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Referat 
Akute zentralnervöse Läsionen, wie Schädel-Hirn-Traumata (SHT), stellen eine häufige 

Ursache motorischer und sensibler Defizite sowie dauerhafter Behinderung, gerade 

auch bei jungen Patienten, dar. So ist die Suche nach neuroprotektiven Substanzen 

und Mechanismen von besonderem Interesse. In Folge einer akuten Läsion des 

zentralen Nervensystems (ZNS) kommt es zur Akkumulation schädigender 

Mediatoren, welche eine Sekundärschädigung auslösen können. Substanzen aus der 

Gruppe der endo- und exogenen Cannabinoide wurde in verschiedenen Modellen der 

akuten neuronalen Läsion neuroprotektive Eigenschaften zugeschrieben. So werden 

Prozesse des inflammatorisch geprägten Sekundärschadens, wie zum Beispiel die 

Exzitotoxizität, durch Cannabinoide begrenzt. Auch abnormal Cannabidiol (abn-CBD), 

ein synthetisches Cannabinoid ohne Affinität zu den klassischen 

Cannabinoidrezeptoren 1 und 2 (CB1- und CB2-Rezeptor), verbesserte das Überleben 

von Nervenzellen nach einer Läsion. Abn-CBD entfaltet seine Wirkung über den 

bislang nicht klonierten, aber pharmakologisch adressierbaren, abnormal Cannabidiol-

sensitiven Rezeptor, wobei weitere Targets beteiligt sein könnten. Der neuroprotektive 

Effekt scheint von einer Modulierung mikrogliärer Aktivität getragen, da er in vitro durch 

die Depletion von Mikrogliazellen aufgehoben wurde. Im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit wurde die Wirkung von abn-CBD auf Mikrogliazellen und Astrozyten in 

Zellkulturexperimenten mit dem Ziel charakterisiert, weitere Erkenntnisse über die 

beteiligten molekularen und zellulären Mechanismen zu erlangen. Im Modell des 

Scratch-Wound Assays bewirkte die Behandlung mit abn-CBD eine Verzögerung des 

astrozytären Wundschlusses nach mechanischer Schädigung. Dieser Effekt war 

abhängig von der Anwesenheit von Mikrogliazellen. Abn-CBD hemmte die Produktion 

proinflammatorischer Zytokine und Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) und 

Tumornekrosefaktor-α (TNFα) in astrozytär-mikrogliären Mischkulturen nach 

Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS), wohingegen die LPS-induzierte Produktion 

von Interleukin-6 (IL6) nicht beeinflusst wurde. Interessanterweise wurden aber auch 

Mikroglia-unabhängige Effekte in isolierten Astrozytenkulturen beobachtet. Abn-CBD 

beeinflusst somit in vitro die entzündliche Reaktion von Gliazellen, welcher auch im 

Rahmen des Sekundärschadens nach akuten zentralnervösen Läsionen eine tragende 

Rolle zukommt. Diese Befunde liefern neue Erklärungsansätze für die beschriebene 

neuroprotektive Wirkung von abn-CBD. 
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1 Einleitung 
1.1 Endocannabinoidsystem 
Die Pflanze Cannabis sativa wird seit vielen Jahrhunderten als Heilpflanze und Droge 

eingesetzt. Allerdings hat die systematische Erforschung ihrer Inhaltsstoffe eine relativ 

junge Geschichte. Sie begann mit der Isolierung und Identifizierung der molekularen 

Strukturen der pharmakologisch wirksamen Substanzen Cannabidiol und Δ9-

Tetrahydrocannabinol (Δ9-THC) in den 1960er Jahren (Mechoulam und Shvo 1963; 

Gaoni und Mechoulam 1964; Mechoulam und Gaoni 1967; Mechoulam et al. 1970; 

Gaoni et al. 1971). Während für die psychotrope Wirkung der Pflanze Cannabis sativa 

vor allem Δ9-THC verantwortlich ist, sind die in den nächsten Jahren entdeckten 

überwiegend nicht-psychotropen Phytocannabinoide keinesfalls pharmakologisch 

inaktiv (Burstein 2015). Zunächst wurde aufgrund der starken Lipophilie der 

Phytocannabinoide angenommen, sie wirkten über unspezifische Interaktionen mit der 

Zellmembran (Paton 1975; Mechoulam und Hanuš 2000). Es stellte sich jedoch 

heraus, dass Cannabinoide ihre Wirkung vor allem über spezifische Rezeptoren 

entfalten. Mit Hilfe von Tritium-markiertem CP-55,940, einem synthetischen 

Cannabinoid, konnte schließlich ein erster Rezeptor im Gehirn von Ratten 

charakterisiert werden, welcher später CB1-Rezeptor genannt wurde (Devane et al. 

1988). 1990 wurde der CB1-Rezeptor der Ratte und ein Jahr später auch der des 

Menschen kloniert (Matsuda et al. 1990; Gérard et al. 1991). Kurz darauf wurde der 

CB2-Rezeptor als zweiter Rezeptor kloniert (Munro et al. 1993). Die beiden 

Rezeptoren zeigen eine Homologie ihrer Aminosäuresequenzen von 44 % und 

unterscheiden sich bezüglich ihres pharmakologischen Profils und der Verteilung im 

Organismus (Munro et al. 1993; Felder et al. 1995; Galiegue et al. 1995). Während der 

CB1-Rezeptor vor allem auf neuronalem Gewebe zu finden ist, ist der CB2-Rezeptor 

überwiegend peripher und auf Zellen des Immunsystems lokalisiert (Galiegue et al. 

1995; Tsou et al. 1998; Howlett et al. 2002). Im ZNS befinden sich CB2-Rezeptoren 

vor allem auf Mikrogliazellen, welche diesen Rezeptor bei Aktivierung hochregulieren 

(Carlisle et al. 2002; Núñez et al. 2004; Maresz et al. 2005; Cabral und Marciano‐

Cabral 2005). Die beiden klassischen Cannabinoidrezeptoren sind 

Guanosintriphosphat-bindendes Protein (G-Protein)-gekoppelt, wobei der CB1-

Rezeptor G-Proteine vom inhibitorischen Subtyp Gi und Go bindet, während der CB2-

Rezeptor nur mit Gi interagiert (Glass und Northup 1999). Sie vermitteln so eine 

Hemmung der Adenylatzyklase mit konsekutiver Reduktion der intrazellulären 

Konzentration von cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP) (Howlett et al. 1986; 

Devane et al. 1988; Felder et al. 1995; Glass und Northup 1999). Im Rahmen der 

weiteren Signaltransduktion kommt es zu einer Beeinflussung des mitogen-activated 
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protein (MAP)-Kinase-Weges (Wartmann et al. 1995; Davis et al. 2003). Neben den 

beiden klassischen Rezeptoren CB1 und CB2 werden auch Natrium-Kanäle, transiente 

Rezeptor-Potential-Kationenkanäle der Unterfamilie vanilloid, Subtyp 1 (TRPV1), 

transiente T-Typ Calcium-Kanäle, spannungsabhängige Kalium-Kanäle und α7-

nikotinerge Acetylcholin-Rezeptoren durch Cannabinoide beeinflusst (Howlett et al. 

2002; Van Der Stelt und Di Marzo 2005). Zusätzlich gibt es Evidenz für die 

Involvierung mindestens eines weiteren G-Protein-gekoppelten Rezeptors im Kontext 

Cannabinoid-vermittelter Signaltransduktion (Di Marzo et al. 2000; Breivogel et al. 

2001). Arachidonylethanolamid (AEA) konnte als erster endogener Ligand des CB1-

Rezeptors aus Schweinegehirn isoliert werden und wurde Anandamid getauft (Devane 

et al. 1992). Kurz darauf wurde eine zweite endogene Substanz, 2-Arachidonylglycerol 

(2-AG), entdeckt, welche Cannabinoidrezeptoren aktivieren kann (Mechoulam et al. 

1995; Sugiura et al. 1995). Bei den endogenen Liganden handelt es sich, anders als 

bei den Phytocannabinoiden, um Eicosanoide, welche bei Bedarf aus 

Vorläufermolekülen der Plasmamembran gebildet werden. Mit der Identifizierung 

endogener Liganden, den Endocannabinoiden, entstand der Begriff 

Endocannabinoidsystem (ECBS), zu dem heute auch die Endocannabinoid 

synthetisierenden und degradierenden Enzyme, insbesondere die Fettsäureamid-

Hydrolase (FAAH), Monoacylglycerol-Lipase (MAGL) und Diacylglycerol-Lipase 

(DAGL), gehören (Piomelli 2003). Die Inaktivierung der Endocannabinoide beginnt mit 

der zellulären Aufnahme, bevor die Hydrolyse durch FAAH und MAGL erfolgt (Deutsch 

und Chin 1993; Di Marzo et al. 1994; Dinh et al. 2002; Bisogno et al. 2003). Über die 

beteiligten Transportmechanismen ist wenig bekannt. Es gibt jedoch Hinweise auf 

spezifische transmembranäre und intrazelluläre Transportproteine (Ortar et al. 2003; 

Kaczocha et al. 2009; Elmes et al. 2015). Im ZNS können Endocannabinoide als 

retrograde Transmitter wirken, die bei Depolarisation postsynaptisch aus Vorstufen in 

der Membran abgespalten werden und präsynaptisch via CB1-Rezeptor und 

spannungsabhängiger Calcium-Kanäle eine Hyperpolarisation und somit Reduktion der 

Neurotransmitterausschüttung bewirken (Wilson und Nicoll 2001; Schlicker und 

Kathmann 2001; Katona et al. 2006). Dies kann als endogener Schutzmechanismus 

der neuronalen Netzwerke vor Übererregung verstanden werden. Auf funktioneller 

Ebene ist das ECBS im ZNS an einer Vielzahl physiologischer Prozesse beteiligt und 

beeinflusst Lernprozesse, Kognition und Affektivität (Mechoulam und Parker 2013). Im 

Immunsystem modulieren endogene und exogene Cannabinoide auf unterschiedlichen 

Ebenen die Antwort auf proinflammatorische Reize in vivo und in vitro (Klein et al. 

2003). Darüber hinaus führt die Stimulation von Leukozyten zu einer vermehrten 

Synthese von Endocannabinoiden und weiteren Bestandteilen des ECBS (Carlisle et 
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al. 2002). Dementsprechend scheint eine Involvierung in die physiologische Regulation 

von Entzündungsvorgängen wahrscheinlich (Berdyshev 2000; Klein et al. 2003; 

Maresz et al. 2005; Juknat et al. 2013). Das Vorhandensein des ECBS ist jedoch 

keinesfalls auf das ZNS und das Immunsystem beschränkt. In nahezu jedem 

Organsystem lassen sich Bestandteile des ECBS nachweisen (Galiegue et al. 1995). 

Insgesamt konnte eine Beeinflussung von vielfältigen Pathologien unterschiedlichster 

Organsysteme festgestellt werden. So werden durch Endocannabinoide beispielsweise 

auch der Knochen- und Fettstoffwechsel beeinflusst (Bab und Zimmer 2008; Pagano et 

al. 2008). Inzwischen gelten Cannabinoide als vielversprechende therapeutische 

Option, beispielsweise für die Behandlung von chronischen Schmerzen, Übergewicht, 

Depression, Bluthochdruck sowie akuten und chronischen Läsionen des ZNS (Bahr et 

al. 2006; Pacher et al. 2006; Whiting et al. 2015).  
 

1.2 Abnormal Cannabidiol 
Abn-CBD (IUPAC Bezeichnung: 4-[(1S,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-

yl]-5-pentylbenzene-1,3-diol) ist ein synthetisches Regioisomer des Cannabidiols ohne 

psychotrope Wirkung und mit keiner relevanten Wirkung an den klassischen 

Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 (Adams et al. 1977; Showalter et al. 1996; Járai 

et al. 1999; Offertáler et al. 2003). Strukturell unterscheidet sich abn-CBD vom 

Phytocannabinoid Cannabidiol nur durch die vertauschten Positionen der Hydroxy- und 

Pentylgruppe am Phenolring (Abbildung 01). Im Vergleich zu Cannabidiol hat es im 

Radioliganden-Bindungsassay eine mehr als 4 Zehnerpotenzen niedrigere Affinität an 

CB1- und CB2-Rezeptoren (Showalter et al. 1996). Abn-CBD wurde erstmals in den 

1970er Jahren im Rahmen der Erforschung von Struktur-Aktivitäts-Beziehungen der 

Phytocannabinoide synthetisiert (Razdan et al. 1974). In Hunden bewirkte die neue 

Substanz eine ausgeprägte Hypotension ohne Beeinflussung der Herzfrequenz oder 

Anhalt für Verhaltensauffälligkeiten (Adams et al. 1977). Neben den vaskulären 

Effekten konnte abn-CBD mit neuroprotektiven und antiinflammatorischen 

Mechanismen in Verbindung gebracht werden, wobei eine vollständige 

Charakterisierung dieser noch ausstehend ist (Mishima et al. 2005; Milman et al. 2006; 

Kreutz et al. 2009; Janefjord et al. 2014; Krohn et al. 2016). 
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Abbildung 01: Strukturformel von Cannabidiol und abnormal Cannabidiol  
Abn-CBD (rechts) unterscheidet sich strukturell von dem Phytocannabinoid 
Cannabidiol (links) durch die vertauschten Positionen der Hydroxy- und Pentylgruppe 
am Phenolring. 
 

1.2.1 Evidenz für einen abnormal Cannabidiol-sensitiven Rezeptor 
Bei der Untersuchung der Wirkung des Endocannabinoids AEA auf den Tonus von 

Blutgefäßen wurde deutlich, dass ein Teil der beobachteten vasodilatativen Effekte 

nicht durch pharmakologische Blockade bzw. Knockout von CB1- und CB2-Rezeptor 

aufgehoben, wohl aber durch abn-CBD ausgelöst werden konnte (Wagner et al. 1999; 

Járai et al. 1999; Offertáler et al. 2003). Die synthetische Substanz O-1918 (IUPAC 

Bezeichnung: 1,3-dimethoxy-5-methyl-2-[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-

en-1-yl]benzene) konnte in diversen Experimenten die vaskulären Wirkungen von abn-

CBD vollständig antagonisieren (Begg et al. 2003; Offertáler et al. 2003; Su und Vo 

2007). Im ZNS der Maus wurde festgestellt, dass das Vorkommen von 

Endocannabinoiden sowie von deren inaktivierenden Enzymen nur teilweise mit der 

Distribution der klassischen Cannabinoidrezeptoren korrelierte. Durch AEA, nicht 

jedoch durch Δ9-THC, konnte eine vermehrte Bindung von Guanosin 5‘-O-[gamma-

thio]-Triphosphat (GTPγS) in neuronalen Zellmembranen aus homozygoten CB1-

Knockout-Mäusen ausgelöst werden. Die Cannabinoid-vermittelte Membranbindung 

von GTPγS war überdies nicht durch spezifische CB1- und CB2-Antagonisten 

beeinflussbar und konnte den Regionen Hirnstamm, Kortex, Hippocampus, 

Diencephalon und Mesencephalon zugeordnet werden (Di Marzo et al. 2000; Breivogel 

et al. 2001). In murinen hippocampalen Schnittkulturen wurde die glutamaterge 

Neurotransmission auch in CB1-defizitären Kulturen durch das synthetische 

Cannabinoid WIN55,212-2 gehemmt (Hájos et al. 2001). In der Zusammenschau 

dieser Befunde verdichteten sich die Hinweise, dass mindestens ein weiterer vaskulär 

und zentralnervös lokalisierter G-Protein-gekoppelter Rezeptor an der 

Signaltransduktion des ECBS beteiligt zu sein scheint (Járai et al. 1999; Di Marzo et al. 

2000; Breivogel et al. 2001; Kunos et al. 2002; Mackie und Stella 2006). Auf diesen 

putativen Rezeptor wurde in der Literatur mit fortschreitender Charakterisierung 
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zunehmend unter der Bezeichnung abn-CBD-sensitiver Rezeptor Bezug genommen. 

Da die vaskulären Effekte durch Pertussis-Toxin, einen Inhibitor von Gi/o-Proteinen, 

aufgehoben wurden, lag die Schlussfolgerung nahe, es handele sich bei dem 

gesuchten Rezeptor, analog zu den klassischen Cannabinoidrezeptoren, um einen 

Gi/o-gekoppelten Rezeptor (Begg et al. 2003; Offertáler et al. 2003; Su und Vo 2007). 

Als molekulare Mechanismen abn-CBD-sensitiver Rezeptor-vermittelter 

Signaltransduktion konnten außerdem der Phophoinositid-3-Kinase/Proteinkinase-B- 

(PI3K/Akt)-Signalweg, die p44/42 MAP-Kinase, Calcium-sensitive Kalium-Kanäle und 

die Proteinkinase G identifiziert werden (Begg et al. 2003; Offertáler et al. 2003; Ho 

und Hiley 2003; Milman et al. 2006; Su und Vo 2007).  

 

N-Arachidonyl-L-Serin (ARA-S), ein dem AEA verwandtes Lipid mit äußerst geringer 

Affinität zu CB1- und CB2-Rezeptoren, wurde aus bovinem Gehirn isoliert und als 

potentieller endogener Agonist des putativen Rezeptors vorgeschlagen. ARA-S hat zu 

abn-CBD analoge Effekte auf den Tonus von Blutgefäßen und kann die LPS-induzierte 

Produktion proinflammatorischer Mediatoren in Makrophagen hemmen (Milman et al. 

2006). Eine phylogenetische Untersuchung der beiden bekannten Rezeptoren konnte 

die evolutionäre Beziehung von CB1- und CB2-Rezeptor klären, jedoch keinen dritten 

homologen Rezeptor ausfindig machen. Das gesuchte Target scheint also 

phylogenetisch nicht der CB1-/CB2-Linie zu entstammen (Anday und Mercier 2005). In 

vitro Untersuchungen der Beeinflussung mikrogliärer Migration durch Cannabinoide 

erbrachte pharmakologische Evidenz für das Vorhandensein des putativen Rezeptors 

auf Mikrogliazellen. Seine Aktivierung führte zu einer gesteigerten Migration 

immortalisierter BV2-Mikrogliazellen (Walter et al. 2003; Franklin und Stella 2003).  

 

Trotz der bisher nicht eindeutigen Identifizierung eines klonierten Rezeptors konnten 

die durch den putativen abn-CBD-sensitiven Rezeptor vermittelten Effekte 

pharmakologisch umfangreich charakterisiert werden. Neben abn-CBD wurden 

pharmakologisch die synthetische Substanz O-1602 (IUPAC Bezeichnung: 5-methyl-4-

[(1R,6R)-3-methyl-6-prop-1-en-2-ylcyclohex-2-en-1-yl]benzene-1,3-diol) als Agonist 

und Cannabidiol sowie O-1918 als Antagonisten des putativen Rezeptors identifiziert. 

(Járai et al. 1999; Begg et al. 2003; Offertáler et al. 2003; Walter et al. 2003; Su und Vo 

2007; Kreutz et al. 2009; Ashton 2012). 

 

1.2.2 GPR18 und GPR55 als potentielle neue Cannabinoidrezeptoren 
Bei Untersuchungen des Genoms wurden verschiedene „orphan“ G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren identifiziert, welche als potentielle Endocannabinoidrezeptoren 
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diskutiert werden. Hier ist vor allem auf die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 18 und 

55 (GPR18, GPR55) hinzuweisen. GPR18 wurde 1996 in der Maus und ein Jahr 

später im Menschen kloniert (Samuelson et al. 1996; Gantz et al. 1997). Es wurde die 

Hypothese aufgestellt, es handele sich, insbesondere im Hinblick auf die abn-CBD-

vermittelte Beeinflussung mikrogliärer Migration, um den gesuchten abn-CBD-

sensitiven Rezeptor (McHugh et al. 2010, 2012). N-Arachidonyl-Glycin (NAGly), ein 

Metabolit von AEA, wurde als potentieller endogener Agonist des Rezeptors 

vorgeschlagen und auch abn-CBD schien ihn aktivieren zu können (Kohno et al. 2006; 

McHugh et al. 2010). Beide Substanzen steigerten sowohl in immortalisierten BV2-

Mikrogliazellen, als auch in GPR18-transfizierten humanen embryonalen Nierenzellen 

die Migration im Boyden-Kammer-Assay. Die Effekte ließen sich durch den abn-CBD-

sensitiven Rezeptor-Antagonisten O-1918 und Pertussis-Toxin aufheben (McHugh et 

al. 2010). Demgegenüber stehen Untersuchungen, welche implizieren, dass NAGly 

und auch abn-CBD nicht an GPR18 binden bzw. ihn aktivieren (Yin et al. 2009; Lu et 

al. 2013; Finlay et al. 2016). Als mögliche Erklärung für diese Diskrepanzen wird eine 

indirekte Beeinflussung der CB2-abhängigen Signaltransduktion durch die Bildung 

eines Heterorezeptor-Komplexes zwischen CB2-Rezeptor und GPR18 diskutiert 

(Reyes-Resina et al. 2018).  

 

GPR55 wurde 1999 kloniert (Sawzdargo et al. 1999) und später als neuer 

Endocannabinoidrezeptor postuliert (Baker et al. 2006). Diverse Cannabinoide binden 

an den Rezeptor und der Lipidmediator Lysophosphatidylinositol wurde als potentieller 

endogener Ligand diskutiert (Oka et al. 2007; Lauckner et al. 2008; Ryberg et al. 

2009). Die vaskulären Effekte von Endocannabinoiden und abn-CBD blieben jedoch 

von einem GPR55-Knockout unbeeinflusst (Johns et al. 2009). Es konnte keine MAP-

Kinasen-Phosphorylierung ausgelöst werden und auch im β-Arrestin-Assay war keine 

Aktivierung des Rezeptors durch abn-CBD messbar (Oka et al. 2007; Yin et al. 2009). 

Darüber hinaus vermittelt GPR55 seine Effekte über G13 und nicht über Gi (Ryberg et 

al. 2009).  

 

Die Datenlage bezüglich der Rolle von GPR18 und GPR55 im ECBS und ihrer 

Bedeutung bei der Vermittlung der Effekte von abn-CBD muss aktuell noch als 

uneinheitlich bewertet werden.  

 

1.3 Neuronale Läsion 
Akute Läsionen des ZNS, wie zum Beispiel Schädel-Hirn-Traumata (SHT), stellen eine 

häufige Ursache von bleibenden sensomotorischen Ausfällen, kognitiven Defiziten und 
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Behinderung mit Einschränkung der Aktivität und Partizipation dar. Sie zeichnen sich, 

abhängig vom Schweregrad, durch eine hohe Letalität und komplikative Verläufe aus 

(McGarry et al. 2002; Dutton und McCunn 2003). Während des akuten Ereignisses 

kommt es zur irreversiblen Destruktion von neuronalen und glialen Bestandteilen des 

ZNS, was unter dem Begriff der Primärschädigung subsumiert wird. Mechanismen der 

Primärschädigung im Falle eines SHT sind beispielsweise Kontusion, Hämorrhagie 

und axonale Ruptur (Smith 2003; Perel et al. 2009). Die weitere Reaktion des 

zentralnervösen Gewebes ist gekennzeichnet von komplex ineinandergreifenden 

inflammatorischen und metabolischen Kaskaden, welche nachträglich den neuronalen 

Schaden ausweiten können (Abbildung 02). Diese unterschiedlichen Mechanismen 

lassen sich als Sekundärschädigung zusammenfassen und sind vor allem an Modellen 

des ischämischen Schlaganfalls und des SHT detailliert beschrieben (Dirnagl et al. 

1999; Werner und Engelhard 2007; Kunz et al. 2010). Die Sekundärschädigung ist 

unter anderem getragen von den Mechanismen der sterilen Neuroinflammation, der 

Exzitotoxizität und des oxidativen Stresses (Arundine und Tymianski 2004; Dong et al. 

2009; Kunz et al. 2010). Die inflammatorische Reaktion ist dabei initial vor allem durch 

die Aktivierung ortsansässiger Mikrogliazellen und Astrozyten determiniert (Lees 1993; 

Kreutzberg 1996; Ridet et al. 1997; Pekny und Pekna 2014; Donat et al. 2017). Im 

weiteren Verlauf kommt es zur Beeinträchtigung der Blut-Hirn-Schranke und zur 

Rekrutierung von Leukozyten aus dem Blut, was den inflammatorischen Status weiter 

verstärken kann. (Dirnagl et al. 1999; Campanella et al. 2002; Kunz et al. 2010). Der 

sekundäre neuronale Schaden entsteht, abhängig vom Ausmaß der 

Primärschädigung, durch Apoptose und Nekrose und kann sich subakut oder 

prolongiert bis chronisch entwickeln. Währenddessen kommt es auch zur Initiierung 

antiinflammatorischer und reparativer Prozesse (Sheng et al. 1995; Chen und Trapp 

2016). Die zentralnervöse Narbenbildung und Neuorganisation neuronaler Netzwerke 

um irreversibel geschädigte Bereiche unterliegt insbesondere der astrozytären 

Kontrolle (Ridet et al. 1997; Pekny und Pekna 2014). Seit vielen Jahren gibt es 

verstärkte Anstrengungen, das Outcome der Patienten durch pharmakologische 

Beeinflussung der Sekundärschädigung zu verbessern, ohne dass es bislang zu einem 

Durchbruch gekommen ist (Beauchamp und Mutlak 2008). Dennoch steigt das 

Verständnis von den zugrunde liegenden Mechanismen. Dieser Abschnitt soll einen 

orientierenden Überblick über die beteiligten Prozesse geben, während die astrozytäre 

und mikrogliäre Reaktion im Kontext der zentralnervösen Schädigung dezidiert in den 

jeweiligen Abschnitten dieser Arbeit beleuchtet wird (Kapitel 1.4.3 und 1.5.2). In 

diversen Modellen der akuten Hirnschädigung wurde ein modulierender Effekt von 

Cannabinoiden auf die Mechanismen der Exzitotoxizität und Neuroinflammation 
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beschrieben, der sich in der Konsequenz neuroprotektiv auswirken kann (Shohami et 

al. 2011). 

 

 
Abbildung 02: Mechanismen der zentralnervösen Sekundärschädigung  
(BBB: Blut-Hirn-Schranke, SHT: Schädel-Hirn-Trauma) 
 

1.3.1 Exzitotoxizität 
Das exzitatorische System des ZNS wird hauptsächlich durch glutamaterge Neurone 

gestellt (Greenamyre und Porter 1994). Der Begriff Exzitotoxizität bezeichnet einen 

Prozess, bei dem geschädigte exzitatorische Neurone exzessiv Neurotransmitter 

ausschütten, was zu neuronaler Dysfunktion bis hin zum Zelltod führen kann. 

Exzitotoxizität tritt universell bei diversen akuten und chronisch-neurodegenerativen 

Pathologien des ZNS auf und ist ein wesentlicher Mechanismus der neuronalen 

Sekundärschädigung (Arundine und Tymianski 2004; Dong et al. 2009). Glutamat 

aktiviert postsynaptisch mehrere Klassen ionotroper und metabotroper Rezeptoren 

(Reiner und Levitz 2018), wobei den ionotropen N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)- und α-

Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsäure (AMPA)-Rezeptoren im Kontext der 

Exzitotoxizität eine vorrangige Rolle zukommt (Sattler und Tymianski 2001). Beide 

Rezeptoren sind unselektive Kationenkanäle (Reiner und Levitz 2018). Im Rahmen der 

exzessiven Glutamat-Ausschüttung kommt es so zu einem akuten Calcium-Einstrom 

mit Depolarisation der postsynaptischen Membran (Berdichevsky et al. 1983; Choi 

1985). Dieser Calcium-Einstrom kann derart massiv ausfallen, dass es durch einen 

konsekutiven Natrium- und Wasser-Einstrom zum Anschwellen und direkten Absterben 

der beteiligten Neurone kommt (Choi 1987). Außerdem kann der Zelltod auch indirekt 

über die Calcium-abhängige Aktivierung kataboler Enzyme wie Proteasen, 

Phospholipasen und Nukleasen ausgelöst werden (Berliocchi et al. 2005). Es kommt 

zur vermehrten Produktion von NO und freien Radikalen sowie zur mitochondrialen 

Dysfunktion der Neurone (Chan et al. 1990; Nicholls 2004). Dies kann verzögert zur 

Primärschädigung Sekundärschädigung 
z.B.: SHT
• Kontusion

• Hämorrhagie

• Axonale Ruptur

• Lazeration
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Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Schädigung und Apoptoseinduktion führen (Arundine 

und Tymianski 2004; Dong et al. 2009). Auch wenn es sich bei der Exzitotoxizität in 

erster Linie um einen neuronalen Prozess handelt, wird das Ausmaß der Schädigung 

wesentlich durch Astrozyten und Mikrogliazellen determiniert. Zum einen wird 

Exzitotoxizität durch das Mikroglia-bedingte inflammatorische Mikromilieu unterhalten, 

zum anderen können Astrozyten die synaptischen Transmitterkonzentrationen durch 

Aufnahme der Transmitter begrenzen (Schousboe und Waagepetersen 2005; Olmos 

und Lladó 2014). Der Schädigungsmechanismus wurde vielfach am Modell der 

exzitotoxisch geschädigten organotypischen hippocampalen Schnittkultur (OHSC) 

untersucht. Hier wurde gezeigt, dass die exzitotoxische Schädigung mittels NMDA 

auch zur Aktivierung und Akkumulation lokaler Mikrogliazellen in den Schnitten führt 

(Kreutz et al. 2007). Exzitotoxizität trägt also indirekt auch zur inflammatorischen 

Aktivierung der ortsansässigen Glia bei, was den sekundären Schaden weiter 

verstärken kann (Kapitel 1.4.3). 

 

1.4 Mikroglia 
1.4.1 Überblick 
Pio del Rio-Hortega führte das Konzept von Mikroglia als definiertem Bestandteil des 

ZNS in den 1930er Jahren des letzten Jahrhunderts ein. Viele seiner damaligen 

Hypothesen haben bis heute Gültigkeit (Sierra et al. 2016). Mikrogliazellen stellen als 

residente Protagonisten des unspezifischen Immunsystems im ZNS von Säugetieren 

etwa 10 % der Gesamtpopulation aller Gliazellen. Hohe Dichten von Mikrogliazellen 

finden sich vor allem in Hippocampus, olfaktorischem Telencephalon, Basalganglien 

sowie der Substantia nigra (Lawson et al. 1990). Ihre Vorläuferzellen besiedeln 

während der frühen Embryonalentwicklung das ZNS. Es können grob drei 

verschiedene Funktionszustände unterschieden werden: ramifiziert, aktiviert und 

phagozytierend (Abbildung 04). Im gesunden Gehirn eines Erwachsenen herrscht der 

ramifizierte Zustand vor. In diesem Zustand überwacht eine einzelne Mikrogliazelle mit 

ihren beweglichen feinen Ausläufern den Zustand des Gewebes eines definierten 

Areals. Dabei überschneiden sich die von zwei benachbarten Mikrogliazellen 

kontrollierten Bereiche nicht (Davalos et al. 2005; Fetler und Amigorena 2005). Im 

ramifizierten Zustand weisen sie ein sehr niedriges Expressionsniveau immunologisch 

relevanter Moleküle auf. Im gesunden ZNS unterstützt Mikroglia die synaptische 

Plastizität, die Aufrechterhaltung der Homöostase und das Immunprivileg des ZNS 

durch Sekretion antiinflammatorischer Zytokine (Kettenmann et al. 2011). In vivo 

Untersuchungen mittels Multiphotonenmikroskopie zeigen, dass der Begriff „ruhend“, 

wie ramifizierte Mikroglia früher bezeichnet wurde, dem physiologischen Zustand der 
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Mikroglia im gesunden ZNS keineswegs gerecht wird. Vielmehr handelt es sich um 

einen hochdynamischen Prozess der aktiven Zustandsüberwachung des umliegenden 

Gewebes. Diese Mikroarchitektur ermöglicht eine schnelle Reaktion auf 

Gewebeschäden und Infektionen (Nimmerjahn et al. 2005; Davalos et al. 2005; Fetler 

und Amigorena 2005). Mikrogliazellen kommt sowohl im Rahmen der physiologischen 

Entwicklung des ZNS, aber auch im Kontext diverser pathologischer Zustände eine 

tragende Rolle zu. Bei neurodegenerativen Erkrankungen und akuten ZNS-Läsionen 

ist ohne Ausnahme eine Alteration der mikrogliären Morphologie und Funktion 

detektierbar (Kreutzberg 1996; Kettenmann et al. 2011). 

 

1.4.2 Herkunft 
Im Gegensatz zum neuroektodermalen Ursprung aller anderen Gliazellen stammt 

Mikroglia aus dem embryonalen Dottersack. Während die nahe Verwandtschaft von 

Mikrogliazellen zu Makrophagen seit langem offensichtlich scheint, war die Frage, ob 

zirkulierende Monozyten bzw. deren Vorläuferzellen im gesunden ZNS eines 

Erwachsenen im Austausch mit der Mikroglia-Population stehen, Inhalt 

jahrzehntelanger Debatte. Zumindest bei Mäusen scheint diese Frage inzwischen 

eindeutig geklärt: Mikroglia-Progenitorzellen werden während der frühen 

Embryonalentwicklung, genau wie die restliche myeloische Reihe, im Dottersack 

gebildet und migrieren in die Anlage des ZNS. Während der weiteren embryologischen 

Entwicklung wird die Produktion von Makrophagen erst durch die fetale Leber und 

dann durch das Knochenmark übernommen. Diese später produzierten Makrophagen 

ersetzen zumindest teilweise früher gebildete Makrophagen in den jeweiligen 

Zielkompartimenten. Im Gegensatz hierzu erneuert sich die Mikroglia-Population 

ausschließlich aus sich selbst bzw. aus ortsansässigen Vorläuferzellen (Abbildung 03). 

Mikroglia bildet also unter physiologischen Bedingungen beim Erwachsenen eine von 

der myeloischen Hämatopoese weitgehend unabhängige Population (Saijo und Glass 

2011; Ginhoux et al. 2013). Zwar konnte in Mäusen nach chimärer 

Knochenmarktransplantation eine begrenzte zentralnervöse Rekrutierung von 

Monozyten mit anschließender Mikroglia-artiger Differenzierung festgestellt werden 

(Priller et al. 2001; Mildner et al. 2007). Untersuchungen an chimären parabiotischen 

Tieren mit gemeinsamen Blutkreislauf implizieren jedoch, dass es sich dabei, auch 

unter pathologischen Bedingungen, um ein äußerst seltenes Ereignis handelt (Ajami et 

al. 2007). Nur unter spezifischen pathologischen Konditionen mit geschädigter Blut-

Hirn-Schranke scheinen auch zirkulierende Monozyten in das ZNS migrieren zu 

können. Aktuell ist nicht abschließend geklärt, ob diese dort permanent Mikroglia-artig 

differenziert verbleiben, oder ob es sich dabei um einen temporären Besuch in dem 
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abgeschirmten Kompartiment handelt (Lassmann et al. 1993; Priller et al. 2001; 

Mildner et al. 2007).  

 

 
Abbildung 03: Herkunft der Mikroglia 
Mikroglia entwickelt sich aus frühen Monozyten des Dottersacks. Im Gehirn des 
Erwachsenen stellt Mikroglia eine von der myeloischen Hämatopoese unabhängige 
Population. Im Rahmen von Entzündungen kann es zur Rekrutierung von Monozyten 
aus dem Blut kommen. Verändert nach (Ginhoux et al. 2013) 
 

1.4.3 Aktivierung und Bedeutung bei neuronaler Läsion 
Mikrogliazellen verfügen über eine Vielzahl von Oberflächenstrukturen, welche es 

ihnen ermöglichen, den Zustand des umliegenden Gewebes zu erfassen. Auf den 

Zellen befinden sich Strukturen für die Detektion von Veränderungen des pH-

Haushaltes und der Elektrolythomöostase, sowie Neurotransmitter- und 

Zytokinrezeptoren. Zusätzlich können sie auch auf mit Gewebeschaden oder 

mikrobieller Infektion assoziierte Moleküle, die danger-associated molecular patterns 

(DAMPs) und pathogen-associated molecular patterns (PAMPs), reagieren 

(Kettenmann et al. 2011). Durch die primäre Hirnschädigung werden solche DAMPs 

aus geschädigten Neuronen und Gliazellen freigesetzt (Yang et al. 2010). Prinzipiell 

werden hierdurch unterschiedliche Rezeptoren, die pattern-recogniton Rezeptoren 

(PRRs), aktiviert (Lehnardt 2010). Zu den PRRs gehört neben den nucleotide-binding 

oligomerizationdomain (NOD)-like Rezeptoren (NLR), den retinoic acid-inductible 

gene-I (RIG-I)-like Rezeptoren (RLR) und den C-Typ-Lektin-Rezeptoren auch die 

Familie der Toll-like Rezeptoren (TLR). Die meisten Säugetiere verfügen über mehr als 

zehn TLR-Subtypen, wobei die jeweiligen Subtypen bevorzugt unterschiedliche 
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Moleküle binden und sich teilweise bezüglich ihrer intrazellulären Signalkaskaden 

unterscheiden (Takeuchi und Akira 2010). Dies ermöglicht eine differenzierte Reaktion 

auf unterschiedliche Schädigungsmechanismen. Im ZNS befinden sich TLR vor allem 

auf Mikrogliazellen, aber auch auf Astrozyten und Neuronen (Bsibsi et al. 2002; Olson 

und Miller 2004; Kettenmann et al. 2011).  

 

Detektieren Mikrogliazellen Moleküle, die mit einem Gewebeschaden assoziiert sind, 

werden sie aktiviert. Dies geht mit tiefgreifenden Veränderungen von 

Expressionsmuster und Funktion einher. Die Zellen verlassen ihren ramifizierten 

Zustand, proliferieren und durchlaufen charakteristische morphologische Veränderung 

(Kreutzberg 1996; Davalos et al. 2005). Bei moderater zerebraler Läsion wird die 

lokale Mikroglia in einen hyperramifizierten Übergangszustand versetzt, während durch 

eine manifeste Schädigung eine zelluläre Metamorphose initiiert wird (Streit et al. 

1988). Zunächst hypertrophieren die Somata der Mikrogliazellen. Ihre Ausläufer 

werden kürzer und plumper. Sie werden amöboid und bewegen sich aktiv in den 

Bereich der Läsion (Davalos et al. 2005; Trapp et al. 2007). Durch Proliferation und 

Chemotaxis kommt es zur Akkumulation der Mikroglia im geschädigten Areal. Bei 

fortbestehenden aktivierenden Stimuli entwickeln sie die Fähigkeit zur Phagozytose. 

Die dann rundlichen Zellen gleichen phänotypisch einem Makrophagen. 

 

 
Abbildung 04: Morphologische Stadien der Mikroglia-Aktivierung  
Bei Aktivierung von Mikroglia kommt es zunächst zu einer Hyperramifizierung. Im 
Verlauf kann die Metamorphose zu einer amöboid-phagozytierenden Zelle erfolgen. 
Die Prozesse sind prinzipiell reversibel. Verändert nach (Kreutzberg 1996) 
 
Im Rahmen der Aktivierung greift Mikroglia durch die Bildung von Zytokinen para- und 

autokrin in das weitere Entzündungsgeschehen ein. Aktivierte Mikroglia bildet diverse 
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immunmodulierende Mediatoren und reaktive Moleküle wie TNFα, IL6 und NO. Dies 

triggert die weitere Aktivierung von Astrozyten und Mikrogliazellen und kann den 

sekundären neuronalen Schaden aggravieren (Sawada et al. 1989, 1992; Olson und 

Miller 2004; Olmos und Lladó 2014). Diese Form der Aktivierung per TLR ist 

besonders ausführlich für bakterielle Lipopolysaccharide (LPS) beschrieben, da sie in 

der Vergangenheit häufig für die experimentelle Stimulation von Mikrogliazellen 

verwendet wurden. Anzumerken ist jedoch, dass bislang nicht alle Schritte dieser vor 

allem in Makrophagen gut charakterisierten Signalkaskade auch separat in 

Mikrogliazellen untersucht wurden. In vivo ist LPS vor allem im Rahmen von 

septischen Infektionen mit gramnegativen Bakterien relevant. LPS aktiviert den 

transmembranären TLR4 auf Mikrogliazellen (Bsibsi et al. 2002; Olson und Miller 

2004). Im Falle einer zentralnervösen Läsion kommt es ebenfalls zur Aktivierung von 

TLR4 durch aus sterbenden Neuronen freigesetzte Moleküle wie dem high mobility 

group box 1 Protein (HMGB1) oder 60-kDa-Hitzeschockprotein (HSP60) (Yang et al. 

2010; Rosenberger et al. 2015). Die Bindung von LPS an TLR4 kann durch das LPS-

bindende Protein, welches als Akute-Phase-Protein in der Leber gebildet wird, 

erleichtert werden (Schumann et al. 1990). Für die optimale Aktivierung des Rezeptors 

sind die Proteine cluster of differentiation 14 (CD14) und MD-2 (alternative 

Bezeichnung: Lymphozyten-Antigen 96) notwendig. CD14 bindet LPS und präsentiert 

es dem Komplex aus homodimerem TLR4 und MD-2. Während trotz CD14-Knockout 

eine abgeschwächte Reaktion auf LPS möglich ist, ist die Funktion von MD-2 für die 

TLR4-Dimerisierung und Aktivierung essentiell (Haziot et al. 1996; Schromm et al. 

2001; Visintin et al. 2001). MD-2 vermittelt als Adapter-Protein die Bindung von LPS an 

TLR4 und ermöglicht so die Erkennung des Moleküls (Nagai et al. 2002; Akashi et al. 

2003). Es bildet sich ein Komplex aus homodimerem TLR4, CD14 und MD-2. Für die 

weitere Signaltransduktion bedient sich dieser Komplex intrazellulärer Adapter-

Moleküle, wobei die Bindung dieser klassischerweise über eine Toll/Interleukin-1-

Rezeptor (TIR)-Domäne erfolgt. Intrazelluläre Adapter-Moleküle von TLR4 sind TIR-

domain-containing adapter-inducing interferon-β (TRIF), TRIF-related adaptor molecule 

(TRAM), TIR domain containing adaptor protein (TIRAP) und myeloid differentiation 

primary response protein 88 (MyD88) (Abbildung 05). MyD88 bindet über TIRAP den 

Komplex und ist vor allem für die frühe Reaktion auf LPS notwendig. Der MyD88-

abhängige Weg aktiviert über weitere Zwischenschritte den MAP-Kinase- und 

PI3K/Akt-Signalweg sowie die Transkriptionsfaktoren AP-1 und nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B-cells (NF-ΚB) (Kawai et al. 1999; Ma et al. 2011). 

Während alle TLR, mit Ausnahme von TLR3, MyD88 für die Signaltransduktion 

benötigen, können per TLR4 zusätzlich TRAM- und TRIF-abhängige Kaskaden 
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aktiviert werden. TRAM vermittelt dabei die Bindung von TRIF an den 

Rezeptorkomplex (Yamamoto et al. 2003; Miguel et al. 2007). Die späte Reaktion auf 

LPS verläuft so MyD88-unabhängig und aktiviert insbesondere die Produktion von 

Interferonen. Darüber hinaus kommt es zur Translokation von interferon-regulatory 

factor 3 (IRF3) in den Zellkern. Im Rahmen der weiteren Signaltransduktion kommt es 

zusätzlich zu einer nicht-apoptotischen Erhöhung der Cysteinyl-Aspartat-spezifischer 

Protease (Caspase) 8, 3 und 7 (Burguillos et al. 2011). In der Konsequenz werden 

induzierbare NO-Synthasen (iNOS) induziert und die Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen, wie TNFα und IL6, gesteigert (Sawada et al. 1989; 

Zielasek et al. 1992; Pålsson-McDermott und O’Neill 2004). Es kommt jedoch auch zur 

Induktion antiinflammatorischer Zytokine wie Interleukin 10, welche einer 

ungebremsten zeitlichen und räumlichen Ausbreitung des inflammatorischen Status 

entgegenwirken (Sheng et al. 1995). TNFα wird im Kontext der Sekundärschädigung 

überwiegend neurotoxische Eigenschaften zugeschrieben (Barone et al. 1997; Medina 

et al. 2002; Neumann et al. 2002).  
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Abbildung 05: Signaltransduktion von Toll-like Rezeptor 4  
Durch die Bindung von LPS an den Komplex aus CD14, MD-2 und TLR4 kommt es 
zur Aktivierung intrazellulärer Kaskaden über diverse Adaptermoleküle, welche in der 
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und der Produktion proinflammatorischer 
Zytokine münden. Verändert nach (McCoy 2016) 
 

Ähnlich wie Makrophagen können Mikrogliazellen im Rahmen ihrer Aktivierung iNOS 

exprimieren (Zielasek et al. 1992; Fiebich et al. 1998; Solà et al. 2002). Im 

menschlichen Körper sind neben den iNOS der Immunabwehr zwei weitere Isoformen 

des Enzyms auf Neuronen und Endothelzellen bekannt, welche konstitutiv exprimiert 

werden (Knowles und Moncada 1994). NO-Synthasen katalysieren die Bildung von NO 

aus der Aminosäure L-Arginin (Bredt und Snyder 1990). NO wird durch die iNOS des 

Immunsystems in großen Mengen gebildet, um Erreger und krankhafte Zellen 

abzutöten (Hibbs Jr. et al. 1987). NO hat im Organismus eine Halbwertszeit von 

wenigen Sekunden und kann mit Hyperoxid-Anionen zum ebenfalls hochreaktiven 

Peroxinitrit reagieren (Kelm 1999; Mikkelsen und Wardman 2003). Klassische 

Stimulatoren der iNOS-Expression sind bakterielle Toxine wie LPS aber auch 

proinflammatorische Zytokine wie TNFα (Zielasek et al. 1992; Anderson et al. 1995; 

Fiebich et al. 1998). Einmal aktiviert kommt es zur starken und langanhaltenden NO-

Produktion durch die iNOS, welche vielfach höher ausfallen kann als die der konstitutiv 
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exprimierten NO-Synthase-Isoformen (Park und Murphy 1994). In der Folge können 

lokal zytotoxische Effekte und Apoptoseinduktion, sowie in vivo hämodynamische 

Dysregulationen auftreten. Die Induktion der iNOS in Mikrogliazellen wird mit einer 

Ausweitung des neuronalen Untergangs im Rahmen der Sekundärschädigung in 

Verbindung gebracht (Boje und Arora 1992; Chao et al. 1992; Brown 2007). Neben der 

direkten Neurotoxizität scheint NO die Vulnerabilität der Neurone gegenüber einer 

exzitotoxischen Schädigung zu erhöhen (Zhao et al. 2004).  

 

Die Aktivierung von Mikroglia erfolgt im engen Zusammenspiel mit den Astrozyten. Auf 

der einen Seite zeigten Einzelzell- und Mischkulturexperimente, dass der direkte 

Kontakt zu Astrozyten und astrozytär sezernierte Faktoren essentiell für die 

Begrenzung mikrogliärer Aktivierung ist (Becher und Antel 1996; Wilms et al. 1997; 

Hailer et al. 2001; Schilling et al. 2001), auf der anderen Seite kann es in Folge von 

Zell-Zell-Kommunikation zu einer Amplifizierung der inflammatorischen Reaktion 

kommen (Solà et al. 2002; Saijo et al. 2009; Kirkley et al. 2017). Mikrogliär sezernierter 

TNFα aktiviert in vitro Astrozyten und beeinträchtigt ihre Fähigkeit zur Unterstützung 

des neuronalen Überlebens und des Aussprossens von Neuriten (Abd-El-Basse 2013). 

Die morphologischen und immunphänotypischen Veränderungen, die Mikrogliazellen 

im Rahmen ihrer Aktivierung durchlaufen, sind prinzipiell reversibel. Die Zellen können 

durch entsprechende Signale aus dem umliegenden Gewebe wieder in einen inaktiven 

Zustand überführt werden (Wilms et al. 1997; Schilling et al. 2001). Während die erste 

Welle der inflammatorischen Sekundärschädigung so durch die ortsansässigen Zellen 

getragen ist, kommt es im weiteren Verlauf durch die sezernierten Zytokine zur 

Alteration der Integrität der Blut-Hirn-Schranke und Rekrutierung von Leukozyten aus 

dem Blut. Die Mikrogliazellen beginnen im Rahmen der Aktivierung verstärkt major 

histocompatibility complex (MHC)-Moleküle der Klasse 2 zu exprimieren, sodass die 

Aktivierung von T-Zellen erreicht werden kann (O’Keefe et al. 2002). Mikroglia bildet 

also im ZNS das verbindende Element zwischen unspezifischer und spezifischer 

Immunreaktion.  

 

In der Vergangenheit wurde häufig ein destruktives, rein proinflammatorisches und 

Progressions-förderndes Bild von Mikroglia gezeichnet. Jedoch ist dieser „klassische“ 

Weg der Mikroglia-Aktivierung nur ein Ausschnitt der möglichen Funktionszustände. In 

den letzten Jahren entwickelte sich ein differenzierteres Bild der mikrogliären 

Aktivitätszustände. So wurden analog zu der Aktivierung von Makrophagen zwei 

Phänotypen unterschieden: Während der M1-Phänotyp mit proinflammatorischen und 

zytotoxischen Effekten assoziiert ist, stehen beim M2-Phänoyp antiinflammatorische 
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und reparative Mechanismen im Vordergrund (Gordon 2003; Cherry et al. 2014). Auch 

wenn dieses Paradigma in Bezug auf Mikroglia aktuell wieder angezweifelt wird, steht 

heute außer Frage, dass es sich bei der mikrogliären Aktivierung um einen 

hochdynamischen und heterogenen Prozess mit situativ bzw. zeitlich ambivalenter 

Konsequenz für das Gewebe des ZNS nach einer Läsion handelt (Lees 1993; Cherry 

et al. 2014; Martinez und Gordon 2014). Ob der mikrogliären Aktivierung nach einer 

neuronalen Läsion eine schädigende oder protektive Rolle zukommt, lässt sich 

dementsprechend nicht pauschal beantworten. Zweifelsohne nehmen diese 

Mechanismen jedoch sowohl in den Prozessen der sekundären Schädigung, als auch 

in der Initiierung von Reparation und Regeneration eine Schlüsselposition ein 

(Kreutzberg 1996; Chen und Trapp 2016). 

 

1.5 Astrozyten 
1.5.1 Überblick 
Astrozyten stellen mit ca. 80 % der Gliazellpopulation den größten Anteil von Gliazellen 

im Gehirn und damit auch den größten Anteil von Zellen im ZNS. Im Gegensatz zu 

Mikrogliazellen, welche erst im Laufe der embryologischen Entwicklung das ZNS 

besiedeln, entstammen die Astrozyten den Glioblasten, welche sich aus dem 

Neuroektoderm entwickeln. Dabei handelt es sich allerdings keineswegs um eine 

homogene Masse einfacher Stützzellen, wie lange angenommen, sondern um eine 

orts- und situationsspezifisch sehr heterogene Zellpopulation, die durch ihre vielfältigen 

Funktionen die Integrität des ZNS maßgeblich determiniert (Matyash und Kettenmann 

2010). Morphologisch werden protoplasmatische von fibrösen Astrozyten 

unterschieden. Während die protoplasmatischen Astrozyten mit ihren vergleichsweise 

kurzen Ausläufern in direktem Kontakt mit den Somata der Neurone in der grauen 

Substanz stehen, folgen die langen Ausläufer der fibrösen Astrozyten den Axonen der 

weißen Substanz (Kettenmann und Verkhratsky 2008). Beiden Formen ist gemein, 

dass sie das notwendige Mikromilieu schaffen, um neuronale Aktivität zu ermöglichen. 

Des Weiteren separieren sie die strukturellen und funktionellen Domänen des ZNS 

(Bushong et al. 2002). Durch die Sekretion trophischer Faktoren nehmen sie Einfluss 

auf das Überleben und die Differenzierung der Neurone (Furukawa et al. 1986; 

Yoshida und Gage 1992). Die Astrozyten sind dabei als überzelluläre Einheit zu 

verstehen. Ihre Zytoplasmata stehen durch Gap-Junctions in direkter Verbindung, 

sodass metabolische Aufgaben nicht in erster Linie durch einzelne Zellen, sondern 

vielmehr durch regionale astrozytäre Einheiten übernommen werden (Tabernero et al. 

2006; Kang et al. 2008). Es gibt Hinweise, dass diese Verbindungen auch zur 

Signaltransduktion verwendet werden, wobei es wechselseitige Schnittstellen zu 
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neuronalen Netzwerken gibt (Kettenmann et al. 1984; Cornell-Bell et al. 1990; 

Bazargani und Attwell 2016). Zwischen den Spezies unterscheidet sich die 

morphologische Komplexität der Astroglia maßgeblich, wobei die integrative 

Leistungsfähigkeit neuronaler Netzwerke direkt von dieser abhängig zu sein scheint 

(Oberheim et al. 2009). So entwickelten Mäuse, denen humane astrozytäre 

Progenitorzellen transplantiert wurden, die Fähigkeit der astrozytären schnellen 

Weiterleitung von Calciumsignalen, was mit einer verbesserten Lern- und 

Gedächtnisfähigkeit einherging (Han et al. 2013). Astrozyten grenzen das privilegierte 

Kompartiment des ZNS sowohl nach außen (Membrana limitans gliae superficialis) als 

auch gegen den Blutstrom (Membrana limitans gliae perivascularis) ab. Die 

Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke hängt von astrozytär sezernierten Faktoren 

ab (Alvarez et al. 2013). Andererseits bilden diese Zellen auch das verbindende 

Element zwischen Energieträgern im Blut und den energiehungrigen Neuronen des 

Gehirns (Tsacopoulos und Magistretti 1996). Es wurde gezeigt, dass Astrozyten auch 

direkten regulatorischen Einfluss auf die zerebrale Mikrozirkulation nehmen (Zonta et 

al. 2003). Astrozyten sind also maßgeblich an der Induktion und Aufrechterhaltung der 

Blut-Hirn-Schranke sowie der Energieversorgung der Neurone beteiligt. Durch ihre 

Stoffwechselleistung und enge Verknüpfung ermöglichen sie die Homöostase des 

ZNS. Astrozyten beeinflussen aber auch direkt die synaptische Transmission 

neuronaler Netzwerke. So ermöglicht ihnen ihr direkter örtlicher Kontakt zu den 

Synapsen die Aufnahme und Modifizierung von Neurotransmittern (Chung et al. 2015). 

Die Spaltprodukte werden dann wieder an Neurone zurückgegeben, um der erneuten 

Transmitter-Synthese zugeführt zu werden. In diesem Kontext wird ihre Rolle im 

Rahmen der Exzitotoxizität deutlich (Schousboe und Waagepetersen 2005; Tzingounis 

und Wadiche 2007).  

 

1.5.2 Reaktive Astrogliose 
Reaktive Astrogliose ist definiert als die mit Hypertrophie und Proliferation 

einhergehende Antwort von Astrozyten auf eine zerebrale Läsion. Sie wird regelhaft 

von morphologischen Veränderungen und einer deutlich vermehrten Expression des 

Intermediärfilaments saures Gliafaserprotein (GFAP) begleitet (Eng und Ghirnikar 

1994; Brahmachari et al. 2006; Sofroniew 2009). Der Begriff stellt die Antwort von 

Astrozyten in den Mittelpunkt, wobei dieser komplexe Mechanismus vielmehr durch die 

Interaktion von Astrozyten mit anderen Zellen des ZNS, insbesondere mit 

Mikrogliazellen, getragen wird (Solà et al. 2002; Nakazawa et al. 2007; Kirkley et al. 

2017). Die Aktivierung der Astrozyten kann durch mikrogliär sezernierte 

proinflammatorische Mediatoren und Zytokine wie TNFα oder NO erfolgen 
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(Brahmachari et al. 2006; Abd-El-Basse 2013; Liddelow et al. 2017; Shinozaki et al. 

2017). Zellkulturexperimente zeigen, dass andersherum auch die mikrogliäre 

Aktivierung der Kontrolle astrozytär sezernierter Faktoren unterliegt (Hailer et al. 2001). 

Die Reaktion aktivierter Astrozyten ist partiell unabhängig von der Art der zugrunde 

liegenden Schädigung, wobei andererseits auch läsionsspezifische Veränderungen der 

Genexpression detektierbar sind (Zamanian et al. 2012). Insgesamt handelt es sich bei 

der reaktiven Astrogliose um eine spezielle Form der Wundheilung bzw. Narbenbildung 

mit dem Ziel, die geschädigte Region metabolisch von gesundem Gewebe zu isolieren, 

die Blut-Hirn-Schranke zu rekonstruieren und neuronale Verbindungen um die Läsion 

herum neu zu organisieren. Reaktive Astrogliose geht jedoch auch mit der Produktion 

diverser proinflammatorischer Zytokine einher, was den inflammatorischen Zustand 

nach einer akuten Läsion temporär aggravieren kann (Sawada et al. 1989, 1992; 

Codeluppi et al. 2014).  

 

Während reaktive Astrogliose jahrzehntelang als wesentliches Hindernis axonaler 

Regeneration angesehen wurde, begründen jüngere Erkenntnisse ein deutlich 

differenzierteres Bild. Grundsätzlich lässt sich die anisomorphe von der isomorphen 

Astrogliose unterscheiden. Die anisomorphe Astrogliose findet im Zentrum der Läsion 

statt und führt durch ausgeprägte Proliferation der Astrozyten zu einer Glianarbe, 

welche die ursprüngliche Gewebe-Architektur substituiert. Das erneute Einwachsen 

von Axonen wird durch die epidermal growth factor receptor (EGFR)-induzierte 

Produktion von Chondroitin-Sulfat und Keratin aktiv gehemmt, sodass es zu einem 

räumlichen und funktionellen Ausschluss der Region aus der Integrität des ZNS kommt 

(Wilhelmsson et al. 2004; Koprivica et al. 2005; Bradbury und Carter 2011). Diese 

Barriere scheint jedoch auch perivaskulär die Leukozyteninvasion und damit eine 

überschießende Neuroinflammation vermindern zu können (Voskuhl et al. 2009). In 

Zellkulturexperimenten wurde gezeigt, dass eine Aktivierung von Astrozyten mit dem 

proinflammatorischen Zytokin TNFα mit einer verminderten Fähigkeit der Zellen 

einhergeht, das neuronale Überleben und Auswachsen von Neuriten zu unterstützen 

(Abd-El-Basse 2013). Ganz anders verhalten sich die Astrozyten weiter entfernt vom 

Kern der Läsion: Hier werden Wachstumsfaktoren und Zytokine wie glial cell-derived 

neurotrophic factor (GDNF), nerve growth factor (NGF) und fibroblast growth factor 

(FGF) produziert, welche eine Rekonstitution der neuralen Architektur ermöglichen 

(Appel et al. 1997; Goss et al. 1998; Kitagawa et al. 1999). Geschädigte Neurone 

werden vor einem sekundären Absterben geschützt und das Wachstum von Neuriten 

sowie die Synaptogenese unterstützt (Faulkner et al. 2004; Li et al. 2008). 

Dementsprechend wird zwar einerseits die Restitution schwer geschädigter 
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Gewebeabschnitte verhindert, während andererseits die Leukozyteninvasion 

vermindert, die Regeneration umliegender Bereiche unterstützt und die Integrität der 

Blut-Hirn-Schranke stabilisiert wird. Bei experimenteller Elimination sich teilender 

GFAP-positiver Zellen nach akuter Hirnschädigung kam es zu einer verstärkten 

Alteration der Blut-Hirn-Schranke mit Leukozyteninvasion und zu einer verstärkten 

Neurodegeneration bei verstärktem lokalen Aussprossen von Neuriten (Bush et al. 

1999). Eine einheitliche Interpretation im Sinne eines protektiven oder schädigenden 

Mechanismus wird diesen Befunden folglich nicht gerecht. Vielmehr handelt es sich um 

eine notwendige und komplexe Reaktion, deren Konsequenzen für die Integrität des 

ZNS differenzierter Betrachtung bezüglich Zeit und Ort bedarf (Pekny et al. 2014). Das 

zunehmende Verständnis von den zugrunde liegenden Mechanismen führt zur 

Entdeckung vielfältiger potentieller pharmakologischer Angriffspunkte zur Behandlung 

der neuronalen Sekundärschädigung (Kimelberg und Nedergaard 2010). 

 

1.6 Cannabinoide im Kontext der neuronalen Läsion 
Im Kontext akuter zentralnervöser Läsionen und neurodegenerativer Erkrankungen 

kommt es zu einer ausgeprägten Stimulation der Bildung von Endocannabinoiden 

(Panikashvili et al. 2001; Hansen et al. 2001; Maccarrone et al. 2003; Marsicano et al. 

2003; Hohmann et al. 2005; Kallendrusch et al. 2012). Die vermehrte Bildung von 2-

AG und AEA im Rahmen von zentralnervösen Pathologien konnte mit neuroprotektiven 

Effekten in Verbindung gebracht werden und es gibt Evidenz dafür, dass es sich dabei 

um einen intrinsischen Kompensationsmechanismus zur Begrenzung der 

Sekundärschädigung handelt (Panikashvili et al. 2001; Marsicano et al. 2003; 

Kallendrusch et al. 2012). In den letzten Jahren haben sich zwei unterschiedliche 

molekulare Mechanismen Cannabinoid-vermittelter Neuroprotektion herauskristallisiert. 

Einerseits wird die überschießende glutamaterge Transmission im Rahmen der 

Exzitotoxizität reduziert und andererseits die inflammatorische Komponente der 

Sekundärschädigung beeinflusst.  

 

Wie bereits dargelegt, können Endocannabinoide als retrograde Transmitter wirken, 

die bei postsynaptischer Depolarisation aus Vorstufen in der Membran abgespalten 

und freigesetzt werden und präsynaptisch via CB1-Rezeptor eine Hyperpolarisation 

und somit Reduktion der Neurotransmitterausschüttung bewirken (Wilson und Nicoll 

2001; Schlicker und Kathmann 2001; Katona et al. 2006). Über diesen neuronalen 

Mechanismus kann die verstärkte Glutamat-Ausschüttung CB1-abhängig vermindert 

und die exzitotoxische Sekundärschädigung vermindert werden (Marsicano et al. 

2003). Im Schlaganfallmodell der Maus führte ein Knockout des CB1-Rezeptors zu 
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größeren Läsionen und konsekutiv reduziertem neurologischen Outcome (Parmentier-

Batteur et al. 2002).  

 

Als weiterer Mechanismus Endocannabinoid-vermittelter Neuroprotektion wurde die 

Beeinflussung mikrogliärer Aktivierung charakterisiert. Mikrogliazellen sind prinzipiell in 

der Lage, den CB2-Rezeptor zu exprimieren. (Núñez et al. 2004). Darüber hinaus gibt 

es pharmakologische Evidenz für das Vorhandensein des putativen abn-CBD-

sensitiven Rezeptors auf Mikroglia (Walter et al. 2003; Franklin und Stella 2003). Im 

gesunden ZNS mit ramifizierter Mikroglia lässt sich allenfalls eine minimale 

Rezeptorexpression feststellen, sodass wiederholt das Vorkommen von CB2-

Rezeptoren auf Mikroglia angezweifelt wurde (Munro et al. 1993; Galiegue et al. 1995; 

Griffin et al. 1999). An Mikrogliazellen wurde in vitro und in vivo gezeigt, dass diese 

den Rezeptor erst im Rahmen der Aktivierung hochregulieren, sodass das 

ursprüngliche Paradigma einer ausschließlich peripheren Distribution des Rezeptors 

revidiert werden musste. Die Expression des CB2-Rezeptors unterliegt dabei einer 

Pathogen- bzw. Zytokin-spezifischen Regulation. So führt beispielsweise eine 

Behandlung mit LPS zu einer reduzierten Expression, während eine Behandlung mit 

granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) plus Interferon γ (IFNγ) 

zu einer gesteigerten Rezeptorexpression führt (Carlisle et al. 2002; Maresz et al. 

2005; Cabral und Marciano‐Cabral 2005). CB1-Rezeptoren werden ebenfalls, wenn 

auch auf deutlich niedrigerem Niveau, gebildet (Carlisle et al. 2002). 

Interessanterweise scheint das Ausmaß der mikrogliären CB2-Rezeptorexpression 

auch in vivo abhängig von der zugrunde liegenden Neuropathologie zu sein (Zhang et 

al. 2003). Durch eine Behandlung von Mikrogliazellen mit Cannabinoiden können 

vielfältige Teilaspekte des mikrogliären Funktionszustandes beeinflusst werden. So 

konnte gezeigt werden, dass 2-AG und die synthetische Substanz 

Arachidonylcyclopropylamid (ACPA) die gerichtete Migration von immortalisierten BV2-

Mikrogliazellen im Boyden-Kammer-Assay steigert, wobei der Effekt durch die 

pharmakologische Blockade von CB2- und abn-CBD-sensitivem Rezeptor aufgehoben 

werden konnte (Walter et al. 2003; Franklin und Stella 2003). 2-AG bewirkt in der 

Zellkultur eine CB2-abhängige Steigerung der Proliferation von Mikrogliazellen (Carrier 

et al. 2004). Im Modell der exzitotoxisch geschädigten OHSC konnte Exzitotoxizität 

durch endogene und exogene Cannabinoide begrenzt werden. Der neuroprotektive 

Effekt von 2-AG war dabei abhängig von der Anwesenheit von Mikrogliazellen (Kreutz 

et al. 2007, 2009). Am gleichen Modell wurde auch durch AEA das Überleben von 

Neuronen nach exzitotoxischer Schädigung durch eine Beeinflussung der mikrogliären 

Aktivität verbessert (Eljaschewitsch et al. 2006). Außerdem konnte die mikrogliäre 
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Produktion proinflammatorischer Zytokine und reaktiver Sauerstoffspezies durch 

Cannabinoide reduziert werden (Ehrhart et al. 2005; Eljaschewitsch et al. 2006; Martin-

Moreno et al. 2011; Ma et al. 2015). Die mikrogliäre Produktion von TNFα auf einen 

proinflammatorischen Reiz wurde in vitro durch 2-AG und synthetische Cannabinoide 

jedoch auch unabhängig von einer pharmakologischen Blockade der Rezeptoren CB1 

und CB2 gehemmt (Puffenbarger et al. 2000; Facchinetti et al. 2003). Im in vivo Modell 

der traumatischen Hirnschädigung führte sowohl die pharmakologische Blockade des 

CB2-Rezeptors als auch der genetische Knockout zu einer Exazerbation der TNFα- 

und NO-Produktion (Amenta et al. 2014). Im Mausmodell des ischämischen 

Schlaganfalls konnten CB2-Agonisten das Outcome der Tiere verbessern und die 

Produktion proinflammatorischer Proteine reduzieren (Zarruk et al. 2012). Der Effekt 

wurde durch pharmakologische Blockade und genetischen Knockout aufgehoben. 

Interessanterweise war jedoch durch den Knockout des CB2-Rezeptors selbst nur im 

Modell der temporären Ischämie, nicht jedoch bei permanentem Verschluss der Arteria 

cerebri media, das Outcome der Tiere gegenüber den Wildtyp-Tieren verändert (Zhang 

et al. 2007, 2009; Zarruk et al. 2012). Sowohl im Mausmodell des ischämischen 

Schlaganfalles, als auch im Modell der traumatischen Hirnschädigung wurde die 

reduzierte Neuroinflammation und Leukozyteninvasion als Mechanismus der CB2-

vermittelten Neuroprotektion identifiziert (Murikinati et al. 2010; Zarruk et al. 2012; 

Amenta et al. 2014). Auch in einem Mausmodell der Subarachnoidalblutung wurde die 

zerebrale Leukozyteninvasion CB2-abhängig vermindert (Fujii et al. 2014). Es wird 

deutlich, dass viele der neuroprotektiven Effekte über die CB1-abhängige 

Beeinflussung synaptischer Transmission und CB2-abhängige antiinflammatorische 

Wirkung des ECBS vermittelt werden. Es besteht jedoch auch Evidenz für die 

Beteiligung CB1- und CB2-unabhängiger Mechanismen an Cannabinoid-vermittelter 

Neuroprotektion. 

 

1.6.1 Abnomal Cannabidiol-vermittelte Neuroprotektion 
Bei der Untersuchung des neuroprotektiven Potentials endogener und exogener 

Cannabinoide am Modell der exzitotoxisch geschädigten OHSC verbesserte 2-AG das 

Überleben der Nervenzellen und beeinflusste die Migration und Proliferation von 

Mikrogliazellen (Kreutz et al. 2007). Zunächst wurde der CB2-Rezeptor für die 2-AG-

vermittelte Neuroprotektion verantwortlich gemacht. Überraschenderweise zeigte sich 

jedoch, dass auch nach pharmakologischer Blockade des CB2-Rezeptors das 

Überleben der Nervenzellen durch 2-AG verbessert wurde (Kreutz et al. 2007, 2009). 

Der neuroprotektive Effekt von 2-AG wurde allerdings durch eine Behandlung mit O-

1918 oder Cannabidiol antagonisiert. Darüber hinaus wirkte abn-CBD ebenfalls O-
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1918- und Cannabidiol-sensitiv neuroprotektiv. Die Effekte konnten durch Depletion 

der Mikrogliazellen aus den Kulturen aufgehoben werden (Kreutz et al. 2009). In der 

Mainzer Arbeitsgruppe von Dr. Alessandri wurde in Kooperation mit unserer 

Arbeitsgruppe abn-CBD in einem in vivo Modell der traumatischen Hirnschädigung an 

Ratten untersucht. Abn-CBD akkumulierte nach subkutaner Applikation im ZNS und 

verbesserte ohne Beeinflussung des systemischen Blutdrucks die zerebrale Perfusion. 

Nach 14 Tagen waren die Läsionen signifikant kleiner als bei unbehandelten Tieren, 

was sich auch in signifikant besseren Ergebnissen in neurologischen Scores 

wiederspiegelte. Interessanterweise konnte beobachtet werden, dass der 

Ramifikationsindex, ein mikroskopischer Parameter für mikrogliäre Aktivierung, nach 

drei Tagen signifikant niedriger ausfiel (Ulrich 2012). Auch im Mausmodell des 

ischämischen Schlaganfalls wurde der zerebrale Blutfluss durch eine Behandlung mit 

abn-CBD erhöht und das Volumen der Läsion signifikant reduziert (Mishima et al. 

2005). Es wurde gezeigt, dass 2-AG und synthetische Cannabinoide in vitro die 

mikrogliäre Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie TNFα CB1- und CB2-

unabhängig hemmen können (Puffenbarger et al. 2000; Facchinetti et al. 2003). Die 

Neurotoxizität von konditioniertem Medium, welches aus Kulturen LPS-aktivierter BV2-

Mikroglia stammte, wurde durch eine Behandlung mit abn-CBD herabgesetzt 

(Janefjord et al. 2014). Der abn-CBD-sensitive Rezeptor konnte pharmakologisch auf 

Mikrogliazellen anhand seiner Beeinflussung der Migration charakterisiert werden 

(Walter et al. 2003; Franklin und Stella 2003). Abn-CBD scheint also über eine 

gemeinsame Zielstruktur mit Endocannabinoiden durch die Beeinflussung mikrogliärer 

Funktion und der zerebralen Perfusion neuroprotektiv zu wirken. In diesem 

Zusammenhang stellt der putative mikrogliäre abn-CBD-sensitive Rezeptor eine 

schlüssige Arbeitshypothese dar, auch wenn seine genetische Identität bis heute 

ungewiss ist. 
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2 Zielstellung und Fragestellung 
Ziel der Arbeit ist es, anhand von in vitro Modellen die Modulation von glialen 

Entzündungs- und Reparaturprozessen durch abn-CBD zu beleuchten und so sein 

neuroprotektives Potential weiter zu charakterisieren. Gewählt wurde ein Modell für 

reaktive Astrogliose und ein Modell der entzündlichen Astrozyten- und Mikroglia-

Aktivierung. Dass Cannabinoide auf Ebene der Sekundärschädigung nach akuter 

Hirnschädigung das Überleben von Nervenzellen beeinflussen gilt inzwischen als gut 

untersuchte Tatsache (Kapitel 1.6). Auch die synthetische Substanz abn-CBD 

beeinflusste in unterschiedlichen Modellen das Ausmaß der neuronalen Schädigung. 

Jedoch herrscht bis heute eine gewisse Unklarheit darüber, welche Zielstrukturen 

durch abn-CBD beeinflusst werden und auf welchem Zellsubtyp diese zu finden sind 

(Kapitel 1.6.1). Zwar konnten in der Vergangenheit eine Wirkung auf Mikrogliazellen 

und die zerebrale Blutversorgung gezeigt und verschiedene Rezeptoren als potentielle 

Targets identifiziert werden, dennoch bleibt das Bild der Pharmakodynamik von abn-

CBD inkomplett. Die Charakterisierung der Wirkung auf Mikrogliazellen beschränkt 

sich bislang auf wenige Untersuchungen. Keiner der klonierten Rezeptoren kann 

aktuell das komplette Wirkungsprofil erklären und eine potentielle direkte Wirkung auf 

Astrozyten wurde bislang nicht untersucht. Aus dieser Situation ergibt sich das Ziel, 

beteiligte Strukturen und Zelltypen über die Identifikation beeinflusster Signalkaskaden 

weiter einzukreisen. 

 

Im Kontext der Sekundärschädigung kommt der reaktiven Astrogliose und astrozytären 

Narbenbildung eine Schlüsselposition zu (Kapitel 1.5.2). Die Befunde aus den OHSC 

implizieren eine direkte Beeinflussung der ortsansässigen Glia durch abn-CBD (Kreutz 

et al. 2009). Es stellen sich also folgende Fragen: 

1.: Wird die astrozytäre Narbenbildung durch eine Behandlung mit abn-CBD 

beeinflusst? 

2.: Sind die potentiellen Effekte abhängig von der Anwesenheit von Mikrogliazellen? 

Die Sekundärschädigung ist durch inflammatorische Kaskaden gekennzeichnet 

(Kapitel 1.4.3 und 1.5.2). Die Substanz abn-CBD wurde bereits mit 

antiinflammatorischen Effekten in Verbindung gebracht. In diesem Zusammenhang soll 

eruiert werden: 

3.: Wie beeinflusst abn-CBD die Bildung und Freisetzung von NO und den 

proinflammatorischen Zytokinen TNFα und IL6 aus LPS-aktivierten Gliazellen? 

4.: Differieren potentielle Effekte durch einen Knockout des CB2-Rezeptors bzw. 

durch die Anwesenheit von Mikrogliazellen? 
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3 Material und Methodik 
3.1 Materialien, Chemikalien und Lösungen 
Tabelle 01: Materialen 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
1,5 ml Reaktionsgefäß Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland) 
15 ml Zentrifugenröhrchen Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
24-Well-Platte Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
50 ml Zentrifugenröhrchen Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
6-Well-Platte Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
96-Well-Platte Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
96-Well-Platte für ELISA R&D Systems, Minneapolis (USA) 
Einmalspritzen 20 ml B.Braun, Melsungen (Deutschland) 
Neubauer-Zählkammer Brand, Wertheim (Deutschland) 
Pasteur Glaspipette Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland) 
Petrischalen Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
Pipettenspitzen Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
Präparierbesteck Carl Roth, Karlsruhe (Deutschland) 
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml) Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
Sterilfilter Sarstedt AG, Nümbrecht (Deutschland) 
Sterilfilter-Flaschen (250 ml, 500 ml) Sarstedt AG, Nümbrecht (Deutschland) 
Zellkulturflasche Greiner Bio-One, Kremsmünster (Österreich) 
 

Tabelle 02: Medien und Zusätze für Zellkultur und Präparation 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
Aqua bidest. Fresenius, Bad Homburg (Deutschland) 
Clodronat Bayer, Leverkusen (Deutschland) 
DMEM Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
DNAse Worthington Biochemical, Lakewood (USA) 
FBS Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
HBSS mit Mg2+ und Ca2+ Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
HBSS ohne Mg2+ und Ca2+ Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
Natriumbikarbonat Invitrogen, Carlsbad (USA) 
PBS Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
Penicillin-Streptomycin Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
PLL Biochrom, Berlin (Deutschland) 
Salzsäure AppleChem, Darmstadt (Deutschland) 
Trypsin Gibco BRL Life Technologies, Carlsbad (USA) 
Trypsin-EDTA-Lösung Biochrom, Berlin (Deutschland) 
Vitamin C Sigma-Aldrich, St.Louis (USA) 
 

Tabelle 03: Substanzen für die Behandlungen 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
Lipopolysaccharide (LPS) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Methylacetat Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Abnormal Cannabidiol (abn-CBD) Tocris Bioscience, Bristol (UK) 
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Tabelle 04: Substanzen für die Stickstoffmonoxid-Messungen 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
Natrium-Nitrit Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
Griess-Reagenz (modified) Sigma-Aldrich, St. Louis (USA) 
 

Tabelle 05: Substanzen für die Enzyme-linked Immunosorbent Assays 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
Goat anti-mouse TNFα Capture 
Antikörper 

R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Biotynilierter goat anti-mouse TNFα 
Detection Antikörper 

R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Rekombinanter mouse TNFα 
Standard 

R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Streptavidin-HRP R&D Systems, Minneapolis (USA) 
Rat anti-mouse IL6 Capture 
Antikörper 

R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Biotynilierter goat anti-mouse IL6 
Detection Antikörper 

R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Rekombinanter mouse IL6 Standard R&D Systems, Minneapolis (USA) 
PBS R&D Systems, Minneapolis (USA) 
Waschpuffer R&D Systems, Minneapolis (USA) 
BSA (Reagent Diluent) R&D Systems, Minneapolis (USA) 
Color Reagent A (H2O2) R&D Systems, Minneapolis (USA) 
Color Reagent B 
(Tetramethylbenzidin) 

R&D Systems, Minneapolis (USA) 

Stop Solution (2N H2SO4) R&D Systems, Minneapolis (USA) 
 
Tabelle 06: Geräte 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
Auto-Washer Bio-Rad, Hercules (USA) 
Elektronische Pipettierhilfe Hirschmann, Eberstadt (Deutschland) 
Feinwaage OHAUS, Parsippany-Troy Hills (USA) 
Inkubator Heraeus, Hanau (Deutschland) 
Lebendzell-Mikroskop Leica Microsystems, Wetzlar (Deutschland) 
Manuelle Mikrotiterpipette Eppendorf AG, Hamburg (Deutschland) 
Microplate-Reader BioTek Instruments, Winooski (USA) 
PH-Meter Mettler-Toledo, Columbus (USA) 
Phasenkontrastmikroskop Zeiss, Jena (Deutschland) 
Sterilbank Heraeus, Hanau (Deutschland) 
Vortexer Janke & Kunkel, Köln (Deutschland) 
Wasserbad Varialux, Arnsdorf (Deutschland) 
Zentrifugen Heraeus, Hanau (Deutschland) 
 



 

 27 

Tabelle 07: Software 
Artikel Hersteller, Firmensitz 
Excel for Mac 2011 Microsoft, Redmond (USA) 
Gen5 BioTek Instruments, Winooski (USA) 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, La Jolla (USA) 
LASX V. 1.0.9 Leica Microsystems, Wetzlar (Deutschland) 
PowerPoint for Mac 2011 Microsoft, Redmond (USA) 
Tscratch V.1.0 ETH Zürich, unkommerziell (Schweiz) 
Word for Mac 2011 Microsoft, Redmond (USA) 
 

3.1.1 Reagenzien für die Stickstoffmonoxid-Messung 
Für die NO-Messungen wurde ein auf die Verwendung an Zellkulturüberständen 

optimiertes Griess-Reagenz verwendet (Griess-Reagenz modified, Sigma-Aldrich, 

St.Louis, USA). Bei der Verwendung wurden die Angaben des Herstellers beachtet 

(Kapitel 3.5.3). 

 

3.1.2 Reagenzien und Antikörper für das Enzyme-linked Immunosorbent 
Assay 

Für die durchgeführten Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) wurden 

kommerziell erhältliche und für die Verwendung an Zellkulturüberständen optimierte 

ELISA-Kits verwendet (DuoSet ELISA Development System Mouse TNFα und DuoSet 

ELISA Development System Mouse IL6, R&D Systems, Minneapolis, USA). Alle 

weiteren benötigten Materialien und Lösungen wurden ebenfalls im Set über den 

Hersteller bezogen (DuoSet Ancillary Reagent Kit 2, R&D Systems, Minneapolis, 

USA). Bei der Verdünnung der Antikörper und Reagenzien auf ihre Zielkonzentrationen 

sowie der Durchführung des Assays wurden die Empfehlungen des Herstellers 

beachtet (Kapitel 3.5.5). 

 

3.2 Versuchstiere 
Das Material für die primären Zellkulturen wurde aus Mäusen (C57BL/6) und 

korrespondierenden CB2-Rezeptor-Knockout-Tieren gewonnen. Der CB2-Knockout 

besteht dabei in der Elimination der dritten intrazellulären Schleife, der 

transmembranären Domänen sechs und sieben, sowie des Carboxy-Terminus des 

Rezeptors (Buckley et al. 2000; Buckley 2008). Die Haltung und Zucht erfolgte im 

Zentrum für angewandte medizinische humanbiologische Forschung (ZAMED) Martin-

Luther-Universität Halle-Wittenberg. Jungtiere wurden am Tag ihrer Geburt oder am 

ersten postnatalen Tag durch Dekapitation für die Präparation getötet. 
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3.3 Primärkulturen von Mikroglia und Astrozyten 
3.3.1 Medium zur Kultivierung von primären Mikrogliazellen und Astrozyten 
Zur Kultivierung der astrozytär-mikrogliären Mischkultur sowie der isolierten Astrozyten 

kam Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) mit 4,5 g/L Glukose, welchem 10 % 

(v/v) fetales Kälberserum (fetal bovine serum, FBS), 1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin 

und 0,1 % (v/v) Vitamin C zugesetzt wurden, zur Verwendung. Vor der Benutzung 

wurde das Medium erwärmt, der pH mit Hilfe von Bikarbonat und Salzsäure auf 7,4 

eingestellt und anschließend steril filtriert. 

 

3.3.2 Gewinnung und Kultivierung einer astrozytär-mikrogliären Mischkultur 
Um Primärkulturen von Astrozyten bzw. Mikroglia zu gewinnen, wurde zunächst eine 

Mischkultur dieser Zellen erstellt. Dazu wurden Wildtyp C57BL/6-Mäuse 

beziehungsweise korrespondierende CB2-Knockout-Tiere am Tag ihrer Geburt oder 

am darauffolgenden Tag (p0-p1) unter sterilen Bedingungen dekapitiert und präpariert. 

Die Kopfhaut und anschließend die Schädelkalotte wurden sagittal eröffnet, nach 

lateral mobilisiert und entfernt. Die Gehirne wurden mit einer gebogenen Pinzette 

entnommen und in eine gekühlte Petrischale mit Ca2+- und Mg2+-haltiger Hanks’ 

Balanced Salt Solution (HBSS) überführt. Unter stereomikroskopischer Sicht wurden 

die Meningen, Bulbi olfactorii und das Cerebellum samt Hirnstamm entfernt. Die so 

präparierten Gehirne wurden zunächst dreimal kurz mit HBSS ohne Mg2+ und Ca2+ 

gespült, um dann zu jeweils vier Stück für fünf Minuten in 1 ml einer Lösung aus 3 ml 

HBSS ohne Ca2+ und Mg2+, 2 ml Trypsin und 0,5 ml Desoxyribonukleinase (DNAse) in 

einem 15 ml-Röhrchen bei 37 °C anverdaut zu werden. Nach einmaligem Waschen mit 

HBSS ohne Ca2+ und Mg2+ erfolgte eine Behandlung mit 100 μl DNAse, woraufhin sich 

die Gehirne mit Hilfe einer Pasteurpipette suspendieren ließen. Der Verdau wurde 

durch Hinzugabe von 10 ml HBSS mit Ca2+ und Mg2+ gestoppt und die so entstandene 

Suspension für zehn Minuten bei 133 g zentrifugiert. Das Pellet wurde in 10 ml 

Kulturmedium resuspendiert und die Zellsuspension in eine zuvor mit Poly-L-Lysin 

(PLL) beschichtete Kulturflasche gegeben. Bis zur weiteren Verwendung wurden die 

Zellen bei 37 °C und 5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach zwei Tagen wurde der 

Zelldetritus mittels HBSS mit Ca2+ und Mg2+ aus der Kultur gewaschen, gefolgt von der 

Zugabe von frischem Kulturmedium. Anschließend erfolgte alle zwei Tage ein Wechsel 

des Kulturmediums. Durch das eingesetzte Kulturmedium kam es zum raschen 

Absterben von Neuronen und Oligodendrozyten, sodass nach wenigen Tagen eine 

Mischkultur aus Astrozyten und Mikrogliazellen entstand. Nach einer Woche 

entwickelten die Kulturen ein für mehrere Tage stabiles Verhältnis von Astrozyten zu 
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Mikrogliazellen, welches etwa bei 10:1 lag (Hansson et al. 1980; Hansson 1984; Saura 

2007). 

 

3.3.3 Passagieren der primären Mischkultur 
Nachdem die Zellen in der Kulturflasche Konfluenz erreichten, wurden sie nach 

zweimaligem Waschen der Kultur mit phosphate buffered saline (PBS) ohne Ca2+ und 

Mg2+ mit Hilfe von 3 ml Trypsin/Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)-Lösung 

(0,05 %/0,02 % w/v in PBS ohne Ca2+ und Mg2+) über fünf Minuten aus der Adhärenz 

gelöst. Die Reaktion wurde mit Kulturmedium gestoppt und die so gewonnene 

Zellsuspension bei 133 g für fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen, das Zellpellet resuspendiert und in je 10 ml Medium auf zwei neue mit PLL 

beschichtete Kulturflaschen passagiert. 

 

3.3.4 Gewinnung einer isolierten Astrozytenkultur 
Zur Herstellung reiner Astrozytenkulturen aus der Mischkultur wurden die 

Mikrogliazellen durch Zusatz von 10 μg/ml Clodronat in das Kulturmedium abgetötet. 

Die Prozedur wurde dreimal in Verbindung mit den regulären Wechseln des 

Kulturmediums durchgeführt, um möglichst alle Mikrogliazellen zu erfassen. 

Anschließend erfolgten im Rahmen der weiteren Kultivierung Mediumwechsel ohne 

den Zusatz von Clodronat (Kohl et al. 2003; Kumamaru et al. 2012). 

 

3.4 Scratch-Wound Assay 
Um die Einflüsse von abn-CBD und der Anwesenheit von Mikrogliazellen auf die 

Migration und Proliferation von Astrozyten nach einer mechanischen Läsion zu 

untersuchen, wurde ein Scratch-Wound Assay als in vitro Modell für reaktive 

Astrogliose bzw. astrozytäre Narbenbildung gewählt.  

 

3.4.1 Vorbereitung der Zellen für die Scratch-Wound Untersuchung 
Scratch-Wound Assays wurden sowohl an isolierten Astrozytenkulturen, als auch an 

astrozytär-mikrogliären Mischkulturen durchgeführt (Kapitel 3.3). Bei konfluentem 

Wachstum in der Kulturflasche und nach einer Kultivierungszeit von 10 bis 20 Tagen 

wurde analog zum Prozedere bei Passagieren der Zellen vorgegangen (Kapitel 3.3.3). 

Dabei wurden die Zellen in der Suspension mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer 

gezählt und nach entsprechender Verdünnung jeweils 500000 Zellen in 3 ml Medium in 

die Vertiefungen einer 6-Well-Platte gegeben, welche zuvor mit PLL beschichtet 

wurden. Es wurden je drei Wells mit astrozytär-mikrogliärer Mischkultur und die drei 

verbleibenden Wells mit reiner Astrozytenkultur besiedelt. Anschließend wurden die 
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Kulturen über mindestens 24 Stunden bis zum Erreichen von Adhärenz und Konfluenz 

inkubiert. Eine mittige, vertikale und gerade Risswunde wurde mit Hilfe einer 10 µl-

Pipettenspitze gesetzt, das verbrauchte Zellkulturmedium wurde abgesaugt und durch 

frisches mit laut Protokoll zugesetzten Substanzen ersetzt (Abbildung 06). 

 

3.4.2 Behandlung der Zellen für die Scratch-Wound Untersuchung 
Die Zellen wurden mit abn-CBD in den Konzentrationen 1 µM und 10 µM behandelt. 

Den korrespondierenden Kontrollen (CTL) wurde 0,66 µl Methylacetat pro ml Medium 

entsprechend der Menge Lösungsmittel bei der Behandlung mit abn-CBD zugesetzt. 

 

 
Abbildung 06: Versuchsanordnung für die Scratch-Wound Untersuchung  

 

3.4.3 Lebendzellmikroskopie der Scratch-Heilung 
Die Beobachtung der so präparierten Zellen erfolgte in einem Mikroskop der Marke 

Leica mit einem den Objekttisch umgebenden Inkubator. Es wurde ein 20-fach Objektiv 

mit Phasenkontrast verwendet, wobei die Zellen konstant bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert wurden. Die untersuchten Positionen wurden so definiert, dass jeweils drei 

überschneidungsfreie Ausschnitte aus dem zentralen Bereich des Scratches 

abgebildet wurden. Ferner wurde ein zusätzlicher repräsentativer Ausschnitt 4 mm 

vom Wundrand entfernt im Bereich des Zell-Monolayers gewählt, um die 

Vergleichbarkeit der Zelldichte zu bestätigen (Abbildung 07). Die Software des 

Mikroskops wurde so konfiguriert, dass alle fünf Minuten eine digitale Aufnahme der 

definierten Positionen entstand und die Beobachtung wurde über 30 Stunden 

fortgesetzt (Abbildung 08). 

 

T0: Scratch und Behandlung

Astrozytär-
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Abbildung 07: Auswahl der Positionen für die Lebendzellmikroskopie  

 

 
Abbildung 08: Protokoll des Scratch-Wound Assays 

 

3.4.4 Datenerhebung und statistische Auswertung 
Es wurden insgesamt 10 unabhängige Experimente durchgeführt, wobei vereinzelt 

Positionen wegen nicht vollständig einsehbarer Wundränder aus der Analyse 

ausgeschlossen werden mussten. In jeder Behandlungsgruppe konnten jedoch die 

Bilder aus mindestens 8 unabhängigen Experimenten ausgewertet werden. Die nicht 

von Zellen bedeckte Bildfläche der Aufnahmen aus dem Bereich der Risswunde wurde 

mit dem Matrix Laboratory (MATLAB)-Skript TScratch für die Zeitpunkte 0, 6, 12, 18, 

24 und 30 Stunden bestimmt und in Prozent der gesamt-Bildfläche angegeben 

(Gebäck et al. 2009). Da die automatische Kantendetektion des Algorithmus bei den 

vorliegenden Bildern äußerst unzuverlässig arbeitete, wurde jedes Bild manuell 

nachbearbeitet. Durch den erheblichen Mehraufwand konnte die ursprünglich gewählte 

zeitliche Auflösung von 5-Minuten-Intervallen nicht beibehalten werden. Positionen an 

denen die Wundränder initial oder zu einem späteren Zeitpunkt nicht komplett 

einsehbar waren, wurden für alle Zeitpunkte aus der Analyse ausgeschlossen. Aus den 

so ermittelten 2-3 Werten pro Well und Zeitpunkt wurden die Mittelwerte gebildet. Die 

statistische Auswertung erfolgte mit der Software GraphPad Prism 5. Die 

fortschreitende Wundheilung wurde über die kumulative Änderung der freien Bildfläche 

zu den betrachteten Zeitpunkten gegenüber der Scratch-Breite zum Zeitpunkt Null im 

jeweiligen Well quantifiziert. Zusätzlich wurden die jeweiligen Veränderungen der 
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Scratch-Breiten in den 6-Stunden-Intervallen 0 h-6 h, 6 h-12 h, 12 h-18 h und 18 h-24 h 

als Ausdruck der Geschwindigkeit der Wundheilung zwischen den Behandlungen 

miteinander verglichen, um die zeitliche Dynamik der Beeinflussung zu 

charakterisieren. Die statistische Analyse erfolgte mittels einfaktorieller Analysis of 

Variance (ANOVA) und Bonferronis Post-Test. Ein p von unter 0,05 wurde als 

signifikant gewertet. 

 

3.5 Messung der Stickstoffmonoxid-, Tumornekrosefaktor-α- und 
Interleukin-6-Sekretion 

Alle Messungen wurden an primären astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und an 

isolierten Astrozytenkulturen durchgeführt. Die Untersuchungen wurden an Zellen aus 

C57BL/6-Wildtyp-Tieren und aus den korrespondierenden CB2-Knockout-Tieren 

durchgeführt. Pro Zellkultur und analysierter Substanz wurden mindestens vier 

unabhängige Experimente durchgeführt. 

 

3.5.1 Vorbereitung der Zellen 
Die Zellen wurden analog zum Vorgehen bei Passagieren durch Trypsin-EDTA Lösung 

aus ihrem adhärenten Wachstum gelöst und zu jeweils 50000 Zellen in 1 ml Medium in 

die Kompartimente einer 24-Well-Platte überführt (Kapitel 3.3.3). Dabei wurde die 

Anzahl der Zellen durch Zählen der Zellsuspension in einer Neubauer-Zählkammer vor 

entsprechender Verdünnung gewährleistet. Nach 24 Stunden bekamen die so 

entstandenen Kulturen frisches Medium, welchem die jeweiligen Behandlungen laut 

Protokoll zugesetzt waren.  

 

3.5.2 Behandlung der Zellen 
Die Zellen wurden für 72 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 mit der jeweiligen 

Behandlung inkubiert. Anschließend wurde der Überstand des Zellkulturmediums 

abpipettiert und bis zur Auswertung bei -20 °C gelagert. 

Die Behandlung der Zellen erfolgte in folgenden Gruppen: 

 

Tabelle 08: Behandlung Stickstoffmonoxid- und Zytokin-Messungen 
Gruppe  Substanzen 
1 CTL + Methylacetat (0,66 µl/ml*) 
2 abn-CBD (1 µM) 
3 abn-CBD (10 µM) 
4 LPS (10 ng/ml) 
5 LPS (10 ng/ml) + abn-CBD (1 µM) 
6 LPS (10 ng/ml) + abn-CBD (10 µM) 
*Entsprechend 10 µM abn-CBD 
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Abbildung 09: Protokoll der Stickstoffmonoxid- und Zytokin-Messungen 

 

3.5.3 Durchführung der Stickstoffmonoxid-Messung 
Da NO in wässriger Lösung eine Halbwertszeit von nur wenigen Sekunden hat, bevor 

es weiter zu Nitrit und Nitrat reagiert, fiel die Wahl auf die Griess-Reaktion, welche 

Nitrit als stabiles Reaktionsprodukt nachweist (Griess 1864; Kelm 1999). Bei der 

Reaktion von Griess-Reagenz (0,2 % Naphtthylethylenediamin dihydrochlorid, 2 % 

Sulphanilamid, 5 % Phosphorsäure) mit Nitrit kommt es zum Farbumschlag der 

Lösung, welcher mittels photometrischer Extinktionsmessung quantifizierbar ist (Griess 

1864; Green et al. 1982). 

 

 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Griess-Reaktion 

 

Vor der Messung wurden Standardkonzentrationen als Verdünnungsreihe einer 

100 µM Lösung aus Natrium-Nitrit in Zellkulturmedium mit den Konzentrationen 

100 µM, 50 µM, 25 µM, 12,5 µM, 6,25 µM, 3,125 µM, 1,5625 µM und 0 µM angefertigt. 

Anschließend wurden jeweils 50 µl der Proben sowie der Standardkonzentrationen in 

die Vertiefungen einer 96-Well-Platte überführt und mit der gleichen Menge Griess-

Reagenz behandelt. Alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung. Nach 15 Minuten 

wurden die Extinktionen bei 540 nm per Microplate-Reader photometrisch quantifiziert.  

 

3.5.4 Auswertung und statistische Analyse der Stickstoffmonoxid-Messung 
Nach Bildung der Mittelwerte aus den jeweils zwei vorliegenden Messungen wurde 

eine Standardkurve mittels linearer Regression erstellt und die unbekannten Werte per 

Interpolation auf die vorliegenden Nitrit-Konzentrationen zurückgerechnet. Da bei jeder 

Standardkurve ein R2 von über 0,98 erreicht wurde, bestätigte sich die lineare 

Regression als adäquate Grundlage der Berechnungen. Die errechneten Nitrit-
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Inkubation
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24 h
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Konzentrationen wurden den jeweiligen Gruppen zugeordnet und die Gruppen mit 

einer einfaktoriellen ANOVA und anschließendem Bonferronis Post-Test auf 

Unterschiede analysiert. Für die lineare Regression, Interpolation und statistische 

Analyse wurde die Software GraphPad Prism 5 verwendet. Ein p von unter 0,05 wurde 

als signifikant gewertet. 

 

3.5.5 Durchführung der Tumornekrosefaktor-α- und Interleukin-6-Messung 
mittels Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

Die durchgeführten Messungen erfolgten durch ein sogenanntes Sandwich-ELISA. 

Dabei wird eine Substanz durch Antigen-Antikörper-Bindung aus einer Lösung fixiert 

und anschließend mit Hilfe einer enzymatischen Färbereaktion quantifiziert (Engvall 

und Perlmann 1971). Zunächst wurden Antikörper gegen murines IL6 bzw. murinen 

TNFα in PBS auf ihre Zielkonzentrationen verdünnt und die Vertiefungen einer 96-

Well-Platte durch 24-stündige Inkubation mit jeweils 100 µl der Lösung beschichtet. 

Während der Inkubation, wie auch während aller folgenden Inkubationsschritte, wurden 

die Platten bei Raumtemperatur lichtgeschützt gelagert und mit selbstklebender Folie 

verschlossen. Die Vertiefungen wurden dreimal mit Hilfe eines automatisierten 

Waschgerätes und je 400 µl Waschpuffer (0,05 % Tween in PBS) pro Wiederholung 

und Vertiefung gewaschen. Dieses Vorgehen wurde bei allen folgenden 

Waschschritten beibehalten. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch einstündige 

Inkubation mit jeweils 300 µl einer Lösung von 1 % bovinem Serumalbumin (BSA) in 

PBS blockiert. Sobald die Proben aufgetaut und die Standardkonzentrationen 

vorbereitet waren, erfolgte ein weiterer Waschschritt. Standardkonzentrationen wurden 

durch Anfertigung einer Verdünnungsreihe von rekombinantem murinem TNFα bzw. 

IL6 in Reagenz-Lösung (1 % BSA in PBS) mit den Konzentrationen 2000 pg/ml (nur 

TNFα), 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,3 pg/ml, 

15,6 pg/ml und 7,8 pg/ml (nur IL6) vorbereitet. Anschließend wurden 100 µl der Proben 

und der Standardkonzentrationen jeweils zweimal in die Vertiefungen der Platte 

pipettiert und zwei Stunden inkubiert. Da sich in den Vorversuchen gezeigt hatte, dass 

die IL6-Konzentrationen in den Überständen oberhalb der Standardkurve und damit 

des Messbereiches lagen, wurden die Proben 1:10 in Medium verdünnt. Ein zweiter 

biotynilierter Antikörper gegen TNFα bzw. IL6 wurde auf seine jeweilige 

Zielkonzentration in einer Lösung von 1 % BSA in PBS verdünnt und die Platten nach 

abermaligem Waschen für weitere zwei Stunden mit je 100 µl dieser Lösung pro Well 

inkubiert. Nach Fixierung der Zielmoleküle bindet der zweite Antikörper den Komplex. 

Nach einem weiteren Waschschritt und einer 20-minütigen Inkubation mit jeweils 

100 µl Streptavidin-Horseradish Peroxidase (HRP) erfolgte nach erneutem Waschen 
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die Zugabe von 100 µl einer 1:1 Mischung aus H2O2 und Tetramethylbenzidin. Diese 

Lösung stellt das Substrat der HRP dar und wird unter Bildung eines blauen 

Reaktionsprodukts umgesetzt, wobei die Geschwindigkeit der Reaktion von der Menge 

der gebundenen HRP abhängt. Nach weiteren 20 Minuten wurde die Reaktion durch 

Hinzugeben von jeweils 50 µl 2NH2SO4 (Stop-Lösung) gestoppt und unmittelbar die 

Extinktionen bei 450 nm und 540 nm photometrisch am Microplate-Reader gemessen. 

 

3.5.6 Auswertung und statistische Analyse des Enzyme-linked 
Immunosorbent Assay 

Um optische Fehler der 96-Well-Platte zu korrigieren wurden entsprechend den 

Empfehlungen des Herstellers zunächst die gemessenen Werte bei 540 nm von den 

Werten bei 450 nm subtrahiert. Aus den doppelten Messungen wurden Mittelwerte 

gebildet. Anhand der gemessenen Standardkonzentrationen wurde die bestmögliche 

Standardkurve mittels vierparametrischer logistischer Regression ermittelt und die 

unbekannten Werte interpoliert. Die Werte der IL6-Messungen wurden entsprechend 

der Verdünnung von 1:10 mit 10 multipliziert. Die Regression der Standardkurven und 

Interpolation der unbekannten Werte erfolgte mit einem MATLAB-Skript, die 

statistische Analyse erfolgte, wie bei den NO-Messungen mittels GraphPad Prism 5 

und einer einfaktoriellen ANOVA mit Bonferronis Post-Test. Ein p von unter 0,05 wurde 

als signifikant gewertet.  

 
Abbildung 11: Modell der vierparametrischen logistischen Regression und 
exemplarische Standardkurve, dabei ist: 
a: Minimalwert 
d: Maximalwert 
c: Umschlagpunkt 
b: Anstieg 
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4 Ergebnisse 
4.1 Einflüsse von abnormal Cannabidiol auf den astrozytären Wundschluss 
Bei der Betrachtung der ermittelten Werte der Kontrollen von isolierter Astrozytenkultur 

und astrozytär-mikrogliären Mischkultur zeigte sich ein über den 

Beobachtungszeitraum nahezu identisch ablaufender Wundschluss (Abbildung 12). 

Dementsprechend unterschieden sich die Veränderungen der freien Bildfläche 

gegenüber der initialen Wundfläche zu keinem Zeitpunkt zwischen den Vehikel-

behandelten Kontrollen. Die Anwesenheit von Mikrogliazellen in der Kultur hatte 

folglich keinen Einfluss auf den astrozytären Wundschluss. Die Veränderung der freien 

Bildfläche gegenüber der initialen Wundfläche wurde jedoch in den astrozytär-

mikrogliären Mischkulturen durch 10 µM abn-CBD nach 6, 12 und 24 Stunden 

signifikant reduziert (Abbildung 13). Bei den mit 1 µM abn-CBD behandelten 

Mischkulturen war dieser Effekt nicht nachweisbar. In den isolierten Astrozytenkulturen 

wurde keine signifikante Beeinflussung durch die Behandlung mit abn-CBD erzielt 

(Abbildung 14). Abn-CBD verlangsamte in einer Dosis von 10 µM folglich die 

astrozytäre Wundheilung im vorliegenden Modell, vorausgesetzt, dass Mikrogliazellen 

in der Kultur anwesend waren.  

 

 
Abbildung 12: Effekte der Mikroglia-Depletion auf den Wundschluss 
Offene Bildfläche über die Zeit (links) und Reduktion gegenüber Zeitpunkt 0 (rechts) 
der Kontrollen von isolierten Astrozyten und astrozytär-mikrogliärer Mischkultur 
(Mittelwerte mit Standardfehler (SEM), N=8): Die Depletion von Mikroglia hat keinen 
Einfluss auf die Wundheilung. 
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Abbildung 13: Einfluss von abnormal Cannabidiol auf den Wundschluss in den 
astrozytär-mikrogliären Mischkulturen 
Offene Bildfläche über die Zeit (links) und Reduktion gegenüber Zeitpunkt 0 (rechts) 
der astrozytär-mikrogliären Mischkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=8): Der Schluss der 
Wunde wird durch 10 µM abn-CBD signifikant verlangsamt. 
 

 
Abbildung 14: Einfluss von abnormal Cannabidiol auf den Wundschluss in den 
isolierten Astrozytenkulturen 
Offene Bildfläche über die Zeit (links) und Reduktion gegenüber Zeitpunkt 0 (rechts) 
der isolierten Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=8): Der Schluss der Wunde 
wird durch abn-CBD nicht signifikant beeinflusst. 
 

Um die zeitliche Dynamik der beobachteten Verzögerung der Wundheilung näher zu 

charakterisieren, erfolgte eine Analyse der Veränderung der freien Bildfläche in jedem 

der beobachteten 6-Stunden-Intervalle als Ausdruck der Geschwindigkeit des 

Wundschlusses. In den mit 10 µM abn-CBD behandelten astrozytär-mikrogliären 

Mischkulturen zeigte sich in den ersten beiden 6-Stunden-Intervallen eine signifikante 

Reduktion des Wundschlusses (Abbildung 15). In den darauffolgenden Intervallen war 

kein Unterschied feststellbar. 1 µM abn-CBD konnte diesen Effekt nicht auslösen. Die 

detektierte Verzögerung der Wundheilung durch 10 µM abn-CBD in astrozytär-

mikrogliären Mischkulturen resultiert folglich aus einem Effekt innerhalb der ersten 

zwölf Stunden nach Schädigung. Analog zu den absoluten Werten und der Reduktion 
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der offenen Bildfläche zeigten sich bei den isolierten Astrozytenkulturen keine 

signifikante Beeinflussung der Wundheilung durch abn-CBD. 

 

 
Abbildung 15: Zeitliche Dynamik der Wundheilung 
Änderung der offenen Bildfläche in 6-Stunden-Intervallen in astrozytär-mikrogliären 
Mischkulturen (links) und isolierten Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=8): Die 
Verzögerung der Wundheilung durch abn-CBD in den Mischkulturen wird in den ersten 
beiden Intervallen verursacht. Keine signifikanten Veränderungen in den isolierten 
Astrozytenkulturen. 
 
4.2 Einfluss von abnormal Cannabidiol auf die LPS-induzierte Produktion 

von Stickstoffmonoxid in astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und 
isolierten Astrozytenkulturen 

In den Kontrollen aller untersuchten Kulturen waren allenfalls äußerst niedrige bis nicht 

messbare Konzentrationen von Nitrit nachweisbar. Die Behandlung mit abn-CBD allein 

führte in beiden Konzentrationen zu keiner signifikanten Beeinflussung der basalen 

NO-Produktion. Die Stimulation mit LPS führte in den astrozytär-mikrogliären 

Mischkulturen aus Wildtyp-Tieren zu einer signifikant vermehrten Sekretion von NO. 

Die isolierten Wildtyp-Astrozytenkulturen ließen sich deutlich schwächer, jedoch 

ebenfalls signifikant stimulieren (Abbildung 16). In den LPS-stimulierten Wildtyp-

Mischkulturen führte die Behandlung mit abn-CBD zu einer dosisabhängigen 

Reduktion der NO-Produktion. Bei Betrachtung der isolierten Astrozytenkulturen aus 

Wildtyp-Tieren konnte keine signifikante Reduktion der LPS-induzierten NO-Produktion 

durch abn-CBD ausgelöst werden (Abbildung 16). Dabei ist allerdings anzumerken, 

dass die Stimulation dieser Zellen nur zu einer äußerst geringen Nitrit-Menge am 

unteren Rand des Messbereiches geführt hatte. Die Kulturen aus Tieren mit CB2-

Knockout zeigten eine gegenüber dem Wildtyp deutlich abgeschwächte Reaktion auf 

LPS. Bei den isolierten Astrozyten aus Tieren mit CB2-Knockout gelang keine 

signifikante Stimulation durch LPS (Abbildung 17). In den CB2-Knockout astrozytär-
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mikrogliären Mischkulturen reduzierte abn-CBD die LPS-stimulierte NO-Produktion 

dosisabhängig. 

 

 
Abbildung 16: Effekte von abn-CBD auf die NO-Produktion in Wildtyp-Kulturen 
Nitrit im Überstand der Wildtyp astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und isolierten 
Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=12): Durch LPS erfolgte eine statistisch 
signifikante Stimulation (+) der NO-Produktion in beiden Kulturen. Die LPS-induzierte 
NO-Produktion fiel in den isolierten Astrozytenkulturen geringer aus. Abn-CBD 
reduzierte die LPS-induzierte NO-Produktion in den Mischkulturen (*). Man beachte 
die differierende Graduierung der Y-Achsen. 
 

 
Abbildung 17: Effekte von abn-CBD auf die NO-Produktion in CB2-Knockout-
Kulturen 
Nitrit im Überstand der CB2-Knockout astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und 
isolierten Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=12): Durch LPS konnten nur die 
Mischkulturen stimuliert werden (+). Abn-CBD reduzierte die LPS-induzierte NO-
Produktion in den Mischkulturen (*). Gegenüber den Wildtyp-Zellen fiel die LPS-
induzierte NO-Produktion in den Mischkulturen schwächer aus. Man beachte die 
differierende Graduierung der Y-Achsen. 
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4.3 Einfluss von abnormal Cannabidiol auf die LPS-induzierte Produktion 
von Tumornekrosefaktor-α in astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und 
isolierten Astrozytenkulturen 

In den Kontrollen aller untersuchten Kulturen waren allenfalls äußerst niedrige bis nicht 

messbare Konzentrationen von TNFα nachweisbar. Die Behandlung mit abn-CBD 

allein führte in beiden Konzentrationen zu keiner signifikanten Beeinflussung der 

basalen TNFα-Produktion. Die Stimulation mit LPS führte in den astrozytär-

mikrogliären Mischkulturen aus Wildtyp-Tieren zu einer signifikant vermehrten 

Sekretion von TNFα. Die isolierten Wildtyp-Astrozytenkulturen ließen sich deutlich 

schwächer, jedoch signifikant stimulieren (Abbildung 18). In den LPS-stimulierten 

Wildtyp-Mischkulturen führte die Behandlung mit abn-CBD zu einer dosisabhängigen 

Reduktion der TNFα-Produktion. In den isolierten Astrozytenkulturen aus Wildtyp-

Tieren bewirkte abn-CBD nur in der Dosis von 10 µM eine signifikante Reduktion der 

LPS-induzierten TNFα-Produktion (Abbildung 18). Auch hier zeigten die Kulturen aus 

Tieren mit CB2-Knockout eine gegenüber dem Wildtyp deutlich abgeschwächte 

Reaktion auf LPS (Abbildung 19). In den CB2-Knockout astrozytär-mikrogliären 

Mischkulturen reduzierte abn-CBD die LPS-stimulierte TNFα-Produktion 

dosisabhängig. Bei den isolierten Astrozytenkulturen aus Tieren mit CB2-Knockout 

wurde die LPS-induzierte TNFα-Produktion nicht durch abn-CBD beeinflusst, wobei 

anzumerken ist, dass hier alle Werte am unteren Rand der Standardkurve und damit 

des Messbereiches lagen. Insgesamt zeigte sich ein zu den NO-Messungen 

weitgehend analoges Bild. 
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Abbildung 18: Effekte von abn-CBD auf die TNFα-Produktion in Wildtyp-Kulturen 
TNFα im Überstand der Wildtyp astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und isolierten 
Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=8): Durch LPS erfolgte eine statistisch 
signifikante Stimulation (+) der TNFα-Produktion in beiden Kulturen. Die LPS-
induzierte TNFα-Produktion fiel in den isolierten Astrozytenkulturen geringer aus. Abn-
CBD reduzierte die LPS-induzierte TNFα-Sekretion in den Mischkulturen und 
isolierten Astrozytenkulturen (*). Man beachte die differierende Graduierung der Y-
Achsen. 
 

 
Abbildung 19: Effekte von abn-CBD auf die TNFα-Produktion in CB2-Knockout-
Kulturen 
TNFα im Überstand der CB2-Knockout astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und 
isolierten Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=8); Durch LPS erfolgte eine 
statistisch signifikante Stimulation (+) der TNFα-Produktion in beiden Kulturen. Die 
LPS-induzierte TNFα-Produktion fiel in den isolierten Astrozytenkulturen geringer aus. 
Abn-CBD reduzierte die LPS-induzierte TNFα-Sekretion in den Mischkulturen (*). 
Gegenüber den Wildtyp-Zellen fiel die LPS-induzierte TNFα-Produktion in beiden 
Kulturen schwächer aus. Man beachte die differierende Graduierung der Y-Achsen. 
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4.4 Einfluss von abnormal Cannabidiol auf die LPS-induzierte Interleukin-6-
Produktion in astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und isolierten 
Astrozytenkulturen  

In den Kontrollen aller untersuchten Kulturen waren allenfalls äußerst niedrige bis nicht 

messbare Konzentrationen von IL6 nachweisbar. Die Behandlung mit abn-CBD allein 

führte in beiden Konzentrationen zu keiner signifikanten Beeinflussung der basalen 

IL6-Produktion. Die Stimulation mit LPS führte in den astrozytär-mikrogliären 

Mischkulturen aus Wildtyp-Tieren zu einer signifikant vermehrten Sekretion von IL6. 

Die isolierten Wildtyp-Astrozytenkulturen ließen sich deutlich schwächer, jedoch 

ebenfalls signifikant stimulieren (Abbildung 20). Der Unterschied zwischen Wildtyp-

Mischkultur und isolierter Astrozytenkultur fiel jedoch geringer aus als bei den NO- und 

TNFα-Messungen. So unterschieden sich die IL6-Werten der astrozytär-mikrogliären 

Mischkulturen gegenüber den isolierten Astrozytenkulturen etwa um den Faktor 2, im 

Gegensatz zu Faktor 10 bei den TNFα- und NO-Werten. In beiden LPS-stimulierten 

Wildtyp-Kulturen beeinflusste die Behandlung mit abn-CBD die IL6-Produktion nicht. 

Die Kulturen aus Tieren mit CB2-Knockout zeigten gegenüber dem Wildtyp keine 

veränderte Reaktion auf LPS. Auch in den beiden CB2-Knockout-Kulturen beeinflusste 

abn-CBD die LPS-stimulierte IL6-Produktion nicht (Abbildung 21). Insgesamt zeigte die 

Messung der IL6-Sekretion also ein teilweise zu den TNFα- und NO-Messungen 

konträres Bild.  

 

 
Abbildung 20: Effekte von abn-CBD auf die IL6-Produktion Wildtyp-Kulturen 
IL6 im Überstand der Wildtyp astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und isolierten 
Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=12 bzw. 4); Durch LPS erfolgte eine 
statistisch signifikante Stimulation (+) der IL6-Produktion in beiden Kulturen. Die LPS-
induzierte IL6-Produktion fiel in den isolierten Astrozytenkulturen geringer aus. Abn-
CBD beeinflusste die LPS-induzierte IL6-Produktion nicht. 
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Abbildung 21: Effekte von abn-CBD auf die IL6-Produktion in CB2-Knockout-Kulturen 
IL6 im Überstand der CB2-Knockout astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und 
isolierten Astrozytenkulturen (Mittelwerte mit SEM, N=4); Durch LPS erfolgte eine 
statistisch signifikante Stimulation (+) der IL6-Produktion in beiden Kulturen. Die LPS-
induzierte IL6-Produktion fiel in den isolierten Astrozytenkulturen geringer aus. Abn-
CBD beeinflusste die LPS-induzierte IL6-Produktion nicht. Gegenüber den Wildtyp-
Zellen fiel die LPS-induzierte IL6-Produktion in beiden Kulturen unverändert aus. 
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5 Diskussion 
Nach einer akuten Hirnschädigung kommt es nach dem initialen irreversiblen Ereignis 

zu neuroinflammatorisch geprägten Kaskaden, welche den neuronalen Schaden im 

Rahmen der so genannten Sekundärschädigung ausweiten können. Diese 

Sekundärschädigung sowie die Reorganisation zentralnervösen Gewebes nach einer 

Läsion werden maßgeblich durch gliale Prozesse determiniert. Endo- und exogene 

Cannabinoide wurden in der Vergangenheit mit neuroprotektiven Effekten auf Ebene 

der Sekundärschädigung in Verbindung gebracht. Des Weiteren ist das ECBS an der 

intrinsischen Regulation der lokalen Reaktion auf eine neuronale Läsion beteiligt. 

Neben direkten neuronalen Einflüssen entfalten Cannabinoide ihr neuroprotektives 

Potential insbesondere über Interaktion mit den residenten Astrozyten und 

Mikrogliazellen. So waren die neuroprotektiven Effekte diverser Cannabinoide in 

Modellschädigungen abhängig von der Anwesenheit von Mikrogliazellen. Eine 

Behandlung mit abn-CBD führte in in vivo Modellen der akuten Hirnschädigung ohne 

Beeinflussung der klassischen Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 zu verringerten 

Läsionsgrößen und einem verbesserten neurologischen Outcome behandelter Tiere. 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten zelluläre und molekulare Mechanismen 

abn-CBD-vermittelter Neuroprotektion beleuchtet werden. 

 

5.1 Allgemeine Stärken und Limitationen der gewählten in vitro Modelle 
Die vorliegenden in vitro Modelle bilden Teilaspekte der Reaktion bestimmter Gliazell-

Subpopulationen auf einen definierten Reiz bzw. eine Behandlung ab. Insbesondere 

die Beteiligung nicht ZNS-ortsansässiger Immunzellen ist in den vorliegenden 

Modellen ausgeschlossen. Auch hämodynamische bzw. die zerebrale Perfusion 

beeinflussende Effekte der bekanntermaßen vasoaktiven Substanz abn-CBD, welche 

in der Vergangenheit als Erklärungsansatz für dessen neuroprotektives Potential 

vorgeschlagen wurden, werden in den vorliegenden Modellen ausgeblendet (Mishima 

et al. 2005; Ulrich 2012). Allgemein kann dies dazu führen, dass sich die gemessenen 

Effekte in vivo als nicht reproduzierbar oder relevant herausstellen. Im Gegenzug 

ermöglichen solche Zellkulturmodelle auf Grund ihrer Reduktion die Beurteilung 

einzelner zellspezifischer Mechanismen, welche die Bausteine der komplexen 

Prozesse der Sekundärschädigung darstellen. Im Modell der OHSC wurde eine direkte 

neuroprotektive Wirkung von abn-CBD auf die ortsansässigen Zellen gezeigt, wobei 

bezüglich der zellulären bzw. molekularen Mechanismen weitgehend Unklarheit 

herrscht (Kreutz et al. 2009). Die Wahl der Modelle erfolgte dementsprechend mit dem 

Ziel, die beteiligten Zelltypen zu identifizieren und dem Verdacht der Beeinflussung 

mikrogliärer Aktivität weiter nachzugehen.  
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Das Ausmaß der Sekundärschädigung wird maßgeblich durch die Astrogliose und die 

Neuroinflammation determiniert, sodass die Wahl auf ein Modell der astrozytären 

Wundheilung und ein Modell astrozytär-mikrogliärer Inflammation fiel. Das Scratch-

Wound Assay kann in diesem Zusammenhang als stark reduziertes Modell der 

reaktiven Astrogliose bzw. der astrozytären Narbenbildung gesehen werden. So wird 

die Reaktion der Astrozyten auf eine mechanische Läsion des Monolayers abgebildet, 

wobei der Wundschluss durch Polarisierung, Hypertrophie, Migration und Proliferation 

erfolgt (Ebrahimi et al. 2012; Shinozaki et al. 2017). Diese Mechanismen treten auch in 

vivo im Kontext der reaktiven Astrogliose auf (Sofroniew 2009; Pekny und Pekna 

2014). Durch Einsatz der astrozytär-mikrogliären Mischkulturen wird die auch in vivo 

hochrelevante interzelluläre Kommunikation der beiden Zelltypen ermöglicht. 

Mikrogliazellen werden im Kontext der neuronalen Läsion sowohl mit inflammatorisch-

destruktiven als auch mit reparativ-protektiven Mechanismen in Verbindung gebracht 

(Kapitel 1.4.3). Beide Zelltypen sind in der Lage, proinflammatorische Zytokine zu 

bilden, wobei die Mikrogliazellen bezüglich der Menge einen größeren Einfluss auf das 

Zytokin-Mikromilieu entfalten zu scheinen als Astrozyten (Sawada et al. 1989; Solà et 

al. 2002). Zwar spielt die Substanz LPS selbst nach der akuten Hirnschädigung durch 

ein SHT oder einen Apoplex keine direkte Rolle, es gibt jedoch Evidenz dafür, dass die 

Aktivierung und proinflammatorische Reaktion der Gliazellen im Rahmen der 

Sekundärschädigung ebenfalls anteilig über TLR vermittelt wird und somit insgesamt 

große Parallelen zu der Reaktion auf LPS aufweist (Thomas et al. 2006). So aktiviert 

im Rahmen der zentralnervösen Läsion das von sterbenden Neuronen freigesetzte 

HMGB1 oder HSP60 analog zu LPS den auf Mikrogliazellen befindlichen TLR4 (Yang 

et al. 2010; Rosenberger et al. 2015). Die Modellschädigung bietet den Vorteil, dass ihr 

Ausmaß durch die Dosis gut definierbar und die zugrundeliegenden Mechanismen gut 

untersucht sind.  

 

Auf die Verwendung isolierter primärer Mikroglia wurde im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit zugunsten der astrozytär-mikrogliären Mischkultur verzichtet. Der Vorteil dieses 

Konzeptes ist, dass die Zell-Zell Interaktion der beiden Zelltypen, welche die 

inflammatorischen Prozesse maßgeblich prägen, mit abgebildet wird. Außerdem 

zeigen Zellkulturexperimente, dass die Mikrogliazellen durch fehlenden Kontakt zu 

Astrozyten einer Aktivierung unterlaufen, die nach wenigen Tagen zum Untergang der 

Zellen führt. Dieser Mechanismus kann nur partiell durch die Verwendung von 

Astrozyten-konditioniertem Medium begrenzt werden (Wilms et al. 1997; Hailer et al. 

2001; Schilling et al. 2001).  
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Zur Isolierung der astrozytären Kulturen wurde Clodronat verwendet. Das 

Bisphosphonat wird klinisch in der Behandlung von ossären Metastasen und der 

Osteoporose eingesetzt. In vitro konnte gezeigt werden, dass Clodronat selektiv 

monozytäre Phagozyten eliminiert. Am Modell der astrozytär-mikrogliären Mischkultur 

ist belegt, dass die repetitive Behandlung mit einer Dosis von 10 ng/ml zur 

vollständigen Elimination der Mikroglia führt, ohne die Aktivität oder Proliferation von 

Astrozyten zu beeinflussen (Kohl et al. 2003; Kumamaru et al. 2012). Die Methode ist 

somit deutlich effektiver als das alternativ praktizierte Abschütteln der Zellen. Der 

genaue Mechanismus der Phagozyten-spezifischen Apoptoseinduktion ist nicht 

bekannt. Daten aus RAW 264 Makrophagen suggerieren jedoch, dass es nach der 

Aufnahme zur Phagozyten-spezifischen Akkumulation des toxischen Metaboliten 

Adenosin 5′-(β,γ-dichloromethylen) triphosphat (AppCCl2p) im Sinne eines Prodrug-

Mechanimus kommt (Mönkkönen et al. 2001; Frith et al. 2001). 

 

In der Vergangenheit wurde der CB2-Rezeptor vielfach mit der Modulation 

inflammatorischer Prozesse und mikrogliärer Aktivität im ZNS in Verbindung gebracht. 

Die Substanz abn-CBD wurde in der Literatur umfassend pharmakologisch 

charakterisiert, wobei es keine Hinweise auf eine direkte Affektion der klassischen 

Cannabinoidrezeptoren gibt. Es gibt jedoch Evidenz für die Hypothese, dass der als 

abn-CBD-sensitiver Rezeptor diskutierte GPR18 Heterorezeptor-Komplexe mit CB2-

Rezeptoren auf Mikrogliazellen bildet und so indirekt die CB2-abhängige 

Signaltransduktion beeinflussen kann (Reyes-Resina et al. 2018). Um einen 

potentiellen direkten oder indirekten Einfluss des CB2-Rezeptors zu erfassen bzw. 

auszuschließen, wurden die Zytokin-Messungen auch an Kulturen aus CB2-defizitären 

Tieren durchgeführt. Der CB2-Knockout besteht bei den hier verwendeten Tieren in der 

Elimination der dritten intrazellulären Schleife, der transmembranären Domänen sechs 

und sieben, sowie des Carboxy-Terminus des Rezeptors. Dies führt dazu, dass 

pharmakologisch als spezifische CB2-Agonisten charakterisierte Substanzen den 

Rezeptor nicht mehr binden und aktivieren können (Buckley et al. 2000; Buckley 2008). 

Bei der Verwendung von Knockout-Organismen gilt als allgemeine Limitation, dass 

beobachtete Veränderungen immer sowohl durch den Gendefekt direkt, als auch 

indirekt durch prä- und postnatale Adaptationsvorgänge an diesen bestimmt werden 

(El-Brolosy und Stainier 2017).  

 

Es gibt Hinweise, dass die astrozytäre Reaktion auf eine Stimulation mit LPS auch 

geschlechtsspezifisch und Testosteron-abhängig differiert (Arnold et al. 2008; Santos-

Galindo et al. 2011). Ein potentieller Einfluss des Geschlechtes der Neonaten wurde 
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bei den Experimenten dieser Arbeit nicht berücksichtigt. Allerdings scheint eine 

Beeinflussung der Ergebnisse unter Berücksichtigung der zufälligen Verteilung von je 

vier Gehirnen pro Kultur und die direkt postpartale Dekapitation im Rahmen der 

Präparationen eher unwahrscheinlich.  

 

Zusammenfassend konnte mit Hilfe der gewählten Modelle eine zelltypspezifische 

Wirkung von abn-CBD auf Mikrogliazellen bestätigt werden, wobei sich auch Hinweise 

auf eine direkte Wirkung auf isolierte Astrozyten ergaben. 

 

5.2 Einflüsse von abnormal Cannabidiol auf die astrozytäre Wundheilung 
Das Scratch-Wound Assay wurde als in vitro Modell der reaktiven Astrogliose und 

astrozytären Narbenbildung gewählt. Voraussetzung für die Reproduzierbarkeit eines 

Scratch-Wound Assays ist insbesondere die Konfluenz und eine vergleichbare 

Zelldichte der untersuchten Kulturen (Jin et al. 2016). Dies wurde durch Zählen der 

Zellen mittels Neubauer-Zählkammer und entsprechender Verdünnung beim Aussäen 

in die 6-Well-Platten sichergestellt. Nach 24 Stunden zeigten die Zellen ein konfluentes 

und adhärentes Wachstum in den jeweiligen Kompartimenten der Platte. Die Läsion 

besteht im vorliegenden Modell in der Disruption von Zell-Zell-Kontakten sowie der 

Verletzung von Zellen im Bereich der Wunde. Konsekutive Signale erreichen periphere 

Zellen aufgrund der synzytiumartigen Vernetzung der Astrozyten mittels Gap-Junctions 

und der parakrinen Sekretion von Zytokinen (Sawada et al. 1989, 1992; Lin et al. 1998; 

Sofroniew 2009). Nach der Verletzung unterlaufen die Riss-nahen Astrozyten analog 

zur Aktivierung in vivo charakteristische Veränderungen im Sinne einer Polarisierung, 

Hypertrophie, GFAP-Hochregulation, Migration und Proliferation (Ebrahimi et al. 2012; 

Shinozaki et al. 2017). Im Rahmen der Auswertung der aktuellen Untersuchungen 

wurde die Rissbreite als nicht von Zellen bedeckte Bildfläche in Prozent erhoben. Die 

Werte zum Zeitpunkt 0 unterlagen keinen signifikanten Schwankungen, sodass die 

Reproduzierbarkeit der Verletzung mittels steriler Pipettenspitze als gegeben 

angesehen werden kann.  

 

Bezüglich des Vergleichs der Wundheilung von isolierten Astrozytenkulturen und 

astrozytär-mikrogliären Mischkulturen zeigten sich keine Veränderungen zu den 

untersuchten Zeitpunkten. Im vorliegenden Modell scheint der Wundschluss der 

Astrozyten also nicht a priori durch die Anwesenheit der Mikrogliazellen in den Kulturen 

beeinflusst zu werden. Bei der Betrachtung der absoluten kumulativen Änderung der 

offenen Bildfläche gegenüber dem Zeitpunkt 0 zeigte sich in den astrozytär-

mikrogliären Mischkulturen nach der Behandlung mit 10 µM abn-CBD signifikante 
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Veränderungen nach 6, 12 und 24 Stunden im Sinne eines verzögerten 

Wundschlusses. 1 µM abn-CBD konnte diesen Effekt nicht auslösen, es zeigten sich 

jedoch parallele Tendenzen. In den isolierten Astrozytenkulturen war kein signifikanter 

Effekt durch abn-CBD detektierbar, wobei sich tendenziell ein kongruentes Muster 

zeigte.  

 

Abn-CBD scheint also über die Beeinflussung mikrogliärer Aktivität sekundär die 

Reaktion der Astrozyten zu beeinflussen, ohne dass die Anwesenheit der Mikroglia per 

se den Wundschluss beeinflusst. In diesem Zusammenhang kann eine Veränderung 

der mikrogliären Zytokinproduktion durch abn-CBD ein Erklärungsansatz sein. Diese 

Hypothese wird durch Experimente gestützt, in denen das Auswachsen astrozytärer 

Fortsätze im Scratch-Wound Assay durch blockierende Antikörper gegen TNFα und 

IL6 gehemmt wurde (Shinozaki et al. 2017). Auch in vivo unterliegt die reaktive 

Astrozytose der mikrogliären Kontrolle (Liddelow et al. 2017). Die Mikroglia-

Abhängigkeit des Effektes macht deutlich, dass die in vivo hochrelevante mikrogliäre 

Modulation der reaktiven Astrogliose auch in vitro abgebildet werden kann. 

Klassischerweise wurden astrozytäre Scratch-Wound Assays überwiegend an 

isolierten Astrozytenkulturen durchgeführt, sodass potentielle Effekte möglicherweise 

übersehen wurden.  

 

Die Quantifizierung von Scratch-Wound Assays erfolgt häufig per mikroskopischer 

Messung zu einem definierten Zeitpunkt (Etienne-Manneville und Hall 2001; Etienne-

Manneville 2006; Ebrahimi et al. 2012; Wang et al. 2017). Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde ein neues Protokoll unter Nutzung der Möglichkeiten der 

Lebendzellmikroskopie erarbeitet. Dies ermöglicht eine hohe zeitliche Auflösung der 

zugrundeliegenden Dynamiken, wobei diese zum Zeitpunkt der Durchführung durch 

die Notwendigkeit der manuellen Datenerhebung wieder erheblich eingeschränkt 

wurde. Insgesamt verdeutlichen die vorliegenden Daten die Vorzüge des hier 

erarbeiteten Protokolls unter Nutzung der Lebendzellmikroskopie gegenüber dem 

klassischen Vorgehen. So wäre der Effekt nach 18 oder 30 Stunden übersehen 

worden und eine zeitliche Einordnung der zugrunde liegenden Dynamiken nicht 

möglich gewesen.  

 

Die Datenlage zur Cannabinoid-bedingten Beeinflussung der astrozytären 

Narbenbildung ist bislang fragmentarisch und eine direkte Beeinflussung des 

astrozytären Wundschlusses durch abn-CBD wurde noch nicht untersucht. Allerdings 

wurde im in vivo Modell der traumatischen Hirnschädigung der Ratte 
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immunhistochemisch keine wesentliche Alteration der astrozytären Narbenbildung 

durch abn-CBD ausgelöst (Ulrich 2012). Hier wurde jedoch lediglich die GFAP-

Immunreaktivität der Schnitte zugrunde gelegt. Möglicherweise beeinflusst abn-CBD 

also die Migration oder Proliferation der Astrozyten ohne die Schädigungs-induzierte 

GFAP-Hochregulation zu beeinflussen. Abgesehen von Unterschieden in Modell und 

Spezies könnten die differierenden beobachteten Zeiträume einen alternativen 

Erklärungsansatz liefern. So wurde die abn-CBD-bedingte Verlangsamung des 

Wundschlusses in den Experimenten dieser Arbeit bereits innerhalb der ersten beiden 

6-Stunden-Intervalle verursacht, während die ersten Tiere im in vivo Modell erst nach 

24 Stunden evaluiert wurden.  

 

Eine allgemeine Einordnung des Effektes in ein neuroprotektives bzw. 

neurodestruktives Geschehen erlauben die vorliegenden Daten nicht. Verzögerungen 

der astrozytären Narbenbildung könnten im Organismus in Abhängigkeit von Zeit und 

Ort sowohl mit einer verbesserten Reorganisation neuronaler Netzwerke als auch mit 

zunehmender Alteration der Blut-Hirn-Schranke und sekundärer Ausweitung der 

Läsion einhergehen (Kapitel 1.5.2). Dennoch liefern die Befunde eine potentielle 

Erklärung für die reduzierte Läsionsgröße im in vivo Modell. 

 

5.3 Stimulation der glialen Zytokinproduktion durch Lipopolysaccharide 
Sowohl Astrozyten als auch Mikrogliazellen exprimieren TLR4 und können durch LPS 

in einen aktivierten Zustand überführt werden (Bsibsi et al. 2002). Die Aktivierung von 

TLR4 durch LPS ist inklusive der intrazellulären Kaskaden gut charakterisiert und weist 

Parallelen zur glialen Aktivierung im Rahmen der Sekundärschädigung auf, welche 

ebenfalls anteilig TLR4-vermittelt stattfindet (Olson und Miller 2004; Yang et al. 2010; 

Rosenberger et al. 2015).  

 

Durch die Expression von iNOS können Mikrogliazellen im Rahmen ihrer Aktivierung 

große Mengen von NO bilden (Zielasek et al. 1992; Fiebich et al. 1998). Auch in den 

Experimenten dieser Arbeit konnte in den astrozytär-mikrogliären Mischkulturen eine 

signifikante Stimulation der NO-Produktion durch die Behandlung mit LPS ausgelöst 

werden. Ob Astrozyten in der Lage sind iNOS zu exprimieren, wird kontrovers 

diskutiert (Saura 2007). Zellkulturexperimente und immunzytochemische Färbungen 

suggerieren, dass Astrozyten selbst nicht durch die Induktion von iNOS nach einer 

Stimulation mit LPS NO produzieren, jedoch die mikrogliäre NO-Produktion durch Zell-

Zell-Interaktion amplifizieren können (Solà et al. 2002). In den isolierten Wildtyp-

Astrozytenkulturen konnte LPS eine geringe, jedoch statistisch signifikante Stimulation 
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der NO-Produktion erzielen. Dies steht im Widerspruch zu den o.g. Untersuchungen 

(Solà et al. 2002). Die Möglichkeit einer geringen mikrogliären Kontamination der 

isolierten Astrozytenkulturen muss in diesem Zusammenhang als Erklärung der 

diskrepanten Befunde in der Literatur in Betracht gezogen werden (Saura 2007). In der 

vorliegenden Arbeit wurde die Isolierung der Astrozyten jedoch durch Clodronat, und 

nicht durch das häufig praktizierte Abschütteln erreicht. Wegen der hohen Effektivität 

der Methode kann die Möglichkeit der iNOS-Expression durch eine Subgruppe der 

Astrozyten postuliert werden. Die Induktion der iNOS in Mikrogliazellen und die 

konsekutive Produktion von NO konnte im Kontext der zentralnervösen Läsion mit 

neurotoxischen Effekten in Verbindung gebracht werden, während eine 

pharmakologische Hemmung der iNOS mit neuroprotektiven Effekten in 

Schädigungsmodellen einherging (Boje und Arora 1992; Chao et al. 1992; Nakanishi et 

al. 2001; Brown 2007). Die exzessive gliale NO Produktion kann die neuronale 

Zellatmung beeinträchtigen und durch Induktion der neuronalen und astrozytären 

Glutamat-Freisetzung zur Exzitotoxizität führen (Zhao et al. 2004; Brown 2007).  

 

Im ZNS sind vor allem Astrozyten und Mikrogliazellen in der Lage, im Rahmen ihrer 

Aktivierung TNFα zu bilden, wobei die im ZNS quantitativ seltener vorkommenden 

Mikrogliazellen den größeren Anteil des Zytokins bilden (Sawada et al. 1989; Chung 

und Benveniste 1990; Olmos und Lladó 2014). Die Experimente dieser Arbeit stützen 

die vorrangige TNFα-Produktion durch die Mikrogliazellen, so wurde in den astrozytär-

mikrogliären Mischkulturen nach der Stimulation etwa um den Faktor 10 mehr TNFα 

gebildet als in den isolierten Astrozytenkulturen. TNFα wirkt über zwei spezifische 

membranständige Rezeptoren und kann in Folge der weiteren intrazellulären 

Signaltransduktion über die Aktivierung von Caspasen die Apoptose sowie per NF-ΚB 

die weitere Produktion proinflammatorischer Zytokine auslösen (Olmos und Lladó 

2014). Im Rahmen der Sekundärschädigung greift TNFα in das weitere 

inflammatorische Geschehen ein und kann Astrozyten zur Produktion von IL6 

stimulieren (Sawada et al. 1992). Es wurde gezeigt, dass Astrozyten in vitro durch eine 

Aktivierung mit TNFα bezüglich ihrer Fähigkeit, neuronales Überleben und das 

Auswachsen von Neuriten zu unterstützen, beeinträchtigt werden (Abd-El-Basse 

2013). TNFα kann im Kontext der Sekundärschädigung proapototisch auf Neurone 

wirken und das reparative Aussprossen von Neuriten hemmen (Medina et al. 2002; 

Neumann et al. 2002). Erhöhte TNFα-Konzentrationen im Rahmen einer ischämischen 

zentralnervösen Läsion aggravierten das Ausmaß der Schädigung über einen 

vermutlich primär nicht-neuronalen Mechanismus (Barone et al. 1997). Auch wenn die 

Rolle von TNFα als proinflammatorisch und neurotoxisch wirkendes Zytokin 
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weitgehend akzeptiert ist, implizieren einige Untersuchungen, dass mikrogliär 

sezernierter TNFα Neurone vor Glutamat-induzierter Neurotoxizität schützen kann 

(Suzuki 2004; Dolga et al. 2008). Die mikrogliäre Produktion von TNFα scheint 

insgesamt auch zur Begrenzung der Sekundärschädigung nach einer akuten 

neuronalen Läsion notwendig zu sein. So ging ein vollständiger TNFα-Knockout im 

Schlaganfallmodell der Maus mit einer vergrößerten Läsion und signifikant 

eingeschränktem neurologischem Outcome einher (Lambertsen et al. 2009). Eine 

hemmende Modulierung von TNFα im Rahmen der akuten Hirnschädigung konnte 

jedoch eindeutig mit neuroprotektiven Effekten assoziiert werden (Dawson et al. 1996; 

Barone et al. 1997; Hosomi et al. 2005).  

 

IL6 tritt im Immunsystem vor allem als Regulator der B-Zell-Differenzierung und Akute-

Phase-Protein in Erscheinung (Heinrich et al. 2003). Im ZNS beeinflusst es unter 

physiologischen Bedingungen die neuronale Differenzierung und Funktion (Fann und 

Patterson 1994; März et al. 1997). Während unter physiologischen Bedingungen 

niedrige IL6-Spiegel im ZNS vorherrschen, kommt es bei einer Schädigung zur 

raschen Hochregulation des Zytokins (Van Wagoner und Benveniste 1999; Codeluppi 

et al. 2014). Die vorliegenden Untersuchungen bestätigen eine niedrige basale IL6-

Produktion, sowie die Schädigungs-assoziierte Hochregulation. IL6 wird im Kontext der 

zentralnervösen Läsion sowohl von Astrozyten und Mikrogliazellen, aber auch von 

Neuronen gebildet (Codeluppi et al. 2014). Das Zytokin vermittelt seine Wirkung über 

den sowohl löslich als auch membrangebunden vorkommenden IL6-Rezeptor, wobei in 

beiden Fällen das ubiquitär vorkommende Glykoprotein 130 für die Signaltransduktion 

essentiell ist. Intrazellulär bewirkt es die Aktivierung von Januskinasen- und MAP-

Kinase-Kaskaden (Heinrich et al. 2003). Im Kontext der ZNS-Läsion wird IL6 eine 

ambivalente Rolle zuteil. IL6 wurde im Schlaganfallmodell der Ratte mit 

neuroprotektiven Effekten in Verbindung gebracht und es gibt Evidenz, dass IL6 nach 

einem SHT die astrozytäre NGF-Produktion stimuliert (Kossmann et al. 1996; Loddick 

et al. 1998). Eine zentralnervöse Überexpression von IL6 im Mausmodell führte jedoch 

zu einer verstärkten Astrogliose, Neurodegeneration und zerebralen Produktion 

proinflammatorischer Zytokine (Campbell et al. 1993; Di Santo et al. 1996). Diese 

Diskrepanz zeigt, dass die Bedeutung von IL6 im Kontext der zentralnervösen Läsion 

stark vom Zeitfenster und dem jeweiligen Ort der Bildung abhängt. Zweifelsohne ist 

also die bedarfsgerechte engmaschige Regulation des Zytokins sowohl für die 

physiologische Funktion des ZNS als auch für die adäquate Reaktion auf eine 

zentralnervöse Läsion essentiell. Im Rahmen der Experimente dieser Arbeit konnte 

LPS sowohl in den astrozytären-mikrogliären Mischkulturen, als auch in den isolierten 
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Astrozytenkulturen eine signifikante Stimulation der IL6-Produktion erzielen. Nach 

Stimulation der astrozytär-mikrogliären Mischkulturen fiel die IL6-Produktion etwa um 

den Faktor 2 stärker aus als in den isolierten Astrozytenkulturen. Demgegenüber 

differierten die Ergebnisse der TNFα-Messungen zwischen den Kulturen etwa um den 

Faktor 10. Die Diskrepanz der Unterschiede der IL6- und TNFα-Produktion zwischen 

den astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und isolierten Astrozytenkulturen könnte 

durch einen relativ erhöhten Anteil der astrozytären Beteiligung an der IL6-Bildung 

erklärt werden. Letztendlich erlaubt das vorliegende Modell jedoch im Umkehrschluss 

keine saubere Diskrimination der isolierten mikrogliären Aktivität. Es erscheint 

ebenfalls denkbar, dass die erhöhten Zytokin-Konzentrationen in den Mischkulturen 

nicht direkt durch die Mikroglia selbst, sondern durch die Astrozyten in Reaktion auf 

mikrogliäre Signale generiert werden. Es ist bekannt, dass der direkte Kontakt von 

Astrozyten und Mikrogliazellen durch bislang weitgehend undefinierte interzelluläre 

Kommunikation die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen amplifizieren kann. 

So kann die in Mischkulturen produzierte Menge die Summe der Menge in 

vergleichbaren isolierten Astrozyten- und Mikroglia-Kulturen übersteigen (Solà et al. 

2002; Kirkley et al. 2017). Zellkulturexperimente zeigen, dass LPS sowohl in 

Astrozyten als auch in Mikrogliazellen die IL6-Produktion stimuliert, während TNFα in 

Astrozyten, nicht aber in Mikrogliazellen, zu einer verstärkten IL6-Bildung führt 

(Sawada et al. 1992). Eine sekundäre zusätzliche Stimulation der astrozytären IL6-

Sekretion durch die vorwiegend mikrogliäre TNFα-Produktion könnte ein 

Erklärungsansatz für die vorliegenden Daten sein.  

 

Allen drei untersuchten Substanzen ist also gemein, dass sie mit einem 

inflammatorisch aktivierten Phänotyp der Zellen assoziiert sind und mit zytotoxischen 

bzw. neurotoxischen Effekten im Rahmen der Sekundärschädigung in Verbindung 

gebracht werden. Die Alteration der Produktion von NO, TNFα und IL6 könnte sich im 

Umkehrschluss also potentiell benefiziell auf das Überleben zentralnervöser Strukturen 

nach einer Schädigung auswirken. 

 

5.3.1 Beeinflussung der Stickstoffmonoxid-, Tumornekrosefaktor-α- und 
Interleukin-6-Produktion durch abnormal Cannabidiol 

Die basale Bildung von NO, TNFα und IL6 fiel in allen untersuchten Kulturen niedrig bis 

nicht messbar aus und wurde nicht durch abn-CBD beeinflusst. In den astrozytär-

mikrogliären Mischkulturen konnte abn-CBD dosisabhängig die Produktion von NO und 

TNFα nach einer Stimulation mit LPS reduzieren. Dieser Effekt ist von einem CB2-

Knockout unbeeinflusst. Abn-CBD scheint im vorliegenden Modell also, kongruent zur 
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einleitend dargestellten Evidenz für den putativen abn-CBD-sensitiven Rezeptor, über 

ein Target jenseits des CB2-Rezeptors zu wirken (Kapitel 1.2.1).  

 

In den isolierten Wildtyp-Astrozytenkulturen konnte eine Reduktion der LPS-induzierten 

TNFα-Produktion durch 10 µM abn-CBD erzielt werden. Dies suggeriert, dass das 

Target von abn-CBD ebenfalls auf Astrozyten zu finden ist. Ein Effekt auf die TNFα-

Produktion der Astrozyten aus CB2-Knockout-Tieren konnte nicht gemessen werden. 

Dabei ist allerdings anzumerken, dass die gemessenen Werte am unteren Rand der 

Standardkurve und damit des Messbereiches lagen. Ein potentiell vorhandener Effekt 

mit dem prozentualen Ausmaß wie bei den Wildtyp-Zellen könnte also auch Methoden-

bedingt übersehen worden sein. Die abn-CBD-bedingte Reduktion der LPS-induzierten 

TNFα-Produktion steht im Einklang mit Untersuchungen, in denen abn-CBD die TNFα-

Produktion in isolierten Astrozyten und Mikrogliazellen aus Ratten hemmte (Kreutz 

2007).  

 

Die IL6-Produktion wurde in keiner der untersuchten Kulturen durch eine Behandlung 

mit abn-CBD beeinflusst. Abn-CBD führt also in den untersuchten Kulturen zu einer 

diskrepanten Beeinflussung der LPS-induzierten NO- und TNFα-Produktion einerseits 

und IL6-Produktion andererseits. Die beobachtete Diskrepanz der Beeinflussung der 

TNFα- und NO-Produktion bei fehlender Reduktion der IL6-Produktion lässt sich auf 

den ersten Blick nur schwer in Einklang mit der vorliegenden Literatur bringen, denn 

klassischerweise werden TNFα und IL6 durch eine Beeinflussung der TLR4-Kaskade 

über den MAP-Kinase- und PI3K/Akt-Signalweg sowie nukleäre Faktoren wie NF-ΚB 

und AP-1 gleichsinnig beeinflusst (Ma et al. 2011; Codeluppi et al. 2014). Die 

zugrundeliegenden Daten stammen jedoch überwiegend nicht von Gliazellen. Bei in 

vitro Untersuchungen der Beeinflussung mikrogliärer Zytokinproduktion durch 

niedrigdosiertes Clodronat hatte sich gezeigt, dass sowohl LPS, als auch macrophage 

colony-stimulating factor (M-CSF) die Produktion von NO, TNFα, Interleukin-1β und IL6 

stimulieren können. Die Produktion von TNFα, NO und Interleukin-1β war unabhängig 

vom verwendeten Stimulanz durch die Behandlung attenuiert worden, wohingegen die 

Produktion von IL6 nur reduziert wurde, wenn sie durch M-CSF, nicht aber wenn sie 

durch LPS ausgelöst worden war (Dehghani et al. 2004). Diese Befunde legen im 

Einklang mit den Daten dieser Arbeit nahe, dass der glialen LPS-induzierten IL6-

Sekretion möglicherweise zum Teil differierende intrazelluläre Signalkaskaden 

zugrunde liegen.  
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In den vorliegenden Modellen muss neben einer möglichen direkten Alteration der 

TLR4-Kaskade auch die Modulation der interzellulären Kommunikation hinsichtlich der 

vorrangig in den astrozytär-mikrogliären Mischkulturen messbaren NO- und TNFα-

Reduktion durch abn-CBD in Betracht gezogen werden. Es ist bekannt, dass über 

weitgehend unbekannte Mechanismen der direkte Kontakt von Astrozyten zu 

Mikrogliazellen die inflammatorische Antwort auf eine definierte Stimulation 

beeinflussen kann (Solà et al. 2002; Saijo et al. 2009; Kirkley et al. 2017). Eine 

Beeinflussung dieser Zell-Zell-Kommunikation könnte also sekundär TLR4-unabhängig 

die veränderte Zytokinproduktion verursachen. Sowohl IL6 als auch TNFα greifen 

zusammen mit weiteren LPS-induzierten Zytokinen selbst indirekt in die Regulation der 

inflammatorischen Reaktion ein. Eine Alteration der Zytokinproduktion könnte also 

auch jenseits der TLR4-Kaskaden durch Beeinflussung dieser sekundären Signalwege 

erreicht werden. Im Rahmen der Aktivierung durch LPS oder TNFα bilden 

Mikrogliazellen beispielweise auch antiinflammatorische Zytokine wie Interleukin 10 

und transforming growth factor β, welche auto- und parakrin die weitere 

inflammatorische Reaktion regulieren (Ledeboer et al. 2000). Interleukin 10 wiederum 

hat einen auto- und parakrinen hemmenden Effekt auf die mikrogliäre TNFα- und IL6-

Produktion (Sheng et al. 1995). Dass im Vergleich zu den Mischkulturen anteilig 

deutlich mehr IL6 als TNFα und NO in den isolierten Astrozytenkulturen gebildet 

wurde, könnte in diesem Zusammenhang als Hinweis gedeutet werden, dass im 

vorliegenden Modell die iNOS-Expression und TNFα-Produktion stärker als die IL6-

Produktion durch diese sekundären, potentiell durch abn-CBD beeinflussten, 

Mechanismen bedingt wird. Letztendlich könnte auch eine spezifische 

posttransskriptionale Beeinflussung von iNOS-Expression und TNFα-Produktion auf 

messenger Ribonukleinsäure (mRNA)- bzw. Proteinebene die vorliegenden Befunde 

erklären. Regulationsmechanismen, welche eine vermehrte Transkription von der 

finalen Synthese des jeweiligen Proteins entkoppeln, sind für jedes der untersuchten 

Produkte beschrieben (Dumitru et al. 2000; Codeluppi et al. 2014). In primären 

humanen Monozyten unterliegt beispielsweise die LPS-induzierte Produktion von 

TNFα, im Gegensatz zur IL6-Produktion, einer Brutons‘-Tyrosinkinase- und p38-MAP-

Kinase-abhängigen Regulation über die Beeinflussung der Stabilität der TNFα-mRNA 

(Horwood et al. 2006).  

 

In astrozytären Zellkulturen verminderte AEA die LPS- oder Theilers murines 

Enzephalomyelitis Virus-induzierte NO- und TNFα-Produktion, wohingegen die IL6-

Produktion nicht reduziert wurde (Molina-Holgado et al. 1997, 1998, 2002). Diese 

Daten lassen die Hypothese zu, dass abn-CBD seine Wirkung über ein gemeinsames 
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Ziel mit Endocannabinoiden entfaltet. Zellkulturexperimente konnten zeigen, dass 

diverse endogene und exogene Cannabinoide die Produktion von TNFα in 

Mikrogliazellen hemmen können, wobei der Effekt einiger der Substanzen unabhängig 

von einer pharmakologischen Blockade der klassischen Cannabinoidrezeptoren war 

(Facchinetti et al. 2003). Auch auf mRNA-Ebene konnte eine CB1- und CB2-

unabhängige Beeinflussung der mikrogliären Zytokinproduktion festgestellt werden 

(Puffenbarger et al. 2000). Analoge Effekte waren auch durch die synthetische 

Substanz WIN55, 212-2 in astrozytären Kulturen messbar (Sheng et al. 2005). Der 

putative abn-CBD-sensitive Rezeptor stellt in diesem Zusammenhang eine potentielle 

gemeinsame Zielstruktur von abn-CBD und anderen exogenen sowie endogenen 

Cannabinoiden dar. Der putative Rezeptor konnte in der Literatur auf Mikrogliazellen 

bereits pharmakologisch charakterisiert werden (Franklin et al. 2003; Walter et al. 

2003). Bezüglich einer potentiellen Expression auf Astrozyten liegen bislang keine 

eindeutigen Daten vor. Zellkulturexperimente belegen jedoch, dass AEA und als CB1-

spezifisch geltende Cannabinoide in Astrozyten die cAMP-Konzentration über einen Gi-

gekoppelten Rezeptor unabhängig vom CB1-Rezeptors reduzieren (Sagan et al. 

1999). Dies kann als indirekter Hinweis auf das Vorhandensein astrozytärer abn-CBD-

sensitiver Rezeptoren gedeutet werden.  

 

Der putative abn-CBD-Rezeptor wurde bezüglich seiner vaskulären Effekte als Gi/o-

gekoppelter Rezeptor charakterisiert (Begg et al. 2003; Offertáler et al. 2003; Su und 

Vo 2007). In unterschiedlichen Zellkultur-Modellen wurde eine vermehrte cAMP-

Bildung als Mechanismus der Hemmung der LPS-induzierten Zytokinproduktion 

identifiziert (Pahan et al. 1997; Wall et al. 2009; Park et al. 2016; Zhou und Zhu 2019). 

Dies legt nahe, dass die Beeinflussung der Zytokinproduktion in den vorliegenden 

Experimenten nicht durch eine Gi/o-induzierte Hemmung der Adenylatzyklase vermittelt 

wurde. 

 

In Zellkulturexperimenten wurde die Neurotoxizität von konditioniertem Medium, 

welches aus Kulturen LPS-aktivierter BV2-Mikroglia stammte, durch eine Behandlung 

mit abn-CBD herabgesetzt (Janefjord et al. 2014). Die im Rahmen dieser Arbeit 

gemessene Reduktion der mikrogliären NO- und TNFα-Produktion kann die 

verminderte Neurotoxizität plausibel erklären. In in vivo Untersuchungen an Mäusen 

hatte abn-CBD die Plasma-TNFα-Spiegel nach systemischer LPS-Applikation CB1- 

und CB2-unabhängig reduziert (Milman et al. 2006). Möglicherweise sind die Befunde 

der vorliegenden Arbeit bezüglich der Beeinflussung der mikrogliären TNFα-Produktion 

also teilweise auch übertragbar auf periphere Leukozyten. Die in den vorliegenden 



 

 56 

Experimenten gemessenen antiinflammatorischen Effekte von abn-CBD auf 

Mikrogliazellen können auch die Befunde aus exzitotoxisch geschädigten OHSC, in 

denen die neuroprotektiven Effekte von abn-CBD abhängig von der Anwesenheit von 

Mikrogliazellen waren, begründen (Kreutz et al. 2009). Im in vivo Modell der 

traumatischen Hirnschädigung an Ratten hatte eine Behandlung mit abn-CBD 

neuroprotektiv gewirkt und die Größe der Läsionen reduziert (Ulrich 2012). Der bei der 

immunhistochemischen Aufarbeitung der Gehirne entstandene Verdacht einer 

ursächlichen Beeinflussung mikrogliärer Aktivität wird durch die vorliegenden Daten 

gestützt, außerdem kann diese Beeinflussung auf der Ursachen-Seite verortet werden. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen also eine Beeinflussung der mikrogliären 

Zytokinproduktion als einen zellulären Mechanismus abn-CBD-vermittelter 

Neuroprotektion nahe. 

 

5.3.2 Einflüsse des Cannabinoidrezeptor-2-Knockouts auf die 
Zytokinproduktion und Effekte von abnormal Cannabidiol 

Die Verwendung der CB2-defizitären Zellen erfolgte mit dem Ziel, die direkte oder 

indirekte Beteiligung des CB2-Rezeptors an abn-CBD-vermittelten Effekten zu prüfen. 

Die LPS-induzierte NO und TNFα-Produktion wurde in den Mischkulturen mit CB2-

Knockout auf vergleichbarem Niveau wie in den Wildtyp-Kulturen durch abn-CBD 

reduziert. Diese Befunde sprechen dagegen, dass im vorliegenden Modell die Effekte 

von abn-CBD über eine indirekte Beeinflussung des CB2-Rezeptors durch 

Komplexbildung mit GPR18 vermittelt werden (Reyes-Resina et al. 2018). Es wurde 

jedoch eine insgesamt veränderte NO- bzw. Zytokinproduktion der Kulturen aus CB2-

Knockout-Tieren beobachtet. Die basalen NO-, TNFα- und IL6-Spiegel waren sowohl 

in den isolierten Astrozytenkulturen als auch in den astrozytär-mikrogliären 

Mischkulturen auf vergleichbar niedrigem Niveau und unterschieden sich nicht 

zwischen den Kulturen aus CB2-Knockout- und Wildtyp-Tieren. Sowohl in den 

isolierten Astrozytenkulturen, als auch in den astrozytär-mikrogliären Mischkulturen, fiel 

die LPS-stimulierte Produktion von TNFα und NO jedoch deutlich geringer aus, 

wohingegen die IL6-Produktion nicht wesentlich verändert war. Die Zellen mit CB2-

Knockout zeigten gegenüber den Wildtyp-Zellen also eine abgeschwächte Reaktion 

auf LPS.  

 

Es gilt als akzeptiert, dass Mikrogliazellen CB2-Rezeptoren in Abhängigkeit von ihrer 

Aktivierung exprimieren können (Kapitel 1.6). Die mikrogliäre Expression des CB2-

Rezeptors unterliegt dabei in vitro einer Pathogen- bzw. Zytokin-spezifischen 

Regulation. So führt beispielsweise eine Behandlung mit LPS zu einer reduzierten, 
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während eine Behandlung mit GM-CSF plus IFNγ zu einer gesteigerten 

Rezeptorexpression führt (Carlisle et al. 2002; Maresz et al. 2005; Cabral und 

Marciano‐Cabral 2005). Das Vorkommen des CB2-Rezeptors auf Astrozyten wird 

kontrovers diskutiert (Carlisle et al. 2002; Núñez et al. 2004; Sheng et al. 2005). Die 

verminderte NO- und TNFα-Produktion der isolierten Astrozytenkulturen aus Tieren mit 

CB2-Knockout gegenüber den Kulturen aus Wildtyp-Zellen in den Experimenten dieser 

Arbeit legt jedoch die Involvierung des CB2-Rezeptors in der Regulation astrozytärer 

Aktivierung nahe. In der Literatur finden sich vielfältige Belege, dass die Aktivierung 

des CB2-Rezeptors mit einer veränderten mikrogliären Aktivierung einhergeht (Kapitel 

1.6). Die mikrogliäre Produktion proinflammatorischer Zytokine und reaktiver 

Sauerstoffspezies in vitro kann durch Cannabinoide CB2-abhängig reduziert werden, 

wobei die Proliferation und Migration stimuliert wird (Walter et al. 2003; Carrier et al. 

2004; Ehrhart et al. 2005; Eljaschewitsch et al. 2006; Martin-Moreno et al. 2011). 

Insgesamt wurde die Aktivierung des CB2-Rezeptors im Rahmen der Schädigung mit 

einem weniger neurotoxischen Phänotyp der Mikrogliazellen assoziiert (Klegeris et al. 

2003; Zarruk et al. 2012). Die Beobachtung, dass CB2-Agonisten die Produktion von 

proinflammatorischen Substanzen reduzieren können, scheint zunächst im 

Widerspruch zu der verminderten LPS-stimulierten Produktion von NO und TNFα in 

den CB2-Knockout-Zellen gegenüber den Wildtyp-Zellen zu stehen (Ehrhart et al. 

2005). Jedoch wurde in diesen Experimenten die Stimulation mit IFNγ und CD40-

Ligand erreicht. Außerdem stammten die Zellen aus einer anderen Mauslinie und es 

waren keine Astrozyten in den Kulturen anwesend (Ehrhart et al. 2005). Die oben 

genannten Befunde machen deutlich, dass die Aktivierung des CB2-Rezeptors 

differenziell einzelne Kaskaden der glialen Inflammation verstärken oder blockieren 

kann. Auch in in vivo Modellen der akuten Hirnschädigung wurden 

antiinflammatorische und neuroprotektive Effekte von CB2-Agonisten herausgestellt. 

Im in vivo Modell der traumatischen Hirnschädigung führten sowohl die 

pharmakologische Blockade des CB2-Rezeptors als auch der genetische Knockout zu 

eine Exazerbation der TNFα- und NO-Produktion (Amenta et al. 2014). Im Mausmodell 

des ischämischen Schlaganfalls konnten CB2-Agonisten das Outcome der Tiere 

verbessern und die Produktion proinflammatorischer Proteine reduzieren (Zarruk et al. 

2012). Der Effekt wurde durch pharmakologische Blockade und genetischen Knockout 

aufgehoben. Der Effekt eines CB2-Knockouts auf das Outcome der Tiere war jedoch 

abhängig vom zugrundeliegenden Modell (Zhang et al. 2007, 2009; Zarruk et al. 2012). 

Gegenüber den in vivo Modellen könnte die in den vorliegenden 

Zellkulturexperimenten fehlende Beteiligung von Leukozyten aus dem Blut die 

Diskrepanz erklären.  
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Letztendlich ist ein Rezeptor-Knockout keinesfalls mit einer pharmakologischen 

Inhibierung gleichzusetzen (Borowska-Fielding et al. 2018). Knockout-Organismen 

leben ab der ersten Zellteilung mit einem Gendefekt, sodass sich schon im Rahmen 

der Embryonalentwicklung Adaptationsmechanismen entwickeln, welche den Defekt 

kompensieren (El-Brolosy und Stainier 2017). Bemerkenswert ist, dass in 

immortalisierten Mikrogliazellen der Knockdown des CB2-Rezeptors mittels small 

interfering RNA (siRNA) zu einer Aufhebung des Effektes der CB2-Agonisten, nicht 

jedoch zu einer Veränderung über das Ausgangsniveau der IFNγ-induzierten TNFα-

Produktion hinaus führte (Ehrhart et al. 2005). Dies könnte als Hinweis darauf gedeutet 

werden, dass das veränderte Zytokinprofil, welches in dieser Arbeit detektiert wurde, 

aus Adaptationsmechanismen in Folge des Gendefektes und nicht aus der direkten 

Involvierung des Rezeptors resultiert. Die Auswirkung eines CB2-Knockouts auf 

Entzündungsprozesse ist jedoch keinesfalls rein proinflammatorisch, sondern hängt 

stark vom untersuchten Zelltyp und zugrundeliegenden Modell ab. So wurde eine 

verminderte LPS-induzierte Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNFα in 

CB2-defizitären Makrophagen und Dendritischen Zellen aus murinem Knochenmark 

gemessen (Alferink et al. 2016). Zusammenfassend bleibt das Bild spezifischer CB2-

bedingter Mechanismen im Kontext glialer Entzündung zum gegenwärtigen Zeitpunkt 

noch inkomplett, auch wenn eine allgemeine Involvierung des Rezeptors in die 

Regulation inflammatorischer Prozesse evident ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

unterstreichen die Notwendigkeit der Zurückhaltung, aus globalen Befunden von CB2-

Knockout-Tieren auf molekulare Mechanismen zu schließen.  
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Akute neuronale Läsionen wie das SHT stellen eine häufige Ursache motorischer und 

sensibler Defizite sowie dauerhafter Behinderung, gerade auch bei jungen Patienten, 

dar. Der neuronale Schaden entsteht dabei sowohl durch die irreversible 

Primärschädigung, als auch durch die neuroinflammatorisch geprägten Mechanismen 

der Sekundärschädigung. In diesem Zusammenhang steht die Charakterisierung und 

pharmakologische Beeinflussung der Sekundärschädigung im Fokus von 

Forschungsanstrengungen, ohne dass bislang ein Durchbruch gelungen ist. Es gibt 

Evidenz dafür, dass das Endocannabinoidsystem im ZNS die Rolle eines intrinsischen 

protektiven Systems zur Begrenzung der Sekundärschädigung einnimmt. So konnten 

endogene, pflanzliche und synthetische Substanzen aus der breit gefächerten Gruppe 

der Cannabinoide mit neuroprotektiven Effekten im Kontext akuter neuronaler 

Läsionen in Verbindung gebracht werden. Abn-CBD, ein nicht psychotropes 

synthetisches Cannabinoid ohne relevante Affinität zu den beiden klassischen 

Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2, verbesserte in vitro und in vivo das neuronale 

Überleben bzw. neurologische Outcome in Schädigungsmodellen. Bislang herrschte 

weitgehende Unklarheit über seine Zielstruktur, sowie die beteiligten zellulären und 

molekularen Mechanismen. In der vorliegenden Arbeit wurden neue zelluläre 

Mechanismen abn-CBD-vermittelter Neuroprotektion charakterisiert. Im Scratch-

Wound Assay wurde gezeigt, dass abn-CBD Mikroglia-abhängig die astrozytäre 

Migration beeinflussen kann. Weiter wurde herausgestellt, dass die Substanz die 

Produktion proinflammatorischer Zytokine durch Mikrogliazellen und Astrozyten 

attenuieren kann. So wurde die Produktion von NO nach einer inflammatorischen 

Stimulation mit LPS in primären astrozytär-mikrogliären Mischkulturen gehemmt. Die 

Produktion von TNFα wurde sowohl in den Mischkulturen als auch in isolierten 

Astrozytenkulturen verringert, während die IL6-Bildung unbeeinflusst blieb. Die 

gemessenen Effekte waren unabhängig von der Funktionsfähigkeit des CB2-

Rezeptors. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen also, dass abn-

CBD modulierend auf gliale Inflammation und die astrozytäre Reorganisation nach 

mechanischer Schädigung wirkt. Da entsprechende Effekte von endogenen und 

exogenen Cannabinoiden in der Literatur teilweise ebenfalls als unabhängig von den 

klassischen Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2 charakterisiert wurden, stellt der 

putative abn-CBD-sensitive Rezeptor auf Mikrogliazellen und Astrozyten eine 

potentielle gemeinsame Zielstruktur von abn-CBD mit diesen Substanzen im Kontext 

Cannabinoid-vermittelter Neuroprotektion dar. Zur Klärung der den beobachteten 

Effekten zugrunde liegenden intrazellulären Kaskaden sind weitere Experimente 

notwendig. Ein zielführender Ansatz ist die gezielte Untersuchung einzelner Abschnitte 
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der durch LPS aktivierten Kaskaden mittels proteomischer Methoden oder gezielter 

Antagonisierung. 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue Erklärungsansätze für das neuroprotektive 

Potential einer für die pharmakologische Nutzung vielversprechenden Substanz. Für 

eine potentielle pharmakologische Nutzung hat abn-CBD, soweit aus der vorliegenden 

Literatur beurteilbar, ein insgesamt günstiges pharmokodynamisches und 

pharmakokinetisches Profil. So gibt es im Gegensatz zu anderen Cannabinoiden keine 

psychotrope Wirkung und in der Ratte konnte eine Akkumulation im ZNS nach 

subkutaner Injektion festgestellt werden. Von einer ausreichenden Distribution über die 

Blut-Hirn-Schranke kann folglich auch bei niedrigen systemischen Dosen ausgegangen 

werden. Die vollständige Aufklärung der molekularen Mechanismen wird außerdem 

zum weiteren Verständnis des Endocannabinoidsystems und der 

neuroinflammatorischen Kaskaden im Rahmen der Sekundärschädigung beitragen.  

 

In Zukunft kann das weitere Verständnis der Mechanismen der Sekundärschädigung 

und deren zeitlicher Dynamik die Grundlage einer differenzierten und phasengerechten 

pharmakologischen Therapie akuter Hirnschädigungen bilden, mit dem Ziel, das 

neurologische Outcome der Patienten zu verbessern. 
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8 Thesen 
 

1. Abnomal Cannabidiol verzögert im Scratch-Wound Assay den Wundschluss bei 

Anwesenheit von Mikrogliazellen. 

2. Abnomal Cannabidiol reduziert die Produktion von Stickstoffmonoxid in 

astrozytär-mikrogliären Mischkulturen nach einer Stimulation mit 

Lipopolysacchariden.  

3. Abnomal Cannabidiol reduziert die Produktion von Tumornekrosefaktor-α in 

astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und isolierten Astrozytenkulturen nach 

einer Stimulation mit Lipopolysacchariden. 

4. Die Beeinflussung der Stickstoffmonoxid- und Tumornekrosefaktor-α-

Produktion durch abnormal Cannabidiol ist unabhängig von der 

Funktionsfähigkeit des Cannabinoidrezeptors 2. 

5. Abnormal Cannabidiol hat keinen Einfluss auf die Interleukin-6-Produktion in 

mit Lipopolysacchariden stimulierten astrozytär-mikrogliären Mischkulturen und 

isolierten Astrozytenkulturen. 

6. Ein Knockout des Cannabinoidrezeptors 2 geht mit einer veränderten Zytokin- 

und Stickstoffmonoxid-Produktion von Astrozyten und Mikrogliazellen nach 

einer Stimulation mit Lipopolysacchariden einher. 

7. Die oben genannten Punkte liefern Erklärungsansätze für die neuroprotektive 

Wirkung von abnormal Cannabidiol im in vivo Modell der traumatischen 

Hirnschädigung. 
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