungsempfindlicher
Farbstoff sowie ein schnelles optisches Registrierverfahren. Die Signalregistrierung
beruhte auf der Messung der Fluoreszenzanderung des Farbstoffes in Abhingigkeit vom
Membranpotential der Nervenzellen. Der Zustand einer Entziindung der Hinterpfote
wurde durch die Injektion einer definierten Menge von CFA kiinstlich ausgelost.

Die Applikation des Cannabinoidrezeptoragonisten WINS55,212-2 fiihrte in keinem der
Versuche zu einer signifikanten Verdnderung der Signalamplitude. Die rdumlich-
zeitliche Ausbreitung der neuronalen Erregung des Riickenmarks wurde ebenfalls nicht
beeinflusst. Zudem zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Untersuchungstieren mit kiinstlich ausgeldster Entziindung und solchen ohne
Entziindung.

Die Ergebnisse legen nahe, dass WIN55,212-2 seine Wirkung vermutlich durch eine
Modulation deszendierender inhibitorischer Bahnen ausiibt, welche diesem
Untersuchungsmodell vorenthalten bleiben.

Die tierexperimentelle Arbeit wurde vom Regierungspriasidenten Miinster mit dem
Schreiben vom 19.12.2002 (Aktenzeichen 50.0835.1.0 G 79/2002) genehmigt.

Tag der miindlichen Priifung:30.04.2010
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9.1 Statistische Daten

Lamina I/1l

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung Yl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung Yl n=3
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.1

Lamina I/l

25ms zum Zeitpunkt

mit Entziindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.2

Lamina I/l

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.3

Lamina llI

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entziindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.4

Lamina Il

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung YIl n=3
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab. 5

Lamina IlI

500ms zum Zeitpunkt

mit Entziindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab. 6

Lamina I/V

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.7

50% Reizintensitat
t=10
89,06+/-5,57%
92,31+/-0,42%
92,97+/-5,09%
94,23+/-5,16%

0,919

50% Reizintensitat
t=10
96,15+/-4,79%
95,91+/-6,21%
89,82+/-6,91%
93,23+/-1,84%

0,913

50% Reizintensitat
t=10
123,39+/-28,36%
108,63+/-0,00%
100,00+/-19,85%
121,42+/-9,52%

0,894

50% Reizintensitat
t=10
86,904+/-7,73%
100+/-13,14%
95,55+/-0,0%
99,27+/-10,47%

0,506

50% Reizintensitat
t=10
94,22+/-4,63%
91,42+/-8,41%
103,88+/-4,44%
97,22+/-5,62%

0,518

50% Reizintensitat
t=10
109,49+/-22,96%
102,57+/-3,34%
106,48+/-14,49%
117,12+/-7,25%

0,935

50% Reizintensitat
t=10
103,61+/-11,14%
102,08+/-6,67%
93,33+/-12,67%
110,00+/-12,75%

0,897

t=20
90,58+/-8,22%
78,91+/-7,15%
83,19+/-8,06%
87,95+/10,76%
0,763

t=20
87,70+/-6,75%
84,96+/-5,60%
80,98+/-7,21%
95,79+/-2,73%
0,576

t=20
108,44+/-38,40%
89,30+/-23,40%
108,22+/-13,97%
122,85+/-6,99%
0,775

t=20
83,58+/-9,96%
86,22+/-13,92%
102,50+/-5,46%
90,41+/-4,10%
0,524

t=20
84,05+/-8,85%
83,49+/-13,02%
98,33+/-5,73%
99,66+/-4,73%
0,308

t=20
79,20+/-28,11%
87,38+/-14,25%
102,77+/-13,62%
125,07+/-6,81%
0,374

t=20
81,11+/-16,48%
73,21+/-7,64%
85,00+/-5,63%

t=30
75,67+/-9,32%
87,73+/-6,17%
73,78+/-4,70%
93,10+/-6,48%
0,24

t=30
84,33+/-7,03%
78,41+/-4,50%
72,40+/-4,27%
88,33+/-7,19%
0,418

t=30
116,24+/-45,16%
91,57+/-27,76%
103,89+/-12,04%
84,95+/-6,02%
0,851

t=30
85,88+/-15,52%
90+/-11,59%
96,94+/-4,44%
88,95+/-11,20%
0,941

t=30
85,57+/-9,74%
75,97+/-18,32%
103,61+/-3,44%
88,22+/-7,81%
0,235

t=30
98,09+/-34,63%
86,93+/-14,25%
102,77+/-12,42%
78,93+/-6,21%
0,894

t=30

88,05+/-17,27%
76,04+/-16,90%
102,77+/-3,67%

103,33+/-13,33% 106,66+/-1034%

0,325

0,241
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50% Reizintensitat
t=10
115,32+/-21,32%
102,50+/-2,76%
114,53+/-11,60%
90,47+/-5,80%

Lamina I/V

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entziindung DMSO n=5

t=20

88,05+/-28,59%
83,59+/-22,36%
100,18+/-8,62%
123,72+/-4,31%

t=30
93,28+/-29,94%
74,54+/-20,35%
96,01+/-7,15%
80,98+/-3,57%

One Way ANOVA (p) 0,653 0,403 0,814
Tab.8

Lamina I/l 100% Reizintensitat

Peak zum Zeitpunkt t=10 t=20 t=30

mit Entzindung YII n=6

mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entziindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab..9

Lamina I/l

25ms zum Zeitpunkt

mit Entziindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.10

Lamina I/l

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YII n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung YIl n=3
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.11

Lamina llI

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.3.12

Lamina Il

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.3.13

Lamina llI

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entziindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.14

Lamina I/V

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YII n=6

mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.15

98,58+/-6,82%
89,35+/-7,58%
90,41+/-8,01%
95,82+/-2,59%
0,767

100% Reizintensi
t=10
98,78+/-4,75%
94,97+/-2,68%
87,11+/-13,50%
89,00+/-4,64%
0,884

100% Reizintensi
t=10
84,05+/-10,86%
85,77+/-14,79%
83,36+/-12,52%
96,77+/-5,60%
0,866

83,35+/-3,64%
80,76+/-4,82%
86,92+/-6,93%
89,35+/-9,90%

0,829

tat

t=20

83,63+/-4,27%

96,69+/-2,16%

80,32+/-14,37%

80,16+/-8,12%
0,668

tat

t=20

57,22+/-15,67%

104,04+/-12,85%

65,53+/-23,79%

110,87+/-10,64%
0,206

100% Reizintensitat

t=10
91,77+/-2,96%
92,20+/-5,53%
89,17+/-5,84%
97,68+/-4,00%
0,771

t=20
88,94+/-8,08%
82,92+/-1,97%
78,46+/-8,18%
96,75+/-7,19%
0,535

100% Reizintensitat

t=10
99,04+/-5,02%
105,37+/-6,50%
87,30+/-10,51%
92,32+/-4,56%
0,539

t=20
87,27+/-5,16%
105,98+/-3,15%
79,76+/-12,49%
88,74+/-11,22%
0,387

100% Reizintensitat

t=10
130,52+/-32,43%
135,79+/-12,39%
77,87+/-50,02%
103,12+/-22,37%
0,819

100% Reizintens
t=10

102,77+/-10,13%

115,68+/-8,46%

83,80+/-16,17%

75,33+/-10,41%
0,200

t=20

104,26+/-33,30%

117,46+/14,30%
62,26+/-25,45%

74,95+/-6,12%
74,98+/-5,00%
79,19+/-4,67%
81,95+/5,38%
0,769

t=30
77,15+/-4,83%
81,54+/-3,95%
78,28+/-11,14%
78,83+/-7,08%
0,985

t=30
66,24+/-12,82%
77,68+/-1,03%
76,83+/-11,80%
86,55+/-5,28%
0,675

t=30
78,10+/-6,06%
75,09+/-17,94%
91,45+/-4,93%
92,52+/-7,45%
0,272

t=30
76,81+/-4,78%
84,87+/-13,73%
86,90+/-8,31%
88,56+/-7,90%
0,765

t=30
111,80+/-37,79%
93,64+/-7,19%
71,35+/-24,53%

100,16+/-11,38% 77,50+/-10,97%

0,656

itat

t=20

96,66+/-12,29%

122,67+/-8,46%

83,80+/-21,53%

80,33+/-8,37%
0,311

0,785

t=30
85,00+/-8,06%
87,26+/-33,36%
101,26+/-17,33%
73,66+/-13,00%
0,820



9. Anhang

Lamina I/V

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung YIl n=6

mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung YIl n=3
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.16

100% Reizintensitat

t=10
124,30+/-24,46%
122,94+/-9,28%
63,33+/-32,23%
83,50+/-14,41%
0,454

t=20
96,34+/-23,65%
96,26+/-19,79%
57,85+/-17,73%
106,83+/-7,93%
0,531

t=30
101,15+/24,83%
76,56+/-12,89%
62,44+/-14,16%
68,75+/-6,33%
0,497

Tab.1-16:Statistische Daten der bioelektrischen Signale der Lamina I-IV nach Rexed. Die nach Schicht und Versuchsphase
geordneten Daten geben den Mittelwert +/- SEM(Standardfehler des Mittelwertes) wieder. Die Signifikanz p wurde mit dem One
Way ANOVA-Test untersucht. Die Zeitpunkte t=10 bis t=30 sind Zeitpunkte aus der Versuchsphase in denen der Losungvermittler
DMSO(0,1pmol) appliziert wurde. Die einzelnen Tabellen geben jeweils den Peak, als Zeipunkt der starksten Deflektion, den 25ms
Zeitpunkt, sowie den 500ms Zeitpunkt nach Reizung an. 50% Reizintensitét entspricht SuA, 100% Reizintensitét entspricht 10pA

Lamina I/11
Peak zum Zeitpunkt
mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung Kontrolle n=8
ohne Entzindung WIN n=7
ohne Entziindung Kontrolle n=5
One Way ANOVA (p)
Tab.17
Lamina I/11
25ms zum Zeitpunkt
mit Entzindung WIN n=12
mit Entziindung Kontrolle n=8
ohne Entzindung WIN n=7
ohne Entzindung Kontrolle n=5
One Way ANOVA (p)
Tab.18
Lamina I/11
500ms zum Zeitpunkt
mit Entzindung WIN n=12
mit Entziindung Kontrolle n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entziindung Kontrolle n=5
One Way ANOVA (p)
Tab.19
Lamina Il
Peak zum Zeitpunkt
mit Entzindung WIN n=12
mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)
Tab.20
Lamina Il
25ms zum Zeitpunkt
mit Entztndung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)
Tab.21
Lamina Il
500ms zum Zeitpunkt
mit Entztndung WIN n=12
mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)
Tab.22

Reizintensitat 50%

t=10
99,89+/-5,32%
92,31+/-5,09%
106,02+/4,81%
94,23+/-5,16%
0,351

t=20
96,62+/-5,15%
78,91+/-8,06%
98,74+/-2,30%
87,95+/-10,76%
0,146

Reizintensitat 50%

t=10
100,23+/-2,96%
95,91+/-6,91%
104,55+/-6,78%
93,23+/-1,84%
0,524

t=20
90,11+/-2,33%
84,96+/-7,21%
93,88+/-9,59%
95,79+/-2,73%
0,639

Reizintensitat 50%

t=10
127,27+/-8,60%

t=20

117,84+/-10,70%

108,63+/-19,85% 89,30+/-13,97%

85,19+/-12,72%
121,42+/-9,92%
0,149

94,83+/-14,49%
122,85+/-6,99%
0,208

Reizintensitat 50%

t=10
105,80+/-9,43%
100,00+/0,00%
100,76+/-5,16%
99,27+/-10,47%
0,925

t=20
102,92+/-6,45%
86,22+/-5,46%
98,00+/-1,83%
90,41+/-4,10%
0,159

Reizintensitat 50%

t=10
105,02+/-5,72%
91,42+/-4,44%
96,28+/-2,09%
97,22+/-5,62%
0,255

t=20
99,91+/-5,56%
83,49+/-5,73%
86,34+/-7,00%
99,66+/-4,73%
0,133

Reizintensitat 50%

t=10
110,04+/-5,09%

t=20
96,90+/-7,44%

t=30
91,07+/-8,06%
87,73+/-4,70%
92,86+/-3,74%
93,10+/-6,48%
0,954

t=30
86,97+/-3,70%
78,41+/-4,27%
95,05+/-12,90%
88,33+/-7,19%
0,451

t=30
101,82+/-7,53%
91,57+/-12,04%
80,96+/-12,75%
84,95+/-6,02%
0,448

t=30
86,06+/-9,24%
90,00+/-4,44%
92,95+/-3,59%
88,95+/-11,20%
0,939

t=30
91,833+/-5,70%
75,97+/-3,44%
83,89+/-3,98%
88,22+/-7,81%
0,185

t=30
95,60+/-8,55%

102,57+/-14,49% 87,38+/-13,62% 86,93+/-12,42%

87,38+/-11,97%
117,12+/-7,25%
0,275

89,89+/-12,71%
125,07+/-6,81%
0,162

70,35+/-8,48%
78,93+/-6,21%
0,296
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Lamina I/V

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.23

Lamina I/V

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.24

Lamina I/11

Peak zum Zeitpunkt

mit Entztndung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.25

Lamina I/11

25ms zum Zeitpunkt

mit Entztndung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entzindung WIN n=7
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.26

Lamina I/11

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.27

Lamina Il

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entziindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.28

Lamina llI

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entztndung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.29

Lamina Il

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.30

Reizintensitat 50%

t=10

122,40+/-21,44% 96,55+/-7,64%
102,08+/-12,67% 73,21+/-5,63%
89,04+/-5,62%
103,33+/-13,33%

98,09+/-4,71%

110,00+/-12,75%

0,739

t=20

0,091

Reizintensitat 50%

t=10
115,64+/-4,68%

90,47+/-5,80%
0,616

t=20

102,94+/-8,74%
102,50+/-11,60% 83,59+/-8,62%
103,42+/-25,27%

Reizintensitat 100%

t=10
93,26+/-3,53%
89,35+/-8,01%
91,49+/-3,54%
95,82+/-2,59%
0,872

t=20
93,61+/-4,84%
80,76+/-6,93%
89,78+/-2,04%
89,35+/-9,90%
0,431

Reizintensitat 100%

t=10
96,53+/-2,64%
94,97+/-13,50%
91,53+/-2,01%
89,00+/-4,64%
0,895

t=20
91,33+/-2,22%
96,69+/-14,37%
91,18+/-2,51%
80,16+/-8,12%
0,637

Reizintensitat 100%

t=10
96,71+/-6,83%

t=20
99,08+/-8,77%

101,10+/-27,57%
123,72+/-4,31%
0,402

t=30

105,91+/-15,97%

76,04+/-3,67%
81,74+/-5,25%

0,232

t=30
100,72+/-9,04%
74,54+/-7,15%
75,09+/-10,04%
80,98+/-3,57%
0,092

t=30
87,88+/-3,77%
74,98+/-4,67%
87,52+/-1,75%
81,95+/-5,38%
0,100

t=30
84,63+/-1,73%
81,54+/-11,14%
81,13+/-5,00%
78,83+/-7,08%
0,936

t=30
84,10+/-8,39%

85,77+/-12,52% 104,04+/-23,79% 77,68+/-11,80%
83,41+/-11,04% 109,96+/-24,13% 89,81+/-9,91%

96,77+/-5,60%
0,664

110,87+/-10,64%

0,957

Reizintensitat 100%

t=10
85,78+/-8,88%
92,20+/-5,84%
89,53+/-3,57%
97,68+/-4,00%
0,762

t=20
93,03+/-3,25%
82,92+/-8,18%
87,54+/-2,67%
96,75+/-7,19%
0,355

Reizintensitat 100%

t=10
95,80+/-3,49%

t=20

103,33+/-7,15%

86,55+/-5,28%
0,859

t=30
86,30+/-2,74%
75,09+/-4,93%
84,25+/-2,73%
92,52+/-7,45%
0,070

t=30
86,55+/-2,96%

105,37+/-10,51% 105,98+/-12,49% 84,87+/-8,31%

93,30+/-3,41%
92,32+/-4,56%
0,483

89,40+/-3,89%

88,74+/-11,22%

0,457

Reizintensitat 100%

t=10
94,12+/-5,82%

135,79+/-50,02% 117,46+/-25,45%
105,13+/-19,15%
103,12+/-22,37% 100,16+/-11,38%

85,62+/-12,70%

0,576

t=20
91,81+/-8,56%

0,704

84,24+/-3,69%
88,56+/-7,90%
0,963

t=30
80,21+/-8,00%
93,64+/-24,35%
87,03+/-13,67%
77,50+/-10,97%
0,889

106,66+/-10,34%
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Lamina IV

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.31

Lamina IV

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung WIN n=12
mit Entzindung DMSO n=8
ohne Entziindung WIN n=7
ohne Entzindung DMSO n=5
One Way ANOVA (p)

Tab.32

Reizintensitat 100%

t=10 t=20 t=30

97,02+/-6,15% 92,79+/-5,59% 88,61+/-4,94%

115,68+/-16,17% 122,67+/-21,53% 87,26+/-17,33%

94,98+/-6,35% 95,22+/-3,71% 84,63+/-6,28%

75,33+/-10,41% 80,33+/-8,37% 73,66+/-13,00%
0,130 0,140 0,816

Reizintensitat 100%

t=10 t=20 t=30
88,80+/-6,66% 92,68+/-7,40% 81,77+/-7,45%
122,94+/-32,33% 96,26+/-17,73% 76,56+/-14,16%

86,92+/-% 94,34+/-13,78% 92,84+/-15,,36%
83,50+/-14,41% 106,83+/-7,93% 68,75+/-6,33%
0,437 0,894 0,618

Tab.17-32:Statistische Daten der bioelektrischen Signale der Lamina I-IV nach Rexed. Die nach Schicht und Versuchsphase
geordneten Daten geben den Mittelwert +/- SEM(Standardfehler des Mittelwertes) wieder. Die Signifikanz p wurde mit dem One
Way ANOVA-Test untersucht. Die Zeitpunkte t=10 bis t=30 sind Zeitpunkte aus der Versuchsphase in denen WINS55,212-
22(10pmol)+DMSO(0,1 pmol) appliziert wurde. Die einzelnen Tabellen geben jeweils den Peak, als Zeipunkt der stiarksten
Deflektion, den 25ms Zeitpunkt, sowie den 500ms Zeitpunkt nach Reizung an. 50% Reizintensitét entspricht SuA, 100%

Reizintensitét entspricht 10pA



9. Anhang VI
Lamina I/l 50% Reizintensitat
Peak zum Zeitpunkt t=10 t=20 t=30 t=40

mit Entziindung APV&CNQX n=11

Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.33

Lamina I/11

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11

Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.34

Lamina I/l

500ms zum Zeitpunkt

mit Entziindung APV&CNQX n=11

Kontrolle (entziindet) YIlI n=6
t-Test (p)

Tab.35

Lamina Il

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11

Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.36

Lamina Il

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11

Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.37

Lamina llI

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11

Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)
Tab.38

100,89+/-3,51%
89,06+/-5,57%
0,078

88,32+/-3,61%
90,58+/-8,22%
0,774

85,68+/-3,86%  37,98+/-3,97%
75,67+/-9,32%  70,95+/-4,82%
0,259 <0,001

50% Reizintensitat

t=10 t=20

87,99+/-2,18% 79,72+/-1,24%

96,15+/-4,79% 87,70+/-6,75%
0,094 0,141

t=30 t=40
70,49+/-2,26% 35,53+/-3,09%
84,33+/-7,03% 69,65+/-4,84%

0,034 <0,001

50% Reizintensitat

t=10 t=20 t=30 t=40

92,92+/-6,27% 83,98+/-4,49% 70,83+/-5,34% 47,42+/-6,16%

123,39+/-28,36% 108,44+/-38,40% 116,24+/-45,16% 71,08+/-9,92%
0,188 0,4 0,192 0,049

50% Reizintensitat

t=10 t=20

83,28+/3,75% 80,08+/-1,89%

94,23+/-4,63% 84,06+/-8,85%
0,095 0,571

t=30 t=40
68,63+/-4,09% 32,90+/-2,32%
85,57+/-9,74% 75,88+/-7,30%

0,079 <0,001

50% Reizintensitat

t=10 t=20

96,75+/-9,44% 95,25+/-9,29%

109,49+/-22,96% 79,20+/-28,11%
0,552 0,512

t=30

79,25+/8,90%

98,09+/-34,63%
0,507

t=40

74,45+/-9,66%
0,112

50% Reizintensitat

t=10 t=20

96,90+/-6,29% 89,28+/-2,01%

86,90+/-7,73% 83,58+/-9,96%
0,346 0,469

t=30

89,07+/-3,97%

85,88+/-15,25%
0,798

t=40

38,41+/-3,50%

69,20+/-8,78%
0,001

t=50
25,92+/-2,28%
68,16+/-8,21%
<0,001

t=50
52,50+/-7,98% 40,80+/-4,36%
85,71+/-15,01%

t=50
24,91+/-4,48%
66,31+/-8,91%
<0,001

t=50
27,48+/-3,78%
70,63+/-2,18%
<0,001

t=50
28,38+/-1,04%
69,12+/5,23%
<0,001

t=50

38,01+/-2,88%

95,59+/-19,34%
0,001

0,002

t=100

64,46+/-4,04%

46,06+/-5,11%
0,014

t=100

60,25+/-2,54%

53,80+/-6,52%
0,287

t=100

73,9+/-3,90%

80,93+/-19,9%
0,646

t=100
61,20+/-2,67%
53,74+/-9,37%

0,345

t=100
79,86+/-4,70%
83,48+/-18,50%

0,81

t=100
61,14+/-2,88%
51,90+/-3,94%

0,077
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Wil

Lamina I/V

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entztindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.39

Lamina I/V

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entziindet) YIlI n=6
t-Test (p)

Tab.40

Lamina I/l

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.41

Lamina I/l

25ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.42

Lamina I/l

500ms zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.43

Lamina IlI

Peak zum Zeitpunkt

mit Entzindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entztindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.44

Lamina Il

25ms zum Zeitpunkt

mit Entziindung APV&CNQX n=11
Kontrolle (entziindet) YIl n=6
t-Test (p)

Tab.45

50% Reizintensitat

t=10 t=20

90,90+/-4,64% 88,26+/-4,76%

103,61+/-11,14% 81,11+/-16,48%
0,233 0,605

50% Reizintensitat

t=10 t=20

102,55+/-10,19% 93,97+/-10,64%

115,32+/-21,32% 88,05+/-28,59%
0,547 0,818

100% Reizintensitat

t=10 t=20 t=30
91,75+/-2,70% 88,94+/-1,89% 60,04+/-4,09%
98,58+/-6,82%  83,35+/-3,64% 74,95+/-6,12%

0,284 0,149

100% Reizintensitat

t=10 t=20 t=30
83,10+/-2,29%  82,05+/-2,20% 49,05+/-3,31%
83,63+/-4,27% 77,16+/-4,83%
0,004 0,718 <0,001

98,78+/-4,75%

100% Reizintensitat

t=10 t=20 t=30
87,18+/-3,42%  82,72+/-2,29% 52,82+/-6,70%
84,05+/-10,86% 57,22+/-15,67% 66,24+/-12,82%

0,735 0,045

100% Reizintensitat

t=10 t=20
93,54+/-1,28% 90,13+/-3,38%
91,77+/-2,96% 88,94+/-8,08%

0,529 0,875

100% Reizintensitat

t=10 t=20
80,27+/-2,19% 75,57+/-2,27%
99,04+/-5,02% 87,28+/-5,16%

71,75+/-7,94%
88,06+/-17,27%
0,339 0,001 <0,001 0,236

80,60+/-12,78%
93,28+/-29,94%
0,654 0,482

60,30+/-3,39%
78,10+/-6,06%
0,014 <0,001

44,91+/-2,80%
76,81+/-4,78%
0,001 0,029 <0,001

t=40 t=50 t=100
36,21+/-3,69% 30,19+/-2,77% 73,64+/-5,80%
65,56+/-7,54% 78,61+/-10,00% 59,84+/-10,91%

t=40 t=50 t=100
62,83+/-11,06% 46,96+/-6,84% 76,08+/-11,75%
73,88+/-2,75% 90,04+/-20,40% 65,88+/-9,11%

0,026 0,567

t=40 t=50 t=100
41,48+/-2,93% 45,71+/-3,38% 64,52+/-3,28%

76,22+/-7,67% 57,47+/-7,46%

<0,001

56,57+/-4,46%
0,118 0,171

t=40 t=50 t=100

35,98+/-3,37%  37,20+/-1,89%
59,62+/-10,03% 52,44+/-7,52%

77,2+/-6,26%
<0,001

57,58+/-3,06%

0,01 0,464

t=40 t=50 t=100

44,73+/-3,52%  43,73+/-3,44%

71,77+/-4,09%

73,39+/-10,78% 60,76+/-11,02% 62,71+/-10,78%

0,007

t=40
45,64+/-1,93%
69,14+/-6,93%

t=40
34,00+/-4,99%
77,71+/-5,27%
<0,001

0,084 0,359

t=50 t=100

46,11+/-1,91%  61,53+/-2,62%

63,69+/-5,17%  53,33+/-2,01%
0,002 0,052

t=50 t=100
33,10+/-0,96% 57,14+/-3,22%
62,22+/-9,68%  56,78+/-6,00%
<0,001 0,954
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Lamina Il 100% Reizintensitat

500ms zum Zeitpunkt t=10 t=20 t=30 t=40 t=50 t=100

mit Entzindung APV&CNQX n=11 84,66+/-4,49% 85,23+/-2,91% 49,92+/-6,22% 51,31+/-8,10% 47,51+/-3,74% 77,26+/-5,49%
Kontrolle (entzindet) YIl n=6 130,52+/-32,43% 104,26+/-33,30% 111,80+/-37,79% 82,07+/-3,87% 72,69+/-14,69% 70,58+/-14,54%
t-Test (p) 0,076 0,445 0,046 0,017 0,049 0,611
Tab.46

Lamina I/V 100% Reizintensitat

25ms zum Zeitpunkt t=10 t=20 t=30 t=40 t=50 t=100

mit Entzindung APV&CNQX n=11 82,08+/-3,55% 77,97+/-3,54% 60,92+/-13,81% 51,25+/-8,79%  44,32+/-6,55% 66,98/-5,66%
Kontrolle (entziindet) YIl n=6 102,78+/-10,13% 96,67+/-12,29% 85,00+/-8,06% 74,44+/-10,63% 72,78+/-9,44% 56,11+/-4,67%
t-Test (p) 0,032 0,083 0,244 0,125 0,023 0,219
Tab.47

Lamina I/V 100% Reizintensitat

500ms zum Zeitpunkt t=10 t=20 t=30 t=40 t=50 t=100

mit Entzindung APV&CNQX n=11 85,45+/-5,12% 83,19+/-4,10% 53,58+/-7,91% 59,80+/-10,40% 55,28+/-6,74% 78,92+/-4,97%
Kontrolle (entziindet) YIl n=6 124,30+/-24,46% 96,34+/-23,65% 101,15+/-24,83% 97,77+/-7,98% 77,12+/-12,36% 76,99+/-10,58%
t-Test (p) 0,058 0,474 0,038 0,026 0,109 0,852
Tab.48

Tab.33-48:Statistische Daten der bioelektrischen Signale der Lamina I-IV nach Rexed. Die nach Schicht und Versuchsphase geordneten Daten geben den Mittelwert +/- SEM(Standardfehler des Mittelwertes)
wieder. Die Signifikanz p wurde mit dem One Way ANOVA-Test untersucht. Die Zeitpunkte t=10 bis t=30 sind Zeitpunkte aus der Versuchsphase in denen APV(50pmol)+DMSO(0,1pmol) appliziert wurde.
Die Zeipunkte t=40 und t=50 représentieren die Applikation von APV (50umol)+CNQX(10pumol)+DMSO(0,1pmol). Die einzelnen Tabellen geben jeweils den Peak, als Zeipunkt der stirksten Deflektion, den
25ms Zeitpunkt, sowie den 500ms Zeitpunkt nach Reizung an. 50% Reizintensitit entspricht SpA, 100% Reizintensitit entspricht 10pA
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9.2 Tierexperimentelle Genehmigung

i

Bezirksregierung Miinster | )

Bezirksregierung Munster e 48128 Miinster Dienstgebsude:

Domplatz 1-3
Gegen Empfangsbekenntnis Tbﬂ:cf;:agz;n 3””
Herrn Telefax: 2115
Prof. Dr. med. Erwin-Josef Speckmann iﬁ‘;ﬁn‘gimm_
Institut fiir Physiologie Frau Mollers
-Institut fiir Experimentelle Epilepsie- E-Mail:

irmgard llers@bezreg: nrw.de

forschung- Aktenzeichen:

des Universititsklinikums Miinster 50.0835.1.0 (G 79/2002)
Robert-Koch-Str. 27 a ' &
48149 Miinster A "1 Dez.2002
Tierschutz;

Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Thr Antrag vom 10.10.2002, hier eingegangen am 06.11.2002

Genehmigungsbescheid:
Sehr geehrter Herr Professor Speckmann,
gemiB § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) vom 25. Mai 1998 (GBGL.1S. 1105) in der zur Zeit
geltenden Fassung wird Ihnen die Genehmigung zur Durchfiihrung nachstehenden Ver-
suchsvorhabens erteilt:

»Experimentelle Epilepsieforschung®. (10 Teilprojekte gem. Antrag)

Leiter des Versuchsvorhabens und seine Stellvertreter sind:

Herr Frau

Prof. Dr. med. E.-J. Speckmann Prof. Dr. rer. nat. Heidrun Straub
Institut fiir Physiologie Institut fiir Physiologie

-Institut fiir Experimentelle des Universititsklinikums Miinster
Epilepsieforschung- Robert-Koch-Str. 27 a

des Universitétsklinikums Miinster 48149 Miinster

Robert-Koch-Str. 27 a

48149 Miinster

Griines Umweltschutztelefon: (0251) 411-3300

E-Mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de o Internet: www.bezreg-muenster.nrw.de
zentrale Telefaxnummer: (0251) 411-2525

Konten der Landeskasse Mnster:

Deutsche Bundesbank - Filiale Manster - BLZ: 400 000 00 Konto: 40001 520

Westd he Landesbank Gi le Mainster BLZ: 400 500 00 Konto: 61820
PNV ab Hbf' Linien 14 » 20 bis Haltestelle Domplatz, Linien 2 ¢ 10 ® 11 ¢ 12 bis




9. Anhang

Herr

Prof. Dr. med. Ulrich Altrup
Institut fiir Experimentelle
Epilepsieforschung

des Universititsklinikums Miinster
Robert-Koch-Str. 27 a

48149 Miinster

Herr

Prof, Dr. rer. nat. Ulrich MuBhoff
Institut fiir Physiologie

des Universititsklinikums Miinster
Robert-Koch-Str. 27 a

48149 Miinster

Diese Genehmigung gilt bis zum 31. 12. 2005.
Zur Durchfithrung des Versuchsvorhabens diirfen folgende Tiere verwendet werden:

100 Miuse,
500 Ratten,
30 Frosche,
500 Landschnecken.

Mit dem Versuchsvorhaben darf erst nach Vorliegen dieser Genehmigung begonnen werden.

Sofern der Leiter des Versuchsvorhabens oder seine Stellvertreter wechseln, ist mir dieser
Wechsel unverziiglich anzuzeigen.

Diese Genehmigung wird zuriickgenommen, wenn bei der Erteilung die Voraussetzungen
nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht gegeben waren.

Sie wird widerrufen, wenn die Voraussetzungen nach § 8 Abs. 3 TierSchG nicht mehr
gegeben sind und dem Mangel nicht innerhalb einer von mir zu bestimmenden Frist
abgeholfen wird; sie kann widerrufen werden, wenn ihre Bedingungen und Auflagen nicht
erfiillt werden oder den Vorschriften des § 9 Abs. 2 TierSchG wiederholt oder grob
zuwidergehandelt worden ist.

Ein Antrag auf Verlingerung der Genehmigung ist rechtzeitig vor Ablauf der Frist bei mir zu
stellen.

Da das Versuchsvorhaben iiberwiegend im offentlichen Interesse erfolgt, wird von der
Erhebung einer Verwaltungsgebiihr Abstand genommen.
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Rechtsbehelfsbelehrung:

Gegen diesen Bescheid kann innerhalb eines Monats nach Bekanntgabe Widerspruch erhoben
werden. Der Widerspruch ist bei mir unter der oben genannten Anschrift schriftlich oder zur
Niederschrift einzureichen.

Sollte die Frist durch das Verschulden eines von Thnen Bevollmachtigten versiumt werden, so
wiirde dessen Verschulden Thnen zugerechnet werden.

Ich bitte um umgehende Riickgabe des beiliegenden Empfangsbekenntnisses.

Mit freundlichen Griiflen
Im Auftrag

p
PR
\‘\‘—. o .,

Dr. Piontkowski

3/3



9. Anhang Xl

Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Minster « 48128 Minster

Dienstgebaude:
Domplatz 6-7
Frau _ 48143 Munster
Prof. Dr. Heidrun Straub Telefon: 0251 411-0
| tt tf-- Ph . | . Durchwahl: 411-2104
nstitut tur Fhysiologie Telefax: 411-2115
-Neurophysiologie- Raum: C 211
a v H P Auskunft erteilt:
Universitatsklinikum Munster Dirk Skoff
Robert-Koch-Str. 27a E-Mail:
Dez50@brms.nrw.de
Aktenzeichen:
48149 Minster : 50.0835.1.0 (G 79/2002)

2 r Oktober 2005

Tierschutz
Durchfithrung von Versuchen an Wirbeltieren

Verlangerung des Tierversuchs:

»Experimentelle Epilepsieforschung.”

Antrag vom 11.10.2005

Mein Genehmigungsbescheid vom 19.12.2002 — Az.: 50.0835.1.0 (G 79/2002) —
Sehr geehrte Frau Prof. Straub,

gem. § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Bekanntmachung vom 25.

Mai 1998 (BGBI. | S. 1105) verlangere ich auf lhren Antrag hin die Genehmigungs-
dauer fur die Durchfiihrung des o.a. Versuchsvorhabens bis zum 31.12.2006.

Mit freundlichen GriRen

ftrag
0
[ pe— &

Dr. Piontkowski
E-Mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de Konten der  Deutsche Bundesbank WestLB AG
Internet: www.bezreg-muenster.nrw.de Landeskasse - Filiale Munster Munster
Grines Umweltschutztelefon: (0251) 411 - 3300 BLZ: 400 000 00 400 500 00
OPNV - Haltestellen: Konto:-—40.001 520 61.820
Domplatz, Linien 2, 10, 11, 12, 14, 20 IBAN:  DEB34 4000 0000 0040  DE6S 4005 0000
Raphaelsklinik, Linien 2, 10, 11, 12 (Haus K) 0015 20 0000 0618 20

- - inie 17 (H
Albrecht-Thaer-StraBe, Linie 17 (Haus N) BIC:  MARKDEF1400 WELADE3M

Hauptbahnhof, ca. 100 m zu Ful (Haus S)
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Bezirksregierung Miinster

Bezirksregierung Munster » 48128 Munster

Dienstgeb&ude:
Domplatz 6-7
Frau 48143 Minster
Prof. Dr. Heidrun Straub Telefon: 0251 411-0
% e % " Durchwahl: 411-2104
Institut fur Physiologie Telefax: 411-2115
-Neurophysiologie- Raum: C211
" s . - Auskunft erteilt:
Universitatsklinikum Miinster Dirk Skoff
Robert-Koch-Str. 27a E-Mail:

Dez50@brms.nrw.de
Aktenzeichen:

48149 Minster 50.0835.1.0 (G 79/2002)

J} . Dezember 2006

Tierschutz
Durchfiihrung von Versuchen an Wirbeltieren

Verlangerung des Tierversuchs:

»Experimentelle Epilepsieforschung.”

Antrag vom 04.12.2006

Mein Genehmigungsbescheid vom 19.12.2002 — Az.: 50.0835.1.0 (G 79/2002) —

Sehr geehrte Frau Prof. Straub,

gem. § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) in der Fassung der Bekanntmachung vom 25.
Mai 1998 (BGBI. | S. 1105) verlangere ich auf Ihren Antrag hin die Genehmigungs-
dauer fur die Durchfilhrung des o.a. Versuchsvorhabens bis zum 31.12.2007.

Die Genehmigungsdauer fiir 0.g. Versuchsvorhaben ist nunmehr zweimal um ein
Jahr verlangert worden. Eine weitere Verlangerung ist daher nicht mehr mdglich, so
dass die Genehmigungsdauer am 31.12.2007 auslauft.

Mit freundlichen GriiRen
uftrag

,

(e

Dr. Piontkowski

E-Mail: poststelle@bezreg-muenster.nrw.de Konten der  Deutsche Bundesbank WestLB AG
Internet: www.bezreg-muenster.nrw.de Landeskasse - Filiale Munster Manster

Grines Umweltschutztelefon: (0251) 411 - 3300 BLZ: 400 000 00 400 500 00
OPNV - Haltestellen: Konto:— 40 001 520 61820
Domplatz, Linler2,10; 11,12, 14,20 IBAN: DE34 4000 0000 0040  DESS5 4005 0000

Bezirksregierung I, Linie 17 (Haus N) 0015 20 0000 0618 20
BIC: MARKDEF1400 WELADE3M
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