
Neuronenmodelle 

Von Bernd Hamprecht [*I 

Professor Feodor Lynen zum 65. Geburtstag gewidmet 

Das Nervensystem besteht aus mehreren Zellarten, die bei biochemischen Studien moglichst 
gesondert untersucht werden sollten. Da man bislang diese Zellarten noch nicht zu isolieren 
versteht, benutzt man beliebig wie Bakterien vermehrbare, von jeweils einer Einzelzelle abgeleitete 
Zell-Linien, die aus Tumoren des Nervensystems isoliert wurden. Zu diesen gehoren aus einem 
Mauseneuroblastom isolierte Zell-Linien, die manche Eigenschaften von Nervenzellen besitzen. 
Hybridzellen, die durch Fusion von Mauseneuroblastoma- mit Rattengliomazellen erhalten 
wurden, zeigen in verstarktem MaBe Charakteristika von Nervenzellen. Es werden Eigenschaften 
vorgestellt, die es rechtfertigen, die Hybridzellen als Neuronenmodelle zu betrachten. Sodann 
wird die Anwendung der ZeIlen auf Probleme des Nervensystems demonstriert : 1. Verarbeitung 
von Informationen, die in Form einander entgegengesetzter hormoneller Signale eintreffen; 
2. Wirkungsweise des Morphins. 

1. Einleitung 

Das Gehirn ist eine komplexe, aus verschiedenen Zelltypen 
bestehende Struktur. La0t man die Zellen des BlutgefaDsy- 

Tabelle 1. Neurotransmitter und Neurotransmitter-Kandidaten (NT) sowie 
einige Analoga (An). 

CH3 

( l a ) ,  R=CH3, Acetylcholin (NT) 
( I  b), R = NH2, Carbamoylcholin (An) 

( 2 a ) ,  R'=OH, R2=R3=H,  Dopamin (NT) 
(Zb), R '=R2=OH,  R3=H, Noradrenalin (NT) 
(Zc), R '=R2=OH, R3=CH(CH3)2, lsoproterenol (An) 
( 2 d ) ,  R'=H, RZ=OH, R3=CH3, Phenylephrin (An) 
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(6), Glycin (NT) 
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(7), y-Aminobutyrat (NT) 

(8),  Taurin (NT) 

H-Arg-Pro-Lys-Pro-Gln-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-Met-NHz 

(P), Substanz P (NT) 

[*I Dr. B. Hamprecht 
Max-Planck-Institut fir Biochemie, Abtnlung Lynen 
Am Klopferspitz 1, 8033 Martinsried 

stems unberiicksichtigt, dann sind die wichtigsten Zellen die 
Neuronen (Nervenzellen) und die Gliazellen. Sie machen je 
etwa 50 % der Zellmasse des Gehirns aus. 

Die Neuronen sind durch Schaltstellen miteinander ver- 
kniipft, die man als Synapsen bezeichnet und die eine im 
Elektronenmikroskop sichtbare hochspezialisierte und cha- 
rakteristische Struktur besitzen (Abb. 1). An den Synapsen 
wird Information von einer (praesynaptischen) Nervenzelle 
auf eine andere (postsynaptische) Nervenzelle iibertragen. Die 
Membranen der prae- und postsynaptischen Zellen sind durch 
den synaptischen Spalt getrennt. Die Information wird mit 
Hilfe eines kleinen Molekiils (Neurotransmitter) ubertragen, 
das aus der praesynaptischen Zelle in den synaptischen Spalt 
austritt, wenn die praesynaptische Zelle erregt wird. Der Neu- 
rotransmitter diffundiert von der praesynaptischen Membran 
durch den synaptischen Spalt zur Membran der postsynapti- 
schen Zielzelle. Dort wird er von hochspezifischen Rezeptoren 
gebunden und lost dadurch elektrische Signale in der Zielzelle 
aus oder unterdruckt Signale, die durch andere Neurotransmit- 
ter in anderen Synapsen auf derselben Zelle hervorgerufen 
werden. Neben den experimentell enviesenen und den poten- 
tieilen Neurotransmittern [Acetylcholin (1 a) ,  Dopamin (Za), 
Noradrenalin (2 b),  Serotonin (3), Histamin ( 4 ) ,  Glutamat 
(5 ) ,  Glycin ( 6 ) ,  y-Aminobutyrat (7), Taurin (8), das Undeca- 
peptid ,,Substanz P" (9); siehe Tabelle I] kennt man auch 
Substanzen, die wahrscheinlich als Modulatoren neuronaler 
Aktivitat wirken [Prostaglandine wie Prostaglandin El (lo), 
Adenosin (II)]. Alle diese Stoffe werden zusammenfassend 
als Neurohormone bezeichnet. 

OH OH 

(11)  

Die Neuronen kann man nach vielen Gesichtspunkten in 
Klassen einteilen. Nach der Morphologie unterscheidet man 
in der Kleinhirnrinde fiinf Arten. Sie sind auf IuDerst prazise 
und konstante Weise im Raum angeordnet und miteinander 
uber Synapsen verschaltet"]. 

Eine weitere Moglichkeit ist, sie nach der Art des Neu- 
rotransmitters zu ordnen, den sie synthetisieren und zur Infor- 
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Abb. 1. Prinzipskizze einer Synapse zwischen zwei Nervenzellen. Die linke 
praesynaptische Nervenzelle (A) streckt einen Zellfortsatz (8) (Nervenfaser 
oder Axon genannt) ails. dessen Ende kolbenformig verdickt ist (C). Die 
Nervenendigung enthalt u. a. groBe Mengen von Blaschen (Vesikel). die einen 
Neurotransmitter speichern. Im Falle des Neurotransmitters Acetylcholin 
haben die BIBschen einen Durchmesser yon 500A. Im Falle des Not-adrenalins 
einen von 2000 A. Wegender ElektronedurchlBssigkeit in den fiir die Elektro- 
nenmikroskopie praparierten Proben werden die kleinen, Acetylcholin spei- 
chernden Blaschen als ..klare" Vesikel (D)  bereichnet. Entsprechend nennt 
man die groBen Noradrenalin speichernden Blaschen wegen ihres dunklen 
Kerns .,dense-core"-Vesikel (E). Die Nervenendigung ist durch den 250 A 
breiten synaptischen Spalt (F) von der postsynaptischen Membran (G) ge- 
trennt. Im synaptischen Spalt befinden sich Proteine. die prae- und postsynap 
tische Zellen sehr fest aneinander kitten. Im Elektronenmikroskop erkennt 
man auBerdem prae- und postsynaptische Spezialisierungen (H bzw. I), deren 
Funktionen unbekannt sind. Der Bereich der Synapse ist durch ein gestrichel- 
tes Viereck begrenzt. Man beachte, da8  die GroOenverhaltnisse in der Skizze 
nicht den wirklichen entsprechen. Das Nervenende ist im Verhiltnis zu den 
beiden Zellen, die Blaschen sind im Verhaltnis zum Nervenende und der 
Spalt ist im Verhaltnis zu den Blaschen zu groO gezeichnet. - K = postsynapti- 
sche Zelle. L = Zellkern, M = praesynaptische Membran. 

mationsubertragung benutzen, also nach dem ,,output". Ent- 
sprechend spricht man yon cholinergen, dopaminergen, adren- 
ergen usw. Neuronen. Man konnte sie auch nach den Neu- 
rotransmittern und Neurohormonen einteilen, auf die sie an- 
sprechen, also nach dem ,,input". Es gibt vermutlich 20 oder 
mehr Neurotransmitter, Neurotransmitter-,,Kandidaten" und 
andere hormonahnliche FaktorenCz1. Wechselnde Kombina- 
tionen von Rezeptoren fur diese Substanzen an der Oberflache 
der Neuronen konnten zu einer grol3en Zahl verschiedener 
Zelltypen fuhren. Es ist nicht bekannt, ob es Mindest- und 
Hochstwerte fur die Zahl der Neurohorrnone gibt, auf die 
eine Nervenzelle ansprechen, d. h. fur die sie Rezeptoren an 
der Oberflache besitzen kann. 

Die Gliazellen werden im wesentlichen in zwei Klassen 
eingeteilt, die Astrocyten und die Oligodendrocyten. Letztere 
umhullen die von den Neuronen ausgesandten Nervenfasern 
(Axons) ahnlich wie eine Kabelisolierung ein Kabel umgibt. 
Uber die Funktion der Astrocyten ist hingegen wenig bekannt. 

Will man Biochemie des Nervensystems betreiben, so kann 
man dies an Gewebeschnitten oder -homogenaten tun. Man 
erhalt dann aber uber alle Zellen gemittelte Durchschnittswer- 
te und muD berucksichtigen, daB a u k r e  Einflusse Ketten 
von Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Zellen 
auslosen konnen oder daB Bestandteile, die vorher auf ver- 
schiedene Zellen verteilt waren, im Homogenat in einem Kom- 
partiment vorliegen. Beobachtete Effekte lassen sich also nur 
mit Muhe einem bestimmten Zelltyp zuordnen. Wie der Che- 
miker mit reinen Substanzen arbeiten mochte, so wunscht 
sich der Biochemiker reine Enzyme und ,,reine Zellen". Er 
mochte jede Zellsorte isoliert untersuchen und dann durch 
schrittweise Kombination verschiedener Zelltypen allmahlich 
die ursprunglichen komplexen Strukturen rekonstruieren oder 
neue schaffen und studieren. Bei solchen Arbeiten werden 

Methoden aus den Bereichen der Biochemie, Zellbiologie, 
Pharmakologie, Elektrophysiologie und lrnmunologie hilf- 
reich sein. 

Aus Gehirnhomogenaten kann man Fraktionen abge- 
schniirter Nervenendigungen, sogenannte Synaptosomen, ab- 
zentrif~gieren[~]. Diese eignen sich besonders nach weiterer 
Fraktionierung gut fur manche biochemische Untersuchun- 
gen. 

Man kann, um die Eigenschaften einzelner Zelltypen ken- 
nenzulernen, Gehirne durch Enzyme und mechanische Krafte 
in Einzelzellen zerlegen (,,dissoziieren") und diese rnit Zentrifu- 
gationsverfahren trennenf4< 51. Die geringe Lebensfahigkeit und 
Reinheit der Fraktionen angereicherter Neuronen oder Glia- 
zellen begrenzt ihre Verwendung und die Aussagefahigkeit 
der gewonnenen Ergebnisse. 

Suspensionen dissoziierter Gehirn- oder Ruckenmarkszellen 
heften sich an den Boden einer Petrischale[6! Ein Teil der 
Zellen vermehrt sich. Durch Wahl der Bedingungen der Zell- 
kultur kann man entscheiden, o b  vorwiegend Neuronen oder 
Gliazellen iiberleben sollen. Vermutlich sind auch solche Kul- 
turen Gemische verschiedener Zelltypen. In gemischten Kultu- 
ren von Zellen aus Nerven- und Muskelgewebe gelang es, 
Synapsen zwischen Neuronen und Muskelzellen herzustel- 
lenl 7 - 1 21. 

Werden Suspensionen dissoziierter embryonaler Gehirnzel- 
len in Erlenmeyer-Kolbchen rnit bestimmter Geschwindigkeit 
einige Tage lang geschwenkt, dann reaggregieren die Zellen 
und bilden Strukturen, die denen des ursprunglichen Gewebes 
ahneln[ 13 - 1 71 . W- ahrend dieses Prozesses treten Funktionen 
des Nervensystems auf, die den embryonalen Zellen noch 
fehlen[l5I "I. 

2. Neuroblastomazellen 

Ein anderer Weg zu ,,reinen Zellen" ist die Isolierbng und 
Klonierung (Vermehrung der Nachkommen einer Einzelzelle) 
von Zellen aus Tumoren des Nervensystems. Diese Zellen 
konnen wie Mikroorganismen in groBen Mengen gezuchtet 
werden. Im allgemeinen werden sie als Rasen auf dem Boden 
eines Plastik-KulturgefiBes gezogen, das teilweise rnit Wachs- 
tumsmedium gefullt ist. Gabriella Augusti-Tocco gelang es 
im Labor von Gordon Sato zum erstenmal, Neuroblastomazel- 
len an Kulturbedingungen zu adaptieren und nachzuweisen, 
daR sie differenzierte Funktionen des Nervensystems besit- 

Das Neuroblastom war ein spontaner Tumor, der 
in einer neugeborenen Maus in der Nahe der Wirbelsaule 
gefunden wurde. Er ist seit iiber 30 Jahren als Transplanta- 
tionstumor weitergezuchtet worden. Mehrere Laboratorien 
bestatigten diese Arbeiten und bauten sie weiter aus["- "I. 

Heute werden auch Neuroblastomazellen aus Menschfz3] und 
Rattencz4' studiert. Die Eigenschaften von Neuroblastomazel- 
len sind in einigen Ubersichtsartikeln[6. 2 5 - 2 7 1  zusammen- 
gefaBt worden, sodal3 wir uns hier auf die Erwahnung einiger 
besonders charakteristischer Funktionen beschranken kon- 
nen. 

2.1. Zellfortdtze 

Neuroblastomazellen bilden Zellfortsatze, die Nervenfasern 
ahneln['8-zo~ 28-331. Die Zellen senden sie aus unter Bedin- 
gungen, die fiir die Zellvermehrung ungiinstig sind, wie Entzug 
des Serums aus dem Wachstumsmedium[z8. 34* 351, Zusatz von 
B r ~ m - [ ~ ~ *  371 oder Fluordesoxyuridin" 91, 6 - T h i o g ~ a n i n [ ~ ~ ] ,  
C y t o ~ i n a r a b i n o s i d l ~ ~ ~  oder Dimethyls~l foxid[~~~,  Erzeugung 
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eines hypertonischen Mediums1401 und Rontgenbestrah- 
lung["! Die Bildung solcher Fortsatze wurde auch beobachtet 
in Gegenwart von Nervenwachstumsfaktor["- 4 2 1  oder eines \ GG 

0 

von Gliazellen produzierten F a k t o r ~ ' ~ ~ ] ,  von Prostaglandin 
E l  Dibutyrylcyclo-AMP (12)[29330] ['I und Inhibito- 
ren der cyclo-AMP-Phosphodiesterase, z. B. Papaverinl3'I. 

2.2. Erregbarkeit der Membranen 

Als weitere fur Nervenzellen charakteristische Funktion 
konnen Neuroblastomazellen erregbare Membranen besitzen. 
Erregungen konnen e l e k t r i s ~ h [ ~ ~ #  451 oder ~ h e m i s c h l ~ ~  - 481 

ausgelost werden. Im ersten Fall wird mit einer in die Zelle 
eingefuhrten Mikroelektrode ein StromstoD durch die Plasma- 
membran geschickt (Abb. 2). Der Strom ist so gerichtet, daD 
das gegenuber dem Medium negativ geladenen Zellinnere auf 
weniger negative Spannungswerte depolarisiert wird. Dadurch 
wird eine sich uber die Zelloberflache ausbqeitende Erregung 
der Membran, d. h. ein Aktionspotential, ausgelost. Bei der 
chemischen Erregung wird das an den Schaltstellen zwischen 
motorischen Nerven und Muskeln als ifbertragerstoff wirken- 

i 
Abb. 2. Prinzip der elektrophysiologischen Untersuchung einer Einzelzelle 
in Kultur. Die Zelle (A) (Durchmesser 0.01 bis 0.1 rnm) wird mil einer Mikro- 
elektrode (B) angestochen. Die Elektrode ist eine mit 3 M KCI gefullte konische 
Glaskapillare. deren Spitzendurchmesser unter 1 pn liegt. Die zwischen dem 
Zellinneren und dem auf Erdpotential liegenden Wachstumsrnedium (C) herr- 
schende Spannung wird Membranruhepotential genannt Im allgemeinen 
liegt es bei ca. - 50mV. Mit einer PuOeren Spannungsquelle (D) kann dieses 
Potential kiinstlich auf Werte verandert werden. bei denen sich innerhalb 
von wenigen ms die Perrneabilitar der Mernbran fur bestirnmte Ionen drama- 
tisch andert (Aktionspotential). Zelle und Mikroelektrode sind im Verhaltnis 
zur Kulturschale (E) vie1 zu groB dargestellt. - F =  Voltmeter (Oszilloskop). 
G = Bezugselektrode. H = Zellkern. I = Zellfortsarz (Axon). 

de Acetylcholin aus Mikropipetten durch kurze StromstoDe 
iontophoretisch auf die Zelloberflache dosiert. 

2.3. Rezeptoren fur Newohormone 

Neurotransmitter konnen nur dann ein Aktionspotential 
auslosen, wenn die Zielzellen an ihrer Oberilache Rezeptoren 
fur sie besitzen. Durch Bindung an diese Rezeptoren konnen 
Neurotransmitter und andere Neurohormone sowie Morphin 
noch andere Wirkungen auslosen: sie konnen die Enzyme 
A d e n ~ l a t - [ ~ ~ .  501 oder Guanylatcyclase aktivieren und damit 
eine Erhohung der intrazellularen Konzentration von cyclo- 
AMP'" - 5 5 1  oder c y ~ l o - G M P [ ~ ~ - ~ ~ ~  (Abb. 3) bewirken. Die 
cyclischen Nucleotide wirken wahrscheinlich als intrazellulare 

00-P o y d  I 

lI L o  OH 
0 

0 

pJ 
00-P 

I1 ------o OH 
0 

cyclo- G h lP  cvclo- A M P  
R F :  

Adenylalcyclaic 1 

OH OH 

A 1 ' P  

CYanylitcycIm 1 
0 

Ott  O H  

GT P 

Abb. 3. Bildung von cyclo-AMP aus A T P  durch das Enzym Adenylatcyclase und Bildung von 
cyclo-GM P aus G T P  durch Guanylatcyclase. 

Vermittler (second messengers) extrazellularer 
ifberzeugend ist dies aber bisher nur fur cyclo-AMP gezeigt [*I Abkiirzungen: cyclo-AMP: cyclisches Adenosin-3'.S'-monophosphat; 

cvclo-GMP: cvclisches Guanosin-3'.5'-mono~hosohat; Dibutyryl-cyclo- . .  . .  . 
AMP: cyclisches N6.0' -Dibutyryladenosin-3'.5'-rnonophosphat. worden[621. 
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Um Rezeptoren fur Neurotransmitter (und andere Hormo- 
ne) nachzuweisen, kann man auch die spezifische Bindung 
radioaktiv markierter Neurotransmitter, deren Analoga oder 
kompetitiver Hemmstoffe (Antagonisten) an die Plasmamem- 
bran messen. Wegen ihrer hohen Bindungskonstanten (die 
durch eine niedrige Geschwindigkeitskonstante der Dissozia- 
tion bedingt ist) werden meist Antagonisten fur solche Studien 
bevorzugt. Das aus Schlangengift isolierte Polypeptid a-Bun- 
garotoxin ist ein solcher Gegenspieler des Acetylcholins. Bisher 
ist es jedoch erst einem Laboratorium gelungen, cr-Bungaroto- 
xin an Neuroblastomazellen zu b i n d e ~ ~ l ~ ~ ] .  

2.4. Transportsysteme fur Neurotransmitter und deren Vorlaufer 

Neurotransmitter, die von der praesynaptischen Nervenzelle 
ausgeschuttet wurden, um die Plasmamembran der postsynap- 
tischen Zelle zu reizen, mussen danach rasch aus dem synapti- 
schen Spalt entfernt werden. Andernfalls wurden sie sich dort 
ansammeln, und die Ubertragung neuer Information durch 
Neurotransmitter wurde unmoglich. Die Beseitigung erfolgt 
auf zwei Weisen. Im ersten Fall wird der Neurotransmitter 
im synaptischen Spalt durch membrangebundene Enzyme ver- 
andert, z. B. gespalten. Das beste Beispiel ist die Inaktivierung 
des Acetylcholins ( l u )  durch Hydrolyse in Gegenwart des 
Enzyms Acetylcholinesterase. Das gebildete Cholin wird wahr- 
scheinlich von den umgebenden Zellen (Neuronen, Glia) aufge- 
nommen, die Hauptmenge vermutlich von der praesynapti- 
schen Zelle, die das Acetylcholin ausgeschieden hatte. Im zwei- 
ten Fall geschieht die Beseitigung allein durch Wiederaufnah- 
me. Dies gilt z. B. fur Noradrenalin (2b),  Serotonin ( 3 )  und 
Histamin (4) .  Man kann also das Vorhandensein \'on Trans- 
portsystemen fur Cholin oder Noradrenalin zu den ,,differen- 
zierten Eigenschaften" von Zellen des Nervensystems zahlen. 
Auch Neuroblastomazellen besitzen solche Transportsysteme 
fur C h ~ l i n [ ~ ~ .  651, Dopamin ( 2 a )  und Noradrenalin[66* 671, y- 
Aminobutyrat ( 7 ) [ 6 8 *  691, Glycin (6)["* '01 und Taurin (t?)[''l. 

2.5. Enzyme, die Neurotransmitter synthetisieren 

Wie Nervenzellen besitzen Neuroblastomazellen nicht nur 
die Fahigkeit, auf Neurotransmitter anzusprechen, sondern 

selbst solche Informationstrager zu synthetisieren. Sie konnen 
das Enzym Cholinacetyltransferase [EC 2.3.1.61 enthal- 

lysiert (Schema 1). Andere besitzen die Enzyme Tyrosinhydro- 
xylase [EC 1.14,3.a][I8, 74, 7 6 3  7 7 1  und Dopamin-p-hydroxy- 
lase [EC 1.14.2.1]~78-80~, die an der Synthese des in den 
Zellen gefundenen Dopamins und nor adrenal in^'^' 831 betei- 
ligt sind (Schema 2). 

ten"8. 22, 24, 7 1 -  7 5 1  , d as die Biosynthese des Acetylcholins kata- 

3. (Neuroblastoma x G1ioma)-Hybridzellen 

3.1. Herstellung der Hybride 

Die Bildung vielkerniger Zellen durch Fusion von Einzelzel- 
len war schon im letzten Jahrhundert bekannt. 1960 beobachte- 
ten Barski et al.1841, darj Zellen verschiedener Mausestamme 
in Kultur spontan fusionieren und Hybridzellen bilden, deren 
Kern Chromosomen beider Elternzellen enthalt. Harris und 
Watkinslssl machten sich die Beobachtung O k a d ~ s [ * ~ *  "I zu- 
nutze, daO Sendai-Virus, ein Parainfluenza-Virus, Zellen mit 
hoher Ausbeute zu vielkernigen Riesenzellen verschmilzt. Sie 
hatten die Kuhnheit, mit dieser Methode Zellen verschiedener 
Spezies wie Mensch und Maus zu vereinigen. Die entstehenden 
mehrkernigen Zellen werden Heterokaryonten genannt. Gele- 
gentlich teilen sich solche Zellen und bilden dabei eine fur 
die Chromosomen aller Kerne gemeinsame Teilungsspindel. 
Die entstehenden Tochterzellen enthalten dann nur einen Kern 
mit den Chromosomen beider Elternzellen und werden daher 
als Hybridzellen bezeichnet (Abb. 4). Verwendet man zu sol- 
cher Hybridisierung zwei Zell-Linien, die an verschiedenen 
fur Enzyme codierenden Genorten mutiert sindIs8l, so komple- 
mentieren sie sich im Hybrid zum Wildtyp[881. Man mu8 jetzt 

Elternzellel ElternzdleZ Heteroharyont Hybridzelle 

Abb. 4. Schema der Zellhybridisierung. Die Verschiedenheit der Elternzell-Li- 
nien ist durch unterschiedliche Formen syrnbolisiert. Die kleinen Quadrate, 
Dreiecke und Kreise stellen die Zellkerne dar. Die X-formigen Gebilde deuten 
zwei verschiedene Chromosomenarten an. 

Cholmacclyl- Acetylchoiin 
transferare 

A c e t y l -  S - C o e n z y m  A -P Acetylchol inO f i  CholinO + Aceta tO 

Cholinm Coencym A H20 He 

Schema I .  Biosynthese und Spaltung von Acetylcholin. 

DOPA- 

(Cofaklor Pyrndoiaiphorphal) 
Tyrorin- Decarboxylarc 

hydroxylase H O H b :  c-c-cop 
H NHz 7- HO-@-&Op 

co2 

H NHz 

L - T y r o s i n  TefrJhydro- Dihydro- L- 3,d-Dihydroxy-  
bioptcrin blopfcrin phenylalanin 

3,4-Dihydroxyphenyl  
e thylamin  
(Dopamin)  

Dopami*- 
hydroxylase 

(Cofaklor Cu") 

Ascorbat Dehydro- 
a sc o r b a 1 

C-C-H 

OH NH2 
I I  

(S ) -Noradrena l in  

Schema 2. Biosynthese von Dopamin und Noradrenalin. 
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nur noch gegen die Mutanten und fur den Wildtyp selektionie- 
ren, um eine wildtypartige Population von Hybridzellen zu 
erhalten. Durch Klonierung dieser Hybridzellen gelangt man 
zu einigermakn homogenen Zell-Linien. 

Die Fusion einer Mauseneuroblastoma-Linie (N4TG3 oder 
N18TG2189-921) mit einer aus Rattengliatumor abgeleiteten 
Glioma-Linie (C6-BU-1) ergab Hybridzellen, die iiberraschen- 
derweise hohe Cholinacetyltransferase-Aktivitat besahn. In 
den Elternzellen war diese Aktivitat sehr gering oder fehlte. 

Insbesondere die (N18TG2 x C&BU-l)-Hybridklone 
108CCS und 108CClS besitzen Eigenschaften von Neuronen. 
Von diesen sol1 zunachst die Rede sein um zu zeigen, daB 
sie als Modelle fur Nervenzellen angesehen werden konnen. 
Sodann sol1 an zwei Beispielen demonstriert werden, wie sich 
mit solchen Zellen Probleme modellhaft studieren lassen, die 
anders nur schwer zu untersuchen sind. 

3.2 Neurotransmitter-Enzyme 

Die Aktivitat der Cholinacetyltransferase ist regulierbar. 
Sie hangt stark von der Zelldichte in der KuItur ab und 
kann durch Ziichten der Zellen in Gegenwart von Dibutyryl- 
cyclo-AMP (12) auf Werte gesteigert werden, wie man sie 
auch in Gehirnhomogenaten rniBtI9'* 921. Die Hybridzellen 
konnen aus Tyrosin weder Dopamin ( 2 a )  noch Noradrenalin 

(2 b) synthetisieren, da ihnen die Tyrosinhydroxylase, das 
erste Enzym dieses Stoffwechselweges, fehlt (siehe Schema 
2). Das dritte Enzym dieses Weges, die Dopamin-P-hydroxyla- 
se, ist allerdings vorhanden180! 

3.3. Differenzierung der Hybridzellen 

Werden die (Neuroblastoma x G1ioma)-Hybridlinien 
108CC5 oder 108CC15 einem Wachstumsmedium ausgesetzt, 
das 1 mM an Dibutyryl-cyclo-AMP (12) ist, dann nimmt ihre 
Vermehrungsgeschwindigkeit stark ab, und sie beginnen zu 
differenzieren[sO* 9' -931. 

Die vorher meist runden Zellen (Abb. 5A) senden in ein 
bis zwei Wochen lange Fortdtze aus (Abb. 5 B-D). Wie 
die Axons normaler Nervenzellen enthalten diese Fortsatze 
faserige Strukturen, namlich 100 A lange Filamente und Bun- 
del von Microtubuli sowie ,klare" und ,,dense-core"-Vesikel 
(Abb. 1) von 500 bis 700 b m .  2000 bis 3WOA Durchmes~er[~? 
Die klaren Vesi kel gleichen den Acetylcholin-Speichervesikeln 
cholinerger Nervenendigungen. Es ist ungeklart, ob sie irn 
Falle der Hybride das in den Zellen gebildete Acetylcholin 
enthalten. Die ,,dense-core"-Vesikel ahneln denen adrenerger 
Nervenzellen des sympathetischen Nervensystems. Dort ent- 
halten sie u. a. Noradrenalin, die Energiespeichersubstanz Ade- 
nosintriphosphat und die im Schema 2 erwahnte Dopamin-k 

Abb. 5. A : Normal sich vermehrende (undifferenzierte) (Neuroblastorna x G1iorna)-Hybridzellen 108CC5. Bildcr B bis D: Durch Behandlung mit 
Dibutyryl-cyclo-AMP differenzierte Hybridzellen. Die Bilder A, C [91] und D [92] stammen aus friiheren Publikationen. MaOstab: 100pm 

Angew. Chem. 188. Jahrg. 1976 / Nr. 7 215 



hydroxylase. Wir vermuten, daD auch bei den Hybriden dieses 
Enzym in den ,,dense-core"-Vesikeln lokalisiert ist. Noradrena- 
lin konnen die Vesikel der Hybridzellen nicht enthalten, da  
ihnen das erste Enzym der im Schema 2 wiedergegebenen 
Synthesekette fehlt (siehe Abschnitt 2.5). 

3.4. Elektrische Erregbarkeit und Katwnen 

LaDt man mit einer intrazellular plazierten Mikroelektrode 
einen depolarisierenden StromstoD durch die Plasmamembran 
einer differenzierten Hybridzelle flieDen (Abb. 2), so feuert 
die Zelle ein Aktionspotential, das mit Hilfe derselben Elektro- 
de registriert wird (Abb. 6)['lI. Im allgemeinen riihrt die anstei- 
gende Phase des Aktionspotentials von einem passiven Ein- 
strom von Na+-Ionen in die Zelle her, die abfallende Phase 
von einem passiven Ausstrom von K + - I ~ n e n [ ~ ~ ~ .  Der Einstrom 
von Na+-Ionen in die Hybridzellen la& sich durch Tetrodoto- 
xin, das Gift des japanischen Kugelfisches, her r~men[~~l .  Erhoht 
man aber die Ca'+-Konzentration im Medium, so beobachtet 
man dramatische Veranderungen der elektrischen Eigenschaf- 
ten[91, 951. 

1. Tetrodotoxin hemmt das Aktionspotential nicht mehr. 
2. Zellen mit zuvor schwach ausgepragtem Aktionspotential 
(Abb. 7 A, C) haben nun ein wohl ausgepragtes (Abb. 7 D) 
und reagieren oft auf einen einzigen depolarisierenden Reizim- 
puls rnit hunderten von Aktionspotentialen (Abb. 7 D). 
3. Die Reizschwelle f i r  die Auslosung eines Aktionspotentials 
durch einen StromstoD oder durch Acetylcholin ist stark er- 
niedrigt. 
4. Die hyperpolarisierenden Nachpotentiale der Zellen (Abb. 
7 B, D), die auf den abfallenden Ast des Aktionspotentials 
folgen, werden enorm vergrokrt. 

irisierendes 
Nachpotentd 

,Reizstrotr 

,'- -/ 
923 100 200 300 LOO 500 600 700 800 

Zeit [ I S ]  - 
Abb. 6. Oszilloskopaufnahmen eines Aktionspotentials, ausgelost durch depo- 
larisierenden Reizstrom durch die Plasmamembran einer Hybridzelle 108CC5. 
Obere Spur: Membranpotential. Ein Eichpuls von 20 mV und 20 ms Dauer 
erscheint nach dem Aktionspotential. Untere Spur: Depolarisierender Strom 
1 nA und 50ms [91]. 

Die Unempfindlichkeit des Aktionspotentials gegenuber Te- 
trodotoxin deutete an, daB bei erhohter CaZ+-Konzentration 
der Einwartsstrom kein Na +-, sondern ein Ca2+-Strom sein 
muDte. Diese Vermutung war richtig, denn Aktionspotentiale 
konnten auch in Abwesenheit von Na + erhalten werden, sofern 
genugend C a 2 +  vorhanden war. Ferner IieOen sich diese Ak- 
tionspotentiale durch die Ca2+-Antagonisten Coz+, Mn2+,  
Mgz+ und La3+ sowiedurch organische Inhibitoren des Caz+- 
Einstromes hemmen[951. Die Wirksamkeit und Speziftat dieser 
Substanzen war an anderen Systemen rnit CaZ+/K+-Aktions- 
pot en t ialen erw iesen worden. 

A B 1  

Abb. 7. Wirkung der Erhohung der Ca'+-Konzentration im aulkren Medium 
auf das Aktionspotential der Hybridzellen 108CC15 (A, B) und 108CC5 
(C, D). Oszilloskopaufnahmen A und C vor, B und D nach Zugabe von 
lop1 (B) oder 20d (D) 0.5M CaCI, zum Medium oberhalb der untersuchten 
Zelle. Bild D: Ein einziger Acetylcholin-Puls Ioste eine Serie von iiber 200 
Aktionspotentialen aus, von der ein Ausschnitt gezeigt wird [91]. 

35. Elektrische Erregbarkeit und Rezeptoren 

Wird Acetylcholin iontophoretisch auf die Oberflache dilTe- 
renzierter Hybridzellen dosiert, so werden Aktionspotentiale 
a ~ s g e l o s t [ ~ ~ ~ .  Diese wandern iiber die Oberflache der gesamten 
Zelle. Die Wirkung des Acetylcholins kann durch Atropin 
oder D-Tubocurarin reversibel und durch a-Bungarotoxin irre- 
versibel gehemmt ~ e r d e n [ ~ * !  Wie bei Skelettmuskelfasern ver- 
ursachen hohe Dosen von Acetylcholin auch bei den Hybriden 
voriibergehende Unempfindlichkeit gegeniiber weiterem Ace- 
tylcholinrg '1. 

Auch Noradrenalin und MorphinLs7] sowie D ~ p a m i n [ ~ ~ *  971 

depolarisieren (Abb. 2) die Hybridzellen und losen Aktionspo- 
tentialeaus, wogegen Prostaglandin El das Membranpotential 
erhoht (hyperpolarisiert)I5 71. 

3.6. Neurohormone und cyclische Nucleotide 

Wie die cyclischen Nucleotide kommen Prostaglandine in 
alien tierischen Geweben vor, also auch im Nervensystem. 
Sie werden enzymatisch aus Dihomo-y-linolenstiure oder aus 
Arachidongure gebildet. Sie scheinen ihre Wirkung lokal zu 

Abb. 8. Abhangigkeit der intrazellularen Konzentration von cyclc-AMP von 
der PGE ,-Konzentration im Medium. Replica-Plastikschalen mil Hybridzel- 
len l08CCl5 wurden lOmin bei 37°C mil steigenden Konzentrationen PGE, 
inkubiert und anschlieknd auf ihren cyclo-AMP-Gehalt analysiert [103]. 
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entfalten, also in der Nahe der erzeugenden Zelle. Entspre- 
chend den Funktionen der verschiedenen Organe beeinflussen 
sie eine Fulle von Prozessen im organ is mu^[^^-'^'^ . E' in ge- 
meinsamer Nenner der diversen Prostaglandin-Wirkungen 
konntedie Anderung intrazellularer Spiegel cyclischer Nucleo- 
tide sein. Prostaglandin E l  (10) erhoht die intrazellulare Kon- 
zentration von cyclo-AMP in den Hybridzellen in 10min auf 
das 50- bis 100fache['02-'0'~ . Abb' ildung 8 zeigt, daR der 
halbmaximale Effekt bei einer Konzentration von 20 nM PGEl 
eintrittl' O31. 
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dene Molekule sind. DaR es sich urn Proteine handelt, steht 
heute auaer Zweife111071. Morphinahnlich wirkende Store wie 
Levorphanol (IS), Methadon, Heroin und Meperidin verhal- 
ten sich auch am Hybridzellsystern wie Morphin" 03! 

Acetylcholin, Noradrenalin und Morphin hemmen nicht 
nur den durch PGEl ausgelosten Anstieg des cyclo-AMP-Spie- 
gels. Adenosin ( 1  1 ) und Isobutylmethylxanthin steigern wie 
PGEl die cyclo-AMP-Konzentration in den Hybridzel- 
len1'08~ ersteres durch Erhohung der Synthesegeschwin- 
digkeit, letzteres durch Blockierung des Abbaus. In beiden 

w " 8  7 6 5 L 3 
-log [Agonistl Imol.Liter-'I 

] looo/ 900 

e n 

:,j 
100 
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Abb. 9. Hemmung des in Hybridzellen 108CC15 durch 3 p 1  PGE,  verursachten Anstiegs des cyclo-AMP-Spiegels mi1 Acetylcholin (A) [ 5 6 ] .  
adrenergen Agonisten ( 6 )  [57] und Morphin (C) [104]. ~ A. Kurve I :  Gegenwart yon PGE,. Kurve 11:  Abwesenheit von PGE, .  - B:  Alle Versuche 
in Gegenwart von PGE,. Kurve I :  Noradrenalin ( .?hi:  11: Phenylephrin ( 2 d ) .  111: Dopamin ( .?a) .  I V :  lsoproterenol f2c) .  - C. Kurve I :  Gegen- 
wart van PGE,.  Kurve I I :  Abwesenheit von PGE,  

Werden die Zellen mit maximal stimulierender Konzentra- 
tion von PGE, und steigenden Konzentrationen von Acetyl- 
~ h o l i n [ ~ ~ ~ ( A b b .  9 A) oder adrenergen Neurotransmittern (Ago- 
nisten) wie N~radrena l in~"~ (Abb. 9B) oder mit Morphin 
(13)11041 (Abb. 9C)  inkubiert, so unterbleibt der Anstieg des 
cyclo-AMP-Spiegels zum groDten Teil. Die Wirkung des Ace- 
tylcholins (Abb. 9 A )  ist durch Atropin, nicht aber durch D-Tu- 
bocurarin hemmbar, was auf einen muscarinischen, nicht aber 
nicotinischen Acetylcholin-Rezeptor der Hybridzellen 
weistls6]. Die Tatsache, daD Noradrenalin ( 2 b )  bei vie1 niedri- 
gerer Konzentration wirkt als Isoproterenol (Zc) ,  la& aul 
die Gegenwart eines adrenergen Q-, nicht aber P-Rezeptors 

schlieBen. Ergebnisse von Versuchen mit spezifischen Antago- 
nisten des Noradrenalins stiitzen diesen SchluDiS7! Auch die 
Morphinwirkung ist durch einen spezifischen Inhibitor, Nalo- 
xon ( 1 4 ) ,  hemmbar1'041. Jeder Hemmstoff unterbindet nur 
die Wirkung des zugehorigen Agonisten. So interferiert Nalo- 
xon 2.B. nicht mit der Wirkung von Acetylcholin oder Nor- 
adrenalin['"! Daraus und aus anderen Untersuchungenl'ohl 
schlieRen wir, daD alle Rezeptoren der Hybridzellen verschie- 

Fallen wird der Anstieg des cyclo-AMP-Spiegels durch Acetyl- 
~ h o l i n [ ~ " ~ ,  Noradrenalin["] oder Morphin verhindert. Daraus 
kann man schliekn, daR alle drei Substanzen den cyclo-AMP- 
Spiegel durch Verringerung der Synthesegeschwindigkeit sen- 
ken. In ubereinstimmung damit ergeben Messungen der Ade- 
nylatcyclase-Aktivitat an Homogenaten der Hybridzellen, daR 
Morphin die Erhohung dieser Aktivitat durch PGE, verhin- 
dertl'lol. 

Diese Ausfuhrungen lassen zwei Probleme erkennen, zu 
deren Losung sich die Hybridzellen eignen: 
1. Die Verarbeitung von Informationen,die in Form entgegen- 
gesetzter hormoneller Signale auf einer Zelle eintreffen. 
2. Der Mechanismus der Opiatwirkung. 

den. 
Wir wollen uns beiden Fragen in dieser Reihenfolge zuwen- 

3.7. Biochemische Verarbeitung hormongetragener Informatb 
nen 

Die physiologischen Wirkungen von Hormonen, die den 
zellularen cyclo-AM P-Spiegel erhohen, sind denen entgegenge- 
setzt, die von Hormonen verursacht werden, welche den cyclo- 
GMP-Spiegel erhohen" ' 'I. Einem Vorschlag von S. Cha fol- 
gend, stellten N. D. Goldberg et al. diesen Dualismus in Analo- 
gie zu den miteinander in Widerstreit liegenden alten chinesi- 
schen Prinzipien Yin und Yang" ' '* ' "1. Unsere mit diesen 
Vorstellungen iibereinstimmende Vermutung bestatigte sich, 
daB die Senkung des cyclo-AMP-Spiegels durch Acetylcholin, 
Noradrenalin, Morphin und ihre Analoga von einern Anstieg 
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des cyclo-GMP-Spiegels begleitet sein s01Ite~'~- 5 9 .  uber- 
raschenderweise ist die Erhohung des cyclo-GMP-Spiegels 
nur von sehr kurzer Dauer. So wird das Maximum des cyclo- 
GMP-Spiegels in Gegenwart von Carbamoylcholin ( I  b), ei- 
nem synthetischen Acetylcholin-Analogen, bereits nach 1 min 
erreicht. Nach ca. 10min konnen die Werte wider  auf den 
Ausgangspegel zuriickgefallen ~ e i n ~ ' ~ ] .  Ahnliche Beobachtun- 
gen wurden fur Noradrenalin und Morphin gema~ht [ '~] .  In 
allen Fallen zeigten die Konzentrationen von cyclo-AMP und 
cyclo-GMP entgegengesetzten Verlauf. Sank der Spiegel des 
ersteren unter seinen Ausgangswert, so stieg der des letzteren 
uber seinen Ausgangswert und umgekehrt. 

Wie sieht der molekulare Mechanismus dieser gegenlaufigen 
Regulation aus? Auf welcher Ebene findet sie statt? Abbildung 
10 enthalt drei Hypothesen. Andere Arbeitsgruppen kamen 
zu ahnlichen Betrachtungenll I '-I1 'I . Z wischen den dargestell- 
ten Moglichkeiten miissen weitere Versuche mit den Hybrid- 
zellen entscheiden. 

Inrhlwcrung 

( A  101.10] 

Abb. 10. Drei Hypothesen zur Akllwerunp der C;uanyl;ilcyclase-Akri\.iliil 
und Hemmuiig der Adenylalcyclase-Akti\.itiit nach Bindung der Ligande~i 
L (Acetylcholin. Noradrenalin oder Morphin) an ihre Rezeptoren R. 

Es fallt auf, daR Acetylcholin, Noradrenalin und Morphin, 
die den cyclo-GMP-Spiegel erhohen, depolarisierend auf die 
Membran der Hybridzellen wirken, wahrend PGE,, das den 
cyclo-AMP-Spiegel erhoht, hyperpolarisierend wirktl5'l. Ahn- 
liche Beziehungen zwischen PGE I und Noradrenalin wurden 
an braunen Fettzellen gefunden" 181. Diese Parallelitaten las- 
sen vermuten, daB Depolarisation der Zellmembran und Akti- 
vierung der Guanylatcyclase sowie Hyperpolarisation und Ak- 
tivierungder Adenylatcyclase jeweils Gruppen von Ereignissen 
sind, die entweder kausal verkniipft sind oder eine gemeinsame 
Ursache besitzen. 

Wichtig erscheint ferner, daB die den cyclo-GMP-Spiegel 
erhohenden Substanzen Acetylcholin, Noradrenalin und Mor- 
phin in den Hybridzellen die Wirkung der den cyclo-AMP- 
Spiegel erhohenden Verbindungen PGE, und Adenosin aus- 
schalten konnen, d. h. dominieren. Die Entscheidung dariiber. 
welche der drei in Abbildung 10 dargestellten Hypothesen zu- 
trifft. diirfte auch einen Hinweis auf den Mechanismus der 
Dominanz des Guanylatcyclase-Systems uber das Adenylat- 
cyclase-System bringen. 

3.8. Studien zur Morphinwirkung 

3.8.1. Akute Morphinwirkung 

Die durch PGE, hervorgerufene Kontraktion der glatten 
Muskulatur des Diinndarms wird durch Morphin verhin- 

dert["9-'2'! Da PGE, den cyclo-AMP-Spiegel in Neurobla- 
 stoma-^"* 521 und Hybridzellenl'021 erhoht, lag es nahe zu 
priifen, ob Morphin auch in diesem System die Wirkung 
des PGE, unterdrucken wiirde. In der Tat verhindert Morphin 
bei intakten Neuroblastoma-Ilo4. I o 6 .  ' 221 und (Neuroblastoma 
x Glioma)-Hybrid~elIen[~~"' (Abb. 9C) den durch PGE, her- 
vorgerufenen Anstieg des cyclo-AMP-Spiegels und hemmt in 
Homogenaten von Hybrid~ellen["~] oder Rattengehirnenll 231 

die Stimulation der Adenylatcyclase durch PGE,. Die Gegen- 
wart von Morphinrezeptoren wurde nicht nur mit diesen indi- 
rekten Methoden, sondern auch direkt durch stereospezifische 
Bindung von radioaktivem Dihydromorphin an intakte Neu- 
roblastoma- und Hybridzellen festgestellt['051. 

Die nachste Frage ist : Sprechen alle Zellen, die in Gegenwart 
von PGEl ihren cyclo-AMP-Spiegel erhohen, auf Morphin 
an? Rattengliornazellen und (Rattenglioma x Mausefibro- 
blast)-Hybride werden durch PGEl zur Bildung von cyclo- 
AMP angeregt[lo2! In keinem Fall hemmt Morphin diesen 
Vorgangli061. Die Versuche zeigen, da8 die Rezeptoren fur 
PGE, und Morphin unabhangig voneinander auftreten und 
die gestellte Frage damit negativ zu beantworten ist. Da die 
Hemmung der PGE,-Wirkung durch Morphin nichtkompeti- 
tiv ist['021, d. h. da PGEl und Morphin nicht um denselben 
Bindungsort konkurrieren, konnen PGEI- und Morphin-Re- 
zeptoren nicht identisch sein. Die Wirkung des Morphins 
ist unabhangig von der des PGE,. Gleichgultig, welches Agens 
zur Erhohung des cyclo-AMP-Spiegels eingesetzt wird, Mor- 
phin verhindert diesen EffektllogJ, sofern Morphin-Rezeptoren 
vorhanden sind. 

Der hemmende EinfluB der Opiate auf die Erhohung des 
cyclo-AMP-Spiegels durch PGE, in Neuroblastoma- und Hy- 
bridzellen ist stereospezifisch. Levorphanol (IS), das sich im 
Tierversuch wie Morphin verhalt, wirkt auch irn Zellsystem 
wie Morphin, wahrend Dextrorphan, das im Tier unwirksarne 
Enantiomer des Levorphanols, auch das Zellsystem nicht 
beeinfluBt'". lo ] .  Naloxon ( 1 4 )  ist ein Antagonist des Mor- 
phins, der bei Morphin-Vergiftungen angewendet wird, selbst 
aber keine Opiatwirkung besitzt, obwohl seine Struktur das 

1 ,  

d r n  
rn -109 c Imoi.Liter-' l  

Abb 1 I. EinfluO der Konzentration von Levorphanol und Dextrorphan 
auf die Spiegel von cyclo-GMP und cyclo-AMP in Hybridzellen. Die Zellen 
wurden IOmin mir Levorphanol (Kurven a und c) oder Dextrorphan (Kurven 
b und d )  inkubiert. Kurven a und b: cyclo-GMP, Kurven c und d :  cyclo-AMP 
[ 1141. 
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Morphinan-Gerust enthalt. Auch im Zellkultursystem verhin- 
dert Naloxon die Wirkung des M o r p h i n ~ ~ ' ~ ~ ~ ' ~ ~ ~ .  Wie in 
Abschnitt 3.6 erwahnt, geht rnit der Senkung des cyclo-AMP- 
Spiegels ein Anstieg des cyclo-GMP-Spiegels einher'' 14! Die 
Opiate wirken stereospezifisch nicht nur, wenn sie den cyclo- 
AMP-Spiegel senken, sondern auch wenn sie den cyclo-GMP- 
Spiegel erhohen: Levorphanol ( I  5), nicht aber Dextrorphan, 
wirkt wie Morphin (Abb. 11, Kurven a und b). Der Effekt 
des Levorphanols ist maximal im Konzentrationsbereich von 
1 bis 10pM (Abb. 11, Kurve a). Bei hoheren Konzentrationen 
wird geringere Erhohung und schliel3lich starke Senkung des 
cyclo-GMP-Spiegels beobachtet. Der Senkung des cyclo- 
GMP-Spiegels entspricht eine Steigerung des cyclo-AMP-Spie- 
gels (Abb. 11, Kurve c). Die mogliche Bedeutung des cyclo- 
G M P  fur die Regulation des cyclo-AMP-Spiegels wurde im 
Abschnitt 3.7 diskutiert. 

Die Neuroblastomazellen und - wegen ihrer hoheren Emp- 
findlichkeit gegen Morphin und N e u r o h o r m ~ n e [ ~ ~ ~  ' 04, ' 
- vor allem die Hybridzellen, sind also hilfreiche Modelle 
zum Studium der Biochemie der Morphinwirkung. Bekannt- 
lich ist die Analgesie die medizinisch wichtige akute Wirkung 
des Morphins. Man kann aufgrund der Studien am Modellsy- 
stem annehmen, daR eine Erhohung des cyclo-AMP-Spiegels 
in den fur die Schmerzregistrierung wichtigen Neuronen der 
Empfindung ,,Schmerz" entspricht, eine Senkung des cyclo- 
AMP-Spiegels also rnit Schmerzlinderung oder gar starkem 
Wohlbefinden korreliert ist. 

Ahnlich wie die Neurotransmitter Acetylcholin und Nor- 
adrenalin verhindert Morphin den durch PGE hervorgerufe- 
nen Anstieg des cyclo-AMP-Spiegels und erhoht den cyclo- 
GMP-Spiegel. 1st Morphin also ein Neurotransmitter? Da 
Morphin nicht im tierischen Korper gebildet wird, ist die Frage 
zu verneinen. Morphin konnte aber einen endogenen Neuro- 
transmitter nachahmen. In der Tat ist dies inzwischen von meh- 
reren Arbeitskreisen gezeigt worden. Das ,,endogene Morphin" 
(Endorphin, Enkephalin) ist ein kleines Peptid"' der relativen 
MolekiiImasse to00 bis 2oOO1' 24- I 301. Auch irn Hybridzellsy- 
stem zeigt partiell gereinigtes Endorphin morphinahnliche 
Wirk~ng[ '~ ' ] .  AuBerdem gibt es Hinweise dafur, daB die Hy- 
bridzellen einen Faktor oder Faktoren produzieren, die sich 
ahnlich wie Morphin ~ e r h a l t e n [ ' ~ ~ !  Eine Analogie in der 
Wirkung von Noradrenalin und Morphin findet man auch 
am intakten Tier. In das Gehirn von Ratten injiziertes Nor- 
adrenalin wirkt wie Morphin analgetischl' 331. Der Morphin- 
Antagonist Naloxon verhindert den Effekt des Noradrenalins 
nicht. Das IaBt vermuten, dal3 Noradrenalin nicht indirekt 
durch Auslosung der Freisetzung von Endorphin wirkt. 

3.8.2. Chronische Morphinwirkung, Morphin-Toleranz, -Ab- 
hangigkeit und -Entzug 

Bei langdauernder Einwirkung von Morphin auf Hybridzell- 
kulturen werden Phanomene beobachtet, die als biochemische 
Korrelate von Morphin-Toleranz, -Abhangigkeit und -Entzug 
zu werten ~ i n d [ ' ~ ~ *  1351. Nach mindestens 15stundiger Vorin- 
kubation von Hybridzellen rnit Morphin wird bei anschlieBen- 
der Hauptinkubation (10min) rnit PGEl (in Abwesenheit von 
Morphin) ein etwa doppelt so hoher cyclo-AMP-Spiegel er- 

[*I Anmerkung bei der Korrektur (3. Febr. 1976): Enkephalin aus Schweine- 
hirn wurde inzwischen son  J Hughes. 7: W Smrrii, H H. Kosrer./iiz, L. 4 .  
Forhergill. B. A .  Morgarr u. H. R .  Mowis ,  Nature 258. 577 (1975) als Gemlsch 
der beiden Pentapepride H-Tyr-Giy-Gly-Phe-Met-OH und H-Tyr-Gly-Gly- 
Phe-Leu-OH identifiziert. Die chemisch syntherisierten Pepride sind identisch 
rnit den natiirlichen und wirken Bhnlich wie Morphm. 

______ 

reicht wie vor der Vorinkubation rnit Morphin (Abb. 12, 
Kurve a)t134? 

10 20 30 LO 50 60 
Zeit l h l  - idlilll2: 

Abb. 12. Zeitlicher Verlauf der Entwicklung des erhohten Ansprechens auf 
PGE, wahrend der Vorbehandlung der Hybridzellen rnit lOpM Morphin. 
Nach den durch die MeDpunkte angegebenen Vorinkubationszeiten wurden 
die Zellen gewaschen und anschlieBend IOmin bei 37°C mit 3pM PGE, 
(Kurve a )  oder 3pM PGE, +100pM Morphin (Kurve b) inkubiert, bevor 
der Gehalt der Zellen an cyclo-AMP gemessen wurde [134]. 

Fehlt hingegen das Morphin wahrend der Vorinkubation, 
so andert sich die Reaktion der Zellen auf PGEl nicht. Nach 
allen Zeiten der Vorinkubation mit Morphin (zwischen 0 und 
62h) 1st der Effekt des PGE, auf den cyclo-AMP-Spiegel 
stets durch Morphin hemmbar (Abb. 12, Kurve b). 

Wir betrachten nun die Hybridzelle als Modell einer mor- 
phin-empfindlichen Zelle im Gehirn. Nehmen wir an, daB 
der cyclo-AMP-Spiegel, der durch den ersten MeBpunkt von 
Kurve a (Abb. 12) angegeben wird, dem Normalbefinden eines 
Menschen oder Tieres entspricht, und daR der erste MeRpunkt 
von Kurve b (Abb. 12) besonderem Wohlbefinden nach Mor- 
phingenul3 entspricht. Dann kann man annehmen, daB eine 
Erhohung des cyclo-AMP-Spiegels einer Verringerung des 
Wohlbefindens bis hin zu ausgesprochen unangenehmen Emp- 
findungen bedeutet. Wenn nach chronischer Morphingabe 
und anschIieRendem Entzug des Opiats eine konstante Menge 
PGEl einen hoheren cyclo-AMP-Spiegel als vor der Morphin- 
behandlung hervorruft, dann bedeutet dies erhohtes MiRbeha- 
gen (Abb. 12, Kurve a, z.B. t=18h). MiBbehagen kann in 
Normalbefinden umgewandelt werden, wenn man Morphin 
gibt (Ubergang von Kurve a auf Kurve b, bei z. B. t = 18 h). 
Um ausgesprochenes Wohlbefinden zu erzeugen, mul3 jetzt 
sogar mehr Morphin gegeben werden (Morphin-Toleranz) als 
bei t=O. Umgekehrt entspricht der Ubergang von Kurve b 
aufa bei z. B. t = I8 h einem Entzugssyndrom. Die Entwicklung 
des gesteigerten Ansprechens auf PGEl hangt von der Mor- 
phin-Konzentration wahrend der Vorinkubationsperiode 
(15 h) a b  (Abb. 13). Die Entstehung der Morphin-Toleranz 
der Hybridzellen wird durch Cycloheximid, einem Hemmstoff 
der Proteinbiosynthese, ~ e r h i n d e r t " ~ ~ .  ' 341. Auch in Tieren 
unterbinden solche Inhibitoren die Ausbildung der Tole- 

1 3 8 1 .  Uber die Art der Proteine (z. B. Adenylatcycla- 
se?), deren Synthese fur die Entstehung des Toleranzphano- 
mens wichtig ist, wissen wir noch nichts. 

Da die Kurzzeiteffekte von Acetylcholin und Noradrenalin 
denen des Morphins gleichen (siehe Abschnitt 3.6), war diese 
Analogie auch fur die Langzeitwirkungen zu erwarten. Wegen 
des raschen Abbaus von Acetylcholin (fa) und Noradrenalin 
(2b )  in den Zellkulturen wurden deren stabile Analoga, Carb- 
amoylcholin ( I h )  und Isoproterenol (2c), verwendet. Auch 
nach Vorinkubation mit diesen Agentien zeigen Hybridzellen 
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Abb. 13. Beziehung zwischen der Reaktionauf PGE,  und der Morphin-Kon- 
zentration wahrend der I5sthndigen Vorinkubationsperiode. Nach der Vorin- 
kubation wurden die Zellen behandelt wie bei Abb 12 beschrieben [134]. 

stark erhohte Reaktion auf %El (Tabelle 2)1'341. Daraus 
folgt, daD Morphin, Acetylcholin und Noradrenalin sowie 
deren Analoga gleiche Langzeitwirkungen hervorrufen. Diese 
Gleichheit in der Wirkung der drei Substanzen gilt nicht 
bei der Injektion in ein Tier. Acetylcholin und Noradrenalin 
wurden in der Peripherie abgebaut, bevor sie ins Gehirn ge- 
langten. Auch wiirden sie oder ihre Analoga, im Gegensatz 
zu Morphin, die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren. Sie konn- 
ten also gar nicht bis zu den Neuronen vordringen. AuRerdem 
ist nicht unbedingt zu erwarten, daI3 morphin-empfindliche 
Zellen im Gehirn gleichzeitig Rezeptoren f i r  Acetylcholin 
oder Noradrenalin besitzen. Die Versuche an den Modellzellen 
zeigen, daD Morphin keine Sonderstellung einnimmt und Tole- 
ranz prinzipiell auch durch andere Substanzen erzeugt werden 
kann. 

Tabelle 2. Auswirkungder Vorinkubation (36 h) der Hybridzellen rnit verschie- 
denen Agentien auf den cyclo-AMP-Spiegel. der nach der Hauprinkubation 
mil P G E l  gefunden wird [134]. 

~~ 

Vorinkubation 
rnit 10 pM 

Morphin ( / 3 )  
Carbarnoylcholin ( I  h )  
Isoproterenol ( 2 c )  

~~ 

Hauptinkubation rnit 3 pM PGEl  
cyclo-A M P I pmol /me Protein) 

- 

1310+50 
2540 ? 230 
2560+60 
5620 + 100 

Wie hangen Kurzzeit- und Langzeitwirkung der Substanzen 
Acetylcholin, Noradrenalin und Morphin zusammen? Bei A p  
plikation auf die Oberflacheder Hybridzellen ist das wichtigste 
Ereignis die Bindung des Liganden an seinen Rezeptor. Dieser 

. Empfang der von auBen auf die Zelle treffenden Information 
durch den spezifischen Rezeptor entspricht der Aufnahme 
von Information durch eine auf einen Frequenzkanal abge- 
stimmte Radioantenne. Die Bindung des Liganden L an den 
Rezeptor R (Abb. 14) hat vermutlich Veranderungen in dessen 
Struktur zur Folge, die zu Anderungen in der Membranstruk- 
tur fihren (AStr). Diese wiederum haben Anderungen der 
Ionenpermeabilitaten (Ag) zur Folge, die zum fruhest nach- 
weisbaren Ereignis fihren, der Anderung des Membranpoten- 
tials (A U) und der intrazellularen Ionenkonzentration (AC,). 
Als nachstes bemerkt man die Anderungen der Aktivitaten 
der Cyclasen (AA) an der Anderung der Konzentrationen 
der cyclischen Nucleotide (ACcNMp). SchlieBlich, nach vielen 
Stunden, findet man das erhohte Ansprechen der Zellen auf 

PGEl (Toleranz T). Wie verlauft die Kausalkette? Etwa wie 
in Abbildung 14A, wo eine Anderung der Konzentration der 
cyclischen Nucleotide Voraussetzung fur das Auftreten des 
Langzeiteffektes T ist? Oder wie in Abbildung 14B, wo die 
Anderung der Ionenkonzentration C ,  in der Zelle den Lang- 
zeiteffekt T bedingt. die Anderung der Spiegel der cyclischen 
Nucleotide (ACcNMP) dagegen nur ein zur Entwicklung von 
T parallel verlaufendes Ereignis ist? Oder wie in Abbildung 
14C, wo die Anderung des Membranpotentials den entschei- 
denden AnstoD f i r  die Entwicklung der Toleranz T gibt? 
Alle drei Moglichkeiten sind experimentell priilbar. Besonders 
interessant erscheint es, auf AStr dadurch EinfluO zu nehmen, 
daD man die Lipidzusammensetzung der Membran verandert, 
was in Zellkulturen leicht moglich ist. 

all - T 
t 

.( 
ICI L f R + [ L R l  - ASlr + Ag + ACi 

A A  - A ( ' C ~ ~ p  

pq 
Abb. 14. Drei Hypothesen fur die Entwicklung des Toleranzeffektes T bei 
Langzeiteinwirkung von Opiaten. cholinergen oder adrenergen Agonisten. 
L: Ligand (Agonist), R:  Rezeptor. [LR]: Ligand-Rezeptor-Kornplex. AStr: 
Strukturanderung von Rezeptor und/oder Membran. Ag: Anderung der 10- 
nenperrneabilitat, ACI: Anderung der intrazellularen Ionenkonzentration, 
A U. Anderung des Membranpotentials. AA: Anderung der spezifischen Akti- 
vita1 von Cyclasen. ACcNMP: Anderung der intrazellularen Konzentrafion 
von cyclischen Nucleotiden. T: Toleranz. 

4. Probleme, die rnit dem Hybridzellsystem untersucht 
werden konnen 

Die ersten Kapitel dieses uberblicks sollten die Eigenschaf- 
ten der Neuroblastomazellen und der (Neuroblastoma x Glio- 
ma)-Hybridzellen einschlieBlich ihrer neuronalen ,,Luxusfunk- 
tionen" (Funktionen, die fir das uberleben der Zellen in 
Kultur unnotig sind) beschreiben. Diese Charakteristika sind 
in Tabelle 3 noch einmal zusammengestellt. Am Beispiel der 
Morphinwirkung sollte verdeutlicht werden, daD man Proble- 

Tabelle 3. Eigenschafren der (Neuroblastorna x Gliorna)-Hybridzellen 

A. Neuronale Kennzeichen 
Zellfortsatze (Neurite) 
Cholinacet yltransferase 
Dopamin-b-hydroxylase 
Klare Vesikel (Acetylcholin-Spercherung?) 
..dense-core"-Vesikel (Noradrenalin-Speicherung?) 
Aktionspotential (elektrisch oder chemisch auslosbar) 

B. Rezeptoren [a] I i r  
Acetylcholin ( I  a )  
Noradrenalin I2  b )  
Morphin ( 1 3 )  (Endorphin') 
Prostaglandin E l  ( 1 0 )  
Adenosin ( I  I )  

[a] Sofern die Wirkung aller aufgefuhrten Substanzen durch Rezeptoren 
verrnittelt wird. Wahrscheinlich wird sich diese Liste aufgrund weiterer Befun- 
d e  verlangern. 
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me, die mit Tier- oder Gewebeversuchen kaum losbar sind, 
im Modellzellsystem einer Aufklarung naherbringen kann. 
Beispielsweise ist es heute noch nicht moglich, bestimmte 
Hirnregionen so rasch zu isolieren, daD sich der Spiegel cycli- 
scher Nucleotide wahrend der Isolierungsprozedur nicht dra- 
stisch andert. Dies ware aber notig, um Morphinversuche 
der geschilderten Art am Tier auszufuhren. 

Immer wider  wird die Frage gestellt, ob die an Zellkulturen 
erhaltenen Ergebnisse die Geschehnisse im Tier oder im Men- 
schen widerspiegeln und damit auf den normalen Organismus 
ubertragbar sind. Die Frage ist berechtigt, denn die Kulturzel- 
len sind aus dem Gewebeverband gelost und befinden sich 
in einer Umgebung, deren chemische Zusamrnensetzung sich 
von der im Gewebe moglicherweise erheblich unterscheidet. 
Hinzu kommt, daD insbesondere die Tumor- und Hybridzell- 
Linien Chromosomenpopulationen besitzen, die nicht das 
ganzzahlige Vielfache eines einfachen Chromosomensatzes 
sind (Aneuploidie). Ihre Chromosomenzahl schwankt von Zel- 
le zu Zelle um einen Mittelwert. Dennoch enthalten diese 
Zellen gegenuber ,,normalen" Zellen keine neuen Geninforma- 
tionen. Man nimmt heutean,daDein Genom keine Informatio- 
nen enthalt, die nicht irgendwo im Organismus benotigt wer- 
den. Andernfalls waren sie im Verlauf der Evolution eliminiert 
worden. Stirnmt das, so mussen alle an Zellsystemen beobach- 
teten molekularen Funktionen irgendwann und irgendwo auch 
im tierischen Korper auftreten. Umgebung und Aneuploidie 
konnen dann nur noch quantitative, nicht aber qualitative 
Abweichungen vom Normalzustand im Tier erzeugen. 

Schwierig wird es immer sein, eine Modellzelle einer be- 
stimmten Zelle im Korper zuzuordnen, da die Modellzelle 
in ihren phanotypischen Merkmalskombinationen einmalig 
sein kann. Eine solche Zuordnung ist aber auch nicht notig. 
Man wahlt eben den Modellzelltyp aus. mit dem sich die 
interessierenden Eigenschaften am besten studieren lassen. Zu- 
satzlich vorhandene Merkmale mussen dabei nicht notwendi- 
gerweise storen. Durch Hybridisierung anderer permanenter 
neuronaler Zell-Linien miteinander oder einer permanenten 
Zell-Linie mit isolierten Neuronen lassen sich vermutlich neue 
Zell-Linien mit neuen Merkmalskombinationen erzeugen. Ar- 
beiten hierzu sind im Die Ergebnisse aus Zellkultur- 
versuchen miissen am intakten Organismus nachgepruft wer- 
den. 
Wegen der Homogenitat und der oft nahezu unbegrenzten 
Vermehrbarkeit des kultivierten Zellmaterials lassen sich wie 
in der Bakteriologie leicht Versuchsserien mit Replikakulturen 
durchfihren. Die Zellkultursysteme erinnern aber nicht nur 
von der Methodik her an die Mikrobiologie. Die Bemerkung, 
Neuroblastomazellen seien die Escherichia coli der Neurobio- 
logie[2bJ, liegt nahe. Aufgrund der Ergebnisse aus Versuchen 
an Zellkulturen lassen sich Tierversuche gezielter planen als 
das sonst moglich ware. Abweichendes Verhalten der Zellkul- 
turen von der Norm des intakten Gewebes mu13 kein Nachteil 
sein. Vielmehr hat sie bereits zur Entdeckung neuer regulatori- 
scher hormonahnlicher Faktoren gefihrtl'"'. 

In Tabelle 4 sind Probleme aufgefiihrt, zu deren Losung, 
so glauben wir. Modellsysteme wie die (Neuroblastoma x 
Glioma)-Hybridzellen geeignet sind. An oberster Stelle steht 
die wichtigste Funktion des Nervensystems, das Gedachtnis. 
Nur auf sie sei kurz eingegangen. Wie beschrieben, ;,erinnern" 
sich die Zellen in Langzeitversuchen an den EinfluD yon cholin- 
ergen und adrenergen WirkstolTen oder von Morphin. Auch 
die enorme voriibergehende Steigerung der cyclo-AMP-Phos- 

Tabelle 4 Probleme. die voraussichtlich mit biochemischen, zellbiologischen, 
pharmakologixhen und physiologischen Mcthoden an Hybridzellen studiert 
werden konnen. 

I .  Gedachtnis: Speicherung, Konservierung und Abruf von Informationen 
2. Synapsen: Bildung (Neuron-Neuron, Neuron-Muskel, Neuron-Drusenzel- 

le). Funktion, interzellulare Wechselwirkung 
3. Differenzierung: auslosende und Wrdernde Faktoren (Hormone), Genese 

von Neurotransmitter-Speichervesikeln, Regeneration von Nervenfasern 
4. lnterzellulare Kornmunikalion: Neuron mit Astroglia. Neuron mil axon- 

isolierenden Schwannzellen 
5. Neurotrope Viren [ 1411: Viruserkrankungen des Nervensysterns. ..slow 

viruses" 
6. Drogen: Wirkungsweise. Stoffwechsel 
7. Neuronale Membranen: charakteristische Bestandteile, Stoffwechsel, Ein- 

flue der Membranlipid-Zusarnmensetzung auf Membranfunktionen (Ak- 
tionspotential, Rezeptoren), Lipid-Protein-Wechselwirkung 

8. Neurotransmitter: Regulation von Bildung und Abbau. Mechanismus 
der Wiederaufnahme 

9. Ernahrung: EinfluR des Angebots an Aminosauren, Zuckern. Lipiden 
auf die Entwicklung und Funktion der Neuronen und Gliazellen 

10. Trophik : gerichtetes Nervenwachstum, gerichtete Wanderung von Neuro- 
nen und Gliazellen 

I I .  Axoplasrnatischer Transport 
12. Zellbewegung (Pulsation) 
13. lnhaltsstoffe des Nervensysterns mit bekannter Struktur. aber unbekannter 

Funktion 

phodiesterase-Aktivitat nach Langzeitinkubation mit 
PGEl l1  ''1 kann als Gedachtnisfunktion interpretiert werden, 
denn die anschlieBende Inkubation mit PGEl oder Adenosin 
kann wegen des raschen Abbaus von cyclo-AMP nur noch 
eine sanfte Erhohung des cyclo-AMP-Spiegels bewirken. Na- 
turlich ist hier g r o k  Vorsicht am Platz. Man konnte ja jede 
Erhohung einer Enzymaktivitat in der Leber nach Injektion 
von Hydrocortison beim Tier als ,,Erinnerung" der Leberzellen 
an ihre ,,hormonelle Vergangenheit" bezeichnen. Allerdings 
gibt es einen wichtigen Unterschied zwischen Neuron und 
Leberzelle: Durch die Verschaltung der Neuronen miteinander 
kann der durch Neurotransmitter-EinfluB veranderte Zustand 
der Neuronen rasch ,,abgefragt" und als Information im Ge- 
hirn verarbeitet werden. Im ungiinstigsten Falle konnten die 
Versuche an Hybridzellen zeigen, was Gedachtnis nicht ist, 
und damit indirekt zu seiner Aufklarung beitragen. 

Meinen kritisrhen und flegigen Mitarbeitern und unseren 
zuverlassig und konzentriert arbeitenden technischen Assisten- 
tinnen und Assistenten mochte ich fur einige Jahre begeisternder 
Zusammenarbeit danken. Herrn Professor Lpnen danke ich herz- 
lich f i r  Verstandnis und grofiziigige Hive beim Aufbau tinserer 
Arbeitsgruppe. Mein Dank gi i t  auch dem Sonderforschungsbe- 
reich 51 der Deutscheii Forschungsgemeinschafr f i r  finanzielle 
Unterstiitzung und einigen Verlagen fur die Erlaubnis, bereits 
publiziertes Material [56, 57,  91, 92, 103, 104, 114, 1341 zu 
verwenden. 
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Isolierung von N,N',N''-Tribenzyltrianthranilid in zwei 
diastereomeren Konformationen 
Von W David Ollis, Julia Stephanidou Stephanatou, J .  Fraser 
Stoddart und Anthony G. Ferrige[*] 

Vor kurzem beschrieben wir die Synthese von N,N',N"-Tri- 
methyltrianthranilid (I)['] und wiesen darauf hin, daR es in 
einer Helix-Konformation kristallisiert, die in Losung jedoch 
rnit 5.5 % einer Propeller-Konformation im Gleichgewicht 
steht"'. Wie wir jetzt fanden, lassen sich bei N,N',N"-Triben- 
zyltrianthranilid (2) zwei diastereomere Konformationen in 
kristalliner Form isolieren. 

( I ) ,  K' = H 2  = CH3 
(2). R' = K 2  = CHzCeH, 
( 3 ) .  R' = CH2C6H5; 

14). H' = K 2  = H; 
(S), R' = H 2  = CHzC6HS; Z NO2 
16), R' = CI12CsHs; R2 = H; Z = NO2 
(7) .  R' = CHZC~H,;  

Z = NOz 

R2 = €1 
R 2  = H; 

Z = N H 2  
- -  

[*] Prof. Dr. W. D. Ollis, Dr. J .  F. Stoddarr und J. S. Stephanatou 
Department of Chemistry, The University 
Sheffield S3 7HF (England) 
A. G. Ferrige 
Wellcome Research Laboratories 
Beckenham, Kent BR3 3BS (England) 

Die N-Benzylierung (C,H,CH,Bt; NaH;  THF) der N-[4- 
(2-Nitrobenzoylamino)benzoyl]anthranilsaure (4)[21, Fp= 
224 "C (224 'C[*I), fuhrte zu einer Mischung (Ausb. 
>90%) der Ester (5) und ( 6 ) .  Durch R e d ~ k t i o n [ ~ '  dieser 
Mischung rnit TiCl , und die Vervollstandigung der Verseifung 
rnit LiOH entstand das N,N'-Dibenzyl-Derivat ( 7 )  (64 %, 

Die Cyclisierung (Dicyclohexylcarbodiimid in CH,CI 2) von 
(7) ergab N,N'-Dibenzyltrianthranilid (3) (50 %, Fp= 177- 

T~~ = 5.33, J,,,, = 14.8 Hz in CDCI, fur die konstitutionsma- 
Rig heterotopen benzylischen Methylenpr~tonen[~* ,I). Bei der 
N-Benzylierung (C6H5CH,Br; NaH; THF) von (3) entstan- 
den zwei diastereomere Produkte - ( 2 a )  und ( 2 b )  - rnit 
der Konstitution des N,N',N"-Tribenzyltrianthranilids (2). 
Praparative Diinnschichtchromatographie auf Silicagel bei 
5 "C mit Ethylacetat/Petrolether (Kp= 60-80 "C) (1 : 1) ergab 
(2a) (Fp= 134-144 'CI6], Diastereomerenreinheit 93 %) und 
( 2  b )  (Fp= 260-263 "C, Diastereomerenreinheit > 98 %). Ver- 
bindung ( 2 a )  ist das kinetisch und Verbindung ( 2 b )  das 
thermodynamisch bevorzugte Produkt. 

Ein unmittelbar nach Auflosen von kristallinem ( 2 a )  in 
CDC13 aufgenommenes 'H-NMR-Spektrum zeigte drei gleich 
intensive AB-Systeme (tAl =4.67, TB] = 5.50, J A I B ,  = 16.4 Hz; 

JA3B3= 15.8 Hz) der benzylischen M e t h y l e n p r ~ t o n e n ~ ~ ~ .  Bei ei- 
nem ahnlichen Experiment rnit (2 b )  wurde nur ein AB-System 
beobachtet (~,=3.96, T ~ =  5.32, JAB= 14.4 Hz): Bei Raumtem- 
peratur stellt sich in CDC13 langsam ein Gleichgewicht ein 
[ ( 2 a )  : ( 2 b )  = 41 : 591. 

F p =  177-179°C). 

179°C; ~Al=5.00, T~1=5.54, JA1B1= 14.7Hz; T~2=5.17, 

T~2=4.93, T ~ 2 ~ 5 . 3 4 ,  JAZBZ=13.8 HZ; TA3=5 .04 ,  TB3=5.39, 

(8),  Helix ( 9 ) ,  Propel ler  

Die Spektren von (2a) und (2 b )  lassen auf zwei nicht-plana- 
re Konformationen schlieaen, die Helix (H) (8) rnit C1-Sym- 
metrie und den Propeller (P) (9) rnit C3-Symmetrie, die durch 
Torsion um die Ar-N(CH ZC6H 5)- und Ar-CO-Einfachbin- 
dungen der trans-Amidgruppen ineinander ubergehen. Bei der 
gegenseitigen Umwandlung der H- (8) und der P-Konforma- 
tion (9) und ihrer Enantiomere H* und P* stellt sich folgendes 
Gleichgewicht ein: P+H+H*+P*. 

Aus den Spektren folgt, da13 (2a) und die Helix (8) sowie 
( 2 b )  und der Propeller (9) einander zugeordnet werden k6n- 
nen. Die Gleichgewichtseinstellung wurde H-NMR-spektro- 
skopisch durch Me~sungl'~ der relativen Intensitat der Benzyl- 
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