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1.5 Aktivierung von Kaliumkanälen durch G-Proteine . . . . . . . . . . . 7

1.6 Physiologische Bedeutung α2-adrenerger Rezeptoren . . . . . . . . . . 8

1.6.1 Herz-Kreislaufsystem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

1.6.2 Zentrales Nervensystem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9

1.6.3 Embryonale Entwicklung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Einteilung der α2-adrenergen Rezeptoren

α2-Rezeptoren gehören zur Gruppe der adrenergen Rezeptoren (AR). Diese werden

von den physiologischen Liganden Adrenalin und Noradrenalin aktiviert. Eine erste

Unterscheidung der AR in α- und β-AR erfolgte bereits 1948 durch Ahlquist [1],

dessen Einteilung auf einer unterschiedlichen Affinität einer Reihe von Liganden so-

wie dem unterschiedlichen Effekt auf glatte Muskulatur (α-AR: Konstriktion, β-AR:

Relaxation) beruhte. Langer erkannte 1974, daß sich präsynaptische und postsyn-

aptische α-AR in ihren pharmakologischen Eigenschaften unterscheiden. Er nannte

die postsynaptischen Rezeptoren α1-AR, die präsynaptischen α2-AR [39]. Als sich

herausstellte, daß α2-AR nicht nur präsynaptisch, sondern auch postsynaptisch loka-

lisiert sein können, wurde die rein anatomische Definition der α-Rezeptorsubtypen

zugunsten einer pharmakologischen Klassifikation aufgegeben [6]. Später wurden

die α2-AR pharmakologisch noch weiter in α2A-, α2B-, α2C - und α2D-AR unterteilt.

Zwischen 1987 und 1990 wurden beim Menschen drei Gene gefunden, die für α2-AR

kodieren [36, 46, 58]. Die Nomenklatur richtete sich dabei nach dem Chromosom,

auf dem das jeweilige Gen lokalisiert war (α2-C10, α2-C2, α2-C4).
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α2A α2B α2C

Abbildung 1.1: Die drei α2-adrenergen Rezeptoren der Maus. Weiße Kreise bezeichnen Ami-
nosäuren, die bei allen drei Subtypen konserviert sind; graue Kreise symbolisieren Aminosäuren,
die bei zwei Subtypen identisch sind, und schwarze Kreise stellen nichtkonservierte Aminosäuren
dar.

Bei der Maus wurden auch drei α2-AR kloniert (Abb. 1.1), die in hohem Maß mit

der Aminosäuresequenz der menschlichen α2-C10- (92% Homologie), α2-C2- (84%

Homologie) und α2-C4-AR (89% Homologie) übereinstimmten.

Die Maushomologe des α2-C2- und α2-C4-AR zeigten ähnliche pharmakologische

Eigenschaften wie die menschlichen Rezeptoren. Der α2-C10-homologe Rezeptor auf

Chromosom 19 der Maus unterschied sich jedoch deutlich vom menschlichen α2-C10-

AR, weil er eine niedrigere Affinität für Yohimbin und Rauwolscin hatte. Link et

al. zeigten, daß die Ursache dieses Affinitätsunterschieds im wesentlichen auf einen

Unterschied an Stelle 201 der Aminosäuresequenz zurückzuführen ist: Serin beim

α2-C19-AR der Maus – Cystein beim α2-C10-AR des Menschen [43]. Zur Vereinheit-

lichung der pharmakologischen und genetischen Einteilungen wurden rekombinante

Rezeptorproteine in Zellinien exprimiert und deren pharmakologischen Eigenschaf-

ten verglichen. Dabei entsprachen die genetisch definierten α2-C10-, α2-C2- und α2-

C4-AR den pharmakologisch definierten α2A-, α2B- [46, 83] bzw. α2C-AR [12, 48].

Der bei Nagern gefundene α2-C19-AR entsprach dem pharmakologischen α2D-AR.

Aufgrund der guten Übereinstimmung der Aminosäuresequenz von α2-C10-AR des

Menschen und α2-C19-AR der Maus, ist es wahrscheinlich, daß es sich beim α2D-

Rezeptor um eine Variation desselben Gens zwischen verschiedenen Spezies handelt,

und dieser Variation in vivo keine funktionelle Bedeutung zukommt. Folglich ist eine
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Nomenklatur α2-adrenerge Rezeptoren

genetisch α2A α2B α2C

pharmakologisch α2A α2D α2B α2C

Spezies Chromosom

Maus – 19 2 5

Mensch 10 – 2 4

Ligand Ligandenaffinität (nM)

Noradrenalin 2470 5760 470 650

Adrenalin 1170 2510 780 490

Oxymetazolin 13 33 1200 110

Prazosin 2030 2160 60 100

Yohimbin 3,4 54 12 4

Rauwolscin 3,7 33 1,2 0,18

Atipamezol 3 0,9 5 1,6

Tabelle 1.1: Übersicht über No-

menklatur und chromosomale Lo-

kalisation α2-adrenerger Rezepto-

ren, sowie die Affinitäten zu ver-

schiedenen Liganden [13, 26, 43].

Klassifikation als zusätzlicher Subtyp nicht gerechtfertigt [43].

In dieser Arbeit wird deshalb fortan von α2A-, α2B- und α2C -AR die Rede sein. Eine

Übersicht über die unterschiedlichen Einteilungsprinzipien der α2-AR gibt Tab. 1.1.

Auch die α1- und β-AR konnten noch weiter unterteilt werden, so daß die Gruppe

der AR momentan drei α1- (α1A, α1B, α1D), drei α2- (α2A, α2B , α2C), und drei β-AR

(β1, β2, β3) umfasst [13].

1.2 α2-adrenerge Rezeptoren und G-Proteine

Wie alle AR durchspannen α2-AR mit sieben α-Helices die Plasmamembran [36, 46,

58] und sind an heterotrimere, GTP-bindende Proteine (G-Proteine) gekoppelt. Die-

se werden nach der Aktivität der α-Untereinheit in vier Familien eingeteilt (Tab.1.2).

3



G-Protein Familie Funktion

Gs Stimulation der Adenylatcyclase

Öffnung von Ca2+-Kanälen

Gi Gi, Gz: Hemmung der Adenylatzyclase

Öffnung von K+-Kanälen am Herzen

Go: Schließung neuronaler Ca2+-Kanäle

Gt: aktiviert retinale cGMP-abhängige

Phosphodiesterase

Gq Stimulation der Phospholipase Cβ

G12/13 Stimulation von Rho durch Rho-GEF

Tabelle 1.2: Übersicht über G-Protein-Familien

α2-AR vermitteln ihre Effekte über Gi/o-Proteine. In vitro konnte gezeigt werden,

daß α2-AR auch an Gs-Proteine koppeln können [19]. Jedes G-Protein – unabhängig

von der Familie – besteht aus drei verschiedenen Untereinheiten, bezeichnet als α,

β und γ. β und γ liegen als funktioneller, schwer dissoziierbarer Komplex vor und

werden deshalb zum βγ-Komplex zusammengefaßt. Die α-Untereinheit kann sowohl

GDP als auch GTP binden. Im GDP-bindenden Zustand hat Gα eine hohe Affi-

nität zum βγ-Komplex. Die Stimulation des Rezeptors führt zur Interaktion mit

dem G-Protein und ändert die Konformation von Gα, was zu einem Austausch von

GDP gegen GTP führt. Dadurch vermindert sich die Affinität von Gα zu Rezeptor

und βγ-Komplex – es kommt zur Dissoziation des G-Proteins. Die α-Untereinheit

und der βγ-Komplex können jetzt mit verschiedenen Effektormolekülen reagieren

[62]. Gαi hemmt die Adenylatzyklase und aktiviert Phospholipase D. βγ-Komplexe

vermitteln die Öffnung von K+-Kanälen, die Hemmung von Kalziumströmen, so-

wie eine Aktivierung des ERK/MAP-Kinase-Signalwegs [27]. Nach der Stimulation

müssen aktivierte Rezeptoren auch wieder abgeschaltet werden, da es sonst zur Dau-

eraktivierung der Rezeptoren käme. Das Abschalten der Rezeptoren wird Desensi-

bilisierung genannt. Für die Densensibilisierung der α2-AR sind vier Mechanismen
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bekannt (Übersicht bei [24]). Erstens, die Phosphorylierung des Rezeptors durch G-

Protein gekoppelte Rezeptorkinasen (GRKs), was einer schnellen Desensibilierung

entspricht. Zweitens, die Sequestrierung der Rezeptoren in ein intrazelluläres Kom-

partiment, was dazu dienen könnte, die Rezeptoren zu dephosphorylieren. Drittens,

die Down-Regulation der Rezeptoren, d.h. die Abnahme ihrer Anzahl durch Ver-

minderung der Transkriptionsrate und den verstärkten Rezeptorabbau. Dies erfolgt

erst nach langer Agoniststimulation, da es sich hierbei um einen vergleichsweise

langsamen Mechanismus handelt. Viertens, die Abnahme von Gi-Proteinen durch

Reduktion ihrer Transkriptionsrate was ebenfalls eine lange Agoniststimulation vor-

aussetzt [7]. Für α2A- und α2B-AR konnte gezeigt werden, daß sie an ihren intra-

zellulären Domänen phosphoryliert werden. Die daran beteiligten Enzyme sind die

GRK2 (βARK1) und die GRK3 (βARK2)[37]. Bisher blieb unklar, ob auch α2C-AR

phosphoryliert werden.

1.3 Mechanismus der Transmitterfreisetzung

Chemische Synapsen stellen die Schnittstellen zwischen zwei Nervenzellen oder zwi-

schen einer Nervenzelle und einer Effektorzelle dar. Sie dienen der Übertragung von

Informationen von einer Nervenzelle auf die andere. Dazu wird ein elektrisches Si-

gnal, welches in Form eines Aktionspotentials von der Nervenzelle fortgeleitet wird,

auf der präsynaptischen Seite der Synapse in ein chemisches Signal umgewandelt.

Das chemische Signal entspricht einer Freisetzung von gespeicherten Molekülen,

den Neurotransmittern, die den synaptischen Spalt durch Diffusion durchqueren

und so an der postsynaptischen Seite der Synapse wieder zu einer Depolarisati-

on der Membran führen. Wichtiger Faktor bei der Umwandlung des elektrischen

in ein chemisches Signal ist Kalzium. Die intrazelluläre Kalzium-Konzentration ist

im Ruhezustand der Synapse um den Faktor 104 niedriger als die extrazelluläre.

Ein ankommendes Aktionspotential führt zu einer Depolarisation der präsynapti-

schen Membran, was zu einer Öffnung von spannungsabhängigen Kalziumkanälen
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führt. Durch diese Kanäle strömt Kalzium in die aktive Zone der präsynaptischen

Seite ein, welche besonders dicht mit Kalziumkanälen besetzt ist. Dies führt zu ei-

ner Konzentrationserhöhung des intrazellulären Kalziums auf bis zu 100µM [35]. In

weniger als 0,5ms nach dem Kalziumeinstrom erfolgt dann die Transmitterfreiset-

zung. Eine wichtige Rolle bei diesem Vorgang spielt der SNARE-Komplex. Dieser

besteht aus den SNARE-Proteinen Synaptobrevin/VAMP, Syntaxin1 und SNAP25.

Er zieht das synaptische Vesikel dicht an die Plasmamembran, wodurch es zu einer

Verschmelzung von synaptischem Vesikel und Plasmamembran kommen kann. Die

Verschmelzung mit der Plasmamembran führt zur Entleerung des Inhalts (Neuro-

transmitter) des synaptischen Vesikels. Nach der Entleerung bindet der NSF über

SNAPs an den SNARE-Komplex. Durch die ATPase Aktivität des NSF kommt

es dann zur Auflösung des SNARE-Komplexes. Danach wird das entleerte Vesikel

durch Endozytose wieder in die Zelle aufgenommen und steht nach einer Beladung

mit Neurotransmitter für einen weiteren Freisetzungszyklus zur Verfügung (Abb.

1.2, Übersichten bei [8, 33, 60]).

1.4 α2-adrenerge Rezeptoren modulieren die

Transmitterfreisetzung

Eine wichtige Funktion der α2-AR ist die präsynaptische Inhibition der Transmitter-

freisetzung im Sinne eines negativen Regelkreises. In den synaptischen Spalt freige-

setztes Noradrenalin bindet nicht nur an postsynaptische Rezeptoren, sondern auch

an Rezeptoren auf der präsynaptischen Seite der Synapse, die im Fall der α2-AR

zur Reduktion der weiteren Transmitterfreisetzung führen [39, 69]. Präsynaptische

α2-AR können die Transmitterfreisetzung grundsätzlich auf drei Ebenen modulie-

ren. Erstens durch Inhibition von Kalziumkanälen, zweitens durch Aktivierung von

Kaliumkanälen und drittens durch direkte Beeinflußung des Proteinkomplexes, der

synaptisches Vesikel und Plasmamembran miteinander verbindet [54].
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Abbildung 1.2: Zyklus der Bildung und Auflösung des SNARE-Komplexes (aus Synaptobre-
vin/VAMP, SNAP25 und Syntaxin) während der Exozytose eines synaptischen Vesikels. Syntaxin
liegt zunächst in einer geschlossenen Konformation vor, die geöffnet werden muß, um die Bildung
des SNARE-Komplexes (

”
nucleation“) einzuleiten. Der SNARE-Komplex zieht das synaptische

Vesikel zur Plasmamembran (
”
zippering“), was zur Membranverschmelzung führen könnte. Nach

der Fusion - und Transmitterfreisetzung - wird der SNARE-Komplex durch Bindung von NSF und
SNAPs aufgelöst, was die Aufnahme des Vesikels ins Zellinnere nach sich zieht (

”
budding“). Damit

stehen die beteiligten Komponenten für einen neuen Zyklus zur Verfügung. Geringfügig veränderte
Abbildung aus Rizo und Südhof [60].

1.5 Aktivierung von Kaliumkanälen durch

G-Proteine

Auf die Aktivierung von Kaliumkanälen durch α2-AR soll an dieser Stelle näher

eingegangen werden, weil in einigen Versuchen dieser Arbeit GIRK-Kanäle verwen-

det wurden. GIRK steht für
”
G-protein regulated inward rectifying K+“ – GIRK-

Kanäle sind demnach G-Protein-regulierte einwärtsgleichrichtende Kaliumkanäle.

Die Öffnungswahrscheinlichkeit eines solchen Kanals wird durch Bindung von Gβγ-

Komplexen erhöht. Bei geöffnetem Kanal hängt die Flußrichtung der Kaliumionen

vom elektrochemischen Gradienten (definiert als Differenz zwischen Membranpo-
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tential und Kaliumgleichgewichtspotential) ab. Ist das Membranpotential kleiner

als das Kaliumgleichgewichtspotential fließt ein starker Strom in die Zelle, ist es

größer, kann nur ein schwacher Kaliumstrom nach außen fließen, weil intrazelluläre

Mg2+-Ionen den Kanal unter diesen Bedingungen blockieren. Diese Eigenschaft, nur

Ströme ins Zellinnere zu ermöglichen, wird als einwärtsgleichrichtend bezeichnet.

GIRK-Kanäle sind Heterotetramere, aufgebaut aus zwei mal zwei Untereinheiten.

Bei Mäusen sind bisher 4 GIRK-Kanal-Untereinheiten kloniert (GIRK1–GIRK4).

Die Zusammensetzung der GIRK-Kanäle variiert je nach Gewebe. In Neuronen fin-

den sich vor allem GIRK-Kanäle aus GIRK1/GIRK2-Untereinheiten (Übersicht bei

[81]).

1.6 Physiologische Bedeutung α2-adrenerger

Rezeptoren

1.6.1 Herz-Kreislaufsystem

α2-AR in der Medulla oblongata des Gehirns nehmen Einfluß auf Sympathikoto-

nus, Blutdruck und Herzfrequenz, wenn sie von Noradrenalin oder Adrenalin stimu-

liert werden. Dabei kommt es zur Reduktion aller drei Parameter. Therapeutisch

wird aus diesem Grund der α2-Agonist Clonidin zur Behandlung von hyperten-

siven Krisen bzw. der vegetativen Symptome des deliranten Syndroms verwendet

[63]. Allerdings kommt es, insbesondere bei intravenöser Verabreichung von Cloni-

din initial zu einer vorübergehenden Blutdrucksteigerung durch Vasokonstriktion.

Mit Hilfe von Mäusen, bei denen jeweils ein Gen für einen α2-AR-Subtyp deletiert

war – sogenannte
”
knockout“ (KO) Mäuse, konnte eine Zuordnung dieser Effek-

te zu den α2-Rezeptorsubtypen erfolgen (Übersicht bei [27]). Bei Wildtypmäusen

verursachten die α2-Agonisten UK14,304 bzw. Dexmedetomidin eine vorübergehen-

de Blutdruckerhöhung und eine anschließende Blutdrucksenkung, wenn sie in die

8



Arteria carotis injiziert wurden. Die blutdrucksenkende Wirkung der α2-Agonisten

fehlte völlig bei α2A-KO und bei α2A-D79N Mäusen [2, 50]. Die blutdrucksteigernde

Wirkung fehlte hingegen in α2B-KO-Mäusen [45]. Somit konnte die blutdrucksen-

kende Wirkung der α2-Agonisten einem zentralen α2A-AR, die blutdrucksteigernde

Wirkung einem peripheren α2B-AR zugeordnet werden.

1.6.2 Zentrales Nervensystem

Bei chirurgischen Eingriffen können α2-AR-Agonisten aufgrund ihrer sedierenden

und analgesierenden Eigenschaften genutzt werden, um andere Anästhetika ein-

zusparen. Versuche an transgenen Mäusen zeigten, daß der sedierende Effekt von

α2-AR-Agonisten durch α2A-AR im Locus coeruleus vermittelt wird [30, 38, 65].

Zusätzlich greifen α2-AR auf verschiedenen Ebenen in die Schmerzwahrnehmung

ein. Auf Höhe des Rückenmarks hemmen präsynaptische α2A- und α2C -AR nozi-

zeptive Signale [52, 53, 56, 72]. Supraspinal spielen α2B- und α2C-AR eine Rolle in

der von N2O verursachten Analgesie [22]. Noradrenalin kann durch Erhöhung der

Krampfschwelle über α2A-AR epileptische Anfälle verhindern [34]. Weiterhin ist be-

kannt, daß α2A- und α2C -AR für die temperatursenkende Wirkung von α2-Agonisten

verantwortlich sind [30, 65]. α2-AR verändern auch kognitive Funktionen wie Auf-

merksamkeit, Planung, und Vigilanz [3, 4, 5, 17, 59].

1.6.3 Embryonale Entwicklung

Bisher ist die Bedeutung der α2-AR für die embryonale Entwicklung noch weitge-

hend unklar. Mäuse, bei denen jeweils das Gen für einen α2-Rezeptorsubtyp dele-

tiert ist sind alle lebensfähig [2, 44, 45]. Damit kann ausgeschlossen werden, daß ein

bestimmter α2-AR in der embryonalen Entwicklung lebensnotwendig ist. α2B-KO

Mäuse verpaaren sich schlechter und bei der Kreuzung von heterozygoten α2B-KO

Mäusen sind in den Würfen weniger homozygote Mäuse, als nach den Mendelschen
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Gesetzen erwartet [45]. Mäuse mit einer Deletion der drei α2-Rezeptorgene starben

während der Embryonalentwicklung an einer Störung des Angiogenese in der Pla-

centa [57]. Eine ungestörte embryonale Entwicklung ist also ohne α2-AR bei Mäusen

nicht möglich.

1.7 Transgene Mäuse

Klassische pharmakologische Techniken sind geeignet zur Klassifikation von Rezepto-

ren, solange zu deren Unterscheidung ausreichend selektive Liganden zur Verfügung

stehen. Wie in Tab. 1.1 deutlich wird, ist dies bei α2-AR nicht der Fall. Prazosin

und Oxymetazolin wären von den aufgeführten Pharmaka noch am ehesten geeig-

net α2A- und α2B-AR voneinander zu unterscheiden. Dennoch läßt deren 40-facher

Affinitätsunterschied eine sichere Unterscheidung nicht zu, zumal beide Liganden

auch an α2C- und α1-AR binden. Seit der Einführung transgener Techniken ist es

möglich das Genom von Mäusen so zu verändern, daß der gewünschte Rezeptor-

subtyp entweder in größerer Dichte oder überhaupt nicht mehr exprimiert wird

(transgene Versuchstiere). Durch die Kombination dieser molekularbiologischen mit

klassischen pharmakologischen Methoden wird es möglich – trotz des Mangels selek-

tiver Liganden – einzelnen Rezeptorsubtypen spezifische Funktionen zuzuordnen.

1.7.1 Methoden zur Generierung transgener Mäuse

Zur Veränderung von Genen sind verschiedene Techniken bekannt (Übersicht bei

[61]). Hier seien die Prinzipien der pronukleären Injektion und des
”
gene-targeting“

kurz erläutert. Diese beiden Techniken sind für unterschiedliche Ziele geeignet: Die

pronukleäre Injektion von DNA-Konstrukten eignet sich zur zellspezifischen Über-

expression von Proteinen, während die Methode des
”
gene-targeting“ in der Regel

zur gezielten Gendeletion eingesetzt wird. Bei der pronukleären Injektion wird ge-

reinigte DNA in eine befruchtete Eizelle der Maus injiziert. Der Ort, an dem der
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injizierte DNA-Vektor ins Mausgenom eingebaut wird, bleibt dem Zufall überlassen.

Die so präparierten Eizellen werden dann in scheinträchtige Weibchen eingepflanzt.

Nach der Geburt werden die Nachkommen darauf untersucht, ob und in welcher Ko-

pienzahl sie das Transgen enthalten. Die Dosis des Gens ist bei dieser Technik nicht

zu regulieren und es müssen viele unabhängige Mauslinien untersucht werden, um

die Mäuse mit der gewünschten Kopienanzahl und dem gewünschten Integrationsort

herauszufinden [80]. Die Stärke dieser Methode liegt darin, daß die injizierte DNA

manipuliert werden kann. So können kodierende Sequenzen für Rezeptoren mit regu-

latorischen Genelementen fusioniert werden, um ein spezifisches Expressionsmuster

zu erreichen.

Beim
”
gene-targeting“ wird es möglich, gezielt einen spezifischen Ort im Genom

zu verändern. Entweder wird dabei das entsprechende Gen deletiert oder durch ein

verändertes anderes Gen ersetzt. Häufig wird das gewünschte Gen inaktiviert, indem

in embryonalen Stammzellen (ES) durch homologe Rekombination ein Resistenzgen

an dem gewünschten Genort eingebracht und gleichzeitig ein oder mehrere Exons

entfernt werden. Die so veränderten ES-Zellen werden dann in Blastozysten mikro-

injiziert oder mit Morulae aggregiert. Die auf diese Weise modifizierten Embryo-

nen werden dann in scheinträchtige Weibchen implantiert. Chimäre Nachkommen

können leicht anhand der Fellfarbe identifiziert werden, wenn sich die austragenden

Mausstämme und die ES-Zell-Mausstämme in der Fellfarbe unterscheiden. Ist das

veränderte Gen in die Keimbahn gelangt, kann es an die Nachkommen weitergegeben

werden. Obwohl diese Technik aufwendiger ist als die pronukleäre Injektion, bietet

sie den Vorteil, daß die Ergebnisse leichter zu interpretieren sind, da die Anzahl der

eingebauten Gene nicht zur Debatte steht und der Genort bekannt ist. Bei allen

Vorteilen, die transgene Techniken bieten, haben sie auch Nachteile. Zum Beispiel

werden die meisten endogenen AR nur sehr niedrig exprimiert, während transgene

Expressionssysteme (Pronukleus-Transgene) bis zu 100-fach erhöhte Expressionsle-

vel haben können. Es besteht also die Möglichkeit, daß die vorhandenen G-Proteine

gesättigt werden und andere Signaltransduktionswege an Bedeutung gewinnen. Ein
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anderes Problem ist die zellspezifische Expression: bei der niedrigen physiologischen

Expressionsdichte der AR ist die Bestimmung, ob die Expression des veränderten

Gens tatsächlich gewebespezifisch ist, äußerst schwer. Bei KO-Tieren fällt die Un-

terscheidung oft schwer, ob ein Phänotyp durch KO-bedingte Entwicklungsdefekte

oder durch ein Fehlen eines Proteins zum Zeitpunkt des Experiments bedingt ist.

1.7.2 Transgene Mauslinien der α2-adrenergen Rezeptoren

Es gibt inzwischen sechs Mauslinien mit veränderter α2-Rezeptorexpression. Dazu

gehören Mäuse mit einer Deletion des α2A- (α2A-KO), α2B- (α2B-KO), und α2C -

Gens (α2C-KO) [2, 44, 45]. Auch eine Mauslinie, bei der das α2A- und das α2C -Gen

deletiert wurden, ist bekannt [25]. Eine weitere transgene Maus trägt eine Punkt-

mutation an Stelle 79 der Aminosäuresequenz des α2A-AR. Dort wurde ein Aspartat

zu Asparagin mutiert (D79N). Diese Mutation führt zu einer selektiven Entkopp-

lung der Aktivierung von K+-Kanälen, bei erhaltener Kopplung an Ca2+-Kanäle

und Adenylylcyclase in der Zellkultur [71]. Die Expression dieser Mutation bei der

Maus führte zu einer 80%igen Reduktion der α2A-Rezeptorexpression trotz nor-

maler mRNA-Konzentration [50]. Die α2A-D79N-Rezeptoren zeigten die erwarteten

pharmakologischen Eigenschaften, verloren aber in vivo die Fähigkeit an K+- und

Ca2+-Kanäle zu koppeln [50] und entsprachen damit einem funktionellen
”
knock-

out“. Im Gegensatz zu den bisher erwähnten Mauslinien wurde bei der sechsten

Mauslinie nicht ein Gen deletiert, sondern das α2C -Gen unter der Kontrolle seines

homologen Promotors 3-fach überexprimiert (α2C -OE) [65].

1.8 Zielsetzung

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, daß der α2A-Rezeptorsubtyp in mehreren Spe-

zies der Hauptrezeptor für die präsynaptische Inhibition ist [42, 75, 76]. Es gab jedoch

auch Hinweise für die Beteiligung mindestens eines weiteren α2-Rezeptorsubtyps an
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Transmitter

α2A

?

Abbildung 1.3: Ausgangs-

situation zu Beginn der Ar-

beit: Die Präsynaptische In-

hibition der Noradrenalinfrei-

setzung durch α2-AR wird

in erster Linie durch den

Subtyp α2A vermittelt. Es

gab Hinweise für die Betei-

ligung mindestens eines wei-

teren α2-Rezeptorsubtyps an

der präsynaptischen Inhibiti-

on. Eine eindeutige Subtyp-

zuordnung zu α2B oder α2C

war jedoch nicht möglich.

der präsynaptischen Regulation der Transmitterfreisetzung (Abb. 1.3 [28, 41, 64,

78]).

Deshalb sollten für das zentrale Nervensystem folgende Fragen geklärt werden: Gibt

es neben dem α2A-AR noch weitere α2-Rezeptorsubtypen, die an der präsynaptischen

Regulation der Transmitterfreisetzung beteiligt sind? Welche Rezeptorsubtypen sind

dies? Können α2-AR auch die Transmitterfreisetzung anderer Transmitter, z.B. Do-

pamin, regulieren? Welche α2-Rezeptorsubtypen sind daran beteiligt? Sollten mehre-

re Rezeptoren an der präsynaptischen Regulation beteiligt sein - wie unterscheiden

sie sich? Zur Beantwortung dieser Fragen sollte die Freisetzung von Noradrenalin

bzw. Dopamin an Gewebeschnitten von Mäusen mit α2-AR-Deletionen untersucht

werden. Zusätzlich sollte in einem Zellkultursystem überprüft werden, inwieweit sich

die Signaltransduktion der α2-AR kinetisch voneinander unterscheidet.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Ampicillin Sigma

Bactoagar, -hefeextrakt, -pepton; Agarose Gibco BRL

DNA-Längenstandards Boehringer Mannheim

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) Gibco BRL

Effectine Transfektionsreagenz QIAGEN

Fetales Kälberserum PAN Systems

Geneticin (G418) Gibco BRL

L-Glutamin; Penicillin/Streptomycin für die Zellkultur Gibco BRL

Rauwolscin RBI/Sigma

Säulen und Filter für die Plasmidisolierung QIAGEN

Trypsin-Versene PAN Systems

UK14,304 RBI/Sigma
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2.1.2 Enzyme

Restriktionsendonukleasen Boehringer Mannheim,

New England Biolabs

2.1.3 Biologisches Material

E. coli XL1 Stratagene

HEK293-Zellen [21]

pcDNA3-α2A [18]

pcDNA3-α2C [18]

Bicistronischer Expressionsvektor

für GIRK1 und GIRK4 Dr. Jan, Howard Hughes Medical Institute,

University of California

πH3-CD8 Dr.Yellen, Harvard University, Cambridge

Wildtyp-Mäuse (C57BL/6J x 129/Sv) Eigenzucht

α2A-KO-Mäuse [2]

α2B-KO-Mäuse [45]

α2C -KO-Mäuse [44]

α2AC-KO-Mäuse [25]
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2.1.4 Medien und Puffer

2.1.4.1 Medien für die Kultur von E. coli

LB-Medium: 1% Pepton Agarplatten:

0,5% Hefeextrakt Zusatz von 1,2% (w/v) Agar

1% NaCl

Die Selektion von Transformanten erfolgte durch Zugabe von 100µg/mL Ampicillin.

2.1.4.2 Medien für die Kultur eukaryontischer Zellen

Kulturmedium: Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (4,5 g/L Glucose)

10% (v/v) Fetales Kälberserum

2mM L-Glutamin

100 U/mL Penicillin, 100µg/mL Streptomycin

Zur Selektion stabil transfizierter Klone wurden 200µg/mL Geneticin (G418) zuge-

setzt.

2.1.4.3 Allgemeine Puffer

Superfusionsmedium: 118mM NaCl

4,7mM KCl

1,3mM CaCl2

1,2mM MgSO4

25mM NaHCO3

1,2mM KH2PO4

11mM Glucose

0,57mM Ascorbinsäure

30µM EDTA
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10 x DNA-Probenpuffer: 50% (v/v) Glycerin

20mM Tris/HCl; pH 7,5

0,1% (w/v) Bromphenolblau

0,1% (w/v) Xylencyanol

10 x TBE: 890mM Tris-Base

890mM Borsäure

20mM EDTA; pH 8,0

10 x PBS: 1,4M NaCl

300mM KCl

65mM Na2HPO4

15mM KH2PO4; pH 7,3

2.1.5 Zubehör für elektrophysiologische Experimente

Gerät zum Kapillarenziehen Sutter Instruments

Borsilikat-Kapillaren GF-150-10 Warner Instrument Corp.

Verstärker Axopatch 200 Axon Instruments

2.2 Methoden

2.2.1 Transmitterfreisetzung

Die Präparation der Mäuse folgte mit geringen Abweichungen der Beschreibung von

Limberger [42]. Zur Bestimmung der [3H]-Noradrenalinfreisetzung bzw. der [3H]-

Dopaminfreisetzung wurden die Mäuse durch Genickbruch getötet, der Kopf vom
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Körper abgetrennt und das Fell von der Schädelkalotte abpräpariert. Danach wur-

de die Schädelkalotte vom Foramen magnum aus keilförmig eingeschnitten und der

entstehende Keil nach vorne geklappt. Nun wurden die Hirnnerven mit einer ge-

bogenen Pinzette stumpf durchtrennt und das Gehirn vorsichtig aus dem Schädel

gelöst. Das Gehirn wurde auf einem, in Eis stehenden, Metallblock abgelegt und mit

kaltem Superfusionsmedium übergossen. Von diesem Zeitpunkt an unterschied sich

die Präparation für die gemessenen Gewebe.

2.2.1.1 [3H]-Noradrenalinfreisetzung aus Kortex

Von der Kortexoberfläche wurden mit Hilfe einer Rasierklinge und zwei Objekt-

trägern, die je mit zwei Drähten bespannt waren (0,1mm bzw. 0,3mm dick), horizon-

tale Schnitte angefertigt und daraus runde Scheiben (Durchmesser 2mm) herausge-

stanzt. Diese Scheiben wurden 30min in Superfusionsmedium inkubiert, das 0,1µM

[3H]-Noradrenalin enthielt. Anschließend wurden die Scheiben in Mikroperfusions-

kammern gelegt und 60min lang mit 1,8mL Superfusionsmedium pro Minute über-

spült (ohne [3H]-Noradrenalin). Das Superfusionsmedium enthielt zur Hemmung der

Noradrenalinwiederaufnahme 1µM Desipramin. Die Flußrate betrug 1,8mL/min.

Nun folgte das eigentliche Experiment, das aus 5–6 Abschnitten bestand. Jeder Ab-

schnitt dauerte 20min, davon 12min Sammelzeit. Die restlichen 8min dienten dazu

mit Pharmaka für die nächste Sammelperiode zu inkubieren. Um eine möglichst hohe

zeitliche Auflösung des gesammelten Superfusats zu erreichen wurde alle 3min der

12-minütigen Sammelperiode ein neues Meßröhrchen verwendet. Die ersten 3min

dienten der Bestimmung des Basalwertes. Danach erfolgte ein elektrischer Reiz, der

zur Noradrenalinfreisetzung führte. Nun wurde 3 × 3 Minuten die durch den elek-

trischen Reiz zusätzlich freigesetzte Noradrenalinmenge gesammelt. Der elektrische

Reiz zur Transmitterfreisetzung war rechteckig und dauerte 2ms. Ein Spannungs-

abfall von 20V/cm zwischen den Platinelektroden erzeugte einen 60mA starken

Strom. Die von einem Einzelreiz freigesetzte Transmittermenge war nicht sicher
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meßbar. Deshalb wurden Reizfolgen aus vier Einzelreizen mit einer Frequenz von

100Hz verwendet. Bei den Experimenten mit exogenem Agonist (UK14,304) wurde

mit nur einer Reizfolge stimuliert. Für die endogene Transmitterfreisetzung wurden

1, 2, und 64 Reizfolgen appliziert, um Autoinhibitionsbedingungen nachzuahmen.

2.2.1.2 [3H]-Dopaminfreisetzung aus Basalganglien

Das freiliegende Gehirn wurde in etwa 0,5mm dicke, frontale Schnitte zerteilt. Aus

den Schnitten, die die Basalganglien enthielten, wurden Scheiben mit 1-2mm Durch-

messer aus den Basalganglien herausgestanzt und 30min lang in Superfusionsmedi-

um inkubiert, welches 0,3µM [3H]-Dopamin enthielt. Die Gewebescheiben wurden

dann 60min in Mikrosuperfusionskammern mit Superfusionsmedium bei einer Fluß-

rate von 1mL/min inkubiert. Zur Hemmung der Dopaminwiederaufnahme enthielt

das Superfusionsmedium 1µM Nomifensin (aber kein [3H]-Dopamin). Ein Einzelpuls

war rechteckig, dauerte 2ms, und hatte eine Spannungsabfall von 30V/cm zwischen

den Platinelektroden der Kammer. Eine Reizfolge bestand aus 20 Einzelreizen bei

einer Frequenz von 10Hz. Die ersten zwei Reizfolgen wurden schon während der

60-minütigen Vorinkubationsphase appliziert (nach 20 und 40min). Das Superfu-

sat dieser Reizfolgen wurde verworfen. Die Experimente mit dem exogen zugegebe-

nen α2-Agonisten UK14,304 bestanden aus 8 Abschnitten. Jeder Abschnitt dauerte

30min. Das Superfusat wurde die ersten 12min gesammelt. Dann wurden Phar-

maka zugeführt. Diese hatten insgesamt 21min Zeit, um in die Gewebestücke zu

diffundieren. Dann erfolgte die nächste elektrische Stimulation. Die Autoinhibition

durch endogen freigesetzten Transmitter wurde bestimmt, indem das Gewebe mit 5,

10 und 50 Reizen bei einer Frequenz von je 20Hz gereizt wurde. Da theoretisch die

Möglichkeit besteht, daß radioaktiv markiertes Dopamin in noradrenerge Neurone

aufgenommen wird, wurden Kontrollexperimente durchgeführt, bei denen während

der Inkubation mit [3H]-Dopamin die Noradrenalintransporter durch 1µM Desipra-

min blockiert waren. Die Anwesenheit von Desipramin während der Inkubationszeit
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hatte keinen Einfluß auf die Höhe der Transmitterfreisetzung und wurde deshalb

weggelassen.

2.2.1.3 Berechnungen

Am Ende der Experimente wurden die Gewebe in 1N NaOH aufgelöst, die 0,5% Na-

triumdodecylsulfat enthielt und die Menge des in der Lösung enthaltenen Tritiums

mittels Flüssigkeitsszintillationszählung bestimmt. Nun konnte auf die zu Beginn

des Experiments vorliegende tritiierte Transmittermenge zurückgeschlossen werden.

Dazu wurden die Transmittermengen, die in jedem Abschnitt freigesetzt wurden,

zu der am Schluß vorhandenen Transmittermenge addiert. Die pro elektrische Sti-

mulation freigesetzte Transmittermenge wurde wie folgt berechnet. Zunächst wur-

de das Superfusat für drei Minuten gesammelt, um den Basalwert zu bestimmen.

Dann erfolgte die elektrische Stimulation. Die in den folgenden 9min freigesetzte

Transmittermenge entspricht dem Basalwert plus der durch den elektrischen Reiz

freigesetzten zusätzlichen Transmittermenge. Deshalb wurde davon der Basalwert

subtrahiert. Die so erhaltene freigesetzte Transmittermenge wurde durch die Ge-

webetransmittermenge am Anfang des Abschnittes dividiert, um den Anteil des

freigesetzten Tritiums am im Gewebe enthaltenen Tritium zu berechnen.

2.2.2 Kultur von Zellen

2.2.2.1 Kultur und Stammhaltung von E. coli

E. coli -Kulturen wurden stets mit einer Einzelkolonie angeimpft und in 400mL LB-

Medium bei 37◦ C auf einem Rotationsschüttler mit 150–220 rpm angezogen. Agar-

platten wurden im Brutschrank ebenfalls bei 37◦ C inkubiert. Die Stammhaltung

erfolgte als 20% (v/v) Glycerinkulturen bei -80◦ C.
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2.2.2.2 Kultur eukaryontischer Zellen

Eukaryontische Zellen wurden als Monolayerkulturen in DMEM-Medium bei 5%

CO2 und 37◦ C gezogen und alle zwei bis drei Tage passagiert. Dazu wurden die

adhärenten Zellen mit Trypsin-Versene von den Kulturschalen abgelöst, bei 180 x g

abzentrifugiert, in frischem Medium aufgenommen und in einer Verdünnung von

1:3 wieder ausgesät. Vor elektrophysiologischen Messungen wurden die Zellen so

vereinzelt, daß sie keine elektrische Verbindung mehr miteinander hatten.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde mit Hilfe von QIAGEN Plasmid Maxi Kit nach Angabe des

Herstellers präpariert. Die Plasmidminipräparation erfolgte nach einem modifizier-

ten QIAGEN-Protokoll. Dazu wurden 1500µL einer E. coli -Übernachtkultur abzen-

trifugiert und die Bakterien in 100µL Puffer P1 resuspendiert. Zur Lyse der Bak-

terien wurden 200µL Puffer P2 zugefügt und 5min bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschließend wurden die Lysate durch Zugabe von 150µL P3 neutralisiert und meh-

rere Minuten auf Eis stehen gelassen. Dann wurden die neutralisierten Lysate 5min

bei 4◦ C und 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde nochmals 5min bei 4◦ C

und 14000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und 500µL 96%

Ethanol zugegeben, um die DNA zu fällen. Dieses Gemisch wurde bei Raumtempe-

ratur 10min mit 14000 rpm zentrifugiert. Danach wurden 100–200µL 70% Ethanol

auf das Pellet gegeben. Es wurde darauf ein letztes Mal 5min bei 14000 rpm zen-

trifugiert und der Überstand abgesaugt. Schließlich wurden 25µL Aqua bidest. mit

0,1µg/µL RNAse zugefügt und bei 37◦ C inkubiert.
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2.2.3.2 Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen

Die Spaltung der DNA mit Restriktionsendonukleasen erfolgte jeweils in dem vom

Hersteller empfohlenen Puffer. Pro 1µg DNA wurden 2–5U Enzym eingesetzt.

2.2.3.3 Auftrennung von DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten wurden 1–2%ige Flach-

bett-Agarosegele mit TBE als Laufpuffer benutzt. Vor dem Auftragen wurden die

Proben mit mindestens 1

10
Volumen 10 x DNA-Probenpuffer versetzt. Als Längen-

standards dienten die DNA-Marker II, VII und eine 100 bp-Leiter von Boehringer

Mannheim. Die angelegte Spannung betrug 5–12V/cm Teststrecke. Anschließend

wurden die Gele in Ethidiumbromid-Lösung (1mg/L) gefärbt und die DNA durch

Fluoreszenzanregung unter UV-Licht sichtbar gemacht.

2.2.3.4 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Bestimmung der DNA-Konzentrationen erfolgte photometrisch durch Aufnahme

eines Spektrums zwischen 260 nm und 340 nm. In weitgehend proteinfreien Proben

sollte dabei das Verhältnis der Extinktionen E260/E280 bei 1,8–2,0 liegen. Die DNA-

Konzentration der Ausgangslösung läßt sich nach folgender Gleichung berechnen:

cDNA = 50 × E260 × Verdünnungsfaktor [ng/µL] (2.1)

cDNA: Konzentration der DNA

E260: Extinktion bei einer Wellenlänge von 260 nm

2.2.3.5 Transformation von E. coli

100–200µL kompetente E. coli XL-1 Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und 5–

10µL der gewünschten DNA zugefügt. Dieser Ansatz wurde 30min auf Eis inkubiert.

Dann wurde der Transformationsansatz einem Wärmeschock ausgesetzt, indem er
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für 2min bei 42◦ C ins Wasserbad gestellt wurde. Gleich im Anschluß wurden die

so erwärmten Proben für 5min auf Eis gestellt. Dann wurden 0,9ml LB-Medium

zugefügt und bei 37◦ C für eine Stunde im Rotationsschüttler mit 150–220 rpm kulti-

viert. Schließlich wurden diese Ansätze auf Agarplatten ausplattiert und über Nacht

bei 37◦C inkubiert.

2.2.3.6 Transfektion eukaryontischer Zellen

Transiente Transfektion: Die transiente Transfektion eukaryontischer Zellen er-

folgte nach der Kalziumphosphat-Methode [14]. 3–4 Stunden vor der Transfektion

wurden die Zellen in einer Verdünnung von 1:4 neu ausgesät. Der Transfektionsan-

satz bestand aus 10µg DNA in 250µL 0,1 x TE8 (DNA-Konzentration 40µg/mL),

284µL 2 x HBS und 35µL 2M CaCl2-Lösung. Vor der Transfektion wurden die Ein-

zelsubstanzen zusammengefügt, gründlich gemischt und dann 30min bei RT inku-

biert. Schließlich wurde der Transfektionsansatz vorsichtig auf die Zellen pipettiert

und diese über Nacht bei 37◦ C und 3% CO2 inkubiert. Tags darauf erfolgte ein

Mediumwechsel und die Zellen wurden von nun an bei 5% CO2 weitergezüchtet.

Die transiente Transfektion vor
”
patch-clamp“-Experimenten wurde mit dem Effec-

tine Transfektionsreagenz von QIAGEN durchgeführt, da auf den Zellen liegende

Kalziumphosphat-Niederschläge eine Sondierung der Zellen mit der Pipette verhin-

dert hätten.

2 x HBS-Puffer 280mM NaCl

10mM KCl

1,5mM Na2HPO4× 2H2O

12mM Dextrose

50mM HEPES

0,1 x TE8 1mM Tris-HCl(pH8,0)

0,1mM EDTA (pH8,0)
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Herstellung stabil exprimierender HEK293-Zellen: Die stabile Transfektion

der HEK293-Zellen erfolgte nach demselben Protokoll wie die transiente Transfek-

tion mit Kalziumphosphat. Ab dem ersten Mediumwechsel wurde jedoch Geneticin

(G418) in einer Konzentration von 0,2mg/mL zum Medium zugefügt, um trans-

fizierte Zellen zu selektionieren. Die Zellen wurden nach mehreren Passagen ver-

einzelt und auf separaten Schalen herangezüchtet, so daß jede Kulturschale Zellen

aus einem Zellklon enthielt. Vor der weiteren Züchtung wurden die Zellklone durch

Immunfluoreszenz-Färbung [18] angefärbt, um die Homogenität der Rezeptorexpres-

sion zu beurteilen. Inhomogen exprimierende Zellklone wurden daraufhin verworfen.

Melanie Philipp bestimmte die Rezeptordichte durch Radioligandbindung mit dem

α2-Antagonisten [3H]-RX821002.

2.2.3.7 Immunfluoreszenz-Färbung

Am Vortag der Färbung wurden die Zellen einer 12-Kammer-Schale in 200µL Me-

dium suspendiert und auf einen Objektträger aufgebracht. Nachdem sich die Zellen

angeheftet hatten, wurde der Objektträger mit Medium überschichtet. Am Tag der

Färbung wurde das Medium abgesaugt und der Objektträger für 10min mit 4%

Paraformaldehyd (PFA) in PBS überschichtet. Danach wurde der Objektträger 3 x

5min mit PBS inkubiert, um das PFA abzuspülen. In einer feuchten Kammer wurde

nun für 20–30min Präinkubationslösung auf den Objektträger geschichtet. Danach

wurde mit der Inkubationslösung für 90min bei RT inkubiert und schließlich 3 x

5min mit PBS gespült, das 0,5mM CaCl2 enthielt. Schließlich erfolgte eine Über-

schichtung mit n-Propylgallat.

Präinkubationslösung: PBS

0,05% (v/v) Triton X100

1 Spatelspitze BSA

Inkubationslösung: Präinkubationslösung + 1:500 M1-Antikörper

0,5mM Kalziumchlorid
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2.2.4 Messung von Membranströmen

Membranströme wurden bei konstant gehaltener Spannung (
”
voltage clamp“) mit

der
”
whole cell patch-clamp“-Technik gemessen [23]. Pipetten wurden mit einem Ka-

pillarziehgerät aus Borsilikatglas-Kapillaren hergestellt. Der Gleichstromwiderstand

der gefüllten Pipetten lag im Bereich von 3–6MΩ. Die Membranströme wurden mit

einem
”
patch-clamp“-Verstärker aufgenommen, mit einem Niederfrequenz-Bessel-

Filter (1–3 kHz Eckfrequenz) analog gefiltert und in einem IBM-kompatiblen PC

gespeichert. Der GIRK-Strom wurde als Einwärtsstrom bei einer konstant gehal-

tenen Spannung von -90mV gemessen [10]. Spannungsrampen (von -120mV bis

+60mV in 500ms, alle 10 s) wurden benutzt, um Strom-Spannungsbeziehungen zu

bestimmen.

Extrazelluläre Lösung: 120mM NaCl

20mM KCl

2mM CaCl2

1mM MgCl2

10mM HEPES-NaOH

Pipettenlösung: 100mM Kaliumaspartat

40mM KCl

5mM MgATP

10mM HEPES-KOH

5mM NaCl

2mM EGTA

2mM MgCl2

0,01mM GTP
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2.2.5 Statistik

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten wurden als arithmetische Mittelwerte mit

dem dazugehörigen Standardfehler in den einzelnen Abbildungen dargestellt. Si-

gnifikanzangaben beziehen sich auf Unterschiede zwischen
”
knockout“-Tieren und

den dazugehörigen WT-Kontrollen. Unterschiede eines Einzelparameters zwischen

einer
”
knockout“-Linie und den entsprechenden WT-Kontrolltieren wurden mit ei-

nem zweiseitigen Student-t-Test verglichen. Zum statistischen Vergleich von mehr als

zwei Untersuchungskollektiven wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (
”
one-way

ANOVA“) mit anschließendem Dunnett-Test durchgeführt. Für alle statistischen

Tests wurde als statistisch relevantes Signifikanzniveau ein p-Wert von ≤ 0, 05 an-

genommen.
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Kapitel 3

Ergebnisse

Vor Beginn dieser Arbeit war durch pharmakologische Experimente bei mehreren

Spezies gezeigt worden, daß der wichtigste α2-Rezeptorsubtyp für die präsynaptische

Funktion der α2A-AR ist [42]. Es gab auch Hinweise darauf, daß noch ein weiterer Re-

zeptorsubtyp an der präsynaptischen Inhibiton beteiligt ist [28, 41, 64, 78]. Mangels

subtypselektiver Liganden konnte jedoch nicht geklärt werden, welchem Subtyp bzw.

welchen Subtypen dieser Rezeptor zuzuordnen ist. Diesem Problem, sowie der Fra-

ge wie sich ggf. die beteiligten Rezeptorsubtypen unterscheiden, sollte im zentralen

Nervensystem für die Neurotransmitter Noradrenalin (α2-AR als Autorezeptoren)

und Dopamin (α2-AR als Heterorezeptoren) nachgegangen werden.

3.1 α2-adrenerge Rezeptoren als Autorezeptoren

Die Autorezeptorfunktion wurde an Schnitten aus dem Kortex von Mausgehirnen

untersucht. Die Schnitte wurden mit [3H]-Noradrenalin beladen und die Verände-

rung der – mittels elektrischer Reize verursachten – Transmitterfreisetzung durch

verschiedene Liganden bzw. endogen freigesetztes Noradrenalin beobachtet (Abb.

3.1).
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a b
3H-NA

Superfusionskammer

Gewebe
α2

3H-NA

Sympathikus-Neuron

α2

3H-NA

Desipramin

1) Aufladung 2) Freisetzung

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung eines Experiments: a) 1. Aufladung. Durch Inkuba-
tion mit [3H]-Noradrenalin wurde dieses über präsynaptische Noradrenalintransporter in die syn-
aptischen Vesikel aufgenommen und dort gespeichert. 2. Transmitterfreisetzung. Durch elektrische
Stimulierung der Gewebeschnitte kam es zur Freisetzung des radioaktiv markierten Noradrenalins.
Eine Wiederaufnahme des freigesetzten Transmitters wurde durch Blockierung des Noradrenalin-
transporters mit Desipramin verhindert. b) Das freigesetzte [3H]-Noradrenalin wurde durch den
kontinuierlichen Fluß des Superfusionspuffers abtransportiert. Die Radioaktivität im Superfusat –
und damit das freigesetzte Noradrenalin – wurde dann durch Flüssigszintillationszählung bestimmt.

3.1.1 Aktivierung durch exogene Agonisten

Die Experimente bestanden aus fünf oder sechs Abschnitten, in denen jeweils mit

vier Reizen bei einer Frequenz von 100Hz stimuliert wurde. Die Anwesenheit des α2-

Antagonisten Rauwolscin führte unter diesen Reizbedingungen nicht zu einer Stei-

gerung der Noradrenalinfreisetzung – es konnte also noch keine Autoinhibiton vor-

liegen [51, 67]. Abb. 3.2 zeigt Konzentrations-Wirkungskurven für die α2-Agonisten

UK14,304 und Noradrenalin.

Wie im oberen Teil der Abb.3.2a gezeigt, blieb die stimulierte [3H]-Noradrenalin-

freisetzung, ausgedrückt als Anteil des Gewebetritiums, ohne Anwesenheit eines

Agonisten konstant bei 0,8%. Der untere Teil der Abb.3.2a stellt im Gegensatz

dazu ein Experiment mit dem α2-Agonisten UK14,304 in ansteigenden Konzen-

trationen dar. Im Verlauf der fünf Stimulationsperioden wurde die Transmitterfrei-
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Abbildung 3.2: Hemmung der [3H]-Noradrenalinfreisetzung aus Kortexgewebeschnitten
des Mausgehirns von WT- und α2-KO-Mäusen durch den α2-Agonisten UK 14,304. a) Bei-
spiel eines Einzelexperimentes. Die Kortexgewebeschnitte wurden mit 4 Reizen bei 100Hz in
20minütigem Abstand gereizt. Ohne Agonist war die [3H]-Noradrenalinfreisetzung während
5 Stimulationen konstant (oberer Graph). Durch den α2-Agonisten UK l4,304 konnte die
Transmitterfreisetzung vollständig unterdrückt werden (unterer Graph). b) Konzentrations-
Wirkungskurven für UK 14,304. Bei WT-Mäusen, α2A-, α2B-, und α2C-KO-Mäusen konnte die [3H]-
Noradrenalinfreisetzung durch UK 14,304 gehemmt werden, während sie bei α2AC-KO-Mäusen un-
beeinflußt blieb. c) Hemmung der [3H]-Noradrenalinfreisetzung durch exogenes Noradrenalin. Die
Hemmung der Transmitterfreisetzung unterschied sich nicht zwischen α2B- und α2C-KO-Mäusen.
Bei α2A-KO-Mäusen war die hemmende Wirkung von Noradrenalin deutlich eingeschränkt und
sie fehlte völlig in α2AC-KO-Mäusen. Die Daten repräsentieren Mittelwerte ± Standardfehler von
8–16 Gewebestücken.
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setzung durch den Agonisten zunehmend gehemmt, bis zur vollständigen Inhibiti-

on bei 1µM UK14,304. Die untersuchten Mauslinien unterschieden sich deutlich

bezüglich der Transmitterinhibition durch UK14,304 (Abb.3.2b). Bei WT-Mäusen

konnte die [3H]-Noradrenalinfreisetzung in Abhängigkeit von der Agonistkonzen-

tration um maximal 96% gehemmt werden. Mäuse, bei denen α2B- oder α2C-AR

deletiert waren, unterschieden sich im Verlauf der UK14,304 Konzentrations-Wir-

kungskurven nicht von Wildtypmäusen. Bei Geweben aus α2A-KO-Mäusen konnte

die [3H]-Noradrenalinfreisetzung nur um 24% gehemmt werden. Die verbleibende

Hemmung mußte durch mindestens einen weiteren α2-Rezeptorsubtyp bedingt sein.

Durch Kreuzung von Mäusen, bei denen nur ein α2-Rezeptorsubtyp deletiert war,

entstanden Mäuse, denen zwei α2-Rezeptorsubtypen fehlten, die also nur noch einen

α2-Rezeptorsubtyp exprimierten. Lebensfähig waren bisher nur Mäuse, die noch α2B-

AR exprimierten (α2AC-KO) [25]. In Kortexgewebestücken dieser α2AC-KO-Mäuse

wurde die [3H]-Noradrenalinfreisetzung auch durch 1µM UK14,304 nicht gehemmt

(Abb. 3.2b). Die gesuchten Rezeptoren, die zusammen mit α2A-AR die Noradrena-

linfreisetzung im Kortex hemmen, sind demnach vom Subtyp α2C .

Auch der physiologische Agonist Noradrenalin hemmte die [3H]-Noradrenalinfrei-

setzung konzentrationsabhängig (Abb. 3.2c). Ähnlich wie UK14,304 hemmte No-

radrenalin die Transmitterfreisetzung bei WT- und α2C -KO-Mäusen in stärkerem

Ausmaß als bei α2A-KO-Mäusen. Auch Noradrenalin konnte die Transmitterfrei-

setzung in Kortexgewebestücken von α2AC-KO-Mäusen nicht beeinflussen. Außer-

dem unterschied sich der Verlauf der Konzentrations-Wirkungskurven bei α2B-KO-

und WT-Mäusen nicht. Auch dieser Befund spricht gegen eine Beteiligung der α2B-

Rezeptoren an der präsynaptischen Regulation der Noradrenalinfreisetzung.

3.1.2 Aktivierung durch gewebeeigenes Noradrenalin

Die Experimente mit α2-Agonisten, die von außen in definierter Konzentration ap-

pliziert wurden, legten den Schluß nahe, daß α2A- und α2C -AR als Autorezeptoren
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die Noradrenalinfreisetzung im Kortex regeln. Es stellte sich nun die Frage, ob gewe-

beeigenes Noradrenalin auch beide α2-Rezeptorsubtypen aktiviert. Zur Beleuchtung

dieser Frage wurden Gewebeschnitte mit 1, 2 und 64 Reizfolgen (eine Reizfolge be-

stand aus 4Reizen bei 100Hz) stimuliert. Die [3H]-Noradrenalinfreisetzung war bei

2 und 64 Reizfolgen deutlich größer als bei einer einzelnen Reizfolge (Abb. 3.3a).

Der α2-Antagonist Rauwolscin (1µM) steigerte die Transmitterfreisetzung bei 64

Reizfolgen, was die unter diesen Stimulationsbedingungen vorhandene Autoinhibiton

sichtbar werden ließ (Abb. 3.3a). Aus Geweben von α2A- und α2AC-KO-Mäusen ließ

sich mit zunehmender Reizfolgenzahl signifikant mehr Transmitter freisetzen als bei

WT-, α2B-KO- oder α2C -KO-Mäusen. Die [3H]-Noradrenalinfreisetzung bei α2AC-

KO-Mäusen entsprach der freigesetzten Transmittermenge der anderen Mauslinien,

wenn deren α2-AR durch 1µM Rauwolscin blockiert waren. Rauwolscin konnte die

Transmitterfreisetzung bei α2AC-KO-Mäusen nicht mehr steigern (Abb. 3.3b). Diese

Resultate belegen, daß α2A- und α2C-AR auch von gewebeeigenem Noradrenalin

aktiviert werden können.

3.2 α2-adrenerge Rezeptoren als Heterorezeptoren

Physiologische und pharmakologische Experimente belegen, daß α2-AR präsynap-

tisch nicht nur die Freisetzung von Noradrenalin (Autorezeptorfunktion), sondern

auch anderer Neurotransmitter (Heterorezeptorfunktion) wie Dopamin, Serotonin

oder Acetylcholin beeinflussen [70]. Sind an der Regulation der Freisetzung dieser

Neurotransmitter auch mehrere α2-Rezeptorsubtypen beteiligt? Sind dies die glei-

chen wie bei der Autoinhibition? Diese Fragen sollten für den Neurotransmitter

Dopamin beantwortet werden, indem Gewebeschnitte aus den Basalganglien von

Wildtyp- und transgenen Mauslinien verwendet wurden. Inkubiert wurde bei diesen

Experimenten statt mit [3H]-Noradrenalin mit [3H]-Dopamin. Die Dopamintrans-

porter wurden während der Experimente mit Nomifensin blockiert, um eine Wie-

deraufnahme von [3H]-Dopamin in die Neurone zu verhindern.

31



1 2 64 64

Kontrolle Rauwolscin

[3
H

]-
N

or
ad

re
na

lin
fr

ei
se

tz
un

g
(%

 G
ew

eb
e-

3 H
)

Zahl der Reizfolgen

* *

*

0

2

4

6

8

10

*

0.0

2.5

5.0

7.5

20 min

 Rauwolscin

1 2 64 64
Zahl der Reizfolgen

Wildtyp
Kortex

Elektrische Stimulation

[3
H

]-
N

or
ad

re
na

lin
fr

ei
se

tz
un

g
(%

 G
ew

eb
e-

3 H
)

a

b
Kortex

α2A-KO

α2AC-KO
α2C-KO

Wildtyp

Abbildung 3.3: Autoinhibition der [3H]-Noradrenalinfreisetzung durch gewebeeigenes Norad-
renalin in Gewebestücken aus dem Kortex des Gehirns. a) Repräsentatives Einzelexperiment mit
Wildtypgewebe. Die Stimulation bestand aus 1, 2 und 64 Reizfolgen mit einer Frequenz von 1Hz
(eine Reizfolge bestand aus 4 Reizen bei 100Hz). Durch Blockade der α2-AR mit dem nicht subtyp-
selektiven α2-Antagonisten Rauwolscin (1 µM) wurde die durch 64 Reizfolgen freigesetzte Transmit-
termenge signifikant gesteigert. b) [3H]-Noradrenalinfreisetzung in Gewebestücken aus dem Kortex
des Gehirns von WT-Mäusen, α2A-, α2B-, α2C- und α2AC-KO-Mäusen (n=8–16 Gewebestücke). Im
Vergleich zu WT-Mäusen war die freigesetzte Transmittermenge bei α2A- und α2AC-KO-Mäusen
signifikant (p < 0, 05) höher, was für eine verminderte präsynaptische Autoinhibition bei diesen
Mäusen spricht. Rauwolscin steigerte die freigesetzte Transmittermenge aller Mauslinien auf das
Niveau der α2AC-KO-Tiere.
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3.2.1 Aktivierung durch UK 14,304

Zunächst wurden mit dem α2-Agonist UK14,304 Konzentrations-Wirkungskurven

erstellt. Die maximale [3H]-Dopaminfreisetung wurde durch eine Reizfolge von 20

Einzelreizen bei 10Hz erreicht.

Die freigesetzte Transmittermenge blieb während eines Experimentes konstant und

konnte durch UK14,304 konzentrationsabhängig gehemmt werden (Abb.3.4a). Bei

WT-, α2B- und α2C-KO-Mäusen kam es zu einer maximalen Inhibition der [3H]-

Dopaminfreisetzung von 79%. Dieser Effekt war bei α2A-KO-Mäusen deutlich verrin-

gert und fehlte in Basalganglien von Mäusen, die weder α2A- noch α2C -AR exprimier-

ten (α2AC -KO) (Abb.3.4b). Somit wird die Dopaminfreisetzung in den Basalganglien

von den gleichen Rezeptorsubtypen (α2A und α2C) wie die Noradrenalinfreisetzung

im Kortex gehemmt.

3.2.2 Aktivierung durch gewebeeigenen Transmitter

In den Basalganglien konnten nur sehr wenige noradrenerge Neurone nachgewie-

sen werden [55]. Es stellte sich also die Frage, ob die noradrenerge Innervation der

Basalganglien ausreicht, um die Dopaminfreisetzung über α2-AR zu hemmen. Die-

ser Frage wurde nachgegangen, indem die Gewebestücke mit 5, 10 und 50 Reizen

bei einer Frequenz von 20Hz stimuliert wurden. Eine höhere Reizzahl führte da-

bei zu einer höheren Transmitterfreisetzung (Abb. 3.5a). Mit zunehmender Reizzahl

setzten α2A- und α2AC-KO-Mäuse signifikant mehr [3H]-Dopamin frei als WT- oder

α2C -KO-Mäuse. Da bei α2A- im Vergleich zu α2AC -KO-Mäusen die Transmitterfrei-

setzung noch durch α2-Agonisten inhibiert wurde, müssen zusätzlich α2C -AR an der

präsynaptischen Inhibition beteiligt sein. Die aus dem Gewebe von α2AC-KO-Mäusen

freigesetzte Transmittermenge entsprach jener der anderen Genotypen, wenn de-

ren α2-AR durch 1µM Rauwolscin blockiert waren Abb.3.5. Rauwolscin konnte die

Transmitterfreisetzung aus dem Gewebe von α2AC -KO-Tieren nicht mehr steigern.
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Abbildung 3.4: Hemmung der [3H]-Dopaminfreisetzung aus Basalganglien von WT- und KO-
Mäusen. Gewebestücke aus Basalganglien wurden mit [3H]-Dopamin inkubiert und mit 20 Ein-
zelreizen bei 10Hz stimuliert. a) Repräsentative Einzelexperimente an Gewebe aus WT-Mäusen.
Ohne Agonist blieb die Freisetzung während der Stimulationsperioden konstant (oberer Teil), der
α2-Agonist UK14,304 unterdrückte die Transmitterfreisetzung hingegen vollständig (unterer Teil)
b) Der α2-Agonist UK 14,304 hemmte die Dopaminfreisetzung in den Basalganglien von WT-
Mäusen und Mäusen, denen nur ein α2-Rezeptorsubtyp fehlte. Die inhibitorische Wirkung des
Agonisten war bei α2A-KO-Mäusen erheblich reduziert und fehlte völlig in α2AC-KO-Mäusen. Die
Daten zeigen Mittelwerte ± SEM von 9–12 Gewebestücken je Genotyp.
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Somit können α2B-AR nicht an der präsynaptischen Inhibition der Dopaminfreiset-

zung beteiligt sein. Die Dopaminfreisetzung wird folglich auch durch α2-Rezeptoren

der Subtypen α2A und α2C gehemmt.

3.3 Zeitverlauf der K+-Kanal-Aktivierung durch

α2-adrenerge Rezeptoren

Zwei α2-Rezeptorsubtypen, α2A und α2C , inhibieren präsynaptisch die Transmitter-

freisetzung. Unterscheiden sich diese Rezeptoren in irgendeiner Weise? An Maus-

vorhöfen wurde bereits gezeigt, daß beide Rezeptoren je nach Stimulationsfrequenz

unterschiedlich aktiv sind [25]. Hemmen α2A- und α2C -AR die Neurotransmitterfrei-

setzung unterschiedlich schnell? Eine Methode, die eine ausreichend hohe zeitliche

Auflösung erreicht, um diese Frage zu beantworten, ist die
”
patch-clamp“-Technik.

Um sie anwenden zu können, wurden HEK293-Zellen stabil mit α2A- bzw. α2C-AR

transfiziert. Aus 48 Zellinien wurden zwei mit mittlerer (2 pmol/mg Membranpro-

tein) und hoher (15–24 pmol/mg Membranprotein) Rezeptorkonzentration für die

Experimente ausgewählt. Diese wurden vor den Messungen transient mit GIRK-

Kanälen transfiziert. Während eines Experiments wurden die α2-Rezeptoren durch

Noradrenalin (0,1 nM – 1µM) stimuliert, und der Kaliumstrom mittels
”
whole cell

patch-clamp“-Technik gemessen (Abb.3.6). Die Messungen wurden in Zusammen-

arbeit mit Moritz Bünemann im Labor von Marlene Hosey (Northwestern Univer-

sity, Chicago) im Rahmen eines vom Boehringer-Ingelheim-Fonds geförderten For-

schungsaufenthaltes durchgeführt.
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Abbildung 3.5: Heteroinhibition der [3H]-Dopaminfreisetzung in den Basalganglien. a) Re-
präsentative Darstellung eines Einzelexperiments in WT-Gewebe. Nach Inkubation mit [3H]-
Dopamin wurden die Gewebestücke aus Basalganglien mit 5, 10 oder 50 Reizen bei 20Hz stimuliert.
Durch Blockade der α2-Rezeptoren mit 1µM Rauwolscin konnte die Transmitterfreisetzung signi-
fikant gesteigert werden. b) [3H]-Dopaminfreisetzung aus Basalganglien von WT-Mäusen, α2A-,
α2C-, und α2AC-KO-Mäusen. Die Transmitterfreisetzung war in Gewebestücken aus α2A- bzw.
α2AC-KO-Mäusen signifikant höher als in Gewebestücken aus WT-Mäusen (p < 0, 05). Rauwolscin
hatte bei α2AC-KO-Mäusen keinen weiteren steigernden Effekt auf die Dopaminfreisetzung.
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Abbildung 3.6: Schema einer
HEK293-Zelle, die α2-Rezeptoren sta-
bil exprimiert und transient mit GIRK-
Kanälen transfiziert wurde. Durch Ak-
tivierung von α2-Rezeptoren kommt es
zur Freisetzung von Gβγ-Komplexen,
die GIRK-Kanäle aktivieren und zum
K+-Einstrom führen.

3.3.1 GIRK-Ströme sind abhängig von der Noradrenalin-

konzentration

Eine Aktivierung der α2-AR durch Noradrenalin führte zu einer konzentrations-

abhängigen Steigerung der GIRK-Ströme (Abb. 3.7). Eine Unterscheidung zwi-

schen den α2-Rezeptorsubtypen war anhand der Konzentrations-Wirkungskurven

von Zellen mit vergleichbarer Rezeptordichte nicht möglich. Der EC50-Wert der

Konzentrations-Wirkungskurven zeigte eine negative Korrelation mit der Rezep-

tordichte, denn eine 10-fach höhere Rezeptorexpression führte zu einer Linksver-

schiebung des EC50-Wertes um eine Einheit auf der logarithmischen Konzentrati-

onsskala. Diese Beobachtungen belegen, daß die Kopplung der α2-Rezeptoren an

GIRK-Kanäle über G-Proteine in den transfizierten HEK293-Zellen funktioniert.

3.3.2 Aktivierungskinetik von GIRK-Strömen

Die Aktivierungskinetik der GIRK-Ströme wurde für drei Noradrenalinkonzentrati-

onen (10 nM bis 10µM) gemessen. Mit zunehmenden Noradrenalinkonzentrationen

nahmen die Zeiten bis zum Erreichen der halbmaximalen Amplitude der GIRK-

Ströme immer mehr ab. Bei einer Rezeptordichte von 2 pmol/mg gab es bei allen
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Abbildung 3.7: Konzentrations-Wirkungskurven des Agonisten Noradrenalin an HEK293-
Zellen. Gemessen wurden die Amplituden der GIRK-Ströme, die von Noradrenalin verursacht
wurden, an Zellinien mit hoher (α2A, 24 pmol/mg; α2C , 17pmol/mg) und mittlerer (α2Aund
α2C , 2 pmol/mg) Rezeptordichte. Bei vergleichbarer Rezeptordichte unterschieden sich die Kur-
ven der α2-Rezeptorsubtypen nicht. Eine 10-fach höhere Rezeptordichte führte bei beiden α2-
Rezeptorsubtypen zu einer Linksverschiebung der Konzentrations-Wirkungskurve. Die Daten stel-
len Mittelwerte ± Standardabweichung von 7–10 Experimenten dar.
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drei getesteten Noradrenalinkonzentrationen keinen Unterschied zwischen α2A- und

α2C -AR (Abb. 3.8). Bei hoher Rezeptordichte und einer 10µM Noradrenalinkonzen-

tration ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen α2A-AR (218± 13ms) und

α2C -AR (503 ± 29ms, p < 0, 05).

Die noradrenalininduzierte Aktivierungskinetik der GIRK-Ströme war, unabhängig

vom Rezeptorsubtyp nicht nur zur Agonistkonzentration, sondern auch zur Rezep-

tordichte proportional. So verkürzte sich die Zeit bis zur halbmaximalen Amplitude

des GIRK-Stroms bei 10 nM Noradrenalin von 5, 3± 1, 1 s auf 2, 1± 0, 3 s, wenn die

α2A-Rezeptordichte von 2 pmol/mg auf 15 pmol/mg zunahm (Abb. 3.8). Es konnte

also, mit Ausnahme von hohen Noradrenalinkonzentrationen kombiniert mit hoher

Rezeptordichte, kein subtypspezifischer Unterschied bezüglich der Aktivierungski-

netik der GIRK-Ströme nachgewiesen werden. Die Aktivierungskinetik korrelierte

jedoch gut mit der Rezeptordichte der Rezeptorsubtypen.

3.3.3 Deaktivierungskinetik von GIRK-Strömen

Schließlich wurde der Zeitverlauf der Deaktivierung des GIRK-Stromes nach schnel-

ler Entfernung des Agonisten Noradrenalin untersucht (Abb. 3.9). Binnen 60 s nach

Wechsel zu freiem Medium kehrten die GIRK-Ströme zu ihrem Ausgangsniveau

zurück, unabhängig davon, ob die Ströme von α2A- oder α2C-AR induziert worden

waren. Es zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied im Zeitverlauf der Deak-

tivierung beider Rezeptorsubtypen. Von α2A-AR induzierte GIRK-Ströme kehrten

2–3,5 mal schneller zu ihrem Ausgangsniveau zurück als von α2C-AR induzierte

Ströme. Dieser Unterschied war sowohl bei hoher also auch bei mittlerer Rezeptor-

dichte beobachtbar (Abb. 3.9, Balkendiagramm).
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Abbildung 3.8: Aktivierungskinetik der GIRK-Ströme mit dem Agonisten Noradrenalin. Ge-
messen wurden ins Zellinnere gerichtete GIRK-Ströme als Antwort auf eine schnelle Superfusion
mit Noradrenalin in unterschiedlichen Konzentrationen. Links ist jeweils ein repräsentatives Ein-
zelexperiment, rechts sind die zusammengefassten Daten für die Zeit bis zur halbmaximalen Ak-
tivierung dargestellt. Es wurden Zellinien mit mittlerer (a und b) und hoher (c und d) α2A- bzw.
α2C-Rezeptordichte verwendet. Die Daten stellen Mittelwerte ± Standardabweichung von 5–10
verschiedenen Zellen aus 2–3 Transfektionen dar.
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Abbildung 3.9: Zeitverlauf der Deaktivierung der GIRK-Ströme nach schneller Entfernung von
Noradrenalin aus dem Superfusionsmedium. Zunächst wurden α2A- oder α2C-AR mit 10nM No-
radrenalin aktiviert bis sich die GIRK-Ströme auf einem stabilen Niveau eingependelt hatten. Dann
wurde der Zeitverlauf nach schnellem Entfernen von Noradrenalin bestimmt. Die obere Kurve zeigt
ein repräsentatives Einzelexperiment. Im Balkendiagramm sind die Zeiten bis zur halbmaximalen
Deaktivierung zusammengefasst und als Mittelwert ± Standardabweichung (n = 5–8) ausgedrückt.
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Kapitel 4

Diskussion

4.1 α2A- und α2C-adrenerge Rezeptoren als Auto-

rezeptoren

Vor dieser Arbeit konnte mittels pharmakologischer Experimente gezeigt werden,

daß der wichtigste präsynaptische α2-Rezeptorsubtyp α2A ist [42, 75, 76]. Man-

gels subtypselektiver Liganden wurden bei diesen Experimenten zur Subtypbestim-

mung Konzentrations-Wirkungskurven für eine ganze Serie von Liganden erstellt

und diese mit Konzentrations-Wirkungskurven aus Geweben korreliert, die nur einen

Rezeptorsubtyp exprimierten. Damit gelang zwar eine grobe Abgrenzung des α2A-

Rezeptorsubtyps gegenüber α2B- bzw. α2C-AR – eine sichere Unterscheidung zwi-

schen α2B- und α2C-Rezeptoren konnte mit dieser Methode jedoch nicht erreicht

werden. Bei solchen Experimenten ergaben sich Hinweise für eine Beteiligung wei-

terer α2-Rezeptorsubtypen an der präsynaptischen Regulation der Noradrenalinfrei-

setzung [28, 41, 78]. Diesen Hinweisen sollte in dieser Arbeit nachgegangen werden

mit dem Ziel, die α2-Rezeptorsubtypen eindeutig zu identifizieren, die im ZNS die

Neurotransmitterfreisetung inhibieren. Methodisch neu war dabei die Verwendung

von Mäusen, deren Gen für je einen α2-Rezeptorsubtyp deletiert war [2, 25, 44, 45].
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Die Gewebe dieser Mäuse wurden in Experimenten verwendet, bei denen radioaktiv

markiertes Noradrenalin durch ein elektrisches Feld aus dem Gewebe freigesetzt wur-

de. Der Nachteil dieser Methode besteht darin, daß die Radioaktivität als Maß für

endogen freigesetzten Neurotransmitter verwendet wird. Ohne Korrelation mit auf-

wendigen direkten Messungen des endogen freigesetzten Neurotransmitters müssen

die Ergebnisse deshalb vorsichtig interpretiert werden [67]. So wäre es z. B. denkbar,

daß ein kleiner Teil des radioaktiven Tritiums nicht mit Noradrenalin verbunden ist,

sondern mit seinen Metaboliten.

Die α2-Agonisten UK14,304 und Noradrenalin hemmten die [3H]-Noradrenalinfrei-

setzung in Kortexgewebe von WT-, α2B-KO- und α2C-KO-Mäusen um maximal

96%. In α2A-KO-Mäusen war noch eine Hemmung um 24% möglich. Dies bestätig-

te einerseits bisherige Befunde, die α2A-AR als wichtigsten präsynaptischen α2-AR

identifizierten [42]. Andererseits zeigte die verbliebene Hemmung, daß noch min-

destens ein weiterer α2-Rezeptorsubtyp beteiligt sein mußte. Auf Gewebe von α2AC-

KO-Mäusen hatten die Agonisten keinen Effekt. Da bei diesem Genotyp nur α2B-AR

exprimiert sind, kann dieser Rezeptorsubtyp an der präsynaptischen Inhibition nicht

beteiligt sein. Folglich muß der zweite präsynaptische α2-AR dem Subtyp α2C an-

gehören. α2C -KO-Mäuse zeigten jedoch keine verminderte Hemmung der Transmit-

terfreisetzung im Vergleich zu WT-Mäusen. Mögliche Erklärungen dafür sind eine

große α2A-Rezeptorreserve, oder eine kompensatorische Überexpression von α2A-AR

bei α2C-KO-Mäusen. Bindungsdaten an Synaptosomen aus dem Gehirn von WT-,

α2A-KO- und α2C-KO-Mäusen zeigten, daß sich die Rezeptormenge der WT-Mäuse

durch Addition der Rezeptormengen bei α2A- und α2C-KO-Mäusen ergibt. Dies wur-

de durch Autoradiographien von Gehirnschnitten bestätigt. Das Verhältnis von α2A-

zu α2C-AR bei WT-Mäusen beträgt nach diesen Daten 10:1 [9]. Diese Befunde spre-

chen für eine große Rezeptorreserve der α2A-AR und gegen eine kompensatorische

Überexpression von α2A-AR bei α2C -KO-Mäusen. Damit konnten die präsynapti-

schen α2-AR im Kortex der Maus erstmalig den Subtypen α2Aund α2C zugeordnet

werden.
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4.2 Regulation der Dopaminfreisetzung in den

Basalganglien durch α2-adrenerge Rezeptoren

α2-Rezeptoren regulieren nicht nur die Freisetzung ihres eigenen Transmitters (No-

radrenalin und Adrenalin), sondern auch die Freisetzung anderer Transmitter wie

z.B. Dopamin oder Serotonin [20, 31, 76, 77, 82]. In dieser Arbeit wurde exem-

plarisch der Einfluß der α2-Rezeptoren auf die Dopaminfreisetzung in den Basal-

ganglien untersucht. Die Untersuchung der Basalganglien war deshalb interessant,

weil aus immunhistochemischen Untersuchungen bekannt war, daß α2C-AR in Ba-

salganglien, Tuberculus olfactorius und Hypothalamus besonders konzentriert sind

[49, 56, 66, 73]. Auch die α2C-mRNA Konzentration war in diesen Lokalisationen sehr

hoch [44]. Handelt es sich also bei den Basalganglien um ein Gewebe, bei dem nicht

α2A- sondern α2C -Rezeptoren die Hauptrolle spielen? Bei α2A-KO-Mäusen konn-

te die Dopaminfreisetzung um maximal 32% gehemmt werden, während sich die

Dopaminfreisetzung bei α2C-KO-Mäusen um 75-80% reduzieren ließ. Auf funktio-

neller Ebene stehen demnach – trotz der hohen α2C-Rezeptordichte – auch in den

Basalganglien α2A-AR im Vordergrund, wenngleich α2C-AR mit beteiligt sind. Die-

ser Befund steht im Einklang mit Voltametrie-Experimenten am Nucleus caudatus

des Kaninchens, die den α2A-Rezeptorsubtyp als wichtigste Komponente bei der

Heteroinhibiton der Dopaminfreisetzung identifizierten [76]. Wie läßt sich dies an-

gesichts der hohen α2C-Rezeptordichte erklären? Eine naheliegende Erklärung für

diese überraschenden Befunde wäre, daß [3H]-Dopamin während der Inkubations-

phase der Experimente über den Noradrenalintransporter in noradrenerge Nerve-

nenden aufgenommen und in synaptischen Vesikeln gespeichert wird. Somit wäre

es möglich, daß die gemessene Radioaktivität nicht aus dopaminergen sondern aus

noradrenergen Neuronen stammt. Für diese These spricht auch die höhere Affinität

des Noradrenalintransporters zu Dopamin im Vergleich zu Noradrenalin [47], was

eine Aufnahme von [3H]-Dopamin in noradrenerge Neurone begünstigen würde. In

Kontrollexperimenten wurde der Noradrenalintransporter während der Inkubation
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mit radioaktivem Dopamin deshalb mit 1µM Desipramin blockiert. Desipramin hat

eine 3800× höhere Affinität zum Noradrenalintransporter als zum Dopamintrans-

porter und blockiert ersteren deshalb selektiv [74]. Eine Beeinträchtigung der Auf-

nahme von [3H]-Dopamin in dopaminerge Neurone war nicht zu befürchten, weil

Noradrenalintransporter ausschließlich auf noradrenergen und Dopamintransporter

nur auf dopaminergen Neuronen vorkommen [47]. Da die Ergebnisse dieser Kontroll-

experimente sich nicht von den Experimenten ohne Desipramin während der Inku-

bationsphase unterschieden, mußte diese Erklärungsmöglichkeit verworfen werden.

Zudem sind die Basalganglien nur schwach von noradrenergen Neuronen innerviert

[32, 40, 55, 79], was die Frage aufwirft, wie α2-Rezeptoren in dieser Region in vivo

überhaupt aktiviert werden können. Zhang et al. schlugen vor, daß nicht Norad-

renalin sondern Dopamin die α2-AR in den Basalganglien stimuliert. Sie konnten

zeigen, daß Dopamin im Vergleich zu Noradrenalin eine etwa gleich hohe Affinität

zum α2C-AR und sogar eine 3-8 x höhere Affinität zum α2A-AR der Maus hat [84].

Diese These würde erklären warum α2-Rezeptoren – trotz der geringen noradrener-

gen Innervation – die Dopaminfreisetzung in den Basalganglien hemmen können.

Eine Erklärung für den geringen funktionellen Anteil der α2C -AR an der präsynap-

tischen Inhibition bietet diese These jedoch nicht. Holmberg et al. untersuchten die

Lokalisation der α2C-AR in den Basalganglien genauer und fanden, daß ein Großteil

der α2C-AR auf GABA-haltigen Neuronen oder Gliazellen lokalisiert sind [29]. Die-

se Befunde erklären die funktionelle Hauptrolle der α2A-AR bei der Hemmung der

Dopaminfreisetzung trotz höherer Dichte der α2C -AR.
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4.3 Zwei α2-adrenerge Rezeptoren zur Hemmung

der Neurotransmitterfreisetzung – ein gene-

relles Prinzip?

In den zwei Gehirnregionen, die untersucht wurden, zeigte sich, daß zwei α2-Rezep-

torsubtypen die präsynaptische Regulation der Transmitterfreisetzung regulieren -

im Neokortex als Autorezeptoren, in den Basalganglien als Heterorezeptoren. Bei-

desmal wurde durch α2A-AR eine stärkere Hemmung der Transmitterfreisetzung

erreicht, als durch α2C -AR. In Herzvorhöfen der Maus [25] wird die Noradrenalin-

freisetzung auch von α2A- und α2C-AR gehemmt. Im Unterschied zum Gehirn hatten

α2C -AR jedoch einen stärkeren Anteil an der präsynaptischen Inhibition [25]. Auch

die Inhibition der Kontraktionen des Vas deferens bei der Maus wird nicht aus-

schließlich von α2A-AR vermittelt [2]. Bei all diesen Beispielen vermitteln jeweils

zwei α2-Rezeptoren, α2A und α2C , die präsynaptische Funktion, wenn auch in unter-

schiedlichem Ausmaß. Es zeichnet sich also ab, daß es sich dabei um ein generelles

Prinzip handelt.

4.4 Vergleich mit anderen Transmittersystemen

Gibt es noch weitere Transmitter, deren Freisetzung präsynaptisch von mehr als

einem Autorezeptor moduliert wird? Die Freisetzung des wichtigsten exzitatori-

schen Transmitters Glutamat wird präsynaptisch durch mindestens vier metabotro-

pe Glutamatrezeptoren (mGlu) geregelt (Übersicht bei [15]). Die präsynaptischen

mGlu-Rezeptoren unterscheiden sich sowohl in ihrer Affinität zu Glutamat als auch

in der subzellulären Lokalisation auf dem Neuron. Funktionell zeigt sich dies darin,

daß mGlu2-Rezeptoren, die von der aktiven Zone der Synapse weiter entfernt sind,

erst bei höheren Stimulationsfrequenzen aktiviert werden, weil erst bei hohen Sti-

mulationsfrequenzen die Glutamatkonzentration im synaptischen Spalt auf Werte
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steigt, die ausreichend hoch sind, um auch den entfernt liegenden Rezeptor zu akti-

vieren. Bei serotonergen Neuronen der dorsalen Raphe übernehmen drei Rezeptoren,

5-HT1A, 5-HT1B und 5-HT1D, die Autorezeptorfunktion (Übersicht bei [68]). Diese

Rezeptoren unterscheiden sich wahrscheinlich in der Entfernung zur aktiven Zone

der Synapse. Die Affinität zu Serotonin hingegen ist bei allen drei Rezeptorsubtypen

ungefähr gleich. Es gibt also neben Noradrenalin noch weitere Transmitter, die mehr

als einen präsynaptischen Autorezeptor benutzen.

4.5 Unterschiede zwischen α2A- und α2C-adrenergen

Rezeptoren

Der Vergleich mit anderen Neurotransmittern zeigt nicht nur, daß diese auch mehrere

Autorezeptoren benutzen. Er zeigt ferner, daß sich Autorezeptorsubtypen z.B. hin-

sichtlich der Affinität zu ihrem physiologischen Liganden oder der subzellulären Lo-

kalisation unterscheiden können. Wie unterscheiden sich α2A- und α2C -Rezeptoren?

Zunächst ist bekannt, daß Noradrenalin eine höhere Affinität zu α2C- als zu α2A-

AR besitzt [11, 16]. Weiterhin sind 90% der α2-AR im ZNS vom Typ α2A und

nur etwa 10% α2C [50]. Hein et al. konnten auch bei α2-AR – ähnlich wie bei

metabotropen Glutamatrezeptoren – eine Abhängigkeit der Aktivierung von der

Frequenz feststellen. Sie zeigten an Herzvorhofgewebestücken, daß bei niedrigen Sti-

mulationsfrequenzen die Noradrenalinausschüttung durch α2C-AR stärker inhibiert

wurde als durch α2A-AR. Bei hohen Stimulationsfrequenzen hemmten α2A-AR die

Transmitterfreisetzung in größerem Ausmaß als α2C -AR [25]. Eine Erklärung für die

Frequenzabhängigkeit wäre eine unterschiedliche subzelluläre Lokalisation, wie dies

bei Glutamatrezeptoren der Fall ist. Dann müßten α2A-AR weiter von der aktiven

Zone entfernt sein, weil sie erst bei höheren Frequenzen aktiviert werden. Das Ver-

halten der α2C-AR passt jedoch nicht zu dieser These, weil sie zwar bei niedrigen

Stimulationsfrequenzen schon aktiv sind, bei hohen Frequenzen die Transmitter-
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freisetzung aber weniger stark hemmen [25]. Deshalb wurde die Frage gestellt, ob

sich α2A- und α2C -AR in der Kinetik der Inhibition unterscheiden. Dazu wurde die

Aktivierungs- und die Deaktivierungskinetik von GIRK-Strömen nach Stimulation

der α2-Rezeptoren mit Noradrenalin an stabil exprimierenden Zellinien untersucht.

Anhand der Aktivierungskinetik der GIRK-Ströme ließen sich α2A- und α2C-AR bei

gleicher Rezeptordichte nicht unterscheiden. Für beide Rezeptorsubtypen galt, daß

eine 10-fach höhere Rezeptorkonzentration zu einer 2,5-3× schnelleren Aktivierung

der GIRK-Ströme führte. Bezüglich der Deaktivierungskinetik unterschieden sich

α2A- und α2C -AR jedoch signifikant, denn α2A-AR deaktivierten schneller als α2C -

AR. Die Ursache für die unterschiedliche Deaktivierungskinetik liegt wahrscheinlich

in der höheren Affinität (und damit langsameren Dissoziationskinetik) von Norad-

renalin zu α2C-AR [11, 16]. Dafür spricht auch die schnellere Deaktivierung von

α2C -AR wenn Phenylephrin anstatt Noradrenalin als Agonist benutzt wird, weil

Phenylephrin eine niedrigere Affinität zu α2-Rezeptoren hat als Noradrenalin [11].

Somit ist die Dissoziation des Noradrenalin vom α2-AR der limitierende Schritt

für die Kinetik α2-AR. Wie bei anderen Transmittersystemen unterscheiden sich

präsynaptische α2-Rezeptoren in ihrer Affinität zu ihrem physiologischen Liganden.

Ob sich die α2–Rezeptorsubtypen auch bezüglich ihrer Position zur aktiven Zone

der Synapse unterscheiden, ist bisher ungeklärt.

4.6 Schlußfolgerungen

Zwei α2-AR, α2Aund α2C , dienen als präsynaptische Regulatoren der Transmitter-

freisetzung. Sie unterscheiden sich bezüglich der Affinität zu Noradrenalin, was in

einer unterschiedlichen Deaktivierungskinetik von GIRK-Strömen zum Ausdruck

kommt. Die Aktivierungskinetik zeigt keine subtypspezifischen Unterschiede – kor-

reliert jedoch gut mit der Rezeptordichte (Abb. 4.1).
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Abbildung 4.1: Zusam-

menfassende Darstellung der

Ergebnisse dieser Arbeit:

Zwei α2-Rezeptorsubtypen,

α2A und α2C , regeln die

präsynaptische Inhibtion der

Transmitterfreisetzung als

Auto- und Heterorezeptoren

im ZNS. Sie unterschei-

den sich bezüglich ihrer

Affinität zu Noradrenalin,

was als unterschiedliche

Deaktivierungskinetik von

GIRK-Strömen zum Aus-

druck kam.
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Kapitel 5

Zusammenfassung

Die Gruppe der adrenergen Rezeptoren (AR) umfasst neun Rezeptoren (3 α1-, 3 α2-,

3 β-AR), die alle durch die physiologischen Liganden Adrenalin und Noradrenalin

aktiviert werden können. Eine Subgruppe der AR bilden die drei α2-AR α2A, α2B und

α2C . Sie können prä- oder postsynaptisch lokalisiert sein. Präsynaptisch lokalisier-

te α2-AR hemmen die Transmitterfreisetzung im Sinne einer negativen Rückkopp-

lung. Die Hauptrolle bei der präsynaptischen Hemmung der Transmitterfreisetung

spielen α2-AR vom Subtyp α2A. Es lagen zu Beginn dieser Arbeit auch Hinweise

vor, daß noch weitere α2-Rezeptorsubtpyen an dieser Funktion beteiligt sind. Ei-

ne eindeutige Zuordung dieser α2-AR zu den Subtypen α2B oder α2C gelang aber

bisher nicht. In dieser Arbeit sollte deshalb die Frage beantwortet werden, welche

α2-AR neben dem α2A-AR an der präsynaptischen Hemmung der Transmitterfreiset-

zung im zentralen Nervensystem beteiligt sind. Zur Subtypunterscheidung wurden

”
knockout“-Mäuse verwendet, die nur einen oder zwei α2-Rezeptorsubtypen expri-

mierten. Gehirnschnitte aus dem Neokortex und den Basalganglien dieser Mauslinien

wurden mit radioaktiv markiertem Noradrenalin bzw. Dopamin inkubiert. Anschlie-

ßend wurde in Transmitterfreisetzungsexperimenten mit den so behandelten Gehirn-

schnitten Konzentrations-Wirkungskurven mit verschiedenen Liganden erstellt. Auf

diese Weise konnte gezeigt werden, daß neben den α2A-AR auch α2C -AR präsynap-
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tisch die Transmitterfreisetzung von Noradrenalin und Dopamin hemmen. α2A-AR

hemmten die Transmitterfreisetzung mit einer schnelleren Kinetik als α2C -AR. Des-

halb wurden in einem weiteren Schritt die Aktivierungs- und Deaktivierungskinetik

der α2A- und α2C -AR im heterologen Expressionssystem untersucht. Hierzu wurden

stabile HEK293-Zellinien generiert, die entweder α2A- oder α2C -AR unterschiedlich

stark exprimierten. Diese Zellinien wurden transient mit GIRK-Kanälen transfiziert,

um die durch Stimulation mit Noradrenalin resultierenden Kaliumströme mit der

”
patch-clamp“-Technik zu messen. Dabei ergab sich kein signifikanter Unterschied

zwischen α2A- und α2C-AR bezüglich der Aktivierungskinetik. α2C -AR deaktivier-

ten jedoch deutlich langsamer als α2A-AR. Diese Befunde belegen, daß zwei der drei

α2-AR-Subtypen, α2A und α2C , als präsynaptische Autorezeptoren (Noradrenalin)

bzw. Heterorezeptoren (Dopamin) die Neurotransmission modulieren. Dies könnte

in der Zukunft für die Entwicklung neuer, subtypspezifischer Pharmaka von großer

Bedeutung sein.
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[56] Nicholas A.P., Pieribone V., Höfkelt T. (1993) Distributions of mRNAs for α2-

adrenergic receptor subtypes in rat brain: An in situ hybridization study.

J. Comp. Neurol. 328, 575–594

58



[57] Philipp M., Brede M.E., Hadamek K., Gessler M., Lohse M.J., Hein L. (2002)

Placental α2-adrenoceptors control vascular development at the interface bet-

ween mother and embryo. Nat. Genet.,31, 311–315

[58] Regan J.W., Kobilka T.S., Yang-Feng T.L., Caron M.G., Lefkowitz R.J., Ko-

bilka B.K. (1988) Cloning and expression of a human kidney cDNA for an

α2-adrenergic receptor subtype. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 6301–6305
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Abkürzungsverzeichnis

α1-AR α1-adrenerger Rezeptor

α2A, α2B , α2C , α2D α2-adrenerge Rezeptorsubtypen A, B, C, D

Abb. Abbildung

ANOVA
”
analysis of variance“

β-AR β-adrenerger Rezeptor

βARK β-adrenerge Rezeptorkinase

bp Basenpaare

BSA Rinderserumalbumin

cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat

DNA Desoxyribonukleinsäure

Ex Extinktion bei einer Wellengänge von x nm

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure

g (1)Gramm; (2)Erdbeschleunigung

GDP/GTP Guanosindiphosphat/-triphosphat

Gs, Gi, Go stimulatorisches, inhibitorisches,
”
other“G-Protein

Gα/Gβγ G-Protein α-/βγ-Untereinheiten

GIRK G-Protein-regulierter einwärtsgleichrichtender Kaliumkanal

G-Protein GTP-bindendes Protein

GRK G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinase

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsäure
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KO
”
knockout“

L Liter

min Minute

M molar(mol/l)

mRNA messenger RNA

NSF N-Ethylmaleimid sensitiver Faktor

PBS phosphatgepufferte Saline

PCR Polymerasekettenreaktion

RGS
”
regulator of G-protein signaling“

RNA Ribonukleinsäure

rpm Umdrehungen pro Minute

s Sekunde

SEM Standardabweichung des Mittelwerts

SNAP
”
soluble NSF attachment protein“

SNARE
”
soluble NSF attachment protein receptor“

t Zeit

Tab. Tabelle

Tris Tris-(hydroxymethyl)aminoethan

U
”
unit“als Einheit der Enzymaktivität

UK14,304 5-bromo-6-(2-imidazolin-2-ylamino)-quinoxalin

v/v Volumen pro Volumen

VAMP
”
vesicle-associated membrane protein“

WT Wildtyp

w/v Gewicht pro Volumen

ZNS zentrales Nervensystem
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