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Im menschlichen Korper ist das Nervensystem eines der Ziele intensiver
Forschungsanstrengungen. Ein wichtiges Forschungsobjekt sind hierbei die
Neurotransmitter. Dies sind chemische Substanzen, die an den Synapsen des ZNS eine
Erregung oder Hemmung vermitteln. Werden sie aus den prédsynaptischen Vesikeln
freigesetzt, diffundieren sie durch den synaptischen Spalt zur postsynaptischen Membran
und bewirken dort iiber postsynaptische Rezeptoren eine Potential- oder
Permeabilitidtsdnderung. In den letzten Jahren gelang es, Veridnderungen im Bereich der
Neurotransmission im menschlichen Gehirn Krankheiten des Zentralen Nervensystems
(ZNS) zuzuordnen. Im Laufe der Zeit ergab sich bei den Untersuchungen der
Krankheiten, dass hédufig nicht nur ein Transmittersystem bei der Krankheit involviert ist,
sondern dass die Systeme sich untereinander beeinflussen, wechselwirken und es notig
ist, das Augenmerk verstidrkt auch auf diesen Aspekt des Zusammenspiels zu lenken.
Durch Beeinflussung dieser Interaktionen ist es heutzutage moglich, manche
Krankheitsverldufe zu mildern und Therapieansitze zu entwickeln.

Ein wichtiges System ist hierbei das Serotoninsystem. Es ist Angriffspunkt zahlreicher
Medikamentenklassen. Insbesondere Antidepressiva vermitteln thre Wirkung zu einem
grossen Teil iiber eine Beeinflussung des Serotoninsystems. Dazu zéhlen trizyklische
Antidepressiva, selektive Serotonin-Wiederaufnahme-Hemmer (SSRI) oder Hemmer der

Monoaminoxidasen (MAO).

1.1. Aufbau und Bedeutung des serotonergen Systems

Man unterscheidet bei den serotonergen Kernen im Gehirn eine rostrale und eine caudale
Kerngruppe im Hirnstamm. Zu der rostralen Gruppe zidhlen der Nucleus centralis
superior, der Nucleus raphe dorsalis und der Nucleus prosupralemniscus, wihrend
folgende Kerne zur caudalen Gruppe zéhlen: der Nucleus raphe obscurus, der Nucleus

raphe pallidus, der Nucleus raphe magnus und der Nucleus raphe ventricularis.



Desweiteren wurden serotonerge Zellkorper im Nucleus reticularis lateralis und Nucleus

paragigantocellularis lateralis nachgewiesen (Azmitia, 1987).
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Abb.1 Projektion der serotonergen Neurone in verschiedene Regionen des Gehirns
(C-Nucleus caudatus, P-Putamen, T-Thalamus, Ht-Hypothalamus,
Hc-Hippocampus, Ad-Adenohypophyse)

Von diesen Ursprungskernen projizieren die serotonergen Neurone sowohl in fast das
gesamte Gehirn (Abb.1) als auch in das Riickenmark. Aus den Kerngebieten der

rostralen Gruppe stammen vor allem Projektionen in andere Gebiete des Gehirns, so



zum Beispiel zu Thalamus, Hypothalamus (dort vor allem im Gyrus dentatus),
Trochleariskern, Substantia nigra, Nucleus caudatus, Nucleus accumbens, Putamen,
Amygdala und in den Bereich des Frontal- und Temporallappens. Dabei wird deutlich,
dass vor allem im Limbischen System und in sensorischen Arealen serotonerge
Projektionen zu finden sind. Die aufsteigenden Bahnen zum Vorderhirn laufen im
Bereich des Aquidukts und des Fasciculus longitudinalis medialis.

Im Hirnstamm gibt es Verbindungen zu den Trigeminuskernen, zu Nucleus hypoglossus
und dem dorsalen motorischen Vaguskern. Im Riickenmark findet man serotonerge
Projektionen in der Substantia gelatinosa, die dem Nucleus raphe magnus zugeschrieben
werden und um die motorischen Kerne des Vorderhorns. Uber die Substantia gelatinosa
konnen hierbei durch die serotonergen Bahnen Beeinflussungen der Schmerzafferenzen
tiber Interneurone stattfinden. Die Projektionen ins Riickenmark werden den Neuronen
aus der caudalen Kerngruppe zugeschrieben.

Weiterhin gibt es absteigende Bahnen, die von den Kernen der caudalen Gruppe
ausgehen, die nahe aber entgegen dem Tractus spinoolivaris und dem Tractus
spinothalamicus verlaufen. Ausserdem projizieren die serotonergen Kerngebiete auch

untereinander.

Schon fiir die Entwicklung des menschlichen Gehirns spielt Serotonin eine grosse Rolle.
Es nimmt FEinfluss auf die Zellproliferation, die Wanderung der Zellen und ihre
Differenzierung (Lauder, 1990,1993).

Das serotonerge System beeinflusst auch andere Transmittersyteme. So kann die
Freisetzung von Acetylcholin iiber verschiedene Serotoninrezeptoren gefordert oder
gehemmt werden, in gleichem Masse trifft das fiir Noradrenalin, Dopamin, Adenosin,
GABA oder Glutamat zu. Zum Beispiel wird iiber den 5-HT,c-Rezeptor die Dopamin-
und Noradrenalinfreisetzung gehemmt, wihrend iiber den 5-HTs-Rezeptor die
Dopaminfreisetzung beziehungsweise iiber den 5-HT,s-Rezeptor die
Noradrenalinfreisetzung gefordert wird (Barnes und Sharp, 1999). Serotonin erfiillt
damit eine neuromodulatorische Steuerungsfunktion. Hieriiber beeinflusst das

serotonerge System viele physiologische Funktionen.



Im erwachsenen Gehirn nimmt Serotonin Einfluss auf zahlreiche Bereiche unseres
tidglichen Lebens, wie Nahrungsaufnahme, Schlaf oder sexuelle Aktivitdt. Die motorische
Aktivitdit des Menschen, sowie das Denkvermdgen und emotionale Zustdnde wie
Angstlichkeit oder allgemein die Stimmungslage, Schmerzempfinden oder circadiane und
neuroendokrine Funktionen stehen ebenfalls unter dessen Einfluss (Lesch et al., 1996;
Lesch und Mossner, 1998). Ein Beispiel hierfiir ist die ACTH- und Prolactinfreisetzung
tiber 5-HTs-Rezeptoren (Barnes und Sharp, 1999).

So zahlreich wie die Einfliisse des Serotonins, so zahlreich sind auch die Rezeptoren. Es
existieren mindestens 14 verschiedene Rezeptoren. Allerdings gibt es nur einen einzigen
Transporter, der Serotonin aus dem synaptischen Spalt wieder in die Nervenendigung
aufnehmen kann, womit er eine sehr bedeutende Stellung in der Regulation der
Serotoninwirkung einnimmt. Der Serotonin-Transporter (5-HTT) transportiert Serotonin
aus dem synaptischen Spalt zuriick in die Nervenendigung und regelt damit die
Wirkdauer des Serotonins an der postsynaptischen Membran (Blakely et al., 1994; Uhl
und Johnson, 1994; Lesch et al., 1997). Der 5-HTT ist andererseits Angriffsort von
Antidepressiva oder Anorexie-Medikamenten, wie auch von Drogen, als Beispiel sei
MDMA (Methylendioxymethamphetamin, ,Ecstasy*) genannt (Lesch und Modssner
1998).

Das menschliche 5-HTT-Gen befindet sich auf dem Chromosom 17. Es ist aus 14 Exons
aufgebaut, die etwa 35 kb umfassen. Vor dem Exon 1 befindet sich eine Promotorregion,
die die Transkription des 5-HTT-Gens steuert. Diese Promotorregion wiederum wird
durch eine polymorphe Region innerhalb des Promotors beeinflusst, welche im folgenden

noch beschrieben wird.

Auf der anderen Seite hat das Serotoninsystem auch grosse Bedeutung im
Zusammenhang mit verschiedensten Krankheitsbildern. So sind insbesondere affektive
Storungen, schizophrene Psychosen und suizidale Syndrome mit dem 5-HT-System in
Verbindung gebracht worden.

Veridnderungen in der Regulation des Serotoninsystems konnen dariiber hinaus mit

Alkoholismus, Drogenabusus und Angsterkrankungen in Verbindung stehen (Lesch et



al., 1993a, 1993b, 1994, 1996; Owens und Nemeroff, 1994: Murphy et al., 1996;
Vanhoutte et al., 1993). Auch hier hatten Untersuchungen des 5-HTT Erfolg.

In der erwihnten Studie von Owens und Nemeroff wird der Zusammenhang von 5-HT
und Depression verdeutlicht. So war der 5-HT-Gehalt im Gehirn verstorbener
depressiver Patienten vermindert, in gleicher Weise die Konzentration an 5-HTT und im
Liquor der Hauptmetabolit 5-Hydroxyindolessigsdure. Medikamente, die die
Konzentration an 5-HT vermindern, vor allem Antidepressiva, konnen Symptome der
Depression auslosen.

In diesem Zusammenhang muss man der Entdeckung einer Allel-Variation im Gen fiir

den Serotonintransporter grosse Bedeutung zumessen (Heils et al., 1996).

1.1.1. Eine Variation im Gen des Serotonin-Transporters

Die Transkription des menschlichen 5S-HTT wird durch die sogenannte 5-HTTLPR (5-
HTT gene-linked polymorphic region) beeinflusst. Dies ist ein Abschnitt des Gens, der
1kb vor (upstream) der Stelle des Transkriptionsbeginns liegt (Abb.2). Die S-HTTLPR
existiert dabei hauptséchlich in zwei Allelvarianten, der langen-(1)-Form oder der kurzen-
(s)-Form. Die 1-Form zeigt dabei 16 repeat units, also sich wiederholende Sequenzen,
wihrend die s-Form 14 repeat units aufweist. Menschen, die die Allelvariante 11
aufweisen, warten mit einer hoheren Menge an 5S-HTT-mRNA in ihren Zellen auf, als
Menschen, die ein oder zwei s-Allele besitzen (gemessen in Zelllinien von
Lymphoblasten) und bei ihnen 148t sich eine stirkere 5-HT-Aufnahme und damit erhohte
funktionale Aktivitit des serotonergen Systems, nachweisen. Auch fiir das menschliche
Gehirn sind diese Verhiltnisse bekannt (Little et al., 1998; Heinz et al, 2000).

In zahlreichen Untersuchungen wurde folgend die Assoziation der Allelvariationen mit
verschiedenen Erkrankungen, Angstlichkeit und Depression betreffend, belegt, mit dem
Ergebnis, dass in vielen Fillen die Erkrankung gehéduft mit der s-Variante der 5-HTTLPR
in Verbindung steht (Lesch et al., 1996; Ball et al., 1997; Ebstein et al., 1997, 1998;
Evans et al., 1997; Nakamura et al., 1997, Mann et al., 2000).
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Abb.2 Regulation der 5-HTT-Transkription durch einen Genabschnitt innerhalb der
Promotorregion (5-HTTLPR)

Zu den 5-HTTLPR-assoziierten Erkrankungen gehoren die Depression, die manisch-
depressive Erkrankung, Halluzinationen und Morbus Alzheimer.

In anderen Studien wurde der Zusammenhang mit Autismus untersucht. Dabei fallen die
Betroffenen durch Schwierigkeiten beim Aufbau sozialer Kontakte oder durch das

Ausfithren von sich immer wiederholenden Bewegungen auf. Auch dabei konnte eine



Verbindung zum 5-HTT und zur Allel-Variation der 5S-HTTLPR (Klauck et al., 1997;
Collier et al., 1996; Cook et al., 1997) dargestellt werden. Dabei werden in den Studien
von Collier und Cook gegenlidufige Ergebnisse prisentiert, was die Assoziation mit dem
langen oder kurzen Allel der 5-HTTLPR betrifft, was auf die Auswahl der
Patientenkollektive zuriickgefiihrt wird. Bekannt ist, dass bei Patienten mit infantilem
Autismus die intrazelluliren Serotoninspiegel erhoht waren und S5-HT-reuptake-
Hemmer die Symptome mildern konnen, was fiir eine Erhohung der Expression von 5-
HTT bei Patienten mit infantilem Autismus und damit eher fiir die 1-Allelvariante

spréche.

Auch der Spittyp der Alzheimererkrankung, bei der auch serotonerge Neurone von der
Zerstorung betroffen sind (Mossner et al., 2000a), ist mit einer Reduktion an 5S-HTT und
mit einer erhohten Frequenz an s-Allelen der 5-HTTLPR vergesellschaftet. Es scheint
also so, dass das s-Allel einen Risikofaktor fiir diese Erkrankung darstellt (Li et al.,
1997).

In weiteren Studien (Sander et al., 1997; Lichtermann et al., 2000) wurde schliesslich
auch eine Verbindung von Variationen der S-HTTLPR mit Alkoholismus festgestellt. In
der untersuchten Population trat bei Alkoholabhingigkeit gehduft eine homozygote

Allel-Konstellation an s-Allelen der 5-HTTLPR auf.

1.1.2. Die Monoaminoxidasen

Eine andere Beeinflussung des serotonergen Systems betrifft die Monoaminoxidasen.
Diese Enzyme sind fiir die oxidative Desaminierung verschiedener biogener Amine
verantwortlich. Sie befinden sich in der #dusseren mitochondrialen Membran. Man
unterscheidet zwei Formen, MAOA und MAOB, die beide auf dem X-Chromosom
kodiert werden (Shih, 1991; Kochersberger et al., 1986). Die MAOA zeigt eine hohere
Affinitédt fir Serotonin (5-HT) und Noradrenalin (NA), die MAOB fiir Phenylethylamin
(PEA). Dopamin ist Substrat fiir beide Enzyme. Die meisten Gewebe zeigen beide

Enzyme, in anderen Geweben findet man bevorzugt ein Enzym. So zeigt die



menschliche Plazenta und Fibroblasten bevorzugt die MAOA, wihrend Thrombozyten
und Lymphozyten nur MAOB aufweisen. Auch im Verdauungstrakt ist die
vorherrschende MAO die A-Isoform (Youdim und Riederer, 1993). Im Gehirn wurden
hohe Konzentrationen an MAOA im Bereich des periaquédduktalen Graus, der Substantia
nigra (Pars compacta) und dem Locus coeruleus gemessen, die MAOB fand man vor
allem in Ependymzellen, der polymorphen Schicht des Gyrus dentatus, der dorsalen
Raphe und der Substantia nigra (Pars reticulata) (Saura et al., 1992). Die A-Isoform der
MAO wurde sowohl intra- als auch extraneuronal (glial) nachgewiesen, die MAOB
vorwiegend extraneuronal, vor allem glial, in Makrophagen und Astrozyten (Youdim und
Riederer, 1993). Die MAOA findet man vorwiegend in catecholaminergen Neuronen, die
MAOB herrscht in serotonergen und histaminergen Neuronen und Gliazellen vor (Jahng

et al., 1997; Luque et al., 1995, Saura et al., 1994a und b).

Bei den Minnern einer holldndischen Familie fiel eine stark erhohte Aggressivitit,
verbunden mit einem Defekt der MAOA auf (Brunner et al., 1993a,b). In jener Familie
waren nur Ménner betroffen, die fiir die X-chromosomal kodierte MAO hemizygot sind.
Sie zeigten neben der gesteigerten Aggressivitit eine geistige Behinderung und ein
abnormes Verhalten. Bei der chromosomalen Untersuchung wurde dann auf dem X-
Chromosom ein Defekt festgestellt, der die Loci fiir die MAOA und MAOB betraf. Im
achten Exon der MAOA findet man an Position 936 eine Punktmutation von Cytosin zu
Thymin, was zu einem Stopcodon fiihrt, wihrend die MAOB intakt war. Ob allein dieser
Defekt fiir das abnorme Verhalten verantwortlich ist, wird diskutiert, da Aggressivitit
auch bei vielen anderen Erkrankungen und Defekten vorkommt, und auch bei jener
Familie multiple Einflussfaktoren bestehen kdnnten.

Das komplette Fehlen beider MAO-Enzyme bedingt eine schwere geistige Retardierung
und das Norrie-Syndrom (siehe unten). Bei isoliertem Defekt der MAOB zeigten sich
keinerlei Verdnderungen von geistiger Leistungsfdhigkeit oder Verhaltensstdrungen

(Lenders et al., 1996).

Der Einfluss der Monoaminoxidasen wird in Verbindung mit dem Norrie-Syndrom

diskutiert. Diese X-chromosomal rezessive Erkrankung geht mit geistiger Retardierung,



Schwerhorigkeit und Blindheit, aufgrund Dysplasie der Retina und Bulbusatrophie,
einher (Warburg, 1966; Berger et al., 1992; Sims et al., 1989). Das Gen, das bei der
Norrie-Erkrankung betroffen ist, befindet sich nahe den Genen der Monoaminoxidasen,
und es wurde beobachtet, dass bei Patienten mit einer atypischen Form dieser
Erkrankung auch die Gene fir die Monoaminoxidasen hdufig fehlen (Sims, 1989;
Lenders et al., 1996).

Bei den Patienten mit der atypischen Form der Norrie-Erkrankung kommt es neben den
oben genannten Symptomen und einer ausgeprégteren geistigen Retardierung zusitzlich
zu Psychosen, Entwicklungsstorungen, einem Verhalten, das autistische Ziige trdgt, zu
Krampfanfillen und verinderten Funktionen des peripheren autonomen Nervensystems
(Collins et al., 1992). Allerdings lassen sich die bei der atypischen Norrie-Erkrankung

auftretenden Symptome nicht eindeutig den Defekten der Monoaminoxidasen zuordnen.

Desweiteren werden  verschiedene = MAOA-Polymorphismen mit  gesteigerter
Aggressivitdt, Panik- und Verhaltensstorungen und Sucht in Verbindung gebracht. So
wurde beispielsweise die Hiufigkeit von Allelen mit unterschiedlicher Anzahl an
Dinukleotid-Wiederholungen ([CA],-repeats) bei alkoholabhingigen und Kontroll-
Patienten untersucht (Parsian et al., 1995). Der untersuchte Polymorphismus befindet
sich nahe dem zweiten Exon des MAOA-Gens. Es wurden sieben verschiedene Allele
gefunden mit 112-126 Basenpaaren (Black et al., 1991). Dabei ist das Allel 6 bei
Alkoholkranken stark iiberreprisentiert gegeniiber den Kontrollen.

Die Mutation (C—T) in Exon 8 bei den Minnern einer hollindischen Familie wurde oben
schon beschrieben (Brunner et al., 1993a,b).

Auch in der Promotorregion des MAOA-Gens gibt es Polymorphismen, wobei im
Hinblick darauf Patienten mit Panikstorungen untersucht wurden (Deckert et al., 1999).
Fiir diesen Polymorphismus wurden vier Allele ermittelt mit drei, vier beziehungsweise
fiinf mal 30 Basenpaaren, die sich wiederholten (Allel 3,4,5). Ein weiteres Allel enthielt
die 30bp-Wiederholungen ebenfalls dreimal plus eine 18bp-Sequenz, die sich der dritten
Wiederholung anschloss (Allel 3a). Die Allele 3a, 4 und 5 zéhlt man zur ,langen‘-
Allelgruppe (1), das Allel 3 und das, in einer Gruppe italienischer Patienten ermittelte,

Allel 2 zur ,kurzen“-Allelgruppe (s). Die 1-Gruppe zeigt eine hohere Promotoraktivitit



und damit eine erhohte MAOA-AKktivitit, als die s-Gruppe. Die oben erwéhnten Studie
(Deckert et al. 1999) ergab ein verstéarktes Auftreten der 1-Gruppe bei Patientinnen mit
Panikstorungen im Vergleich zu den Kontrollpersonen. Den gleichen Polymorphismus
untersuchte man auch im Hinblick auf das Auftreten bei alkoholabhéngigen Patienten mit
antisozialen Verhaltensauffilligkeiten (Samochowiec et al., 1999). Diese Patienten
weisen ein gehiduftes Auftreten des Allels 3 aus der oben erwéhnten s-Gruppe auf, das
eine verminderte Promotoraktivitdt bedingt. Bei Alkoholkranken ohne dieses Verhalten
ergaben sich keine Unterschiede zu den Kontrollpersonen.

Weiterhin wird die manisch-depressive Erkrankung mit MAOA-Polymorphismen in
Verbindung gebracht, wobei es hierzu Studien mit unterschiedlichen Ergebnissen gibt.
So geht aus einer Studie von Lim et al. (1995) eine Verbindung der manisch-
depressiven Erkrankung mit der bei Parsian et al. (1995) beschriebenen (CA),-
Wiederholung in Intron 2 und einer 23bp VNTR (variable tandem-repeat) in Intron 1
(Hinds et al., 1992) hervor. Der Fnu4HI RFLP (Restriktionslangenpolymorphismus)
basiert auf einem T-zu-G-Basenaustausch an Position 941 (Hotamisligil und Breakfield,
1991).

Die VNTR in Intron 1 (Hinds et al., 1992; Gade et al., 1998) besteht aus einer
unterschiedlichen Anzahl an Wiederholungen von GT-Dinukleotiden und des 23bp-
VNTR-Motivs. Dieser Polymorphismus wurde auch in Verbindung mit Symptomen des
Tourette-Syndroms (u.a. Hyperaktivitdt, Impulsivitit, Tics) und Drogenabusus
untersucht (Gade et al, 1998). Dabei findet man die jeweiligen Symptome in
Korrelation mit grosseren Allellingen. Die Allellingen liegen zwischen 299 und 339
Basenpaaren. Allele mit hoher Zahl an Basenpaaren gehen dabei mit niedrigeren
MAOA-AKktivitdten einher als Allele mit weniger Basenpaaren.

Craddock et al. (1995) fand keine Assoziation mit der (CA),-Wiederholung oder der
VNTR in Intron 1. Rubinsztein et al. (1996) fiihrte eine Assoziation mit der (CA),-
Wiederholung an. Ausserdem wurden Punktmutationen der MAOA in Exon 8
(Hotamisligil und Breakfield, 1991) und Exon 14 (Camarena et al., 1998) beschrieben,
die mit einer erniedrigten MAOA-AKktivitédt einhergehen. In manchen Studien (Craddock
et al., 1995; Camarena et al., 1998), nicht jedoch in anderen (Rubinsztein et al., 1996)

fand sich eine Assoziation mit manisch-depressiver Erkrankung.



Damit Erkrankungen, die mit den Monoaminoxidasen in Verbindung gebracht werden,
niher erforscht werden konnen, wurden Tiermodelle etabliert. Mittels homologer
Rekombination, ist es moglich, Gene, deren Funktion bei entsprechenden Erkrankungen
beeintrichtigt ist, auszuschalten (sieche Kapitel 1.4.). Solche Tiermodelle nennt man
demzufolge auch ,knockout*

Mit den MAOA-Knockouts, den Mdiusen, die als Tiermodell fiir diese Forschungen
dienen, wurde gezeigt, dass eine eingeschrinkte oder fehlende Aktivitit der MAOA
grossen Einfluss auf die Verteilung des Serotonins hat. Man findet in solchen Tieren
erhohte Serotoninkonzentrationen an recht untypischen Orten wéhrend der embryonalen
und postnatalen Entwicklung, so zum Beispiel im Bereich des Hirnstamms (der
Substantia nigra, Locus coeruleus und subcoeruleus, ventrales Tegmentum), des
Diencephalons (vordere Kerngruppe des Hypothalamus mit den Nuclei supraopticus,
suprachiasmaticus, praeopticus und paraventricularis), und im Bereich des
Telencephalons (Nucleus reticularis, Thalamocorticale Verbindungen, Capsula interna,

Hippocampus, Amygdala, Corpus callosum, Cingulum) (Cases et al., 1995,1998).

Auch fiir Untersuchungen des 5-HTT wurden Tiermodelle geschaffen. Durch homologe
Rekombination stehen uns 5-HTT-Knockout-Méuse zur Verfiigung (Bengel et al.,
1998). Ein Teil des Gens fiir den 5-HTT, welches auch das Exon 2 enthielt, wurde durch
eine Sequenz ersetzt, die eine Resistenz gegen Neomycin vermittelt.. Das Exon 2 des 5-
HTT enthilt unter anderem das Startcodon, so dass im Ergebnis Tiere entstanden, die
heterozygot fiir den 5-HTT waren. Durch Kreuzung dieser Tiere erhielt man homozygot
kranke Tiere. Bei deren Untersuchung fillt auf, dass “H-markiertes 5-HT nicht
aufgenommen wird. In verschiedenen Hirnregionen, wie beispielsweise dem
Hirnstamm, dem frontalen Cortex, Hippocampus oder Striatum, findet man niedrigere

Konzentrationen an 5-HT.

Der Gedanke, der dieser Arbeit zugrunde liegt, betrifft den Einfluss anderer Transmitter-
Systeme oder die Verdnderung jener Systeme im Gehirn von Méusen mit Defekten auf

dem Gebiet des Serotonins (5-HT). Wir stellten uns das Ziel, in Knockout-M4ausen, die



solche Defekte aufwiesen, die Auswirkung auf  verschiedene Adenosin- und
Glutamatrezeptoren zu untersuchen.

Die Beeinflussung des Serotonin-Systems wollten wir dabei durch die Verwendung von
Miusen mit zwei verschiedenen Verdnderungen erreichen. Einmal untersuchten wir
Tiere mit einem Defekt des Gens fiir das Enzym MAOA, das den Abbau der
Monoamine (z.B. 5-HT) vermittelt, und Méuse mit einer Doppelausschaltung von
MAOA und dem Serotonintransporter (5-HTT). Diese Méduse konnen 5-HT auch nicht
aus dem synaptischen Spalt wiederaufnehmen. Man erhélt solche Tiere durch Kreuzung
von MAOA-Knockout-Miusen und S5-HTT-Knockout-Mdusen. Als dritte Gruppe
stellten wir den Knockout-Miusen Wildtyptiere gegeniiber. Weiterhin verglichen wir fiir
bestimmte Rezeptoren Méuse die entweder heterozygot oder homozygot den Defekt des

S5-HTT besaBlen, und in deren Fall wir Erscheinungen im Alter untersuchten.

Dass 5-HT Auswirkungen auf andere Transmittersysteme haben kann, ist bereits
bekannt. Ein Beispiel dafiir stellt eine Arbeit iiber die Wirkung von 5-HT auf Neurone
im Cingulum des Ratten-Cortex dar (Tanaka und North, 1993).

Darin wird beschrieben, dass 5-HT prédsynaptisch die Freisetzung von Glutamat
hemmen kann.

Auf der anderen Seite sorgt Glutamat in mehreren Regionen des Gehirn fiir eine
Freisetzung von Neurotransmittern (Pittaluga et al., 1997). An den terminalen Axonen
von noradrenergen, serotonergen, cholinergen, GABAergen und glutamatergen
Neuronen befinden sich Non-NMDA-Rezeptoren, das heilt AMPA- und Kainat-
Rezeptoren, iiber die die Ausschiittung der entsprechenden Neurotransmitter stimuliert

werden kann.

1.2. Bedeutung des Glutamat-Systems

1.2.1. Physiologische Bedeutung

Der exzitatorische Neurotransmitter Glutamat ist seit Anfang der 50er Jahre bekannt

(Hayashi, 1952; Curtis und Watkins, 1960). Die Freisetzung von Glutamat in die



Synapse ist dabei nicht nur von priasynaptischen Glutamatrezeptoren abhéngig, sondern
ebenso auch von cholinergen, Adenosin(A;)-, GABAergen, k-Opioid- und anderen
Rezeptoren- ein weiteres Beispiel fiir die Vernetzung der Transmittersysteme (Meldrum,

1998).

In den 70er Jahren wurde bekannt, dass es drei Gruppen von ionotropen
Glutamatrezeptoren gibt, die nach ihren Liganden in AMPA, Kainat und NMDA-
Rezeptoren unterteilt werden. Diese konnten in der Folgezeit weiter untersucht werden
und sind mittlerweile in ihrer Struktur und Lokalisation bekannt (Hollmann et al., 1989;
Keinanen et al.,, 1990; Laurie et al., 1997). Daneben existieren auch metabotrope
Glutamatrezeptoren, deren Signaliibertragung G-Protein-gekoppelt ist (Ubersicht in

Conn and Pin, 1997).

An Glutamat-Transportern unterscheidet man ebenfalls verschiedene Arten, einmal die
tiberwiegend mit Glia assoziierten GLAST (glial glutamate and aspartate transporter)
und GLT (glial glutamate transporter), die auch als EAAT1 und 2 (excitatory amino acid
transporter) bezeichnet werden, und die iiberwiegend neuronal lokalisierten EAAT3
(EAACI, excitatory amino acid carrier), EAAT4 und 5, wobei alle Na™-abhingig sind
(Seal und Amara, 1999).

Rezeptoren des glutamatergen Systems sind iiber das gesamte ZNS verteilt, mit
besonders hoher Konzentration in Hippocampus, Grosshirncortex und Thalamus
(Mugnaini et al., 1996; Balcar et al., 1994). Die Bedeutung dieses Systems ist ebenfalls
sehr komplex.

In der Entwicklung des ZNS hat Glutamat iiber NMDA-Rezeptoren Einfluss auf die
Migration der Nervenzellen (Komuro und Rakic, 1993). Weiterhin wird die
Zelldifferenzierung sowie der Zellstoffwechsel der Neuronen beeinflusst (Hack und
Balazs, 1994; Yano et al., 1998)

Um das Glutamatsystem differenziert zu betrachten, war es notig, spezifische Liganden
fir die NMDA-Rezeptoren und die Non-NMDA-Rezeptoren zu benutzen. Fiir die
NMDA-Rezeptoren wurde der selektive Antagonist CGP39653 verwendet. Desweiteren



untersuchten wir mit Hilfe von [H]-Kainat und ["H]-AMPA die Rezeptorendichte der
Non-NMDA-Rezeptoren. Auch diese treten in hoher Dichte in Neocortex und

Hippocampus auf, weiterhin im Putamen (Balcar et al., 1994).

1.2.2. Glutamat und klinische Bedeutung

Glutamat kann aber auch neurotoxisch wirken iiber AMPA-, Kainat- und zum Teil iiber
metabotrope Rezeptoren. Dabei wurde beobachtet, dass auch die Zellschiden und
Zelldegeneration nach epileptischen Anféllen oder nach einer cerebralen Ischimie zum
Teil Glutamatrezeptor-vermittelt sind (Fisher et al., 1984; Gaiarsa et al., 1994).

Das Prinzip der Neuro- oder Excitotoxizitdt erkldrt man sich so, dass endogenes
Glutamat iiber AMPA-, NMDA- und wahrscheinlich mGluR1-Rezeptoren zu einem
starken Einstrom von Natriumionen und Calciumionen und damit intrazelluldr zu einem
Ungleichgewicht fiihrt. Durch die hohere intrazellulire Konzentration an Calciumionen
kommt es verstirkt zur Aktivierung von Enzymen, wie zum Beispiel Proteasen,
Phospholipasen, Stickstoffmonoxid-Synthetase oder Endonukleasen. Diese Enzyme
fiihren zum Zelltod (Meldrum und Garthwaith, 1990).

In den verschiedenen Formen der Epilepsie ist wiederholt ein Einfluss von
Glutamatrezeptoren aufgefallen. Dabei werden die epileptogenen Tendenzen durch
Aktivierung von sowohl NMDA- als auch Non-NMDA-Rezeptoren ausgelost.
Antagonisten an NMDA- und Non-NMDA-Rezeptoren sind auch erwiesenermassen
wirksame Antiepileptika, was bis jetzt allerdings fiir spezifische Glutamat-Antagonisten
nur an Tiermodellen etabliert wurde (Meldrum, 1990; Rogawski, 1992; Chapman,
2000)

In diesem Zusammenhang wurden auch Verdnderungen des glutamatergen Systems in
transgenen Maiusen untersucht. Bei Miusen beispielsweise, bei welchen eine
Untereinheit des AMPA-Rezeptors, GluR2, fehlt, kann man frithzeitig Epilepsien
beobachten. Jene Untereinheit blockiert normalerweise den Calciumeinstrom iiber die

AMPA-Rezeptoren an den Neuronen. Bei Ausfall der Untereinheit erhoht sich der



Calciumgehalt in den Neuronen drastisch, korrespondierend mit der epileptischen
Aktivitdt (Brusa et al., 1995; Meldrum und Chapman, 1999). Verinderungen, die
Untereinheit GluR2 betreffend, wurden auch in humanen Hippocampusschnitten von

Epilepsiepatienten gefunden (Grigorenko et al., 1997).

Auf der anderen Seite wurden auch die Glutamat-Transporter, die fiir die
Wiederaufnahme der Transmitter verantwortlich sind, untersucht. Transgene Méuse mit
einem Knockout des glialen Glutamat-Transporters GLT-1 zeigen beispielsweise

spontan epileptische Aktivitdten (Tanaka, 1997).

1.3. Adenosin-Rezeptoren

1.3.1 Adenosinrezeptoren und Lokalisation

In zahlreichen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass auch das Adenosinsystem
als Neuromodulator einen weitreichenden Einfluss auf die Regulation anderer
Transmitter besitzt. Adenosin beeinfluBt zum Beispiel die Konzentration von
Neurotransmittern im synaptischen Spalt und damit die synaptische Signaliibertragung
durch die Blockade der Freisetzung der Neurotransmitter (Poli et al., 1991; Ribeiro,
1991). Es wurden Einfliisse auf die Freisetzung von Acetylcholin (Pedata et al., 1983),
Serotonin (Harms et al., 1979), Dopamin, GABA und Glutamat (Dolphin und Archer,
1983) beschrieben. Desweiteren wird auch ein Einfluss von Adenosin auf die cerebrale
Durchblutung beschrieben (Phillis and Wu, 1981). Adenosin oder Adenosinagonisten
vermittelten in Tierexperimenten eine Depression der motorischen Aktivitit und eine
dosisabhiingige positive oder negative Beeinflussung des Schlafes (Radulovacki et al.,

1984).

Man unterteilt die Adenosinrezeptoren in drei Gruppen, A;, A, und As-Rezeptoren,

wobei man noch zwischen A;, und A,g unterscheidet, welche alle iiber G-Proteine ihre



Wirkung erreichen. A; und Aj inhibieren dabei die Adenylatcyclase, iiber A,-Rezeptoren
wird sie stimuliert (Stiles, 1992).

Adenosinrezeptoren sind in sehr vielen Geweben des Korpers lokalisiert.

Im menschlichen Gehirn wurden A;-Rezeptoren immunhistochemisch mit Hilfe von
Antikorpern gegen A,-Rezeptoren im cerebralen Cortex (Schichten II-VI, vor allem
Pyramidenzellen der Schicht V) nachgewiesen (Schindler et al., 2001). Dabei stellen sie
sich sowohl an den Zellkorpern dar, als auch an den Dendriten. Weiterhin kann eine
Bindung der Antikorper an A;-Rezeptoren im Hippocampus nachgewiesen werden, vor
allem im Bereich von CA3. Auch im Kleinhirn sind A;-Rezeptoren im Bereich der
Purkinjezellkdrper und der Dendriten deutlich darzustellen. Im Riickenmark findet man
A;-Rezeptoren verteilt im Hinterhorn und Vorderhorn. Auch in Ganglien des Nervus

trigeminus stellte sich eine Bindung der Antikorper dar.

Bei den Aj-Rezeptoren findet man ein unterschiedliches Verteilungsmuster zwischen
den Asa- und den Asg-Rezeptoren. Die Ass-Rezeptoren befinden sich auf Neuronen,
nicht jedoch auf Gliazellen. Im Nucleus accumbens, Nucleus caudatus, Putamen und
Tuberculum olfactorium sind sie autoradiographisch nachweisbar, durch PCR
(Polymerase-Ketten-Reaktion) in sehr geringem MaBle auch in anderen Regionen des
Gehirns. Asg-Rezeptoren sind glial lokalisiert und weit verbreitet.

Im Cortex wurden A; und A,-Rezeptoren in den Schichten I, IV und VI nachgewiesen.

Wie oben dargelegt, wird die Freisetzung von Serotonin durch Adenosin reguliert. Es
war nun interessant zu untersuchen, inwiefern auch diese A;/A;a-Rezeptoren sich
zwischen den Miusen unterscheiden. Durch den Verlust der MAOA ist bekannt, dass
die Konzentration an 5-HT im Gehirn ansteigt (Cases et al. 1995). Das liess Reaktionen
der  Adenosin-Rezeptoren = vermuten.  Hierfir =~ wurden  autoradiographische

Untersuchungen an A;- und A;s-Rezeptoren durchgefiihrt.



1.3.2. Verinderungen von Adenosinrezeptoren bei Erkrankungen

Die Alzheimersche Erkrankung oder senile Demenz vom Alzheimer Typ ist
charakterisiert durch die Anreicherung von Amyloid-Plaques und Fibrillenverdnderungen,
die in Ganglienzellen und Neuriten stark verdichtet erscheinen. Ausserdem kommt es
zum Verlust von Neuronen, beispielsweise cholinerger Neurone im Bereich des Nucleus
basalis Meynert. Die Patienten leiden an Storungen der Merkfihigkeit und Orientierung,
zeigen Wortfindungsstorungen sind zunehmend nicht mehr in der Lage, alltigliche
Tétigkeiten in Haushalt und sozialem Umfeld auszufiihren.

Die Erkrankung geht mit dem Verlust von verschiedenen Neurotransmitter-Rezeptoren
einher. Auch A;-Rezeptoren sind davon betroffen (Deckert et al., 1998a), deren Dichte
vor allem in Hippocampus und im entorhinalen Cortex verringert ist. Weitere
Rezeptoren, deren Dichte im Hippocampus von Alzheimer-Patienten verringert ist, sind
NMDA- und 5-HT,-Rezeptoren (Jansen et al., 1990). Ein Verlust an A;-Rezeptoren

wurde auch im Nucleus Caudatus und im Putamen gefunden (Ikeda et al., 1993).

Die Chorea Huntington ist eine autosomal-dominante Erkrankung, die auf einen Defekt
auf dem kurzen Arm des Chromosoms 4 (am sogenannten IT15-Genlocus)
zuriickzufiihren ist (HD-collaborative research group 1993). Der Defekt fiihrt zu einer
erhohten Anzahl von Polyglutamin-kodierenden CAG-Triplet-Wiederholungen (mehr als
etwa 40) in einem Gen, das schliesslich als Huntingtin beschrieben werden konnte. Die
Krankheit ist verbunden mit Bewegungsstorungen sowie psychiatrischen Auffilligkeiten
und Verhaltensstorungen. Bei Patienten mit Chorea Huntington wurde eine starke
Abnahme an A,s-Rezeptoren im Bereich des Nucleus caudatus, des Putamen und des
Nucleus accumbens beobachtet (Martinez-Mir et al., 1991). Bekannt ist, dass bei solchen
Patienten eine selektive neuronale Degeneration von kleinen und mittleren GABAergen

Neuronen im Striatum zu finden ist (Martin, 1984). Wahrscheinlich ist auch das



Glutamatsystem involviert, weil Neurone bei Patienten mit Chorea Huntington
gegeniiber den toxischen Effekten von Glutamat anfilliger sind, wobei der Defekt, der zu

dieser Anfilligkeit fithrt, noch nicht bestimmt ist.

Eine verminderte A,a-Aktivitit tritt gehduft bei Patienten mit Panikstorung auf (Deckert
et al.,, 1998b). Bei der Untersuchung der Allele von Patienten und Kontrollen kann an
Position 1083 ein Basenaustausch gefunden werden, bei dem anstatt eines Cytosins ein
Thymin steht. Es treten Genotypen mit 1083 C/C, 1083 C/T oder 1083 T/T auf. Bei
Patienten mit Panikstdrungen findet man hédufiger das 1083T-Allel bzw. den 1083 T/T-
Genotyp, was mit verminderter Ara-Aktivitidt einher geht. Die gleiche Auffilligkeit zeigt
sich auch bei der Untersuchung von Schizophrenie-Patienten. Auch bei diesen tritt das

1083T-Allel gehiduft auf (Deckert et al., 1996).

1.4. Knockout-Miiuse

Einen Quantensprung in der Analyse von Genen stellt die Moglichkeit dar, gezielt Méuse
zu etablieren, die bestimmte Gendefekte aufweisen (Knockouts, Abb.3). Mario Capecchi
und seinen Mitarbeitern gelang es 1984, die erste Knockout-Maus zu generieren. Er
verwendete aus dem Zellmaterial der Blastocyste von Miuseembryonen gewonnene
pluripotente Stammzellen. Diese konnten dann gentechnisch verindert werden. Mittels
homologer Rekombination kann iiber einen Vektor, der das auszuschaltende Gen zum
Beispiel durch ein defektes ersetzt, die gewiinschte Veridnderung erreicht werden. Um
nur die Zellen zu vermehren, die den Vektor wie gewiinscht aufgenommen haben, wurde
das Prinzip der Positiv-Negativ-Selektion entwickelt. Innerhalb der homologen Regionen
an 3”- und 5~ Ende wird dazu zum Beispiel ein Gen mit eingebaut, das eine Resistenz
gegen das Antibiotikum Neomycin vermittelt. Wird das Gen eingebaut, iiberleben diese
Zellen eine Neomycin-Behandlung. Um Zellen zu selektionieren, die unspezifisch, also

nicht das gewiinschte Gen, ausgetauscht haben, wird ausserhalb der homologen



Regionen ein Gen in den Vektor eingebaut, das die virale Thymidinkinase codiert.
Stammzellen, die dann auch dieses Gen enthalten, werden durch Ganciclovir abgetotet.
Die restlichen Zellen, bei denen das Gen wie gewiinscht ausgeschaltet wurde, konnen
nun angereichert werden. Sie werden in eine Blastocyste injiziert und emner weiblichen
Maus implantiert. Die entstehenden Chimédren konnen dann miteinander gekreuzt
werden, so dass Miuse entstehen, die fiir den entsprechenden Defekt homozygot sind. In
unserer Arbeit untersuchten wir sowohl die heterozygoten, als auch die homozygoten

Tiere.
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Fiir unsere Untersuchungen verwendeten wir einmal Wildtyptiere und MAOA-KO-Tiere
auf dem C3H-Tierlinien-Hintergrund (Cases et al. 1995), sowie MAOA/5-HTT-DKO-
Tiere auf einem C3H-C57BL/6-Hintergrund. Die Tiere mit einem Defekt des 5-HTT
wurden auf einem C57BL/6-Hintergrund verwendet, wie bereits von Bengel et al. (1998)

beschrieben.



2. Untersuchungsgut und Methodik

2.1. Material

2.1.1 Chemikalien

Radioligand CGS21680

(2-[p-(2-carbonylethyl)phenylethylamino]-5 -N-ethylcarboxamidoadenosin),
Carboxyethyl-"H(N)

spezifische Aktivitit: 45 Ci/mmol

NEN" Life Science Products, Inc., Boston, USA

Radioligand DPCPX
(1,3-dipropyl-8-cyclopentylxanthin),
8-Dipropyl-2,3-"H(N)

spezifische Aktivitit: 120 Ci/mmol

NEN" Life Science Products, Inc., Boston, USA

Radioligand Kainat,
Vinylidene-"H

spezifische Aktivitit: 58 Ci/mmol
ARC, St.Louis, USA

Radioligand AMPA
(0i-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate),
o-5-methyl-"H

spezifische Aktivitit: 40 Ci/mmol

NEN" Life Science Products, Inc., Boston, USA

Radioligand CGP39653
(DL-(E)-2-amino-4-propyl-5-phosphono-3-pentenoate),



Propyl-2,3-’H

spezifische Aktivitit: 44 Ci/mmol

NEN" Life Science Products, Inc., Boston, USA
Adenosindeaminase (BOERINGER MANNHEIM)

2-Chloroadenosin (SIGMA)

R-PIA (N6-(R-phenylisopropyl)adenosin)
(BOERINGER MANNHEIM)

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (MERCK)

HCl, 25%ige Salzsdure(MERCK)

'H-Standards (AMERSHAM)

Tissue Tek® O.C.T. ®C0mp0und (SAKURA Zoeterwoude/Niederlande)

2.1.2. Geriite

Szintillationszdhler LS 5000 TD (BECKMAN)

pH-Meter pH-DIGI 510 (WTW Weilheim)

Waagen PM300 und AT21 (METTLER)

2.1.3. Reaktions- und Messgefisse

Reaktionstubes Safe Lock 1,5 ml (EPPENDORF)



Messkolben (Fa. SCHOTT)

Mini-Poly-Q Vials (BECKMAN)

Filterplattchen GF/C &2,1cm (WHATMAN)

2.1.4. Materialien zur Filmentwicklung

'H-Standards (AMERSHAM)

Entwickler NeopressHC® (TETENAL)

Fixierer Superﬁx® (TETENAL)

Hyperfilm" -°’H (AMERSHAM International PLC, Buckinghamshire, UK)

2.2. Software/Hardware

MS Excel

NIH Image 1.62 by Wayne Rasband

DeltaGraph® Professional 2.0.2. (DeltaPoint® JInc.)

StatView® 4.02 (ABACUS Concepts, Inc.)

Hitachi KP-C551CCD Camera



2.3. Methoden

2.3.1. Vorbereiten der Objekttriager

Die Glasobjekttriger muBiten vor der Verwendung fiir die Experimente mit Gelatine
beschichtet werden. Hierfir wurden sie fiir 2min in ein Ethanol-Aceton-Gemisch
(Ethanol 99%ig, Aceton 5%ig) getaucht, in destilliertes Wasser und anschliessend etwa
Smin in die Gelatinelosung eingelegt. Fiir diese Losung wurde destilliertes Wasser auf
50°C erhitzt und die Gelatine (Konzentration 5g/1) zugegeben. Nach Abkiihlung auf
30°C wurde Chrom-Kalium-Sulfat (0,25g/1) hinzugefiigt. Die Objekttriger trockneten

danach drei Tage, bevor sie fiir die Experimente benutzt wurden.

2.3.2. Autoradiographie

Die Miusegehirne wurden mit Tissue-Tek® aufgeblockt und mittels Kryostat 20um dicke
Schnitte angefertigt und diese auf die Gelatine-beschichteten Objekttriger aufgebracht.
Diese wurden bei -70°C gelagert. Zur Bestimmung der richtigen Schnittebene wurden bei
Anndherung an die gewiinschte Ebene Schnitte mittels Nissl-Farbung angefdrbt. Nach
einem Smin Bad in Cresylviolett (83ml einer 10%igen Essigsdure auf 1000ml aqua dest.+
0,1% Cresylviolett) und einem kurzen Bad in destilliertem Wasser wurde mit einer
Mischung von 96%igem Ethanol und einigen Tropfen Eisessig entfarbt und die Schnitte
zur Kontrolle mikroskopiert.

Um fiir die Experimente ein optimales Bindungsverhalten der Liganden zu erzielen und
unspezifische Bindungen so niedrig wie moglich zu halten, fiihrten wir fiir jeden
Liganden einige Tage vor dem Hauptversuch Vorversuche durch. Dabei wurden jeweils
zwel Schnitte fiir jeden Vorversuch eingesetzt. Wir variierten die Zeiten fiir die beiden
Waschschritte. Fiir die Auswertung wurden mittels Filterpldttchen Wischproben der
Schnitte genommen und im Szintillationszdhler gemessen. Das beste Verhiltnis von
spezifischer zu unspezifischer Bindung wurde im Hauptversuch verwendet.

Die Autoradiographie-Methode wird exemplarisch fiir den A;s-Rezeptor beschrieben.



Fir die autoradiographische Darstellung des Aja-Rezeptors wurden die Schnitte bei

Raumtemperatur fiir 30min in 150mM Tris-HCI (pH=7,4) préinkubiert, wobei dieser
Puffer 10mM MgCl, und 2U/ml ADA enthielt. Die Inkubation wurde ebenfalls bei

Raumtemperatur fiir 2h mit gleichem Puffer wie bei der Pridinkubation verwendet.

Zusitzlich enthielt der Inkubationsansatz als Radioliganden den Aja-Agonisten
[BH]CGS21680 (Jarwis et al., 1989) in einer Konzentration von 4,5nM. Um die

unspezifischen Bindungen bestimmen zu konnen, wurde ein Reaktionsansatz mit 20uM

Chloroadenosin versetzt. Die Schnitte wurden dann zweimal fiir zwei Sekunden bei 4°C

gewaschen, kurz in 4°C dH,O eingetaucht und mit starkem kalten Luftstrom (Fon)

getrocknet. Dann liessen wir die Schnitte noch eine Nacht trocknen.

Fiir die weiteren Liganden wurde die gleiche Methodik benutzt, mit folgendem Aufbau:

Ligand Rezeptor | Puffer Préinkubation Inkubation Waschen
CGP39653 |NMDA 150mM 30" bei 37°C 10" bei RT 2x2,5°
(10nM) Tris-HCl, bei 4°C

2,5 mM (unspezifische

CaCl,, Bindung

pH 7,6 mit ImM

L-Glutamat)

AMPA AMPA 50mM 307 bei 4°C 120" bei4°C 2x57 7
(20nM) Tris-HCl, bei 4°C

100mM (unspezifische

KSCN Bindung

pH 7,4 mit ImM

L-Glutamat)




Ligand Rezeptor | Puffer Préinkubation Inkubation Waschen
Kainat Kainat 150mM 307 bei 4°C 60" bei 4°C 2x157 7
(5nM) Tris- bei 4°C
Acetat, (unspezifische
pH 7.4 Bindung
mit ImM
L-Glutamat)
DPCPX' A 150mM 30" bei RT 120" bei4°C 2x2°
(2nM) Tris-HCl, bei 4°C
pH 7.4 (Zusatz von (unspezifische
2U/ml ADA) Bindung
mit 20uM
R-PIA)
CGS21680% | Aga 150mM 30" bei RT 120" bei RT 2x2°
(4,5nM) Tris-HCl, bei 4°C
pH 7.4 (Zusatz von (Zusatz von

10mM MgCl,
und 2U/ml ADA)
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Auf die Schnitte wurden anschliessend zusammen mit Tritium-Standards [3H]-sensible
Filme aufgelegt und im Falle von [BH]CGS21680 fir 3 Monaten gelagert. Fiir die
anderen Liganden differierten die Zeiten zwischen einem und sechs Monaten.

Die Filme wurden dann im Fotolabor von Hand entwickelt. Nach einem einminiitigen
Bad im Entwickler wurden die Filme ca. 30sec in ein Wasserbad und danach ca. 3min in
ein Fixierbad gelegt. Nach weiteren 2min haben wir die Filme unter Wasser abgespiilt
und in Wassereimern fiir eine halbe Stunde gelagert. Die letztliche Trocknung fand dann
tiber Nacht statt.

Die exponierten Filme wurden folgend mittels Kamera in das verwendete
Bildbearbeitungsprogramm (NIH Image 1.62 by Wayne Rasband, O” Neill ¢ al. 1989)
eingescannt und von den entsprechenden Regionen die Grauwerte gemessen. Aus den
beiden Seiten jedes Schnittes und jeweils zwei Schnitten eines Tieres ergaben sich vier
Transmissions- (Mess)werte, von denen der Mittelwert gebildet wurde. Mit diesem Wert

erfolgte die Umrechnung in die optische Dichte (OD), mittels folgender Formel:

OD-= -log10 (Transmission/255)

Als néchstes musste eine Standardkurve fiir jeden Film ermittelt werden. Aus den OD-
Werten der Standards (Geary et al. 1985), den jeweils zugehorigen Gewebsédquivalenten
(GA) und einem Korrekturfaktor, der den bisherigen Zerfall des Tritiums beriicksichtigt,
konnte eine solche Standardkurve ermittelt werden (DeltaGraph® Professional 2.0.2.).
Die Kurvenfunktion wurde nun zur weiteren Verarbeitung der OD-Werte der Proben
benutzt. Es konnten so die Gewebsdquivalente der Proben bestimmt werden, die
wiederum um einen Korrekturfaktor verdndert werden mussten.

Die Berechnung der Konzentration an Rezeptoren (K [fmol/mg Feuchtgewebe]) wurde

dann mit folgender Formel durchgefiihrt:

K= GA/(SA*ZF)

K...Konzentration der Rezeptoren

GA...Gewebeiquivalent



SA...spezifische Aktivitdt des Liganden [Ci/mmol]
ZF.. Zerfallsfaktor des Liganden

Die Konzentrationen wurden dann in einer Tabelle zusammengefasst und statistisch

mittels Testung nach Bonferroni weiterverarbeitet (StatView® 4.02).

2.3.3. Gemessene Regionen

Innerhalb der Gehirne wurden drei Schnittregionen ausgewihlt, aus welchen die
einzelnen Schnitte dann verwendet wurden. Der erste Bereich (Region I) umfasste dabei
die Region des Caudatus Putamen (CPu), des Nucleus accumbens und des Tuberculum
olfactorium (Tu in Abb.4). Weiterhin wurden in diesem Bereich als Cortexareale ein
Areal des cinguldren Cortex (Cgl), ein Areal des frontalen Cortex (M1) und ein Areal
des parietalen Cortex (S1J) gemessen. Der Nucleus accumbens wurde in den Core- und

den Shellbereich unterteilt (AcbSh/C).

Abb.4 aus ,;The mouse brain in stereotaxic coordinates* (Franklin & Paxinos, 1997)



Weiterhin wurden Schnitte aus der Region des Hippocampus und Thalamus (Region II)

gewdhlt. In diesem Gebiet fiihrten wir Messungen in folgenden Gebieten durch:

-retrosplenialer Cortex (RSGb und RSA in Abb.5)

-parietaler Cortex (umfasste Bereiche von S1DZ, S1BF und S2)

-CA1l des Hippocampus (soweit moglich wurden Stratum oriens, pyramidale und
radiatum unterschieden)

-CA3 des Hippocampus (mit Stratum oriens, pyramidale und radiatum)

-CA4 (insgesamt, in Abb.4 als PoDG bezeichnet)

-Gyrus dentatus, DG (mit Stratum moleculare und granulosum)

-Habenula

-Nucleus paraventricularis des Thalamus (PVP)

-laterale Thalamuskerne (entspricht LPMR, LDVL und LDDM)

-posteriore Thalamuskerne (VPM und VPL)

Abb.5 aus ,.;The mouse brain in stereo taxic coordinates*(Franklin & Paxinos, 1997)



Als dritter Bereich (Region III) beschiftigten wir uns noch mit Bereichen des

Mesencephalons und des entorhinalen Cortex:

-Nuclei dorsales der Raphe (DRD, DRVL und DRV)
-dorsomediales und dorsolaterales periaquédduktales Grau (Abb.6 DMPAG und DLPAG;
als dorsales PAG zusammen gemessen)

-laterales PAG (LPAG)

-medialer und lateraler entorhinaler Cortex (MEnt und LEnt)

Abb.6 aus ,.,T'he mouse brain in stereotaxic coordinates *“(Franklin & Paxinos, 1997)



3. Ergebnisse

3.1. Das Adenosinsystem

3.1.1. Der A,-Rezeptor

Fir die Messung des A;-Rezeptors benutzten wir einen Antagonisten an diesem
Rezeptor, Tritium-markiertes DPCPX. Die Filme wurden 5 Wochen in den
Rontgenkassetten belassen.

In der Region I (Abb.7) stellen sich die Messwerte so dar, dass Wildtypméuse dhnliche
Werte an Rezeptorendichte aufweisen, wie die MAOA/5-HTT-DKO-Miuse. Die
MAOA-Knockout-Méuse fallen in den Messwerten gegeniiber den anderen Miusen
leicht ab. Fiir keine der Regionen konnen Signifikanzen fiir die unterschiedlichen
Messwerte festgestellt werden. Die hochsten Messwerte werden jeweils im Caudatus
Putamen und im Schalenbereich des Nucleus accumbens gemessen, mit Werten zwischen
110 und 120 fmol/mg. Die niedrigste Rezeptorendichte zeigt sich im Bereich des
frontalen Cortex mit Werten zwischen 90 und 100 fmol/mg.
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Abb.7 Vergleich der Dichte von A;-Rezeptoren im Bereich des Striatum bei MAOA-
Knockout-Méusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méusen vergleichend
mit Wildtyp-Kontroll-Miusen



In der Region II (Abb.8 und 9) bietet sich ein recht homogenes Bild, was die
Dichteunterschiede an A;-Rezeptoren betrifft. Die hochsten Messwerte werden im
Hippocampus gemessen. Dabei liegen die Werte im Stratum radiatum der CAIl- und
CA3-Region am hochsten, daneben auch in beiden Bereichen des Stratum oriens. Die
Rezeptorendichte erreicht bis zu 370 fmol/mg. Die geringsten Werte mit 70-100 fmol/mg
ergeben sich in den Habenula und im Stratum granulosum des Gyrus dentatus. Die Werte
in den Thalamuskernen liegen bei etwa 150 fmol/mg. Im Stratum radiatum der CA3-
Region tritt ein schwach signifikanter Unterschied der Messwerte zwischen MAOA-KO
und MAOA/5-HTT-DKO-Tieren auf, der grenzwertig ist (p=0,0089, schwach signifikant
[*] 0,001<p<0,0167) und von uns als Zufallsbefund gewertet wird. Die anderen
Regionen des Hippocampus zeigen keine signifikanten Unterschiede, obwohl auch hier

die Messwerte fiir die MAOA-Knockout-Miuse teilweise leicht hoher liegen
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Abb.8 Vergleich der Dichte von A;-Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei
MAOA-Knockout-Miusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Miusen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-Méusen, [*] 0,001<p<0,0167



Abb.9 Autoradiographische Darstellung der A;-Rezeptoren im Bereich des
Hippocampus durch Markierung mit [*’H]-DPCPX (MAOA-Knockout)

In der Region III (Abb.10) fallen die gemessenen Werte der MAOA/5-HTT-DKO-
Maiuse auf, welche gegeniiber den Wildtyp-Mausen und den MAOA-KO hochsignifikant
sind. Die MAOA/5-HTT-DKO-Tiere liegen in Bereichen von 55 bis iiber 70 fmol/mg,
wihrend zwischen dem Wildtyp und den MAOA-Knockout-Méusen hingegen kaum
Unterschiede bestehen mit konstanten Werten zwischen 45 und 55 fmol/mg. Die
hochsten Werte werden im lateralen periaquidduktalen Grau gemessen, die niedrigsten im

medialen entorhinalen Cortex.



Der signifikante Unterschied der Messwerte zwischen MAOA/S5-HTT-DKO-Méusen und
MAOA-KO im Bereich des lateralen entorhinalen Cortex liegt mit p=0,0149 an der
Grenze der Signifikanz (p<0,0167) und wird von uns als schwach signifikanter Wert
nicht weiter interpretiert, da kein signifikanter Unterschied im Vergleich Wildtyp-
MAOA/5-HTT-DKO vorliegt. Somit besteht zusammenfassend ein hochsignifikanter
Unterschied in der A,;-Rezeptordichte zwischen MAOA/5-HTT-DKO-Miusen und
Wildtyp-Kontrollmédusen. Dieser Unterschied findet sich im Bereich des Nucleus raphe
dorsalis und des periaquiduktalen Graus.

In Abb.11 sind die Autoradiographien der Genotypen nochmals gegeniiber gestellt.
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Abb.10 Vergleich der Dichte von A;-Rezeptoren im Bereich der Raphe bet MAOA-
Knockout-Méusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méusen vergleichend
mit Wildtyp-Kontroll-Miusen, *p<0,0167, **p<0,001, ***p<0,0001
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Abb.11 Autoradiographische Darstellung der Region III mit periaquaduktalem Grau und
entorhinalem Cortex, Gegeniiberstellung von Wildtyp, MAOA-Knockout
und MAOA/5-HTT-Doppelknockout: die DKO-Tiere zeigen die hochste Dichte
an A;-Rezeptoren



3.1.2. Der As-Rezeptor

Als zweiten wichtigen Rezeptor des Adenosinsystems untersuchten wir den Aja-
Rezeptor. Als Liganden wihlten wir den etablierten Agonisten an diesem Rezeptor, [*H]-
CGS21680. Hier konzentrierten wir unsere Untersuchungen auf Messpunkte, die in der
vorherbeschriebenen Region I lagen. Nur hier findet man bedeutende Dichten an Aja-
Rezeptoren. Vorexperimente hatten den aus der Literatur bekannten Befund bestitigt,
dass ausserhalb der hier untersuchten Regionen Ass-Rezeptoren autoradiographisch nicht

nachweisbar sind.

In dieser Region (Abb.12) wurde von uns die Rezeptorendichte von Caudatus Putamen,
Nucleus accumbens und Tuberculum olfactorium gemessen. Die Accumbensregion zeigt
mit Werten bis 320 fmol/mg die hochste Rezeptorendichte, die Werte fiir die
Wildtypméuse und die MAOA/5-HTT-DKO-Mduse liegen in dieser Region bei 225 bzw.
210 fmol/mg. Im Caudatus Putamen-Bereich liegen die MAOA-Miuse bei 280 fmol/mg,
die Wildtyp- und MAOA/5-HTT-DKO-Mduse bei 215 bzw. 195 fmol/mg. Der dritte
Messpunkt das Tuberculum olfactorium zeigen Werte von 250/225/220 fmol/mg
(MAOA/Wildtyp/ MAOA/5-HTT-DKO).

Der Vergleich zwischen den verschiedenen Maiusen ergibt, dass die Aga-
Rezeptorendichte bet MAOA-KO-Maiusen deutlich erhoht ist, verglichen mit Wildtyp-
Mausen. Dies gilt sowohl fiir Caudatus Putamen als auch fiir den Nucleus accumbens.
Die MAOA/5-HTT-DKO-Méuse hingegen weisen Werte auf, die denen der Wildtyp-
Mause entsprechen.

Die autoradiographische Darstellung der verschieden Genotypen ist in Abb.13 zu sehen.
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Abb.12 Vergleich der Dichte von A,s-Rezeptoren im Bereich des Striatum bei MAOA-
Knockout-Méusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méusen vergleichend
mit Wildtyp-Kontroll-Miusen, *p<0,0167, **p<0,001, ***p<0,0001
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Abb.13 Autoradiographische Darstellung der Region I mit Caudatus Putamen, Nucleus
accumbens und Tuberculum olfactorium, Gegeniiberstellung von Wildtyp,
MAOA-Knockout und MAOA/5-HTT-Doppelknockout: die hochste
Dichte an A,4-Rezeptoren zeigen die MAOA-Knockout-Miuse



3.2. Das Glutamatsystem

Nachdem die Untersuchung des Adenosinsystems fiir uns interessante Ergebnisse
erbrachte, priiften wir, ob auch im Glutamatsystem Unterschiede zwischen den
verschiedenen Miusen bestehen. Hierzu verwendeten wir geeignete Liganden fiir die
Glutamatrezeptoren. Hierbei folgten wir der Einteilung nach NMDA-, AMPA- und

Kainat-Rezeptoren.

3.2.1. Der NMDA-Rezeptor

Fiir den NMDA-Rezeptor benutzten wir den selektiven Antagonisten ['H]-CGP39653
(Sills et al. 1991).

Nach Auswertung der Schnitte fiir die Region I (Abb.14) zeigen sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Méusen.

Die hochsten Messwerte ergeben sich in den Cortexarealen mit Werten zwischen 40 und
55 fmol/mg. Die Werte fiir die anderen Regionen liegen bei 15-25 fmol/mg fiir Nucleus
accumbens und Caudatus Putamen, bzw. bei 40 fmol/mg fiir das Tuberculum

olfactorium.
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Abb.14 Vergleich der Dichte von NMDA-Rezeptoren im Bereich des Striatum bei
MAOA-Knockout-Miusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Miusen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-M&usen

Ein dhnliches Bild zeigt sich in der Region II (Abb.15 und 16). Es tritt ein signifikanter
Unterschied in den Messwerten zwischen MAOA/5-HTT-DKO- und Wildtyptieren nur
im lateralen Thalamus auf. Die von uns gemessene Signifikanz liegt bei 0,0102 und damit
in einem Bereich sehr schwacher Signifikanz, den wir nicht weiter interpretieren wollen.
In keinem anderen Bereich der von uns gemessenen Regionen zeigen sich signifikante
Unterschiede.

Die hochste Rezeptorendichte zeigte sich im Hippocampusgebiet. In der CAl-Region
wurden im Stratum radiatum Werte von 110-130 fmol/mg gemessen, wihrend die

Habenula nur Werte bis 20 fmol/mg ergaben.
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Abb.15 Vergleich der Dichte von NMDA-Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei
MAOA-Knockout-Méiusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Mausen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-Méusen, *p<0,0167



Abb.16 Autoradiographische Darstellung der NMDA-Rezeptoren im Bereich des
Hippocampus durch Markierung mit [*’H]-CGP39653 (Wildtyp)

Ferner wurde hier die Region IIT untersucht (Abb.17). Die Messwerte liegen im lateralen
entorhinalen Cortex mit 29-38 fmol/mg am hochsten, die anderen Regionen ergeben
Werte von etwa 20 fmol/mg. Die MAOA-Knockout-Miuse weisen tendentiell die
hochsten Werte auf. Die Unterschiede der Werte sind signifikant mit p=0,0132 fiir die
Region des lateralen periaquiduktalen Graus im Vergleich von MAOA zu MAOA/S-
HTT-DKO-Miusen. Dies ist eine sehr schwache Signifikanz und wird von uns nicht
weiter interpretiert, auch weil kein signifikanter Unterschied im Vergleich Wildtyp-
MAOA/5-HTT-DKO vorliegt.
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Abb.17 Vergleich der Dichte von NMDA-Rezeptoren im Bereich der Raphe bei
MAOA-Knockout-Méiusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Mausen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-Méusen, *p<0,0167

Alte 5-HTT-Knockout-Mduse

Fir den NMDA-Rezeptor untersuchten wir auch Miuse, die nur einen Mangel des 5-
HTT aufweisen. Die zu messenden Regionen behalten wir auch hier bei. In der
vorliegenden Arbeit wurden 14-15 Monate alte 5-HTT-Knockout-Méuse untersucht.

In der Region I (Abb.18) weisen die homozygoten 5-HTT-KO-Miuse die hochsten
Messwerte auf. Die Cortexareale ergeben Werte von 37-39 fmol/mg fiir die
homozygoten Tiere und Werte um 30 fmol/mg fiir die Wildtyp- bzw. heterozygoten

Tiere. Hierbei ergaben sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb.18 Untersuchung der élteren S-HTT-KO-Mause; Vergleich der Dichte von NMDA-
Rezeptoren im Bereich des Striatum bei MAOA-Knockout-Méusen und
MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méausen vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-
Miusen

Ein dhnliches Bild zeigt die Region II (Abb.19). Die Messwerte sind fiir die 5-HTT-
Knockout-Miuse tendentiell am hochsten. Als einziger signifikanter Unterschied findet
sich eine hohere Rezeptordichte im parietalen Cortex von 5-HTT-KO-Miusen,
verglichen mit heterozygoten Miusen. Da im parietalen Cortex die Messwerte zwischen
Wildtyp und homozygoten Knockout-Tieren nicht signifikant differieren, 148t sich die
Signifikanz zwischen hetero- und homozygoten Tieren nicht interpretieren, da bei
physiologisch bedeutenden Veridnderungen eine kontinuierliche Verinderung von
Wildtyptieren iiber die heterozygoten zu den homozygoten Tieren mit signifikanten
Unterschieden zu erwarten wire.

Die CAl-Region weist die hochste Rezeptorendichte mit 90/95/110 fmol/mg
(Wildtyp/heterozygot/homozygot) auf, die Habenula wieder die niedrigste mit Werten
um 10-15 fmol/mg.
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Abb.19 Untersuchung der dlteren 5-HTT-KO-Miuse; Vergleich der Dichte von NMDA-
Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei MAOA-Knockout-Méusen und
MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méausen vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-
Mausen, *p<0,0167

Die Region III ergibt keine Unterschiede der verschiedenen Miuse. Der entorhinale
Cortex zeigt die hochsten Messwerte mit ca. 30 fmol/mg, die Raphe liegt bei 12-17
fmol/mg (nicht abgebildet).



3.2.2. Die Nicht-NMDA-Rezeptoren: AMPA-Rezeptor

Als erster Nicht-NMDA-Rezeptor wurde mit Hilfe von Tritium-markiertem AMPA die
Rezeptorendichte an AMPA-Rezeptoren bestimmit.

Die Werte fiir die Region I (Abb.20) fiir die Wildtyptiere liegen hierbei niedriger als die
von MAOA- und MAOA/5-HTT-DKO-Knockout-Méusen. Als einziger signifikanter
Unterschied zeigt sich eine Erhohung der AMPA-Rezeptordichte im parietalen Cortex
von MAOA-KO-Tieren. Dieser Befund bestitigt sich jedoch nicht bei Untersuchung
eines weiter kaudal gelegenen Anteils des parietalen Cortex (siehe folgende Seite, Region
IT). Die Accumbensregion und das Tuberculum olfactorium zeigen die hochsten Werte
mit bis zu 270 fmol/mg, wihrend der parietale Cortex und Caudatus Putamen Werte von

120-170 fmol/mg ergeben.
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Abb.20 Vergleich der Dichte von AMPA-Rezeptoren im Bereich des Striatum bei
MAOA-Knockout-Miusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Miusen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-M&usen



In der Region II (Abb.21 und 22) ergeben sich erhohte AMPA-Rezeptorendichten in
CAIl und Gyrus dentatus von MAOA/5-HTT-DKO-Mausen, die jedoch nicht signifikant
sind.

Die Thalamuskerne und die Habenula haben die niedrigsten Rezeptorendichten mit
Werten von 20-80 fmol/mg. Am hochsten liegen die Messwerte in der CAl-Region des
Hippocampus mit bis zu 800 fmol/mg, wobei auch das Stratum moleculare des Gyrus
dentatus dhnlich hohe Werte mit bis zu 660 fmol/mg zeigt.

Signifikante Unterschiede treten nicht auf.
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Abb.21 Vergleich der Dichte von AMPA-Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei
MAOA-Knockout-Miusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Miusen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-M&usen



Abb.22 Autoradiographische Darstellung der AMPA-Rezeptoren im Bereich des
Hippocampus durch Markierung mit [’H]-AMPA (Wildtyp)

In der Region III konnten wir im entorhinalen Cortex die hochsten Werte (220-270

fmol/mg) messen. Es finden sich hier keine signifikanten Unterschiede (nicht abgebildet).

Alte 5-HTT-Knockout-Méuse
Auch hier schlossen wir weitere Untersuchungen und Vergleiche bei dlteren 5-HTT-

Knockout-Méusen, heterozygoten (5-HTT +/-) und Wildtyp-Méusen an.

In der Region I zeigen sich wieder in der Accumbens- und Tuberculum olfactorium-
Region die hochsten Messwerte mit bis zu 295 fmol/mg. Im parietalen Cortex und im
Caudatus Putamen liegen die Werte bei 130-140 fmol/mg. Signifikante Unterschiede sind

nicht festzustellen (nicht abgebildet).



Fiir die Region II (Abb.23) sind ebenfalls keine signifikanten Unterschiede eruierbar. Die
Cortexareale, die Habenula und der Thalamus weisen Rezeptorendichten von bis zu 100
fmol/mg auf. Hoher sind die gemessenen Dichten im Hippocampus, vor allem in der
CAl-Region (Stratum oriens mit bis zu 1075 fmol/mg; Stratum radiatum bis 1425

fmol/mg) und auch im Gyrus dentatus Stratum moleculare (bis 900 fmol/mg).
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Abb.23 Untersuchung der édlteren 5-HTT-KO-Mause; Vergleich der Dichte von AMPA-
Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei MAOA-Knockout-Méusen und
MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méausen vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-
Miusen

In der Region III weisen die Wildtyptiere die niedrigsten und die homozygoten 5-HTT-
KO-Miuse die hochsten Messwerte auf. Die Werte schwanken um 300 fmol/mg im
lateralen bzw. bis zu 480 fmol/mg fiir den medialen entorhinalen Cortex, in der Raphe
liegen sie bei 60-90 fmol/mg. Auch hier finden sich keine signifikanten Unterschiede
(nicht abgebildet).



3.2.3. Die Non-NMDA-Rezeptoren: Kainat-Rezeptor

Der zweite Non-NMDA-Rezeptor ist der Kainat-Rezeptor, fiir dessen Nachweis wir
Tritium-markiertes Kainat verwendeten.

Hier zeigen sich in der Region I (Abb.24) die hochsten Werte fiir die MAOA/5-HTT-
DKO-Tiere. Signifikant ist die erhohte Kainat-Rezeptordichte bet MAOA/S5-HTT-DKO-
Miusen im primdr motorischen Cortex (p=0,0094 gegeniiber WT-Tieren), im Kern des
Nucleus accumbens (p=0,0110 gegeniiber WT-Tieren), sowie im cinguliren Cortex
(p=0,0069 gegeniiber MAOA-KO-Miusen).

Am hochsten ist die Rezeptordichte im Accumbensbereich und im Tuberculum
olfactorium mit 70-85 fmol/mg fir den Wildtyp, 80-90 fmol/mg fiir die MAOA-

Knockout-Tiere und 90-110 fmol/mg fiir die MAOA/5-HTT-DKO-Tiere. Der parietale
Cortex zeigt Werte von 35-50 fmol/mg.
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Abb.24 Vergleich der Dichte von Kainat-Rezeptoren im Bereich des Striatum bei
MAOA-Knockout-Miusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Miusen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-Méusen, *p<0,0167



In der Region II (Abb.25 und 26) zeigt sich als einziger signifikanter Unterschied im
Vergleich zur Wildtyp-Kontrolle eine verminderte Kainat-Rezeptordichte im parietalen
Cortex (Schicht V-VI) von MAOA-KO-Miusen. Es handelt sich hierbei allerdings nur
um eine grenzwertige Signifikanz (p=0,0149). Daneben finden sich im Vergleich
zwischen MAOA-KO-Miéusen und MAOA/5-HTT-DKO-Miusen — signifikante
Unterschiede im parietalen Cortex, Schicht V-VI (p=0,0009), im retrosplenialen Cortex
(p=0,0057), CA1 Stratum radiatum (p=0,0118) und im Stratum moleculare des Gyrus
dentatus (p=0,0104).

Die Unterteilung des parietalen Cortex in obere und tiefere Schichten und des Gyrus
dentatus in drei verschiedene Schichten ist nur bei Messung des Kainat-Rezeptors, nicht
aber bei den anderen untersuchten Rezeptoren moglich.

Die Thalamuskerne und die Habenula weisen mit 10-18 fmol/mg niedrige Werte auf.
Hohere Werte werden im Hippocampus gemessen, insbesondere im Stratum lucidum der
CA3-Region. In dieser Schicht, die nur bei Kainat gemessen werden kann, erreichen die

Werte bis 182 fmol/mg. Die restlichen Messpunkte liegen bei 40-80 fmol/mg.
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Abb.25 Vergleich der Dichte von Kainat-Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei
MAOA-Knockout-Miusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Miusen
vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-Méiusen, *p<0,0167



Abb.26 Autoradiographische Darstellung der Kainat-Rezeptoren im Bereich des
Hippocampus durch Markierung mit [’H]-Kainat (Wildtyp)



In der Region III (Abb.27) liegen die Werte der MAOA-Knockout-Méuse tendentiell
niedriger als die der Wildtyptiere. Die Unterschiede sind dabei nicht signifikant. Im
Vergleich von Wildtyp und MAOA/5-HTT-DKO-Knockout-Méusen zeigen sich hohere
Werte fiir die MAOA/5-HTT-DKO-Tiere, wobei auch hier keine signifikanten
Differenzen erreicht werden. Schwache Signifikanzen ergeben nur Vergleiche von
MAOA-KO- und MAOA/5-HTT-DKO-Tieren i der Region des lateralen
periaquiduktalen Graus (p=0,0031) und des lateralen entorhinalen Cortex (p=0,0109).
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Abb.27 Vergleich der Dichte von Kainat-Rezeptoren im Bereich der Raphe bei MAOA-
Knockout-Méusen und MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méusen vergleichend
mit Wildtyp-Kontroll-Miusen, *p<0,0167



Alte 5-HTT-Knockout-Mduse

Recht einheitlich zeigt sich die Region I bei den dlteren 5-HTT-Knockout-Méusen. Es
treten keine signifikanten Unterschiede auf. Mit 60-70 fmol/mg sind die Messwerte im
Tuberculum olfactorium am hochsten, im parietalen und primiren Cortex mit 30-35

fmol/mg am niedrigsten (nicht abgebildet).

In der Region II (Abb.28) findet sich ein gering signifikanter Unterschied im Vergleich
von heterozygoten Miusen zu homozygoten 5-HTT-KO-Miusen im Bereich der
Schichten V-VI des parietalen Cortex (p=0,004). Im Vergleich von Heterozygoten zu
Wildtyptieren zeigt sich ein leicht signifikanter Unterschied der Messwerte in der CA4-
Region (p=0,0164). Bei physiologisch bedeutenden Verinderungen wire eine
kontinuierliche Verdnderung von Wildtyptieren iiber die heterozygoten zu den
homozygoten Tieren zu vermuten. Dies ist hier nicht der Fall, so dass die Signifikanzen
nicht weiter bewertet werden.

Die meisten Messwerte liegen unterhalb 50 fmol/mg, mit Ausnahme von CA3 (Stratum
lucidum) mit 160/240/150 fmol/mg (Wildtyp/heterozygot/homozygot) und der
Zwischenschicht des Gyrus dentatus mit Werten von 60-90 fmol/mg. Die Thalamuskerne

zeigen nur Werte bis 20 fmol/mg.
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Abb.28 Untersuchung der dlteren 5S-HTT-KO-Miuse; Vergleich der Dichte von Kainat-
Rezeptoren im Bereich des Hippocampus bei MAOA-Knockout-Méusen und
MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méausen vergleichend mit Wildtyp-Kontroll-
Miusen, *p<0,0167

In Region III gab es keine Auffilligkeiten. Alle Messwerte lagen bei 35-50 fmol/mg
(nicht abgebildet).



{. Diskussi

Es wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene regulatorische Verdnderungen von
Rezeptoren bei Miusen mit molekularen Defekten des Serotoninsystems gefunden.
Erstens besteht eine Hochregulation des Adenosin-A;-Rezeptors im Raphegebiet von
MAOA/5-HTT-Doppelknockout-Méusen  (DKO), zweitens findet sich eine
Hochregulation des Adenosin-A;a-Rezeptors in  MAOA-Knockout-Miusen (KO).
Drittens kommt es zu keiner Verdnderung der Dichte glutamaterger Rezeptoren,
abgesehen von einer erhohten Dichte von Kainat-Rezeptoren im Cortex von MAOA/S-
HTT-DKO-Miusen.

Die funktionelle Bedeutung dieser Unterschiede soll im folgenden erldutert werden.

Aus der Untersuchung der A;-Rezeptoren ging hervor, dass nur in den DKO-Tieren,
denen sowohl die MAOA als auch der 5-HTT fehlt, eine signifikante Anderung
gegeniiber den Wildtyptieren auftritt. Die A;-Rezeptoren sind bei den MAOA/5-HTT-
DKO-Tieren signifikant erhoht. Eine mogliche Erkldrung hierfiir erhilt man, wenn man
auch 5-HTT-KO-Miuse betrachtet. Wie von Mossner et al. (2000b) beschrieben, tritt
eine erhohte A,-Rezeporendichte auch bei den KO-Médusen fiir den Serotonin-
transporter auf. Man findet eine 40%ige Erhohung fiir die MAOA/5-HTT- DKO-Tiere
gegeniiber einer 21%igen Erhohung fiir die 5-HTT-KO-Tiere. Die Dichte an A;-
Rezeptoren bei den MAOA-KO-Mdusen ist, wie in dieser Arbeit beschrieben,
unverdndert. Es ist davon auszugehen, dass die Ursache fiir die Erhohung der A;-
Rezeptoren bei den MAOA/5-HTT-DKO und den 5-HTT-KO die gleiche ist, da der
Knockout der MAOA keine Auswirkung auf die A,;-Rezeptoren hatte. Durch die erhdhte
Konzentration an extrazellulirem 5-HT, die durch die Ausschaltung des 5-HTT bei
MAOA/5-HTT-DKO-Tieren und 5-HTT-KO-Tieren (Andrews et al., 1998) entsteht,
kommt es zu einer kompensatorischen Reaktion der A;-Rezeptoren, die verstérkt
exprimiert werden. Grundlage hierfiir sind die engen Interaktionen zwischen dem
Adenosin- und dem 5-HT-System. Die genauen Interaktionsmechanismen (die
gegenseitige Beeinflussung der Freisetzung) sind allerdings in der Raphe nicht bekannt.

Moglich wire auch eine Entwicklungsstorung, da 5-HT wie beschrieben auch die



Entwicklung beeinflusst. Dass die Verdnderungen der Dichte der A;-Rezeptoren nur in
der Raphe auftritt, liegt wahrscheinlich an der sehr hohen Dichte serotonerger Zellkerne

in diesem Gebiet.

Unser Interesse fiir die Untersuchung des Aj,a-Rezeptors basiert vor allem auf den
bisherigen Forschungen in Bezug auf das Angst- und Panikverhalten bzw. Aggressivitit
von Miusen und Menschen.

Das Tiermodell fiir ein komplettes Fehlen der Aja-Aktivitit (A,a-KO-Miuse) zeigt eine
gesteigerte Aggressivitdt und eine verminderte Reaktion auf Schmerzreize (Ledent et al.,
1997). Das bedeutet, dass die Ass-Rezeptoren als Schutz gegeniiber iibersteigerter
Aggressivitit funktionieren kdnnten.

Betrachtet man nun das gleiche Verhalten in Bezug auf die MAOA-KO-Miuse, so findet
man nun bei diesen Tieren eine verminderte Angstlichkeit und bei den Minnchen auch
eine starke Aggressivitit (Cases et al., 1995).

Sowohl eine intakte MAOA-Aktivitit als auch ein intakter Ajs-Rezeptor scheinen
Voraussetzung fiir die Kontrolle von Stimmungslage oder sozialem Verhalten
darzustellen. Die von uns beobachtete deutliche Erhthung der Ajs-Rezeptoren bei
MAOA-KO-Miusen konnte man als Versuch des Systems betrachten, die gesteigerte
Aggressivitdt dieser Méduse zu kompensieren. Da aber wie beschrieben (Cases et al.,
1995) die MAOA-KO-Miuse eine gesteigerte Aggressivitit zeigen, kann die verstérkte
Expression der A,a-Rezeptoren wohl keine vollstdndige Kompensation erreichen.

Bei den MAOA-KO-Miusen lag die Rezeptordichte an Ass-Rezeptoren im Caudatus und
Putamen um 28% hoher als bei den Kontrolltieren, im Nucleus accumbens um 23%. Ein
Absinken der Aktivitit der MAOA fithrt demnach zu einem Anstieg der  Aja-
Rezeptoren.

Dieser Effekt tritt nicht mehr auf, wenn zusidtzlich zur MAOA auch der 5-HTT
ausgeschaltet wird. Dies 148t sich durch die Ergebnisse bei 5-HTT-KO-Miusen
erkldaren: 5-HTT-KO-Miuse zeigen eine Verminderung von Ajs-Rezeptoren um 28% im

Kern des Nucleus accumbens (Mossner et al., 2000b). Passend hierzu zeigt sich bei den



MAOA/5-HTT-DKO-Miusen eine gegeniiber Wildtyp-Kontroll-Méusen unverédnderte

bis leicht erniedrigte Adenosin-A;a-Rezeptordichte.

Dass die von uns verwendeten MAOA-KO-Mause ein entsprechendes Tiermodell fiir das
Verhalten bei den Menschen darstellen, zeigt der Vergleich der Studie von Cases et al.
(1995) und der Untersuchungen von Brunner et al. (1993b). Bei den Minnern einer
hollindischen Familie fiel eine stark erhohte Aggressivitit auf. Neben der Aggressivitit
zeigten sich eine geistige Retardierung und ein abnormes Verhalten. Bei der
Untersuchung des Genoms dieser Médnner wurde eine Punktmutation im achten Exon des
MAOA-Gens gefunden, die zu einer fehlenden MAOA-AKktivitédt fiilhrte. Wie bei den
Maiusen (Cases et al., 1995) scheint auch bei den Menschen ein Verlust der MAOA-
Aktivitdt mit gesteigerter Aggressivitdt verbunden zu sein. Demzufolge gehen wir davon
aus, dass die MAOA-KO-Miuse eine gutes Tiermodell darstellen.

Wenn man den in der FEinleitung nédher beschriebenen Polymorphismus in der
Promotorregion des MAOA-Gens betrachtet, so findet man auch hier eine Verbindung
von verminderter MAOA-AKktivitdit und Verhaltensauffilligkeiten. Alkoholkranke
Patienten mit einem starken antisozialen Verhalten weisen verstiarkt das Allel 3 auf, das
eine verminderte Promotor- und damit auch MAOA-AKktivitit bedingt (Samochowiec et
al. 1999). Bei Alkoholkranken ohne dieses Verhalten ergaben sich keine Unterschiede zu

den Kontrollpersonen.

Aus den Untersuchungen der Glutamatrezeptoren bei den verschiedenen Genotypen
ergaben sich keine wesentlichen Verdnderungen. Dies trifft sowohl auf den Vergleich
von Wildtyp, MAOA-KO-Miusen und MAOA/5-HTT-DKO-Miusen zu, als auch auf
die Ergebnisse bei den alten 5-HTT-KO-Méusen. Die starke Erhohung der
Konzentration an extrazellulirem Serotonin, ausgelost durch das Fehlen der MAOA
bezichungsweise von MAOA/5-HTT, scheint auf das Glutamatsystem keine
Auswirkungen zu haben. Es findet sich lediglich eine erhohte Dichte von Kainat-
Rezeptoren im Cortex von MAOA/5-HTT-DKO-Miusen.



Die alten 5-HTT-KO-Miuse wurden in der vorliegenden Arbeit aufgrund einer
Assoziation der 5-HTTLPR mit Morbus Alzheimer untersucht. Bei dieser Erkrankung
wurde eine erhohte Frequenz an s-Allelen gefunden (Li et al.,, 1997; Oliviera et al.,
1998). Glutamat-Rezeptoren, bedeutend im Bezug auf Excitotoxizitét, scheinen bei den
alten 5-HTT-KO-Mausen keinen Einfluss bei Alterungsprozessen zu haben. Ergebnisse
tiber die kognitive Testung alter 5S-HTT-KO-Miuse liegen allerdings noch nicht vor, so
dass wir iiber diesen Bereich noch keine Aussagen treffen konnen.

Als Vergleich lagen uns aus fritheren Untersuchungen unserer Forschungsgruppe
Ergebnisse bei jungen 5-HTT-KO-Miusen vor. Sie zeigten keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren zwischen 5-HTT-
KO-Miusen und Wildtyp-Kontroll-Méusen.

Es kommt bei den alten 5-HTT-KO-Méusen zu keinem Verlust glutamaterger
Rezeptoren, was gegensitzlich dem Bild der Alzheimer-Erkrankung beim Menschen ist.
Unser Modell stiitzt damit nicht die mechanistische Basis der Assoziation von 5-
HTTLPR und der Alzheimer-Erkrankung.

Wir vermuten, dass es sich bei der erhohten Dichte von Kainat-Rezeptoren im Cortex
von MAOA/5-HTT-DKO-Médusen um eine Verdnderung im Rahmen einer
Entwicklungsstorung handelt. So kommt es bei diesen DKO-Miusen zu einer
Malformation des somatosensorischen Cortex (Salichon et al., 2001). Durch das
kombinierte Fehlen von sowohl MAOA als auch 5-HTT treten moglicherweise bisher

noch nicht untersuchte Entwicklungsstorungen auch in anderen Cortexregionen auf.



S. Zusammenfassung

Aus den vorliegenden Untersuchungen der Adenosinrezeptoren und Glutamatrezeptoren
bei Méusen mit multiplen molekularen Defekten des Serotoninsystems ergaben sich
wesentliche Verdnderungen. Die Beeinflussung des Serotoninsystems wirkt sich hierbei

nachhaltig auf das Adenosinsystem aus.

Die Expressionsstirke des Adenosin-Asa-Rezeptors zeigte ausgeprigte Verdnderungen.
Die MAOA-defizienten Miuse wiesen eine deutliche Erhohung der Adenosin-Aja-
Rezeptoren im Bereich des Caudatus Putamen und des Nucleus accumbens auf. Es ist
bekannt, dass im Tiermodell der Adenosin-A;s-Rezeptor-Knockout-Maus (KO) eine
gesteigerte Aggressivitdt vorliegt (Ledent et al.,, 1997). Andererseits fithrt auch ein
Verlust der MAOA-AKktivitit bei MAOA-KO-Miusen zu einer gesteigerten Aggressivitit
der Miuse (Cases et al., 1995). Beide Systeme scheinen somit an der Regulation von
aggressivem Verhalten beteiligt zu sein. Bei den von uns untersuchten MAOA-KO-
Mausen, stellt die deutliche Erhohung der Adenosin-A,a-Rezeptoren wahrscheinlich den
Versuch dar, eine gesteigerte Aggressivitit der MAOA-KO-Méuse zu kompensieren.
Das aggressive Verhalten der MAOA-KO-Miuse zeigt allerdings, dass die

Kompensation iiber die Adenosin-A;a-Rezeptoren nicht ausreicht.

Auch bei Menschen scheint eine verminderte MAOA-AKktivitit zu gesteigerter
Aggressivitidt zu fithren, wie die Untersuchungen an einer hollindischen Familie zeigten
(Brunner et al. 1993b). Das bedeutet, dass fiir Verdnderungen der MAOA-AKktivitit beim
Menschen das Tiermodell der MAOA-KO-Maus ein gutes Modell darstellt.

Im Gegensatz zu den MAOA-KO-Miusen findet sich bei den MAOA/5-HTT-
Doppelknockout-Miusen (DKO) keine Veridnderung der Adenosin-A,s-Rezeptordichte.
Dies beruht wahrscheinlich darauf, dass die Adenosin-A,s-Rezeptordichte bei 5-HTT-
KO-Miusen gegeniiber Wildtyp-Kontroll-Miusen primér vermindert ist (Mdssner et al.,
2000b), so dass sich die Verminderung bei den 5-HTT-KO-Miusen und die Erhohung
bei den MAOA-KO-Miusen vermutlich gegenseitig ausloschen.



Hinsichtlich des Adenosin-A;-Rezeptors konnte gezeigt werden, dass ein Knockout der
MAOA zu keiner Veridnderung in der Expression des Rezeptors fiihrt. Aus den schon
vorliegenden Untersuchungen der 5S-HTT-KO-Maduse ist bekannt, dass bei jenen Miusen
die Expression des Adenosin-A;-Rezeptors verstirkt wird. Diese Erhohungen finden sich
im Bereich der dorsalen Raphe, einer Region mit einer hohen Dichte serotonerger
Neuronenzellkorper. Die von uns ebenfalls untersuchten MAOA/5-HTT-DKO-Miuse
zeigten eine noch stirkere Erhdhung der Adenosin-A;-Rezeptor-Dichte in der dorsalen
Raphe. Durch die Erhohung der extrazelluliren 5-HT-Konzentration aufgrund des
Ausfalls des 5-HTT kommt es gegenregulatorisch zu einer Erhohung des Adenosin-A ;-
Rezeptors, der inhibitorisch auf das 5-HT-System wirkt. Bei alleinigem Fehlen des 5-
HTT sind die extrazelluldren 5-HT-Konzentrationen wahrscheinlich noch nicht so hoch
wie bei zusitzlichem Fehlen der MAOA. Hierdurch erkldrt sich wahrscheinlich die
hohere Adenosin-A;-Rezeptordichte bei den MAOA/5-HTT-DKO-Mdusen.

Angesichts der Assoziation einer genetisch bedingten verminderten Zahl von S-HTT mit
Morbus Alzheimer beim Menschen wurden auch Untersuchungen an alten 5S-HTT-KO-
Miusen durchgefiihrt. Bei alten 5-HTT-KO-Méusen kommt es im Gegensatz zu
Patienten mit Morbus Alzheimer jedoch nicht zu einem Verlust glutamaterger
Rezeptoren. Angesichts des ausgeprigten Verlustes von Glutamatrezeptoren beim
Menschen spricht dies gegen eine mechanistische Basis der Assoziation des Morbus

Alzheimer mit dem menschlichen 5-HTT-Promotor-Polymorphismus.
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Asa- Adenosin-As, -Rezeptor

AccC- Nucleus accumbens, Kern-Bereich

AccSh- Nucleus accumbens, Shell-Bereich

ADA- Adenosindeaminase

AMPA- a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionate

bzw.- beziehungsweise

ca.- circa

CGP- DL-(E)-2-amino-4-propyl-5-phosphono-3-pentenoate

CPu- Caudatus Putamen

dH,O- destilliertes Wasser

DA- Dopamin

DKO- MAOA-5HTT-Doppelknockout-Méuse

DMPAG- dorsomediales periaquédduktales Grau

DPCPX- 1,3-Dipropyl-8-cyclopentylxanthin



EAAT- exzitatorischer Aminosédure-Transporter

GA- Gewebsiquivalent

GLT- glaler Glutamat-Transporter

GLAST- glialer Glutamat und Aspartat-Transporter

5-HT- 5-Hydroxytryptamin, Serotonin

5-HTT- 5-HT-Transporter, Serotonintransporter

kb- Kilobasenpaare

LEnt- laterales Riechhirn

LPAG- laterales periaquiduktales Grau

MAOA- Monoaminoxidasen A

MAOB- Monoaminoxidasen B

MEnt- mediales Riechhirn

min- Minute

mM, nM- Millimolar, Nanomolar

NE- Norepinephrin

OD- optische Dichte



OT- Tuberculum olfactorium

PEA- Phenylethylamin

R-PIA- N6-(R-phenylisopropyl)adenosin

RT- Raumtemperatur

sec- Sekunde

SKO- Singleknockout

u.a.- unter anderem

U/ml- Einheiten pro Milliliter

ZNS- Zentrales Nervensystem
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