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1. Einleitung 

 

An die Signalübermittlung im zentralen Nervensystem (ZNS) von Säugetieren 

werden, je nach Entwicklungsstadium, sehr unterschiedliche Anforderungen gestellt. 

Im adulten Gehirn dient sie nicht nur der Nachrichtenübermittlung, sondern auch der 

aktivitätsbasierten Umgestaltung neuronaler Verbindungen bei Lernprozessen und 

der regenerativen Umgestaltung nach Verletzungen (Bach-y-Rita, 2003; 

Kempermann et al., 2000; Rauschecker, 1995; Stiles, 2000). Im sich entwickelnden 

Gehirn werden schon frühzeitig Nervenzellen elektrisch erregbar und spontan aktiv. 

Elektrische Aktivität und Transmitterausschüttung spielen bei der selektiven 

Verknüpfung von Nervenzellen durch Synapsen eine wichtige Rolle (Owens und 

Kriegstein, 2002; Nguyen et al., 2001; Nomakowski und Hayes, 1999; Johnson, 

1999). Die Verarbeitung von Sinnesreizen kann erst postnatal ausreifen. Dabei ist die 

Modulation der elektrischen Aktivität von großer Bedeutung, da dadurch die 

Selektion wichtiger Verbindungen stattfindet (Ben-Ari, 2001). Auf diese Weise 

können Umwelteinflüsse die Entwicklung von Netzwerken mitbestimmen und die 

zunächst unpräzise angelegten Verbindungen entsprechend ihren Aufgaben 

stabilisieren (Illing, 2004). Dem Mechanismus dieser aktivitätsabhängigen Selektion 

folgend, werden Synapsen zwischen Neuronen stabilisiert, wenn prä- und 

postsynaptisches Neuron zeitgleich aktiv sind. Eine Verbindung in der das 

nachgeschaltete Neuron aktiv ist, während das vorgeschaltete Neuron inaktiv ist, 

wird mit der Zeit immer schwächer und  schließlich aufgelöst (Okabe, 2002; Cohen-

Cory, 2002). Die Mechanismen, die über die elektrische Aktivität zu einer 

Stabilisierung von Synapsen führen, sind allerdings noch nicht gänzlich aufgeklärt. 

Drei aktivitätsabhängige Komponenten scheinen allerdings eine große Rolle zu 

spielen: 

1) Die von einer Depolarisation abhängige Aktivierung spannungsabhängiger 

Kalziumkanäle (Weiss und Burgoyne, 2002). 

2) Die transmitterabhängige Aktivierung Kalzium-permeabler Rezeptor-Kanal-

Komplexe (z.B. der NMDA-Rezeptor als Hebb´scher Koinzidenzdetektor) 

bewirkt bei gleichzeitiger prä- und postsynaptischer Aktivierung einen 

besonders starken Kalziumeinstrom. (Zur Übersicht: Tsien, 2000; Froemke et 

al., 2003) 
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3) Die transmitterabhängige Aktivierung metabotroper Rezeptoren (z.B. 

metabotrope Glutamatrezeptoren), die über eine intrazelluläre Signalkaskade 

den intrazellulären Kalziumspiegel verändern (Gu, 2002; Abraham und Tate, 

1997).   

Neben den häufigsten Transmittern GABA, Glutamat und Glycin, können diese 

Signale auch durch andere Transmitter, wie z.B. durch die Bindung von Acetylcholin 

(ACh) an den muskarinischen Acteylcholinrezeptor (mAChR) moduliert werden und 

dadurch eine bessere Feinabstimmung des Netzwerks ermöglichen.  

 

 

1.1  Der muskarinische Acetylcholinrezeptor 
 

Im Jahre 1951 entdeckten Riker und Wescoe muskarinische Acetylcholinrezeptoren 

(mAChRen) durch die in der Klinik verwendete Nutzung von Gallamine als 

Unterstützung von Narkosen. Später konnten Hammer und Kollegen (1980) mit Hilfe 

von Pirenzepin erstmals unterschiedliche Typen von mAChRen unterscheiden und 

unterteilten diese in zwei Gruppen: „M1-Rezeptoren mit einer hohen Affinität für 

Pirenzepin und M2-Rezeptoren mit einer geringen oder keiner Affinität für 

Pirenzepin“. Inzwischen wurden fünf verschiedene Subtypen von mAChRn (M1-M5) 

kloniert, deren Gene als m1 bis m5 bezeichnet werden  (Kubo et al., 1986 a und b; 

Bonner et al., 1987 und 1988).   

Der mAChR besteht aus einem einzigen Glykoprotein mit sieben hydrophoben 

Transmembrandomänen, einem extrazellulären Aminoterminus (N-Terminus) mit 

verschiedenen Glykosylierungsstellen, einem intrazellulären Carboxyterminus (C-

Terminus) und einer großen zytoplasmatischen Domäne zwischen dem fünften und 

sechsten Transmembransegment (siehe Abb. 1, sowie zur Übersicht: Hulme et al., 

1990). Der mAChR gehört zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren. 

Diese hat so unterschiedliche Mitglieder wie das Photopigment Rhodopsin, die 

adrenerge und chemokine Rezeptorfamilie und den GABAB-Rezeptor (Löffelholz, 

1996; Nathanson, 1996; Wess, 1996) und ist die größte Superfamilie von Rezeptoren 

(Christopoulos und Kenakin, 2002).  

Bis heute konnte die Acetylcholin-Bindungsstelle nicht eindeutig identifiziert werden 

(Allmann et al., 2000). Die intrazelluläre G-Protein-Bindungsstelle wird zwischen der 

zweiten und dritten zytoplasmatischen Schleife vermutet (Curtis et al., 1989; Haga et 

al., 1993; Wess et al., 1995). 
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Intrazellulär

Extrazellulär

Membran

 

 

Abb. 1: Die transmembranale Topologie des muskarinischen M3-Rezeptors der Ratte (mod. nach 

Kostenis et al., 1999) 

 

 

Jeder Rezeptor-Subtyp interagiert mit verschiedenen G-Proteinen, welche direkt oder 

über einen sekundären Botenstoff unter anderem die Aktivität von Ionenkanälen 

modulieren können. 

In die von Hammer und Kollegen 1980 aufgestellte Definition von M1-Rezeptoren 

passen auch die später entdeckten M3- und M5-Rezeptoren. Diese stimulieren über 

ein Pertussistoxin-insensitives G-Protein (Gq/11) den Phosphoinositol-Signalweg. 

Dies führt zur Schließung von K+-Kanälen und zur Depolarisation der Zellen. Die M2- 

und M4-Rezeptoren hemmen die Adenylatzyklase über ein Pertussistoxin-sensitives 

G-Protein (Gi) und führen dadurch zu einer Inhibition von spannungsgesteuerten 

Ca2+-Kanälen (Caulfield und Birdsall, 1998; Egan und North, 1986). Die muskarin-

vermittelte Signaltransduktion ist jedoch aufgrund von Überschneidungen innerhalb 

der Signalwege (Caulfield und Birdsall, 1998; Felder, 1995; Nathanson, 2000) und 

der vielfältigen Kopplung der G-Proteine  sehr viel komplexer (Abb. 2). 
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Abb. 2: Vereinfachte Übersicht der intrazellulären Signalwege, die bei der Aktivierung von mAChRen 

eine Rolle spielen (M1-M5 = mAChR-Subtypen, Gq/11, Gs, Gi = G-Proteine, PLC = Phospholipase C, 

AC = Adenylatzyklase, IP3 = Inositoltriphosphat, DAG = Diacylglycerol, cAMP = zyklisches 

Adenosinmonophosphat. Mod. nach Lucas-Meuner et al., 2003)  

 

Seit einigen Jahren gibt es einen monoklonaler Antikörper (M35), der alle mAChRen 

ohne Differenzierung in die Subtypen, erkennt (Van der Zee und Luiten, 1999; Carsi-

Gabrenas et al., 1997). Jedoch ist über die genaue Lokalisierung der einzelnen 

Rezeptorsubtypen im Gehirn bis heute wenig bekannt, auch wenn inzwischen 

spezifische Antikörper produziert werden. Allerdings ist deren selektive Bindung 

aufgrund von Kreuzreaktionen nicht optimal und sie führen selten zu 

aussagekräftigen Ergebnissen. 

 
 
1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren  
 

G-Protein gekoppelte Rezeptoren sind mit etwa 720 Mitgliedern eine der größten 

Proteinfamilien im menschlichen Genom (Wise et al., 2004). Sie reagieren auf eine 

große Vielfalt von Signalen, wie beispielsweise Licht, Ionen, organische Moleküle 

und Proteine (Krasel et al., 2004) und beeinflussen unterschiedliche intrazelluläre 

Effektoren, wie die Adenylatzyklasen, Phosphatasen und verschiedene Ionenkanäle 

(Tab. 1).  
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Effektor Referenz 

Adenylatzyklase  
 Iyengar, 1993; Krupinski et al., 1989; Tang und Gilman, 1991 und 

1992 und 1995; Taussig et al., 1993 

cGMP-Phosphodiesterase Hamm, 1991 

Phospholipase C 
Champs et al., 1992 ; Lee et al., 1992 ; Park et al., 1992 und 1993 ; 

Taylor et al., 1991  

Phosphoinositide-3-Kinase Stephens et al., 1997 

Phospholipase A2 Jelsema und Axelrod, 1987 

K+-Kanäle Clapham und Kim, 1989; Yatani et al., 1987 

Ca2+-Kanäle 
Bristow et al., 1989; Clapham, 1990; Imoto et al., 1988; Shekter et 

al., 1997; Yang und Tsien, 1993 

Na+-Kanäle Schubert et al., 1989;  Ling et al., 1990 

Cl--Kanäle Fargon et al., 1990 

 

Tab. 1: Übersicht über die unterschiedlichen Effektoren der G-Protein gekoppelten Rezeptoren 

 

Alle G-Proteine bestehen aus drei unterschiedlichen Untereinheiten, welche sich 

stark in Struktur und Funktion unterscheiden (Hepler und Gilman, 1992; Strathmann 

et al., 1989). Die Klassifizierung erfolgt normalerweise über die α-Untereinheit. 

 

  Untereinheiten   Gewebeverteilung Effektor 

αα-Untereinheit     
 Gs Gαs ubiquitär Adenylatzyklase 

  Gαolf Gehirn, olfaktorisch Adenylatzyklase 

 Gi Gαi-1 bis Gαi-3  ubiquitär Adenylatzyklase, K+ 
  GαoA und GαoB Gehirn K+ 
  Gαt1 und Gαt2 Retina Phosphodiesterase 

  Gαz   

 Gq Gα15 und Gα16 Myeloid Phospholipase Cβ 

  Gα14 Stromal, epithelial Phospholipase Cβ 

  Gα11 und Gαq ubiquitär Phospholipase Cβ 

 G12 Gα12 ubiquitär Cl--Kanal 
  Gα13 ubiquitär  

ββ-Untereinheit     
 Gβ Gβ1−4 ubiquitär  

γγ-Untereinheit     
 Gγ Gγ1 Retina  

  Gγ2 und Gγ3 Gehirn  

  Gγ4 bis Gγ7 ubiquitär  

 

Tab. 2: Übersicht über die verschiedenen Untereinheiten von G-Proteinen, ihre Verteilung und 

Effektoren 
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Allerdings geht man inzwischen aufgrund der komplexen Vielfalt in der 

Zusammensetzung des Heterotrimers und der regulatorischen Funktion des βγ-

Dimers (Clapham und Neer, 1993 und 1997) dazu über, die genaue 

Zusammensetzung des Heterotrimers für die Nomenklatur zu benutzen, sofern diese 

bekannt ist (Tab. 2). 

 

 

1.3  Die intrazellulären Signalwege, die einer Aktivierung des mAChRs nach-

geschaltet sein können 

 

Hokin und Hokin konnten 1954 zeigen, dass die Aktivierung von mAChRen in der 

Bauchspeicheldrüse zur Entstehung von Phosphatidylinositol (PI) führt. PI ist 

Bestandteil der Plasmamembran und kann in zwei weiteren Schritten zu 

Phosphatidylinositol 4,5-bis-phosphate (PIP2) phosphoryliert werden. Die Aktivierung 

des mAChRs kann nun zu einer Phospholipase C (PLC) vermittelten Spaltung von 

PIP2 führen, wobei Inositoltriphosphat (IP3) und Diacylglycerol (DAG) entstehen. 

Beide Substanzen sind sehr potente sekundäre Botenstoffe.  

IP3 fördert die Freisetzung von Kalzium aus intrazellulären Speichern (Berridge und 

Irvine, 1984; Streb et al., 1983). Die Mobilisierung von intrazellulärem Kalzium ist an 

einer Vielzahl von intrazellulären Signalkaskaden beteiligt, die sich auch gegenseitig 

beeinflussen können. Dies kann u.a. zu einer Calmodulin-vermittelten Aktivierung 

einer NO-Synthase führen und damit zu einer Erhöhung des intrazellulären NO-

Spiegels (McKinney et al., 1990; Hu und El-Fakahany, 1993; Thompson et al., 1995). 

NO ist ein weiterer wichtiger sekundärer Botenstoff, der einerseits intrazelluläre 

Signalkaskaden aktivieren kann (Bolotina et al., 1994; Lander et al., 1993 und 1995), 

aber andererseits auch durch die Zellmembran diffundieren und gemeinsame 

Aktionen benachbarter Zellen koordinieren kann (Fukuto, 1995; Kerwin et al., 1995). 

Eine Erhöhung der intrazellulären Kalzium-Konzentration kann auch zu einer 

Verminderung der intrazellulären cAMP-Konzentration führen. Von Astrozyten ist 

bekannt, dass dort die Aktivierung von mAChRen zu einer Verminderung des 

intrazellulären cAMP-Spiegels führt. Dies geschieht nicht, wie erwartet, über eine 

Inhibierung der Adenylatzyklase-Aktivität, sondern über die Stimulation einer 

Calmodulin-regulierten Phosphodiesterase. (Evans et al., 1984; Cochaux et al., 

1985).  
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DAG  aktiviert die Proteinkinase C (PKC), indem es die Affinität dieser Kinase für 

Kalzium erhöht, so dass schon geringere Konzentrationen von intrazellulärem 

Kalzium diese aktivieren (Nathanson, 1987). Auch hier spielt also die intrazelluläre 

Kalziumkonzentration wieder eine regulatorische Rolle. Die PKC ist bei einer Vielzahl 

von zellulären und physiologischen Kaskaden beteiligt (zur Übersicht: Nishizuka, 

1984) und scheint auch der Vermittler zu sein, der die Aktivierung von mAChRen an 

die Inhibition von K+-Kanälen in Oozyten des Krallenfrosches (Xenopus laevis) 

koppelt (Descal et al., 1985).   

Auch die zyklischen Nukleotide cAMP und cGMP spielen bei der Signalübermittlung 

nach Aktivierung von mAChRen eine wichtige Rolle. Die Erhöhung der intrazellulären 

cGMP-Konzentration kann einerseits über die Aktivierung einer Guanylatzyklase 

durch NO erfolgen (Study et al., 1978; El-Fakahany und Richelson, 1983). Es wird 

aber auch eine Beteiligung von Metaboliten des Arachidonsäure-Stoffwechsels und 

der Phospholipase A2 diskutiert (Snider et al., 1984). Bisher sind drei unterschied-

liche Zielmoleküle bekannt, die auf eine Erhöhung des cGMP-Spiegels reagieren: die 

cGMP-abhängige Proteinkinase (Lohmann et al., 1997), eine cGMP-regulierte 

Phosphodiesterase (Degermann et al., 1997; Houslay und Milligan, 1997) und die 

CNG-Kanäle (Zagotta und Siegelbaum, 1996). D´Ascenzo und Kollegen fanden 2002 

heraus, dass eine NO-gesteuerte Aktivierung der cGMP-abhängigen Proteinkinase 

zu einer Hemmung von Kalzium-Kanälen (N-Typ) und damit zu einem verminderten 

Einstrom und einer geringeren intrazellulären Konzentration von Kalzium führen 

kann. Phosphodiesterasen ermöglichen eine Verknüpfung zwischen cGMP- und 

cAMP-Signalwegen, da sie über die Konzentration des einen zyklischen Nukleotids 

den Abbau des anderen Nukleotids beeinflussen können. cGMP-modulierte CNG-

Kanäle sind aus der Retina (Ahmad et al., 1994; Kawai und Sterling, 1999) und aus 

Hippocampus-Neuronen (Leinders-Zufall et al., 1995; Bradley et al., 2001) bekannt.  

 

Die Aktivierung von mAChRen führt bei vielen Zelltypen zu einer Verminderung der 

cAMP-Konzentration über die Inhibierung einer Adenylatzyklase (AC) (Watanabe et 

al., 1978; Jakobs et al., 1979), aber auch der gegenteilige Effekt, nämlich eine 

Erhöhung der cAMP-Konzentration über verschiedene Signalwege ist möglich 

(Tanner et al., 1986; Han et al., 1998). Verschiedene Isoformen von Adenylat-

zyklasen, die ihrerseits wieder von der Proteinkinase A (PKA), der Proteinkinase C 

(PKC) und der Calmodulin-abhängigen Proteinkinase reguliert werden können 
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(Hurley, 1999), werden durch die Aktivierung von mAChRen gesteuert (Nathanson 

2000). Dies  zeigt die Komplexität dieser verschiedenen, möglicherweise miteinander 

verknüpften, Signalwege auf. Schließlich können cAMP und cGMP spezielle 

Ionenkanäle aktivieren, die CNG-Kanäle (zur Übersicht: Kaupp  und Seifert, 2002). 

cAMP-modulierte CNG-Kanäle kennt man hauptsächlich aus Neuronen von 

Invertebraten, wo diese weit verbreitet sind (Kehoe, 1990 a, b; Sudlow et al., 1993; 

Hockberger und Swandulla, 1987). 

Die G-Proteine, die die Aktivierung des Rezeptors an die sekundären Botenstoffe 

weitergeben, können ihrerseits das Signal auch direkt mit Ionenkanälen verbinden. 

Dies ist bekannt von der direkten Kopplung des mAChRs an einwärts gleichrichtende 

Kalzium-Kanäle oder Kalzium-Kanäle des P/Q-Typs (Clapham und Neer, 1997). 

Erstere werden aktiviert, wenn ACh bindet, letztere gehemmt. 

 

 

1.4  Cholinerge  Modulation der GABAergen Transmission 
 

Acetylcholin (ACh) ist ein wichtiger Neurotransmitter im ZNS und hat, je nachdem ob 

es an nikotinische oder muskarinische Rezeptoren bindet, unterschiedliche 

Wirkungen. Es spielt bei den verschiedensten kognitiven Prozessen eine Rolle, wie 

z.B. Aufmerksamkeit (Bucci et al., 1998; Voytko et al., 1994), Lernen (Fine et al., 

1997; Miranda und Bermudez-Rattoni, 1999), Gedächtnis (Hasselmo et al., 1992; 

Sarter und Bruno 1997), Stressantwort (Newman et al., 2001), Schlaf (Jasper und 

Tessiert, 1971; Jimenez-Capdeville und Dykes, 1996) sowie bei der kortikalen 

Modulation sensorischer Information (Donoghue und Carrol, 1987; Metherate et al., 

1992; Pepeu und Blandina, 1998; Rasmusson und Dykes, 1988).  

 

Die synaptische Antwort eines Neurons gründet sich auf eine komplexe Interaktion 

zwischen exzitatorischen (hauptsächlich glutamatergen) und inhibitorischen 

(hauptsächlich GABAergen) Signalen. Eine Feinabstimmung dieser Signale ist z.B. 

durch eine cholinerge Modulationen möglich. So konnte gezeigt werden, dass 

präsynaptische nikotinische und muskarinische AChRen im präfrontalen Kortex der 

Ratte die Glutamatfreisetzung erhöhen (Gioanni et al., 1999; Vidal und Changeux. 

1993). Radcliffe und Kollegen zeigten 1999, dass auch die Freisetzung von GABA 

durch die Aktivierung präsynaptischer nAChRen im Hippocampus erhöht werden 

kann. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass sich die GABAerge synaptische 
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Übertragung im Colliculus inferior (IC) durch die Aktivierung von mAChRen 

potenzieren lässt. Dabei wurden bei allen untersuchten Neuronen spontane 

GABAerge postsynaptische Ströme gemessen, deren Frequenz sich durch die Gabe 

von Muskarin erhöhen ließ (Yigit et al., 2003).   

Die Aktivierung von postsynaptischen mAChRen kann, über die Veränderung des 

Membranpotentials, eine „schnelle Erregbarkeit“ von GABAergen Interneuronen 

auslösen (McCormick und Prince, 1986), was zu einer erhöhten Freisetzung von 

GABA führen kann (Kawagushi, 1997). Elektrophysiologische Experimente zeigten, 

dass die Applikation muskarinischer Agonisten sowohl die exzitatorische, als auch 

die inhibitorische Transmission (Bonner et al., 1987; Murakoshi, 1995) über prä- oder 

postsynaptische Mechanismen (Kimura und Baughmann, 1997) verändern kann. 

Auch eine GABAerge Modulation der cholinergen Transmission ist möglich. So kann 

ausgeschüttetes GABA extrasynaptisch diffundieren, GABAA Rezeptoren auf 

cholinergen Endigungen aktivieren und dadurch die ACh-Freisetzung inhibieren 

(Materi und Semba, 2001). Zusätzlich kann eine GABAerge Innervation auch die 

Freisetzung neu synthetisierten Acetylcholins aktivieren (Bonanno et al., 1991), oder 

mithilfe zweier aufeinander folgender GABAerger Synapsen die Inhibierung der ACh-

Freisetzung unterdrücken (Pepeu und Blandina, 1998). 

Durch die Doppelfärbung von Cholinacetyl-Transferase (ChAt) und GABA konnte 

man beispielsweise feststellen, dass 88% der im Kortex vorhandenen cholinergen 

bipolaren Interneuronen gleichzeitig GABA-Rezeptoren exprimieren (Eckenstein und 

Thoenen, 1983; Levey et al., 1984; Bayraktar et al., 1997). Von den cholinergen 

Neuronen des Nucleus basalis magnocellularis (NBM) die zum Cortex projizieren, 

exprimieren 30-35% gleichzeitig GABA-Rezeptoren (Fisher et al., 1988) und ihre 

Axone verbinden sich bevorzugt mit GABAergen Interneuronen (Freund und 

Meskenaite, 1992) um diese zu disinhibieren (Jimenez-Capdeville et al., 1997) . 

 

 

1.5  Der Colliculus inferior 
 

Der Colliculus inferior (IC) ist ein zentraler Kern der Hörbahn von Säugetieren (Abb. 

3). Er erhält Eingänge von unterschiedlichen Stammhirn-Kernen, höheren 

auditorischen und nicht-auditorischen Strukturen und dem kontralateralen IC (zur 

Übersicht: Faye-Lund und Osen, 1985; Oliver und Shneiderman, 1991). Der IC 

vermittelt das binaurale Hören, die Lokalisation von Geräuschen, die Analyse von 
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Frequenzen und spielt zusammen mit anderen auditorischen Strukturen eine große 

Rolle im Erkennen von Sprache (Pollak et al., 2002; Li und Yue, 2002; Batra und 

Fitzpatrick, 2002). Der inhibitorische Neurotransmitter GABA spielt dabei eine 

wichtige Rolle (Caspary et al., 1995 und 2002; Ma et al., 2002; Faingold, 2002). 

Zusätzlich zu den GABAergen Eingängen aus dem lateralen Lemniscus und dem 

kontralateralen IC gibt es eine Vielzahl von extrinsischen, intrinsischen und 

kommissuralen Eingängen, die auf GABA basieren (Adams und Mugnaini, 1984; 

Helfert et al., 1998; Huffman und Henson, 1990; Shneiderman und Oliver, 1989; 

Shneiderman et al., 1988 und 1993). Morphologische Studien lassen vermuten, dass 

die GABAergen Projektionen vom dorsalen Nukleus des lateralen Lemniscus (DNLL) 

zum zentralen Kern des IC, dem ICC, tonotop angeordnet sind (Palombi und Capary, 

1996; Moore et al., 1998; Merchan et al., 1994; Saldana und Merchan, 1992).   

 

Colliculus inferior

Lateraler Lemniscus

Cochlea

Oliva superior

Nukleus cochlearis

primäre 
Hörrinde

Spiralganglion

 
 

Abb. 3: Schematische Abbildung der Hörbahn. Zur besseren Übersicht sind nur die von einer Seite 

ausgehenden Verbindungen eingezeichnet (mod. nach: Klinke und Silbernagl, 2001) 
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Zwei Zelltypen lassen sich morphologisch im ICC unterscheiden. Das sind zu etwa 

70% die diskusförmigen Zellen (disc-shaped cells), deren Dendriten auf einer Ebene 

liegen und deren Axone mit vielen anderen diskusförmigen Zellen Synapsen bilden 

und zu etwa 30% die sternförmigen Zellen (stellate cells), die einen unregelmäßig 

geformten, eher runden Dendritenbaum aufweisen, der typischerweise orthogonal zu 

den axonalen Bahnen liegt (Oliver und Shneiderman, 1991).  

Elektrophysiologisch lassen sich 6 Zelltypen aufgrund ihres Erregungsmusters 

klassifizieren (zur Übersicht: Sivaramakrishnan und Oliver, 2001).  Die Komplexität 

des neuronalen Netzwerks im IC stellt das folgende Beispiel kurz dar: Binaurale 

Information werden durch sog. exzitatorische-inhibitorische Neurone (EI-Neurone) 

kodiert, die so heißen, weil sie durch die Reizung eines Ohres erregt und  durch die 

Reizung des anderen Ohres gehemmt werden.  EI-Neurone findet man im lateralen 

Kern der Oliva superior (LSO), dem DNLL und dem IC. Aktuelle Studien lassen 

vermuten, dass die EI-Neurone, die in LSO und DNLL spezifiziert werden, auf 

einzelne Zellen des IC konvergieren. Andere Studien zeigen, dass die Eingänge aus 

der LSO und dem DNLL eine große Anzahl von Antwort-Transformationen bei 

einzelnen IC-Zellen generieren. Diese Transformationen, die u.a. Veränderungen in 

der Reiz-Dauer und der Empfindlichkeit beinhalten, basieren auf inhibitorischer 

Innervation des IC  (Pollak et al., 2002).  

Dieses komplexe neuronale Netzwerk muss während der Entwicklung des IC 

angelegt und die wichtigen synaptischen Verbindungen müssen stabilisiert werden. 

Wie im nachfolgend Abschnitt deutlich wird, eignet sich der IC für solche Netzwerk-

Untersuchungen besonders gut, da die Projektionen zum Zeitpunkt P5 schon wie im 

erwachsenen IC vorliegen und die Verschaltungen der Neurone bis zum Beginn des 

Hörens (Onset of Hearing) ab etwa P12 nur noch moduliert werden.  

 

 

1.6  Die zeitliche Entwicklung des IC 

 

Ab dem Embryonaltag 12 (E12) werden in der LSO Zellen gebildet, die zum 

ipsilateralen IC projizieren (Kudo et al., 1992). Im IC selbst bildet sich eine 

intermediäre Zone (IZ), die ab E13 große Mengen an Axonen und jungen Neuronen 

enthält (Repetto-Antoine und Meininger, 1982). Bis zum Tag der Geburt (Postnataler 

Tag 0, P0) entwickelt sich der IC kontinuierlich (Altman und Bayer, 1981). Ab E14 
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kommen die ersten Axone von Neuronen des Hirnstamms im IC an (Repetto-Antoine 

und Meininger, 1982). Kurze Zeit später (E16-17) kann man externe, perizentrale und 

zentrale Kerne unterscheiden (Repetto-Antoine und Meininger, 1982) und Axone des 

contralateralen Nucleus cochlearis (CN) dringen in den IC ein, bilden aber erst ab 

E18 Kollateralen aus (Kandler und Friauf, 1993). Zu diesem Zeitpunkt besitzt der IC 

bereits seine adulte Gestalt (Marin-Padilla, 1988).  Einen Tag später kann man zum 

ersten Mal Axone aus dem IC im Nucleus geniculate mediale (MG) finden (Asanuma 

et al., 1986 und 1988). Zum Zeitpunkt P0 findet man Projektionen vom CN und SOC 

zum zentralen Nukleus des IC (Kandler und Friauf, 1993; Friauf und Kandler, 1990; 

Maxwell et al., 1988; Coleman 1990). Zu diesem Zeitpunkt ist die Topographie nicht 

mehr von der des adulten IC zu unterscheiden (Friauf und Kandler, 1990). Schon 

zum Zeitpunkt P1 kann man Synapsen im IC feststellen (Pysh, 1969). Zum Zeitpunkt  

P3 sind die Axone aus dem CN auf die ventrale Hälfte des IC beschränkt (Kandler 

und Friauf, 1993). Ausserdem können zum ersten Mal Projektionen vom 

auditorischen Kortex festgestellt werden (Maxwell und Coleman, 1989). Ab P4 

innervieren die Axone des CN den gesamten IC und ab P5 entspricht das 

Projektionsmuster dem des adulten IC (Kandler und Friauf 1993; Coleman 1990). 

Von P8 bis P16 wachsen im IC nur noch die proximalen und intermedialen 

dendritischen Abschnitte der Neurone (Dardennes et al., 1984). Ab P15 bis P26 

kommt es zu einer starken Zunahme an Myelin (Shah et al., 1978) und ab P24 ist 

das Blutgefäßmuster ausgereift (Andrew und Paterson, 1989). 

 

 

1.7  Zielsetzung der Arbeit 

 

Mit Hilfe von elektrophysiologischen Untersuchungen im IC der juvenilen Ratte (P5-

P12) sollen folgende Fragen geklärt werden:  

 

1. Gibt es eine Modulation der GABAergen Transmission über muskarinische 

Acetylcholinrezeptoren? 

2. Welcher muskarinische Rezeptorsubtyp spielt dabei eine Rolle? 

3. Welche intrazelluläre Signalkette wird durch Aktivierung des muskarinischen 

Acetylcholinrezeptors ausgelöst? 
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2. Material und Methode  

 

 

2.1  Versuchstiere 

 
Die in den Versuchen verwendeten Ratten stammten aus klinikinternen Nachzuchten 

von SD (Sprague Dawley) Ratten die über Charles River Laboratories (Sulzfeld, 

Deutschland) bezogen wurden. Sie hatten einen 12h-Tag-Nacht-Zyklus und 

bekamen Standard-Futter und Wasser ad libitum. Die Haltung erfolgte in Pärchen in 

Standard-Käfigen. 

 

 

2.2  Präparation der Hirnschnitte für Patch-Clamp 

 
Für die Patch-Clamp Versuche wurden 5-12 Tage (P5-P12) alte Tiere verwendet. 

Die Ratte wurde zu Beginn des Versuchstages dekapitiert, wobei der Kopf sofort in 

eisgekühlte, mit Carbogen (95% O2, 5% CO2) begaste Präparationslösung (PRÄP1) 

überführt wurde. Anschließend wurden die Kopfhaut, sowie die Schädeldecke von 

caudal nach rostral aufgetrennt und entfernt und das Gehirn wurde aus dem Schädel 

mit Hilfe eines Spatels herausgehoben (Abb. 4). Ein Teil des Kleinhirns wurde 

entfernt, so dass die Vierhügelplatte mit Colliculus inferior (IC) und Colliculus superior 

(SC) gut sichtbar war. Ein Teil des Kortex wurde entfernt, so dass eine gerade 

Fläche entstand. 

 

Kortex

SC

Kleinhirn

IC

 

 

Abb. 4: Aufsicht auf das Gehirn einer sieben 

Tage alten Ratte (P7). Man sieht Teile des 

Kleinhirns, sowie den Kortex und dazwischen 

die Vierhügelplatte mit Colliculus inferior (IC) 

und Colliculus superior (SC). 
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Mit Cyanacrylatkleber (Roticoll 1, Carl Roth GmbH, Karlsruhe) wurde das Gehirn mit 

der so entstandenen ebenen Fläche in die Kammer eines Vibratoms (Leica VT 1000, 

Leica Bensheim, Deutschland) geklebt und zur Unterstützung des Gewebes mit 

warmer Gelatine umschichtet. Die gesamte Kammer wurde mit eiskalter PRÄP1 

aufgefüllt und mit Carbogen begast. Mit dem Vibratom wurden 250µM dicke, 

horizontale Schnitte des IC angefertigt. Dabei erhielt man pro Gehirn 2-5 Schnitte. 

Die Schnitte wurden für eine Stunde in ein Gefäß mit begaster Badlösung überführt 

bevor sie in die Probenkammer eingebracht und mit einem Netzchen (ein 

Platindrahtrahmen, bespannt mit einem Nylonnetz) fixiert wurden. 

 

 

2.3  Die Patch-Clamp-Technik 

 
Die Patch-Clamp-Technik ist für Untersuchungen von Ionenkanälen und 

Transmitterrezeptoren biologischer Membranen eines der wichtigsten neuro-

physiologischen Untersuchungsverfahren und derzeit die meistverwendete 

Meßmethode in der Elektrophysiologie. Die Technik entwickelte sich in den frühen 

1970er Jahren aus der Spannungsklemmen-Technik (voltage clamp), mit der 

Kenneth S. Cole und H. J. Curtis Ende der 1930er Jahre nachwiesen, dass sich die 

Membranleitfähigkeit einer Nervenzelle bei Erregung erhöht. Bert Sakmann und 

Erwin Neher erhielten für die Entwicklung der Patch-Clamp-Technik, mit der sie die 

„Funktion einzelner zellulärer Ionenkanäle“ untersuchten, 1991 den Nobelpreis für 

Medizin und Physiologie. Grundlage der Methode ist die elektrische Isolation eines 

kleinen Membranstücks (patch) durch Aufsetzen und Ansaugen einer Glaspipette auf 

die Zelloberfläche. Diese cell-attached-Konfiguration lässt sich nun für 

unterschiedliche Anwendungen fast beliebig anpassen (Übersicht: Numberger und 

Draguhn, 1996). Durchreisst man die Membran unter der Pipette mit einem kurzen 

Saugpuls erhält man einen offenen Zugang zum Zytoplasma und misst die Ströme 

über die gesamte Zellmembran.  Diese Konfiguration wird als Ganzzellklemme 

(whole cell-clamp) bezeichnet und entspricht der konventionellen intrazellulären 

Ableitung. Sie kann, je nach Untersuchungsobjekt, in der Strom- oder in der 

Spannungsklemme genutzt werden. Bei der Spannungsklemme (voltage clamp) 

werden Ströme gemessen und sie findet Anwendung z.B. bei der Untersuchung von 

inhibitorischen und exzitatorischen postsynaptischen Strömen. Im Gegensatz dazu, 
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wird bei der Stromklemme (current clamp) eine Änderung des Membranpotentials 

gemessen, was sich bei der Untersuchung von Aktionspotentialen anbietet.  

Alle Messungen in der vorliegenden Arbeit erfolgen im Ganzzell-Modus in der 

Spannungsklemm-Konfiguration. 

 

 

2.4  Herstellung der Pipetten 

 

Bei der Herstellung der Pipetten ist die richtige Auswahl des Glases sehr wichtig. 

Weiche Gläser, wie z.B. Sodagläser, lassen sich dank ihres niedrigen 

Schmelzpunktes von unter 700°C gut zu Pipetten mit niedrigem Widerstand ziehen 

und polieren. Allerdings führen ihre elektrischen Eigenschaften oft zu einem starken 

Rauschen. Quarzglas, dessen Schmelzpunkt bei etwa 1600°C liegt, hat die besten 

elektrischen Eigenschaften, kann aber nur von einem speziellen CO2-Laser stark 

genug erhitzt werden, um Pipetten ziehen zu können. In dieser Arbeit wurden 

mittelharte Borosilikat Glaskapillaren (1,5 mm Aussendurchmesser, 0,86 mm Innen-

durchmesser, mit Filament, Harvard Apparatus LTD, Edenbridge, UK) verwendet. 

Der Schmelzpunkt von Borosilikatglass liegt bei 700 bis 850°C. An einem 

vollautomatischen Horizontal-Pipetten-Ziehgerät (DMS-Universal-Puller, Zeitz 

Instrumente, Augsburg, Deutschland) wurden Pipetten mit einem Widerstand von 4 

bis 6 MΩ gezogen.   

 

 

2.5  Aufbau des Messplatzes 

 

Auf dem Objekttisch eines aufrechten Mikroskops (Axioskop FS, Zeiss, Oberkochen, 

Deutschland) wurde die Probenkammer mit dem IC-Schnitt eingespannt (Abb. 5). Die 

Glaspipette wurde mit der Pippettenlösung (INCS1) gefüllt, in den Elektrodenhalter 

(Heka, Lambrecht, Deutschland) eingelegt und über einen chlorierten Silberdraht mit 

dem Vorverstärker des Patch-Clamp-Verstärkers (EPC9, Heka, Lambrecht, 

Deutschland) verbunden. Der Vorverstärker wurde von einem Mikromanipulator 

gehalten, so dass die Ableitelektrode genau positioniert werden konnte. 
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X-Y-Manipulator
Kondensor

IC-Schnitt

Pipettenhalter mit 
Vorverstärker

Pipe tte

Objektiv

Bad

 
Abb. 5: Anordnung des Objekttischs eines Patch-Clamp Mikroskops mit Patch-Pipette und 

Vorverstärker.  

 

Die Positionierung der Elektroden und die Herstellung der Messkonfiguration erfolgte 

unter optischer Kontrolle. Eine Digitalkamera (PCO Computer Optics GmbH, 

Kelheim, Deutschland) übertrug das Bild des Objektes auf einen Monitor. Als 

Objektiv diente ein Wasserimmersionsobjektiv mit einer 40fachen Vergrößerung. 

Zusätzlich wurde durch einen Optovareinschub (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) 

das Bild um den Faktor 2,5 vergrößert. 

Um Schwingungen zu reduzieren war der Messplatz auf einen Druckluft-gefederten 

Tisch (Physik-Instruments GmbH, Waldbronn, Deutschland) montiert. Ein auf einem 

Übertisch montierter Faraday-Käfig diente zur Abschirmung von elektrischem 

Störungen (Abb. 6).  

 

 
Abb. 6: Links: Das in dieser Untersuchung verwendete Setup. Rechts: Die Anordnung des Mikroskops 

mit Pipette und Vorverstärker auf dem schwingungsgedämpften Tisch.  
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Mit Hilfe eines elektrischen Mikromanipulators (LN Mini 25, Luigs & Neumann, 

Ratingen, Deutschland) wurde die Patchpipette auf die Membran einer Zelle 

aufgesetzt und die Ganzzell-Konfiguration hergestellt. Die kapazitiven Eigenschaften 

der Membran und der Elektrode, sowie der Serienwiderstand zwischen der Pipette 

und den Membranresten in der Pipette wurden automatisch durch die Software des 

EPC9-Patch-Clamp-Verstärkers abgeglichen. Die inhibitorischen postsynaptischen 

Ströme (inhibitory postsynaptic currents, IPSCs) wurden Hilfe des Software-Pakets 

Pulse/PulseFit (EPC9, Heka, Lambrecht, Deutschland) aufgezeichnet. Bearbeitet und 

ausgewertet wurden die Messungen anschließend sowohl mit PulseFit, als auch mit 

dem Programm MiniAnalysis (Synaptosoft, Leonia, NJ, USA), welches der 

Auswertung von Amplituden und Frequenzen postsynaptischer Ströme dient.  

Zusätzlich wurden die Messung mit einem Papierschreiber aufgezeichnet.  

Während der Versuche waren die Gewebeschnitte mit Extrazellulärlösung (EXS1) 

umspült. Die Lösung wurde aus einem erhöhten Reservoir in die Messkammer 

geleitet (schwerkraftgetrieben) und auf der Gegenseite des Zulaufs mit einer 

Vakuumpumpe abgesaugt. Nach dem gleichen Verfahren wurden die Agonisten und 

Antagonisten in die Messkammer eingespült (Badapplikation). Auf diese Weise 

wurden die IC-Schnitte vollständig mit der jeweiligen Lösung umspült.  

 

 

2.6  Experimente 

 

Alle Experimente fanden bei Raumtemperatur statt. Sie wurden im Ganzzell-Modus 

unter Verwendung der Spannungsklemm-Konfiguration bei einem Haltepotential von 

-60mV durchgeführt. Die Abtastrate betrug bei der Aufnahme der 

Spannungssprungprotokolle 10 kHz und bei der Aufnahme der IPSCs  5 kHz. Die 

Aufnahmen wurden mit dem internen Tiefpass-Filter des Verstärkers mit 2 kHz 

gefiltert.  

Zuerst wurde zur Charakterisierung der untersuchten Zelle ein Spannungs-

Sprungprotokoll ausgeführt. Dabei wurde das Membranpotential sprunghaft von 

einem Ausgangswert auf ein Testpotential angehoben oder gesenkt. Durch diese 

Potentialänderungen wird die Membranleitfähigkeit bestimmter Ionen verändert. 

Dadurch entsteht ein für Nervenzellen charakteristisches Antwortmuster und erlaubt, 

diese von anderen im IC-Schnitt vorhandenen Zellen zu unterscheiden. Die 
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Spannungssprünge in diesem Versuch reichten von -100mV bis + 70mV im 10mV-

Abstand bei einer Dauer von 100 ms und einem Zeitabstand von 50ms zwischen den 

Sprüngen. 

Anschließend erfolgte die Messung der spontanen inhibitorischen postsynaptischen 

Ströme (sIPSCs).  Die intrazelluläre Chloridkonzentration, die mit der INCS1-Lösung 

festgelegt wurde, betrug 144 mM und die Chloridkonzentration der 

Extrazellulärlösung EXS1 betrug 133,5 mM. Daraus ergab sich nach der Nernst-

Gleichung ein Gleichgewichtspotential von +3mV für Chlorid. Dies bedeutet, dass 

durch Chlorid getragene Ströme als Einstrom, d.h. als eine Ablenkung von der 

Nullstromlinie nach unten, dargestellt werden. Die Grundfrequenz der IPSCs wurde 

ermittelt und anschließend wurden über Badapplikation, je nach Versuchsvorhaben, 

unterschiedliche Substanzen appliziert. Die anschließenden Messungen dauerten 

zwischen 40 Minuten und 2,5 Stunden.  

Die Frequenz der IPSCs wurde bei der Auswertung der Versuche mit der 

MiniAnalysis-Software gemessen. Dabei diente als Grundlage zur Ermittlung der 

Frequenz der sIPSCs ein Abschnitt von 300s vor der Applikation der ersten 

Substanz. Dadurch sollte gewährleistet sein, dass die Schwankungen der sIPSC-

Frequenz, die häufig zu Beginn eines Experiments beobachtet wurden, nicht in die 

Berechnung mit eingingen. Wurde anschließend Muskarin appliziert, so dienten 

hierbei die ersten 120s nach Einsetzen der Wirkung zur Bestimmung einer mittleren 

Frequenz. Das gleiche Zeitprotokoll wurde auch bei der Co-Applikation von Muskarin 

mit einem Antagonisten einer Komponente des Signalwegs angewandt. Sollte die 

Frequenz während der alleinigen Applikation des Signalweg-Antagonisten untersucht 

werden, so wurde eine Zeitspanne von 120s unmittelbar vor der Co-Applikation von 

Muskarin ausgewertet. Dies sollte sicherstellen, dass der Antagonist genügend Zeit 

hatte, um intrazellulär zu wirken. Wurde neben Muskarin ein zweiter Agonist 

appliziert, so dienten auch hier die ersten 120 s des Effekts zur Bestimmung der 

mittleren IPSC-Frequenz. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms 

GraphPadPrism 4.03 für Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego California 

USA) und die Darstellung der Ergebnisse mittels Excel (Microsoft, Office 2000 

Paket).  

Die extrazelluläre Lösung enthielt standardmäßig 1mM Kynurenat und 0,5 µM 

Strychnin um Ströme durch ionotrope Glutamatrezeptoren bzw. Glycin-Rezeptoren 
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und nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nAChRen), die eine a7-Untereinheit 

enthalten, zu blockieren.  

 

 

2.7 Statistik 

 

Als Standardmethode zur Ermittlung der Signifikanz von Daten verwendet man für 

gewöhnlich den student´schen T-Test. Leider wird die Aussagekraft dieses Tests 

immer geringer, je kleiner die Datenmenge ist und (bei gepaarten Daten) je mehr sich 

die einzelnen Datenpaare unterscheiden. Wenn man wenige Daten hat, die in der 

Größenordnung sehr streuen, kann man verschiedene Methoden anwenden um 

trotzdem einen student´schen T-Test anwenden zu können. Zum Einen kann man die 

Datenmenge erhöhen, indem man die gemessenen Werte mehrmals in die 

Berechnungen aufnimmt. Dadurch erhöht man die Anzahl der Proben und verringert 

die Standardabweichung des Mittelwerts. Die zweite Möglichkeit besteht darin, die 

Daten zu logarithmieren. Die logarithmierten Daten sind vergleichbar in der Größe, 

ungefähr symmetrisch, und haben ungefähr gleiche Varianzen, so dass man 

klassische Verfahren wie den student´schen T-Test anwenden kann. Eine weitere 

Möglichkeit ist die Verwendung des Mann-Whitney-Tests für gepaarte Daten. Dieses 

Testverfahren ermöglicht den Vergleich von Daten die sich in der Größe stark 

unterscheiden.  

 

In der vorliegenden Arbeit wurde folgendes Verfahren angewendet:  

Die mittleren Frequenzen der einzelnen Zellen in den untersuchten Gruppen wurden 

in Tabellenform dargestellt. Für die statistische Auswertung wurde das Verhältnis der 

Frequenz unter Muskarin und Kontrollmessung, bzw. Agonist/Antagonist und 

Kontrollmessung für jede einzelne Zelle gebildet und dann über diese Verhältnisse 

gemittelt. Somit erhielt man den mittleren Effekt des Muskarins.   

Mit den dadurch erhaltenen Werten wurde ein einseitiger T-Test gemacht, wobei 

untersucht wurde, ob der Mittelwert sich signifikant von 1 unterscheidet, denn wenn 

sich die Frequenz unter Muskarin nicht von der Frequenz der Kontrolle unterscheiden 

würde, dann wäre der Quotient der beiden Werte gleich 1.  
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Da es sich um von einander unabhängige Messungen an verschiedenen Zellen 

handelt, wird der Mittelwert + Standardfehler angegeben und nicht Mittelwert + 

Standardabweichung. 

Dieses Verfahren hat gegenüber den anderen folgende Vorteile: Zum Einen bleiben 

die errechneten Daten immer noch anschaulich und es wird sofort klar (im Gegensatz 

zu logarithmierten Daten) inwieweit sich die Frequenz unter Muskarin von der  

Kontrollfrequenzen unterscheidet. Zum Anderen kann trotz der Varianz der einzelnen 

Datenpaare ein klassischer T-Test angewendet werden, der gegenüber des eher 

selten verwendeten Mann-Whitney-Tests den Vorteil hat, das er als 

Standardmethode allgemein bekannt ist. Dadurch entsteht nicht der Eindruck, dass 

man mit besonders exotischen Testverfahren versucht, die erhaltenen Daten 

signifikant zu rechnen.  

 

 

2.8  Lösungen und applizierte Substanzen 

 

Alle während der Experimente verwendeten Lösungen wurden am Versuchstag frisch 

angesetzt und mit Carbogen begast. Agonisten und Antagonisten wurden in Lösung 

bei -20°C aufbewahrt und am Versuchstag frisch zur Superfusionslösung 

dazugegeben. 

 

Präparationslösung (PRÄP1): 

2,5 mM KCl, 26 mM NaHCO3
- , 260mM Glucose x H2O, 2 mM Natrium-Pyruvat, 3 mM Myo-

Inositol, 2 mM CaCl2 x 2 H2O, 1 mM MgCl2 x 6 H2O 

Der pH-Wert wurde mit NaOH oder HCl auf 7,2 eingestellt 

 

Extrazelluläre Superfusionslösung (EXS1): 

125 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 26mM NaHCO3
-, 1,25 mM NaH2PO4 x H2O, 10Glucose x H2O,                

2 CaCl2 x 2 H2O, 1 MgCl2 x 6 H2O 

Der pH-Wert wurde mit NaOH oder HCl auf 7,4 eingestellt 

Direkt vor Versuchsbeginn wurden 0,5µM Strychnin und 1mM Kynurenat 

dazugegeben. 
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Intrazelluläre Pipettenlösung (INCS1): 

140 mM CsCl, 11 mM EGTA, 1 mM CaCl2 x 2 H2O, 1 mM MgCl2 x 6 H2O, 10 mM HEPES 

Der pH-Wert wurde mit CsOH auf 7,2 eingestellt. 

Direkt vor Versuchsbeginn wurden aus tiefgefrorenen Lösungen noch folgende 

Substanzen zur INCS1 zugegeben:  

3mM Mg2+-ATP, 0,5 mM Na+-GTP, 12 mM Phosphokreatin 

 

Folgende Modulatoren wurden in den Versuchen eingesetzt: 

 

Substanz Funktion Konz. Bezugsquelle 
Chelerythrine chloride  
(1,2-Dimethoxy-Nmethyl(1,3) 
benzodioxolo(5,6-c)phenanthridinium chloride) 

PKC-Antagonist 5µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

H7 
(1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine) 

PKC/PKA- 
Antagonist 

10µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

U73122  
(1-[6-[((17�)-3-Methoxyestra-1,3,5[10]-trien-
17-yl)amino]hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dione) 

PLC- Antagonist  10µM Tocris, Köln, Deutschland 

W7  
(N-(6-Aminohexyl)-5-chloro-1-
naphthalenesulfonamide hydrochloride) 

Calmodulin-
Antagonist 

30µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

8-br-cGMP  
(8-Bromoguanosine-3',5'-cyclomonophosphate 
sodium salt) 

Erhöhung von 
[cGMP]i 

100µM-
1mM 

Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

L-NAME  
(Nω-Nitro-L-arginine methyl ester 
hydrochloride) 

NOS- Antagonist 1mM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

ODQ  
(1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one) 

sGC- Antagonist 10µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

4-DAMP  
(4-Diphenylacetoxy-N-methylpiperidine 
methiodide) 

M3/M5 Rezeptor- 
Antagonist 

50nM Tocris, Köln, Deutschland 

Mecamylamine hydrochloride  
(N,2,3,3-Tetramethylbicyclo [2.2.1]heptan-2-
amine hydrochloride) 

nAChR- Antagonist 10µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

L-Arginin  
((S)-2-Amino-5-guanidinopentanoic acid9 

NO-Donor 100µM Sigma Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

Bicuculline methiodide GABAA-Antagonist 10µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

(+)-Muskarine chloride Agonist der mAChR 10-
20µM 

Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 
ICN Biomedicals 

Strychnine hydrochloride Glycinrezeptor-
Antagonist 

0,5 µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

Kynurenic acid  
(4-Hydroxyquinoline-2-carboxylic acid) 

Antagonist ionotr. 
Glutamatrezeptoren 

1mM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

SQ 22,536  
(9-(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine) 

Adenylatcyclase- 
Antagonist 

100µM Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

8-br-cAMP  
(8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic monophos 
phate) 

Erhöhung von 
[cAMP]i 

100-
400µM 

Sigma-Aldrich, 
Taufkirchen, Deutschland 

 

Tab. 3: Die in den Versuchen verwendeten Agonisten und Antagonisten 
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3. Ergebnisse 

 

 

3.1 Modulation der GABAergen Transmission über muskarinische  

Acetylcholinrezeptoren 

 

In diesem Projekt wurden insgesamt 136 Zellen bezüglich der muskarinischen 

Modulation der GABAergen Transmission untersucht. Die verwendete Superfusions-

lösung EXS1 enthielt 1mM Kynurenat und 0,5µM Strychnin um ionotrope 

Glutamatrezeptoren, Glycinrezeptoren und nikotinische Acetylcholinrezeptoren, die 

eine α7-Untereinheit enthalten, zu blockieren. Bei 41,2 % der Zellen konnte eine 

Erhöhung der Frequenz der GABAergen IPSCs durch Badapplikation von Muskarin 

beobachtet werden (n = 56). Dabei nahm ab P10 der Anteil der Zellen, die auf die 

Muskarin-Applikation mit einer Erhöhung der Frequenz der GABAergen IPSCs 

reagierten, zu (Abb. 7). 
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Abb. 7: Prozentualer Anteil von Zellen, die nach der Applikation von Muskarin mit einer Erhöhung der 

GABAergen IPSC-Frequenz reagierten. Dargestellt sind nur Altersstufen in denen mehr als 5 Zellen 

untersucht wurden.  

 

Die spontanen IPSCs  (sIPSCs) der untersuchten Zellen wurden für mehrere Minuten 

aufgezeichnet. Anschließend diente eine Sequenz von 300 s zur Bestimmung der 
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Frequenz der sIPSCs. Diese Frequenz wurde als Kontrollfrequenz definiert. Die 

sIPSCs traten mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,48 ± 0,06 Hz  (MW ± SE) 

auf (n = 54). Die Applikation von 10µM Muskarin führte zu einer Steigerung der 

Frequenz der IPSCs auf 3,01 ± 0,7 Hz (n =20) und nach Applikation von 20µM 

Muskarin auf 2,36 ± 0,57 (n = 28).  

Die Muskarin-Applikation erhöhte die Frequenz der IPSCs im Vergleich zur Kontrolle  

um den Faktor 5,6 (n = 48). Die Frequenzen der sIPSCs variierten in den einzelnen 

Zellen von 0,02 - 2,7 Hz und nach Muskarin-Applikation in einem Bereich von 0,12 - 

15 Hz. Die Höhe der Frequenz war weder in der Kontrolle, noch während der 

Applikation von Muskarin, mit dem Alter der Tiere korreliert. 

 

Frühere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Applikation von Muskarin weder 

die Amplitude, noch die Deaktivierungs-/Desensitisierungskinetik der GABAergen 

IPSCs im IC beeinflussen. Auch die Membraneigenschaften der Zellen wurden durch 

die Applikation von Muskarin nicht verändert (Yigit et al., 2003). Aus diesem Grund 

wurden diese Parameter in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. 

 

 

3.2  Der GABAerge Ursprung der gemessenen IPSCs 

 

Bei diesem Experiment wurde unter Verwendung des GABAA-Rezeptor Antagonisten 

Bicucullin überprüft, ob die sIPSCs und die von Muskarin hervorgerufenen IPSCs 

GABAergen Ursprungs sind. Dafür wurden die durch Muskarin (10µM) evozierten 

IPSCs mittels Bicucullin (Bicuculline methiodide) blockiert. Es wurden zunächst für 11 

bis 15 min die sIPSCs in der Standard-Superfusionslösung (EXS1 inklusive 1mM 

Kynurenat und 0,5µM Strychnin) aufgezeichnet. Anschließend wurde eine Steigerung 

der Frequenz der IPSCs hervorgerufen, indem für 30 s 10µM Muskarin über die 

Badlösung appliziert wurde und danach für 10 min wieder ausgewaschen. Es erfolgte 

die Applikation von Bicucullin (10 µM, 50µM) für 14-16 min, wobei nach 10 min 

erneut Muskarin (10µM) für 30 s appliziert wurde (Abb. 8).   
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Abb. 8: Darstellung eines Experiments mit Bicucullin (50µM) und Muskarin (10µM). Links: In der Grafik 

sieht man die Anzahl der IPSCs gegen die Zeit aufgetragen. Ein Balken entspricht dabei der Anzahl 

der IPSCs in 60 s. Die sIPSCs treten in der Zeit von ca. 1-980 s mit einer durchschnittlichen Frequenz 

von 0,19 Hz auf. Nach der Applikation von Muskarin (dargestellt durch den kurzen Querbalken) kommt 

es von ca. 980-1250s zu einer Frequenzsteigerung der IPSCs auf durchschnittlich 3,63 Hz. Nach 

Applikation von Bicucullin (dargestellt durch den langen Querbalken) werden alle sIPSCs blockiert. 

Auch die Co-Applikation von Muskarin bei ca. 2000s führt zu keinem Anstieg der IPSCs.  Rechts: 

Darstellung einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 

 

Es wurden vier IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den folgenden Tabellen 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  Bicucullin Musk. + Bic. 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,19  3,63 0 0 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,93 1,92 0 0 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,40 0,88 0 0 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,61 2,33 0 0 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,53 ± 0,16  2,19 ± 0,57  0  0  

 

Tab. 4: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 

Bicucullin. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Bicucullin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + Bic. / 

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 19,11 0 0 

Zelle 2  2,06 0 0 

Zelle 3  2,18 0 0 

Zelle 4  3,82 0 0 

MW ± SE 6,79 ± 4,13 0 0  

Signifikanzlevel p 0,255 -- --  

 

Tab. 4: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Die sIPSCs traten mit einer Frequenz von 0,53 ± 0,16 Hz auf. Nach Applikation von 

Muskarin kam es zu einer Frequenzsteigerung um den Faktor 4,1 auf 2,19 ± 0,57 Hz.  

Durch die Applikation von 10µM (n = 2) bzw. 50µM (n = 2) Bicucullin konnte sowohl 

das Auftreten der sIPSCs, als auch das Auftreten der von Muskarin evozierten IPSCs 

vollständig blockiert werden (Tab. 3).  

Das Verhältnis der Frequenz unter Muskarin zur Frequenz der Kontrolle lag im Mittel 

bei 6,79 ± 4,13. Dieses Ergebnis ist aufgrund der Größenunterschiede innerhalb der 

einzelnen Zellen nicht signifikant (p = 0,255). Das Verhältnis der Frequenz von 

Bicucullin, sowie Bicucullin + Muskarin zum Verhältnis der Frequenz der Kontrolle ist 

signifikant. 

 

 

3.3  Die Modulation der IPSCs erfolgt über muskarinische und nicht über 

nikotinische Rezeptoren 

 

Um abzuklären, ob die Erhöhung der IPSC-Frequenz nach Applikation von Muskarin 

ausschließlich über mAChRen vermittelt wurde, erfolgte eine Applikation von 

Mecamylamin (N,2,3,3-Tetramethylbicyclo [2.2.1]heptan-2-amine hydrochloride). 

Mecamylamin ist ein Breitspektrum-Antagonist der nikotinischen Acetycholin-

rezeptoren (nAChRen). Dabei wurden zunächst in der Standard-Superfusionslösung 

für mehrere Minuten sIPSCs aufgezeichnet, anschließend für 30 s Muskarin (10µM) 

appliziert und innerhalb der folgenden 10 min wieder ausgewaschen. Es erfolgte eine 
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Applikation von Mecamylamin (10µM) für 18 min, wobei nach 8 min Muskarin (10µM) 

für 30 s appliziert wurde (Abb. 9).  
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Abb. 9: Darstellung einer Messung mit Mecamylamin (10µM) und Muskarin (10µM). Links: Zu Beginn 

des Experiments traten die sIPSCs mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,74 Hz auf. Die 

Applikation von Muskarin führte ab 840 s zu einer Frequenzsteigerung auf durchschnittlich 2,54 Hz. 

Die Co-Applikation von Mecamylamin und Muskarin führte nicht zu einer Blockierung der muskarin-

vermittelten Frequenzsteigerung, die mit durchschnittlich 2,56 Hz stabil blieb. Rechts: Darstellung 

einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 

 

Es wurden fünf IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den Tabellen 6 und 7 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  Mecamylamin Musk. + Meca. 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,74 2,53 1,13 2,56 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,34 1,33 0,75 1,56 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,99 5,14 2,78 3,89 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,25 0,94 0,43 0,68 

Frequenz Zelle 5 [Hz] 0,62 1,7 0,69 1,96 

Mittlere Frequenz [Hz]  0,59 ± 0,13  2,33 ± 0,75   1,16 ± 0,42   2,13 ± 0,54 

 

Tab. 6: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 

Mecamylamin. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Meca. /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + Meca. / 

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 3,41 1,53 3,46 

Zelle 2 3,91 2,21 4,59 

Zelle 3  5,17 2,81 2,91 

Zelle 4  3,83 1,72 2,72 

Zelle 5  2,73 1,11 3,07 

MW ± SE 3,81 ± 0,4 1,88 ± 0,29 3,35 ± 0,33 

Signifikanzlevel p 0,002 0,04 0,002 

 

Tab. 7: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Bei den fünf untersuchten Zellen kam es durch die Applikation von 10µM Muskarin 

zu einer Steigerung der IPSC-Frequenz um den Faktor 4 auf 2,33 ± 0,75 Hz 

gegenüber der sIPSC-Frequenz von 0,59 ± 0,13 Hz (Tab. 6). Errechnet man das 

Verhältnis der Frequenz unter Muskarin zur Frequenz der Kontrolle, so ergibt sich ein 

Wert von 3,81 ± 0,4, welcher signifikant ist (p = 0,002).  

Die induzierte Frequenzsteigerung konnte auch durch die gleichzeitige Blockierung 

der nAChRs mittels Mecamylamin, nicht aufgehoben werden (2,13 ± 0,54 Hz). Auch 

hier ergibt die Berechnung des Verhältnisses zwischen der Frequenz von Muskarin 

und Mecamylamin zur Frequenz der Kontrolle einen signifikanten Unterschied (p = 

0,002). Die Applikation von Mecamylamin alleine führte zu einem leichten, aber 

dennoch signifikanten Anstieg der Frequenz der IPSCs (p = 0,04) (Tab. 4).  

 

 

3.4  Der M3 mAChR ist der Vermittler des frequenzsteigernden Effekts 

 

Der M3-mAChR-Antagonist 4-DAMP (4-Diphenylacetoxy-N-methylpiperidine 

methiodide) wurde in einer Konzentration von 50nM verwendet, da mAChR-

Antagonisten mit steigender Konzentration immer unspezifischer werden. Grundlage 

des Versuchs bildete dabei das Standardprotokol (Abb.9): Zuerst wurden die sIPSCs 

für 7-10 min aufgezeichnet. Anschließend erfolgte eine Applikation von Muskarin 

(10µM) für 30s, ein Auswaschen des Effekts für 10 min und dann eine Applikation 
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von  4-DAMP (50nM) für 18-28 min, wobei nach den ersten 10-16 min wiederum für 

30s Muskarin appliziert wurde.  
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Abb. 9: Darstellung einer Messung mit  4-DAMP (50nM) und Muskarin (10µM). Links: In den ersten 

1400s des Experiments traten die sIPSCs mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,13 Hz auf. Die 

Applikation von 30s Muskarin (t = 1400s) führte zu einem Anstieg der IPSC-Frequenz auf durch-

schnittlich 1,25 Hz. Nach dem Auswaschen dieses Effekts blieb eine Frequenz von 0,05 Hz unter der 

Applikation von 4-DAMP erhalten, die sich auch durch die Co-Applikation von Muskarin (t = 2640s) 

nicht änderte.  Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der 

einzelnen Substanzen 

 

 

Es wurden sechs IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den folgenden Tabellen 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  4-DAMP Musk. + 4-DAMP 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,13 1,25 0,05 0,06 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,73 1,76 0,61 0,51 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,07 0,21 0,04 0,09 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,99 2,26 0,99 0,88 

Frequenz Zelle 5 [Hz] 0,13 0,69 0,16 0,13 

Frequenz Zelle 6 [Hz] 0,06 0,26 0,08 0,15 

Mittlere Frequenz [Hz]   0,35 ± 0,16   1,07 ± 0,34   0,32 ± 0,16   0,30 ± 0,13 

 

Tab. 8: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 4-

DAMP. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz 4-DAMP /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + 4-DAMP 

/ Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 9,62 0,38 0,46 

Zelle 2 2,41 0,84 0,7 

Zelle 3  3 0,57 1,29 

Zelle 4  2,28 1 0,89 

Zelle 5 5,31 1,23 1 

Zelle 6  4,3 1,33 2,5 

MW ± SE 4,49 ± 1,13 0,89 ± 0,15 1,14 ± 0,29 

Signifikanzlevel p 0,0274 0,5059 0,6551 

 

Tab. 4: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

 

Der frequenzsteigernde Effekt von Muskarin konnte komplett durch die vorherige 

Applikation von 50nM 4-DAMP blockiert werden. Die mittlere Frequenz der sIPSCs 

von 0,35 ± 0,16 Hz konnte durch die Applikation von Muskarin auf 1,07 ± 0,34 Hz 

erhöht werden. Die Applikation von 50nM 4-DAMP alleine hatte keinen Effekt auf die 

IPSC-Frequenz (0,32 ± 0,16 Hz), konnte aber den Effekt von gleichzeitig appliziertem 

Muskarin in allen sechs untersuchten Zellen vollständig blockieren, so dass eine 

Erhöhung der Frequenz ausblieb (0,30 ± 0,13 Hz) (Tab. 8).   

Auch die Ergebnisse aus der Berechnung des Verhältnisses der Frequenz der 

verschiedenen Substanzen verdeutlichen dies (Tab. 9). So ist das Verhältnis der 

Frequenz von Muskarin zur Frequenz der Kontrolle signifikant unterschiedlich            

(p = 0,0274), aber das Verhältnis der Frequenz von 4-DAMP zur Frequenz der 

Kontrolle, sowie das Verhältnis der Frequenz von Muskarin unter 4-DAMP zur 

Frequenz der Kontrolle, nicht signifikant unterschiedlich (p = 0,5059 bzw.                   

p = 0,6551). 
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3.5  Die Beeinflussung des intrazellulären Signalwegs, der einer Aktivierung 

des M3-mAChRs nachgeschaltet ist 

 

3.5.1  Der NO-cGMP-Signalweg 
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Abbildung 10: Darstellung eines Signalwegs, der der Aktivierung des muskarinischen 

Acetylcholinrezeptors (mAChR) nachgeschaltet sein kann. Dabei führt die Aktivierung des Rezeptors 

über das G-Protein Gq/11 zu einer Phospholipase C (PLC)-vermittelten Freisetzung von 

Inositoltriphosphat (IP3), was wiederum den intrazellulären Kalzium-Speicher beeinflusst. Abhängig 

von der Konzentration des intrazellulären Kalziums wird die Aktivität von Kalzium-Calmodulin und 

damit die Aktivität der NO-Synthase (NOS) moduliert. Dabei kommt es zu Veränderungen der 

Konzentration von intrazellulärem Stickoxid (NO), das als sekundärer Botenstoff die Aktivität einer 

Guanylatzyklase (GC) bestimmt.  Eine Aktivierung der GC führt zu einer Erhöhung der Konzentration 

von zyklischem Guanosinmonophosphat (cGMP) und dies kann u.a. zur Modulation der Aktivität eines 

CNG-Kanals führen (CNG = cyclic nucleotid gated = von zyklischen Nukleotiden gesteuert)   (Mod. 

nach Schobesberger et al., 2000) 

 

 

Im adulten Tier koppeln die G-Proteine den M3-mAChR normalerweise an einen 

Signalweg, der über die Phospholipase C (PLC) und Inositoltriphosphat (IP3) den 

intrazellulären Ca2+-Spiegel erhöht (Abb. 10). Dies führt zur Aktivierung einer NO-

Synthase (NOS) und der löslichen Guanylatzyklase (solublen GC = sGC), was den 
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intrazellulären cGMP-Spiegel erhöht. Die Konzentration von cGMP moduliert nun die 

Aktivität von CNG-Kanäle (Cyclic-Nucleotid-Gated = von zyklischen Nukleotiden 

gesteuert). 

In den folgenden Untersuchungen wurden unterschiedliche Agonisten und 

Antagonisten verwendet, um auf diesen Signalweg Einfluss zu nehmen. 

 

 

3.5.1.1 Blockierung der Phospholipase C (PLC) 

 

Die Blockierung der Phospholipase C sollte, ausgehend vom dargestellten 

Signalweg, die muskarin-vermittelte Frequenzsteigerung blockieren. Dies wurde 

mittels des PLC-Antagonisten U73122 (1-[6-[((17)-3-Methoxyestra-1,3,5[10]-trien-17-

yl)amino]hexyl]-1H-pyrrole-2,5-dione) in einer Konzentration von 10µM untersucht 

(Abb. 11). Zuerst wurde die Kontrollfrequenz der IPSCs für 7 bis 10 min in der 

Superfusionslösung aufgezeichnet. Anschließend erfolgte die Stimulation über die 

Applikation von 20µM Muskarin für 30 s und das Auswaschen für 10 min. Für          

20-36 min wurde U73122 appliziert und nach den ersten 10-22 min kam es zu einer 

zusätzlichen Applikation von Muskarin für 30s.  
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Abb. 11: Darstellung einer Messung mit 10µM U73122 und 20µM Muskarin. Links: In den ersten 800s 

traten die sIPSCs mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,2 Hz auf. Die Applikation von Muskarin 

(t = 800s) für 30 s führte zu einem starken Anstieg der IPSC-Frequenz auf 6,8 Hz. Nach Auswaschen 

dieses Effekts kam es durch die alleinige Applikation von U73122 (t = 1320-3360s) nicht zu einer 

Erhöhung der IPSC-Frequenz, sondern sie war mit 0,3Hz mit der Grundfrequenz der sIPSCs 

vergleichbar. Die von Muskarin hervorgerufene Frequenzsteigerung auf 6,0 Hz (t = 2750s) konnte 

durch die Co-Applikation von U73122 nicht blockiert werden. Rechts: Darstellung einzelner IPSCs 

während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 
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Es wurden drei IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den Tabellen 10 und 11 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  U73122 Musk. + U73122 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,20 6,78 0,3 5,98 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,18 0,78 0,31 1,76 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,79 0,93 0,89 1,58 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,39 ± 0,20 2,83 ± 1,98 0,5 ± 0,34 3,11 ± 1,44 

 

Tab. 10: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 

U73122.  

 

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz U73122 /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + U73122 / 

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 33,9 1,5 29,99 

Zelle 2 4,33 1,72 9,78 

Zelle 3  1,18 1,13 2 

MW ± SE 13,14 ± 10,42 1,45 ± 0,17 13,92 ± 8,34 

Signifikanzlevel p 0,3643 0,1205 0,2614 

 

Tab. 11: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Es ist deutlich zu erkennen, dass der Muskarin-vermittelte, frequenzsteigernde Effekt 

(um den Faktor 4,7 im Vergleich zur Kontrollfrequenz) durch die vorherige Applikation 

von U73122 nicht blockiert werden konnte (Tab. 10). In der Kontrolle betrug die 

Frequenz 0,39 ± 0,20 Hz und unter Muskarin 2,83 ± 1,98 Hz. Der hohe 

Standardfehler beruht hierbei auf den sehr starken Unterschieden in der 

Frequenzsteigerung der Zellen. Die Frequenz der IPSCs nach Applikation von 10µM 

U73122 betrug 0,50 ± 0,34 Hz und war somit vergleichbar mit der Kontrollfrequenz. 

Die gleichzeitige Applikation von U73122 und Muskarin führte zu einer IPSC-

Frequenz von 3,11 ± 1,44 Hz, was mit dem Effekt von Muskarin vergleichbar war. 

Auch hier beruht der hohe Standardfehler wiederum auf einer aussergewöhnlich 

hohen Frequenzsteigerung in einer der untersuchten Zellen nach Applikation von 
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Muskarin. Dieses Dilemma wurde auch durch die Untersuchung des Verhältnisses 

der Frequenz der einzelnen Substanzen zur Frequenz der Kontrolle deutlich. Das 

Verhältnis der Frequenz nach Applikation von Muskarin zur Frequenz der Kontrolle 

war, unabhängig von U73122, mit dem Wert 13 natürlich deutlich unterschiedlich zu 

1. Aufgrund der starken Größenunterschiede konnte aber in beiden Fällen kein 

signifikantes Ergebnis erreicht werden (p = 0,3643 bzw. p = 0,2614) (Tab. 11).  

 

 

3.5.1.2 Blockierung von Ca2+-Calmodulin 

 

In dieser Untersuchung wurde der Ca2+-Calmodulin-Anatgonist W7 (N-(6-

Aminohexyl)-5-chloro-1-naphthalenesulfonamide hydrochloride) verwendet. Der 

Versuch war nach dem Standard-Protokoll aufgebaut (Abb. 12): Zuerst wurden die 

sIPSCs für 7-10 Minuten aufgezeichnet. Anschließend erfolgte die Badapplikation 

von 20µM Muskarin für 30 s. Dem zehnminütigen Auswaschen folgte eine 

Applikation von 30µM W7 für 20-22 Minuten. Nach den ersten 10-12 min wurde für 

30 s 20µM Muskarin appliziert. 
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Abb. 12: Darstellung einer Messung mit 30µM W7 und 20µM Muskarin. Links: Innerhalb der ersten 

960s traten die sIPSCs mit einer durchschnittlichen Frequenz von 0,1 Hz auf. Durch die Applikation 

von Muskarin für 30s kam es zu einem Anstieg der IPSC-Frequenz auf gemittelte 1,83 Hz. Wurde W7 

zusammen mit Muskarin appliziert, fiel die durch Muskarin induzierten Frequenzsteigerung geringer 

aus. Die IPSCs traten mit einer Frequenz von 1,16 Hz auf. Dieser Wert ist zwar wesentlich höher als 

die Basisfrequenz der IPSCs,  aber trotzdem um etwa 36% kleiner als die Frequenzsteigerung durch 

Muskarin. Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der 

einzelnen Substanzen. 
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Es wurden fünf IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den nachfolgenden 

Tabellen dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  W7 Musk. + W7 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,10 1,83 0,25 1,16 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,68 3,93 1,18 3,54 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,02 0,12 0,03 0,16 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 1,34 15 1,76 2,12 

Frequenz Zelle 5 [Hz] 0,41 0,9 0,38 0,57 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,54 ± 0,31 5,22 ± 3,35 0,81 ± 0,40 1,75 ± 0,72 

 

Tab. 12: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und W7. 

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz W7 /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + W7 / 

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 18,3 2,5 11,6 

Zelle 2 5,78 1,74 5,21 

Zelle 3  6 1,5 8 

Zelle 4  11,19 1,31 1,58 

Zelle 5 2,20 0,93 1,39 

MW ± SE 8,69 ± 2,80 1,60 ± 0,26 5,56 ± 1,95 

Signifikanzlevel p 0,051 0,0852 0,0793 

 

Tab. 13: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Die mittlere Frequenz der IPSCs der Kontrolle betrug 0,54 ± 0,31 Hz. Nach der 

Applikation von Muskarin kam es zu einer Steigerung der IPSC-Frequenz auf 5,22  ± 

3,35 Hz. Der große Standardfehler beruht darauf, dass sich die Frequenzen in den 

einzelnen Zellen stark unterscheiden. Sie variierten nach der Applikation von 

Muskarin zwischen 0,12 und 15 Hz.  Die alleinige Applikation von W7 führte zu einer 

leichten Frequenzerhöhung im Vergleich zur Kontrolle und erreichte einen Wert von 

0,81 ± 0,40 Hz. Wurde nun zusätzlich Muskarin appliziert kam es zu einer Steigerung 

der Frequenz auf 1,75 ± 0,72 Hz (Tab. 12). Dieser Wert liegt deutlich unter der von 

Muskarin allein erreichten Frequenzerhöhung. Die vorherige Applikation von W7 

führte demnach zu einer teilweisen Blockierung der von Muskarin hervorgerufenen 

Frequenzsteigerung der GABAergen IPSCs. Der Vergleich des Verhältnisses der 
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Frequenz der einzelnen Substanzen zur Frequenz der Kontrolle führte zu keinem 

signifikanten Unterschied (Tab. 13).  

 

 

3.5.1.3 Blockierung der NO-Synthase 

 

Zur Blockierung der NO-Synthase (NOS) wurde L-NAME (Nω-Nitro-L-arginine methyl 

ester hydrochloride) in einer Konzentration von 1mM verwendet. Die sIPSCs wurden 

für 6-8 min aufgezeichnet und anschliessend erfolgte die Stimulation mit 10µM 

Muskarin für 30 s, sowie das Auswaschen des Effekts für 10 min. Die Zellen wurden 

für 78 min in 1mM L-NAME inkubiert und nach den ersten 64 min wurde für 30 s 

10µM Muskarin badappliziert (Abb. 13).  
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Abb. 13: Darstellung einer Messung mit  L-NAME (1mM) und Muskarin (10µM). Links: Innerhalb der 

ersten 660s traten die sIPSCs mit einer mittleren Frequenz von 0,06 Hz auf. Die Applikation von 

Muskarin zum Zeitpunkt 660s führte zu einer mittleren IPSC-Frequenz von 0,28 Hz. Nach 

Auswaschen dieses Effekts und der Applikation von L-NAME traten die IPSCs mit einer 

durchschnittlichen Frequenz von 0,05 Hz auf. Dies ist vergleichbar mit der Frequenz der spontanen 

IPSCs. Wird Muskarin mit L-NAME co-appliziert, wie das zum Zeitpunkt 5400 s der Fall ist, so kommt 

es zu einer mittleren Frequenz von 0,3 Hz. L-NAME hat also keinen Einfluß auf die von Muskarin 

hervorgerufene Frequenzsteigerung der IPSCs. Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der 

Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 
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Es wurden zwei IC-Neurone untersucht. Die Werte sind in den folgenden beiden 

Tabellen dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  L-NAME Musk. + L-NAME 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,06 0,28 0,05 0,30 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,21 0,44 0,18 0,35 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,14 ± 0,08 0,36 ± 0,08 0,12 ± 0,07 0,33 ± 0,03 

 

Tab. 14: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und        

L-NAME.  

 

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz L-NAME /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + L-NAME 

/ Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 4,76 0,83 5 

Zelle 2 2,10 0,86 1,67 

MW ± SE 3,43 ± 1,88 0,85 ± 0,02 3,34 ± 1,67 

Signifikanzlevel p 0,3188 0,0614 0,3943 

 

Tab. 15: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen.  

 

 

In der Kontrolle traten die sIPSCs mit einer Frequenz von 0,14 ± 0,08 Hz auf. Nach 

der Applikation von Muskarin erfolgte eine Erhöhung der Frequenz auf 0,36 ± 0,08 

Hz. Die alleinige Applikation von L-NAME führte zu einer Frequenz von 0,12 ± 0,07 

Hz, was keinen großen Unterschied zur Frequenz der sIPSCs darstellt. Die 

gleichzeitige Applikation von L-NAME und Muskarin ergab eine Frequenz von 0,33 ± 

0,03 Hz. Dies war mit der Frequenz von Muskarin alleine vergleichbar. Die vorherige 

Applikation von 1mM L-NAME führte also nicht zu einer Blockierung der muskarin-

vermittelten Steigerung der IPSC-Frequenz (Tab. 14). Dies bestätigt auch der 

Vergleich des Verhältnisses der Frequenz der einzelnen Substanzen mit der 

Frequenz der Kontrolle (Tab. 15). Bei nur 2 untersuchten Zellen konnte keine 

Aussage über statistisch relevante Ergebnisse gemacht werden, so dass in diesem 

Fall auf eine Diskussion des Signifikanzlevels verzichtet wurde und auch die 

dargestellten Mittelwerte nur als Angaben unter Vorbehalt angesehen werden sollten. 
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3.5.1.4 Blockierung der Guanylatzyklase 

 

Zur Blockierung der Guanylatzyklase (GC) wurde ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-

a]quinoxalin-1-one) in einer Konzentration von 10µM verwendet. Wäre der 

vorgeschlagene Signalweg an der Weitergabe des Signals beteiligt, so hätte eine 

Blockierung der GC zu einer Blockierung der von Muskarin hervorgerufenen 

Frequenzsteigerung führen müssen. Zuerst wurden die sIPSCs für 12-18 Minuten 

aufgezeichnet. Dann folgte die Applikation von 10µM Muskarin für 30s und das 

Auswaschen des Effekts für 10 min. Die Applikation von ODQ erfolgte für 44 bzw. 22 

min und Muskarin wurde für 30 s nach den ersten 34 bzw. 14 min appliziert (Abb. 

14).  
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Abb. 14: Darstellung einer Messung mit 10µM ODQ und 20µM Muskarin. Links: Die sIPSCs traten 

innerhalb der ersten 720s mit einer mittleren Frequenz von 0,12 Hz auf. Die Applikation von Muskarin 

(t = 720-750s) führte zu einer durchschnittlichen Frequenz von 1,12 Hz. Dies entspricht einer 

Erhöhung um den Faktor 9,3. Die alleinige Applikation von ODQ (t = 1440-4500) führte zu einer 

mittleren IPSC-Frequenz von 0,18 Hz und die Co-Applikation von Muskarin und ODQ zum Zeitpunkt 

3780 s zu einer mittleren Frequenz von 1,0 Hz. Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der 

Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 
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Es wurden zwei IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den Tabellen 16 und 17 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  ODQ Musk. + ODQ 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,11 1,13 0,18 0,99 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,79 0,90 0,58 2,33 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,45 ± 0,34 1,02 ± 0,12 0,38 ± 0,2 1,66 ± 0,67 

 

Tab. 16: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und ODQ. 

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz ODQ /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + ODQ / 

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 10,27 1,64 9 

Zelle 2 1,14 0,73 2,95 

MW ± SE 5,71 ± 4,57 1,19 ± 0,46 5,98 ± 3,03 

Signifikanzlevel p 0,4904 0,7542 0,3478 

 

Tab. 17: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen.  

 

Die sIPSCs hatten eine mittlere Frequenz von 0,45 ± 0,34 Hz. Diese Grundfrequenz 

wurde im Mittel durch die Applikation von 10µM Muskarin für 30s auf 1,02 ± 0,12 Hz 

gesteigert (Tab. 16). Nach dem Auswaschen des Effekts konnte bei der alleinigen 

Applikation von ODQ (10µM) eine durchschnittliche Frequenz von 0,38 ± 0,2 Hz 

festgestellt werden. Diese Frequenz war ähnlich der Frequenz der sIPSCs der 

Kontrolle. Bei der Co-Applikation von Muskarin und ODQ konnte der GC-Blocker den 

von Muskarin induzierten frequenzsteigernden Effekt nicht blockieren, was in einer 

durchschnittlichen Frequenz von 1,66 ± 0,67 Hz zu erkennen ist. Diese Aussage wird 

auch durch den Vergleich des Verhältnisses der Frequenz der einzelnen Substanzen 

mit der Frequenz der Kontrolle verdeutlicht (Tab. 17). Auch in diesem Fall konnten 

nur 2 Zellen untersucht werden, so dass auch hier keine Aussagen über statistisch 

relevante Ergebnisse gemacht werden konnten und auf das Diskutieren des 

Signifikanzlevels verzichtet wurde. Auch die dargestellten Mittelwerte sollten nur als 

Angaben unter Vorbehalt gesehen werden. 
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3.5.1.5 Erhöhung des intrazellulären NO-Spiegels 

 

Nach dem in Abb. 10 beschriebenen Signalweg müsste eine Erhöhung des 

intrazellulären NO-Spiegels zu einer Erhöhung der Frequenz der IPSCs führen und 

somit einen ähnlichen Effekt wie Muskarin hervorrufen. Der NO-Donor L-Arginin ((S)-

2-Amino-5-guanidinopentanoic acid) wurde in einer Konzentration von 100µM 

gegeben um dies zu überprüfen. Zuerst erfolgte die Aufnahme des sIPSCs für 9-12 

min, um deren Grundfrequenz zu ermitteln. Anschließend wurde für 30 s Muskarin 

appliziert und für 10 min ausgewaschen. L-Arginin (100µM) wurde für 10 min 

appliziert (Abb. 15). 
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Abbildung 15: Darstellung einer Messung mit 20µM Muskarin und 100µM L-Arginin. Links: Innerhalb 

der ersten 540s traten die sIPSCs mit einer mittleren Frequenz von 0,75 Hz auf. Die Applikation von 

Muskarin zum Zeitpunkt 540s führte zu einer Erhöhung der IPSC-Frequenz auf 3,52 Hz. Nach 

Auswaschen des Effekts und der Applikation von L-Arginin (t = 1320-1440) kam es zu keinem mit 

Muskarin vergleichbaren Effekt. Die mittlere Frequenz der IPSCs betrug 0,6 Hz und war damit mit der 

Grundfrequenz der sIPSCs vergleichbar. Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der Kontrolle 

und der Applikation der einzelnen Substanzen 
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Es wurden drei IC-Neurone untersucht. Alle Werte sind in den folgenden Tabellen 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  L-Arginin 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,74 3,52 0,60 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 2,67 9,17 3,36 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,23 0,88 0,24 

Mittlere Frequenz [Hz] 1,21 ± 0,74 4,52 ± 2,45 1,4 ± 0,99 

 

Tab. 18: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und L-

Arginin.  

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz L-Arginin /  

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 4,76 0,81 

Zelle 2 3,44 1,26 

Zelle 3  3,83 1,04 

MW ± SE 4,01 ± 0,39  1,04 ± 0,13 

Signifikanzlevel p 0,0165 0,8043 

 

Tab. 19: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Die spontanen IPSCs traten mit einer Frequenz von 1,21 ± 0,74 Hz auf. Nach 

Applikation von Muskarin (20µM) erhöhte sich diese Frequenz auf 4,52 ± 2,45 Hz. 

Der große Standardfehler beruht hierbei darauf, dass die Frequenzen der einzelnen 

untersuchten Zellen nach Muskarin-Applikation in einem Bereich von 0,88 – 9,17 Hz 

variierten. Die Applikation von L-Arginin führte nicht zu einer vergleichbaren 

Erhöhung der Frequenz, da im Mittel die IPSCs unter L-Arginin mit einer Frequenz 

von 1,4 ± 0,99 Hz auftraten (Tab. 18). 

Verglich man das Verhältnis der Frequenz von Muskarin zur Frequenz in der 

Kontrolle, so konnte man einen signifikanten Unterschied (p = 0,0165) feststellen 

(Tab. 19). Diese Signifikanz war beim Verhältnis der Frequenz von L-Arginin zur 

Frequenz der Kontrolle nicht gegeben (p = 0,8043). 
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3.5.1.6 Erhöhung des intrazellulären cGMP-Spiegels 

 

Falls die Wirkung von Muskarin auf dem eingangs beschriebenen Signalweg beruhen 

würde, müsste eine Erhöhung des intrazellulären cGMP-Spiegels, vergleichbar mit 

der Erhöhung des NO-Spiegels, auch zu einer Erhöhung der IPSC-Frequenz führen 

und damit wie Muskarin wirken. Das membranpermeable cGMP-Analogon               

8-br-cGMP (8-Bromoguanosine-3',5'-cyclomonophosphate sodium salt) wurde in 

Konzentrationen von 100µM und 1µM zugegeben. Am Anfang wurde 5-14 min lang 

die sIPSC-Frequenz aufgezeichnet. Da verschiedene Untersuchungen vermuten 

liessen, dass die vorherige Applikation von Muskarin den cGMP-Effekt unterbinden 

könnte, wurden zwei verschiedene Ansätze gewählt. Es wurde zuerst 10µM 

Muskarin für 30 s appliziert und anschließend für 10 Minuten 8-br-cGMP. Alternativ 

wurde zuerst 8-br-cGMP und danach Muskarin appliziert (Abb. 16). Es zeigte sich 

kein Unterschied. 
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Abb. 16: Darstellung einer Messung mit 10µM Muskarin und 1mM 8-br-cGMP. Links: Die 

Grundfrequenz der sIPSCs betrug innerhalb der ersten 300s 0,31 Hz. Anschließend wurde 8-br-cGMP 

für 21min appliziert. Diese relativ hohe Konzentration von 8-br-cGMP, angewandt für eine 

beträchtliche Zeitspanne führte nicht zu einem mit der Applikation von Muskarin zu vergleichenden 

Effekt: Die mittlere Frequenz betrug daher auch nur 0,68 Hz. Die Applikation von Muskarin ( t = 3420) 

führte zu einer Frequenzsteigerung um den Faktor 33 und damit zu einer mittleren Frequenz von 

10,22 Hz. Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der 

einzelnen Substanzen 
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Drei IC-Neurone wurden mit einer Konzentration von 100µM 8-br-cGMP untersucht. 

Alle Werte sind in den folgenden Tabellen dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  8-br-cGMP 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,32 2,86 0,63 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,063 0,17 0,03 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 1,40 9,66 3,04 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,59 ± 0,41 4,23 ± 2,82 1,23 ± 0,92 

 

Tab. 20: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und         

8-br-cGMP. 

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz 8-br-cGMP /  

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 8,38 1,97 

Zelle 2 2,70 0,48 

Zelle 3  6,9 2,17 

MW ± SE 5,99 ± 1,70 1,54 ± 0,53 

Signifikanzlevel p 0,0991 0,4177 

 

Tab. 21: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Mit einer Konzentration von 1mM 8-br-cGMP wurden vier IC-Neurone untersucht. 

Diese Werte sind in den folgenden Tabellen 22 und 23 dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  8-br-cGMP 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,79 1,38 0,4 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,09 0,18 0,07 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 1,13 3,69 0,79 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,31 10,22 0,66 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,58 ± 0,23 3,87 ± 2,24 0,48 ± 0,16 

 

Tab. 22: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 8-br-

cGMP. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz 8-br-cGMP /  

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 1,75 0,51 

Zelle 2 2 0,78 

Zelle 3 3,27 0,70 

Zelle 4 32,97 2,13 

MW ± SE 10,00 ± 7,66 1,03 ± 0,37 

Signifikanzlevel p 0,3251 0,9407 

 

Tab. 23: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

An der mittleren Frequenz lässt sich deutlich erkennen, dass sich durch eine 

Applikation von 8-br-cGMP nicht der gleiche frequenzsteigernde Effekt induzieren 

ließ, wie mit der Applikation von Muskarin. Die mittleren Frequenzen der sIPSCs 

lagen bei den Kontrollmessungen bei 0,59 ± 0,41 Hz bzw. 0,58 ± 0,23 Hz und sind 

somit vergleichbar. Auch die Applikation von Muskarin führte zu einer ähnlichen 

Frequenzsteigerung von 4,23 ± 2,82 Hz bzw. 3,87 ± 2,24 Hz. Die zehnminütige 

Applikation von 100µM 8-br-cGMP führte im Mittel zu einer leichten Steigerung der 

IPSC-Frequenz gegenüber der Kontrolle auf 1,23 ± 0,92 Hz. Da die zyklischen 

Nukleotide innerhalb der Zelle sehr schnell von den entsprechenden Enzymen 

inaktiviert werden, wird in den meisten Untersuchungen eine Konzentration von 1mM 

8-br-cGMP verwendet. In der vorliegenden Untersuchung führte die Applikation von 

1mM 8-br-cGMP nicht zu der, nach der Applikation von 100µM 8-br-cGMP, 

vermuteten Frequenzsteigerung. Die Frequenz von 0,48 ± 0,16 Hz entspricht in etwa 

der Grundfrequenz der IPSCs unter Kontrollbedingungen.  

Berechnet man den Signifikanzlevel bezüglich des Verhältnisses der Frequenz der 

einzelnen Substanzen zur Frequenz der Kontrolle erhält man keine Werte ≤ 0,05.  

Allerdings traten bei der Applikation von Muskarin erneut in ihrer Größe sehr 

unterschiedliche Werte auf. 
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3.5.2  Der Signalweg über die PKC 
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Abbildung 17: Alternative Signalkaskade für die Wirkung des muskarinischen Acetylcholinrezeptors. 

Die Aktivierung des mAChR führt zu einer erhöhten Freisetzung von Diacylglycerol (DAG) und damit 

zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC).  (Mod. nach Schobesberger et al., 2000) 

 

Die Proteinkinase C (PKC) ist, beeinflusst von Diacylglycerol (DAG), ein weiterer 

wichtiger sekundärer Botenstoff in der intrazellulären Signalübermittlung, die der 

Aktivierung des muskarinischen Acetylcholinrezeptors nachgeschaltet sein könnte. 

Ihre Involvierung in den hier untersuchten Signalmechanismus wurde wie folgt 

getestet. Zur Blockierung der PKC wurde der Antagonist H7 in einer Konzentration 

von 10µM verwendet. Wäre die PKC als sekundärer Botenstoff an der Übermittlung 

des Signals beteiligt, sollte die Applikation eines Antagonisten zu einer Blockierung 

des durch Muskarin hervorgerufenen Effekts führen. Zunächst wurden im Vorlauf für 

12-14 min sIPSCs gemessen. Anschließend erfolgte die Applikation von Muskarin 

(20µM) für 30s und das Auswaschen des Muskarins für 10 min. Für 42-44min 

erfolgte die Applikation von H7 (1-(5-Isoquinolinesulfonyl)-2-methylpiperazine) in 

einer Konzentration von 10µM und nach den ersten 30-32 min dieser Applikation 

wurden wieder 30s Muskarin (20µM) appliziert (Abb. 18).   
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Abb. 18: Darstellung einer Messung mit 20µM Muskarin und 10µM H7. Links: Die mittlere Frequenz 

der sIPSCs betrug innerhalb der ersten 720s 0,43 Hz. Nach der Applikation von Muskarin (t = 720s) 

kam es zu einer Erhöhung der Frequenz auf 1,49 Hz. Die mittlere IPSC-Frequenz während der 

anschließenden Applikation von H7 betrug 0,33 Hz, was keine große Veränderung zur Grundfrequenz 

der sIPSCs darstellte. Die Co-Applikation von Muskarin und H7 zum Zeitpunkt 3660s führt zu einer 

vollständigen Unterdrückung des Muskarin-Effekts in dieser Zelle, was sich auch an der mittleren 

Frequenz der IPSCs von 0,41 Hz erkennen ließ. Somit scheint PKC eine entscheidende Rolle bei der 

Weitergabe des Signals nach Aktivierung des mAChRs zu spielen. Rechts: Darstellung einzelner 

IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 

 

Es wurden vier IC-Neurone untersucht. Die gemessenen Werte sind in den folgenden 

Tabellen dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  H7 Musk. + H7 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,43 1,49 0,33 0,41 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,35 0,60 0,10 0,20 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,05 0,73 0,03 0,02 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,17 1,39 0,22 1,1 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,25 ± 0,09 1,05 ± 0,23 0,17 ± 0,07 0,43 ± 0,24 

 

Tab. 24: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und H7. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz H7 /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + H7 

/ Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 3,47 0,77 0,95 

Zelle 2 1,71 0,29 0,57 

Zelle 3  14,6 0,6 0,4 

Zelle 4  8,18 1,29 6,47 

MW ± SE 6,99 ± 2,88 0,74 ± 0,21  2,09 ± 0,24 

Signifikanzlevel p 0,1291 0,2985 0,5074 

 

Tab. 25: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

In der Kontrolle traten die sIPSCs mit einer Frequenz von 0,25 ± 0,09 Hz auf. Durch 

die Applikation von Muskarin (20µM) konnte diese Frequenz auf 1,05 ± 0,23 Hz 

erhöht werden. Die Frequenz der IPSCs bei alleiniger Applikation von H7 (10µM) war 

mit 0,17 ± 0,07 Hz vergleichbar mit der Kontrollfrequenz. Die Co-Applikation von H7  

und Muskarin blockierte zum Teil die von Muskarin hervorgerufene Frequenz-

steigerung (Tab. 24). Berechnet man den Signifikanzlevel bezüglich des 

Verhältnisses der Frequenz der einzelnen Substanzen zur Frequenz der Kontrolle 

erhält man keine Werte ≤ 0,05.   

  

Es muss erwähnt werden, dass H7, welches in seiner pharmakologischen Wirkung 

relativ diffus ist, in viele Signalkaskaden eingreifen kann, und z.B. die 

Genexpression, die der MAP-Kinase nachgeschaltet ist, blockiert (Kumahara et al., 

1999). Weiterhin hemmt H7 die Phosphorylierung der RNA-Polymerase (Yankulov et 

al., 1995). Es ist ausserdem festgestellt worden, dass H7 den A(1) Adenosinrezeptor 

moduliert (Hirsh und Silinsky, 2002) und die Arachidonsäure-Freisetzung unter-

dücken kann (Wang et al., 2001) Am kritischsten für die vorliegende Untersuchung ist 

jedoch, dass H7  bevorzugt auch andere Kinasen blockiert, wie z.B. die Serin/ 

Threonin-Kinase (Aihara et al., 2000) und die Proteinkinase A (Goosens et al., 2000). 

 

Aus diesem Grund wurde in einem weiteren Experiment ein zweiter, selektiverer 

PKC-Blocker, nämlich Chelerythrine (1,2-Dimethoxy-Nmethyl(1,3) benzodioxolo(5,6-

c)phenanthridinium chloride) in einer Konzentration von 5µM appliziert. Es wurde 

zuerst wieder die Grundfrequenz der sIPSCs für 12-14 Minuten aufgezeichnet, die 
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Steigerung der IPSCs durch Applikation von 30 s Muskarin (20µM) ausgelöst, dieser 

Effekt ausgewaschen und dann wurde Chelerythrine für 18-26 min appliziert. Nach 

den ersten 10 min dieser Applikation wurde erneut Muskarin (20µM) für 30 s 

appliziert (Abb. 19). 

 

Chelerythrine

Muskarin Muskarin

500

100

0

400

300

200

1500 2000 25001000

Zeit (s)

Kontrolle

20µM Muskarin

5µM Chelerythrine

5µM Chelerythrine + 10µM Muskarin

200 ms

30 pA

 

A
n

za
h

l d
e

r 
IP

S
C

s/
6

0
s

 
 

Abbildung 19: Darstellung einer Messung mit 20µM Muskarin und 5µM Chelerythrine. Links: In der 

dargestellten Zelle betrug die mittlere Frequenz der sIPSCs innerhalb der ersten 720s 0,44 Hz. Nach 

Applikation von Muskarin (t = 720s) kam es zu einer Frequenzerhöhung auf 4,97 Hz. Diese 

Frequenzerhöhung ließ sich durch die gleichzeitige Applikation von Muskarin und Chelerythrine          

(t = 2040) nicht blockieren, was in einer Frequenz von 5,32 Hz resultiert. Die alleinige Applikation von 

Chelerythrine besitzt keinen frequenzsteigernden Effekt und führt zu einer IPSC-Frequenz von 0,6 Hz. 

Rechts: Darstellung einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen 

Substanzen 

 

Es wurden vier IC-Neurone untersucht. Die Werte sind in der folgenden Tabelle 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  Chelerythrine Musk. + Chel. 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,44 4,97 0,60 5,32 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,4 5,53 0,85 4,91 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,16 0,23 0,11 0,65 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,25 0,46 0,14 1,77 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,31 ± 0,07 2,80 ± 1,42 0,43 ± 0,18 3,16 ± 1,16 

 

Tab. 26: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 

Chelerythrine. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Chelerythrine /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Musk. + Chel. / 

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 11,30 1,36 12,09 

Zelle 2 13,83 2,13 12,28 

Zelle 3  1,44 0,69 4,06 

Zelle 4  1,84 0,56 7,08 

MW ± SE 7,10 ± 3,20 1,19 ± 0,36 8,87 ± 2,00 

Signifikanzlevel p 0,1523 0,6432 0,0294 

 

Tab. 27: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Es war nicht möglich die Frequenzerhöhung der sIPSCs, die durch die Anwendung 

von Muskarin ausgelöst wurde, durch die Zugabe von Chelerythrine zu unterdrücken. 

In der Kontrolle lag die Frequenz der sIPSCs bei 0,31 ± 0,07 Hz. Nach der 

Applikation von Muskarin erhöhte sich die Frequenz auf 2,80 ± 1,42 Hz. Die alleinige 

Applikation von Chelerythrine führte zu einer der Kontrolle vergleichbaren Frequenz 

von 0,43 ± 0,18 Hz und bei der Co-Applikation von Chelerythrine und Muskarin lag 

die Frequenz bei 3,16 ± 1,16 Hz (Tab. 26). 

Dass Chelerythrine die von Muskarin hervorgerufene Frequenzerhöhung nicht 

blockieren konnte (Tab. 27) macht deutlich deutlich, dass die im vorhergehenden 

Versuch beschriebene Wirkung von H7 nicht darauf beruht, dass der PKC-Signalweg 

blockiert wurde. Das Ergebnis dieses Versuchs lässt vermuten, dass H7 mit einem 

anderen Signalweg, bzw. einer anderen Proteinkinase interagiert. 
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3.5.3  Der AC-cAMP-PKA-Signalweg 
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Abbildung 20: Ein weiterer möglicher Signalweg, der der Aktivierung eines muskarinischen 

Acetylcholinrezeptors (mAChRs) nachgeschaltet sein könnte und der eine Adenylatzyklase (AC), 

zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) und die Proteinkinase A (PKA) als sekundäre Botenstoffe 

nutzt. Dieser Signalweg wird für gewöhnlich nicht durch das G-Protein Gq/11 vermittelt und höchst 

selten mit der Aktivierung des M3-mAChR verknüpft.  (Mod. nach Nathanson, 2000) 

 

In diesem Signalweg kann es durch die Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels  

über die Aktivierung der PKA zu einer Phosphorylierung von Ionenkanälen kommen.  

 

 

3.5.3.1 Die Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels 

 

Zur Beteiligung dieses Signalwegs an der Muskarin-induzierten Signalkaskade wurde 

eine Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels, über die Applikation des 

membranpermeablen cAMP-Analogons 8-br-cAMP (8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic 

monophos phate), untersucht. Dabei wurde 8-br-cAMP in Konzentrationen von 

100µM, 200µM, 300µM und 400µM zugegeben. Eine Konzentration von 300µM 8-br-

cAMP führte zu Ergebnissen, die der Muskarin-Wirkung am ähnlichsten waren. 

Deshalb wurde diese Konzentration bei den weiteren Untersuchungen eingesetzt. 
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Das Versuchsprotokoll folgte dem Standardverfahren: Zuerst wurden die sIPSCs für 

10-18 Minuten aufgezeichnet, anschließend wurde für 30 s Muskarin (20µM) 

appliziert und der Effekt 10 min lang ausgewaschen. Anschließend erfolgte eine 

Applikation von 8-br-cAMP (300µM) für 2 min (Abb. 21).  
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Abb. 21: Darstellung einer Messung mit 20µM Muskarin und 400µM 8-br-cAMP. Links: Innerhalb der 

ersten 720s traten die spontanen IPSCs mit einer mittleren Frequenz von 0,04 Hz auf. Die Applikation 

von Muskarin (t = 780s) führte zu einem Anstieg der Frequenz auf 1,12 Hz. Zum Zeitpunkt 2760s 

wurde 8-br-cAMP appliziert. Dies führte zu einem mittleren Frequenzanstieg auf 2,12 Hz. Damit ist der 

von 8-br-cAMP hervorgerufene Effekt fast doppelt so groß wie der von Muskarin. Rechts: Darstellung 

einzelner IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 

 

Es wurden fünf IC-Neurone untersucht. Die Werte sind in den folgenden Tabellen 28 

und 29 dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  8-br-cAMP 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 0,8 2,49 2,50 

Frequenz Zelle 2 [Hz] 0,12 0,47 0,33 

Frequenz Zelle 3 [Hz] 0,15 0,43 0,43 

Frequenz Zelle 4 [Hz] 0,24 0,74 0,58 

Frequenz Zelle 5 [Hz] 0,26 4,41 1,13 

Mittlere Frequenz [Hz] 0,31 ± 0,12 1,71 ± 0,76 0,99 ± 0,40 

 

Tab. 28: Die einzelnen Messwerte und Mittelwerte (MW ± SE) der Applikation von Muskarin und 8-br-

cAMP. 
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 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz 8-br-cAMP /  

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 3,11 3,13 

Zelle 2 3,92 2,75 

Zelle 3  2,87 2,87 

Zelle 4  3,08 2,42 

Zelle 5 16,96 4,35 

MW ± SE 5,99 ± 2,75 3,10 ± 0,33 

Signifikanzlevel p 0,1438 0,0032 

 

Tab. 29: Das Verhältnis der Frequenz der verschiedenen Substanzen und Substanzkombinationen im 

Verhältnis zur Frequenz der Kontrolle innerhalb der einzelnen Zellen und als Mittelwert (MW ± SE) der 

Zellen.  

 

Die mittlere Frequenz der sIPSCs während des Vorlaufs betrug 0,31 ± 0,12 Hz. Unter 

der Wirkung von Muskarin (20µM) kam es zu einer Frequenzerhöhung auf 1,71 ± 

0,76 Hz. Diese Werte sind vergleichbar mit der Frequenz von 0,99 ± 0,40 Hz, die 

man durch die Applikation von 8-br-cAMP erhält. Der relativ große Standardfehler 

nach der Applikation von Muskarin kam durch die großen Frequenzunterschiede 

zwischen den einzelnen Zellen von 0,43 Hz bis 4,41 Hz zustande, die so in der 

Kontrollfrequenz nicht existierten. Diese Werte variierten nur zwischen 0,15 und     

0,8 Hz (Tab 28). 

Das Verhältnis der Frequenz unter 8-br-cAMP und der Frequenz der Kontrolle 

erreicht einen Signifikanzwert von p = 0,0032 und ist somit signifikant (Tab 29).  

 

 

3.5.3.1 Die Blockierung der Adenylatcyclase 

 

Zur Blockierung der Adenylatzyklase, die den intrazellulären cAMP-Spiegel 

beeinflusst,  wurde SQ22,536 (9-(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine) in einer 

Konzentration von 100µM verwendet. Zuerst wurden für 12 min die sIPSCs 

aufgezeichnet. Anschließend erfolgte die Applikation von Muskarin (20µM) für 30s 

und das Auswaschen des Effekts für 10 min. SQ 22,536 (100µM) wurde für 42 min 

appliziert und nach den ersten 30 min erfolgte die Applikation von Muskarin (20µM) 

für 30s (Abb. 22).  
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Abbildung 22: Darstellung einer Messung mit 20µM Muskarin und 100µM SQ 22,536. Links: Die 

mittlere Frequenz der sIPSCs betrug innerhalb der ersten 1200s 1,01 Hz. Nach Applikation von 

Muskarin (t = 1260) kam es zu einem starken Frequenzanstieg auf 5,93 Hz. Durch die Co-Applikation 

von SQ 22,536 und Muskarin (t=3900) konnte dieser, von Muskarin hervorgerufene, Effekt vollständig 

blockiert werden. Dies resultiert in einer mittleren Frequenz von 1,6 Hz. Rechts: Darstellung einzelner 

IPSCs während der Kontrolle und der Applikation der einzelnen Substanzen 

 

Es wurde eine Nervenzelle untersucht. Die Werte sind in den folgenden Tabellen 

dargestellt. 

 

 Kontrolle  Muskarin  SQ 22,536 Muskarin + SQ 22,536 

Frequenz Zelle 1 [Hz] 1,01 5,93 1,71 1,6 

 

Tab. 30: Die einzelnen Messwerte der Applikation von Muskarin und SQ 22,536 

 

 Frequenz Muskarin /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz SQ 22,536 /  

Frequenz Kontrolle 

Frequenz Mus. + SQ 22,536 /  

Frequenz Kontrolle 

Zelle 1 3,11 1,69 1,58 

 

Tab. 31: Das Verhältnis der Frequenz der Substanzkombinationen im Verhältnis zur Frequenz der 

Kontrolle. 

 

Die sIPSCs traten mit einer durchschnittlichen Frequenz von 1,01 Hz auf. Durch die 

Applikation von Muskarin kam es zu einer Frequenzsteigerung auf 5,93 Hz. Die 

alleinige Applikation von SQ 22,536 führte zu einer Frequenz von 1,71 Hz, die der 

Kontrollfrequenz der sIPSCs entspricht. Die Co-Applikation von Muskarin und SQ 
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22,536 führte zu einer Blockierung der durch Muskarin bewirkten Frequenzsteigerung 

und resultierte in einer Frequenz von 1,6 Hz (Tab. 30).  

Somit führt die Blockierung der AC zu einer Verhinderung der von Muskarin 

induzierten Frequenzsteigerung der GABAergen IPSCs (Tab. 31). Dies legt nahe, 

dass die Adenylatzyklase ein Teil der intrazellulären Signalkaskade ist.  

 

 

3.6  Zusammenfassung: 

 

Unter Wirkung von Muskarin kam es bei 41,2% der untersuchten Neurone des 

Colliculus inferior zu einer Erhöhung der Frequenz der spontanen IPSCs. Die sIPSCs 

wurden durch Bicucullin blockiert, somit handelt es sich um GABAerge IPSCs. Die 

Wirkung von Muskarin nahm zu, wenn die Tiere älter als 9 Tage waren. Es wurde 

gezeigt, dass nAChRen keine Rolle spielen bei der Erhöhung der sIPSC-Frequenz, 

während eine selektive Blockade der M3-mAChRen durch 4-DAMP die 

Muskarinwirkung blockierte. In der Regel sind die M3-Rezeptoren über folgende 

Signalkaskade aktiv: Phospholipase C, Kalzium-Calmodulin, NO-Synthase, 

Guanylatzyklase, die NO-Konzentration und cGMP. Alle Glieder dieser Kaskade 

wurden untersucht, sie hatten aber keinen Einfluss auf die Muskarinwirkung. Im 

Gegensatz dazu führte die Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels zu einer 

vergleichbaren Frequenzsteigerung der sIPSCs wie sie unter der Wirkung von 

Muskarin gemessen wurde. Weiterhin ließ sich die Erhöhung der sIPSC-Frequenz 

durch Muskarin vollständig aufheben, wenn die intrazelluläre Adenylatzyklase 

blockiert wurde. Dies legt nahe, dass die Muskarinwirkung über eine Regulation von 

cAMP erfolgt. 



Diskussion 
 

 54

4. Diskussion 

 

 

4.1 Die Modulation der GABAergen Transmission über muskarinische 

Acetylcholinrezeptoren 

 

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die modulatorischen Einflüsse von 

mAChRen auf die GABAerge synaptische Übertragung im IC zu untersuchen. Dabei 

konnten insgesamt 136 Zellen erfolgreich abgeleitet werden, von denen 41,2% unter 

der Wirkung von Muskarin eine durchschnittliche Frequenzerhöhung der GABAergen 

IPSCs um den Faktor 5,6 zeigten. Der prozentuale Anteil der Zellen, die auf 

Muskarin-Applikation mit einer solchen Frequenzerhöhung reagieren nahm ab dem 

Alter P10 zu.  

Um zu klären, wieso 41,2% der untersuchten Zellen auf Muskarin reagierten und 

warum dieser Prozentsatz ab P10 steigt, müsste man Näheres über die Verteilung 

der mAChRen im IC wissen. Bis heute ist der Ursprung der cholinergen Innervation 

des IC unbekannt (Habicht und Vater, 1996), man weiss aber, das z.B. Eingänge aus 

dem dorsalen Nukleus des lateralen Lemniscus schon vor dem Beginn des Hörens 

im IC ausgebildet sind (Gabriele et al., 2000). Auch muss man die Möglichkeit in 

Betracht ziehen, dass die mAChRen nur auf bestimmten Zelltypen im IC zu finden 

sind. Im ventralen cochlearen Nukleus hat man die Aktivität cholinerger Eingänge auf 

sternförmige Zellen untersucht und stellte fest, dass mAChRen nur auf dem sog.     

T-Typ der sternförmigen Zellen eine spannungs-unabhängige Kalium-Leitfähigkeit 

erhöhen (Fujino und Oertel, 2001). Eine altersabhängige Veränderung der 

Verteilung, der Dichte und der molekularen Zusammensetzung der mAChRen könnte 

eine mögliche Erklärung für den Anstieg der Muskarinwirkung sein. Des weiteren 

könnte eine zelltypabhängige Veränderung der Verteilung, Dichte und 

Zusammensetzung der mAChRen eine Erklärung für die große Variationsbreite der 

Frequenzen in den untersuchten Zellen sein.  
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4.2  Der GABAerge Ursprung der gemessenen IPSCs 

 

Die Messung spontaner inhibitorischer Ströme (sIPSCs) erfolgte unter Zugabe von  

Kynurenat (1mM) und Strychnin (0,5µM), um glutamaterge und glycinerge Ströme zu 

unterdrücken. Das Blockieren dieser sIPSCs durch Bicucullin ließ vermuten, dass es 

sich dabei um GABAerge synaptische Ströme handelt. Bicucullin ist ein hoch 

spezifischer GABAA-Rezeptor-Antagonist  (Krogsgaard-Larsen, 1988).  

Der Einfluss von mAChRen auf GABAerge Ströme wurde bereits in verschiedenen 

Systemen nachgewiesen. Guo und Chiappinelli (2001) untersuchten den Einfluss 

von mAChRen auf die spontane GABA-Freisetzung im Nucleus spiriform im 

Mittelhirns des Hühnchens und stellten fest, dass die Inhibition von evozierten 

polysynaptischen GABAergen Strömen durch einen M1-Rezeptor vermittelt wird, 

während die Steigerung von spontanen GABAergen PSCs wahrscheinlich über einen 

M3-Rezeptor verläuft. Vasquez und Kollegen (2003) konnten zeigen, dass zur 

Schlafsteuerung die Acetylcholin-Freisetzung von muskarinischen Acetylcholin-

Autorezeptoren moduliert und von GABA-Rezeptoren inhibiert wird. Die Applikation 

von Bicucullin führte in dieser Untersuchung zu einer fast dreifach gesteigerten 

Freisetzung von Acetylcholin. D´Antuono und Mitarbeiter (2001) zeigten, dass 

niederfrequente Oszillationen im Subiculum auf mAChRen beruhen, die über 

GABAerge Transmission in das Netzwerk eingebunden sind. Auch die Entstehung 

von LTP (long-term potentiation) im Hippocampus der Ratte ist abhängig vom 

Zusammenspiel von mAChRen und GABA-Rezeptoren. Endogenes ACh potenziert 

die Entstehung von LTP durch Inhibition von GABAergen Interneuronen, die 

Pyramidenzellen innervieren. Dieser Effekt kann durch die Applikation des mAChR-

Antagonisten Scopolamin unterdrückt werden (Ye et al., 2001).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Bicucullin die spontanen 

postsynaptischen Ströme vollständig blockiert. In Anwesenheit von Bicucullin 

konnten durch Muskarin keine IPSCs evoziert werden. Diese Ergebnisse sprechen 

also für eine modulatorische Beeinflussung der GABAergen Transmission durch 

mAChRn.  
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4.3  Die Beteiligung nikotinischer Acetylcholinrezeptoren 

 

Die Beteiligung nikotinischer Acetylcholinrezeptoren wurde durch den nicht-

kompetetiven nAChR-Ionenkanalblocker Mecamylamin (10µM) (Vizi und Lendvai, 

1999) untersucht. Mecamylamin wurde in verschiedenen Studien erfolgreich als 

Antagonist für nAChRen, die keine α7-Rezeptoren beinhalten, eingesetzt (Porter et 

al., 1999; Fujino und Oertel, 2001; Kiyosawa et al., 2001). Ab einer Konzentration 

von 10µM wird auch der α7-Rezeptor blockiert (Sharples und Wonnacot, 2001). Wan 

und Kollegen untersuchten 2003 den Einfluss von nAChRen auf die Aktivität von 

mAChRen und stellten fest, dass die Aktivität der mAChRs durch zuvor 

desensitisierte nAChRen potenziert wurde. Dieser Effekt konnte aber durch die 

Applikation von Mecamylamin verhindert werden.  

Wurde in der vorliegenden Untersuchung Mecamylamin mit Muskarin co-appliziert, 

so konnte es die evozierten IPSCs nicht blockieren. Dies bedeutet, dass die nAChR 

bei der hier untersuchten Signalweiterleitung keine Rolle spielen.  

 

 

4.4  Der M3 mAChR bzw. M5 mAChR ist der Vermittler des 

frequenzsteigernden Effekts 

 
Der Frage, welcher mAChR an der Modulation der GABAergen Transmission im IC 

der juvenilen Ratte beteiligt ist, gingen 2003 Yigit und Kollegen nach. Sie applizierten 

unterschiedliche Antagonisten, die bestimmte Rezeptoren bevorzugt blockieren und 

stellten fest, dass die Applikation des M2-Antagonisten Methoctramin und des M4-

Antagonisten Himbazin keinen Einfluss auf die Frequenzerhöhung der GABAergen 

IPSCs durch Muskarin hat. Der M1-Antagonist Pirenzepin führte zu einer 

signifikanten Blockierung des Muskarin-Effekts, während Telenzepin, ein weiterer 

M1-Antagonist dies nicht tat. Die Wirkung von Pirenzepin könnte auch auf einer 

Kreuzreaktion mit dem M3-Rezeptor beruhen. Der M3-Antagonist 4-DAMP führte in 

einer Konzentration von 1µM zu einer deutlich stärkeren Reduktion der evozierten 

IPSCs als Pirenzepin.  

In der vorliegenden Untersuchung wurde 4-DAMP in der geringen Konzentration von 

50nM eingesetzt um Kreuzreaktionen mit anderen mAChRen so gering wie möglich 

zu halten. Diese Konzentration war ausreichend um die durch Muskarin 

hervorgerufene Frequenzsteigerung der IPSCs vollständig zu unterdrücken. Somit ist 
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es wahrscheinlich, dass M3 mAChRen die Frequenzerhöhung der sIPSCs 

verursachen.   

 

Allerdings gilt folgende Einschränkung: Es ist relativ schwierig, die 5 verschiedenen 

mAChR-Subtypen pharmakologisch zu unterscheiden, da sie sehr große Homologien 

aufweisen. Strukturell ist der M5-Rezeptor der zweitgrößte mAChR nach dem M3-

Rezeptor und beide haben eine sehr große dritte intrazelluläre Schleife. 

Unterschiede in dieser dritten Schleife bestehen zwischen den 5 verschiedenen 

mAChRen und zwischen mAChRen verschiedener Spezies (Eglen und Nahorski, 

2000). Die großen Schwierigkeiten bei der Abgrenzung des M5-Rezeptors vom M3-

Rezeptor, führen immer wieder zu Unklarheiten bezüglich ihrer physiologischen 

Rolle. Die exakte Verteilung des M5-Rezeptors in Geweben ist wegen der 

inadäquaten Selektivität von Radioliganden und der geringen Sensitivität von 

poliklonalen Antikörpern nicht genau bekannt  (Caulfield, 1993; Reever et al., 1997).  

 

Bonner und Kollegen (1988) haben den M5-Rezeptor in CHO-Zellen exprimiert und 

konnten so als Erste zeigen, dass er mit dem Signalweg verknüpft ist, der über IP3 

und DAG die PKC aktiviert. Dieses Ergebnis wurden von verschiedenen 

Forschergruppen bestätigt (Jones at al., 1991; Wang und El Fakahany, 1993; 

Richards und van Giersbergan, 1995; Watson et al., 1999). Wang und Kollegen 

(1993, 1994 und 1996) konnten zeigen, dass der M5-Rezeptor in CHO-Zellen an den 

NO-Signalweg koppelt und Wotta und Kollegen (1998) zeigten, dass in CHO-Zellen 

der M5-Rezeptor mit der Aktivierung einer MAP-Kinase verknüpft sein kann. 

Allerdings ist nicht bewiesen, dass einer dieser Signalwege spezifisch für den M5-

Rezeptor ist. Ungewöhnlich hingegen war die Identifizierung und Charakterisierung 

des M5-Rezeptors in einer humanen Melanom-Zelllinie (Kohn et al., 1996). Es zeigte 

sich, dass der Rezeptor zu einer IP3-unabhängigen Freisetzung von Ca2+ aus 

intrazellulären Speichern, einer starken Phospholipase A2-Aktivierung, und damit 

einhergehend, zu einer Verringerung des intrazellulären cAMP-Spiegels, führt.  

Der M5-Rezeptor kann wie der M1- oder M3-Rezeptor, über ein stimulatorisches G-

Protein die AC aktivieren. Allerdings konnten Jones und Kollegen (1991) zeigen, 

dass der M3-Rezeptor mehr als 10-mal so wirksam in der AC-Aktivierung ist wie der 

M5-Rezeptor. Bei der Aktivierung eines G-Proteins des Typs q/11 scheint allerdings 
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der M5-Rezeptor eine höhere Affinität, als der M3-Rezeptor zu haben (Eglen und 

Nahorski, 2000). 

Bezüglich der Selektivität verschiedenster Pharmaka für unterschiedliche mAChRen 

stellten Eglen und Nahorsky (2000) fest, dass das pharmakologische Profil des M5-

Rezeptors mit dem des M3-Rezeptors weitgehend übereinstimmt. Die Affinität (pKi) 

von 4-DAMP, die man mit Radioliganden-Studien untersucht hat, beträgt für den M3-

Rezeptor 9,1 und für den M5-Rezeptor 9,3. Eine definitive Aussage, welcher 

Rezeptortyp beteiligt ist, lässt sich also über die Verwendung von 4-DAMP nicht 

treffen.  

Tayebati und Kollegen (2004) untersuchten mittels Western-Blot Analysen die 

altersabhängige Verteilung der verschiedenen mAChRen im Striatum von Fisher 344 

Ratten und stellten fest, dass sowohl die Konzentration des M3-Rezeptors, als auch 

die des M5-Rezeptors, über einen Zeitraum von 6-22 Monaten relativ konstant bleibt. 

Leider haben die Autoren nicht den Zeitraum P0-P16 untersucht. Im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit wurde versucht, Westernblot-Analysen der mAChR-Verteilung im 

IC von P0 - P16 alten Ratten zu machen. Schwierigkeiten mit der Aufreinigung der 

membrangebundenen Moleküle, der Spezifität der polyklonalen Antikörper und der 

Identifizierung der richtigen Molekülgröße führten allerdings zu nicht-

reproduzierbaren Ergebnissen. Aus diesem Grund muss die Frage offen bleiben, ob 

der M5-Rezeptor ein Kandidat für die hier gemessenen Effekte ist. Es ist gut möglich, 

dass es eine altersabhängige Expression der unterschiedlichen mAChRen gibt und 

dass der M5-Rezeptor hauptsächlich während der Netzwerkbildung eine wichtige 

Rolle spielt, jedoch bei der Signalübermittlung nicht mehr. Dafür spricht, dass er bei 

Untersuchungen an adulten Tieren nie als primär aktiver Rezeptor identifiziert wurde.  
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4.5.  Die Identifizierung des intrazellulären Signalwegs, der einer Aktivierung 

des M3 mAChR nachgeschaltet ist. 

 

4.5.1  Der NO-cGMP-Signalweg 

 

 

4.5.1.1 Die Blockade der Phospholipase C 

 

Für die Blockade der Phospholipase C (PLC) wurden 10µM U73122 verwendet. 

Dieses Aminosteroid wurde 10-12 Minuten vorweg appliziert, die Muskarin-

abhängige Frequenzsteigerung der IPSCs wurde dadurch aber nicht blockiert.  

Bosch und Kollegen fanden 1998 heraus, dass die IC50 von U73122 bei 3,9 µM liegt. 

In Patch-Clamp Experimenten konnte mit einer Konzentration von 10µM U73122 die 

PLC erfolgreich blockiert werden und so eine signifikante Inhibition des delayed 

rectifier K+ -Stroms aufgehoben werden (Sun et al., 2003). Weiterhin wurde eine 

Verminderung der Leitfähigkeit von spannungsabhängigen K+-Kanälen (M-Kanälen) 

abgeschwächt (Ford et al., 2004). In Ganzzell-Ableitungen von striatalen Neuronen in 

Hirnschnitten neonataler Ratten konnte ein Musarin-induzierter Einstrom durch 

Applikation von U73122 abgeschwächt werden (Lin et al., 2004) und zwar 

unabhängig von der PKC oder der intrazellulären Kalzium-Konzentration. Es gibt 

allerdings auch Hinweise darauf, dass U73122 in manchen Zellen die PKC und das 

intrazelluläre Kalzium beeinflusst. So konnten Bosch und Kollegen 1998 zeigen, dass  

10µM U73122 die Phospholipase D Aktivierung und auch die PKC-Aktivität in CHO-

Zellen hemmt. In  Zellen der Pankreas führt U73122 zu einer Erhöhung des intra-

zellulären Kalziums aus intrazellulären Speichern indem es die Ca2+-ATPase-

Aktivität hemmt (Willems et al., 1994; De Moel et al., 1995). In Hepatozyten 

allerdings hebt die Applikation von U73122 die Rezeptor-vermittelte Erhöhung des 

intrazellulären Kalziums auf (De Moel et al., 1995). Es ist bis heute unbekannt, 

warum U73122 in manchen Zellen das intrazelluläre Kalzium beeinflusst und in 

manchen Zellen nicht (zum Vergleich: Mogami et al., 1997). In der vorliegenden 

Untersuchung konnte kein Effekt von U73122 auf das intrazelluläre Kalzium 

festgestellt werden, da die alleinige Applikation des Aminosteroids weder zu einem 

sichtbaren Einstrom, noch zu einer deutlichen Veränderung der IPSC-Frequenz im 

Vergleich zur Kontrolle führte.  
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4.5.1.2 Die Blockade des Ca2+-Calmodulin 

 

W7 ist ein Ca2+-Calmodulin-Antagonist. Ca2+-Calmodulin aktiviert in Abhängigkeit 

vom intrazellulären Ca2+-Spiegel die NO-Synthase. Wird dieser Schritt durch W7 

unterbunden, so sollte es nicht zu einem Muskarin-vermittelten Anstieg der IPSCs 

kommen, falls dieser Signalweg zuträfe. In der vorliegenden Untersuchung führte die 

alleinige Applikation von W7 (30µM) nicht zu einer Veränderung der IPSC-Frequenz. 

Wurde jedoch W7 zusammen mit Muskarin eingesetzt, konnte die Muskarin-

vermittelte Frequenzsteigerung der IPSCs teilweise blockiert werden. Courjaret und 

Lapied fanden 2001 heraus, dass auch die Adenylatzyklase durch den                

Ca2+-Calmodulin-Komplex reguliert wird. Somit ist die hier gemessene Beeinflussung 

der evozierten IPSCs mit dem NO-cGMP-Signalweg und auch mit dem AC-cAMP-

Signalweg vereinbar. Auch Ikeuchi und Kollegen (1996) nutzten in kultivierten 

Hippocampus-Neuronen W7 um einen Zusammenhang zwischen Ca2+-Calmodulin 

und cAMP nachzuweisen. In ihren Untersuchungen konnten von ATP hervorgerufene 

Kalium-Ströme von W7 blockiert werden, während der selektive Inhibitor der cAMP-

abhängigen Proteinkinase, H89 keinen Effekt zeigte. Die intrazelluläre Kalzium-

Konzentration und damit zusammenhängend die Aktivität von Ca2+-Calmodulin 

spielen bei vielen unterschiedlichen intrazellulären Signalwegen eine große Rolle. 

Die Überschneidung der cAMP-Signalkaskade mit anderen intrazelluläre 

Signalwegen ist für verschiedene Formen der Plastizität im Nervensystem, wie z.B. 

der Generierung von LTP (long-term potentiation) und der Gedächtnisbildung sehr 

wichtig (Wang und Storm, 2002).  

Robert Molday (1996) fand, dass Calmodulin direkt regulatorisch auf CNG-Kanäle 

einwirkt und deren Sensitivität für zyklische Nukleotide erhöht. Zwar untersuchte er 

CNG-Kanäle in olfaktorischen Neuronen und Photorezeptorzellen, schloss aber nicht 

aus, dass auch CNG-Kanäle in anderen Zelltypen durch Calmodulin gesteuert 

werden.  

 

 

4.5.1.3  Die Blockierung der NO-Synthase 

 

NO wird mit einer auf NADPH-basierenden Reaktion aus L-Arginin mittels einer NO-

Synthase gebildet. Zur Unterdrückung der NO-Synthase wurde L-NAME (1mM) 
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verwendet. Die Vorapplikation von L-NAME für 30 min konnte die Muskarin-

vermittelte Steigerung der GABAergen IPSCs nicht verhindern. Kuzmiski und 

MacVicar (2001) untersuchten den Einfluss von CNG-Kanälen in CA1 Pyramiden-

zellen im Hippocampus der Ratte. Sie konnten eine Aktivierung der sGC feststellen, 

die aber nicht durch L-NAME blockierbar war, was auf einen NOS-unabhängigen 

Signalweg schließen lässt. 

Da L-NAME die IPSC-Frequenzerhöhung durch Muskarin nicht unterdrücken konnte, 

muss man davon ausgehen, dass der NO-cGMP-Signalweg nicht an der 

intrazellulären Weiterleitung beteiligt ist. Ein NOS-unabhängiger Signalweg, der über 

die GC verläuft, ist nicht bekannt. 

 

 

4.5.1.4 Die Blockierung der Guanylatzyklase (GC) 

 

NO bindet mit einer starken Affinität an die Häm-Gruppe der sGC (solublen 

Guanylatzyklase). Die so aktivierte sGC wandelt nun Guanosintriphosphat (GTP) in 

zyklisches Guanosinmonophosphat (cGMP) um und führt zu einer Erhöhung der 

intrazellulären cGMP-Konzentration (Denninger und Marletta, 1999). ODQ ist ein 

wirksamer und sehr selektiver Blocker der Guanylatzyklase und damit gut geeignet, 

um diesen Signalweg zu untersuchen. Es wird davon ausgegangen, dass die 

Blockierung der sGC durch ODQ nicht umkehrbar ist, da ODQ die für die NO-Affinität 

wichtige Häm-Gruppe irreversibel oxidiert (Schrammel et al., 1996). Im vorliegenden 

Experiment konnte ODQ (10µM) die von Muskarin evozierte Frequenzsteigerung der 

IPSCs nicht blockieren.   

Wu und Dun (1996) setzten zur erfolgreichen Blockierung der sGC in 

präganglionären Neuronen der Ratte ODQ in der Konzentration von 1 µM ein. Da bei 

den vorliegenden Experimenten ODQ in einer Konzentration von 10 µM eingesetzt 

wurde, ist unwahrscheinlich, dass die fehlende Blockierung an einer zu geringen 

Dosierung lag. Saransaari und Oja untersuchten 2002 den Einfluss von cGMP auf 

die Taurin-Freisetzung im Hippocampus von jungen und adulten Mäusen und 

blockierten die sGC, um eine Anreicherung von NO in den Zellen zu erzielen. Eine 

höhere NO-Konzentration führte zu einer erhöhten Taurin-Freisetzung. ODQ führte 

durch die Blockierung der sGC zu einer gesteigerten Taurin-Freisetzung, allerdings 

nur im Hippocampus der drei Monate alten Mäuse und nicht im Hippocampus der     
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7 Tage alten Tiere. In dieser Untersuchung scheint also die Aktivität der sGC 

abhängig vom Alter zu sein.  

 

 

4.5.1.5 Die Erhöhung des intrazellulären NO-Spiegels 

 

Eine Erhöhung des intrazellulären NO-Spiegels müsste, unter der Annahme, dass 

die Signalkaskade über NO verläuft, zu einer Erhöhung der Frequenz der IPSCs 

führen und somit wie Muskarin wirken. Zur Erhöhung des intrazellulären NO-Spiegels 

wurde der NO-Donor L-Arginin in einer Konzentration von 100µM appliziert. Die 

Aminosäure L-Arginin ist der natürliche Ausgangsstoff aus dessen Spaltung mittels 

der NO-Synthase NO freigesetzt wird (Hibbs et al., 1988; Marletta, 1988). Obwohl    

L-Arginin für 10 Minuten appliziert wurde, führte dies nicht zu einer signifikanten 

Frequenzsteigerung der IPSCs.  

Bains und Ferguson (1997) untersuchten die Beteiligung von NO bei der Modulation 

von GABAergen IPSCs im Hypothalamus der Ratte. Sie konnten diese IPSCs mittels 

Bicucullin blockieren und deren Frequenz durch die Applikation von L-Arginin 

steigern. Auch bei Untersuchung von Li und Kollegen (2002) führte die Applikation 

von L-Arginin zu einer Steigerung der Frequenz GABAerger IPSCs in Neuronen des 

paraventrikularen Nukleus. Allerdings stellten Shen und Mitarbeiter 1997 fest, dass     

L-arginin die GABAerge synaptische Transmission unabhängig von der NO-Wirkung 

potenzieren kann. Sie untersuchten dopaminerge Neurone von Ratten an akut 

isolierten Schnitten und stellten fest, dass die Unterdrückung der NOS den 

frequenzsteigernden Effekt von L-Arginin auf GABAerge IPSCs nicht hemmte. 

Dieses Ergebnis interpretierten sie dahingehend, dass L-Arginin wohl einen GABA-

Transporter regelt.  

Allerdings konnte eine ähnliche Reaktion von L-Arginin bei den hier vorliegenden 

Untersuchungen nicht festgestellt werden, denn unabhängig vom Signalweg hätte 

die Applikation von L-Arginin beide Male zu einer Erhöhung der GABAergen 

Transmission führen müssen. Diese Beispiele verdeutlichen nur ein weiteres Mal, 

dass auch ein auf den ersten Blick eindeutig positives Ergebnis, nämlich die 

Steigerung der Frequenz GABAerger IPSCs durch L-Arginin, nicht unbedingt die 

Beteiligung eines bestimmten Signalweges, nämlich den über eine NO-Synthase und 

cGMP, bedeuten muss.  
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 4.5.1.6 Die Beteiligung von cGMP 

 

Die Beteiligung von cGMP an der muskarinischen Signalweiterleitung wurde mit Hilfe 

des membranpermeablen Analogons 8-br-cGMP untersucht. Dabei führte weder die 

zehnminütige Applikation von 100µM 8-br-cGMP, noch von 1mM 8-br-cGMP zu einer 

der Muskarinwirkung vergleichbaren Frequenzsteigerung der IPSCs.  

Wei und Kollegen untersuchten 2002 mit Hilfe von Patch-Clamp-Experimenten den 

Effekt von 8-br-cGMP auf glutamaterge Synapsen im visuellen Kortex von 2-4 

Wochen alten Ratten und konnten schon mit einer dreiminütigen Applikation von 

100µM 8-br-cGMP deutliche Effekte erzielen. Sie stellten fest, dass cGMP über die 

Proteinkinase G an der Präsynapse die synaptische Übertragung erniedrigt, an der 

Postsynapse jedoch erhöht. Dass cGMP in dieser Untersuchung schon in einer so 

geringen Konzentration einen so differenzierten Effekt bewirkt, steht nicht im 

Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Wie später noch 

ausführlicher diskutieren wird, ist anzunehmen, dass ein Wechsel innerhalb der 

intrazellulären Signalwege dazu führt, dass von einer rein netzwerk-aufbauenden 

Aktivität zu einer signalübermittelnden Aktivität umgeschaltet wird. Dies findet kurz 

nach dem Beginn des Hörens statt, wenn das Netzwerk schon ausgebildet ist, bei 

Ratten etwa ab P12. Die in der oben genannten Untersuchung verwendeten Ratten 

waren zwischen 14 und 28 Tage alt. Es wurden Synapsen im visuellen Kortex der 

Ratte untersucht und Ratten beginnen etwa mit 14 Tagen zu Sehen, so dass (falls 

vorhanden) auch dort der Wechsel der Signalwege schon stattgefunden haben 

müsste.  

Auch Munhoz und Kollegen (2005) untersuchten  den Effekt von cGMP auf die 

glutamaterge Signalweiterleitung. Sie stellten fest, dass der NO-cGMP-Signalweg 

modulatorisch auf die Na-K-ATPase einwirkt.  

 

 

4.5.2  Der Signalweg über die PKC 

 

Zur Blockierung der Proteinkinase C (PKC) wurde H7 (10µM), bzw. Chelerythrine 

(5µM) verwendet.  

Die Präapplikation von H7 blockierte die von Muskarin hervorgerufene Erhöhung der 

IPSC-Frequenz vollständig. Die Konzentration des Inhibitors wurde nach dem von 
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Alroy und Kollegen 1999 veröffentlichtem Artikel festgelegt. Diese Autoren konnten 

nach Badapplikation von H7 bei intrazellulären Ableitungen von Pyramidenzellen in 

Hippocampusschnitten der Ratte die Wirkung von Carbachol (ein Acetylcholin-

Analogon) erfolgreich unterdrücken. Allerdings wurde in anderen Experimenten 

festgestellt, dass H7 auch ein starker Inhibitor der cAMP-abhängigen Proteinkinase A 

(Goosens et al., 2000), der Serin-Threonin-Kinase (Aihara et al., 2000) und der 

Serin-Phosphorylierung (Choudhury, 2004) ist. Darüber hinaus scheint H7 an der 

motorischen Endplatte der Maus den A(1) Adenosinrezeptor zu modulieren und 

dadurch die Acetylcholin-Freisetzung, die über eine Erhöhung des intrazellulären 

cAMP-Spiegels erfolgt, zu verhindern (Hirsh und Silinsky, 2002). Des Weiteren legen 

Untersuchungen von Wang und Kollegen (2001) nahe, dass H7 die Freisetzung von 

Arachidonsäure blockiert. Der Arachidonsäure-Metabolismus  kann über unterschied-

liche Wege auch mit der IP3-Signalkette und dadurch mit der Aktivierung des 

mAChRs verknüpft sein. 

Chelerythrine ist ein selektiver PKC Inhibitor mit einer IC50 von 0,66 µM (Herbert et 

al., 1990). Es wurde bei den Versuchen von Ye und Kollegen (1999) der 

Pipettenlösung zugegeben und erfolgreich bei der Untersuchung von GABAergen 

Strömen in Neuronen neonataler Ratten angewendet. Bei einer Konzentration von 

10µM stellten LeCorvoisier und Kollegen (2001) eine Interaktion mit dem 

Inositolphosphat-Metabolismus fest. Noch höher konzentrierte Dosen von 100-

170µM führen auch zu inhibitorischen Effekten bei anderen Kinasen, wie der PKA, 

der Kalzium-Calmodulin-abhängigen Proteinkinase und der Tyrosin-Proteinkinase 

(Herbert et al., 1990). Leider beeinflusst Chelerythrine in relativ geringen Dosen 

zusätzlich zur PKC auch andere Signalmoleküle. Bei einer Konzentration von 4µM 

(Walterova et al., 1981) ist es ein Inhibitor der Alanin-Aminotransferase und bei einer 

Konzentration von 30-50µM ein Inhibitor der Na+-K+-ATPase (Cohen et al., 1978). 

Des Weiteren fand Lombardini (1995) heraus, dass Chelerythrine die 

Phosphorylierung verschiedenster Proteine in der mitochondrialen Fraktion der 

Retina stimuliert und Shi und Wang (1999) konnten eine Wirkung von Chelerythrine 

in einer Konzentration von 0,1-10µM auf ACh-induzierte Ströme in PC12 Zellen 

feststellen. Alle diese Chelerythrine-Wirkungen laufen nicht über die PKC und das 

gleiche gilt für die Inhibition von ACh-aktivierten K+ -Kanälen bei einer Konzentration 

von 10µM (Cho et al., 2001). Zwar wurde in der vorliegenden Untersuchung 

Chelerythrine nur in einer Konzentration von 5µM eingesetzt. Dies macht manche der 
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Effekte, die eine höhere Konzentration benötigen, weniger wahrscheinlich. Allerdings 

scheinen die Ergebnisse, die mit H7 und Chelerythrine erreicht wurden, keine feste 

Aussage über die Involvierung bestimmter Elemente des untersuchten Signalwegs 

zuzulassen.  

 

 

4.5.3 Der AC-cAMP-PKA-Signalweg 

 

4.5.3.1 Die Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels 

 

Für die Untersuchung der Rolle von cAMP wurde das membranpermeable Analogon 

8-br-cAMP verwendet. Auch hier sollte die Applikation des zyklischen Nukleotids zu 

einer Steigerung der GABAergen IPSCs führen, ähnlich der Erhöhung die durch 

Muskarin ausgelöst wurde. Im Versuch wurden 300µM 8-br-cAMP 2 Minuten lang 

appliziert. Diese Applikation führte zu einer, mit dem Muskarin-Effekt vergleichbaren, 

Steigerung der IPSC-Frequenz. Die Steigerung der IPSC-Frequenz war abhängig 

von der Dosis des 8-br-cAMP, und lässt vermuten, dass der Signalweg nach 

Aktivierung des mAChRs eine Beteiligung von cAMP einschließt.  

Dieses Ergebnis ist an sich nicht ungewöhnlich, denn eine Verknüpfung von 

mAChRen mit dem AC-cAMP-PKA-Signalweg ist allgemein bekannt (Wess, 1996). 

Allerdings wird die Signalkette in der Regel durch M2/M4-Rezeptoren ausgelöst. 

Diese aktivieren G-Proteine des Gi/o-Typs und anschließend kommt es zu einer 

Inhibition der AC (Offermanns et al., 1994; Peralta et al., 1988; Parker et al., 1991). 

Inzwischen sind jedoch zahlreiche Untersuchungen veröffentlich worden, die eine 

mannigfaltige Verknüpfung von mAChRen und dem AC-cAMP-PKA-Signalweg 

aufzeigen (Nathanson, 2000). So können G-Proteine des Gi-und Gq-Typs an G-

Proteine des Gs-Typs koppeln und so zu einer Aktivierung der AC führen (Migeon 

und Nathanson, 1994). MAChRen, die an Gq binden, können den intrazellulären 

Kalziumspiegel erhöhen und dadurch eine Calmodulin-abhängige AC aktivieren 

(Choi et al., 1992). Des Weiteren hat man im Bulbus olfaktorius festgestellt, dass 

auch die βγ-Untereinheit des G-Proteins fähig ist, die AC zu aktivieren (Olianas et al., 

1998). Die unterschiedlichen Isoformen der AC können ausserdem durch 

unterschiedliche Kinasen, z.B. die PKA, die PKC und die Calmodulin-abhängige 

Proteinkinase, phosphoryliert  werden (Hurley, 1999).  
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4.5.3.2 Die Blockierung der Adenylatzyklase 

 

Zur Absicherung, dass die Rezeptoraktivierung zu einer Erhöhung des intrazellulären 

cAMP-Spiegels führt, wurde der AC-Blocker SQ 22,536 eingesetzt. Nur wenn ein  

AC-Blocker die Frequenzerhöhung der IPSCs durch Muskarin verhindert, ist sicher, 

dass der mAChR wirklich die IPSC-Frequenzsteigerung durch cAMP verursacht und 

es wird ausgeschlossen, dass eine unspezifische Aktivierung von cAMP den IPSC-

Frequenzanstieg hervorruft.  

In der vorliegenden Untersuchung konnte durch SQ 22,536 in einer Konzentration 

von 100µM die Muskarin-induzierte Frequenzsteigerung vollständig blockiert werden. 

Bei Kalzium-aktivierten Kaliumströmen in Hippocampusschnitten der Ratte 

(Pedarzani et al., 1988), bei Signalwegen von Neuron-Glia-Interaktionen (Britz et al., 

2004), bei der Stimulation der Insulin-Freisetzung (Chevassus et al., 2002) und bei 

der Beteiligung des cAMP-Signalwegs an LTP in hippocampalen Synapsen 

(Otmakhova et al., 2000) erwies sich, wie in den vorliegenden Versuchen, eine 

Konzentration von 100µM SQ 22,536 als wirksam. Lenglet und Kollegen (2002) 

untersuchten Konzentrationen von 100-500µM SQ 22,536 und fanden eine 

dosisabhängige Wirkung auf den AC-abhängigen Kalzium-Einstrom durch Kalzium-

Kanäle des T-Typs. In einer Veröffentlichung von Shindou und Mitarbeitern (2002) 

diente eine Konzentration von 300µM SQ 22,536 zur Untersuchung der synaptischen 

GABAergen Transmission in Schnitten des Globus pallidus der Ratte. Vargas und 

Lucero (1999) verwendeten sogar 500µm SQ 22,536 um den einwärts-

gleichrichtenden Strom in kultivierten olfaktorischen Neuronen der Ratte zu 

modulieren. Keine der genannten Untersuchungen ergab Hinweise darauf, dass      

SQ 22,536 einen anderen Effekt als die Blockierung der AC haben könnte. Deshalb 

kann man davon ausgehen, dass die Blockierung der durch Muskarin verursachten 

Frequenzsteigerung auf Blockierung der AC durch SQ 22,536 basiert. 
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4.6  Die Verknüpfung des M3 bzw. M5 mit der Adenylatzyclase 

 

Als Bindeglied zwischen dem M3 (M5) mAChR und der AC kommen zwei 

Signalwege in Betracht: 

 

 

4.6.1  Der M3 (M5) ist über ein ungewöhnliches G-Protein mit der AC verknüpft 

 

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit mehreren   

G-Proteinen Verbindungen eingehen können (Wenzel-Seifert und Seifert, 2000; Hill 

und Baker, 2003). Intensiv untersucht wurde dies von Daaka und Kollegen (1997), 

die feststellten, dass durch die Aktivierung des β2-adrenergen Rezeptors über das 

Gsα-Protein eine AC stimuliert wird, welche über cAMP die PKA aktiviert. Die PKA 

ihrerseits phosphoryliert nun den β2-adrenergen Rezeptor dergestalt, dass eine 

anhaltende Aktivierung des Rezeptors über ein G-Protein des Typs Gi zu einer 

Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs führt. Auch Lefkowitz und Kollegen (2002) 

identifizierten eine solche Rückkopplungsschleife über die PKA, die die Spezifität der 

G-Protein-Kopplung reguliert. Die G-Protein-Kopplung ist in diesem Fall also 

abhängig von der nachfolgenden Signalkaskade. 

Kilts und Kollegen identifizierten 2002 mehrere G-Proteine als Kopplungspartner des 

β2-adrenergen Rezeptors. In der gleichen Arbeitsgruppe wurde 2002 eine alters-

abhängige Expression des Gαi2-Proteins und damit einhergehend eine erhöhte 

Kopplung des β2-adrenergen Rezeptors an dieses Protein festgestellt. Die alters-

abhängige Expression eines bestimmten G-Protein-Subtyps bestimmt hier also den 

aktiven Signalweg.  

Stephen Wong untersuchte 2002 die Selektivität der G-Protein-Kopplung und stellte 

folgende Hypothese auf: Wie selektiv die G-Protein Kopplung an den Rezeptor ist, 

hängt von zwei unterschiedlichen funktionellen Regionen in der intrazellulären 

Region des Rezeptors ab. Dies ist zum einen die „Aktivierungsdomäne“ die eine 

Vielzahl von G-Protein-Subtypen aktivieren kann und zum anderen die 

„Selektionsdomäne“, die die Kopplung dem gewünschten Signalweg anpasst.  

Kleinste Veränderungen in diesen beiden Domänen können die Genauigkeit der G-

Protein-Selektivität verändern. Dies untersuchte er u.a. mit Chimären aus               
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M1 mAChRen und β-adrenergen Rezeptoren, die je nach Veränderung an Gq, Gs, 

Gi, Go oder Gz koppelten (Wong und Ross, 1994). 

Der humane Thyrotropin-Rezeptor kann an alle G-Protein Subtypen koppeln 

(Laugwitz et al., 1996) und auch unterschiedliche Spleiss-Varianten des 

Prostaglandin EP3-Rezeptors aktivieren unterschiedliche G-Proteine (Hasegawa et 

al., 1996). Diese Variationsmöglichkeit der selektiven G-Proteinkopplung ist auch von 

anderen Forschergruppen untersucht worden. Vom stimulatorischen G-Protein 

α (Gsα) weiss man, dass es in zwei unterschiedlichen Größen existiert, nämlich      

52 kDa und 45 kDa und von vier mRNAs aus dem gleichen Gen gebildet wird (Bray 

et al., 1986; Robishaw et al., 1986; Kozasa et al., 1988). Generell wird davon 

ausgegangen, dass die kurze und die lange Variante identische Funktionen ausüben 

(Graziano et al., 1987), aber es gibt auch neuere Untersuchungen, die das Gegenteil 

nahe legen (Kvapil et al., 1995; Seifert et al., 1998; Bourova et al., 1999 und 2000; 

Novotny et al., 1999). Der Anteil der langen zur kurzen Variante und die Verteilung 

der beiden Varianten verändern sich während der Differenzierung von Zellen, 

während der altersabhängigen und ontogenetischen Entwicklung und bei adaptiven 

Prozessen (zur Übersicht: Novotny und Svoboda, 1998). Ihnatovych und Kollegen 

(2001) stellten zudem fest, dass im Kortex, Thalamus und Hippocampus der Ratte 

der Anteil der beiden Varianten in der Membran der Zellen und im Zytosol stark 

variiert und sich in einem Zeitraum vom postnatalen Tag 1 bis 90 sehr stark 

verändert.  

Es ist also gut möglich, dass die Kopplung des M3-Rezeptors an ein bestimmtes G-

Protein aufgaben- und/oder altersspezifisch unterschiedlich ist oder der aktivierte 

Signalweg die Kopplung verändert. Zusätzlich besteht die Möglichkeit, dass, 

abhängig von bestimmten Faktoren, kurze oder lange Spleissvarianten des G-

Proteins dessen Zielmoleküle definieren. 
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4.6.2  Der M3 (M5)-Rezeptor ist über einen ungewöhnlichen Signalweg mit der AC  

verknüpft  

 

Die Vielfalt der Verknüpfungen der mAChRen mit intrazellulären Signalwegen und 

deren Veränderungen im Laufe der Zeit lassen sich gut am Beispiel von drei 

Veröffentlichungen von Neil Nathanson verdeutlichen (1987, 1996 und 2000). In der 

1987 erschienenen Veröffentlichung geht er in der Hauptsache von drei 

verschiedenen biochemischen Reaktionen aus, die durch mAChRen vermittelt 

werden: die Hemmung der AC, eine erhöhte Umsetzung bestimmter 

Membranphospholipide (PI, PIP2, IP3) und die Stimulation der cGMP-Synthese. In 

der Veröffentlichung von 1996 werden diese biochemischen Reaktionen bestimmten 

Rezeptoren zugeordnet: Die M1-, M3- und M5-Rezeptoren aktivieren die PLC über 

die Kopplung an ein G-Protein, welches nicht mit  Pertussistoxin blockiert werden 

kann, aber hemmen nicht die AC. Die M2- und M4-Rezeptor aktivieren über ein 

Pertussistoxin-sensitives G-Protein die AC, jedoch nicht die PLC. Er schränkt aber 

sofort ein, dass diese Kopplung nicht absolut sei und von verschiedenen Isoformen 

der PLC oder der G-Proteine variiert werden kann. Die Veröffentlichung von 2000 

weist schon im Titel deutlich darauf hin, dass die Kopplung von mAChRen an 

bestimmte Signalwege ungleich komplizierter ist: „A multiplicity of muscarinic 

mechanisms: Enough signaling pathways to take your breath away“ (Eine Vielzahl 

muskarinischer Mechanismen: Genug Signalwege um ihnen den Atem zu rauben).  

Er verdeutlicht am Beispiel der Regulation des intrazellulären cAMP-Spiegels welche 

Möglichkeiten der Aktivierung eines mAChRs nachgeschaltet sein können (Abb. 23).  

 

Diese Abbildung verdeutlicht, dass von jedem mAChR-Subtyp über verschiedenste 

Signalwege der intrazelluläre cAMP-Spiegel verringert oder erhöht werden kann und 

dass die Spezifizierung des Rezeptors vom Grad der Rezeptorexpression, dem 

Zelltyp und der Kombination der Effektormoleküle abhängig ist.  
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Abbildung 23: Vereinfachte Darstellung der vielfachen Möglichkeiten über die Aktivierung von 

muskarinischen Acetylcholinrezeptoren den intrazellulären cAMP-Spiegel zu regulieren. Die 

Aktivierung eines bestimmten mAChR-Subtyps kann, abhängig vom Grad der Rezeptorexpression, 

dem Zelltyp und der Kombination der Effektormoleküle den intrazellulären cAMP-Spiegel erhöhen 

oder verringern. (M1-M5 = unterschiedliche mAChR-Subtypen, Gi/Go/Gq = verschiedene G-Proteine 

mit ihren Untereinheiten, AC = Adenylatzyklase, PLC = Phospholipase C, IP3 = Inositoltriphosphat, 

DAG = Diacylglycerol, PKC = Proteinkinase C, NOS = NO-Synthase, cGMP = zyklisches 

Guanosinmonophosphat, PDE = Phosphodiesterase, Cam = Calmodulin) (mod. nach Nathanson, 

2000).  

 

 

4.7  Die Bedeutung des Signalwegs für die Entwicklung des Netzwerks 

 

Die postnatale Entwicklung des neuronalen Netzwerks im ZNS von Säugetieren ist 

stark abhängig von der Aktivierung der Zellen und dabei spielt die Etablierung 

funktioneller GABAerger Synapsen eine entscheidende Rolle. Innerhalb der ersten 

postnatalen Wochen führt die Aktivierung von GABAA-Rezeptoren zur 

Depolarisierung der IC-Neurone und zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+ 

Konzentration. Die durch Muskarin bewirkte Erhöhung der GABA-Freisetzung, führt 

zu einer stärkeren Aktivierung von GABAA-Rezeptoren, potenziert den GABA-
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aktivierten Einstrom von Ca2+ und führt letztendlich zu einer höheren intrazellulären 

Ca2+ Konzentration im postsynaptischen Neuron des IC (Frech et al., 1999). 

Dies könnte eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Stabilisierung von 

inhibitorischen Synapsen im sich entwickelnden IC spielen. Die Muskarinwirkung 

erfolgt beim juvenilen Tier über einen anderen Signalweg als beim adulten Tier und 

dies könnte zwei Vorteile haben: Erstens erfolgt eine Aufgabentrennung zwischen 

der Netzwerkbildung und der Synapsenstabilisierung im juvenilen Tier und der 

Signalweiterleitung im erwachsenen Tier. Zweitens ist der stark diffundierende 

sekundäre Botenstoff NO nicht involviert. Dies ermöglicht eine klare Trennung der 

aktivierten Synapse von den umgebenden Synapsen.   

 

 

4.8  Zusammenfassung 

 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass die Analyse von intrazellulären Signalwegen den 

Einsatz einer Vielzahl von pharmakologischen Substanzen, Agonisten wie 

Antagonisten, erfordert. Die Signalwege sind so stark miteinander verkettet, dass der 

Einsatz eines einzigen Agonisten bzw. Antagonisten keine eindeutigen Ergebnisse 

liefern kann. 

In der vorliegenden Untersuchung führte die Nutzung verschiedenster Modulatoren 

zu folgendem Ergebnis: 

1. Eine Modulation der GABAergen Transmission über muskarinische 

Acetylcholinrezeptoren im Colliculus inferior der juvenilen Ratte wurde bei 

41,2% der untersuchten Zellen gefunden. Dabei erhöhte die Applikation von 

Muskarin die Frequenz der GABAergen IPSCs durchschnittlich um den 

Faktor 5,6. Diese evozierten IPSCs ließen sich durch den GABAA-Rezeptor-

Antagonisten Bicucullin blockieren.  

2. Die durch Muskarin hervorgerufene Frequenzsteigerung der GABAergen 

IPSCs wird durch den M3 bzw. M5 mAChR vermittelt, da sie durch den M3-

(M5-) Antagonisten 4-DAMP blockiert werden konnte. 

3. NO und cGMP spielen bei der Signalkaskade, die durch die Aktivierung des 

mAChRs ausgelöst wird, keine Rolle. Die selektive Hemmung der 

Phospholipase C, des Ca2+-Calmodulins, der NO-Synthase und der 

Guanylatzyklase konnte die Frequenzerhöhung der IPSCs durch Muskarin 
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nicht unterdrücken. Weiterhin führte die Erhöhung des intrazellulären NO-

Spiegels und der intrazellulären cGMP-Konzentration nicht zu einer der 

Muskarinwirkung vergleichbaren Erhöhung der IPSC-Frequenz. 

4. Die vorliegenden Ergebnisse machen es wahrscheinlich, dass die mAChRen 

an die AC-cAMP-PKA-Signalkaskade ankoppeln. Dafür spricht, dass die 

Muskarin-vermittelte Frequenzsteigerung durch  einen Antagonisten der AC 

unterdrückt werden konnte und dass eine Erhöhung des intrazellulären 

cAMP-Spiegels zu einer mit Muskarin vergleichbaren Frequenzerhöhung der 

GABAergen IPSCs führte. 

 

Es ist bekannt, dass der M3 (M5) mAChR über verschiedenste Signalwege den 

intrazelluläre cAMP-Spiegel verringern oder erhöhen kann, und dass die 

Spezifizierung des Rezeptors vom Grad der Rezeptorexpression, dem Zelltyp und 

der Kombination der Effektormoleküle abhängig ist.  

Die Abweichung der juvenilen Kaskade vom im erwachsenen Tier üblichen 

Signalweg über Ca2+ und NO hat dabei den Vorteil, dass eine Aufgabentrennung 

zwischen Netzwerkbildung und Synapsenstabilisierung erfolgt. Beim juvenilen Tier 

steht die Netzwerkbildung im Vordergrund, beim erwachsenen Tier wird die 

Signalweiterleitung moduliert. Der sekundäre Botenstoff NO, der weit diffundiert, 

spielt beim juvenilen Signalweg keine Rolle und dies ermöglicht eine klare Trennung 

der aktivierten von den umgebenden Synapsen. Dadurch wird eine starke Selektion 

innerhalb der vorhandenen Synapsen ermöglicht und eine aktivitätsbasierte 

Netzwerkbildung vereinfacht. 
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6. Zusammenfassung 
 
 
An die Signalübertragung im ZNS werden in bestimmten Entwicklungsstadien sehr 

unterschiedliche Anforderungen gestellt. Im adulten Gehirn dient sie nicht nur der 

Nachrichtenübermittlung, sondern auch der aktivitätsbasierten Umgestaltung 

neuronaler Verbindungen bei Lernprozessen und der regenerativen Umgestaltung 

nach Verletzungen. Im sich entwickelnden Gehirn werden schon frühzeitig Nerven-

zellen elektrisch erregbar und spontan aktiv. Diese elektrische Aktivität und die 

dadurch verursachte Transmitterausschüttung spielen bei der selektiven 

Stabilisierung von Synapsen und damit bei der Ausgestaltung des neuronalen 

Netzwerks eine große Rolle. Im ZNS von Vertebraten beruht die Wirkung des 

Neurotransmitters und Neuromodulators Acetylcholin auf den nikotinischen und 

muskarinischen Acetylcholinrezeptoren. Muskarinische Acetylcholinrezeptoren 

(mAChRen) koppeln, abhängig von den fünf identifizierten Rezeptorsubtypen (M1-

M5), an unterschiedliche intrazelluläre Signalketten an. Dabei interagieren für 

gewöhnlich die M1, M3 und M5 Rezeptoren mit einem G-Protein des Typs Gq/11, 

während M2 und M4 ein G-Protein des Typs Gi/o aktivieren. Der Colliculus inferior 

(IC) ist eine wichtige Verschaltungsstation im auditorischen Mittelhirn von 

Säugetieren. Inhibitorische und exzitatorische Eingänge werden dort während der 

Entwicklung mit großer Präzision angelegt und konvergieren auf einzelne IC-

Neurone. Die physiologische Bedeutung von mAChRen im IC ist weitgehend 

unerforscht und die Subtypen die im juvenilen IC eine Rolle spielen wurden noch 

nicht charakterisiert.  

Es war das Ziel der vorliegenden Arbeit mittels elektrophysiologischer 

Untersuchungen im IC der juvenilen Ratte (P5-P12) folgende Fragen zu klären:  

i) Gibt es im IC der jungen Ratte eine Modulation der GABAergen 

Transmission durch muskarinische Acetylcholinrezeptoren?  

ii) Welcher muskarinische Rezeptorsubtyp spielt dabei eine Rolle?  

iii) Welcher intrazelluläre Signalmechanismus ist der Aktivierung des 

muskarinischen Acetylcholinrezeptors nachgeschaltet? 

Unter Wirkung von Muskarin kam es bei 41,2% der untersuchten Neurone des 

Colliculus inferior zu einer Erhöhung der Frequenz der spontanen IPSCs. Die sIPSCs 

wurden durch Bicucullin blockiert, somit handelt es sich um GABAerge IPSCs. Die 

Wirkung von Muskarin nahm zu, wenn die Tiere älter als 9 Tage waren. Es wurde 
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gezeigt, dass nAChRen keine Rolle spielen bei der Erhöhung der sIPSC-Frequenz, 

während eine selektive Blockade der M3-(M5-) mAChRen durch 4-DAMP die 

Muskarinwirkung blockierte. In der Regel sind die M3-Rezeptoren über folgende 

Signalkaskade aktiv: Phospholipase C, Kalzium-Calmodulin, NO-Synthase, 

Guanylatzyklase, die NO-Konzentration und cGMP. Alle Glieder dieser Kaskade 

wurden untersucht, sie hatten aber keinen Einfluss auf die Muskarinwirkung. Im 

Gegensatz dazu führte die Erhöhung des intrazellulären cAMP-Spiegels zu einer 

vergleichbaren Frequenzsteigerung der sIPSCs wie sie unter der Wirkung von 

Muskarin gemessen wurde. Weiterhin ließ sich die Erhöhung der sIPSC-Frequenz 

durch Muskarin vollständig aufheben, wenn die intrazelluläre Adenylatzyklase 

blockiert wurde. Es ist bekannt, dass der M3-(M5-) mAChR über verschiedenste 

Signalwege den intrazellulären cAMP-Spiegel verringern oder erhöhen kann und 

dass die Spezifizierung des Rezeptors vom Grad der Rezeptorexpression, dem 

Zelltyp und der Kombination der Effektormoleküle abhängig ist.  

Die Abweichung der juvenilen Kaskade vom im erwachsenen Tier üblichen 

Signalweg hat dabei den Vorteil, dass eine Aufgabentrennung zwischen 

Netzwerkbildung und Synapsenstabilisierung einerseits und Signalweiterleitung 

andererseits erfolgt. Beim juvenilen Tier steht die Netzwerkbildung im Vordergrund, 

beim erwachsenen Tier wird die Signalweiterleitung moduliert. Der sekundäre 

Botenstoff NO, der weit diffundieren kann, spielt beim juvenilen Signalweg keine 

Rolle und dies ermöglicht eine klare Trennung der aktivierten von den umgebenden 

Synapsen. Dadurch wird eine starke Selektion innerhalb der vorhandenen Synapsen 

ermöglicht und eine aktivitätsbasierte Netzwerkbildung vereinfacht. 

Die Etablierung funktioneller GABAerger Synapsen ist ausschlaggebend für die 

Entwicklung des neuronalen Netzwerks. Innerhalb der ersten postnatalen Wochen 

führt die Aktivierung von GABAA-Rezeptoren zur Depolarisierung der IC-Neurone und 

zu einer Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Acetylcholin potenziert 

also letztlich den GABA-aktivierten Einstrom von Ca2+ und führt damit zur Erhöhung 

der intrazellulären Ca2+ Konzentration im postsynaptischen Neuron des IC. Diese 

modulatorische Wirkung von Acetylcholin könnten damit eine wichtige Rolle bei der 

Entwicklung und Stabilisierung von inhibitorischen Synapsen im sich entwickelnden 

IC der Ratte spielen. 
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