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Vorwort

In den zurückliegenden zwei Jahrzehnten richtete sich das Interesse der biomedizinischen

Forschung zunehmend auf das menschliche Gehirn. In den letzten zehn Jahren hat die

Neurowissenschaft – nicht zuletzt durch immer ausgefeiltere technische Möglichkeiten -,

so behauptet jedenfalls Antonio Damasio, einer ihrer prominentesten Vertreter, mehr über

das Gehirn und den Geist herausgefunden, als in der gesamten Geschichte der

Psychologie zuvor entdeckt worden ist.2 Die Intensivierung der neurobiologischen

Forschung hat eine unüberschaubare Flut von Veröffentlichungen mit immer

„detaillierteren, ultramikroskopischen“ Befunden hervorgebracht. Die gigantische

Herausforderung der sich die Neurowissenschaften stellen, wird ersichtlich, wenn man

sich vor Augen hält, dass in jedem unserer Köpfe drei- bis vierhundert Milliarden

Neurone arbeiten – 150 000 Neurone je Quadratmillimeter Hirnrinde -, die zu neuronalen

Netzwerken verknüpft sind, so dass jedes Neuron theoretisch mit bis zu 10 000 anderen

in Verbindung stehen kann. Die Zahl der Synapsen beläuft sich auf unvorstellbare 100

Billionen. Dennoch konnten in vielen Bereichen erhebliche Fortschritte im Verständnis

über die Funktionsweise des menschlichen Gehirns und dessen Subsysteme erzielt

werden. Die Antworten auf die durch Wissenschaftler gestellten Fragen blieben aber

zumeist akademisch. Trotz Entdeckung genetischer Vulnerabilitäten, dem Einsatz

bildgebender Verfahren und immer subtiler werdender Befunde über Abnormalitäten

verschiedener Transmittersysteme existiert nach wie vor keine umfassende Theorie, die

die Entstehung spezifischer psychischer Erkrankungen erklären bzw. heilen könnte. Um

so wichtiger sind Bemühungen, die neurowissenschaftliche Datenflut unter Einbezug

benachbarter Disziplinen wie z.B. Entwicklungspsychologie, Soziologie,

Evolutionsbiologie und nicht zuletzt der Philosophie in – sicherlich zunächst

hypothetische – Konzepte zu integrieren. Die Neurologen Antonio Damasio, Joseph

LeDoux und der Neurobiologe Gerald Hüther – um nur einige Namen zu nennen – haben

auf diesem Gebiet Pionierarbeit geleistet. Die Hoffnung bleibt, dass die Ergebnisse der

hier vorliegenden Arbeit ebenfalls als Mosaikstein dienen können, um unser aller

Ansinnen, der verbesserten Hilfe für psychisch erkrankte Menschen, voranzutreiben.
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1. Einleitung

1.1 Serotonin (5-HT)

1.1.1 Geschichte

Bereits seit 1868 ist bekannt, dass das bei der  Blutgerinnung resultierende Serum  eine

Substanz enthält, die zur Vasokonstriktion und damit zur Steigerung des Gefäßtonus

führt.3 Um die Jahrhundertwende konnten  Blutplättchen als Ursache für diesen Effekt

identifiziert werden. Vialle und Erspamer isolierten 1933 Enteramin aus

enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltrakts.4 1948 gelang es Rapaport et al.,

eine "tonische" Substanz im "Serum" (daher der Name Serotonin)  zu isolieren, die sich

als das substituierte Indol 5- Hydroxytryptamin (5-HT) erwies 5 6. 1952 zeigten

Erspamer und Asero, daß Enteramin und Serotonin identische Substanzen sind.7 Nur

kurze Zeit später konnte 5-HT durch Twarog und Page8 im Zentralnervensystem (ZNS)

nachgewiesen werden. Amin et al. wiesen unterschiedliche Konzentrationen in

verschiedenen Gehirnbereichen nach.9  Da Serotonin bei physiologischem pH-Wert

hydrophil ist und somit die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, führte dies zu der

Annahme, daß Serotonin ein Neurotransmitter ist. Seine Entdeckung im Gehirn deutete

also darauf hin, daß es dort synthetisiert werden muß.

Das serotonerge System rückte ins Rampenlicht, als vermutet wurde, daß es an der

Entstehung von Psychosen beteiligt sei.10 Diese Hypothese gründete sich vor allem auf

der Entdeckung, daß die Wirkung von 5-HT in der Peripherie durch die halluzinogene

Substanz d-Lysergsäurediethylamid  (d-LSD) antagonisiert wird. Anschließend

entstanden zahlreiche Theorien, die die Funktion von Serotonin mit der Entstehung

verschiedener psychiatrischer Krankheiten, darunter Schizophrenie und Depression,

verbanden.
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Abb. 1: Chemische Struktur von 5-Hydroxytryptamin und verwandten Indolalkylaminen.11
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Den nächsten wichtigen Schritt machten Dahlstrom und Fuxe12, indem sie die

Lokalisation von Zellkörpern und Axonendigungen im Rattenhirn beschrieben, die

Serotonin enthalten. Bereits 1978 war Serotonin, außer in Zellen des ZNS und den

Blutplättchen, in Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, neuroendokrinen

Zellen der Lunge und in enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltrakts bekannt.13

1.1.2 Neuroanatomie

5-HT-haltige Neurone sind auf eine diskrete Gruppe von Zellen entlang der Mittellinie des

Hirnstamms begrenzt. Ihre Axone jedoch innervieren nahezu alle Areale des ZNS. Die

höchste Dichte  von serotonergen Projektionen befindet sich in limbischen Strukturen

(Amygdala, Gyrus cinguli, Temporallappen) und in sensorischen Zentren (visueller

Cortex, Gyrus temporalis superior, postcentraler Cortex, entorhinaler Cortex).14 Über

zwei Drittel der raphe-corticalen Axone sind serotonerg15.

1964 beschrieben Dahlstrom und Fuxe16, daß die Mehrzahl der serotonergen Somata in

den Raphekernen zu finden seien. Sie postulierten neun Gruppen von serotoninhaltigen

Zellkörpern, die sie mit B1 bis B9 bezeichneten (siehe Tab.1). Doch auch außerhalb der

Raphekerne wurden einige serotonerge Zellkörper gefunden und nicht alle Neurone

innerhalb der Raphe sind serotonergen Ursprungs. So bilden z.B. lediglich 15 % der

Neurone im Nc. raphe magnus 5-HT; im Nc. raphe dorsalis hingegen 70%.17 Die

Kerngebiete werden in eine superiore und inferiore Gruppe unterteilt. Die superiore

Gruppe (mit aszendierenden Projektionen) besteht aus vier Hauptkernen: B6-B9; die

inferiore Gruppe (mit deszendierenden Projektionen) aus fünf Kernen: B1-B5 (siehe Abb.

3 und Tab. 1).

B1

B2

B3

B4

B5

B6

B7

B8

B9

Gruppen Anatomische Struktur

Nc. raphe pallidus; caudale, ventrolaterale Medulla, unmittelbar 
dorsal der Pyramidenbahn

Nc. raphe obscurus

Nc. raphe magnus; rostrale, ventrolaterale Medulla
lateraler N. paragigantocellularis reticularis

Nc. raphe obscurus, dorsolateraler Part, dorsal des
Nc. praepositus hypoglossi auf Höhe des medialen
Vestibulariskern

Nc. raphe medialis, caudaler Part, Höhe des
motorischen Trigeminuskern

Nc. raphe dorsalis, caudaler Part

Nc. principal dorsalis raphe, rostraler Part

Nc. raphe medialis, rostraler Hauptpart
Nc. pontis oralis

Nc. pontis oralis, supralemniscale Region

Tab. 1: Klassifikation der 5-HT-Zellkörpergruppen nach Dahlstrom und Fuxe und ihre korrespondierende
          anatomische Struktur
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Aszendierende serotonerge Projektionen, die den cerebralen Cortex und andere Regionen

des Vorderhirns innervieren, entspringen vorwiegend aus der dorsalen (Nc. raphe

dorsalis; DRN; B6+B7) und medianen (Nc. raphe medialis; MRN; B8) Raphe, sowie den

B9 Zellgruppen (supralemniscale Region) (siehe Abb. 2A). Innerhalb des Nc. raphe

dorsalis (DRN) lassen sich zudem laterale (L), dorsomediale (DM) und ventromediale

(VM) Kerngebiete unterscheiden (siehe Abb. 2B). Zwei weitere aufsteigende

Projektionen haben ihren Ursprung im rostralen Bereich: Die dorsale periventriculäre

Bahn und die ventrale tegmentale Strahlung, die im caudalen Hypothalamus konvergieren

und sich dem medialen Vorderhirnbündel anschließen. Die aszendierenden Projektionen

sind topografisch geordnet. Zudem sind die Kerne in einzelnen Zonen oder Gruppen

organisiert, die ihre Axone zu spezifischen Gehirnregionen entsenden. Der mediale

Raphekern (MRN; B8) projiziert hauptsächlich in Hippocampus, Septum und

Hypothalamus, während das Striatum vorwiegend durch den dorsalen Kern (DRN;

B6+B7) innerviert wird. Der dorsale und mediale Kern sendet ebenfalls überlappende

Projektionen  zum Neocortex. Die höchste Dichte von serotonergen Fasern im Cortex

besteht in Lamina I und IV18. Die extrem starken Verzweigungen der serotonergen Axone

lassen vermuten, daß dieses System Kontakt zu vielen Cortexneuronen hat. Etwa 106

serotonerge Varikositäten werden in einem mm3 Cortex bei der Ratte gefunden.19

Abb 2: A: Superiore serotonerge Kerngruppe. DRN = Nc. raphe dorsalis; MRN = Nc. raphe medialis;
               B9 = Supralemniscale Region. Immunzytochemische Färbung coronarer Schnitte des
                    Rattengehirns.

           B: Nc. raphe dorsalis (DRN) mit seinen lateralen (L), dorsomedialen (DM) und ventromedialen
               (VM) Anteilen. 20

Die anderen Raphekerne B1 bis B5 liegen mehr caudal im mittleren Pons bis zur caudalen

Medulla oblongata und enthalten eine kleinere Anzahl von serotonergen Zellen. Diesen
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Zellgruppen entspringen Axone, die in den Hirnstamm und das Rückenmark projizieren.

Das Rückenmark erhält eine starke serotonerge Innervation. Drei große deszendierende

Bahnen wurden beschrieben:

1. Vom Nc. raphe magnus (NRM; B3) zu Lamina I und II des Hinterhorns. Sie haben

damit direkten Kontakt zum Tractus spinothalamicus und dürften an der Modulation der

Schmerzwahrnehmung beteiligt sein.

2. Vom Nc. raphe obscurus (NRO; B2) sowohl zu Motoneuronen der Lamina IX des

Vorderhorns, als auch zu den motorischen Kernen der Hirnnerven X und XII21.

3. Von der rostralen ventrolateralen Medulla (VLM; B1/B3) (Nc. reticularis lateralis

(LRN) und Nc. lateralis paragigantocellularis (NPGL)) ziehen Fasern zu

intermediolateralen Zellreihen des Rückenmarks, so dass sowohl sensorische, als auch

motorische Kerne des autonomen Nervensystems innerviert werden. Die Projektionen des

Nc. raphe pallidus (NRPa; B1) sind zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht bekannt.

Abb. 3: Inferiore serotonerge Kerngruppen. NRM = Nc. raphe magnus; NRO = Nc. raphe obscurus;
           VLM = ventrolaterale Medulla; NRPa = Nc. raphe pallidus. Immunzytochemische Färbung
               coronarer Schnitte des Rattengehirns 22

Abb. 4: Schematische Darstellung der 5-HT Zellkkörpergruppen und ihrer Projektionen.
              Sagitalschnitt des ZNS einer Ratte.23
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Abb. 5: Schematischer Sagittalschnitt durch das menschliche Gehirn mit Darstellung der serotonergen
          Kerngebiete und Projektionen (Pfeile) in den Hirnstamm, das Prosencephalon und das
             Rückenmark.24

Serotonerge Nervenendigungen zeigen je nach Ursprungsgebiet morphologische

Unterschiede. So sehen Axone vom Nc. raphe medialis relativ grob aus, mit großen

sphärischen Varikositäten (3-5 µm im Durchmesser) (Typ M). Häufigstes

Projektionsgebiet ist der Gyrus dentatus. Im Unterschied dazu findet man bei Axonen aus

dem Nc. raphe dorsalis sehr feine Axone, mit typischerweise kleinen, pleomorphen

Varikositäten (< 3 µm) (Typ D), die im Vergleich zu Typ M-Fasern eine erhöhte

Vulnerabilität im Hinblick auf Neurotoxine (z.B. Amphetaminderivate) aufweisen und

hauptsächlich in den frontalen Cortex ziehen25 . Einige Autoren unterscheiden zwei

serotonerge Systeme: Ein langsames, weitverzweigendes System (Typ I) von

nichtmyelinisierten Fasern, deren Ursprungsgebiete die Mittellinie der Raphe sind, von

einem schnellen, spezifischeren, mit restriktiveren Zielprojektionen versehenen

myelinisierten System (Typ II), dessen Zellkörper mehr lateralisiert sind und das vor

allem in höheren Säugetieren vorkommt.26

Die spezifische und hochspezialisierte Innervation von Vorderhirnstrukturen durch

Rapheneurone deutet Funktionen von serotonergen Bahnen in Abhängigkeit ihres

Ursprungs und ihres Zielortes an. Dies wiederspricht einer nichtselektiven oder

generalisierten Rolle von Serotonin im ZNS. In einigen Bereichen des Säugetiergehirns
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finden sich jedoch  Stellen, wo 5-HT freigesetzt wird, aber keine synaptischen Kontakte

nachgewiesen werden können. Der Anteil serotonerger Endigungen mit synaptischen

Zielkontakten scheint in einzelnen Gehirnregionen zu variieren. Dies könnte eine wichtige

Bedeutung für den Typ der Informationsverarbeitung haben. Entweder besteht eine

strenge Assoziation zwischen dem präsynaptischem Neuron und seinem Zielneuron oder

eine dynamische, weniger spezifische Interaktion mit Zielneuronen, die durch Freisetzung

und Diffussion des Neurotransmitters über mehrere hundert Mycrometer erreicht wird. In

diesem Fall würde Serotonin als Neuromodulator wirken, der die im Gang befindliche

synaptische Aktivität reguliert oder abstimmt.

1.1.3 Neurochemie

Nicht alle Zellen, die Serotonin beinhalten, synthetisieren es auch. Zum Beispiel stellen

Blutplättchen kein 5-HT her, sondern nehmen es über einen aktiven,

membrangebundenen Transportmechanismus aus dem Plasma auf. Im Gegensatz dazu

synthetisieren Gehirnzellen 5-HT selbst. Der erste Syntheseschritt ist der erleichterte

Transport der Aminosäure L-Tryptophan aus dem Blut in das Gehirn. Mit dem gleichen

Transporter werden konkurrierend ebenso die neutralen Aminosäuren Phenylalanin,

Leucin und Methionin ins Gehirn transportiert. Der Transport von Tryptophan ist nicht

nur von der Konzentration im Blut, sondern auch vom Verhältnis der Konzentration zu

den anderen neutralen Aminosäuren abhängig. Eine tryptophanfreie Ernährung vermindert

den Tryptophangehalt und damit den 5-HT-Spiegel im Gehirn signifikant27 28.

Serotonerge Neurone enthalten das Enzym L-Tryptophan-5-monooxygenase

(Tryptophan-Hydroxylase), das L-Tryptophan in 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) unter

Verwendung von L-erythro-tetrahydrobiopterin (BH4) als Cofaktor (=

Elektronendonator) durch die Reduktion von molekularem Sauerstoff umwandelt.  Diese

Umwandlung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Herstellung von

Serotonin.

L-Tryptophan + BH4 + O2   => (Tryptophan-Hydroxylase) => L-5-HTP + quinonoid

BH4 + H2O

Der Km-Wert für Tryptophan liegt bei 30-60 µM, einer Konzentration, die mit der im

Gehirn vergleichbar ist. Da die Tryptophan-Hydroxylase nicht gesättigt ist, steigt die

Konzentration von Serotonin proportional zur Tryptophan-Konzentration im Gehirn. Die

Tryptophan-Hydroxylase besteht aus 444 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht

von 51 kD. Sie weist eine 51%ige Homologie zur Tyrosin-Hydroxylase

(Katecholaminstoffwechsel) auf. Die katalytische Region befindet sich im C-Terminus,
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wogegen die Substratspezifität im N-Terminus lokalisiert ist. Parachlorophenylalanin

(PCPA) ist ein irreversibler Inhibitor des Enzyms. Eine Steigerung der Konversion von

L-Tryptophan zu 5-HTP (z.B. im Rahmen einer long- oder short-term-potentiation) kann

außer durch die Hochregulierung der Expression der Hydroxylase auch über die Ca2+-

abhängige Phosphorylierung der Hydroxylase (via Calmodulin-abhängige Proteinkinase

II oder cAMP-abhängige Proteinkinase (PKA)) und damit durch eine Änderung der

Enzymkinetik erreicht werden.

Abb 6: Biosynthese von Serotonin (5-HT)

Ein weiterer Schritt wird durch eine aromatische L-Aminosäuren-Decarboxylase (AADC)

katalysiert, die ein Pyridoxalphosphat-5´-phosphat-abhängiges Enzym ist und 5-HTP in

5-HT umwandelt. Es konnte gezeigt werden, daß durch die vermehrte Bereitstellung von

Pyridoxin die Syntheserate von 5-HT in Affengehirnen ebenfalls ansteigt, was vermutlich

auf einen regulatorischen Effekt von Pyridoxin auf die AADC zurückzuführen ist.  AADC

ist nicht nur in serotonergen, sondern ebenfalls in katecholaminergen Neuronen

vorhanden, wo es 3,4- Dihydroxyphenylalanin (DOPA) in Dopamin umwandelt. AADC

besteht aus 480 Aminosäuren, hat ein Molekulargewicht von 54 kD und ist ebenfalls nicht

gesättigt.

1.1.4 Speicherung und Freisetzung

In den Nervenendigungen wird Serotonin, wie auch die Katecholamine, in Vesikeln

gespeichert. Neben Serotonin sind ebenfalls Substanz P (Modulation der

postsynaptischen Aktion), Enkephalin (Wachstumsinhibition in kultivierten serotonergen

Neuronen29), Thyreotropin-releasing Hormon (TRH), Noradrenalin und Gamma-

Aminobuttersäure (GABA) in serotonergen Synapsen gefunden worden30.
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Der Transport von synthetisiertem 5-HT aus dem Zytoplasma in die Vesikel geschieht

über einen aktiven Transport. Zwei Vesikeltransporter konnten bisher gefunden werden,

die einen H+-Gradienten als Energielieferanten für den Transport nutzen (Antiport) und

12 transmembranäre Domänen aufweisen: VMAT1 und VMAT2. VMAT1 besteht aus 521

Aminosäuren und ist auf Chromosom 8 kodiert. VMAT2 (Chr. 10) weist eine 61%ige

Homologie zu VMAT1 auf. Beide gehören zu einer Gruppe von Transportern, die

toxische Bestandteile aus dem Zytoplasma entfernen, und die man sowohl in Bakterien als

auch in Hefepilzen gefunden hat (Toxin-Extruding-Antiporters TEXANs)31. Inhibitoren

dieser vesikulären Transporter sind z.B. Reserpin und Tetrabenazin, aber auch

Fenfluramin und MDMA, die zusätzlich noch den Plasma-Membran-Transporter

hemmen. Im Unterschied zu katecholaminergen Vesikeln enthalten die serotonergen

Speicher kein ATP. Zudem befindet sich in serotonergen Vesikeln ein spezifisches

Protein, das Serotonin mit hoher Affinität in Anwesenheit von Fe2+ bindet32. Die durch

die Depolarisation induzierte Freisetzung von 5-HT wird schließlich durch einen Ca2+-

Einstrom ausgelöst, indem es die Fusion von vesikulären Membranen mit der

Plasmamembran fördert. Die Rate der Serotoninfreisetzung ist direkt proportional zur
Impulsfrequenz der serotonergen Zelle und wird über Autorezeptoren (5-HT1A)

kontrolliert.

1.1.5 Signalbeendigung

1.1.5.1 Transporter

Die Aktivität von 5-HT im synaptischen Spalt wird vor allem durch den Rücktransport in

die Nervenendigung mittels des membranständigen 5-HT-Transporters (5-HTT) limitiert,

der nicht nur in serotonergen Neuronen der Raphe, sondern ebenfalls in Blutplättchen,

Plazenta und Lungengewebe vorkommt33. Das Wiederaufnahmesystem ist sättigbar. Mit

einem Km-Wert von 0,2 - 0,5 µM besitzt es eine hohe Affinität zu 5-HT. Die Aufnahme

von 5-HT ist ein aktiver Prozess, der sowohl von der Temperatur, als auch von der Na+-

und Cl--Konzentration abhängig ist. Unter Verbrauch von Energie wird durch die

Na+/K+-ATPase der Na+-Gradient über der Zellmembran aufrecht erhalten, von dem der

5-HT-Reuptake abhängig ist. Ein Na+-, ein Cl--Molekül und ein protoniertes 5-HT

binden extrazellulär an den Transporter und rufen eine Konformationsänderung hervor,

so dass sowohl die Ionen, als auch der Transmitter in das Zytoplasma freigesetzt werden.

Die Konformationsänderung könnte die Öffnung einer Membranpore veranlassen, die

durch die transmembranären Domänen (TMD) des Transporters geformt wird. Im

Zytoplasma sorgt eine K+-Bindung dafür, daß der Transporter wieder zu seiner

Ausgangsstellung zurückgesetzt wird, um weitere Moleküle aufnehmen zu können.
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Kompetitive Hemmer der 5-HT-Bindung an den Transporter sind z.B. Kokain,

Amphetamine und einige Antidepressiva (z.B. Fluoxetin, Paroxetin, Citalopram).

Abb. 7: Putative Struktur des Serotonin-Transporters (Ratte, 5-HTT) – Homologe Aminosäuren beim
              Dopamin- (Ratte, DAT) und Noradrenalin-Transporter (Mensch, NET).

Das 5-HTT-Protein besteht aus 630 Aminosäuren und weist ein Molekulargewicht von 68

kDa auf; es wird von einem einzigen Gen (SLC6A4) auf Chromosom 17 (17q11.1-

17q12) codiert 34. Die putative Struktur des Transporters hat 12 transmembranäre

Domänen (TMD). Beide Enden, sowohl das carboxy-terminale, als auch das amino-

terminale Ende, sind intrazellulär lokalisiert. Extrazellulär befindet sich eine große

Schleife, die über Glykosylierungsstellen mit den TMD 3 und 4 verbunden und damit

stabilisiert ist. Zudem gibt es sechs potentielle Stellen, die durch Proteinkinase A (PKA)

oder Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden können. Der 5-HTT weist eine

50%ige Homologie mit dem Noradrenalin-Transporter (Noradrenalin-Transporter, NET)

und Dopamin-Transporter (DAT) auf, wobei die größte Übereinstimmung in TMD 1/2

und TMD 4-8 zu finden ist. Die am wenigsten konservierten Bereiche sind die

intrazellulären amino- und carboxy-terminalen Teile.

Unter bestimmten Umständen können diese Transporter auch in einem Ca+-

unabhängigen, nicht exozytotischen Prozess Transmitter freisetzen. Die physiologische

Rolle einer solchen Freisetzung, die erst durch die Wirkung einiger Drogen entdeckt

wurde,  ist spekulativ. Zum Beispiel sind sowohl Fenfluramin, als auch MDMA Substrate
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für den 5-HTT und hemmen nicht nur den Transport von 5-HT in die Zelle, sondern

verursachen zudem noch den Auswärtstransport.

Der 5-HTT wird in der Entwicklung synchron zur Migration von serotonergen Fasern

exprimiert. Obwohl man weiß, daß die Bildung von serotonergen Synapsen erst ein

später Entwicklungsschritt ist, beginnt die Expression des 5-HTT bereits früh in der

Embryonalentwicklung. 35

Die Transkription des 5-HTT wird durch ein polymorphes, repetitives Element (5-

HTTLPR) moduliert, das im Promotor 1kb upstream vom 5-HTT-

Transkriptionsstartcodon liegt.36  Die polymorphe Region besteht aus repetitiven

Elementen, wobei das lange (long, l) Allel 16 und das kurze (short, s) Allel 14 repetitive

Elemente aufweist. Die prozentuale Verteilung der Allele innerhalb der Bevölkerung liegt

bei 32% l/l, 49% l/s und 19% s/s. Durch Experimente in Zellkultur (Lymphoblasten-

Zellinien) konnte sowohl auf mRNA-Ebene, auf Protein-Ebene, als auch im Hinblick auf

die 5-HT-Aufnahme nachgewiesen werden, daß Zellen, die homozygot für das l-Allel

sind, eine höhere Expressions- (mRNA: 1,4 – 1,7 x; Protein: +30-40%) bzw. Re-

Uptake-Rate (1,9 – 2,2 x) haben, als Zellen mit l/s-, oder s/s-Genotyp.37 Durch

Assoziations- und Linkageanalysen konnte gezeigt werden, daß der Polymorphismus bei

Persönlichkeitsstörungen38, affektiven Erkrankungen39, Alkoholabhängigkeit40,

Autismus41, late-onset Demenzen42  und M. Parkinson43 eine Rolle spielt.

1.1.5.2 Katabolismus

Ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Signalbeendigung ist der Abbau von 5-HT durch

die Monoaminoxidase (MAO), die in mitochondrialen Membranen lokalisiert ist. Sie

konvertiert Serotonin zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd, das wiederum durch einen NAD+-

abhängigen Prozess durch die Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolessigsäure (5-

HIAA) oxidiert wird. Das Zwischenprodukt 5-Hydroxyindolacetaldeyhd kann alternativ

auch über einen NADH-abhängigen Schritt durch die Aldehydreduktase zum Alkohol 5-

Hydroxytryptophol reduziert werden. Ob Oxidation oder Reduktion stattfinden hängt vom

Verhältnis zwischen NAD+ und NADH im Gewebe ab.
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Abb. 8: Abbau von Serotonin (5-HT)

Im Gehirn ist der Hauptmetabolit 5-HIAA. In vitro werden Serotonin und Noradrenalin

hauptsächlich durch das Isoenzym MAO A metabolisiert. Serotonerge Neurone enthalten

jedoch vorwiegend MAO-B, obwohl 5-HT hierfür kein bevorzugtes Substrat ist. MAO-B

Knockout-Mäuse zeigen keine erhöhten Serotoninspiegel im Gehirn, wogegen der 5-HT-

Spiegel bei MAO-A Knockout-Mäusen in den ersten 12 Tagen stark erhöht ist, um  sich

dann bis zum siebten Monat zu normalisieren.

1.1.6 Serotonin-Rezeptoren

Im synaptischen Spalt reagiert Serotonin mit prä- und postsynaptischen Rezeptoren, über

die es seine Wirkung weiterleitet. Für Serotonin sind inzwischen sieben Hauptklassen

von Rezeptortypen bekannt, die insgesamt 14 strukturell und pharmakologisch

unterschiedliche 5-HT-Rezeptor-Subtypen subsumieren44. Die Unterscheidung dieser

Rezeptoren erfolgte aufgrund von Bindungsstudien mit radioaktiv markierten Liganden

und durch die  Aufklärung der Proteinstruktur mit molekularbiologischen Methoden.

1.1.6.1 Die 5-HT1-Rezeptor-Familie

Alle Rezeptoren aus der 5-HT1-Familie sind über ein inhibierendes Gi-Protein (αi)  an die

Adenylatcylase gekoppelt.

1.1.6.1.1  5-HT1A-Rezeptor

Der 5-HT1A-Rezeptor befindet sich auf Chromosom 5q11.2-q13 und besteht aus 385

Aminosäuren. Das Gen enthält keine Introns. 5-HT1A-Bindungsstellen und mRNA

werden vor allem im limbischen System gefunden, insbesondere im Hippocampus,

lateralen Septum, Amygdala und cortikalen Arealen (v.a. cingulärer und entorhinaler

Cortex), aber auch in den medialen und dorsalen Raphekernen.45 46 Der Rezeptor ist
über ein Gi-Protein (αi) negativ an zwei verschiedene Effektorsysteme gekoppelt:  Zum

einen führt der Rezeptor durch die Adenylatcyclase (Abnahme von cAMP), zum anderen
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über die Öffnung eines K+-Kanals zur Hyperpolarisation.47 Die Stimulation des 5-HT1A-

Rezeptors erhöht die Sekretion des Wachstumsfaktors S-100 in Astrozytenkulturen, was

auf eine neurotrophe Rolle in der Gehirnentwicklung hinweisen könnte.48 49Er kommt

sowohl postsynaptisch in den Vorderhirn-Regionen, als auch präsynaptisch als

somatodendritischer Autorezeptor (Raphe) vor, wo er die neuronale Feuerungsrate und

die 5-HT-Freisetzung inhibiert. Die höchste Dichte im menschlichen Gehirn befindet sich

im frontalen Cortex (Lamina II > III, VI) und im Hippocampus (CA1>G. dentatus >

CA3)50.

1.1.6.1.2  5-HT1B-Rezeptor

5-HT1B-Rezeptoren (6q13; 386 AS) können vor allem in den Basalganglien,  im Striatum

und im frontalen Cortex aufgefunden werden.51 Neben seiner postsynaptischen Funktion
kommt der 5-HT1B-Rezeptor ebenfalls als präsynaptischer Autorezeptor in der Raphe vor,

der bei Aktivierung die Freisetzung von 5-HT verringert. Es besteht eine 93%ige
Homologie zum 5-HT1Dß-Rezeptor . Da der 5-HT1B-Rezeptor bei Ratte, Maus und

Hamster, der 5-HT1Dß-Rezeptor aber in Meerschweinchen, Schweinen, Kühen und im

Menschen gefunden wurde, nimmt man an, daß es sich bei beiden Rezeptoren um

Speziesvarianten des gleichen Rezeptors handelt,52 zumal die pharmakologischen Profile

beider Rezeptoren zwar nicht identisch, aber ähnlich sind und ihre Verteilung im Gehirn

fast übereinstimmen.

1.1.6.1.3  5-HT1D-Rezeptor

Es wurden zwei Genorte gefunden, die den 5-HT1D-Rezeptor codieren: 5-HT1Dα
(1p34.3-36.3; 377 AS) und 5-HT1Dß (6q13; 350 AS).53 Radioligandbindungsstudien

brachten keine Differenzierung der beiden Rezeptoren, so daß sie von einigen Autoren als
5-HT1D zusammengefaßt werden. Andere setzen wiederum die Rezeptoren 5-HT1B und

5-HT1Dß als Speziesvarianten gleich54, so daß der 5-HT1Dα-Rezeptor als eigentlicher 5-

HT1D-Rezeptor anzusehen ist. Niedrige Level von mRNA wurden im Caudato-Putamen,

Nc. accumbens, Hippocampus , Cortex, dorsale Raphe und im Locus coeruleus
gefunden.55 Das Vorkommen von 5-HT1D-Rezeptoren in der Raphe wird als Hinweis

interpretiert, daß 5-HT1D auch präsynaptisch als Autorezeptor fungiert. Zudem sollen

neuronale Entzündungsreaktionen und Schmerzwahrnehmung über trigeminovaskuläre
Afferenzen 5-HT1D-vermittelt sein. Die Wirkung des 5-HT1B/D-Agonisten  Sumatriptan

an präsynaptischen, perivaskulären Fasern zur Migränetherapie könnte über diese

Mechanismen erklärt werden56.
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1.1.6.1.4  5-HT1E-Rezeptor

Der 5-HT1E-Rezeptor codiert auf Chromosom 6q14-q15, besteht aus 365 Aminosäuren

und enthält keine Introns.57 Durch In-situ-Hybridisierung  konnte  er im Caudato-

Putamen,  Amygdala, parietalem Cortex , Globus pallidus und Tuberculum olfactorius
nachgewiesen werden58. Der 5-HT1E-Rezeptor zeigt mit 64% eine höhere Homologie

zum 5-HT1D-Rezeptor als alle anderen Rezeptoren aus der 5-HT1-Familie. Bis jetzt sind

noch keine selektiven Liganden bekannt, so daß man bisher keine Kenntnisse über seine

physiologische Funktion gewinnen konnte.

1.1.6.1.5  5-HT1F-Rezeptor

Der 5-HT1F-Rezeptor zeigt eine 61%ige Homologie mit dem 5-HT1E-Rezeptor.59 Er

codiert auf Chromosom 3q11 (366 AS) und konnte durch In-situ-Hybridisierung vor

allem im Cortex, Hippocampus, Gyrus dentatus, Nc. tractus solitarius, Rückenmark,

Ganglion trigeminale, Uterus und Mesenterium gefunden werden. Weil auch für diesen

Rezeptor keine Agonisten oder Antagonisten bekannt sind, ist nur wenig über die
Verteilung und die Funktion bekannt. Der 5-HT1B/D-Rezeptorantagonist Sumatriptan

zeigt jedoch fast die gleiche Affinität zum 5-HT1F-Rezeptor (pKi 7,6), als zum 5-HT1B/D-

Rezeptor (pKi 8,4/8,1). Folglich wurde die Hypothese aufgestellt, dass der 5-HT1F-

Rezeptor ein Ziel für Anti-Migräne-Medikamente sein könnte. 5-HT1F-mRNA wurde in

Ganglien des N. trigeminus gefunden, dessen Stimulation zur Plasmaexsudation in der

Dura führt, was eine Komponente der neurogenen Entzündung darstellt, die als mögliche

Ursache für Migräne mitverantwortlich gemacht wird.

1.1.6.2  Die 5-HT2-Rezeptor-Familie

Die 5-HT2-Rezeptorfamilie besteht aus drei Subtypen: 5-HT2A, 5-HT2B und 5-HT2C

(früher 5-HT1C). Alle drei Rezeptoren sind über die α-Einheit des Gs-Proteins positiv an

das Enzym Phospholipase C gebunden und mobilisieren somit intrazelluläres Ca2+, was
zur Depolarisation der Zelle führt. Die Aminosäuresequenz der 5-HT2 –Rezeptoren weist

vor allem in den sieben transmembranären Domänen eine weitgehende Homologie auf.60

Charakteristisch für  die Gene der 5-HT2-Rezeptoren ist, daß sie entweder zwei (5-HT2A,

5-HT2B) oder drei (5-HT2C) Introns innerhalb der codierenden Sequenz beinhalten.61

1.1.6.2.1  5-HT2A-Rezeptor

Der 5-HT2A-Rezeptor ist auf Chromosom 13q14-q21 (471 AS) lokalisiert und hat eine

relativ hohe Übereinstimmung der Aminosäuresequenz mit dem 5-HT2C Rezeptor. Er

besitzt potentielle Glykosylierungs- (5) und Phosphorylierungsstellen (11).62 Zudem
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existieren individuelle Aminosäurenbereiche, die zu unterschiedlicher Ligandenbindung
und Effektorkopplung führen.63 5-HT2A-Rezeptoren befinden sich vor allem in

Vorderhirnregionen, aber teilweise auch in corticalen Bereichen, Nu. caudatus, Nu.

accumbens, Tuberculum olfactorius und im Hippocampus.64 65  Bisher konnte noch kein
selektiver 5-HT2A-Agonist gefunden werden. Auch Clozapin, Olanzapin und andere

atypische Neuroleptika besitzen eine Affinität zu 5-HT2A.66 Stimulation des 5-HT2A-

Rezeptors verursacht die Aktivierung biochemischer Kaskaden, die zur erhöhten

Expression einiger Gene – darunter das Gen des brain-derived-neurotrophic factors
(BDNF) – führen.67 5-HT2A-Rezeptoren induzieren die Freisetzung von ACTH, Renin

und Prolaktin.68

1.1.6.2.2  5-HT2B-Rezeptor

Der menschliche 5-HT2B-Rezeptor befindet sich auf dem Gen 2q36.3-2q.37.1 und

besteht aus 481 Aminosäuren. Als selektivster Agonist wirkt BW 723C86; als Antagonist
SB 204741.69 Eine putative Funktion des 5-HT2B Rezeptors ist die Steuerung der

mitogenen Effekte von 5-HT während der neuronalen Entwicklung. Diese Hypothese
stammt von Untersuchungen, die 5-HT2B-Rezeptoren im Neuralrohr von Maus-

Embryonen nachweisen konnten70, wogegen 5-HT2B-Knockouts neurale Abnormalitäten

aufweisen.71

1.1.6.2.3  5-HT2C-Rezeptor

Der 5-HT2C-Rezeptor wurde aufgrund seiner hohen Affinität zu 5-HT zunächst der 5-

HT1-Familie zugerechnet und als 5-HT1C-Rezeptor benannt.72 Nach seiner Klonierung

und näheren Charakterisierung mußte eine Neuorientierung stattfinden, so daß er der 5-
HT2-Gruppe zugerechnet wurde.73 Der 5-HT2C-Rezeptor ist X-chromosomal (Xq24;

458 AS) lokalisiert. Es existiert eine Splice-Variante, dessen Funktion nach wie vor
unbekannt ist, zumal das Protein ein 5-HT2C-Rezeptor, allerdings ohne 5-HT-

Bindungsstelle ist.74 Der humane Rezeptor besitzt vier N-Glykosylierungsstellen und

acht Serin/Threonin Bereiche, die mögliche Phsphorylierungsstellen darstellen.75 Der 5-
HT2C-Rezeptor wird vor allem in hohen Konzentrationen im  Plexus choroideus

gefunden, so daß angenommen wird, daß mittels 5-HT2C-Rezeptoren die

Liquorproduktion gesteuert wird. 76 Darüberhinaus kommt er in Cortexbereichen, im
limbischen System und in den Basalganglien vor.77 78 79 Der 5-HT2C-Rezeptor wird für

eine Reihe von Verhaltensreaktionen verantwortlich gemacht: Hypolokomotion,

Hypophagie, Angst, Erektion und Hyperthermie.80
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1.1.6.3  Der 5-HT3-Rezeptor

Der 5-HT3-Rezeptor gehört zur Klasse der ligandenvermittelten Kationenkanäle  und führt

durch die unselektive Permeabilität für Na+, K+, Ca2+ und Mg2+ zur raschen

Depolarisation.  Bis jetzt wurde lediglich ein einziges Gen (Chr. 11) gefunden, auf dem
eine Untereinheit (5-HT3A) des 5-HT3-Rezeptors codiert. Sie besteht aus 487

Aminosäuren und weist eine hohe Homologie mit anderen Mitgliedern der

ligandenvermittelten Kanäle auf.81 Ultrastrukturelle Studien zeigen, daß die

Quartärstruktur des Rezeptors als ein Zylinder mit einer zentralen Pore von 3 nm

Durchmesser angenommen werden kann, der aus fünf Untereinheiten zusammengesetzt

ist.82 Er ist sowohl zentral, als auch peripher weit verbreitet. Die höchste Dichte konnte in

der Area postrema, dem Nu. tractus solitarius, der S. gelatinosa und in allen Kernen des

unteren Hirnstamms  (z.B. Nc. trigeminalis, dorsale Kerne des N. vagus) gefunden

werden. Er kommt ebenso in höher gelegenen Hirnregionen, wie Cortex, Hippocampus,

Amygdala und mediale Habenula vor, aber in niedrigerer Dichte.83 Der Rezeptor verfügt

über einige allosterische Zentren, so daß durch Substanzen wie z.B. Ethanol die Potenz

der Agonistenwirkung erhöht werden kann.84

1.1.6.4  Der 5-HT4-Rezeptor

Das Gen des 5-HT4-Rezeptors befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 5

(5q31-q33)85 und beinhaltet fünf Introns.86 Es existieren vier Splice-Varianten: 5-HT4(a)

(387 AS), 5-HT4(b) (406 AS), 5-HT4(c) (380 AS) und 5-HT4(d) (360 AS).87 88 mRNA

des 5-HT4(d)-Rezeptors konnte bisher lediglich im Darm nachgewiesen werden, wogegen

die anderen Rezeptoren vor allem im Gehirn vorkommen.89 Ob die verschiedenen Splice-

Varianten unterschiedliche, spezifische Funktionen ausüben, konnte bisher noch nicht

geklärt werden. Im Rattenhirn weisen sie jedenfalls eine anatomisch unterschiedliche
Verteilung auf.90 5-HT4-Rezeptoren sind positiv an die Adenylatcyclase gekoppelt und

verfügen über Glykosylierungs- und Phosphorylierungsstellen.91 Vor allem im

nigrostriatalen und mesolimbischen System können sie nachgewiesen werden.92 Neben
einer 5-HT-Liberation (va. im Hippocampus93) sind 5-HT4-Rezeptoren auch in der Lage,

die Freisetzung von Acetylcholin zu steigern.94 Interessanterweise zeigen postmortem
Gehirne von Alzheimer-Patienten eine Reduktion der 5-HT4-Rezeptor-Dichte im

Hippocampus.95 Darüberhinaus gibt es Hinweise, daß 5-HT4 auch die Freisetzung von

Dopamin im Striatum96 und GABA in der Substantia nigra97 modulieren kann.

1.1.6.5  Die 5-HT5-Rezeptoren

Die HT5-Rezeptor-Familie setzt sich aus den Subtypen HT5A und HT5B zusammen.

HT5A ist auf Chromosom 7 (7q36) lokalisiert und besteht aus 357 Aminosäuren. Die
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HT5B-Sequenz (370-371 Aminosäuren) befindet sich auf Chromosom 2 (2q11-13). 98 99

HT5-Rezeptoren gehören ebenfalls zur G-Protein-gekoppelten Rezeptorsuperfamilie. Die

genaue Second-messenger-Kaskade ist jedoch nach wie vor unklar. Es gibt lediglich
Hinweise, daß Zellen, die eine sehr hohe Expression von HT5A-Rezeptoren aufweisen

(HEK293), eine Stimulierung der Adenylatcyclase durch Forskolin inhibieren können.100

Darüber hinaus zeigen C6-Gliomzellen, die mit HT5-Rezeptoren transfiziert wurden, eine

durch 5-HT induzierbare Absenkung von Forskolin stimuliertem cAMP.101 HT5A-

Immunoreaktivität konnte vor allem mit GFAP, einem selektiven Gliazell-Marker ko-

lokalisiert werden, wobei keine Assoziation mit neurofilamentärer Immunoreaktivität (ein

selektiver Marker für Neuronen) vorliegt, so daß die Schlußfolgerung naheliegt, daß
HT5A-Rezeptoren vorwiegend von Astrozyten exprimiert werden. 102 HT5A-Rezeptoren

werden vor allem im Vorderhirn, Kleinhirn, Rückenmark und Hippocampus
gefunden.103 HT5B-Rezeptoren kommen in niedrigen Konzentrationen im Nc.

supraopticus, Hippocampus, Habenula, Nc. dorsalis raphae und im entorhinalen bzw.

piriformen Cortex vor.104

1.1.6.6  Der 5-HT6-Rezeptor

Der HT6-Rezeptor ist auf Chromosom 1 (1p35-36) lokalisiert und besteht aus 436, 438

oder 440 Aminosäuren.105 Er ist ebenfalls über ein G-Protein positiv an die

Adenylatcyclase gekoppelt. Er enthält extrazellulär Glykosylierungs- und intrazellulär

Phosphorylierungsstellen. Der Rezeptor befindet sich postsynaptisch.106 Der Nachweis

seiner Co-Lokalisation mit Neuropeptiden (Enkephalin, Substanz P, Dynorphin) führte zu

der Annahme, daß er in GABAergen, striatonigralen und striatopallidalen

Projektionsneuronen exprimiert wird, wo er für eine differenzierte Modulation sorgt.107

Zudem interagieren einige antipsychotische (sowohl typische, als auch atypische

Neuroleptika), als auch antidepressive Substanzen in klinischen Konzentrationen mit dem
5-HT6-Rezeptor.108 5-HT6 konzentriert sich vor allem im Nc. caudatus, Tuberculum

olfactorius und im Hippocampus; wird aber ebenfalls im Magen und in adrenergen
Drüsen gefunden.109 Über die Auswirkungen von 5-HT6 auf das Verhalten ist noch

wenig bekannt. Knockout-Mäuse zeigen keine phänotypischen Abnormalitäten, obwohl
sie zu einem ängstlicheren Verhalten tendieren.110 Neben 5-HT1A und 5-HT7 steht auch

die Expression des 5-HT6-Rezeptors unter einem inhibierendem Einfluß von

Corticosteroiden.111 Da Corticosteroide und Stress als Vulnerabilitätsfaktoren für

Depression eine Rolle spielen, könnten funktionelle Abnormalitäten aller drei Rezeptoren

ein Aspekt der Erkrankung sein.
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1.1.6.7  Der 5-HT7-Rezeptor

Das Gen des 5-HT7-Rezeptors befindet sich auf Chromosom 10 (10q21-q24), codiert für

445-448 Aminosäuren und enthält zwei Introns. 112 113 Er ist positiv an die
Adenylatcyclase gekoppelt. Es existieren vier Splice-Varianten (5-HT7(a), 5-HT7(b), 5-

HT7(c) und 5-HT7(d)), wobei beim Menschen und der Ratte, im Gegensatz zur Maus,

lediglich drei Varianten : 5-HT7(a) - 5-HT7(c) vorkommen. Der Rezeptor enthält

Glykosylierungsstellen und Phosphorylierungssequenzen, sowohl für Proteinkinase A,

als auch C. Da sich die Splice-Varianten im Hinblick auf die Zahl der

Phosphorylierungsstellen und die Länge der C-Termini unterscheiden, könnte dies

funktionelle Konsequenzen haben. 114 Es konnte weder eine Assoziation zwischen

genetischen Variationen des Rezeptors und Schizophrenie, noch bipolaren, affektiven
Erkrankungen festgestellt werden.115 Der 5-HT7(d)-Rezeptor hat im Thalamus,

Hypothalamus und im Hippocampus seine höchste Expression, wogegen im cerebralen
Cortex und Amygdala niedrigere Konzentrationen gefunden werden.116 Der 5-HT7-

Rezeptor soll an der Regulation des Zirkadian-Rhythmus117 und an der Modulation der

neuronalen Aktivität im Hippocampus beteiligt sein.118
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Abkürzungen: AC: Adenylatcyclase; PLC: Phospholipase C; SV: Splice-Variante; Gs: stimulierendes G-Protein;
                          Gi: inhibierendes G-Protein; pA: partieller Agonist; Nu.: Nucleus

Rezeptor

5-HT1A

5-HT1B

5-HT1Dα

5-HT1Dβ

5-HT1E

5-HT1F

5-HT2A

5-HT2B

5-HT2C

5-HT3

5-HT3A
5-HT3B

5-HT4

5-HT5A

5-HT5B

5-HT6

5-HT7

Genlokus

5q11.2 - q13

6q13

1p34.3-36.3

6q13

6q14 - 6q15

3q11

13q14 - q21

2q36.3 - 2q37.1

Xq24

11q23.1 - q23.2

homomer
heteromer

5q31 -5 q33

7q36

2q11 - 2q13

1p35 - 1p36

10q21 - 10q24

Aminosäuren

385

386

377

350

365

366

471

481

458

487

SV(a) 387
SV(b) 406
SV(c) 380
SV(d) 360

357

370-71

436/438/440

445-448

Effektor

- Gi: AC
- Öffnung von
   K+-Kanälen

Gi: AC

Gi: AC

Gi: AC

Gi: AC

Gi: AC

Gs: PLC

Gs: PLC

Gs: PLC

Ionenkanal

Gs: AC

G: Kaskade ?

G: Kaskade ?

Gs: AC

Gs: AC

Agonist

8-OH-DPAT

L-694247
RU 24969
5-CT
CP 93129

Sumatriptan

?

Sumatriptan

Ritanserin
ICI 170809
MDL 100907

BW 723C86

SB 200646A
SB 206553

PBG

BIMU1
BIMU8

?

?

Ro 04-6790
Ro 64-0563

?

Antagonist

Pindolol (pA)
Buspiron (pA)
Gepiron (pA)
WAY 100635
NAD-299

Methiothepin
SB-216641
SB-224289
CP 93129

?

?

?

SB 204741

SB 242084
RS-102221

Granisetron
Ondansetron
Tropisetron

GR 113808
GR 125487

?

?

?

?

Vorkommen

Hippocampus
Amygdala
laterales Septum
Cortex
med./ dors. Raphe

Basalganglien
Striatum
frontaler Cortex

Hippocampus
Caudato-Putamen
Locus coeruleus
dors. Raphe, Cortex
trigeminovaskuläre Af ferenzen

Caudato-Putamen
Amygdala
Globus pallidus
Tuberculum olfactoruis
parietaler Cortex

Hippocampus
Gyrus. dentatus
Ganglion  trigeminale
Cortex
Nu. tractus solitarius
Mesenterium, Uterus

Vorderhirnregionen
Nu. caudatus
Nu. accumbens
Tuberculum olfactorius
Hippocampus

Plexus choroideus
limbisches System
Basalganglien, Cortex

Area postrema
Nu. tractus solitarius
Substantia gelatinosa
Hirnnervenkerne des
unteren Hirnstamms
Amygdala, Hippocampus
Caudatum

v.a. nigrostriatales 
und mesolimbisches
System
SV(d) Darm

Vorderhirn
Cerebellum
Medulla spinalis
Hippocampus

Nu. supraopticus
Hippocampus
Habenula
dors. Raphe
Cortex (entorhinalis,
piriformis)

Nu. caudatus
Tuberculum olfactorius
Hippocampus
striatonigrale und
striatopallidale
Projektionsneurone

Thalamus. Hypothalamus
Hippocampus, Amygdala

Tab. 2: 5-HT-Rezeptoren
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1.1.7 Die serotonerge Synapse

Abb. 9: Die serotonerge Synapse
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1.2 Oxidativer Stress

1.2.1 Reaktive Oxygen and Nitrogen Spezies (ROS/RNS)

Die bedeutendsten Radikale in biologischen Systemen sind die Radikalderivate des

Sauerstoffs, die als Reaktive Oxygen Spezies (ROS) bzw. des Stickstoffs, die als

Reaktive Nitrogen Spezies (RNS) bezeichnet werden und unter die auch die freien

Radikale subsumiert werden (siehe Tabelle 3).119

Name

Stickstoffmonoxid

Peroxynitrit

Superoxid

  
  Wasserstoffperoxid

  
Hydroxylradikal

  

Formel

NO

ONOO

O2 
  

  H2O2
  

OH

    

ROS

-

-

+

+

+

RNS

+

+

-

-

-

Freies Radikal

+

+

+

-

+

Tab. 3: Beispiele von ROS, RNS und freien Radikalen

Freie Radikale sind definiert als jede Art von Molekül mit unabhängiger Existenz, das ein

oder mehr ungepaartes Elektronenpaar enthält (dargestellt mit: •); ein ungepaartes

Elektron bedeutet somit ein Elektron in einem Orbital.120 121 Oxidativer Stress

bezeichnet die Konsequenzen, die aus den ROS O2
•-, H2O2 (ist ein ROS, aber kein

freies Radikal), OH-  und den RNS resultieren. ROS entstehen als Nebenprodukte der

normalen und anormalen metabolischen Prozesse, die molekularen Sauerstoff nutzen.122

Das Gehirn bezieht seine Energie zum Großteil aus der mitochondrialen Atmungskette.

Die neuronale oxidative Phosphorylierung, die ATP durch Reduzierung von O2 zu H2O

an der mitochondrialen Cytochromoxidase erzeugt [O2 + 4H+ + 4e- => 2H2O], ist

direkt proportional zur neuronalen Aktivität. Die Gene, die die Komponenten der

Atmungskette enthalten sind in nukleärer (nu) und mitochondrialer (mt) DNA enthalten,

wobei die mtDNA eine zehnmal höhere Mutationsrate als die nuDNA aufweist, und

weniger effektive Reperaturmechanismen besitzt.123 Dadurch erhöht sich die

Wahrscheinlichkeit einer Lücke in der Elektronentransportkette, was zur Bildung von
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ROS führt124, zumal 90% des aufgenommenen Sauerstoffs von der mitochondrialen

Cytochromoxidase utilisiert werden.125 Einige Enzyme, wie Monoaminoxidase (MAO),

Tyrosinhydroxylase und L-Aminooxidase produzieren H2O2 als normales

Nebenprodukt ihrer Aktivität.126 Anschliessend sollen eine wichtige Vertreter von ROS

und RNS kurz vorgestellt werden.

1.2.1.1 Stickstoffmonoxid (NO•)

Endogen hergestelltes NO•  ist ein wichtiges Molekül und spielt eine Schlüsselrolle in

verschiedenen physiologischen Funktionen, wie der Regulation des Gefäßtonus

(endothelial-derived relaxing factor (EDRF)127 128), Neurotransmission, Immunsystem

(respiratory burst129 130), Blutplättchenaggregation und Bronchodilatation. NO• ist auch

eine toxische Substanz, vor allem durch die Reaktion bei physiologischem pH mit O2
•-

zu Peroxynitrit131, welches ein Hauptverursacher von NO• vermittelter Toxizität ist.132

133 134 135 Die chemische Wirkung von NO• kann in zwei Effekte unterteilt werden:

Direkte Effekte entstehen bei einer Konzentration < 10 µM. Ein Beispiel ist die Bindung

von NO• an die Guanylatcyclase, die zur Herabsetzung des Gefäßtonus führt. Indirekte

Effekte resultieren bei Konzentrationen zwischen 10 und 20 µM. Es gibt eine

constitutive (cNOS) und induzierbare (iNOS) NO•-Synthetase.136 137 Weil cNOS

geringere Level von NO• synthetisiert, sind direkte Effekte für dieses System relevanter

als indirekte. Im Fall von iNOS werden höhere Konzentrationen von NO• über einen

längeren Zeitraum erzeugt, so dass beide Effekte eine Rolle spielen können.

NO• hat unter biologischen Verhältnissen ein ähnliches Löslichkeits- und

Diffusionsverhalten wie Sauerstoff. Mit einigen Metallkomplexen bildet NO• Metall-

Nitrosyl-Verbindungen. Es reagiert mit Eisen, Kupfer, Kobalt und Nickel, nicht aber mit

Zink.138 Die Reaktion zwischen NO• und Metallkomplexen hängt vom Valenzstatus des

Metalls und den Liganden in der Umgebung ab. Als Regel gilt, daß Fe2+ eine höhere

Affinität als Fe3+ zu NO• hat. Ligandenstudien zeigten jedoch, daß Porphyrin die

Affinität von NO• zum Metall enorm erhöht, so daß nun auch Fe3+ eine stabile

Verbindung bilden kann.139 Darüberhinaus kann NO• mit Oxyhämoglobin (zu

Methämoglobin und Nitrat140) und Oxymyoglobin reagieren. Eine weitere wichtige
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Funktion von NO• beruht auf der Fähigkeit, ein hypervalentes Häm-Protein wieder in

seinen urprünglichen Oxidationsstatus zurückzuführen. Wasserstoffperoxid verursacht

z.B., dass aus Hämoglobin oder Myoglobin ein radikaler Komplex entsteht, der in der

Lage ist, Eisen freizusetzen. Das freie Eisen wiederum kann über die Fenton-Reaktion

weitere Biomoleküle oxidieren (z.B. DNA-Schäden). Die Reduktion des Hämoglobin-

Radikalen-Komplexes durch NO•  zeigt, daß NO• auch antioxidative Fähigkeiten

besitzt.141

Mit O2 reagiert NO• zu Reaktiven Nitrogen Spezies (RNS;NOx) NO2, N2O3 und N2O4,

die im Zusammenhang mit Luftverschmutzung und ihrer zerstörerischen Wirkung auf

biologische Systeme gut untersucht sind.142 NO• besitzt eine breitgefächerte

Wechselwirkung mit Makromolekülen, einschließlich Proteinen (Guanylatcyclase,

Aconitase, Ribonucleotidreductase, Proteinkinase C, Cytochrom P450, DNA-

Methyltransferase). Zusammenfassend besitzt NO• also regulatorische, protektive und

toxische Effekte.

1.2.1.2 Superoxid (O2•-)

Die Aufnahme eines einzelnen Elektrons durch ein Sauerstoffmolekül O2 führt zur

Bildung eines Superoxid Radikals (O2
•-), das ein ungepaartes Elektron besitzt. Einer der

Hauptentstehungsorte für O2
•- ist die Elektronentransportkette in Mitochondrien und

im endoplasmatischen Retikulum. Einige Elektronen gehen der Kette verloren und gehen

dann direkt von intermediären Elektronentransportern auf O2 über, so daß O2•- geformt

wird.Die Rate des Verlusts beträgt unter physiologischen Sauerstoffbedingungen weniger

als 5% des gesamten Elektronenflusses, steigt aber an, wenn sich die

Sauerstoffkonzentration erhöht.143 Zudem produzieren aktivierte phagozytierende

Zellen - Monozyten, Neutrophile, Eosinophile, Makrophagen, Mikroglia 144-  O2
•-, um

aufgenommene Bakterien abzutöten.145 Für sich allein hat Superoxid nur eine begrenzte

Reaktivität. Aber es ist in der Lage, eine Reihe von Enzymen direkt zu inaktivieren, z.B.

die Kreatinkinase146 und den NADH-Dehydrogenase-Komplex in der mitochondrialen

Elektronentransportkette147. Darüberhinaus setzen einige Zelltypen, wie Fibroblasten,
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Lymphozyten und vaskuläre Endothelzellen eine kleine Menge O2
•- physiologisch

frei148 149 150, welches bei der Wachstumsregulation und bei intrazellulären

Signalprozessen eine Rolle spielen könnte.151

1.2.1.3 Wasserstoffperoxid (H2O2)

Superoxiddismutase (SOD) entfernt O2
•- durch die Umwandlung in Wasserstoffperoxid:

2 O2
•- + 2 H+ => H2O2 + O2

Im menschlichen Gewebe existieren zudem noch einige weitere Enzyme, die H2O2

generieren können: L-Aminosäuren-Oxidase, Glykosylierende-Oxidase und

Monoaminoxidase (MAO). H2O2 kann als oxidierende Substanz wirken, obwohl es

selbst nur wenig reaktiv ist.

Jedoch kann es Zellmembranen leicht durchdringen. H2O2 ist nicht als freies Radikal

einzustufen, da es keine ungepaarten Elektronen besitzt. In menschlichen Zellen kann es

über zwei Systeme entfernt werden: Katalasen und selenium-abhängige Glutathion-

Peroxidasen. Dennoch ist H2O2 dafür bekannt, dass es toxisch sein kann, vor allem für

Nervengewebe.152 Die Toxizität ist jedoch nicht durch direkte Effekte des H2O2

verursacht; höchstens bei sehr hohen - unphysiologischen - Konzentrationen. Dafür ist

H2O2 ein Vorläufer von hochpotenten, gewebeschädigenden Radikalen. Es reagiert über

die Fenton-Reaktion mit Fe2+- oder Cu2+-Ionen zu Hydroxylradikalen (OH•).

Fe2+ + H2O2 => Fe3+ + OH• + OH-

Darüberhinaus reagiert H2O2 ebenfalls mit Kupferionen zu OH•.

1.2.1.4 Hydroxylradikal (OH•)

Hydroxylradikale reagieren mit großer Geschwindigkeit mit fast allen Zellmolekülen,

einschließlich DNA und Membranlipiden, und setzen gewöhnlich eine Kettenreaktion

von freien Radikalen in Gang. DNA-Schäden werden verursacht, indem H2O2 mit Eisen-
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oder Kupferionen reagiert, die an DNA gebunden sind, oder in ihrer Nähe vorkommen,

so dass über die Fenton-Reaktion OH• freigesetzt wird.153

Fenton-Reaktion: H2O2 + Fe2+  => OH• + OH- + Fe3+

Ein weiterer zerstörerischer Effekt von OH• ist seine Reaktion mit Membranlipiden.

Hierbei wird von den Seitenketten der vielfach ungesättigten Fettsäuren ein

Wasserstoffatom abgetrennt (siehe unten).

1.3 Lipidperoxidation

Mehrfach ungesättigte Fettsäuren (PUFA = polyunsaturated fatty acids) sind im

Vergleich  zu gesättigten oder einfach ungesättigten Fettsäuren um ein vielfaches

anfälliger . Die Entfernung eines Wasserstoffatoms an einer Doppelbindung der

Fettsäure durch ein Radikal hinterläßt ein ungepaartes Elektron an dem Atom, mit dem

der Wasserstoff ursprünglich verbunden war. Je größer die Anzahl der Doppelbindungen

innerhalb einer Seitenkette, desto leichter ist die Entfernung eines Wasserstoffatoms. Es

entsteht somit ein  carbonzentriertes Radikal (lipid•) in der Membran.

Lipid-H + Radikal•  => Lipid• + Radikal-H

Die Lipid• - Radikale können nun verschiedene Wege einschlagen. Der wahrscheinlichste

in aeroben Zellen ist die Reaktion mit O2 zu Peroxylradikalen: Lipid- O2•.

Lipid• + O2 => Lipid- O2
•

Peroxylradikale können nun ihrerseits Membranproteine (z.B. Rezeptoren oder

Enzyme) attackieren und ebenfalls Wasserstoffatome von angrenzenden

Fettsäureseitenketten entfernen.

Lipid- O2
• + Lipid-H => Lipid-O2H + Lipid•
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Diese Entfernung von Wasserstoffatomen kann somit eine Kettenreaktion auslösen, die

zur Konversion von zahlreichen Membranlipiden zu Lipidhydroperoxiden (Lipid-O2H)

führt. Durch ein einziges Ablöseereignis können somit hunderte von Seitenketten in

Lipidhydroxyperoxide umgewandelt werden. Die Existenz dieser Lipidhydroperoxide

innerhalb einer Membran stört ihre Funktion, wie z.B. Fluidität, oder ermöglicht es

Ionen, wie z.B. Ca2+, die Membranbarriere zu durchqueren. Die Fortpflanzung der

Lipidhydroxyperoxide ist von verschiedenen Faktoren, wie dem Lipid-Protein-

Verhältnis innerhalb der Membran, dem Aufbau der Seitenketten, der O2-Konzentration

und der Anwesenheit von Antioxidantien abhängig. Das bedeutendste Antioxidans in

Lipiden ist α-Tocopherol.154

Zudem entstehen durch die Lipidperoxidation eine Reihe von toxischen Aldehyden, wie

Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxy-2,3-trans-nonenal.155 Diese Aldehyde können

benachbarte Zellen, membrangebundene Enzyme oder Rezeptoren schädigen bzw.

inaktivieren.

Das Vorkommen der Lipidperoxidation in  biologischen Membranen führt somit neben

einer Störung der Membranfunktion mit Abnahme der Fluidität auch zu Inaktivierung

von membrangebundenen Rezeptoren und Enzymen, sowie zu einer unspezifischen

Zunahme der Permeabilität von Ca2+.156

Hierbei stellt der  Anstieg von intrazellulärem Ca2+ und die Verursachung von  Protein-

und DNA-Schäden letztlich den weitaus größeren Beitrag zur Schädigung von Zellen

durch Oxidativen Stress dar, als die Lipidperoxidation für sich. Der Nachweis von

Endprodukten der Lipidperoxidation kann aber dennoch dafür verwendet werden, die

Rolle von freien Radikalen in der Pathogenese von Krankheiten zu erhellen.157

1.4 Adenosin-Rezeptoren

Die Fähigkeit des extrazellulären Nucleosids Adenosin und seiner Nucleotide AMP,

ADP und ATP, metabolische Prozesse zu regulieren, wurde seit der Erstbeschreibung

kardiovaskulärer Effekte durch Drury und Szent-Gyorgi (1929) 158 159 intensiv

untersucht. In der Folgezeit konnte eine große Anzahl von Effekten an verschiedensten

Zelltypen nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen führten schließlich zu der
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Nomenklatur purinerger Rezeptoren durch Burnstock (1978)160 161. Nach dieser

Nomenklatur werden Rezeptoren, an die Adenosin (P1) oder Adenin-Nucleotide (AMP-

, ADP-, ATP-Nucleotide) (P2) binden, unterschieden. P1 Rezeptoren werden zudem

noch durch die Möglichkeit der Inhibition durch Alkylxanthine, wie Coffein oder

Theophyllin, von P2 Rezeptoren differenziert.162 P1 Rezeptoren werden wiederum in

A1 und A2 Subtypen durch ihre Fähigkeit, die Akkumulation von cAMP zu inhibieren

oder zu stimulieren, unterteilt. Sowohl Agonisten- und Antagonisten-, als auch cDNA-

Klonierungsstudien führten zu einer Erweiterung der Klassifikation von Adenosin-

Rezeptoren, so daß man zum gegenwärtigen Zeitpunkt A1-, A2a-, A2b- und A3-

Adenosin und P2X, P2Y, P2T und P2Z Adenin-Nucleotid-Rezeptoren unterteilt.163

Adenosin ist ein endogener Neuromodulator, der die Funktion einer Reihe von anderen

Neurotransmittersystemen beeinflußt. Auch die Freisetzung von Serotonin (5-HT) wird

durch Adenosin beeinflusst. Die Adenosin-Konzentration steigt bei Ischämie, Hypoxie,

oder Hypoperfusion sowohl im Gehirn164, als auch im Herzen165 rasch an. Adenosin-

Spiegel sind außerdem während epileptischer Anfälle166 und gesteigerter neuronaler

Aktivität erhöht.167

Die neuroprotektiven Möglichkeiten von Adenosin sind vielfältig. Adenosin vermindert

die Freisetzung des excitotoxischen Transmitters Glutamat und dessen postsynapische

Wirkung durch Reduktion der Aktivität von NMDA-Rezeptoren.168 169 170 Zudem führt

es durch  eine Erhöhung des K+-Einstroms zu einer Hyperpolarisation der neuronalen

Membran, die zusätzlich durch die Hemmung des Ca2+-Einstroms unterstützt wird, so

daß die Erregungsschwelle für Aktionsptientiale erhöht wird (siehe Abb.7).171

Adenosin

K -Einstrom

Neuroprotektion

A1-Rezeptor
postsynaptisch

A1-Rezeptor
präsynaptisch

Glutamat-
Freisetzung

NMDA-Rezeptor
Aktivierung

Hyperpolarisation

+Ca   -Einstrom2+

Ca   -Einstrom2+

Abb 10: Schematische Darstellung einiger wichtiger synaptischer Mechanismen, die relevant für die
             Adenosin-A1-Rezeptor vermittelte Neuroprotektion sind.172
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Die Bildung von freien Radikalen wird ebenfalls durch Adenosin gehemmt. Adenosin

induziert die Synthese und Freisetzung neurotropher Faktoren und Cytokinen von Glia-

Zellen und fördert somit die Regeneration von beschädigten Neuronen im

Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren. Adenosin triggert darüberhinaus den

Zelltod durch Apoptose, was eine Rolle im Remodelling von Neuronenverbindungen

nach Trauma und Ischämie spielen kann. Die Elimination von irreversibel geschädigten

Zellen stellt somit neuen Raum für nachwachsende Zellen zur Verfügung.173 174 Zudem

kann Adenosin die Angiogenese durch vermehrte Freisetzung des vaskulären

Endothelial-growth-factors (vEGF) steigern.175

Alle Adenosin-Rezeptoren bestehen aus sieben alpha-helikalen, transmembranären

Domänen, die durch drei intrazelluläre und drei extrazelluläre Loops verbunden sind. N-

und C-Termini befinden sich auf der extra- bzw. intrazellulären Seite. Die G-Protein-

gekoppelten Adenosin-Rezeptoren sind im zentralen Nervensystem, Herz, Blutgefäßen,

Nieren, Magen-Darm-Trakt, Hoden, Thrombozyten, Leukozyten und Fettzellen von

Säugetieren weit verbreitet.

Durch in-situ-Hybridisierung konnte gezeigt werden, daß Adenosin A1-Rezeptoren

(A1AR) im gesamten ZNS exprimiert werden. Hohe Konzentrationen von A1AR

konnten im Cortex, Cerebellum, Hippocampus (v.a. Pyramidenzellen der CA1-

Region)176, Thalamus177 und Striatum (vor allem an cholinergen Interneuronen und

corticostriatalen glutamatergen Neuronen) nachgewiesen werden.  178.

Der A1AR hat ein Molekulargewicht von 36,7 kDa. Die Signal-Transduktion findet über

ein Gi-Protein statt, an das der Rezeptor gekoppelt ist und die Adenylatcyclase

inhibiert.179 Die Stimulation von A1AR verringert den extrazellulären 5-HT-Spiegel im

Hippocamus, so daß es zu einer Reduktion der serotonergen Transmission kommt.180

Hierbei scheinen die A1AR an den Endigungen der serotonergen Neuronen lokalisiert zu

sein.181 Dagegen erhöhen A1AR-Antagonisten wie Coffein die Serotonin-Konzentration

im Hirnstamm (vor allem in den Raphekernen), Striatum, cerebralen Cortex und

Cerebellum.182 183 184 Eine chronische Verabreichung von A1AR-Antagonisten (Coffein,

Theophyllin) führt über eine Effektinversion zu einer Zunahme der 5-HT1- und 5-HT2-
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Rezeptordichte im Cortex um 26-30%, was die Folge eines reduzierten serotonergen

Inputs darstellen könnte.185

Selektive A1AR-Agonisten haben einen neuroprotektiven Effekt während ischämischer

Ereignisse.  186 So konnte gezeigt werden, daß A1AR-Agonisten Neurone gegen Schäden

durch fokale oder globale Ischämien schützen können.187 Die kritische Rolle, die

Adenosin als einem endogenen, neuroprotektiven Faktor zukommt, konnte durch die

stark signifikante Zunahme der neuronalen Destruktion nach prä-ischämischer

Verabreichung von selektiven A1AR-Antagonisten gezeigt werden.188 Bei chronischer

Verabreichung von A1AR-Antagonisten ergibt sich jedoch eine Effektinversion, die

durch die Hoch-Regulation von A1AR ebenfalls zu einem neuroprotektiven Ergebnis

führt.189 Diese Effektinversion ist direkt von der Dauer der Exposition abhängig.

Veränderungen der A1AR konnten bei neurodegenerativen Erkrankungen gezeigt werden.

Eine verminderte A1AR-Dichte und damit eine Reduktion der neuroprotektiven Potenz

konnte im Hippocampus in den äußeren zwei Dritteln der Molekularschicht des G.

dentatus, an Pyramidenzellen der CA1-Region, sowie im Striatum von an M. Alzheimer

erkrankten Patienten nachgewiesen werden.190 191 192

Pharmakologische, autoradiographische und in-situ-Hybridisierungs-Studien konnten

zeigen, dass A2AAR bei unterschiedlichen Spezies in großer Dichte im Striatum

vorkommen. Beim Menschen konnte man A2AAR im Nc. caudatus, Putamen, Nc.

accumbens, Tuberculum olfactorium und dem lateralen Segment des Globus pallidus

nachweisen.193

In der Peripherie kommen A2A-AR in der glatten Muskulatur von Gefäßen vor, wo sie

vasodilatierend und hypotensiv wirken.194 Zudem sind sie auf Membranen von

Thrombozyten195 (Inhibition der Aggregation) und Neutrophilen196 (Inhibition der

Produktion von Sauerstoffradikalen) präsent.

Als selektiver Agonist wirkt CGS 21680, welches das 2-[4-(2-Carboxyethyl)-

Phenylethylaminol] des nichtselektiven Adenosin-Agonisten N-ethylcarboxamido-
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adenosin (NECA) ist. CGS 21680 hat eine hohe Affinität zu A2AAR (Ki=14 nM) und

weist eine 140-fach höhere Selektivität von A2AAR gegenüber  A1AR auf.

A2AAR befinden sich gemeinsam mit Dopamin-D2-Rezeptoren auf

striatopallidonigralen Projektionen.197 Die Aktivierung von A2AAR führt zu einer

Abnahme der Affinität von Dopamin D2-Rezeptoren gegenüber Dopamin-Agonisten.

Im Gegenzug können z.B. A2AAR-Antagonisten wie Koffein und Theophyllin die

Effekte von D2-Rezeptor-Agonisten potenzieren.198 Eine optimale antiparkinsonsche

Wirkung erzielt man durch die gleichzeitige Stimulation der striatonigralen (D1-Agonist)

und Inhibition der striatopallidonigralen (D2-Agonist) Fasern. A2AAR-Antagonisten

könnten für eine antiparkinsonsche Therapie in Kombination mit D1-Rezeptor-

Agonisten deshalb in Frage kommen, da sie die D2-agonistische Wirkung potenzieren

können.199

CGS 21680 beschleunigt die Freisetzung von exzitatorischen Aminosäuren (Glutamat,

Aspartat), wogegen eine A2A-Blockade sie unterdrückt.200 A2A-Antagonisten haben

somit einen cerebroprotektiven Effekt bei Ischämie und sind in der Lage, ischämische

Läsionen zu reduzieren.201 CGS 21680 ist weiterhin in der Lage, die Ausschüttung von

Acetylcholin (ACh) in Hippocampus und Striatum zu erhöhen.202

1.5 Glutamat-Rezeptoren

Glutamat-Rezeptoren sind für die rasche, exzitatorische Transmission im ZNS

verantwortlich. Außerdem spielen sie sowohl für plastische Ereignisse, wie

Gedächtnisbildung (long-term-potentiation), als auch für chronische und akute

neurologisch-psychiatrische Erkrankungen  wie Schlaganfall, Ischämie oder

neurodegenerative Erkrankungen, wie M. Huntington, M. Parkinson, M. Alzheimer,

Amyotrophe Lateralsklerose eine Rolle.203 Hierbei scheinen durch Glutamat vermittelte

neurotoxische Effekte von Bedeutung zu sein, die zu dem Begriff der Exzitotoxizität

führten.

Die zuerst charakterisierten Glutamat-Rezeptoren waren ligandengesteuerte Ionen-

Kanäle, die schließlich ionotrope Glutamat-Rezeptoren genannt wurden. Die Rezeptoren



31

wurden nach ihren Agonisten Kainat, AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolpropionat) und NMDA (N-methyl-D-aspartat) benannt. Da es weder einen

Agonisten, noch einen Antagonisten gibt, der Kainat-Rezeptoren klar von AMPA-

Rezeptoren unterscheidet, wurden sie auch als non-NMDA-Rezeptoren bezeichnet.

Dennoch handelt es sich bei beiden Rezeptoren um unterschiedliche Rezeptorkomplexe,

obwohl sie von den selben Agonisten aktiviert werden. Erregende, glutamat-vermittelte

synaptische Potentiale setzen sich aus einer schnellen, rasch verschwindenden, von non-

NMDA-Rezeptoren vermittelten Komponente und einem langsameren, von NMDA-

Rezeptoren vermittelten Anteil zusammen.204

Zudem konnten Glutamat-Rezeptoren nachgewiesen werden, die an G-Proteine

gekoppelt sind und hierüber Enzymkaskaden und auch auch Ionenkanäle regulieren.  Auf

diese metabotropen Glutamat-Rezeptoren soll hier nicht eingegangen werden.

1.5.1 Non-NMDA-Rezeptoren

Obwohl Kainat und AMPA-Rezeptoren durch die gleichen Agonisten aktivierbar sind,

konnte durch Klonierungs-Studien gezeigt werden, daß unterschiedliche Rezeptor-

Komplexe vorliegen. Ligandenbindungsstudien und Experimente, bei denen rekombinante

Rezeptoren benutzt wurden, zeigen, dass vier Genorte AMPA-Untereinheiten und fünf

Genorte Kainat-Untereinheiten codieren, aus denen schließlich die non-NMDA-

Rezeptoren zusammengesetzt werden.

Alle Glutamat-Rezeptor-Untereinheiten bestehen aus ca. 900 Aminosäuren und weisen

ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa auf.205  Neben der unterschiedlichen

Zusammensetzung der Rezeptoren wird eine zusätzliche strukturelle und funktionelle

Diversifizierung durch Splice-Varianten der Untereinheiten erreicht, was zu kinetischen

und pharmakologischen Veränderungen führt.206 Zudem besteht die Möglichkeit des

RNA-Editing. So kann zum Beispiel in der Untereinheit GluR2 ein Austausch des CAG-

Kodons (Glutamin/Q) gegen ein CGG-Kodon (Arginin/R) stattfinden, was

Auswirkungen auf die Ca2+-Permeabilität hat.207 Dieses Q/R-Editing konnte ebenfalls

für GluR5 / -6 nachgewiesen werden. Zudem besteht bei der Untereinheit GluR6 die

Möglichkeit, die Codons für Isoleuzin zu Valin und Tyrosin zu Cystein
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auszutauschen.208 Diese Möglichkeiten führen zu einer großen Heterogenität von Non-

NMDA-Rezeptoren, durch die die Transmission moduliert werden kann. (siehe Abb. 8)

Zum Schutz vor der Glutamat-vermittelten Exzitotoxizität werden Non-NMDA-

Rezeptoren  gegenüber Glutamat rasch desensibilisert.209

Zur Unterscheidung von Kainat und AMPA-Rezeptoren dient die Wirksamkeit der

klassischen Agonisten L-Glutamat, Kainat, AMPA und Domoat. Zudem kann eine

Differenzierung durch die Antagonisten NS-102210 und Cyclothiazid211 erreicht werden

(Siehe Abb. 8).

KA-1        KA-2        GluR5        GluR6        GluR7        GluR1        GluR3        GluR2        GluR4

[H ]-AMPA  Binding Sites3High-Affinity Low-Affinity

[H ]-Kainate Binding
Sites

3[H ]-Kainate Binding
Sites

3

KA>DA>Glu>>AMPA DA>KA>Glu>>AMPA AMPA>>KA

Kainate Receptors AMPA Receptors

Abb. 11: Strukturelle Beziehung zwischen klonierten Kainat- und AMPA-Rezeptor-Untereinheiten.212

Non-NMDA-Rezeptoren spielen eine Rolle bei der Gehirnentwicklung, synaptischen

Plastizität, Exzitotoxizität und Neurodegeneration.

1.5.1.1 Kainat-Rezeptoren

KA-1 / -2 sind Untereinheiten, die an Rezeptor-Komplexen mit einer hohen Affinität

(KD = 5 nM) zum Liganden beteiligt sind. Die GluR5/ -6/ -7 -Untereinheiten dagegen

bilden die Kainat-Bindungsstellen mit niedriger Affinität (KD = 50-100 nM). Aus den

fünf verschiedenen Untereinheiten  können sowohl homo-, als auch heterogene Kainat-

Rezeptoren gebildet werden. (z.B. GluR6/KA-2 Typ).
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1.5.1.2 AMPA-Rezeptoren

Die aus GluR1 / -2 / -3 / -4 -Untereinheiten bestehenden Rezeptorkomplexe zeigen die

physiologischen Kriterien, die für AMPA-Rezeptoren charakteristisch sind. Dennoch

können die Rezeptoren, die aus diesen Untereinheiten zusammengesetzt sind, ebenfalls

durch Kainat aktiviert werden.213 Alle rekombinanten AMPA-Rezeptor-Untereinheit-

Kombinationen, die die editierte GluR2(Q) Untereinheit besitzen, zeigen eine größere

Ca2+-Permeabilität, als GluR2(R) Kombinationen;  die aber gleichzeitig 5-10 fach

geringer ist, als bei NMDA-Rezeptoren.214 Dennoch können diese Rezeptoren zu einem

beträchtlichen Ca2+ - Einstrom in Neurone und Astrozyten führen. Diese Ca2+-

permeablen AMPA-Rezeptoren konnten an Interneuronen der hippocampalen CA3-

Region215, cerebellären Purkinje-Neuronen216, retinalen Bipolarzellen217,

hypothalamischen Neuronen218 und nicht-pyramidalen neocorticalen Neuronen219

nachgewiesen werden.

1.5.2 NMDA-Rezeptoren

Bis jetzt konnten sechs NMDA-Rezeptor-Untereinheiten identifiziert werden, die nach

ihren Gen-Orten in drei Familien unterteilt werden: NR1, NR2A-NR2D und NR3A.

Jede Untereinheit besitzt zwischen 900 und 1450 Aminosäuren.

Durch die Kombination der verschiedenen Untereinheiten können die Rezeptoren im

Hinblick auf ihre Affinität zum Liganden und der Öffnungszeit des Kanals moduliert

werden. Zwar besitzt ein homomerer Rezeptor, der nur aus der Untereinheit NR1

besteht, alle Eigenschaften, die einen Rezeptor ausmachen. Durch die Co-Expression

einer NR2 Untereinheit erhöht sich jedoch der Agonisten-induzierte Kationeneinstrom

um mehr als das Hundertfache. Die Einführung einer NR3A-Untereinheit reduziert die

Öffnungszeit des Rezeptor-Kanals und spielt damit ebenfalls eine regulatorische Rolle.

Dies legt die Annahme nahe, daß die meisten NMDA-Rezeptoren, ähnlich wie Kainat-

und AMPA-Rezeptoren, eine heteromere Zusammensetzung aus verschiedenen

Untereinheiten haben.

NMDA-Rezeptoren gehören mit zu den am strengsten regulierten Neurotransmitter-

Rezeptoren. Sie besitzen sechs Bindungsstellen für modulatorisch wirkende Liganden,
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die die Wahrscheinlichkeit für die Öffnung des Ionen-Kanals mit beeinflussen.

Einzigartig ist beim NMDA-Rezeptor, dass für seine Aktivierung zwei verschiedene

Agonisten gleichzeitig an den Rezeptor-Komplex binden müssen. Zusätzlich zur

konventionellen Agonisten-Bindung (Glutamat, Aspartat, NMDA) ist die Bindung von

Glycin als Co-Agonist für die Aktivierung notwendig.220

Zudem sind mit Mg2+, MK-801, Ketamin, und der Designerdroge PCP (Phencyclidin;

„angel-dust“) vier Substanzen bekannt, die zu einer spannungs-abhängigen Blockade des

Kationen-Kanals führen.221 Ein weiterer allosterischer Inhibitor der NMDA-Rezeptor-

Aktivierung ist der pH-Wert. Die Frequenz der Kanalöffnung wird durch Protonen

reduziert. Ab einem pH-Wert von 6,0 ist die Rezeptoraktivierung nahezu vollständig

unterdrückt.222 Ein oder mehrere Bindungsstellen, die Polyamine (z.B. Spermin,

Spermidin) binden, können ebenfalls zu einer Blockade führen. Dies kann darüberhinaus

noch durch eine Splice-Variante (Exon-Selektion) in der extrazellulären, N-terminalen

Domäne der NR1-Untereinheit moduliert werden. Zusätzlich existiert eine Ca2+-

abhängige Form der Inaktivierung durch Calmodulin. Durch den Ca2+-Einstrom

interagiert Calmodulin mit dem C-Terminal der NR1-Untereinheit, was zu einer

Inaktivierung des Rezeptors durch eine geringere Kanal-Öffnungs-Frequenz und

reduzierte Kanal-Öffnungszeit führt.223 Außerdem inaktiviert die Ca2+/Calmodulin-

abhängige Phosphatase Calcineurin NMDA-Rezeptoren durch Dephosphorylierung.

1.6 Die Serotonin-Transporter(5-HTT)-Knockout-Maus

Die Serotonin-Transporter(5-HTT)-Knockout-Maus enthält eine durch homologe

Rekombination eingeführte Unterbrechung und folglich Inaktivierung des 5-HTT-Gens

(Slc6a4). Als Targeting-Konstrukt wurden 3`- und 5`-DNA-Fragmente (Kp1, 5`-

TGAGATTCACCAAGGG GACG; Kp2, 3`-CCTCCACCATTCTGGTAGCAT) mit

einer Länge von 7,5 kb, die Exon 2 des 5-HTT umfassen, mit einem

Antibiotikaresistenzgen verknüpft. Der Targeting-Vektor wurde durch Elektroporation in

kultivierte Maus-129 R1 ES Zellen (embryonic stem cells) überführt. Durch die

Integration des Targeting-Vektors wurde das 1,1 kb grosse (BamHI/HindIII-) Fragment,

das im Wildtyp-Genom Exon 2 des 5-HTT enthält, durch das Antibiotikaresistenzgen

ersetzt. Die DNA der transfizierten ES-Klone wurden mittels Asp718 in Fragmente

geschnitten und mit 3`-Proben, die die 5-HTT-Sequenz außerhalb des Targeting-Vektors

erkennen, mittels Southern-Blot-Analyse untersucht. Zwei ES-Klone, in denen die
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homologe Rekombination nachgewiesen werden konnte, wurden durch Mikroinjektion in

C57BL/6J-Blastozysten überführt, um Chimären als Nachkommen zu erhalten.

Männliche Chimären wurden mit CD-1 und C57BL/6J Weibchen gekreuzt. Der Genotyp

der Nachkommen wurden durch Southern-Blot-Analyse von Schwanzbiopsien

ermittelt.224

Abb.12: Gezielte Unterbrechung des 5-HTT-codierenden Gens durch homologe Rekombination:225

A: Restriktions-Karte, Exon/Intron-Organisation des Wildtyp-5-HTT-Gens, Targeting-Vektor
    pPNT-neo und das rekombinante 5-HTT-Allel. Die schwarzen und transparenten Balken
    stellen codierende und nicht-codierende Exons dar. Die Karte des Targeting-Vektors zeigt den
    Ersatz von Exon 2 und seiner flankierenden Genomsequenzen durch die PGK Neomycin
    PolyA-Expressions-Kassette.  Die durchgezogenen Linien repräsentieren die Asp718- und
    NcoI-Restriktions-Fragmente für Wildtyp (9,6 kb) und rekombinante DNA (8,1 kb). Die
    Buchstaben zeigen Restriktions-Stellen an: A = Asp718, B = BamHI, E = EcoRI, H =
    HindIII, N = NcoI, S = SphI, X = XbaI.
B: Southern-Blot-Analyse von transfiziertenES-Zellen.

C: Schwanzbiopsienvon Nachkommen nach Kreuzung von heterozygoten 5-HTT+/--Mäusen.
    Wildtyp und mutante Allele korrespondieren bei 9,6- bzw. 8,1-kb-Fragmenten.
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Abb.13: Autoradiogramm: 5-HTT-Bindung von [125I]RTI226

A-C: Veränderung der 5-HTT-Dichte in sagitalen Gehirnschnitten auf Höhe der Substantia
                       nigra.

D-F: Alcian-Blau-Färbung der gleichen Gehirnschnitte.

A+D = Kontrollen; B+E =5-HTT+/- ; C+F=5-HTT-/-).

5-HTT-/--Mäuse zeigen keine erhöhte Sterblichkeit im Vergleich zu den 5-HTT+/+-

Mäusen aus dem gleichen Wurf. Zudem sind sie fertil und bringen normale Wurfgrössen

hervor, wenn sie untereinander gekreuzt werden.

Anatomische Veränderungen und offensichtliche Entwicklungsdefizite konnten sowohl in

5-HTT+/--, als auch in 5-HTT-/--Mäusen nicht beobachtet werden.  Es zeigten sich aber

diskrete Entwicklungsstörungen der sensorischen Systeme.227 228 Zudem konnte eine

Reduktion aggressiven Verhaltens beobachtet werden.229

In 5-HTT+/--Mäusen konnte durch quantitative  [125I]RTI-Autoradiographie eine 50%ige

Reduktion der 5-HTT-Dichte nachgewiesen werden, wogegen bei 5-HTT-/--Mäusen in

allen Gehirnbereichen keine Bindung mehr nachzuweisen ist (siehe Abb. 8). Es konnte

jedoch gezeigt werden, dass in den 5-HTT-/--Mäusen ein um 450 Basenpaaren gekürztes

5-HTT-Protein exprimiert wird. Das Protein ist weder funktional, noch kann es mittels

[125I]RTI-Autoradiographie detektiert werden.230 Der 5-HT-Uptake bei 5-HTT+/--

entspricht nahezu dem bei 5-HTT+/+-Mäusen. In 5-HTT-/--Mäusen ließ sich jedoch keine

5-HT-Aufnahme nachweisen. Im Gegensatz zu normalen Gewebespiegeln von 5-HT in

HTT+/+- und 5-HTT+/--Mäusen ließ sich in den 5-HTT-/--Mutanten eine 60-80%ige

Reduktion von 5-HT und 5-HIAA im Hirnstamm, frontalen Cortex, Hippocampus und

Striatum nachweisen, wogegen die Konzentrationen von Noradrenalin, Dopamin und

deren Metaboliten keine Veränderungen zeigten.231 Durch in-vivo-Mikrodialyse konnten

die extrazellulären 5-HT-Spiegel bestimmt werden. Diese zeigten im Gegensatz zu den

Gewebespiegeln erhöhte Konzentrationen bei 5-HTT-/- versus HTT+/+- Mäusen.232

Immunhistochemisch konnte eine starke Abnahme von 5-HT im cerebralen Cortex

nachgewiesen werden; wogegen elektronenmikroskopische Untersuchungen keine
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Auswirkungen auf die Dichte der Synapsen ergaben.233  5-HT1A-Rezeptoren stellen sich

im Vergleich zwischen der 5-HTT-/- - und der 5-HTT+/+-Mäusen im Nc. dorsalis raphe

sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene vermindert, im Hippocampus vermehrt

und in anderen Vorderhirnregionen unverändert dar. 234 235 Die Dichte von 5-HT2A-

Rezeptoren ist im Claustrum, cerebralen Cortex und lateralen Striatum von 5-HTT-/--

Mäusen um 30-40% vermindert.236

Der 5-HTT-/-Genotyp weist eine Assoziation mit dem M. Alzheimer auf. Bei der

Äthiopathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankung spielt der oxidative Stress eine

wichtige Rolle. Die vorliegende Arbeit befasst sich deshalb im ersten Teil mit der

Fragestellung, ob sich bei 5-HTT-/--Mäusen Veränderungen von Metaboliten des

oxidativen Stress ergeben. Aufgrund der vielfältigen Interaktionen des serotonergen mit

dem glutamatergen und adenosinergen System wurden im zweiten Teil der Arbeit die

Adenosin- und Glutamat-Rezeptoren bei 5-HTT-/--Mäusen im Vergleich zu heterozygoten

und Wildtypmäusen untersucht.
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2. Methodik

2.1 Malondialdehyd-Assay

Kohn und Liversedge237 beschrieben 1944 als erste die kolorimetrische Reaktion von

Thiobarbitursäure (TBA) mit einer unbekannten Substanz während der Inkubation von

Gehirnhomogenaten mit Luft. Patton und Kurtz238 identifizierten diese Substanz als

Malondialdehyd, ein Nebenprodukt der Lipidperoxidation (siehe oben). Die Reaktion von

Lipidperoxiden mit TBA wurde danach als sensitive Nachweismethode der

Lipidperoxidation in Geweben nachgewiesen. Der wichtigste Parameter, der die

Reaktivität von Lipidperoxiden mit TBA beeinflußt, ist der pH-Wert.239

Die Messung des Malondialdehyds erfolgte über einen fluorimetrischen Versuchsansatz

modifiziert nach Ohkawa et al. (1979)240, wobei Malondialdehyd (MDA) mit

Thiobarbitursäure (TBA) zu fluoreszierenden Farbpigmenten umgesetzt wird.

2.1.1 Gewebepräparation

Jeweils fünf  5-HTT-Knockout-Mäuse, heterozygote 5-HTT-defiziente Mäuse und

Wildtyp-Kontrolltiere wurden durch cervikale Dislokation getötet. Die Gehirne wurden

unmittelbar im Anschluß daran entnommen, in Isopentan schockgefroren und nach

Lagerung auf Trockeneis bei -70°C aufbewahrt.

Von den Gehirnen wurde unter fortlaufender Kühlung bei – 4° C die Bereiche Frontaler

Cortex (FC), Hippocampus (HIP), Hirnstamm (HS) und Cerebellum (CER) präpariert.

Die Präparate wurden gewogen und in 1ml Plastik-Tubes (Sarstedt) auf Trockeneis

gelagert und anschließend bis zur weiteren Verarbeitung bei – 70° C gelagert.

2.1.2 Probenaufbereitung

Aus den Proben der verschiedenen Gehirnbereiche wurden zunächst mittels eines manuell

betriebenen Glas/Glas Homogenisators (Braun, Melsungen), Homogenate erstellt. Dabei

wurde eine Konzentration von 15% Gewebe eingestellt. Als Homogenatmedium

wurde150 mM Tris-HCl-Puffer, der auf einen pH-Wert von 7,4 justiert wurde,

verwendet. Während der Homogenisierung wurden die Proben mit Argon-Gas bedampft,

um eine etwaige Reaktion mit Luft zu vermeiden. Zudem wurden die Proben in Eiswasser

gekühlt. Im Anschluß daran wurden die Homogenate in  Polystyrolröhrchen (Sarstedt

55526) umpipettiert und vor dem Verschließen erneut für ca. 10 Sekunden mit Argon

bedampft. Die weitere Kühlung erfolgte weiterhin mit Eiswasser. Nach jeder einzelnen



39

Probe wurden sowohl das gläserne Homogenatgefäß, als auch der Potterstab mit Aqua

bidest gereinigt und anschließend getrocknet.

2.1.3 Versuchsansatz

Aus jedem Homogenat wurden drei Proben hergestellt. Die Reaktionsansätze wurden in

10 ml Glasröhrchen, mit Schraubverschluß im Eiswasserbad angesetzt. Vor dem Versuch

wurden die Glasröhrchen und Schraubverschlüsse über Nacht in eine 0,1%ige HCl-

Lösung eingelegt, danach in Aqua bidest gewaschen und im Trockenschrank getrocknet.

Zu 100 µl Homogenat wurden 200 µl 8,1%iges Natriumdodecylsulfat  pipettiert. Im

Anschluß wurden die Proben ca. 10 Sekunden lang gevortext. Danach wurden zu allen

Proben 1,5 ml 20%iger Essigsäurepuffer, 1,5 ml 0,8%iges TBA (Fluka Chemie AG,

CH-Buchs) hinzugegeben. Weiterhin wurden die Proben mit 700 µl destilliertem Wasser

auf insgesamt 4 ml aufgefüllt. Die Herstellung des Essigsäurepuffers erfolgte unter

Zugabe von 0,44 g Natriumhydrogen (Natriumhydroxid-Plätzchen, Merck Darmstadt) zu

18,87 ml Essigsäure. Der pH-Wert des Essigsäurepuffers wurde auf 3,5 eingestellt, da

hier das pH-Optimum für die Reaktion liegt.241 Nach erneutem Vortexen erfolgte die

Inkubation im Schüttelwasserbad bei 95°-97°C für 60 Minuten. Es wurde mittels

Thermostat und Thermometerkontrolle darauf geachtet, daß die Temperatur stets kleiner

100°C blieb. Nach einer Stunde wurden die Proben entnommen und im Eiswasserbad

abgekühlt.

Als externer Standard wurde 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (TMP) (Fluka) verwendet. Die

Standards wurden folgendermaßen hergestellt: 220 µl TMP wurden mit destilliertem

Wasser auf 10 ml aufgefüllt und anschließend gevortext (= Lösung 1). Von Lösung 1

wurden 0,1 ml entnommen und mit destilliertem Wasser auf 3 ml ergänzt (=Lösung 2).

Nach dem Vortexen wurden von Lösung 2 75 µl entnommen und mit Tris-HCl-Puffer

(pH 7,4) auf 3ml aufgefüllt (=Lösung 3). Die Ansätze für die Standardkurve wurden

schließlich nach folgendem Pipetierschema erstellt:

nmol

25

15

10

  5

  2

  1

0,5

  0

Lösung 3

300 µ l

180 µ l

120 µ l

  60 µ l

  24 µ l

  12 µ l

    6 µ l

    0 µ l

Tris-HCl-Puffer (pH 7,4)

    0 µl

120 µl

180 µl

240 µl

276 µl

288 µl

294 µl

300 µl

Tab. 4: Pipettierschema für die Standardkurve
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2.1.4 Messung

Unter weiterer Eiswasserkühlung wurde 1 ml der Probe unmittelbar vor der Messung in

Einmalküvetten (Sarstedt 67742) pipettiert und im Photometer bei 532 nm vermessen.242

Die Extinktionswerte wurden manuell in eine Tabelle eingetragen. Im Anschluß an die

Messung der Proben erfolgte die Bestimmung der Standardkurvenwerte.

2.1.5 Auswertung

Mit Hilfe der Standard-Meßwerte wurde zunächst eine Standardkurve ermittelt. Dazu

wurden  auf der Ordinate die TMP-Konzentrationen in nmol und auf der Abszisse die

Extinktionswerte aufgetragen. Mit Hilfe des Programms StatView Version 4.02 (Abacus

Concepts Inc.) wurden die Funktionen der Standardkurven errechnet. Durch Einsetzen

der Extinktionsmittelwerte der Gewebeproben in die Standardkurvenfunktion konnte nun

die Konzentration von Malondialdehyd in nmol/g bestimmt werden. Für jede Hirnregion

(Frontaler Cortex (FC), Hippocampus (HIP),Hirnstamm (HS) und Cerebellum (CER))

von homozygoten, heterozygoten und knockout Mäusen wurden die Mittelwerte der

MDA-Konzentration errechnet. Die Mittelwerte wiederum wurden mit dem Student-t-Test

(StatView) im Hinblick auf signifikante Unterschiede überprüft.

2.2 Autoradiographie

2.2.1 Gewebepräparation

Sieben 2-3 Monate alte 5-HTT-Knockout-Mäuse vom C57BL/6J Hintergrund243 und

sieben Wildtyp-Kontrolltiere wurden durch cervikale Dislokation getötet. Die Gehirne

wurden unmittelbar im Anschluß daran entnommen, in Isopentan schockgefroren und

nach Lagerung auf Trockeneis bei -70°C aufbewahrt.

2.2.2 Gefrierschnitte und histologische Färbung

Mit einem Cryotom (Microm, Walldorf) wurden Schnitte von 20 µm Dicke angefertigt.

Die Gefrierschnitte wurden auf gelatine-beschichtete Glasobjektträger  durch Antauen

aufgezogen. Pro Objektträger wurden zwei aufeinanderfolgende Schnitte aufgebracht.

Jeder 21. Schnitt wurde einzeln auf einen Objektträger aufgezogen und zur Beurteilung

der Lokalisation nach Nissl gefärbt. Zur Nissl-Färbung wurden die Schnitte zunächst in
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Aqua bidest. und anschließend für 10 Minuten in 0,1%ige Cresylviolettlösung getaucht.

Nach kurzem Abspülen mit Aqua bidest. wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe

(70%, 90% und 100% Ethanol) differenziert und schließlich in Xylol überführt. Zur

Gelatine-Beschichtung wurden die Glasobjektträger zunächst für 2 min in Aqua bidest

und im Anschluß daran 2 min in Gelatinelösung getaucht. Zur Herstellung der

Gelatinelösung wurde 5 g/l Gelatine  in 50°C heißes Aqua bidest, verrührt. Nach

Abkühlung auf 30°C wurde 0,25 g/l Chrom-Kalium-Sulfat dazugegeben und ebenfalls gut

verrührt. Die Objektträger wurden frühestens nach drei Tagen Trocknung verwendet. Die

Gefrierschnitte wurden getrocknet und bei -70°C bis zur Färbung gelagert.

2.2.3 Autoradiographische Liganden-Bindung

2.2.3.1 DPCPX (AdenosinA1-Rezeptor)

Die Adenosin-A1-Autoradiographie wurde von Deckert et al.244 adaptiert. Die Schnitte

wurden für 30 Minuten in 150 mM Tris-HCl-Puffer (pH 7,4), der 2U/ml

Adenosindeaminase (Boehringer, Mannheim) enthielt, bei Raumtemperatur (21°C)

präinkubiert. Die Inkubation fand mit 2 nM [3H]8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin

([3H]DPCPX) in 150 mM Tris-HCl-Puffer für 2 Stunden bei 4°C statt. Die unspezifische

Bindung wurde durch Zugabe von 20 mM N6-(R-phenylisopropyl)Adenosin

(Boehringer, Ingelheim) zum Inkubationspuffer determiniert. Die Schnitte wurden

schließlich für jeweils 2 x 2 Minuten in 4°C kaltem Tris-HCl-Puffer gewaschen, kurz in

kaltes (4°C) destilliertes Wasser getaucht und danach unter einem Kaltluftgebläse

getrocknet. Anschließend wurden die trockenen Schnitte sowie die 3H-Microscales-

Standardstreifen (Fa. Amersham, Braunschweig) in Siemens-Röntgenfilmkassetten auf

einem tritiumsensitiven Film (Hyperfilm-3H, Fa. Amersham, Braunschweig) aufgelegt

und bei 4°C exponiert.

Die übrigen Rezeptorbindungen wurden im Hinblick auf Liganden, Inkubationspuffer,

Inkubations- und Waschzeiten nach den Bedingungen in den unten aufgeführten Tabellen

modifiziert.

2.2.3.2 CGS 21680 (AdenosinA2A-Rezeptor)

Ligand

CGS 21680
(4,5 nM)

Rezeptor

A2A

Puffer

150 mM
Tris-HCl
(pH 7,4)

Präinkubation

30 min.
RT (21°C)
+ 10 mM MgCl2
+ 2 U/ml ADA

Inkubation

120 min.
RT (21°C)
+ 10 mM MgCl2
+ 2 U/ml ADA

Waschen

2 x 2 min.
H2O dip
4° C

Tab. 5: Protokoll für den Adenosin-A2A-Rezeptorliganden CGS 21680
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2.2.3.3 CGP 39653 (NMDA-Rezeptor)

Ligand

CGP 39653
(10 nM)

Rezeptor

NMDA

Puffer

150 mM
Tris-HCl
(pH 7,6)
+ 2,5 mM
CaCl2

Präinkubation

30 min.
37°

Inkubation

10 min.
RT (21°C)
+ 1mM L-Glut

Waschen

2 x 2,5 min.
H2O dip
4° C

Tab. 6: Protokoll für den NMDA-Rezeptorliganden CGP 39653

2.2.3.4 AMPA (AMPA-Rezeptor)

Ligand

AMPA
(20 nM)

Rezeptor

AMPA

Puffer

50 mM
Tris-HCl
(pH 7,4)
+ 100 mM
KSCN

Präinkubation

30 min.
4° C

Inkubation

120 min.
4° C
+ 1mM L-Glut

Waschen

2 x  5 sec.
H2O dip
4° C

Tab. 7: Protokoll für den AMPA-Rezeptorliganden AMPA

2.2.3.5 Kainat (Kainat-Rezeptor)

Ligand

Kainat
(5 nM)

Rezeptor

Kainat

Puffer

150 mM
Tris-A cetat
(pH 7,4)

Präinkubation

30 min.
4° C

Inkubation

60 min.
4° C
+ 1mM L-Glut

Waschen

2 x  15 sec.
H2O dip
4° C

Tab. 8: Protokoll für den Kainat-Rezeptorliganden Kainat

2.2.4 Filmexposition und Entwicklung

Die Exposition  von tritiumsensitivem Filmmaterial (Hyperfilm-3H, Fa. Amersham,

Braunschweig) mit den radioaktiv markierten Hirnschnitten auf den Objektträgern erfolgte

in lichtdichten Röntgenfilmkassetten bei 4°C245. Zusätzlich wurden in jede Kassette 2 für

Hirngewebe kalibrierte 3H-Microscales-Standardstreifen (Fa. Amersham, Braunschweig)

mit jeweils 8 aufsteigenden, radioaktiven Aktivitäten eingelegt. Nach einer

Expositionsdauer von  2-8 Wochen wurden die Filme in Neopress HC (Tetenal,

Norderstedt) für 30 Sekunden entwickelt und nach einem kurzen Wasserbad in Superfix

(Tetenal) für 4 Minuten fixiert. Die Filme wurden zunächst unter fließendem Wasser
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gewaschen, in einem Kunststoffbehälter mit Aqua bidest 30 Minuten lang gewässert und

danach bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.5 Image-Analyse

Die Auswertung der entwickelten Autoradiographiefilme erfolgte mit Hilfe des Bild-

Analysesystems “NIH-Image 1.45” (Geary and Wooten, 1985)246 an einem Apple

Macintosh Computer (Apple Macintosh Centris 650 und Apple Macintosh 16´´

Farbmonitor).247  Zum Einlesen der Autoradiogramme wurde eine Videokamera (Hitachi

KP-c551 CCD, Hitachi Japan) mit dem Objektiv AF Micor Nikkor (Nikon, Japan) und

Anschluß an den Apple-Rechner, sowie eine homogene Lichtquelle (Prolite Scan, Kaiser)

verwendet. Gespeichert wurden die Autoradiogramme auf einer magnetooptischen

Wechselplatte (Syquest EZ Drive 135 MB, Syquest 135 MB Removable Hard Disk

Cartridge). Die homogene Lichtquelle wurde zum Ausleuchten der Bilder mit gleicher

Intensität, mindestens 60 Minuten vor Meßbeginn eingeschaltet, um Schwankungen der

Lichtintensität zu vermeiden. Um den Einfall von Streulicht zu verhindern wurde das

Einlesen zum einen in einem abgedunkelten Raum durchgeführt. Zum anderen wurde das

Kameraobjektiv durch einen lichtabsorbierenden, schwarzen Photokarton bis zum Film

verlängert, so daß eine lichtdichte Röhre entstand, in die kein Streulicht einfallen konnte.

Vor dem Einlesen wurde die Blende der Kamera, der Abstand zum Autoradiogramm und

die Bildschärfe optimal eingestellt, so daß keine weiteren Veränderungen während des

Einlesens vorgenommen werden mußten. Jeder einzelne Gehirnschnitt wurde separat

eingescannt und mit einem Namen versehen abgespeichert, so daß die Zuordnung der

Bilder zu ihren ursprünglichen Schnitten zweifelsfrei erfolgen konnte.

Zur Messung der Grauwerte wurden die digitalisierten Bilder einzeln von der Festplatte

geladen. Die festgelegten Messbereiche (siehe Abb. 1-3) wurden manuell mit dem Cursor

umfahren und die Grauwerte mit Hilfe der Image-Software errechnet. Die errechneten

Werte wurden anschließend durch entsprechende Namen dem jeweiligen Schnitt

zugeordnet und abgespeichert.
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Abb.14: Region 1: Gyrus cinguli (Cg1), Frontaler Cortex (FrC), Parietaler Cortex (ParC),
Caudatoputamen (CPu), Nc. accumbens core (AcbC), Nc. accumbens shell (AcbSh),
Tuberculum olfactorium (Tub)

Abb.15: Region 2: RSGb, Cortex I-IV, Cortex V-VI, CA1 Stratum (S.) oriens, CA1 S. radiatum, CA3
S. lucidum, CA3 S. radiatum, CA4, Gyrus dentatus (DG), Habenula (Hb), Thalamus lat.,
Thalamus post.

Abb.16: Region 3: Nc. raphe dorsalis (DRD), Lat. periaqueductal gray (LPAG), Dorsomedial
   periaqueductal gray (DMPAG), Lateral entorhinal cortex (Lrnt), Medial entorhinal cortex
         (MEnt)
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2.2.6 Mathematische Bearbeitung der Grauwerte

Zunächst wurden die abgespeicherten Grauwerte in das Tabellenkalkulationsprogramm

Excel 5.0 (Microsoft) geladen. Im nächsten Schritt erfolgte für jeden Meßbereich  die

Berechnung des Mittelwertes aus den jeweils korrespondierenden Schnitten. Aus den

mittleren Grauwerten (mGW = Transmission) erfolgte nun die Berechnung der optischen

Dichte (OD) mittels der Formel:

1) OD = log10 [255 (255-mGW)]

Die Transmissionsskala erstreckt sich hierbei von 255 (hell) bis 0 (dunkel); die OD-Skala

von 0 (hell) bis 2 (dunkel). Um das individuelle Schwärzungsprofil zu ermitteln, lagen

Standardstreifen auf jedem [3H]-Hyperfilm-Bogen, deren OD gegen ihr eigenes

Gewebsäquivalent (nCi/mg) aufgetragen wurde. Das Gewebsäquivalent wurde dem

Beipackzettel des Standards entnommen und um den Zerfallsfaktor entsprechend dem

zeitlichen Zerfall korrigiert. Mit dem Programm StatView wurde für jeden Film eine

spezifische Standardkurve zur Berechnung des Gewebeäquivalents ermittelt. Dabei gab

folgende Exponentialfunktion die Schwärzungseigenschaften der Filme am besten wieder:

2) y = a + bx + cx2 + dx3

y= Gewebeäquivalent (nCi/mg) x=optische Dichte (OD)

Die Konstanten a,b,c und  d der Exponentialfunktion wurden mit den Standardkurven für

jeden Film neu bestimmt. Unter Berücksichtigung der spezifischen Aktivität und der

Zerfallskonstanten (abhängig vom Herstellungsdatum), wurde dann die Konzentration

des gebundenen Liganden errechnet:

3) Konz. [fmol/mg Trockengewicht] = Gewebeäquivalent [nCi/mg

Trockengewicht] / (spezifische Aktivität * Zerfallsfaktor)

Im Anschluß an die Berechnung der Konzentration der gebundenen Liganden, wurden für

Knock-out und Wildtyp-Mäuse die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen für

jede gemessene Region ermittelt. Die Mittelwerte wiederum wurden mit dem Student-t-

Test (StatView) im Hinblick auf signifikante Unterschiede überprüft.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay

Im Bereich des frontalen Cortex, im Hippocampus und im Cerebellum konnten im

Vergleich zwischen knockout, heterozygoten und Wildtyp-Mäusen keine erhöhten

Malondialdehyd-Werte gemessen werden, so daß sich keine Hinweise auf eine Erhöhung

der Lipidperoxidation, bzw. des oxidativen Stress ergaben.

Lediglich im Hirnstamm, dem Ursprungsort serotonerger Faserverbindungen und dem

Sitz serotonerger Neurone, konnte eine signifikante Zunahme der Malondialdehyd-Werte

im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-Mäusen registriert werden.

Im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-Mäusen ergab sich eine signifikante

Steigerung (p = 0,0046) der Malondialdehyd-Konzentration auf das 2,16-fache. Bei

heterozygoten Mäusen war die Malondialdehydkonzentration im Vergleich zu

Wildtypmäusen nur diskret erhöht (Erhöhung auf das 1,85-fache (p=0,0127).

3.1.1 Frontaler Cortex
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Grafik 1: Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay für die Region Frontaler Cortex
                 Abkürzungen: ko = knockout; het = heterozygot; wt = wildtyp; MW = Mittelwert; SD =
                 Standardabweichung
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3.1.2 Hippocampus
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Grafik 2: Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay für die Region Hippocampus
                 Abkürzungen: ko = knockout; het = heterozygot; wt = wildtyp; MW = Mittelwert;  SD =
                 Standardabweichung

3.1.3 Hirnstamm
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Grafik 3: Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay für die Region Hirnstamm
                 Abkürzungen: ko = knockout; het = heterozygot; wt = wildtyp; MW = Mittelwert;  SD =
                 Standardabweichung
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3.1.4 Cerebellum
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Grafik 4: Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay für die Region Cerebellum
                 Abkürzungen: ko = knockout; het = heterozygot; wt = wildtyp; MW = Mittelwert;  SD =
                 Standardabweichung

3.2 Ergebnisse der autoradiographischen Untersuchungen

3.2.1 AMPA-Rezeptoren

Bei der Auswertung der  autoradiographischen Untersuchungen der AMPA-Rezeptoren

ergab sich lediglich im retrosplenialen Cortex der Region 2 eine signifikante Abnahme der

AMPA-Rezeptoren um 13,10% (p=0,0281) bei den 5-HTT-/-- versus 5-HTT+/+- Mäusen.

In keiner der übrigen untersuchten Bereichen aller drei Regionen konnten signifikante

Unterschiede festgestellt werden.

3.2.1.1 AMPA-Region 1
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Grafik 5:  Autoradiographie-Auswertung AMPA-Region 1

3.2.1.2 AMPA-Region 2
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Grafik 6:  Autoradiographie-Auswertung AMPA-Region 2
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3.2.1.3 AMPA-Region 3
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Grafik 7:  Autoradiographie-Auswertung AMPA-Region 3

3.2.2 Kainat-Rezeptoren

Bei der Auswertung der  autoradiographischen Untersuchungen der Kainat-Rezeptoren

konnten in der Region 1 im Bereich des frontalen und parietalen Cortex ein signifikanter

Unterschied (p = 0,045 bzw. p=0,0345) zwischen 5-HTT Knockout-Mäusen und

Wildtyp-Mäusen festgestellt werden. Hier zeigte sich demnach eine Verringerung der

Kainat-Rezeptoren im frontalen Cortex von Knockout-Mäusen um 16,94% und im

parietalen Cortex um 17,00 % im Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen. In der Region 2

resultierte in den Cortex-Schichten I-IV ein Anstieg der Kainat-Rezeptor-Dichte um 14,63

% (p=0,0194 ) bei 5-HTT-/-- versus 5-HTT+/+-Mäusen. In allen übrigen Bereichen der

drei untersuchten Regionen fanden sich keine signifikanten Unterschiede.
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3.2.2.1 Kainat-Region 1
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Grafik 8:  Autoradiographie-Auswertung Kainat-Region 1

3.2.2.2 Kainat-Region 2
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Grafik 9:  Autoradiographie-Auswertung Kainat-Region 2

3.2.2.3 Kainat-Region 3
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Grafik 10:  Autoradiographie-Auswertung Kainat-Region 3

3.2.3 NMDA-Rezeptoren

Aufgrund der hohen unspezifischen Bindung des Liganden (CGP) an das Gewebe,

konnte lediglich die Region 1 im Hinblick auf die Veränderung von NMDA-Rezeptoren

zwischen Knockout- und Wildtyp-Mäusen ausgewertet werden.
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3.2.3.1 NMDA-Region 1

In den untersuchten Bereichen gab es keine signifikanten Unterschiede der NMDA-

Rezeptoren im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-Mäusen.
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Grafik 11:  Autoradiographie-Auswertung NMDA-Region 1

3.2.4 Adenosin A1-Rezeptoren

Sowohl Region 1, als auch Region 2 zeigten keine signifikante Hoch- oder Herunter-

Regulation von AdenosinA1- Rezeptoren im Vergleich zwischen 5-HTT-Knockout- und

Wildtyp-Mäusen.

In Region 3 konnte jedoch eine signifikante Hoch-Regulation der Adenosin A1-

Rezeptoren  im Nc. raphe dorsalis um 21,12 % (p = 0,0447) nachgewiesen werden.
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3.2.4.1 Adenosin A1-Region 1
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Grafik 14:  Autoradiographie-Auswertung Adenosin  A1 - Region 1

3.2.4.2 Adenosin A1-Region 2



55

0

50

100

150

200

250

300

350

400

ko 125.66 146.78 270.23 148.18 304.34 213.34 145.70 281.45 100.96 178.68 49.34 151.37 105.54

wt 120.43 137.89 137.89 151.03 277.91 210.75 137.31 256.35 89.78 163.17 45.67 145.23 92.37

p 0.7006 0.6067 0.4152 0.8720 0.3318 0.9118 0.6719 0.3759 0.4272 0.3357 0.5889 0.7448 0.3197

Retrosplen. 
Cortex

Parietaler 
Cortex

CA1 S. 
oriens

CA1 S. 
pyramidale

CA1 S. 
radiatum

CA3 S. 
oriens

CA3 S. 
pyramidale

CA3 S. 
radiatum

CA4 Gyrus 
dentatus

Habenula lat. Thalamus post. 
Thalamus

ko           wt

[fmol/mg]

Grafik 14:  Autoradiographie-Auswertung Adenosin  A1 - Region 2

3.2.4.3 Adenosin A1-Region 3
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Grafik 14:  Autoradiographie-Auswertung Adenosin  A1 - Region 3
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3.2.5 Adenosin A2A-Rezeptoren

Autoradiographisch lässt sich der Adenosin A2A-Rezeptor ausschliesslich im

Caudatoputamen, Nc. accumbens und im Tuberculum olfactorium nachweisen. Somit

konnte lediglich die Region 1 im Hinblick auf die Veränderung von Adenosin A2A-

Rezeptoren zwischen Knockout- und Wildtyp-Mäusen ausgewertet werden. In Region 2

und 3 fand sich keine spezifische Bindung an Adenosin A2A–Rezeptoren.

Bei den Adenosin A2A-Rezeptoren  ergab sich ein Trend zu einer Down-Regulation der

Rezeptoren, der sich vor allem im Kern des Nucleus accumbens mit einer Verminderung

um 28,39% bei Knockout-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Mäusen manifestierte (p =

0,0599)

3.2.5.1 Adenosin A2A-Region 1
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Grafik 15:  Autoradiographie-Auswertung Adenosin  A2A - Region 1
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4. Diskussion

Die gezielte Inaktivierung spezifischer Gene in Mäusen hat unzweifelhaft zu einer

Revolution in der Biomedizin geführt.248 Diese Techniken ermöglichen es durch

Veränderung oder Elimination individueller Gene, transgene Tiermodelle herzustellen, die

potente Werkzeuge für die neurobiologische und psychopharmakologische Forschung

darstellen. Mittels dieser Techniken konnte  unser bisheriges Wissen über die

Pathogenese von neuropsychiatrischen Krankheiten erheblich erweitert werden. Neben

der Klärung, welche Gen-Produkte in die Ätiopathogenese von psychiatrischen

Krankheiten involviert sind, bieten die transgenen Tiermodelle zudem die Möglichkeit,

komplexe Verhaltens- bzw.  Charaktereigenschaften im Bezug auf – zuvor durch

Assoziationsstudien gewonnene – genetische Varianten zu untersuchen.

Der Neurotransmitter Serotonin, dessen Neurone ihren Ursprung in den Kernen der

Raphe nehmen, bildet ein weitverzweigtes System, das sich über nahezu alle

Gehirnbereiche erstreckt und die vielfältigsten sowohl neuromodulatorischen, als auch

gezielt regulatorischen Effekte entfaltet. Neben seinem Einfluss in der

Gehirnentwicklung249 und auf das Immunsystem250, stehen alle weiteren

Transmittersysteme in engem Kontakt bzw. in gegenseitiger Wechselwirkung zu 5-HT-

Neuronen. Auch aufgrund der bereits früh postulierten Rolle, die dem serotonergen

System in der Ätiopathogenese psychiatrischer Krankheiten251 zugeschrieben wurde und

dem Wirkmechanismus älterer (Trizyklika) und neuerer (Selektive-Serotonin-

Wiederaufnahmehemmer – SSRI) antidepressiver Medikamente auf das serotonerge

System, bestand und besteht ein großes Interesse an der Erforschung dieses „global

Players“.

Die Etablierung eines transgenen 5-HTT-Knockout-Mausmodells252 eröffnete einen bis

dahin nicht vorhandenen Einblick in das komplexe serotonerge Netzwerk und eine damit

verbundene mögliche Aufklärung über Funktionsweise, Interaktion und

ätiopathogenetische Einflüsse des serotonergen Systems.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand in der Untersuchung von Veränderungen

im Hinblick auf oxidativen Stress und auf Veränderungen sowohl adenosinerger und

glutamaterger Rezeptoren bei 5-HTT-/-- versus 5-HTT+/-- und 5-HTT+/+-Mäusen. Die

Ergebnisse dieser Untersuchung sollen im folgenden diskutiert werden.

Die neurochemischen Untersuchungen von 5-HTT-Knockout-Mäusen im Vergleich mit

heterozygoten und Wildtyp-Mäusen haben im Hinblick auf Oxidativen Stress ein

wesentliches Ergebnis gezeigt.



58

Im Hirnstamm, dem Ursprungsort serotonerger Faserverbindungen und dem Sitz

serotonerger Neurone, konnte eine Zunahme der Malondialdehyd-Konzentrationen

gezeigt werden. Im Vergleich  zu den Wildtyp-Mäusen ergab sich bei den Knockout-

Mäusen eine signifikante Steigerung um das 2,16 fache. Bei den heterozygoten Tieren

konnte in der gleichen Region lediglich eine Tendenz zur Erhöhung der Lipidperoxidation

festgestellt werden.

Malondialdehyd entsteht neben einer Reihe von anderen toxischen Aldehyden (z.B. 4-

Hydroxy-2,3-trans-nonenal) als Endprodukt der durch oxidativen Stress verursachten

Lipidperoxidation an aus vielfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA) bestehenden

biologischen Membranen. 253 Die Ergebnisse weisen einerseits darauf hin, dass die

Lipidperoxidaton bei 5-HTT-/--Mäusen im Bereich des Hirnstamms, und somit in einem

Bereich mit hoher Dichte serotonerger Perikarya, signifikant erhöht ist. Andererseits

könnte aus der Tendenz zur erhöhten Lipidperoxidation bei 5-HTT+/--Mäusen eventuell

eine direkt proportionale Abhängigkeit der Schädigung durch oxidativen Stress zur

quantitativen Funktion des Serotonintransporters gefolgert werden. Dies könnte darauf

hinweisen, dass das Ausmaß der oxidativen Schädigung umso größer ist, je niedriger die

Transportkapazität des 5-HT-Transporters ist.

Beim Mensch wird die Expressionsrate des Serotonintransporters um das 1,4 – 1,7-fache

und somit auch die Serotonin-Wiederaufnahme um 30 – 40 % bei l/l-Genotyp versus l/s-

oder s/s-Genotyp erhöht und somit durch die Länge des repetiven Elements (5-HTTLPR)

maßgeblich beeinflusst. Die Verteilung der Allele innerhalb der Bevölkerung liegt bei 32%

l/l, 49% l/s und 19% s/s.254 Die Erhöhung des oxidativen Stresses im Hirnstamm von 5-

HTT-/--Mäusen kann also zu der Annahme führen, dass bei Individuen, die eine l/s- oder

s/s- Allelkonfiguration des 5-HTTLPR aufweisen, die Wahrscheinlichkeit für das

Auftreten von oxidativen Schäden in diesem Bereich erhöht ist. Interessanterweise

nehmen gerade im Nucleus raphe dorsalis serotonerge Typ-D-Fasern ihren Ursprung.

Typ-D-Fasern besitzen im Vergleich zu M-Fasern eine erhöhte Vulnerabilität im Hinblick

auf Neurotoxizität255, so dass von einem stark schädigenden Effekt des oxidativen

Stresses in diesem Bereich auszugehen ist.

Die durch Lipidperoxidation entstehenden toxischen Aldehyde (v.a. Malondialdehyd, 4-

Hydroxy-2,3-trans-nonenal) führen neben einer Störung der Membranfunktion auch zur

Abnahme der Fluidität, Inaktivierung von membrangebundenen Rezeptoren und

Enzymen, sowie zu einer unspezifischen Zunahme der Permeabilität von Ca2+. Aus dem

Anstieg intrazellulären Ca2+ können Protein- und DNA-Schäden resultieren, die zu

Funktionsstörungen oder zum Untergang von Zellen führen können.256
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Die Auswirkungen des oxidativen Stress und die damit verbundenen Schädigungen an

Neuronen im Hirnstamm könnten zu weiteren Veränderungen oder Schädigungen im

weitverzweigten Netzwerk serotonerger Projektionen beitragen, so dass auch andere

Transmittersysteme und Projektionsgebiete in Mitleidenschaft gezogen werden könnten.

Zudem spielt das serotonerge System eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung

des ZNS, so dass auch hier die Auswirkungen oxidativer Zellschädigungen oder

Veränderungen der neuronalen Funktionalität zu weitreichenden Folgen im Hinblick auf

die neuromodulatorische Wirkung des serotonergen Systems bei der Gehirnentwicklung

und –reifung führen könnten.

Die Befunde über erhöhten oxidativen Stress im Hirnstammbereich bei 5-HTT-/--Mäusen

und eine tendenzielle Assoziation mit der quantitativen Funktion des Serotonintransporters

deckt sich ebenfalls mit dem Nachweis der Assoziation des l/s- bzw. s/s-Genotyps des 5-

HTT-Gen-Promotors (5-HTT gene-linked polymorphic region, 5HTTLPR) mit

Demenzen vom Alzheimer-Typ.

Vor allem bei der Demenz vom Alzheimer-Typ fügen sich die oben dargestellten Befunde

der vorliegenden Arbeit in die bereits bestehenden Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen

ein. Durch post-mortem Untersuchungen von Alzheimer-Patienten ließ sich eine Zunahme

der Lipidperoxidation und deren neurotoxische Aldehyde (v.a. 4-Hydroxy-2,3-trans-

nonenal) sowie eine gesteigerte Protein- und DNA-Oxidation nachweisen. Zudem ließ

sich eine Abnahme der vielfach ungesättigten Fettsäuren (PUFA) und oxidationssensitiver

Enzyme (Glutaminsynthetase, Kreatininkinase) nachweisen.257 Eine zunehmende Anzahl

von Assoziationsstudien erhärtet den Beweis, dass das Allel des 5HTTLPR mit niedriger

Aktivität (s/s-Genotyp) einen Risikofaktor für die Entstehung von late-onset Alzheimer-

Demenzen darstellt.258 In Hirnstamm-Kernen bei Alzheimer-Demenz wurde eine

Degeneration von serotonergen Raphe-Neuronen beschrieben.259 260 261 262 263 264 Diese

Untersuchungen zeigen einen starken Verlust serotonerger Neurone mit einer

Degeneration bis zu 50%. Zudem wurden neurofibrilläre Tangles (NFTs) - die

proportional zum neuronalen Zellverlust augeprägt waren265  - und senile Plaques266 in

Raphekernen bei Alzeimer-Demenz gefunden. NFTs sind durch die Aggregation und

Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen in gepaarte, helikale Filamente charakterisiert.

Die Phosphorylierung von Tau-Proteinen wiederum ist eng mit der Oxidation durch die

mikrotubuli-assoziierte Proteinkinasekaskade und durch die Aktivierung des

Transkriptionsfaktors NF-κB verbunden. In vitro kontrolliert die Oxidation von Cystein

in Tau-Proteinen den Zusammenbau von gepaarten, helikalen Filamenten. Die Rolle

oxidativer Schäden in der Entstehung von NFTs wird zudem durch den Nachweis von

Proteinkarbonylen, Nitrotyrosin, einem Marker für das potente Radikal Peroxynitrit, 4-

Hydroxy-2,3-trans-nonenal, Acrolein, einem weiteren hochreaktiven Aldehydprodukt der
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Lipidperoxidation und Advanced-Glycation-End-Products (AGE) gestützt.267 Der Verlust

serotonerger Neurone in den Raphe-Kernen von Alzheimer-Patienten geht einher mit

einem Verlust serotonerger Endigungen, die von einer Reduktion des 5-HTT zwischen

30-40% in verschiedenen serotonergen Projektionsgebieten, darunter den frontalen und

temporalen Cortex268 269 270sowie dem entorhinalen Cortex und dem Hippocampus271

begleitet sind.

Mittels autoradiographischer Untersuchungen konnten im wesentlichen zwei Befunde

erhoben werden. Zum einen ergab sich eine signifikante Hoch-Regulation der

AdenosinA1-Rezeptoren (A1AR) im Nucleus raphe dorsalis um 21,12% (p=0,0447) und

eine Tendenz zur Herunter-Regulation der A2A-Rezptoren um 28,39% (p=0,0599) im

Bereich des Nucleus accumbens. Im Gegensatz zum Nucleus raphe dorsalis waren keine

Veränderungen der A1AR in den serotonergen Projektionsgebieten zu finden.

A1AR-Agonisten haben einen neuroprotektiven Effekt während ischämischer

Ereignisse.272 Adenosin vermindert die Freisetzung des exzitotoxischen Transmitters

Glutamat durch Reduktion der Aktivität von NMDA-Rezeptoren. Zudem führt es zur

Hyperpolarisaton (Erhöhung der Erregungsschwelle) des Neurons durch vermehrten K+-

Einstrom, und senkt die Bildung freier Radikale. Zudem induziert Adenosin die Synthese

und Freisetzung von neurotrophen Faktoren und Cytokinen durch Glia-Zellen.273 274 275

276 277

Die Hoch-Regulation der Adenosin A1-Rezeptoren im Nucleus raphe dorsalis könnte

somit als neuroprotektive Antwort auf die Erhöhung des oxidativen Stresses in diesem

Bereich interpretiert werden.

Adenosin A1-Rezeptoren besitzen zudem die Fähigkeit, den extrazellulären 5-HT-Spiegel

zu senken278 279, was der quantitativen Verminderung des Rücktransportes bei l/s- oder

s/s-Genotypen des Serotonintransporters und somit den erhöhten 5-HT-Konzentrationen

im Hirnstamm von 5-HTT-Knockout-Mäusen280 entgegenwirken könnte.

AdenosinA2A-Rezeptoren hingegen beschleunigen die Freisetzung von Glutamat,

wogegen eine A2A-Blockade diese unterdrückt.281 A2A-Rezeptoren sind in der Lage, die

Konzentration von extrazellulärem 5-HT zu erhöhen.282 Die Tendenz zur Herunter-

Regulation der A2A-Rezeptoren im Nucleus accumbens könnte also ebenfalls auf einen

gegenregulatorischen Effekt im Hinblick auf erhöhte extrazelluläre 5-HT-Werte

hinweisen.
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5. Zusammenfassung

Um die Auswirkungen der allelischen Expressionsvariabilität des 5-HTT auf das Gehirn

zu untersuchen, wurde eine transgene 5-HTT-Knockout-Maus entwickelt, die als

Grundlage der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit diente. Vor allem aufgrund der

Assoziation des kurzen Allels des 5-HTT-Promotorpolymorphismus mit M. Alzheimer

wurde die Untersuchung der Mäusegehirne im Hinblick auf Veränderungen von

Metaboliten des oxidativen Stresses, der als ein ätiopathogenetischer Faktor bei der

Entstehung des M. Alzheimer gilt, vorgenommen. Zudem wurden aufgrund der

vielfältigen Interaktionen des serotonergen Systems mit den Systemen der

Neurotransmitter Adenosin und Glutamat sowie aufgrund der Bedeutung des

serotonergen Systems für affektive Erkrankungen autoradiographische Untersuchungen

mit der Fragestellung nach Veränderungen auf Rezeptorebene im adenosinergen und

glutamatergen System durchgeführt.

Zur Detektion oxidativer Veränderungen wurde mit Hilfe des Malondialdehyd-Assays die

Substanz Malondialdehyd als Marker für die Lipidperoxidation gemessen. Die

Autoradiographie wurde mittels radioaktiv markierter Liganden für die Adenosin A1- und

A2A-Rezeptoren, sowie für NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren als Vertreter der

ionotropen Glutamatrezeptoren durchgeführt.

Bei der Untersuchung der Lipidperoxidation ergab sich ein signifikanter Anstieg des

oxidativen Stresses im Hirnstammbereich – dem Ursprungsort der serotonergen Neurone

– bei 5-HTT-Knockout-Mäusen im Vergleich zu Wildtypmäusen. Bei den heterozygoten

5-HTT-defizienten Mäusen zeigte sich lediglich eine Tendenz zu erhöhten oxidativen

Veränderungen. Diese Befunde stimmen mit Ergebnissen von Untersuchungen an post-

mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten überein. Dort wurde in früheren Arbeiten

ebenfalls eine Zunahme der Lipidperoxidation gefunden, begleitet von einer Degeneration

serotonerger Raphe-Neurone und dem damit einhergehenden Untergang serotonerger

Terminalen in verschiedenen serotonergen Projektionsgebieten, sowie dem Auftreten

neurofibrillärer Bündel und seniler Plaques in der Raphe. Der Nachweis der erhöhten

Lipidperoxidation bei 5-HTT-Knockout-Mäusen erhärtet somit den Verdacht, dass das

kurze Allel des 5-HTTLPR, welches mit einer geringeren Expression von 5-HTT

einhergeht, einen Risikofaktor für die Entstehung von late-onset Alzheimer-Demenzen

(mit spätem Beginn) darstellt.

Bei 5-HTT-Knockout Mäusen besteht eine signifikante Hoch-Regulation der Adenosin

A1-Rezeptoren im Nucleus raphe dorsalis. Auβerdem zeigt sich ein Trend zur Herunter-

Regulation der Adenosin A2A-Rezeptoren im Nucleus accumbens. In diesem
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Zusammenhang ist wichtig, dass Adenosin A1-Agonisten und Adenosin A2A-

Antagonisten zu einer Reduktion der Freisetzung des potentiell neurotoxischen

Neurotransmitters Glutamat führen. Auβerdem bewirken Adenosin A1-Agonisten durch

eine Hyperpolarisation eine Anhebung der  Erregungsschwelle des Neurons und eine

verminderte Bildung freier Radikale. Zudem induziert Adenosin die Synthese und

Freisetzung von neurotrophen Faktoren und Zytokinen durch Gliazellen. Adenosin A2A-

Antagonisten erhöhen zudem die Konzentration extrazellulären 5-HT´s. Die

autoradiographischen Befunde können somit einerseits eine neuroprotektive Antwort auf

die Erhöhung des oxidativen Stresses darstellen und zum anderen gegenregulatorisch auf

die erhöhten extrazellulären 5-HT-Spiegel der 5-HTT-Knockout-Mäuse wirken.

In der vorliegenden Arbeit konnten somit pathophysiologische und adaptive

Veränderungen nachgewiesen werden, die die Bedeutung des serotonergen Systems für

neurodegenerative Prozesse und den M. Alzheimer unterstützen.
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