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1. Einleitung

Migréne ist eine multifaktorielle neurologische Kopfschmerzerkrankung, der allem Anschein nach eine
komplexe Vererbung zugrunde liegt. Mit einer Pravalenz von bis zu 20% bei Frauen und bis zu 12% bei
Miénnern der westlichen Industrienationen belastet sie die deutsche Volkswirtschaft jéhrlich
schitzungsweise mit 2,5 Milliarden Euro durch Verdienstausfille und Folgeschiden (DMKG,
Pressemitteilung 1999, Petersen-Braun et al.,1994).

Im Laufe der letzten Jahre wurde eine Vielzahl mdglicher Kandidatengene im Hinblick auf ihren Beitrag
zur Migranepathophysiologie untersucht. Allerdings lieferten die meisten Studien bisher keine positiven
Ergebnisse oder widersprachen sich. Lediglich fiir die familidre hemiplegische Migrdine FHM, eine
autosomal dominant vererbte Sonderform der Hemikranie, konnten mehrere ursdchliche Genloci
identifiziert werden.

Das genaue Zusammenspiel genetischer und pathophysiologischer Komponenten ist indes noch nicht
eindeutig geklart. Die Tatsache dass der Plasmaserotoninspiegel im akuten Anfall einen deutlichen
Abfall verzeichnet und die Konzentration des 5-HT-Metaboliten 5-Hydroxyindolessigsdure ansteigt
(Ferrari et al., 1989) lenkte die Aufmerksamkeit der Migrédneforschung zunehmend auf das serotonerge
System. Bereits seit Jahren werden SHT ;g und SHT,p-Rezeptor-Agonisten erfolgreich zur Behandlung

von Migréneattacken eingesetzt, ihre genaue biochemische Wirkungsweise ist allerdings noch unklar.

Mit insgesamt 15 verschiedenen Rezeptorsubtypen bietet das serotonerge System ein breites Spektrum
moglicher Ansatzpunkte fiir weitere Forschung. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Gene der SHT-
Rezeptoren 5SHT,, und 5HT;, sowie der serotoninproduzierenden Tryptophanhydroxylase 1 und des
brain derived neurotropic factor (BDNF) im Hinblick auf Assoziation mit Entstehung einer Migrine
untersucht. Betrachtet wurden hierfiir jeweils bereits bekannte funktionale Promotorpolymorphismen,

grundlegende Techniken waren Polymerasekettenreaktion und die SNaPshot™-Methode.



2. Theoretische Grundlagen

2.1. Migréane

Bei Migrane handelt es sich um anfallsartige, oft pulsierende mittelstarke bis starke Kopfschmerzen die
meist einseitig auftreten. Zusitzlich kommt es hdufig zu vegetativen, visuellen oder neurologischen

Begleitsymptomen. (Refsum, 1968; Raskin 1988; Miller, 1991)

2.1.1.  Geschichtlicher Uberblick

Die Geschichte der Migréne lasst sich bis in die Antike, bei wohlwollener Betrachtung sogar noch weiter
zuriickverfolgen. Durch zahlreiche prominente Betroffene wie Julius Caesar, Thomas Jefferson, Alfred
Nobel oder Otto von Bismarck (Wenzel et al 1995) fand sie vielfdltigen Eingang in Literatur und Kunst.
Ihre vielen Gesichter und ihr groBer Einfluss auf das Leben der Betroffenen erweckten und erwecken
heute noch groBes Interesse an der bisher immer noch nicht vollstindig geklérten Atiologie sowie Klinik

und Therapie dieses ubiquitdren Leidens.

Nach derzeitiger Meinung befinden sich die A&ltesten Aufzeichnungen tiber typische
Migranekopfschmerzen auf einer mittelbabylonischen Keilschrifttafel aus der Bibliothek Tiglatpilesers I
(1115-1077 v. Chr) (Koécher 1963). Ebenso wird in dem undatierten assyrischen Lehrgedicht ,,Sin-luma*
ein Patient beschrieben der an Kopfschmerzen litt und dazu eine Blendung seiner Augen angab und am
hellen Tag schwarze Sternchen wahrnahm. Dies scheint der erste eindeutige Hinweis aus der Vorantike
auf eine Migrdne mit Flimmerskotom zu sein. Wéhrend in den Schriften des Hippokrates (460-375 v.
Chr) nur wenige Anhaltspunkte fiir eine eindeutige Schilderung von Migrdnesymptomen enthalten sind
lieferte der griechische Eklektiker Aretaios von Kappadokien (81-138?) die erste klare
Bestandsaufnahme des Krankheitsbildes, das er als ,,Heterokranie* bezeichnete. Wenig spiter lieferte
Galen (129-199) die ersten pathophysiologischen Vorstellungen zur Atiologie der Erkrankung der er
fortan den Namen ,,Hemikranie* gab. Als klassischer Vertreter der Humoralpathologie vertrat er die
Ansicht die typischen Kopfschmerzen entstiinden durch das Aufsteigen schlechter Sédfte von den
Eingeweiden zum Gehirn (Consensus-Theorie) wodurch sich die Blutgefile dort verengten. Hiermit
wurde er zum Erstbeschreiber des vaskuldren Entstehungsmodells der Migrdane welches noch bis heute
von Bedeutung ist. Mitte des 19ten Jahrhunderts entstand eine weitere Theorie: Der Berliner Physiologe
Emil de Bois-Reymond (1818-1896) glaubte als Ursache der Hemikrania eine Reizung des Nervus
Sympathikus mit anschlieBendem GefaBkrampf. Wie spéter Edward Leveining (1832-1919), der die

Migréne als zerebralen ,,nerve-storm‘ betrachtete, sah er ihre Entstehung eher neurogener Natur.
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Die Entdeckung des Enteramins welches im Darm die Motilitdt fordert (Erspamer et al., 1940),
anschlieend des Serotonins das im Serum zur Gefdlkonstriktion fiihrt (Rapport et al., 1948) und dem
kurz darauffolgendem Nachweis dass es sich bei beiden um dieselbe Substanz handelt (Espamer et al,
1952) schien erstmals eine plausible Verbindung beider Erkldrungsansdtze zu liefern. Auch die
Wirksamkeit der Triptane, der Stoffklasse der Serotonin-Rezeptoragonisten mit hoher Ansprechrate
wiahrend des akuten Anfalls, untermauert sowohl eine vaskuldre als auch neurogene Ursache der
Migréne. Bis heute liefert die Erforschung ihrer Pathophysiologie eine Vielzahl an Hypothesen (siche
2.1.4.). Gegenwirtig gilt die Migrine als eine komplexe Erkrankung an deren Entstehung eine grofie

Anzahl verschiedener Einflussfaktoren beteiligt sind

2.1.2.  Epidemiologie

Die Einjahrespravalenz der Migridne wird bei Frauen mit durchschnittlich 12-14% und bei Ménnern mit
5-7% angegeben. (Poeck und Hacke 2001). Diese Angaben sind sowohl alters- als auch
geschlechtsabhingig und differieren in verschiedenen kulturellen, sozialen und ethnischen Kreisen. Das
Alter der Erstmanifestation liegt zundchst bei Knaben mit 10-12 Jahren geringfiigig unter dem der
Maidchen mit 14-16 Jahren (Breslau und Rasmussen, 2001). Bis zur Pubertit liegt die Prévalenz bei
beiden Geschlechtern etwa gleich, danach steigt sie bei Frauen stirker an als bei Mannern und fallt nach
dem 45ten Lebensjahr bei beiden Geschlechtern gleichermallen wieder ab (Lipton und Stewart, 1992)
Dieses Phidnomen impliziert auch ein Mitwirken hormoneller Regelkreise in der Pathophysiologie der

Migréne.

Oben genannte Zahlen beziehen sich auf die westlichen Industrieldnder in welchen die Ausbreitung der
Migrianekrankheit tiberall ungefdhr gleich ist. Asiatische und afrikanische Lénder zeigen hingegen
wesentlich niedrigere Privalenzraten (3% Athiopien, 8% in Japan und 1,5% in Hongkong) (Breslau und
Rasmussen, 2001). Innerhalb eines multikulturell gemischten Landes wie zum Beispiel den USA lassen
sich die Unterschiede zwischen verschiedenen ethnischen Gruppen deutlich darstellen. In einer Studie
von Stewart, Lipton und Libermann von 1996 war die Privalenz bei Kaukasiern mit 20,4% unter den
weiblichen Probanden (8,6% der ménnlichen) signifikant hoher als unter afrikanischen (w 16,2%, m
7,2%) oder asiatischen Amerikanern (w 9,2%, m 4,2%). Eine 2003 von Steiner et al. veroffentlichte
Studie aus Grofbritannien konnte dieses Ergebnis reproduzieren, auch hier lag die Pravalenz bei Nicht-

Kaukasiern nur halb so hoch wie bei Kaukasiern (18,3% w, 7,6% m).

Auch zeigt sich eine gewisse Abhingigkeit vom Sozial- und Einkommensstatus: Bei einem
Jahreseinkommen unter 10000$ liegt die Anzahl der Migréniker mit 20,8% w und 7% m deutlich iiber
der Gruppe >45000%/a mit 16,3% w und 5,3% m (Stewart et al, 1992). Allerdings erklart die Studie nicht

vollstindig ob diese Zahlen wirklich aus Unterschieden in &rztlicher Versorgung, Erndhrung und
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Lebensumstinden resultieren oder die Erkrankung selbst die Ausbildung des Patienten behindert und ihn

so in eine geringere Einkommensstufe platziert.

2.1.3.  Klassifikation, klinische Manifestation und Diagnostik

Die heute aktuelle Einteilung der Migrine sowie aller anderer Kopfschmerzschmerzarten erfolgt nach
den Kriterien der International Headache Society IHS von 2003. Sie ist unterteilt in 6 Hauptgruppen
sowie weitere 17 Untergruppen. Die beiden gréfiten Gruppen stellen dabei mit etwa 70% der Betroffenen
die Migriane ohne Aura (MO), und die klassische Migrdne mit Aura (MA) mit ungefdhr 30% der
Patienten. Die Gruppenzugehorigkeit ergibt sich anhand von Diagnosekriterien wie Mindestanzahl und
Dauer der Attacken, Schmerzintensitit und Lokalisation sowie dem Vorhandensein von

Begleiterscheinungen.

Den Attacken beider Formen konnen wenige Stunden bis 2 Tage vorher unspezifische Vorboten
vorhergehen.  Dazu  zdhlen  verschiedene = Kombinationen der Symptome  Miidigkeit,
Konzentrationsstérungen, Ubelkeit, Sehstdrungen, Gihnen oder erhohte Empfindlichkeit gegeniiber
Licht und Gerduschen. Sprachstérungen und Schwierigkeiten beim Lesen oder Schreiben haben dabei
den hochsten pradiktiven Wert eine Migridneattacke korrekt vorherzusagen (Giffin et al., 2003). Die
Zuverlassigkeit steigt je kiirzer der Abstand zwischen Vorboten-Syndrom und tatsdchlichem
Migrineereignis. Diese Erscheinungen sind nicht zu verwechseln mit der unten beschriebenen
klassischen Aura, weswegen die IHS ausdriicklich von Bezeichnungen wie ,,Prodromi® oder
,»Warnsignale* abrét.

Bei 90% aller Migrianepatienten sind gewisse Trigger in der Lage einen Migrineanfall auszuldsen.
Tyraminhaltige Nahrungsmittel wie Niisse oder Bananen, ebenso Alkohol, ein verdnderter Schlaf-

Wachrhythmus oder hormonelle Schwankungen werden am haufigsten verantwortlich gemacht.

Die MO zeigt sich als wiederkehrende idiopathische Schmerzerkrankung deren Attacken 4-72 Stunden
andauern und bei korperlicher Aktivitdt bei fast 90 % der Patienten zunehmen (Lance et al., 1966;
Winner et al., 2003). Zu ihren typischen Kriterien zdhlen die einseitige Lokalisation, der pulsierende
Charakter und die mittlere bis starke Intensitit des Schmerzes. Zusétzlich treten Begleitphdnomene wie

Ubelkeit, Erbrechen, Licht- und Larmscheue auf.

Bei der MA gehen den typischen Kopfschmerzen eine Reihe fokalneurologischer Phdnomene voraus die
meist auf die Retina oder die GroBhirnhemisphire zu beziehen sind. Diese sogenannte Aura entwickelt

sich innerhalb von 5-20 Minuten und ist groBtenteils (92%, Kelman et al., 2004) visueller Art wie



Augenflimmern, wandernde Skotome oder seltener homonyme Hemianopsie. Es kann aber auch zu
Paridsthesien beziehungsweise Hyperisthesien, aphasischen Sprachstérungen sowie
Halbseitenlihmungen kommen. Diese Symptome dauern maximal eine Stunde an und sind vollkommen
reversibel. Danach folgt ein zeitlich variables freies Intervall mit anschlieBendem Beginn der oben
beschriebenen Symptomatik. Weitere Unterformen der MA sind Aurasymptome ohne, beziehungsweise
mit anderen Kopfschmerzen, die familidire und sporadische hemiplegische Migrine sowie die

Basilarismigréne.

Die Diagnose der Migrine wird hauptséchlich klinisch anhand der oben genannten IHS Leitlinien gestellt
(Headache Classification Committee of the International Headache Society, 1988). Fiir die MO gilt
dabei, dass mindestens flinf dieser Attacken stattgefunden haben miissen, bei der MA wenigstens zwet,
wobei eine andere Ursache der Kopfschmerzen sicher ausgeschlossen sein muss. Eine positive

Familienanamnese und Erstmanifestation in der Pubertit gelten ebenso als wichtige Hinweise.

2.1.4. Pathophysiologie Entstehungsmodelle

Derzeit existiert kein vollstdndig verifizierter Nachweis eines einzelnen Mechanismus zur
Pathophysiologie der Migrine. Uber Jahre wurden immer neue Theorien angedacht aber keine lieferte
bis zum heutigen Zeitpunkt eine befriedigende Erkldrung. Wahrscheinlicher ist ein Zusammenspiel vieler
Einzelkomponenten welches fiir Entstehung und Ablauf dieser komplexen Schmerzerkrankung

verantwortlich ist.

Wolff et al. sahen bereits in den 40ern und 50ern des letzten Jahrhunderts eine vaskulédre Spastik als
Ursache der Migréine. Diese Theorie war bis weit in die 90er allgemein giiltig. So machten Moskowitz et
al. 1996 die Vasokonstriktion fiir die Entstehung der Aura und die nachfolgende Vasodilatation als
Ursache des Schmerzes verantwortlich. Die MA ging dabei in der Phase der Aurasymptome mit einer
reduzierten regionalen Hirndurchblutung einher welche bei der MO nicht nachgewiesen werden konnte.
Russel et al. wiesen 2002 bei beiden Formen wiéhrend der Kopfschmerzphase eine Weitstellung der
Arteria cerebri media nach. Diskutiert wird derzeit noch ob die verminderte Hirndurchblutung ausreicht
Aurasymptome auszuldsen und wie es zur ebenfalls beobachteten lokalen Hirnschwellung kommt. Auch
ist nicht ganz klar ob die vaskuldren Verdnderungen als Ursache fiir die neuronale Aktivitdt anzusehen
sind oder lediglich als deren Begleiterscheinungen (Olesen et al.1990).

Die auf Grund neuer molekulargenetischer und bildgebender Verfahren wie PET, MRT und
transkranielle Dopplersonographie entstandenen Theorien zur Pathophysiologie gehen grofitenteils von

neuronalen Fehlfunktionen als Ursache der Migrine aus.



Das Phanomen der ,cortical spreading depression® (CSD) bezeichnet eine relativ kurze
Depolarisationswelle die sich von okzipital nach frontal mit einer Geschwindigkeit von 2-5 Millimetern
pro Minute iiber den Cortex ausbreitet (Lauritzen et al. 1987). Diese unilateral verlaufende Exzitation
filhrt zu einer voriibergehenden Unterdriickung der normalen neuronalen Aktivitit sowie zur Reduktion
der regionalen Hirndurchblutung. Die Nervenzellen bleiben anschlieBend fiir etwa eine Minute
unerregbar, was zu Storungen im lonenmetabolismus der einzelnen Zellen fiihrt (Baloh et al., 2000).
Obwohl die CSD bisher nur im Tierversuch nachgewiesen wurde wird sie von der Beobachtung gestiitzt,
dass bei MA wihrend der Auraphase die Durchblutungsminderung nachweislich mit der gleichen
Geschwindigkeit wie die neuronale Depolarisation wandert. Mdglicherweise stellt die CSD ein Korrelat
der Migréneaura dar, sie scheint jedoch nicht in kausalem Zusammenhang mit der Schmerzsymptomatik

zu stehen (Ferrari 1998b).

Da das Gehirn selbst nicht schmerzempfindlich ist gehen Kopfschmerzen meist von sensiblen Fasern des
Trigeminusnervs aus. Diese innervieren die Blutgefille der Meningen, der extrakraniellen Arterien und
die des Circulus Arteriosus Willisi und enthalten Nozizeptoren die in der Lage sind Schmerzimpulse zu
generieren. Seit langerem wird als Kopfschmerzursache die ,,sterile neurogene Entziindung* des Gehirns
diskutiert. Diese neurovaskulidre Theorie geht davon aus, dass sowohl Migrédnetrigger als auch die CSD
in der Lage sind Axone des oben genannten trigeminovaskuldren Systems zu aktivieren, was zu einer
Ausschiittung verschiedener vasoaktiver Neuropeptide und anderer Schmerzmediatoren wie Substanz P,
Neurokinin A oder CGRP fiihrt (Goadsby et al., 1993). Diese wirken als potente Vasodilatatoren und
begiinstigen die Extravasation von Plasmaproteinen und Flissigkeit aus den umliegenden Gefaf3en.
Lassen et al. zeigten 2002, dass intravendse CGRP-Infusion innerhalb der nédchsten 11 Stunden zu
Kopfschmerzen fiihrte. Fiir CGRP konnten allerdings keine erhdhten Plasmaspiegel wiahrend der akuten
Attacke nachgewiesen werden (Tvedskov et al., 2005). Aktiviert ibermittelt der Nervus trigeminus iiber
afferente C-Fasern Impulse an hohere kortikale Schmerzareale wobei es zu einer zentralen
Sensibilisierung kommen kann. Auch zeigt sich wihrend der Attacke eine Aktivierung mesenzephaler
Zentren die auch nach medikamentdser Unterbrechung des Schmerzes bestehen bleibt (Weiller et al.
1995). Urséchlich fiir die Hemikranie scheint also nicht allein die Vasodilatation selbst, sondern die
Begleitphdnomene im umliegenden Gewebe zu sein. Immer noch unklar bleibt dabei wie es zur
Initiierung der neurogenen Entziindungsreaktion kommt (Ebersberger 2002). Angedachte Theorien wie
ionische und metabolische Storungen dhnlich der CSD als auch abnormale Aktivititen in sensorischen

Kernen des Hirnstamms wurden jedoch nie endgiiltig bewiesen.

Gezeigt werden konnte jedoch anhand von PET-Studien, dass anti-nozizeptive Strukturen wie
periaquiduktales Grau, Locus coeruleus und die Raphekerne im Hirnstamm eine Schliisselrolle bei der

Generierung von Migrineanfillen spielen (Weiller et al., 1995; Diener 1997; Geraud et al., 2005).
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Deszendierende Bahnen dieser Kerne sind in der Lage das trigeminale nozizeptive System zu
modulieren. Wihrend der Migridneattacke kommt es nun zu einer Sensibilisierung der ipsilateralen
trigeminalen Nozizeption, worauf sich die Hypothese stiitzt. dass eine Dysfunktion der oben genannten
Hirnstammkerne durch Enthemmung der trigeminalen Schmerzwahrnehmung zum Anfall fiihrt

(Katsavara et al., 2003).

Stickstoffmonoxid (NO) wird ebenfalls als mdglicher pathophysiologischer Erkldrungsansatz diskutiert.
So zeigten Olesen et al. 1995 die Ausbildung migrdneartiger Kopfschmerzen mit gleichzeitiger
Dilatation der intrakraniellen Blutgefd3e im Anschluss an die Infusion von NO-Donoren. Auch sind NO-
Donoren nachweislich im Tierexperiment in der Lage die Ausschiittung von CGRP (Strecker et al.,
2003) und anderen Entziindungsparametern (Reuter et al., 2002) zu stimulieren. Borroni et al. konnten
2006 den Nachweis erbringen, dass ein Polymorphismus der NO-Synthase einen Risikofaktor fiir

Migréne mit Aura darstellt.

Obwohl die exakte Pathophysiologie der einzelnen Komponenten eines Migrineanfalls grofBtenteils
ungeklért ist gibt es deutliche Beweise fiir eine Schliisselrolle des Serotonins (5-HT). Wiahrend der
Attacke wird vermehrt 5-HT freigesetzt, zwischen den Migrineattacken herrschen dagegen niedrige
Serotoninplasmaspiegel bei Migrénepatienten (Ferrari et al., 1993) und erhohte thrombozytire
Serotoninspiegel (D’Andrea et al., 1995). Auch steigt die Ausscheidung von Serotonin und 5-
Hydroxyindolessigsdure, dem Hauptmetaboliten von Serotonin wéhrend des Anfalls akut an was auf eine
erhohte Freisetzung mit erhohtem Umsatz schlieen ldsst (Ferrari et al., 1989). Eine Hauptrolle spielen
dabei die Serotoninrezeptorsubtypen 5-HT;g und 5-HT;p. 5-HT,g-Rezeptoren werden auf der glatten
Muskulatur intrakranieller extrazerebraler GefdBle exprimiert und fiihren bei Stimulation zu deren
Kontraktion. Erregung priasynaptischer 5-HT;p-Rezeptoren bewirkt durch die verminderte Freisetzung
von CGRP an trigeminalen Ad-Fasern eine Hemmung der perivaskuldren Entziindungsreaktion (Ferrari
1998b). Auch wirken heutige hochpotente Medikamente die im akuten Anfall zum Einsatz kommen
bevorzugt an diesen Rezeptoren. Mutterkornalkaloide vom Ergotamintyp und die heute géngigeren,
besser vertrdglichen Triptane funktionieren dort als Agonisten. Sie fithren dementsprechend zur
Konstriktion der im akuten Anfall dilatierten Gefdle, hemmen die Freisetzung verschiedener
Schmerzmediatoren und besitzen moglicherweise eine zentrale Wirkkomponente durch Unterbrechung
der trigeminalen nozizeptiven Transmission zum Nucleus caudatus (Moskowitz et al., 1993). Welche
Rolle die einzelnen Serotoninrezeptoren letztendlich im Migrianeanfall spielen konnte allerdings bis jetzt

noch nicht nachgewiesen werden.
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2.15.  Populationsgenetik

Schon seit den Zwanziger Jahren ist bekannt, dass Migrine einer familidren Haufung unterliegt wobei bis
heute der genaue Vererbungsmodus nicht geklart ist (Allen, 1928; Goodell et al., 1954; Dalsgaard-
Nielsen, 1965). Bei einer Privalenzrate von 20% in der Gesamtbevolkerung kénnen jedoch auch mehrere
Mitglieder einer Familie betroffen sein ohne dass Vererbung eine Rolle spielt. Zudem ist das Auftreten
von Migréine ebenso an verschiedene Umwelt-, Sozial- und Einkommensfaktoren gekoppelt (siehe 2.1.2.)

was ebenfalls eine eindeutige Aussage iiber Erblichkeit innerhalb einer Familie erschwert.

Russel et al. konnten 1996 zeigen dass, Verwandte ersten Grades eines Patienten mit MO ein 1,9-fach
erhohtes Risiko haben ebenfalls an MO zu erkranken. Das Risiko fiir die Entwicklung einer MA war 1,4-
fach erhoht. Da fiir Ehepartner ebenfalls ein 1,5-faches Risiko besteht an MO zu erkranken zeigt dies
deutlich den Einfluss von sozialen und Umweltfaktoren in der Pathogenese der MO. Anders verhélt es
sich hingegen bei der MA: Leidet der Indexpatient an MA besteht fiir Verwandte ersten Grades ein 4fach
erhohtes Risiko ebenfalls eine MA zu entwickeln, jedoch kein erhohtes Risiko fiir eine MO. Das Risiko
des Ehepartners eines MA-Patienten bleibt hingegen fiir beide Migrianeformen konstant gegeniiber der
Allgemeinbevolkerung. Daraus folgt einerseits, dass bei der MA genetische Faktoren eine bedeutende
Rolle spielen, andererseits ldsst sich aus den unterschiedlichen Risiken flir Lebenspartner auch ableiten,
dass beide Formen unterschiedliche Atiologien beziiglich Vererbung und Erwerbung haben miissen.

Alle Zwillingsstudien zeigten hingegen, dass die Konkordanzraten bei monozygoten Zwillingen
gegeniiber dizygoten hochsignifikant bei MA und signifikant bei MO erhoht waren. Im Schnitt betrugen
diese fiir eineiige Zwillinge 50% und etwa 14% fiir zweieiige Paare (Haan et al., 1997). Allerdings lédsst
sich relativ ungenau abschitzen in wieweit gemeinsame Exposition gegeniiber Umweltfaktoren innerhalb
einer Familie zur Erkrankungshdufung fiihren (Baloh 2000).

Segregationsanalysen der 1990er Jahre suggerierten sowohl ein autosomal rezessives Vererbungsmuster
(Mochi et al., 1993) als auch ein x-chromosomales Modell begriindet mit der Héufung bei Frauen und
Verwandten ersten Grades betroffener Ménner. Heute geht man am ehesten davon aus bei Migrine
handele es sich um eine multifaktorielle Erkrankung mit gleichermalen umweltbedingten und
genetischen Faktoren (Montagna 2000; Russel et al., 1995a). Letztere scheinen bei der MA allerdings
relevanter zu sein als bei der MO (Gervil et al., 1999a; Sandor et al., 2002).
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2.1.6.  Molekulargenetik

Eine Unterform der Migridne nach IHS-Klassifikation ist die familidre hemiplegische Migriane (FHM).
Bei der FHM handelt es um einen seltenen autosomal-dominant vererbten Subtyp der MA. Wéhrend der
Auraphase kommt es bei den Betroffenen, zusétzlich zu den iiblichen visuellen und sensorischen
Phianomenen, zu einer reversiblen Hemiplegie. Zerebelldre Symptome wie Ataxie und Vertigo sowie
Bewusstseinsverlust wurden ebenfalls beobachtet. Die endgiiltige Diagnosestellung erfordert zusitzlich
das Auftreten der Erkrankung bei mindestens einem Verwandten ersten Grades. Bis zu 75% der Familien
mit FHM haben eine Mutation im CACNA1A-Gen (47 Exons, 300kb) auf Chromosom 19p13 das die a-
1A-Unterheit neuronaler P/Q-Kalziumkanile kodiert (FHM1) (Joutel et al., 1993). Dieser wird bevorzugt
an prasynaptischen Nervenendigungen in Hirnstamm, Kleinhirn und der neuromuskuldren Endplatte
exprimiert und wirkt bei der Kontrolle zentraler und peripherer Neurotransmitter mit (Ophoff et al.,
1996). Im Tierexperiment an Maiusen konnte nachgewiesen werden, dass Verdnderungen des
CACNAI1A-Genes zu Zunahme spontaner Acetylcholinfreisetzung fiihren. Weitere Mutationen
desselben Genes konnen zudem auch zur spinozerebelldren Ataxie Typ 6 und zur episodischen Ataxie
Typ 2 fithren welche teilweise ebenfalls mit migrianeartiger Symptomatik einhergehen (Montagna 2000).

Bei 20% der FHM-Familien liegt aulerdem eine Missensemutation des ATP1A2-Gens auf Chromosom
1923-21 vor (Jurkat-Rott et al., 2004), das fiir die a2-Untereinheit der Natrium-Kaliumpumpe kodiert
welche hauptsidchlich im Bereich von Astrozyten vorkommt. Man geht heute davon aus, dass der
protrahierten Aurasymptomatik der FHM eine verlédngerte cortical spreading depression zugrunde liegt.
Moskowitz et al. erkldrten dieses Phinomen 2004 folgendermafen: Bei Depolarisation wird Glutamat in
den synaptischen Spalt entleert. Die anschlieBende aktive Wiederaufnahme in die umliegenden
Astrozyten geschieht {iber die bei FHM2 funktionsgestorte Natrium-Kalium-Pumpe, wodurch Glutamat
im synaptischen Spalt kumuliert. Prasynaptisch befinden sich die P/Q-gesteuerten Calciumkanéle deren
Dysfunktion zusitzlich zu vermehrter Freisetzung fiihrt. Beide Verdnderungen sorgen so fiir eine
verstiarkte und verldngerte CSD (Moskowitz et al., 2004). Beide Formen unterscheiden sich nicht nur
genetisch, klinisch stehen bei FHM 1 die zerebelldre Symptomatik mit postepisodischem Koma im
Vordergrund, wohingegen die FHM 2 vermehrt mit Epilepsie einhergeht (Montagna et al., 2000). Fiir die
Pathophysiologie der Migrine ist vor allem die Mutation auf Chromosom 19pl3 relevant, in
Geschwisterstudien konnte gezeigt werden, dass diese auch an der Entstehung der MA beteiligt sein
konnte (May et al., 1995). Die klinische Ahnlichkeit der Symptomatik und vor allem der Aura sowie das
gleichzeitige Auftreten von FHM und MA innerhalb einer Familie sprechen ebenfalls dafiir, dass es sich
um Krankheitsbilder der gleichen Gruppe handelt.

Eine weitere mit Migrdne assoziierte Erkrankung ist die autosomal dominante CADASIL, eine
Artheriopathie mit subkortikalen Infarkten und Leukenzephalopathie die mit ausgeprigten

Migréaneattacken vor Allem im Frithstadium einhergeht. Tournier-Lasserve et al. kartierten die
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CADASIL 1993 erstmals auf Chromosom 19q12, Baloh et al. wiesen 2000 eine Mutation im Notch3-
Gen auf 19p13 nach.

Auch das klinisch divergente MELAS-Syndrom (mitochondriale Encephalomyopathie, Laktat-Azidose
und ,,stroke like Episodes®) tritt bei 70% der Betroffenen sowie vielen ihrer oligosymptomatischen
Angehorigen zusammen mit Migrine auf. Die Tatsache dass Migridne hiufiger von der Mutter als vom
Vater iibertragen wird spricht fiir eine mogliche Mitbeteiligung mitochondrialer DNA. Klopstock et al.
konnten in einer Studie mit 23 MA-Patienten allerdings keine spezifische Mutation nachweisen
(Klopstock et al., 1996).

Cader et al. fanden jedoch 2003 einen Genlocus auf Chromosom 11q24 innerhalb 43 kanadischen
Familien mit autosomal dominanter Transmission der MA welcher fiir eine Reihe Kandidatengene
inklusive einiger lonenkanéle kodiert. In Zukunft erscheint dies als ein interessantes Gebiet fiir weitere

Forschung.

2.2. Das serotonerge System

Serotonin, ein Indolalkylamin (3-(2-Aminoethyl)indol-5-0l = 5-Hydroxytryptamin), ist ein biogenes
Amin das als Mediator und Neurotransmitter in verschiedenen Teilen des Korpers wirkt. Peripher fordert
5-HT die Arteriolendilatation der Skelettmuskulatur, an Niere und Lunge hingegen kommt es
serotoninvermittelt zur Arteriolenkonstriktion. Am Herzen hat es einen positiv inotropen und
chronotropen Effekt, die glatte Muskulatur von Magen-Darm-Trakt, Bronchien und gering auch des
Uterus kann es sowohl tonisieren als auch detonisieren. Im ZNS nimmt Serotonin durch komplexe
Projektionen Einfluss auf Schlaf- und Wachrhythmus, Korpertemperatur, Schmerzwahrnehmung und
Nahrungsaufnahme. Ebenso wird ein Ungleichgewicht im Serotoninstoffwechsel als pathogenetischer

Faktor fiir verschiedene Erkrankungen des ZNS wie Depression oder Migréne diskutiert.

2.2.1.  Geschichtlicher Uberblick

Vor und nach dem zweiten Weltkrieg er6ffneten neu entwickelte technische Methoden der Histochemie,
Isotopenmarkierung oder das Aufkommen von Computern ungeahnte neue Moglichkeiten auf dem
Gebiet der Endokrinologie. Dale et al. benannten 1933 erstmals das Acetylcholin, Blaschko et al.
entdeckten und synthetisierten 1942 das Noradrenalin und Erspamer et al. suchten eine Substanz welche
die Kontraktion glatter Muskeln hervorrufen konnte. Es gelang ihnen diese 1937 aus enterochromaffinen
Zellen der Kaninchendarmmukosa zu isolieren, sie bezeichneten sie nach ihrem Entdeckungsort als
,Enteramin®. 1948 fanden Rapport et al. eine vasokonstriktorische Substanz im Rinderserum welcher sie

den Namen ,,Serotonin® gaben.
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Abb. 1: Chemische Struktur des Serotonins

Es dauerte weitere vier Jahre bis Erspamer et al. Zeigten, dass es sich bei beiden Substanzen um
Identische handelte, ndmlich 5-Hydroxytryptamin oder 5-HT. Amin et al. konnten 1954 verschiedene
Konzentrationen des Serotonins in unterschiedlichen Regionen des Gehirns nachweisen. Bei
physiologischen pH-Werten um 7,4 kann 5-HT auf Grund seiner Hydrophilie die Blut-Hirn-Schranke
nicht passieren, weshalb man zu der Annahme kam, dass Serotonin ein Neurotransmitter ist der auch
zerebral synthetisiert werden muss.

Zwei Jahre spiter wiesen Dahlstrom et al. erstmals Neurone und Axone im Rattenhirn nach, die 5-HT
enthielten. In den folgenden Jahren wurde 5-Hydroxytryptamin ebenso auBerhalb des ZNS, der
Thrombozyten und der enterochromaffinen Zellen des Magen-Darmtraktes, ndmlich in Monozyten,

Makrophagen, Mastzellen und den APUD-Zellen der Lunge gefunden (Marsden, 1996).

Heute wird hauptsédchlich vermutet, dass das serotonerge System malgeblich an der Entstehung von
endogenen Psychosen beteiligt ist. Wooley verdffentlichte 1962 als erster seine Hypothese der zufolge
Storungen im Serotoninsystem Ursache mentaler Erkrankungen seien. Seitdem folgten hierzu zahlreiche
weitere Theorien, die den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirden. Durch seinen Einfluss auf Emotionen,
Schmerzverarbeitung, den zirkadianen Rhythmus oder auch das Schlafverhalten werden vor allem

Schizophrenie und Depressionen, aber auch Zwangserkrankungen in Verbindung mit 5-HT diskutiert.

2.2.2. Neuroanatomie

Bereits Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts fielen Ramon y Cajal bei seinen Studien grofBzellige
Neurone entlang der Mittellinie des Hirnstammes auf, deren Projektionsgebiete er nicht genau
bestimmen konnte (Ramon y Cajal, 1911). Erst in den 60er Jahren wurde es mittels der neuen
Floureszenzmethoden moglich die exakte anatomische Struktur serotonerger Hirnstammneurone zu
untersuchen (Dahlstrom und Fuxe, 1964). Der Grofiteil dieser Zellen ist hierbei im Gebiet der

Raphekerne gelegen, wihrend wiederum iiber zwei Drittel der Raphe-kortikalen Axone serotonerg sind

15



(Kosovsky et al., 1987). Die Efferenzen dieser Neurone projizieren von dort aus in nahezu alle Regionen
des Gehirns wodurch das weitldufigste und komplexeste neuronale System des menschlichen
Zentralnervensystems entsteht. Dahlstrom und Fuxe beschrieben neun Gruppen serotonerger Perikaria
die sie von B1 bis B9 durchnummerierten. B7 ist hierbei die grofite Gruppe und geht nach kaudal in die
Gruppe B6 iiber. Auch BS ist ein groBeres Areal mit kontinuierlichem Ubergang in B9 nach lateral

(Frazer und Hensler, 1999).

Gruppe Anatomische Struktur

B1 Nc. raphe pallidus; caudale, ventrolaterale Medulla
dorsal der Pyramidenbahn

B2 Nec. raphe obscurus

B3 Nec. raphe magnus; rostrale, ventrolaterale Medulla

lateraler N. paragigantocellularis reticularis

B4 Nc. raphe obscurus; dorsolateraler Anteil, dorsal des
Nec. praepositus hypoglossi auf Hohe des medialen
Vestibulariskerns

B5 Nec. raphe medialis; caudaler Anteil, Hohe des motorischen
Trigeminuskerns

B6 Nec. raphe dorsalis; caudaler Anteil

B7 Nec. principal dorsalis raphe ; rostraler Anteil

B8 Nc. raphe medialis; rostraler Hauptanteil

Nc. pontis oralis

B9 Nec. pontis oralis; supralemniscale Region

Tab. 1: Klassifikation der 5-HT-Zellkorpergruppen und ihre korrespondierende anatomische Struktur nach Dahlstrom und
Fuxe

Im Hirnstamm finden sich zwei von einander abgrenzbare Zellgruppen. Die superiore Gruppe, welche
die beiden eigentlichen Raphekerne bildet und aszendierende Projektionen ausbildet besteht aus zwei
Anteilen. Der rostrale Teil B6 und B7 entwickelt sich zum Hauptteil des dorsalen Raphekerns. Aus dem
kaudalen Anteil B5S und B8 werden spéter der mediale Raphekern und der interfaszikuldre Teil des
dorsalen Kernes (Lidov und Molliver, 1982).

Der dorsale Raphekern ist beim Menschen grofer als der mediale und besteht aus ungeféahr 235 000
serotonergen Neuronen (Baker et al.,, 1990). Die inferiore Gruppe bestehend aus Bl bis B4 mit
deszendierenden Projektionen zieht sich von der kaudalen Ponsregion bis zum zervikalen Spinalmark.
B9 wird als Teil des venterolateralen Tegmentums ebenfalls nicht zu den mittelstindigen Raphekernen

gerechnet.
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Abb. 2: Schemazeichnung der Lage der serotonergen Zellen und ihrer Hauptprojektionen in einem mediosaggitalen
Hypothalamus, Schnitt durch ein Rattenhirn. Abbildung modifiziert nach Frazer und Hensler, 1999. BulbO = Bulbus
olfactorius, TUbO = Tuberculum olfactorium, Sept = Septum, NSC = Nucleus suprachiasmaticus, Hyp = Hypothalamus, Hip
= Hippocampus, Th = Thalamus, Amyg = Amygdala, Ha = Habenulae, SN = Substantia nigra, Medulla = Medulla oblongata,
Tri = Trigeminuskern

Beide Raphekerngebiete des superioren Systems projizieren hierbei zum Vorderhirn. Beim Menschen
scheint der durch die Capsula interna ziehende kortikale Trakt des dorsalen Raphekerns zur Innervation
des Cortexes am stirksten ausgepréigt zu sein (Azmitia et al., 1995). Dieser innerviert auch das Striatum
serotonerg. Der mediale Raphekern projiziert ebenfalls zum Neocortex, entsendet aber hauptsdchlich
Fasern zu Hippocampus, Hypothalamus und Septum. Serotonerge Zellen finden sich in den limbischen
Regionen, der Substantia nigra, dem Nucleus suprachiasmaticus sowie in den Ventrikeln. Das limbische
System und die primér sensorischen wie assoziativen Areale enthalten die hochste Anzahl dieser Fasern,
die motorischen Regionen des Frontallappens weisen eine niedrigere Dichte auf (Frazer und Hensler,
1999).

Die Raphekerne der inferioren Gruppe befinden sich im mittleren Pons bis zur kaudalen Medulla und
enthalten geringere Mengen serotonerger Neurone mit Projektion in Hirnstamm und Riickenmark.
Deszendierende Bahnen laufen von Nucleus raphe magnus (B3) zum Hinterhorn, von Nucleus raphe
obscurus (B2) zum Vorderhorn und von der ventrolateraleren Medulla (B1/B3) zu intermediolateralen
Zellgruppen des Spinalmarks, wodurch sowohl motorische als auch sensorische Kerngebiete des
autonomen Nervensystems innerviert werden. Insgesamt ist die serotonerge Projektion der Raphekerne
derart ausgeprigt, dass nahezu jedes Neuron des Gehirns in direkter Nachbarschaft zu einer Faser des

serotonergen Systems liegt.
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2.2.3.  Die Tryptophanhydroxylasen

Serotonin ist bedingt durch die Hydroxylgruppe an Position fiinf des Indolgeriistes und durch die bei
physiologischen PH-Werten als Protonenakzeptor fungierende Aminogruppe hydrophil. Klinisch
bedeutet dies, dass 5-HT die Blut-Hirnschranke nicht passieren kann und folglich im ZNS synthetisiert
werden muss. Ausgangssubstanz hierfiir ist die essentielle Aminosdure Tryptophan die mit hoher
Affinitdt von serotonergen Neuronen iiber einen Carrier aufgenommen wird. Durch enzymatische
Ringhydroxylierung entsteht 5-Hydroxytryptophan, als Kofaktoren werden Fe™ und Tetrahydrobiopterin
benétigt. Das  verantwortliche und geschwindigkeitslimitierende Enzym  hierfiir ist die
Tryptophanhydroxylase, die ausschlieBlich von enterochromaffinen Zellen, Pinealozyten und den
serotonergen Neuronen exprimiert wird. Zum Ort der Serotoninsynthese gelangt sie durch aktiven
Transport entlang des Axons. Da sie in vivo nicht substratgeséttigt ist kann die 5-HT-synthese durch
vermehrte Substrat-, also Tryptophanzufuhr gesteigert werden (Marsden, 1996). Ebenso fiihrt die
pharmakologische Hemmung des Enzyms zur verminderten Synthese und somit zur 5-HT-Entleerung
(Joh, 1999). Ihre Syntheserate ist abhingig von der Potentialfrequenz serotonerger Neurone, ihre
Aktivierung geschieht durch die Ca’"-abhingige Phosphorylierung des Enzyms (Boadle-Biber et al.,
1986). Walther und Bader entdeckten 2003, dass zwei verschiedene Isoenzyme existieren, die
Tryptophanhydroxylase 1 (kurz TPH 1 auf 11p15.3-p14; Craig et al., 1991) die hauptsichlich peripher
wirkt und die zentral modulierende TPH 2 (12q21.1). Erstere ist hierbei vor allem fiir Hdmostase,
Melatoninsynthese und  Vasokonstriktion verantwortlich, Zweitere reguliert die zentrale
Serotoninsynthese (Zhang et al., 2004) und spielt so wahrscheinlich eine Rolle in der Pathogenese
diverser psychiatrische Erkrankungen. So stellte sich bereits vor einigen Jahren heraus, dass einige
Promotorpolymorphismen in Exon 7, speziell A218C und A779C, des zu dieser Zeit einzig bekanntem
TPH-Genes bei finnischen und schwedischen Alkoholabhingigen gehduft vorkamen (Nielsen et al.,
1994; Jonsson et al., 1997) und auBerdem mit suizidalem Verhalten korrelierten. (Nielsen et al., 1997).
Spéter zeigte sich, dass es sich hierbei um das 11 Exons umfassende TPH1-Gen handelte, welches
ebenfalls mit bipolaren Storungen in Verbindung gebracht wurde (Lai et al., 2005). Walther et al. gingen
2003 davon aus, dass die Effekte beider TPH-Gene bei der Pathogenese der Migrine ineinander
iibergreifen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht inwieweit der A218C-Promotorpolymorphismus

mit der Entstehung von MA oder MO korreliert.
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Abb. 3: Biochemie der Serotoninsynthese: Ausgangsstoff ist die essentielle Aminosiure Tryptophan (oben). Uber den
Zwischenschritt 5-Hydroxytryptophan entsteht Serotonin. Zur Nervenendigung gelangt es durch aktiven Transport wo es wie
viele andere Neurotransmitter in Vesikeln gespeichert wird. Der Hauptabbauweg erfolgt in 5-Hydroxyindolessigsédure (rechts

unten). In der Glandula Pinealis ist Serotonin die Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Melatonin tiber N-Acetylserotonin.

2.2.4 Signalbeendigung

2.2.4.1 Serotonintransporter

Serotonin wird in Vesikeln prasynaptischer Neurone gespeichert (Peter et al., 1999) und bei Stimulation
Ca”*- und Na'-abhingig in den synaptischen Spalt entleert. Ausschiittung und Synthese werden zum
Einen von prisynaptischen 5-HT;p-Rezeptoren in den Terminalgebieten serotonerger Projektionen
reguliert (Riad et al.,, 2000). Aktivierung somatodendritische 5-HT;s-Rezeptoren am proximalen
Dendriten serotonerger Neurone andererseits fiihren zu Negativierung des Membranpotentials (Hamon
1999) und somit zu verringerter Entladungsfrequenz (Sprouse et Aghjanian, 1987).

Der hauptsichliche Anteil des im synaptischen Spalt befindlichen 5-HT wird {iber aktiven Transport aus
dem Extrazellularraum eliminiert. Dies geschieht iiber den Na'-abhiingigen Serotonintransporter SERT

oder auch 5-HTT (Snyder 1970). Bei diesem aktiven Transport werden ein 5-HT, ein Natrium- und ein
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Chloridmolekiil entlang des elektrochemischen Na'-K'-Gradienten in den Intrazellularraum transportiert.
Durch den Austausch eines Kaliummolekiiles von intrazellulir nach extrazellulir kommt wird die
urspriingliche Konformation des 5-HTT wieder hergestellt. Die ATP-abhiingige Na'-K'-Pumpe sorgt
anschlieend fiir die Wiederherstellung der Ausgangskonfiguration (Marcusson et Ross, 1990).
Exprimiert wird das SERT-Molekiil auf Chromosom 17q11.1-17q12, es besteht aus 12 transmembranen
Doménen.

Marziniak et al. konnten 2005 die Funktion eines Promotorpolymorphismus des 5-HTT als Modulator

des zerebralen Serotoninstoffwechsels bei Migrénepatienten mit Aura nachweisen.

2.2.4.2 Katabolismus

Ein Hauptabbauweg fiir iiberschiissiges oder wiederaufgenommenes Serotonin ist die
Monoaminooxidase, kurz MAO. Dieses an die duflere Mitochondrienmembran gebundene Enzym
existiert in zwei Isoformen, MAO-A und MAO-B. Erstere hat zwar eine héhere Affinitit zu Serotonin,
serotonerge Neurone und Thrombozyten enthalten jedoch hauptsidchlich die B-Form. 5-HT wird
intrazellulér zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd desaminiert, das Aldehyd wird anschlieBend mit NAD" als
Kofaktor mittels Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolessigsédure (5-HIAA) oxidiert. Bei reichem
Angebot an NADH, wie es zum Beispiel bei starkem Alkoholkonsum anfillt kann es alternativ auch zu
5-Hydroxytryptophol reduziert werden.

Das durch Oxidation entstandene 5-HIAA diffundiert als physiologisch inaktives Molekiil aus der Zelle
in die Liquorfliissigkeit und wird nach Aufnahme in Thrombozyten an der Blut-Liquor-Schranke iiber
den Urin ausgeschieden. Bei Erkrankungen die beispielsweise mit erhohter Serotoninproduktion
einhergehen wie zum Beispiel endokrin aktive Bronchialkarzinome oder Karzinoide des Darmtraktes

konnen erhohte Urinkonzentrationen dieses Metaboliten nachgewiesen werden.

2.2.5 Serotoninrezeptoren

Mittlerweile sind 14 verschiedene prd- und postsynaptische Serotoninrezeptorsubtypen identifiziert und
kloniert worden. Anhand bestimmter funktioneller und struktureller Gemeinsamkeiten erfolgte ihre
Einteilung in sieben unterschiedliche Gruppen. Statt der urspriinglich rein pharmakologischen
Klassifikationskriterien wie Agonismus, Antagonismus und Dissoziationskonstanten fiir bestimmte
Liganden spielen heute zusitzlich sowohl molekulare Strukturmerkmale wie Aminosduresequenz und
Homologien in der Primirsequenz als auch die Art des intrazelluliren Transduktionsmechanismus eine

Rolle.

20



E2

CMXCKP modif E1

MH,
—5—
TMS Thi4 T3
TMZ o
f;

I o ™I
™7 ||,

i
R .
B T
e
)
o

e W

T e ),

o S o, i

A g o g g oy e Y T
- '\Mmﬂ
e
=
2
o

{ ¢
¢ §65¢¢ ;
‘&, } E g P g LK or R D, ¥
' ¢ ! g I's . o l:
(e 3 . . &
OF O &S e eR . e
' T .
MPXXY © .
el l,f"\ 2 . S0 matif
cooH e . * DRY motif

" (G-protein) (G-pralein)

Abb. 4: Der Serotoninrezeptor (Gruppe der 5-HT,;-Rezeptoren)

2.2.5.1 Die Gruppe der 5-HT;-Rezeptoren

Die Familie der 5HT-i-Rezeptoren enthidlt zurzeit sieben unterschiedliche Subtypen. Thre
Primédrsequenzen enthalten jeweils sieben transmembrane Doménen und sind {iber ein inhibitorisches G;-
Protein an die Adenylatcyclase gekoppelt. Zudem werden sie charakteristischerweise neben 5-HT auch

von 5-CT (5-Carboxamidotryptamin) aktiviert.

2.2.5.1.1 5-HT15-Rezeptor

Der 5-HTs-Rezeptor wird vor allem vom Hippocampus, den lateralen Septumanteilen, der Amygdala,
den kortikalen Arealen des limbischen Systems und von serotonergen Neuronen der Raphekerne
exprimiert. Er ist auf Chromosom 5q11.2-q13 lokalisiert, besteht aus 385 Aminoséuren und enthélt
sieben transmembrane Doménen (Burnet et al., 1995). Er unterscheidet sich von anderen 5-HT-
Rezeptoren durch seine substantielle Ahnlichkeit mit adrenergen Rezeptoren, was erklirt warum er
neben der hohen Affinitdt zu seinem ,klassischem* Radioliganden 8-OH DPAT (8-hydroxy-2-(di-n-
propylamino)tetralin) auch adrenerge Substanzen wie Propranolol oder Pindolol bindet (Shih et al.,
1995). Seine Aktivierung fiihrt, an ein inhibitorisches Gi-Protein gekoppelt, zum einen iiber das
Adenylatcyclasesystem zur Abnahme von cAMP in den Gliazellen, wodurch sich bei Stimulation dieses

postsynaptischen Rezeptors die Sekretion des Wachstumsfaktors S100B erhoht, welcher als
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biochemischer Marker fiir Migraneanfille der Kindheit diskutiert wird (Papandreou et al. 2005) und
ebenso die Ausschiittung von B-Endorphin oder Acetylcholin erhoht. Zum anderen bewirkt er als
prisynaptischer somatodendritischer Autorezeptor der Raphekerne durch Offnung von K'-Kanilen die
Hyperpolarisation von Nervenzellen, was zu einer Verringerung der Entladungsfrequenz dieser
serotonergen Neurone fiihrt (Aghajanian et al., 1995). Die hochste Dichte des 5-HT;s-Rezeptors findet
sich in Hippocampus und Amygdala. Durch seine Wirkung auf den zirkadianen Rhythmus, die
neurosekretorische Aktivitit, Nahrungsaufnahme, Nozizeption und Emotionen wird ihm klinisch eine
besondere Rolle bei Depressionen und Angsterkrankungen zugeschrieben (Lesch et al., 2003; Strobel et
al., 2003).

2.2.5.1.2 5-HTg-Rezeptor

Die 5-HT;g-Rezeptoren sind ebenfalls inhibitorisch an die Adenylatcyclase gebunden und sind auf
Chromosom 6q13 lokalisiert. Im ZNS werden sie présynaptisch als Autorezeptoren der Raphekerne
exprimiert (Zifa et al., 1992), wo sie bei Aktivierung die Freisetzung von Serotonin und CGRP
verringern. Ebenso findet man sie als Heterorezeptoren an cholinergen, glutamatergen und dopaminergen
Axonterminalen. Lokalisiert sind sie hauptsdchlich im Striatum, den Basalganglien und im frontalen
Cortex (Bruinvels et al., 1993). Longmore et al. konnten 1998 mittels neuer Radioliganden trotz der oben
erwiahnten pharmakologischen und strukturellen Unterschiede die unterschiedliche Verteilung von 5-
HT;p1pRezeptoren nachweisen. Lediglich 5-HT;g-Rezeptoren fanden sich dabei direkt in duralen
Gefdlen wohingegen 5-HTp-Rezeptoren in trigeminovaskuliren Neuronen und der Medulla
aufgefunden wurden. Klinisch geht man derzeit davon aus, dass 5-HT;g-Rezeptoren eine Rolle bei der
Regulation von Schlaf, Senso- und Lokomotorik (Monti et al., 1995; Sipe et al., 1996) aber auch
Aggressionsverhalten spielen (Grimes et al., 2005). Interessanterweise fiihrt die dauerhafte Applikation
anabolisch-adrenerger Steroide (AAS) zur Verminderung ihrer Expression, wodurch sie auch mit
Verhaltensédnderungen bei AAS-Missbrauch in Verbindung gebracht werden (Kindlundh et al., 2003).
Klinisch werden heute ihre Agonisten wie Rizatriptan vor allem zur Behandlung von Migréne eingesetzt.
Stepien et al. wiesen 2003 nach, dass diese Substanzen in der Lage sind wéhrend der Migrédneattacke den
CGRP-Plasmaspiegel zu vermindern wodurch die pathophysiologisch relevante perivaskuldre

Entziindungsreaktion des Gehirns unterdriickt wird (siehe 2.1.4).
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2.2.5.1.3 5-HTp-Rezeptor

5-HTp-Rezeptoren wurden zuerst im Rinderhirn isoliert. Ihre Verteilung entspricht weitestgehend den
oben erwihnten 5-HT;z-Rezeptoren und wie alle anderen 5-HT,-Rezeptoren sind sie ebenfalls iiber ein
inhibitorisches G-Protein an die Adenylatcyclase gekoppelt (Herrick-Davis et al., 1989). Hartig et al.
Klonierten 1992 einen 5-HT,p-Rezeptor des Hundes und einen weiteren im menschlichen Gehirn. Da
beide ungefihr 90% Homologien in ihrer Aminosiduresequenz aufwiesen ging man davon aus, dass es
sich bei beiden um Speziesvarianten handelte und bezeichnete den humanen Rezeptor urspriinglich als 5-
HT)p,, sein kodierendes Gen befindet sich auf Chromosom 1 (1p34.3-36-3) (Demchyshyn et al., 1992).
Auf Chromosom 6 (6q13) wurde ein zweiter 5-HTp-Rezeptor entdeckt der als 5-HT,pg-Rezeptor
bezeichnet wurde (Jin et al., 1992). Da dieser iiber 90% Sequenzhomologien mit dem 5-HT;g-Rezeptor
der Maus innehat (siehe 2.2.6.1.2) wird er heute als 5-HT;g-Rezeptor bezeichnet weswegen der 5-HTp,.
Rezeptor wohl als der eigentliche 5-HT;p-Rezeptor gelten kann. Allerdings brachten
Radioligandenbindungsstudien bis dato keine genaue Unterscheidung zwischen beiden, es konnte
lediglich der ,,5-HT)p-artige™ Charakter beider dargestellt werden. Die klinische Signifikanz des 5-HTp-
Rezeptors ist bis heute weitgehend unbekannt. Mdglicherweise ist er mitbeteiligt an der Entstehung von
Depressionen und anderen neuropsychiatrischen Storungen, die Verteilung von 5-HTp-Rezeptoren im
menschlichen Gehirn legt aber auch die Vermutung nahe an der Entstehung von Chorea Huntington
mitbeteiligt zu sein (Pasqualetti et al., 1996). Da 5-HT,p,-Rezeptoren unmittelbar in neurogenen
Entziindungsreaktionen und trigeminovaskuldrer Schmerzwahrnehmung involviert sind werden sie
ebenso als mitwirkender Faktor fiir die Entstehung von Migrine verantwortlich gemacht. Die gute
Wirksamkeit ihres Agonisten Sumatriptans im akuten Anfall untermauert diese Theorie (Weinshank et
al., 1992). Da Sumatriptan jedoch auch mit gleicher Affinitdt 5S-HT;g-Rezeptoren bindet und bis heute
nicht einmal bewiesen ist wie 5-HT-Rezeptoren an der Pathophysiologie dieser Erkrankung mitwirken

wird dies jedoch kontrovers diskutiert.

2.2.5.1.4 5-HT-Rezeptor

In Putamen, Amygdala, Globus pallidus, parietalem Cortex und Tuberculum olfactorius konnte Lucas et
al. 1995 der 5-HT g-Rezeptor auf Chromosom 6 (6q14-q15) nachweisen. Da sie eine geringe Affinitét zu
5-CT und Ergotamin aufweisen erlaubte dies trotz 64% Sequenzhomologien die Differenzierung zum 5-
HT,p-Rezeptor (Zgombick et al., 1992). Wahrscheinlich ist er iiber ein inhibitorisches G-Protein negativ
an die Adenylatcyclase gekoppelt. Es wird jedoch vermutet, dass er bei hoher Rezeptordichte ebenso
iiber ein Gg-Protein wirkt, dies jedoch mit geringerer Effektivitit. Mangels ausreichend selektiver

Radioliganden ist iiber ihre klinische Bedeutung allerdings noch wenig bekannt.
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2.2.5.1.5 5-HT-Rezeptor

Der jlingste Rezeptor der Familie ist der 5-HT;r-Rezeptor auf Chromosom 3 (3q11). Er hat die hochste
Dichte in Cortex, Hippocampus, Gyrus dentatus, Ganglion trigeminale und Riickenmark sowie ebenfalls
in Mesenterium und Uterus (Adham et al., 1993). Die klinische Funktion ist ebenso wie die der 5-HTg-
Rezeptoren bis zu diesem Zeitpunkt noch unbekannt. Thre hohe Affinitdit zu diversen
Ergotaminpraparaten sowie dem 5-HT;p-Rezeptorantagonisten Sumatriptan legt ihr Mitwirken bei der
Entstehung von Migrine nahe. Unterstlitzt wird diese Vermutung durch den Nachweis ithrer mRNA in
Ganglien des Nervus trigeminus dessen Stimulation zur oben erwdhnten neurogenen

Entziindungsreaktion der Dura fiihrt (siche 2.1.4).

2.25.2 Die 5-HT,-Rezeptorfamilie

Diese Rezeptorfamilie besteht aus drei Subtypen, ndmlich 5-HT,4, 5-HT,p und 5-HT,c. Sie bestehen aus
458-471 Aminosduren und weisen in ihrer Sequenz 70-80% Homologien in den sieben transmembranen
Doménen auf. Alle sind iiber die a-Untereinheit des Gq GTP-bindenden Proteins an das zelluldre
Phosphoinositol-Hydrolase-Signaltransduktionssystem  gebunden. Uber die Mobilisation von

intrazellulirem Ca®" kommt es zu einer Depolarisation.

2.2.5.2.1 5-HT,a-Rezeptor

5-HT,a-Rezeptoren, frither als 5-HT,-Rezeptoren bezeichnet gehorten mit zu den ersten
Serotoninrezeptoren die identifiziert wurden. Lokalisiert ist das 20kb groBe Gen auf Chromosom 13q14-
q21 und besteht aus 3 Exons und 2 interponierten Introns (Chen et al., 1992; Sparkes et al., 1991). Kato
et al. zeigten 1996, dass diese Rezeptoren genomisches Imprinting aufweisen und nur vom maternalen
Allel exprimiert werden. Thre hochste zerebrale Dichte findet man in Neokortex, Claustrum und den
Basalganglien. Sie sind aber in nahezu allen Organen anzutreffen. Diese Rezeptoren weisen zu 78%
Homologien mit den transmembranen Anteilen des 5-HT,c-Rezeptor auf (Glennon et al., 1995), was
auch erkldren konnte, warum beide dhnlich hohe Affinititen zu den selben Liganden - wie zum Beispiel
Mianserin und Ketanserin - haben und bisher trotz intensiver Forschung kein rein 5-HT,a-selektiver
Agonist gefunden werden konnte (Herndon et al., 1993). Aktivierung von zerebralen 5-HT,5-Rezeptoren
hemmt die Sekretion von Acetylcholin und Glutamat in Hippocampus und Cortex, fiihrt jedoch im
Striatum zu einer vermehrten Acetylcholinfreisetzung. Zusitzlich aktiviert sie die Ausschiittung von
ACTH, Prolaktin, CRF und B-Endorphin. Die Stimulation des Rezeptors fiihrt aulerdem zur Aktivierung

biochemischer Kaskaden die eine erhdhte Expression verschiedener Gene wie unter anderem das des
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brain derived neurotrophic factor (BDNF, sieche 2.2.7) hervorrufen. Klinisch spielen Polymorphismen
dieses Gens eine Rolle bei Anorexia nervosa (Hinney et al., 1997), Alkoholsucht (Nakamura et al.,
1999), Zwangsstorungen (OCD, Walitza et al., 2002) und anderen psychiatrischen Erkrankungen. Einige
Studien zeigten ebenfalls eine erhdhte Dichte und damit Rezeptorbindungskapazitit im Gehirn von
depressiven Patienten und Suizidopfern (Turecki et al., 1999; Pandey et al., 2002). Im Rahmen dieser
Arbeit wird untersucht inwieweit der T102C Polymorphismus des 5-HT,s-Rezeptorgens, der bis dato
auch mit Schizophrenie assoziiert wird (Spurlock et al., 1998) eine Rolle in der Pathogenese der Migrine

spielt.

2.2.5.2.2 5-HT,g-Rezeptor

5-HT,p-Rezeptoren werden besonders stark in peripheren Organen wie Plazenta, Lunge, Leber, Niere,
Herz und Gastrointestinaltrakt exprimiert. Das Gen befindet sich auf 2q36.3-2q.37.1. 5-HT,p-Rezeptoren
weisen zu 70% Homologien mit dem 5-HT,4-Rezeptor auf (Choi et al., 1996) und sind funktional mit der
Phosphoinositolhydrolyse verkniipft. Im ZNS wurden sie in geringer Dichte in Amygdala, Septum,
Hypothalamus und im Kleinhirn gefunden. Klinisch wird ihnen eine Rolle in der Steuerung mitogener
Effekte wéhrend der Neuronalentwicklung zugesprochen, ihre genaue Funktion im Gehirn ist jedoch

noch unklar.

2.2.5.2.3 5-HT,c-Rezeptor

5-HT,c-Rezeptoren (frither auch 5-HT,c-, oder weniger bekannt auch als 5-HT,s-Rezeptoren betitelt)
wurde erstmals im Plexus choroideus von Schweinen isoliert, spiter auch in verschiedene anderen
Spezies, unter anderem dem Menschen. Der humane 5-HT,c-Rezeptor ist auf dem X-Chromosom (Xq24)
lokalisiert und weist groBe Homologien mit dem 5-HT,s-Rezeptor auf (Saltzman et al.,, 1991).
Verschiedene Rezeptorliganden wie, zum Beispiel atypische Antipsychotika, binden mit gleich hoher
Affinitdt an beide Subtypen und derzeit gibt es keinen 5-HT,c-spezifischen Radioliganden. Ebenso wie
der 5-HT,s-Rezeptor ist er an die Phosphoinositolhydrolyse gekoppelt, es gibt aber auch Anhaltspunkte
fiir seine Verbindung zur cGMP Stimulation. Durch seine besonders hohe Dichte in Epithelzellen des
Plexus choroideus geht man davon aus, dass er an der Regulation von Produktion und Zusammensetzung
des Liquor cerebrospinalis beteiligt ist. Ebenso reguliert er diverse endokrine Prozesse wie Produktion
und Sekretion des adrenocorticotropen Hormons (ACTH) (King et al., 1989), Oxytocin (Bagdy et al.,
1992) und Prolaktin (Aulakh et al., 1992). Exprimiert wird er zusitzlich in den Basalganglien, dem
limbischen System und im Cortexbereich. Klinisch wird der 5-HT,c-Rezeptor mit einer Reihe

neuropsychiatrischer Erkrankungen in Verbindung gebracht wie zum Beispiel Alkoholismus (Benkelfast
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et al., 1991), saisonale affektive Storungen (Joseph-Vanderpool et al., 1993) oder Zwangsstérungen
(Hollander et al., 1988). Der Nutzen seiner Antagonisten wie Ergotamin, Amitryptilin oder Methysergid
im akuten Migrineanfall ist unumstritten, seine Agonisten wie m-Chlorophenilpiperazin sind zudem in

der Lage eine Attacke auszuldsen.

2.2.5.3 Die 5-HT3-Rezeptoren

5-HT;-Rezeptoren sind einzigartig unter den Serotoninrezeptoren, da sie zu den nicht-selektiven
ligandengesteuerten pentameren Kationenkanilen gehdren und durch Anderungen der Permeabilitiit fiir
Na' und K" aber auch Ca®" und Mg" zur raschen Depolarisation und dadurch zur leichteren Erregbarkeit
der Zelle fiihren (Hargraves et al., 1994; Ortells et Lundt, 1995; Barnes et Sharp, 1999). Sie sind sowohl
peripher als auch im zentralen Nervensystem zu finden, dort vor allem in der Area postrema, welche des
Emesiszentrum beinhaltet, dem Nucleus tractus solitarius und der Substantia gelatinosa. Die Subtypen 5-
HT;4 und 5-HTsg, werden auf Chromosom 11q23.1/23.2 kodiert und als Heterorezeptoren von
dopaminergen, noradrenergen und cholinergen Axonterminalen oder als postsynaptische Rezeptoren von
GABA-ergen und viszeroafferenten Neuronen exprimiert (Miyake et al., 1995; Davies et al., 1999). So
modulieren sie die Freisetzung verschiedener Neurotransmitter, unter anderem auch des Serotonins, und
haben eine strukturelle Ahnlichkeit mit nikotinergen Acetylcholinrezeptoren, die ebenfalls zur Familie
der Ionenkanalrezeptoren gehdren (Verbitsky et al., 2003). Sie werden hauptsdchlich in Amygdala,
Hippocampus und cinguldrem Cortex exprimiert (Tecott et al., 1993; Morales et al., 1998). MDL72222,
eine Modifikation des Esteralkaloides Kokain, funktionierte als erster selektiver 5-HT;-Antagonist
(Todorovic et Anderson, 1990), Neuere wie Ondansetron, Dolasetron oder Granisetron werden heute als
potente Antiemetika adjuvant zur Chemo- und Radiotherapie eingesetzt. Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass 5-HT;-Antagonisten eine anxiolytische, antidepressive und schmerzmodulatorische
Wirkung besitzen, weshalb sie ein hoffnungsvoller Ansatz fiir die Therapie der Migridne sein kdnnten.
Klinisch konnte dieser Rezeptor in vorherigen Studien bereits mit Alkoholismus (Johnson et al., 2000),
Ess- und Panikstérung (Faris et al., 2000; Olivier et al., 2000) sowie bipolaren affektiven Stérungen
(Niesler et al., 2001) in Verbindung gebracht werden. Melke et al. zeigten 2003, dass der von Niesler et
al. 2001 beschriebene C178T-Polymorphismus im 5-HTR34-Gen bei Frauen das Verhalten beeinflusst.
Diese Arbeit hat untersucht ob dieser SNP ebenfalls eine Rolle fiir die Pathophysiologie der Migréne
spielt (siehe 5.).
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2.2.5.4 Der 5-HT4-Rezeptor

5-HTs-Rezeptoren sind auf Chromosom 5 (5q31-q33) lokalisiert (Claeysen et al., 1997) und gehdren zu
den jiingsten bisher klonierten. Sie sind positiv an die Adenylatcyclase gekoppelt und vermitteln
wahrscheinlich langsame exzitatorische 5-HT-Signale. Zentrale hippocampale und mesolimbische 5-
HTs-Rezeptoren stimulieren die Adenylatcyclase und die Mechanismen durch welche diese Rezeptoren
neuronale Kaliumkanédle inhibieren fithrt zu vermehrter cAMP-Produktion und nachfolgender
Aktivierung der cAMP-abhédngigen Proteinkinase A. Sie fordern die 5-HT-Freisetzung und es gibt
Hinweise, dass sie striatal auch die Freisetzung von Dopamin und in der Substantia nigra die
Ausschiittung von GABA modulieren (Benloucif et al., 1993; Zetterstrom et al., 1996). Peripher steigern
sie die Freisetzung von Acetylcholin und sind durch ihre Lokalisation im Darm vermutlich an der
Peristaltik beteiligt (Eglen et al., 1997). Bisher konnten 4 Splicevarianten identifiziert werden (5-HT4 op)
wovon aufler dem enteralen 5-HT4p-Rezeptor alle zentral vorliegen (Gerald et al., 1995). Obwohl sie nur
geringe Sequenzhomologien (<50%) mit anderen 5-HT-Rezeptoren aufweisen zeigen diverse, bis dato
als 5-HT;-selektiv geltende Liganden, auch Aktivitiat an 5-HT4-Rezeptoren (Eglen et al., 1995). Dieser
Mangel an selektiven Radioliganden erschwert die genaue Erforschung ihrer klinischen Signifikanz. Man
geht heute davon aus dass sie unter anderem an Erinnerung- und Lernfunktionen beteiligt sind, was auch
durch ihre verminderte Dichte im Hippocampus von Alzheimerpatienten untermauert wird (Reynnolds et

al., 1995).

2.25.5 Die 5-HTs-Rezeptoren

Diese Familie besteht aus zwei Subtypen (Erlander et al., 1993): Der 5-HTsa-Rezeptor, der auf
Chromosom 7q36 lokalisiert ist und der 5-HTsg-Rezeptor auf Chromosom 2ql11-13. Beide enthalten 2
kodierende Exons und ein grof3es interponiertes Intron (Rees et al., 1994). Untereinander weisen sie 77%
Aminosiuren-Sequenzhomologien auf, jedoch haben sie weniger als 50% Ahnlichkeit mit anderen der
bekannten Serotoninrezeptoren (Forbes et al., 1995). 5-HTss-Rezeptoren kommen vor allem im frontalen
Cortex, in Kleinhirn, Riickenmark und Hippocampus vor, 5-HTsg-Rezeptoren findet man in geringen
Konzentrationen im enterorhinalen und piriformen Cortex sowie im Hippocampus, Nucleus supraopticus
und Nucleus raphe dorsalis (Erlander et al., 1993). In gewissem Rahmen scheinen beide
Verwandtschaftsmerkmale der 5-HT;, speziell der 5-HT;p-Rezeptoren aufzuweisen (beispielsweise die
hohe Affinitit zu 5-HT und 5-CT) (Plassat et al., 1992). Es gibt geringe Hinweise, dass Zellen mit hoher
5-HTs-Rezeptordichte die forskolinvermittelte Stimulation der Adenylatcyclase hemmen konnen

(Francken et al., 1998), die genaue biochemische Reaktionskaskade ist allerdings bis jetzt unbekannt.
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Ebenso unklar ist ihre klinische Funktion, mdglicherweise wirken sie unter anderem an neuronal
gesteuerten Regulationsmechanismen der Astrozytenphysiologie mit wofiir auch die Tatsache spricht,
dass man sie immunologisch mit GFAP, einem selektiven Gliazellmarker darstellen kann (Carson et al.,
1996). Auf Grund ihrer Verteilung geht man davon aus dass sie in Motorik, Ess- und Lernverhalten

sowie Gehirnentwicklung involviert sind (Rees et al., 1994; Wisden et al., 1993)

2.25.6 Der 5-HTgs-Rezeptor

Der rein postsynaptisch vorkommende 5-HTs-Rezeptor ist ebenfalls positiv an die Adenylatcyclase
gekoppelt und befindet sich auf Chromosom 1p35-36 (Kohen et al., 1996). Die hochsten mRNA-
Konzentrationen sind im Nucleus caudatus, Tuberculum olfactorius und im Hippocampus zu finden, er
konnte jedoch auch in adrenergen Driisen nachgewiesen werden. Eine Reihe typischer und atypischer
Neuroleptika sowie Antidepressiva interagieren mit hoher nanomolarer Affinitdt mit dem S5-HTs-
Rezeptor (Roth et al., 1994). Dies suggeriert eine mogliche Verbindung dieser Rezeptoren mit diversen
psychiatrischen Erkrankungen obwohl ihre genaue klinische Funktion unklar ist. Wiederholte
intrazerebrale Applikation von Antisenseoligonukleotiden zur Expressionsminderung von 5-HTg-
Rezeptoren im Rattenhirn fithrten zu Verhaltensauffilligkeiten mit zusétzlichem Anstieg cholinerger
Funktionen. Dies fiihrte zu der Annahme, dass diese Rezeptoren an der acetylcholinvermittelten
Neurotransmission mitwirken und neue selektive Antagonisten mdglicherweise niitzlich fiir die Therapie

von kognitiven Defiziten sein konnten (Bourson et al., 1995).

2.25.7 Der 5-HT;-Rezeptor

Der hauptsidchlich im ZNS lokalisierte 5-HT7-Rezeptor befindet sich auf Chromosom 10 (10q21-q24)
(Gelernter et al., 1995). Peripher wird er nur in geringem Grad exprimiert. Wie die meisten anderen 5-
HT-Rezeptoren ist er positiv an die Adenylatcyclase gekoppelt, jedoch weist er unter 50%
Sequenzhomologien zu diesen auf. In der Ratte existieren zwei Splicevarianten, eine kurze Form mit 435
Aminoséuren und eine lange Form mit 438 Aminosduren, welche beide zwei Introns enthalten (Lucas et
al., 1995). Der menschliche Rezeptor liegt mit 445 AS dazwischen und wird im Hypothalamus in
Neuronen um den Nucleus suprachiasmaticus nachgewiesen. Klinisch wird er im Zusammenhang mit
Depressionen diskutiert. Dies stiitzt sich unter anderem auf die Tatsache, dass die Expression von 5-HT7-
Rezeptoren bei Langzeitanwendung von Fluoxetin vermindert wird (Sleight et al., 1995). Ein exakter
Nachweis wie dieses Phdnomen zustande kommt konnte bisher allerdings noch nicht erbracht werden.

Aller Wahrscheinlichkeit ist er an der Regulation des Schlaf-Wach-Rhythmus beteiligt, 5-HT;-Rezeptor
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selektive Substanzen konnten daher effektiv in der Behandlung von Schlafstorungen zirkadianer Genese

sein (Lovenberg et al., 1993).
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Abb. 5: Nach strukturellen Gesichtspunkten lassen sich die verschiedenen 5-HT-Rezeptor-Subtypen aufgrund bestimmter
Sequenzhomologien in ein sogenanntes Dendrogramm der 5-HT-Rezeptorfamilie einordnen. Abbildung modifiziert nach
Hiither, ,,Das serotonerge System

2.2.6 BDNF (brain derived neurotrophic factor) und das serotonerge System

BDNF ist ein neurotropher Faktor kortikaler Neurone, der fiir das Uberleben striataler und serotonerger
Nervenzellen notwendig ist. Er gehort zu Superfamilie der Neurotrophine, wird beim Erwachsenen in
Tyrosinkinase-A-positiven sensorischen Neuronen, meistens nozizeptiven C-Fasern, exprimiert (Apfel et
al., 1996) und beeinflusst die neuronale Proliferation ebenso wie das Wachstum der Synapsen und deren
Vernetzung (Hariri et al., 2003; Mamounas et al., 1995). Wihrend der normalen Entwicklung des
Zentralnervensystems sterben bis zu 80% der Neurone ab. Dieser Mechanismus sorgt dafiir, dass nur
eine addquate Anzahl an Nervenzellen die Effektororgane oder andere neuronale Populationen innerviert.
Diese Zielorgane sind selbst unmittelbar in diesen Vorgang involviert: sie produzieren eine begrenzte
Menge an neurotrophischen Faktoren (neben BDNF unter anderem auch NGF = nerve growth factor)
welche durch Konkurrenz der Neurone untereinander bestimmen welche Zellen iiberleben (Jones und
Reichhardt, 1990). Es konnte in vivo nachgewiesen werden, dass BDNF die Zellapoptoserate senkt.
Deutlich wird dies unter anderem in der Pathogenese der erblichen neurodegenrativen Erkrankung
Chorea Huntington, die durch progredienten Nervenzellverlust zu Symptomen wie Dyskinesien,

Wesensverdnderungen und Demenz fiihrt. Dieser wird verursacht durch Polyglutamin-Repeats im
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Huntingtin-Gen (4p16.3) Hierdurch wird unter anderem der axonale Transport von BDNF zum
Effektorort beeinflusst (Gauthier et al., 2004). Es resultieren eine verminderte BDNF-Konzentration und
somit eine insuffiziente Versorgung striataler Neurone wodurch deren Apoptoserate deutlich ansteigt
(Zuccato et al., 2001).

BDNF spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in Schmerzwahrnehmung- und -verarbeitung. Er wird, wie
bereits erwéhnt, in sensiblen Neuronen exprimiert und anterograd zu den zentralen Nervenendungen
dieser Afferenzen im Riickenmarkshinterhorn transportiert (Yan et al., 1997). Hier erfolgt die
Speicherung in Vesikeln, bei Freisetzung ist das Neurotrophin sowohl an basaler als auch zentraler
Schmerzempfindung beteiligt. Die geschieht fiir Erstere iiber glutamatvermitteltes Umschalten der
Primérafferenz auf das zweite Neuron zur Weiterleitung von Dauer und Intensitidt der
Schmerzwahrnehmung, fiir Zweitere tiber die Rekrutierung anderer, benachbarter Mechanorezeptoren
um die Erregbarkeit in den Hinterhornneuronen zu erhdhen (Woolf, 1983; Torebjork et al., 1992). Thm
wird ebenfalls eine Rolle bei der Generierung entziindlicher Schmerzen und der damit verbundenen
Hypersensibilisierung zugeschrieben, unter anderem da diese durch starke C-Faser-Stimulation ausgeldst
werden kann (Woolf et al, 1986) und postentziindlich BDNF-mRNA-Spiegel in dorsalen
Hinterhornganglien erhoht sind (Cho et al., 1997). Dies macht BDNF zum interessanten
Migranekandidatengen.

Die Enge Verbindung des Neurotrophins zum serotonergen System wird in diversen Studien deutlich:
Lyons et al. konnten 1999 an BDNF-knockout-Méusen zeigen, dass verminderte BDNF-Spiegel im
Gehirn wihrend der neuronalen Entwicklung im friihen Erwachsenenalter zu verminderter Expression
postsynaptischer 5-HT-Rezeptoren wie 5-HT;o fiihrten. Dies &duflerte sich hier hauptsidchlich in
unkontrolliertem Aggressions- und Nahrungsaufnahmeverhalten. Die Ergebnisse der Forschungsgruppe
aus Baltimore suggerierten eine starke Abhédngigkeit serotonerger Neurone vom Neurotrophin BDNF.
Mossner et al. wiesen 2000 nach, dass BDNF die zelluldre Serotoninaufnahme iiber Modulation des
Serotonintransporters (5-HTT) unmittelbar beeinflusst.

Klinisch wird vor allem der val66-met- Polymorphismus des Gens auch mit der Zwangsstérung (OCD)
(Hall et al., 2003; Mossner et al., 2005), Essstorungen (Ribases et al., 2004) und Schizophrenie (Neves-
Pereira et al., 2005) in Verbindung gebracht. Im Rahmen dieser Arbeit wurde unter anderem untersucht

in wieweit dieser Polymorphismus mit der Entstehung der Migréne in Zusammenhang steht.
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3. Zielsetzung

Die Wirksamkeit von SHT-Agonisten im akuten Anfall sowie Verdnderungen des Serotoninspiegels und
dessen Metaboliten im Plasma wihrend und nach der akuten Attacke weisen auf eine Schliisselrolle des
serotonergen Systems in der Migranepathophysiologie hin. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die

Serotoninrezeptorgene SHT;4 und SHT,4 sowie die Gene der TPH1 und des BDNF untersucht.

Ziel war es in einer Fall-Kontroll-Studie mit insgesamt 419 Probanden funktionelle Polymorphismen des
jeweiligen Gens auf eine Assoziation mit Migrédne mit oder ohne Aura zu testen. Im SHT,5-Rezeptorgen
wurde hierzu die T/C Variation an Nukleotid 102 untersucht. Im Gen des SHTR3, wurde der C178T
Polymorphismus zundchst mit Standard-PCR betrachtet. Da die Ergebnisse dieser Testreihe teilweise
ungenau und fiir eine Auswertung ungeeignet waren wurde ein Protokoll nach der SNaPshot™-Methode
etabliert. Dieser SNP zeigte in fritheren Studien bereits eine Assoziation mit Essstdrungen (Faris et al.,
2000) und Alkoholismus (Mc Bride et al., 1998; Johnson et al., 2000)

Beim Brain derived neurotrophic factor BDNF war Ziel der Testreihe ein G/A Polymorphismus, welcher
zu einer Valin66Methionin-Substitution innerhalb des Propeptids fiihrt (Cargill et al., 1999). Patienten
mit der heterozygoten Methioninvariante zeigen deutlich verminderte Hippocampusaktivitdt (Hariri et
al., 2003) gegeniiber fiir Valin homozygoten Individuen und haben ein erhohtes Risiko fiir
Zwangsstorung (Hall et al., 2003)

Im Gen der TPH1 wurde der A218C Polymorphismus in Intron 7 untersucht. Dieser zeigte in vorherigen
Studien unter anderem eine Assoziation mit Alkoholismus, Suizidalitit (Nielsen et al., 1998) sowie

gesteigert aggressivem Verhalten (Manuck et al., 1999)

Alle Polymorphismen wurden im Hinblick auf eine signifikante Korrelation mit dem Auftreten von
Migrdne mit oder ohne Aura untersucht. Hierbei wurden die verschiedenen Allele sowohl in der
heterozygoten als auch homozygoten Variante betrachtet. AnschlieBend erfolgte eine weitere
Untersuchung, ob diese genetischen Varianten einen Zusammenhang zu gehiduftem Auftreten einer Reihe
von Migrinesymptomen aufweisen. Hiermit sollte die Bedeutung dieser funktionalen Varianten des

serotonergen Systems fiir die Pathogenese der Migréine aufgeklart werden.
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4. Probandenkollektiv, Material und Methoden
4.1. Patienten- und Kontrollgruppen

Migrinepatienten aus den Universititskliniken Wiirzburg und Homburg/Saar wurden mittels
standardisierter Kopfschmerzfragebogen befragt und neurologisch untersucht. Der Diagnosestellung
lagen die Kriterien der zweiten Fassung der International Headache Society zugrunde (siehe 2.1.3). 143
Probanden litten an Migrdne ohne Aura (MO), hiervon waren 126 weiblich und 17 ménnlich. Migrédne
mit Aura (MA) wiesen 96 weibliche Patienten und 26 Mannliche auf, insgesamt umfasste diese Gruppe
122 Personen. Teilnehmer, die neben klassischer Migrdne mit Aura gelegentlich Attacken ohne Aura
aufwiesen wurden der MA-Gruppe zugeteilt. Das Durchschnittsalter aller Migranepatienten betrug 43,72
Jahre.

Die Gruppe Migrinepatienten mit und ohne Aura unterschied sich nicht wesentlich in Geschlecht,
Lebensalter, durchschnittlichem Alter bei Erstmanifestation, Anzahl der betroffenen Verwandten ersten
Grades sowie Dauer, Klinik und Héufigkeit der Attacken.

Die Kontrollgruppe bestand aus 155 Probanden, davon 111 weibliche und 43 ménnliche Personen, das
Durchschnittsalter betrug hier 65,15 Jahre. Auswahlkriterium war hier der Ausschluss einer Migrine
sowie einer daraufhin positiven Familienanamnese anhand standardisierter Befragung, das Mindestalter

der Teilnehmer betrug 49 Jahre.

Gleichzeitiges Vorliegen anderer psychiatrischer Erkrankungen wurde mittels Befragung und beck schen

Depressions-Index unter 10 Punkten in allen Gruppen ausgeschlossen.
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4.2.

Geréate und Materialien

4.2.1. Oligonukleotide

Bezeichnung Primersequenz (5°—3°) Erstbeschreiber Tm GC- Verwendung
(°C) Anteil
(%)
SHT2A-Ma7 CAA GGT GAA TGG TGA GCA GAA A | Khait et al. 2005 58,4°C | 45,5% | SHT,4
5HT2A-Ma8 TGG CAA GTG ACA TCA GGA AAT Khait et al. 2005 59,3°C | 41,7% | 5HT,a
AGT
SHTR3a SBErv | GAG TGC CTC CGA GTG CTC AGG 65,7°C | 66,7% | SNaPshot™,
HPLC
gereinigt
SHTR3A-F AGC TCC CAC AGC ATG ACA TCA GC 64,2°C | 56,5 % | PCR vor
SNaPshot™
5HTR3A-R CCC TCG GAG GAC TGA AGC AT 61,4°C | 60% PCR vor
SNaPshot™
TPHI1F-Niehl97 | TTC CAT CCG TCC TGT GGC TGG TTA | Nielsen et al. 1996 |64,6°C |54,2% | TPHI
TPHIR-Nichl97 | TTT GAA CAG CCT CCT CTG AAG CGC | Nielsen et al. 1996 | 64,4°C |54.2% | TPHI
BDNF-f AAA GAA GCA AAC ATC CGA GGA Moessner et al., BDNF
CAAG 2005
BDNF-r ATT CCT CCA GCA GAA AGA GAA Moessner et al., BDNF

GAGG

2005

Tab. 2: Alle in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von MWG- Biotech (Eberstadt) hergestellt.

4.2.2 Enzyme
Enzym Hersteller Verwendung
CIAP (Calf intestine alkaline | Fermentas Aufreinigung der DNA vor

phosphatase) SNaPshot™-Reaktion

Exo SAP-IT USB Corporation (Cleveland) | Aufreinigung der DNA vor
SNaPshot™-Reaktion

Hin 111 Fermentas (St. Leon-Rot) BDNF (brain derived neurotrophic
factor) Digest

Hinf'I New England Biolabs SNP 23 Digest (SHTxc)

(Schwabach)
MSP I New England Biolabs SHT,a-Digest
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(Schwabach)

Nhe I New England Biolabs TPH1-Digest
(Schwabach)
Pronase E Applichem (Darmstadt) DNA-Extraktion
Taq DNA Polymerase PeQlab (Erlangen) PCR-Reaktionslosung
Tab. 3
4.2.3 Chemikalien
Chemikalie Hersteller Verwendung
(NH4), SO4 AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammldsungen
0,5M EDTA (pH 8,0) AppliChem (Darmstadt) TAE-Puffer
100-Basenpaarleiter (DNA- Roche Molecular Biochemicals | Agarosegelelektrophorese
Langenstandards XIV) (Mannheim)
10x EDTA-Puffer Applied Biosystems Puffer fiir Genfragmentanalyse
(Warrington)
2-Propanol Merck (Darmstadt) DNA-Extraktion
BSA (bovines Serumalbumin) |New England Biolabs Digest-Puffer
(Schwabach)

dNTP-Mix (je 2,5mM dATP,
dCTP, dGTP, dTTP

Promega (Mannheim)

PCR-Reaktionslosung

Eisessig, 100%

AppliChem (Darmstadt)

Puffer- und Stammldsungen

Ethidiumbromidlosung SIGMA-Aldrich (St. Louis) Anférben der Agarosegele

(10mg/ml)

Glycerol Pharmacia Biotech (Freiburg) | Puffer- und Stammldsungen

H,0 (Aqua dest.) Merck (Darmstadt) Puffer- und Stammlosungen,
molekularbiologische
Reaktionsansétze

Hi Di-Formamide Applied Biosystems Denaturierung der DNA

(Warrington)

KCL AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammlosungen

MgCl, AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammldsungen

Na,EDTA AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammldsungen

NaCl AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammlosungen

POP-6 (Performance Applied Biosystems Genfragmentanalyse nach

34




Optimized Polymer)

(Warrington)

SNaPshot™-Reaktion

SDS (sodium deodecyl sulfate)

Sigma (Steinheim)

Puffer- und Stammldsungen

SeaKem LE Agarose Cambrex Bioscience Herstellung der Agarosegele
(Rockland)

Tris-Base AppliChem (Darmstadt) TAE-Puffer

Tris-EDTA AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammldsungen

Tris-HCL AppliChem (Darmstadt) Puffer- und Stammlésungen

Tween 20 Sigma (Steinheim) PCR-Puffer

Tab. 4

4.2.4 Puffer- und Stammldsungen

25x TAE-Stockldsung (1L)

1x TAE Arbeitslosung (1L)

7,5mM MgClI2

10 mM MgClI2

Tris-Base 121g
Eisessig 28,5 ml
EDTA (0,5M, pH 8)
H,0 921,5 ml

40 ml TAE Stockldsung
960 ml Millipor H,0

500 mM KCL

100 mM Tris- HCL (pH 8,3)
0,25 % (V/V) Tween 20
0,25 mg/ml BSA

7,5 mM MgCl,

500 mM KCl

100 mM Tris- HCL (pH 8,3)
0,25 % (V/V) Tween 20
0,25 mg/ml BSA

10 mM MgCl,
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15 mM MgClI2 500 mM KCL
100 mM Tris-HCL (pH 8,3)
0,25 % (V/V) Tween 20
0,25 mg/ml BSA
15 mM MgCl,

25 mM MgClI2 500 mM KCL
100 mM Tris- HCL (pH 8,3)
0,25 % (V/V) Tween 20
0,25 mg/ml BSA
25 mM MgCl,

Goldstar 750 mM Tri- HCL (pH 9)
200 mM (NH4)2 SO4
0,1% Tween 20

denaturierender Stopppuffer 1,5 ml Glycerol

25 mg Bromphenolblau-Xylenecyanol
Lysispuffer 115 mM NH,4CI

10 mM KHCO;3;

0,1 mM Na,EDTA
Kernlysispuffer 10 mM Tris- HCL (pH 8)

400 mM NaCl
2 mM Na,EDTA
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4.2.5 Gerate

Gerdt Fabrikat Hersteller Verwendung
Elektrophoresekammern | Model B2 OWL Separation | Agarosegelelektrophorese
Easy Cast System
(Portsmouth)
Model B3 OWL Separation | Agarosegelelektrophorese
System
(Portsmouth)
Model B1A OWL Separation | Agarosegelelektrophorese
System
(Portsmouth)
Photometer Biophotometer Eppendorf AG DNA-Konzentrationsmessung
(Hamburg)
Sequenzer 310 Genetic ABi-Prism Genfragmentanalyse
Analyzer (Weiterstadt)
Spannungsgerite Gene Power Supply | Pharmacia Agarosegelelektrophorese
(Freiburg)
Consort E 844 PeQlab (Erlangen) | Agarosegelelektrophorese
El. Phor.- Biometra Agarosegelelektrophorese
Powerpack P24 (Gottingen)
Thermocycler Whatman Biometra Standard-PCR und
T1Thermocycler (Géottingen) SNaPshot™-Reaktion
Whatman Biometra Standard-PCR und
TGradient (Gottingen) SNaPshot™-Reaktion
UNO-Thermoblock | Biometra Standard-PCR und
(Gottingen) SNaPshot™-Reaktion
UV-Transilluminator Fluo Link (TFL- MWG Biotech Betrachten der gefarbten Gele
20M, 312nm) (Eberstadt)
ChemiDoc Bio-RAD Betrachten und
(Miinchen) Photographieren der gefarbten
Gele
Zentrifugen RC5C Sorvall instruments | DNA-Extraktion

(Langenselbold)
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Wasserbad Typ 1007 Gesellschaft fiir Enzymatische Aufspaltung
Labortechnik GFL | amplifizierter DNA

(Burgwedel)
Tab.5
4.2.6 Software
Experimenteller Teil Quantity One Version 4.3.1

Chemie-Doc (Bio Rad, Miinchen)
ABI Prism Genetic Analyzing 310 Data Collection Version 2.1
(Darmstadt)

Statistische Auswertung SPSS Version 12.0 (SPSS Inc., Chicago, USA)

4.2.7 SNaPshot™ Multiplexkit

Der hier verwendete SNaPshot™-Multiplexkit dient dem Nachweis von bis zu 10 verschiedenen single
nucleotid polymorphismen (SNP) an bekannten Stellen einer vorher amplifizierten DNA-Probe. Alle

enthaltenen Reagenzien wurden von Applied Biosystems (Warrington, UK) entwickelt und hergestellt.

Kitkomponente Inhaltsstoffe

SNaPshot™ Multiplex Ready Reaction Mix AmpliTag® DNA Polymerase, FS
floureszenzmarkierte ddNTPs
Reaktionspuffer

SNaPshot™ Multiplex Control Primer Mix 20A Primer (0.05 pm/pl)

(30u1 total) 28G/A Primer (0,10 pm/pl)
36G Primer (0,05 pm/pl)
44T Primer (0,30 pm/pl)
52C/T Primer (0,30 pm/ul)
60C Primer (0,30 pm/ul)

SnaPshot™ Multiplex Control Template Amplifiziert aus CEPH DNA

Protokoll P/N 4323357

Tab.6
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4.2.8 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Verwendung

Plastikmaterialien Sarstedt (Niirmbrecht) Cups und Pipettenspitzen flir
Standard-PCR

Eppendorf (Hamburg) Cups und Pipettenspitzen fiir
Standard-PCR
Kisker biotech (Steinfurt ) Cups und Deckel fiir
Genfragmentanalyse
Laborfilmpapier Pechiney Plastic Packing Parafilm fiir Gelelektrophorese

Tab. 7

4.3 Experimentelle Methoden
4.3.1 Extraktion genomischer DNA

Es existieren verschiedene Mdoglichkeiten, genomische DNA aus Vollblut zu isolieren. Die Proben die
dieser Arbeit zugrunde liegen wurden mittels des Blood XL-Kits der Firma NucleoSpin® extrahiert. So
wurden hierfiir 10 ml Vollblut mit 500 pl Proteinase K in Anwesenheit von 10 ml BQ 1-Puffer lysiert
und nach 15 Minuten Inkubationszeit bei 56° Grad Celsius durch 10 ml 96%iges Ethanol die DNA-
Bindungsbedingungen optimiert. 15 ml des Lysats wurden anschlieBend fiir 3 Minuten bei 4000rpm
durch ein filterbestiicktes Rohrchen zentrifugiert und danach mit 7,5 ml BQ 2-Puffer durch eine
Silikonmembran, einmal fiir 2 Minuten und ein weiteres Mal fiir 10 Minuten gewaschen, wiederum bei
4000rpm. Die zweite Phase in der Zentrifuge trocknet die mit der DNA versetzte Silikonmembran, durch
weitere 2 Minuten Zentrifugieren wird diese in Reinform in 1000 pl zugegebenen BE-Puffer gelost und

kann nun analysiert werden (Protokoll nach Macherey-Nagel, 2004).

4.3.2 Die Standard-Polymerase-Kettenreaktion

1984 veroffentlichte Kary Mullis eine einfache Methode um in vitro eine bestimmte DNA-Sequenz zu
vervielfdltigen. Diese muss zundchst bei 95°C denaturiert werden um die komplementédren Strdnge zu
trennen. Zwei spezifische Oligonukleotid-Primer (forward und reverse) binden dann bei einer
primerabhingigen Annealingtemperatur entweder am 5° oder 3'-Ende des zu amplifizierenden DNA-
Abschnittes. Durch eine thermostabile DNA-Polymerase werden nun die Primer bei 72°C mit Hilfe
eines  zugegebenen  Gemisches aus  vier  Desoxynukleotidtriphosphaten = und  eines
Magnesiumchloridpuffers bis zum Beginn eines erneuten Temperaturzyklus verldngert. Durch eine n-

fache Wiederholung der Schritte Denaturierung, Annealing und Synthese lassen sich so theoretisch 2"
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Kopien des zwischen den Primern liegenden DNA-Abschnittes fiir weitere Analysen herstellen

(Dingermann 1999). Beendet wird die Reaktion durch eine Abkiihlung auf 10°C.

Folgende Tabelle

zeigt

Polymerasekettenreaktionen.

Erstvervielfiltigungen fiir die enzymatische Aufspaltung in einem weiteren Schritt, SHTR3A ist die

Grundreaktion zur weiteren Analyse in der unten erlduterten SNaPshot™-Reaktion. Die Gesamtmengen

die

Reagenzien

Ansitze

der fur

fir SHT2A, TPHI

der einzelnen Reaktionsansitze betragen dabei jeweils 25ul.

diese

Arbeit

verwendeten

und BDNF

Reagenzien Menge

SHT24 TPHI BDNF SHTR3A4
10mM MgCl,-Puffer 2,5ul - - -
15mM MgCl,-Puffer - - 2,5ul 2,5ul
25mM MgCl,-Puffer - 1,0ul - -
Goldstar-Puffer - 2,5ul - -
dNTPs (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 2,5mM Ll Ll lul Tul
Primer forward (10pmol/pl) 0,7ul Tul 2ul 0,8ul
Primer reverse: (10pmol/ul) 0,7ul Tl 2ul 0,8ul
DNA 1:10 verdiinnt Tl 2ul Tul Tul
Tag-Polymerase (0,5U) 0,2ul lul 0,9ul 0,3ul
H,O 18,9ul 15,5ul 15,6ul 18,6ul
Tab. 8

In einem Thermocycler wurde die Reaktionsansétze folgenden Temperaturprofilen ausgesetzt:

SHT24 TPHI BDNF SHTR3A4

Schritte | Temp./ Temp./ Temp./ Temp./ Vorgang
Zeit Zeit Zeit Zeit

1. 95°C 95°C 95°C 95°C Initiale Denaturierung
3 Min. 3 Min. 3 Min. 3 Min.

2. 95°C 95°C 95°C 95°C Denaturierung des DNA-
45 Sek. 30 Sek. 45 Sek. 45 Sek. Abschnittes

3. 59,8°C 58°C 62°C 62,6°C Anlagerung der Primer
45 Sek. 60 Sek. 45 Sek. 45 Sek. (Annealing)
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4. 72°C 72°C 72°C 72°C DNA-Synthese
45 Sek. 30 Sek. 45 Sek. 45 Sek.

5. 72° 72°C 72°C 72°C Letzte DNA-Synthese
3 Min. 5 Min. 3 Min. 3 Min.

Tab. 9

Die Schritte 2.-4. wurden 35 Mal wiederholt.

4.3.3 Enzymatische Aufspaltung amplifizierter DNA-Sequenzen

Um spezifische Polymorphismen oder SNPs in einem zuvor mit der PCR-Methode amplifizierten DNA-
Abschnitt (siche 4.3.2) in der Agarosegelelektrophorese (siche 4.3.4) darzustellen ist es ndtig das PCR-
Produkt vorher an der gewiinschten Stelle zu spalten. Dies geschieht mittels bakteriell gewonnener
Restriktionsendonukleasen. Die Erkennungssequenzen fiir diese Enzyme bestehen aus mindestens 4
Basen und enthalten eine palindromische Sequenz, das heifit die Basensequenz beider Einzelstrédnge ist
vom 5°-Ende aus gelesen identisch. In Anwesenheit eines optimalen Puffers schneiden diese Enzyme bei
in der Regel 37° Celsius im Wasserbad innerhalb 2 bis 24 Stunden die PCR-behandelte DNA in
elektrophoretisch analysierbare Stiicke. Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind unter 4.2.3

zusammengefasst.

4.3.4 Agarosegelelektrophorese und Nachweis durch Ethidiumbromidfarbung

Alle Nukleinsduren tragen eine bestimmte Ladung die direkt mit der Molekiillinge korreliert.
Dementsprechend konnen sie in der Gelelektrophorese je nach Grofe aufgetrennt werden. Bei linearer
Doppelstrang-DNA ist die Wanderungsgeschwindigkeit indirekt proportional zum Logarithmus der
Anzahl ihrer Nukleotidpaare. Die Wanderung erfolgt in einer Gelmatrix die hédufig aus Polyacrylamid
oder Agarose unterschiedlicher Konzentrationen besteht, ausschlielich letztere wurden in dieser Arbeit
verwendet. Mit Agarosegelen lassen sich je nach Konzentration DNA-Fragmente im Bereich von 100 bp
bis 15000 bp auftrennen (Dingermann 1999). Hierfiir wird die gewiinschte Agarosekonzentration in
100ml 1xTAE-Puffer durch Aufkochen gelost und nach Abkiihlung auf etwa 60° mit 3pl
Ethidiumbromid versetzt. Bei Raumtemperatur erstarrt diese Masse in einer mit einem Kamm
bestiickten Gelkammer innerhalb von 1-2h zu einer festen Matrix mit ausgesparten Geltaschen. Diese
Taschen werden in einer mit 1xTAE-Puffer gefiillten Elektrophoresekammer mit dem Gemisch aus DNA
und Stopppuffer im Verhiltnis 2:7 beladen. Bei Gleichspannung von 90-120 Volt wandern die negativ

geladenen DNA-Fragmente entsprechend ihrer Grofle unterschiedlich schnell zur Anode und werden

dadurch aufgetrennt. AnschlieBend kann man durch orangefarbenes Floureszieren des interkalierenden
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Farbstoffes Ethidiumbromid unter 254 nm UV-Licht die DNA-Banden sichtbar machen, photografieren
und mit Hilfe eines ebenfalls auf dem Gel mitgewanderten Langenstandard (einer sogenannten DNA-

Leiter) vergleichen (Sambrook et Russel, 2001).

4.3.5 Die SNaPshot™-Methode

Die SNaPshot™-Methode der Firma ABI PRISM® dient dazu bis zu zehn SNPs (single nucleotide
polymorphisms) bekannter Lokalisation in einer bis maximal zehn verschiedenen DNA-Proben
nachzuweisen. Hierfiir existiert ein fertiger Reaktionsansatz aus einer speziellen Polymerase,
floureszenzmarkierten Nukleotiden, Reaktionspuffer und einer als Markierung dienenden Kontroll-DNA
(siche 4.2.8). In dieser Arbeit wurde die SNaPshot™-Reaktion fiir die Analyse des SHTR35-Rezeptors
durchgefiihrt. Als  Grundlage der SNaPshot™-Reaktion wird zuerst eine Standard-
Polymerasekettenreaktion ausgefiihrt um den SNP-tragenden DNA-Abschnitt zu amplifizieren (siehe
4.3.2). AnschlieBend werden 5Sul des PCR-Produktes mit Iul des Enzyms ExoSAP bei 37°C im
Thermocycler fiir 30 Minuten aufgereinigt, das heift von Primer-, Nukleotid- und Pufferresten befreit,
weitere 15 Minuten bei 83°C sind anschlieBend nétig um das Enzym nach der Reinigung zu inaktivieren.
Nun kann die eigentliche SNaPshot™-Reaktion vollzogen werden: hierfiir werden 1pul des gereinigten
PCR-Produktes mit jeweils 1ul SNaPshot™ multiplex ready reaction mix und spezifischem, je nach
Design forward oder reverse Primer (siehe 4.2.2) versetzt und mit 7ul H,O auf 10pul Gesamtmenge
expandiert. Im Thermocycler erfolgen dann 25 Zyklen aus jeweils 10 Sekunden DNA-Denaturierung bei
96°C, 5 Sekunden Anlagerung des Primers (Annealing) bei 50°C und 30 Sekunden Extension des
Primers bei 60°C. Durch Abkiihlung auf 4°C wird die Reaktion beendet. Nun folgt eine erneute
Aufreinigung des gesamten Produktes mit 1l CIAP (calf intestine alkaline phosphatase) fiir 30 Minuten
bei 37°C mit nachfolgender Inaktivierung des Enzyms bei 83°C fiir 15 Minuten. Um das fertige
SNaPshot™-Produkt nun im ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer zu analysieren wird zuerst die
Denaturierung von 0,5ul Produktmenge mit 12pul HI-DI-Formamid fiir 5 Minuten bei 95°C durchgefiihrt
und anschlieBend das komplette Fliissigkeitsvolumen zur Genfragmentanalyse in die Tridgercups des
Geriteschlittens eingebracht. Dort lduft das Endprodukt in 20 Minuten pro Probe innerhalb der Kapillare
des Gerites tiber das Pop-6-Polymer von der Kathode zur Anode, wird dort von einer Photoelektrode
analysiert und kongruent zur Lange des Primers und der Art des SNPs farblich im Elektropherogramm
abgebildet. Anhand der mitgelieferten Positivprobe kann man nun das extendierte Nukleotid ablesen
wobei homozygote Allele einen farblichen Peak ergeben, heterozygote zwei, nach Base farblich

unterschiedliche peaks.
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4.4  Statistische Methoden

Sédmtliche Analysen wurden mit SPSS Version 12.0 der SPSS Corporation, Chicago, USA durchgefiihrt.
Die Daten wurden auf Korrelation einer MA oder MO fiir alle Genotypen und Allele verglichen, unter
Verwendung des Chi-Quadrat-tests. Zur Berechnung der Korrelation mit der klinischen Symptomatik

wurde der t-test verwendet.
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5. Ergebnisse

Es wurden insgesamt 419 Patienten auf verschiedene single nucleotide polymorphisms (SNPs) in den
Genen des SHT,a Rezeptors, des SHT35-Rezeptors, der Tryptophanhydroxylase 1 (TPH1) und des brain
derived neurotrophic factor (BDNF) untersucht. Retrospektiv wurde ermittelt inwieweit diese SNPs mit
Ausprigung einer Migrine mit Aura (122 betroffene Patienten), ohne Aura (143 Patienten) und
verschiedenen Einzelsymptomen einhergeht. Einzelne Symptome wurden mittels standardisierter
Fragebogen in der gesamten Gruppe der MA- und MO-Patienten erfasst, insgesamt konnten diese Daten
bei 239 der 275 Migriniker erhoben werden. Verwendet wurde hierfiir der y>-test nach Pearson,

rechnerisch wurde die Gruppe der MA und der MO-Patienten zusammengefasst.

5.1. Ergebnisse der Untersuchung des 5HT,5-Rezeptors

Im Exon des 5HT,s-Rezeptors wurde ein T/C SNP an Nukleotid 102 betrachtet. In einigen
vorhergehenden Studien konnte gezeigt werden, dass dieser Polymorphismus eine Assoziation mit
Schizophrenie aufwies (Williams et al., 1996; Erdmann et al., 1996). Der homozygote T-Alleltyp geht
mit einer erhdhten maximalen 5-HT,s-Rezeptorbindungskapazitit einher (Spurlock et al., 1998). Dieser
Effekt zeigte sich lediglich in der Kontrollgruppe jedoch nicht bei den Patienten mit affektiven

Storungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der T102C-SNP mittels Standard-PCR und anschlieender
enzymatischer Mspl-Spaltung analysiert. Nach 24stiindigem Verdau des 425bp groBem PCR-Produktes
wurde das homozygote T/T-Allel iiberhaupt nicht geschnitten, das homozygote C/C-Allel bei 176/249bp
und das heterozygote T/C-Allel bei 425/249/176bp gespalten.

Abb. 6: PCR-Produkt nach 24stiindiger Mspl-
Restriktion, Darstellung unter UV-Lumineszenz nach

Ethidiumbromidfarbung und Wanderung im 3%

Agarosegel

T/T 425 bp

C/T 425bp 24%p 176bp
Cc/C 249%p 176bp

Migrane 5§51-K

44



Von 143 MO-Patienten trugen 52 das homozygote C-Allel, 66 waren heterozygot fiir T/C, 26 homozygot
fiir das seltene T-Allel. Von 122 MA-Patienten waren 38 homozygot fiir C/C, lediglich 11 fiir T/T und 73
heterozygot. Unter den Kontrollpersonen betrug die Zahl der Heterozygoten 76 Personen, 43 waren
homozygot fiir das C-Allel und 26 homozygot fiir T. Der jeweilige Prozentanteil der Teilnehmer wird in

Tabelle 10 zusammengefasst.

Genotyp Allel

c/C T/C T/T C T
MO (n=143) |52 (36,3%) |66 (46,1%) |25(17,4%) |59.,4% 40,6%
MA (n=122) |38 (31,1%) |73 (59,8%) |11 (9,0%) 61,0% 39.0%
Kontrollen 53 (34,1%) |76(49,0%) [26(16,7%) |58,7% 41,3%
(n=155)

Tab. 10: prozentuale Allelverteilung des 5-HT,,-Rezeptors bei Migranepatienten und Kontrollen

Die Auswertung der Genotypfrequenzen ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen
Migrinepatienten und Kontrollen (3*=7,029; df=4; p=0,134). Es konnte kein Zusammenhang zwischen

dem seltenen T/T-Allel und einer oder beider Migraneformen nachgewiesen werden.

Zusitzlich zur Erkrankungswahrscheinlichkeit wurde das Auftreten verschiedener einzelner Migréne-
und migrinedhnlicher Symptome untersucht. Analysiert wurden jeweils Ubelkeit, Erbrechen,
Aktivitdtsminderung, Photo- und Phonophobie sowie einseitige und pulsierende Kopfschmerzen. Auch
hier konnte fiir keines der untersuchten Symptome ein signifikanter Zusammenhang mit dem T102C-

Polymorphismus nachgewiesen werden:

Symptom Allel des 5-HT24-Rezeptors | x> nach Pearson, Freiheitsgrad df,
C/C C/T T/T Signifikanz p
Ubelkeit 83,9% |85,0% |77,4% = 1,066; df=2; p= 0,587
Erbrechen 54,3% |56,6% |51,6% x2= 0,301; df=2; p= 0,860
Aktivitdtsminderung 83,9% 179,5% |87,0% v=1,281; df=2; p=0,527
Photophobie 82,7% |83,5% |83,9% X2= 0,029; df=2; p= 0,985
Phonophobie 62,9% 162,9% |54,9% x2= 0,759; df=2; p= 0,684
Einseitiger Kopfschmerz 79,0% |74,8% |83,9% x2= 1,352; df=2; p= 0,509
Pulsierender Kopfschmerz 70,4% |80,3% |77,4% X2= 2,741; df=2; p= 0,254

Tab. 11: Symptomhaufigkeit bei Patienten des jeweiligen Genotyps
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5.2. Ergebnisse der Untersuchung des 5SHT35-Rezeptors

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der funktionale C178T-Polymorphismus der 5'-Region des SHT;x-
Rezeptorgenes untersucht. In vorherigen Studien konnte dieser Rezeptor bereits mit Alkoholismus
(Johnson et al., 2000), Ess- und Panikstorung (Faris et al., 2000; Olivier et al., 2000) sowie bipolarer
affektiver Storung (Niesler et al., 2001) in Verbindung gebracht. werden und beeinflusst {iberdies die
Aktivitdt mehrerer anderer Neurotransmittersysteme wie GABA (Turner et al., 2004), ACTH (Bhatnagar
et al., 2004) oder Dopamin, aber auch Adrenalin und Noradrenalin (Hiither und Riither, 2000).

Zur Genotypisierung aller Probanden wurde zundchst das Standard-PCR-Protokoll von Niesler und
Mitarbeitern von 2001 mit Acl-Schnitt fiir das hédufige C-Allel verwendet. Nach Restriktion und
Darstellung im Ethidiumbromid-Agarosegel konnte leider bei den meisten Proben keine eindeutige
Aussage zum Genotyp getroffen werden, deshalb wurde in einem zweiten Versuchslauf die SNaPshot™-
Methode angewandt (siche 4.3.5.). Abbildung 14 zeigt die DNA-Referenzleiter, Abbildung 15 zeigt die
Analyse eines fiir T homozygoten Probanden. Hier bildet sich ein einzelner, einfarben griiner Peak ab,

die Farbe ergibt sich aus der Floureszenzmarkierung der anfangs zugefiigten Nukleotide.

3800 l4000‘ 4200 4400
700C_
600C_
500C _
400C
3000 l
2000 a ,‘,
200C _ f #
100C_ 1 | I | ! \

Abb. 7: DNA-Referenzleiter des SNaPshot™-Multiplexkit. Die Art des Allels wird hierbei durch die Farbe dargestellt, die
Stelle im PCR-Produkt ergibt sich auf der x-Achse. Die Hohe der jeweiligen peaks ergibt sich aus der Stirke des Signals, peaks
unter 100C konnten eventuell auf Verunreinigungen zuriickzufiihren sein.
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Abb. 8: farblich dargestelltes homozygote

T/T -Allele nach Genfragmentanalyse

Abb. 9: farblich dargestelltes heterozygote
C/T-Allele nach Genfragmentanalyse

Analog dazu wurden heterozygote C/C-Allele als einzelner blauer Peak dargestellt. Abbildung 16 zeigt

die Analyse eines heterozygoten Probanden, hier wird fiir jedes einzelne Allel ein entsprechend farbiges

Signal auf den Bildschirm iibertragen. Die SNaPshot™-Methode lieferte in diesem Fall wesentlich

genauere Ergebnisse, die jeweiligen Prozentzahlen der Genotyp und Allelverteilung sind in Tabelle 12

zusammengefasst.

Genotyp Allel

c/C C/T T/T C T
MO (n=143) |91 (63,9%) 46 (32,2%) |6 (4,2%) 79,7% 20,3%
MA (n=122) |67 (54,9%) 50 (40,9%) |5 (4,1%) 75,4% 24,6%
Kontrolle 104 (67,7%) 40 (25,8%) 19 (5,8%) 81,0% 19,0%
(n=155)

Tab. 12: prozentuale Allelverteilung des SHT;,-Rezeptors bei Migradnepatienten und Kontrollen

Die statistische Auswertung mittels Chi-Quadrat-Test und Hardy-Weinberg-Gleichung ergab keinen

Zusammenhang zwischen Migrinepatienten und einem bestimmten Genotyp. x> nach Pearson war hier

7,090, es ergab sich daraus ein p-Wert von 0,131, also keine signifikante Assoziation des C178T-

Polymorphismus mit Migrine. (x*= 7,090; df=4; p=0,131)

Symptom Allel des 5-HT3a-Rezeptors | y* nach Pearson, Freiheitsgrad df,
C/C C/T T/T Signifikanz p

Ubelkeit 84,1% [80,9% |100% = 2,430; df= 2; p= 0,297

Erbrechen 53,1% [55,9% |80,0% ¥’=2,764; df=2; p= 0,251

Aktivitdtsminderung 82,7% 180,9% |80,0% XZZ 0,146; df=2; p= 0,930
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Photophobie 80,7% |86,9% |90,0% v’=1,814; df=2; p= 0,404

Phonophobie 62,1% [58,3% |90,0% XZZ 3,804; df=2; p= 0,149

Einseitiger Kopfschmerz 77,9% |77,4% |70,0% X2= 0,337; df=2; p= 0,845

Pulsierender Kopfschmerz 76,5% |75,0% |90,0% x2= 1,121; df=2; p= 0,571

Tab. 13: Symptomhéufigkeit bei Patienten des jeweiligen Genotyps

Ebenso verhielt es sich mit der statistischen Auswertung der klinischen Erscheinungen. Fiir diesen
Polymorphismus konnte fiir keines der einzelnen Symptome ein p-Wert unter 0,05 ermittelt werden,
somit besteht auch hier kein signifikanter Zusammenhang. Es fillt jedoch auf, dass alle TT-Patienten
Ubelkeit berichteten, auch wenn dies nicht statistisch signifikant war. Die einzelnen Signifikanzwerte

sind unter Tabelle 13 zusammengefasst.

5.3. Ergebnisse der Untersuchung der Tryptophanhydroxylase TPH1

Nielsen et al. fanden 1997 zwei polymorphe Stellen in Intron 7 des TPH1-Genes, A218C und A779C. Da
die Tryptophanhydroxylase (TPH) den geschwindigkeits- und mengenbegrenzenden Schritt der
Serotoninsynthese darstellt ging man davon aus dass Variationen dieses Gens Verdnderungen im 5-HT-
Stoffwechsel mit sich brachten. Die finnische Arbeitsgruppe konnte im Zusammenhang mit
Suizidversuchen  eine  Korrelation = zwischen  Polymorphismus  und  erniedrigten  5-

Hydroxyindolessigsdurespiegel, einem Serotoninmetaboliten, nachweisen.

Mittels Standard-PCR und enzymatischer Spaltung nach dem Protokoll von Nielsen et al. (siche 4.2.2
und 4.2.3) von 1997 untersuchten wir retrospektiv ob ein Zusammenhang zwischen dem A218C-
Polymorphismus und dem Auftreten von Migrine vorliegt. Hierzu wurde das 1027bp grole PCR-
Produkt fiir 24 Stunden bei 37° Celsius im Wasserbad inkubiert und mit Restriktionsenzym Nhel verdaut.
Dabei entstanden drei Banden von jeweils 1027bp, 680bp und 340bp fiir das heterozygote A/C-Allel,
zwei 680bp und 340bp fiir das homozygote C/C-Allel, das seltene A/A-Allel wurde iiberhaupt nicht
geschnitten. Abbildung 17 zeigt die elektrophoretische Darstellung im ethidiumbromidgefarbten Gel

unter UV-Lumineszenz anhand einiger Stichproben.
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Abb. 10: PCR-Produkt nach 24stiindigem Nhel-
Verdau,

digest 3%

Darstellung unter UV-Lumineszenz im

3%igem ethidiumbromidgefarbten Agarosegel

A/A 1027bp
A/C  1027bp 680bp  340bp
c/C 680bp  340bp
602 610 617 621 624 626 631
Migréne neu
Die Verteilungen der jeweiligen Genotypen sind in Tabelle 14 aufgelistet.
Genotyp Allel
C/C C/A A/A A C
MO (n=143) 28 (19,5%) |71(49,6%) |44 (30,7%) |44,4% 55,6%
MA (n=122) 11 (9,0%) 61 (50,0%) |50 (40,9%) |34,0% 66,0%
Kontrolle (n=155) |24 (15,4%) |79 (50,9%) |51(32,9%) [41,2% 58,8%

Tab. 14: Genotyp- und Allelverteilung des TPH1-Genes bei Migranepatienten und Kontrollen

Im Chi-Quadrat-Test

nach Pearson

errechnete

sich

fir den A218C-Polymorphismus

bei

Migréanepatienten ein Wert von 7,120, umgerechnet also ein p-Wert von 0,130 womit kein signifikanter

Zusammenhang mit diesem SNP gezeigt werden konnte. (x*= 7,120; df= 4; p=0,130)

Symptom Allel der TPH1 %* nach Pearson, Freiheitsgrad df,
AJA C/A C/C Signifikanz p
Ubelkeit 86,1% |86,3% |79,0% |x*=2,094; df=2; p=0,351
Erbrechen 63,8% |54,7% |52,3% |y’=1,389; df=2; p=0,497
Aktivitdtsminderung 83,3% |80,3% |83,7% X2: 0,434; df=2; p= 0,805
Photophobie 88,8% |83,7% |80,2% x2= 1,405; df= 2; p= 0,495
Phonophobie 58,3% 162,3% |62,7% XZZ 0,235; df=2; p=0.889
Einseitiger Kopfschmerz 83,3% |70,1% |84,9% X2= 7,058; df=2; p= 0,029
Pulsierender Kopfschmerz 80,5% |72,6% |80,2% X2: 1,964; df=2; p= 0,375

Tab. 15: Symptomh&ufigkeit bei Patienten des jeweiligen Genotyps
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Anders verhilt es sich mit der klinischen Symptomatik. Wihrend fiir Ubelkeit, Erbrechen,
Aktivititsminderung, pulsierende Kopfschmerzen sowie Photo- und Phonophobie kein p-Wert unter 0,05
im Chi-Quadrat-Test nach Pearson ermittelt werden konnte zeigte sich eine statistische Signifikanz von
0,029 bei Auftreten von einseitigen Kopfschmerzen (p= 0,029; X2=7,058; df= 2; OR= 0,82;
Signifikanzniveau o= 5% bzw. 0,05). Hierbei klagten aber die Patienten mit dem heterozygoten Genotyp
C/A deutlich seltener iiber einseitige Kopfschmerzen als die Patienten, die homozygot fiir des A-Allel

oder das C-Allel waren.

5.4. Ergebnisse der Untersuchung des brain derived neurotrophic factor
BDNF

Der brain derived neurotrophic factor BDNF ist fiir das Uberleben von Neuronen verschiedener
Hirnareale wihrend der Embryonalphase verantwortlich und sichert den Verbleib einer addquaten
Anzahl funktionstiichtiger Nervenzellen nach Abschluss der Hirnentwicklung (Jones und Reichardt,
1990; Hariri et al, 2003). Cargill et al. identifizierten 1999 erstmals einen G196A-Polymorphismus im
BDNF-Gen, der zu einem Valin-Methionin-Austausch an der 66-Position des Vorlduferproteins (pro-
BDNF) fiihrt. Obwohl dieser Aminosdurenaustauch in der Prodomine liegt und im fertigen Protein
bereits herausgeschnitten ist, wurde bereits eine positive Assoziation dieses SNPs fiir OCD (Hall et al.,
2003), Schizophrenie (Neves-Pereira et al., 2005) und Essstdrungen (Ribases et al., 2004; Rios et al.,
2001) nachgewiesen. Da BDNF ebenfalls ein spezifischer Faktor fiir Wachstum und Differenzierung
serotonerger Neurone ist (Mamounas et al., 1995) sowie die Exprimierung des Serotonintransporters 5-
HTT modifiziert (Mdssner et al., 2000) untersuchten wir ob der val66met-Polymorphismus zusétzlich an
der Migranepathophysiologie beteiligt ist. Nach Standard-PCR erfolgte ein 24stiindiger HinlII-Verdau
im 37° Celsius warmen Wasserbad, dabei erfolgte die enzymatische Spaltung des 274bp groflen
Genabschnittes in zwei (57bp und 217bp), drei (57bp, 77bp und 140bp) oder vier (57bp, 77bp, 140bp
und 217bp) Stiicke fiir die homozygoten G beziehungsweise A-Allele und das heterozygote G-Allel.
Abbildung 18 zeigt die elektrophoretische Auftragung des geschnittenen Produktes.
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Abb. 11: geschnittenes PCR-Produkt nach 24

stiindigen Hinl II-Verdau, Darstellung unter UV-
Wanderung im  3%igem

Lumineszenz  nach

ethidiumbromidgeférbten Agarosegel.

i > G/A  217bp 140bp 77bp  57bp
- G/G  217bp 57bp
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Die prozentuale Allelverteilung ist in Tabelle 16 zusammengetfasst.
Genotyp Allel
G/G G/A A/A G A
(val/val) (val/met) (met/met) (val) (met)
MO (n=143) 80 (55,9%) 57 (39,9%) |6 (4,2%) 75,9% 24,1%
MA (n=122) 67 (54,9%) |48 (39,3%) |7 (5,7%) 74,6% 25,4%
Kontrolle (n=155) |87 (56,1%) |59 (38,1%) |8 (5,1%) 75,6% 24,4%

Tab. 16: Genotyp- und Allelverteilung des BDNF-Genes bei Migrinepatienten und Kontrollen

Auch hier ergab sich nach statistischer Auswertung mittels Chi-Quadrat-Test nach Pearson kein
signifikanter Zusammenhang zwischen G196A-Polymorphismus beziehungsweise Valin-Methionin-
Aminosiureaustausch und einem erhohtem Migrineerkrankungsrisiko. (x*= 0,406; df= 4; p= 0,982; OR=
1,02)

Symptom Allel des BDNF * nach Pearson, Freiheitsgrad df,
G/G G/A A/A Signifikanz p
Ubelkeit 87,4% 179,3% |75% X2: 3,300; df=2; p= 0,192
Erbrechen 577% |52,2% [50,0% |y*=0,835; df=2; p=0,659
Aktivitdtsminderung 82,2% |81,5% |83,3% XZZ 0,033; df=2; p= 0,984
Photophobie 80,7% |85,9% |91,6% X2= 1,673; df=2; p=10,433
Phonophobie 57,1% 167,4% |75,0% X2: 3,404; df=2; p= 0,182
Einseitiger Kopfschmerz 77,0% |77,2% [83.3% |y*=0,254; df=2; p=0,881
Pulsierender Kopfschmerz 80,0% |69,5% |91,6% XZZ 4,926; df=2; p= 0,085

Tab. 17: Symptomhéufigkeit bei Patienten des jeweiligen Genotyps

51



Ebenso wenig konnte ein deutlicher Zusammenhang mit einem oder mehreren der untersuchten
Einzelsymptome nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich mit einem p-Wert von 0,085 ein Trend zu
pulsierenden Kopfschmerzen fiir homozygote Triager des A-Allels, beziehungsweise der Methionin-

Variante.
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6. Diskussion

Trotz jahrelanger Forschungsbemiihungen und Identifikation einer ganzen Reihe vielversprechender
Kandidatengene konnte bisher die genaue Pathophysiologie der Migrine nicht geklart werden. Einige
Studien lieferten teils widerspriichliche Ergebnisse oder konnten keinen genauen Zusammenhang
zwischen genetischen Verdnderungen und einem erhohtem Erkrankungsrisiko nachweisen. Mittlerweile
geht man davon aus, dass es sich bei Migrdine um eine multifaktorielle und wahrscheinlich auch
,multigenetische* Erkrankung mit Schwellenwertcharakter handelt, das heiflt es werden allem Anschein
nach eher bestimmte oder zufdllige Kombinationen von Genomverdnderungen mit einer erhohten

Erkrankungswahrscheinlichkeit einhergehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Assoziationsstudie mit vier bereits bekannten Polymorphismen in
zwel Rezeptoren, einem Enzym und einem Wachstumsfaktor des serotonergen Systems durchgefiihrt.
Dabei wurde im Fall-Kontroll-Verfahren nach einer Korrelation zwischen SNP und Migrdne sowie einer
Reihe héufiger Einzelsymptome gesucht. Es ergab sich weder fiir die Gruppe der MA-Patienten noch fiir
die der MO-Patienten ein signifikanter Zusammenhang mit Migréne fiir die untersuchten Allele. Bei den
einzelnen Symptomen konnte ebenfalls fiir die meisten Untersuchungen kein erhohtes Erkrankungsrisiko
ermittelt werden. Im nachfolgenden Teil werde ich Design und Durchfiihrung der Studie diskutieren, die
Auswahl der Kandidatengene kritisch beleuchten und letztendlich die Ergebnisse in Kontext mit dem

aktuellen Forschungsstand der Migranepathophysiologie setzen.

Im Gegensatz zu rein Mendelschen Erbkrankheiten, die durch einen einzigen Defekt auf einem
bestimmten chromosomalen Locus verursacht werden, handelt es sich bei der Migrédne um eine komplex
vererbte Erkrankung. Thre Ursache liegt im gleichzeitigen Vorhandensein mehrerer Genloci, sie ist also
ein polygenes Krankheitsbild. Dies bedeutet, dass ein spezifisches Allel oder in diesem Fall ein
bestimmter SNP weder ausreicht noch notwendig ist die Erkrankung alleine zu verursachen, woraus eine
geringe Penetranz des einzelnen Polymorphismus resultiert. Da Migrdne zusitzlich von einer ganzen
Reihe verschiedener Umweltfaktoren abhéngt erfordert das Auffinden statistisch mit ihr assoziierter
Allele die Genotypisierung einer gro3en Anzahl von Proben. Bei multifaktoriell vererbten Erkrankungen
erwartet man eine Reihe potentieller Suszeptibilititsgene die in Verbindung mit verschiedenen
Umweltfaktoren die Erkrankungswahrscheinlichkeit erhdhen. Um diese zu identifizieren erfolgt zunéchst
eine Kopplungsanalyse betroffener Geschwister oder anderer Verwandter ersten Grades. Ein grofes
Problem stellt hier die genetische Heterogenitit mancher Erkrankungen dar, die dazu fiihrt, dass ein
Phinotyp auch bei Geschwistern nicht unbedingt auf einen einzigen Genotyp zuriickgefiihrt werden kann

(Feingold 2005). Da wir im Rahmen dieser Arbeit ausschlieBlich auf bekannte polymorphe Genorte
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zuriickgriffen wurde zur Analyse signifikanter Korrelationen eine Assoziationsstudie durchgefiihrt. Da
der erwartete Effekt der jeweiligen einzelnen Kandidatengene relativ gering ist und Migrdne mit einer
Privalenz von bis zu 14% eine hdufige Erkrankung darstellt, fiihrten wir eine retrospektive

Assoziationsanalyse im Fall-Kontroll-Design durch.

Gen des 5-HT,5-Rezeptors:

5-HT,a-Rezeptoren sind an der Kontraktilitdit der GefdBe beteiligt. Serotonin sowie dessen
Rezeptoragonisten sind bereits in geringen Konzentrationen in der Lage einen vasokonstriktorischen
Effekt auszulosen und so die Autoregulation der zerebralen Perfusion zu steuern (Jansen et al., 1993).
Im Hinblick auf die vasospastische Theorie der Migraneentstehung (siche 2.1.4) schien dies ein
plausibeler Ansatz fiir eine genetische Studie zu sein. Nakajima et al. konnten 1997 erhohte spastische
Aktivitdit im Ileum von Meerschweinchen nach Stimulation gastrointestinaler 5-HT,5-Rezeptoren
nachweisen. Da bis zu 80% der Patienten iiber Ubelkeit und 40% iiber Erbrechen im akuten Anfall
klagen unterstiitzte dies die Auswahl des 5-HT,s-Rezeptorgenes als Kandidatengen zusitzlich.
Allerdings konnten einige vorhergehende Studien keinen signifikanten Zusammenhang zwischen
Migréne und Verdnderungen im 5-HT,s-Rezeptor oder anderen Serotoninrezeptoren nachweisen. Monari
et al. veroffentlichten 1997 eine Studie an 14 italienischen Familien in der sie mit 29 verschiedenen
DNA-Markern Chromosomenregionen um mehrere Kandidatengene, einschlieBlich dem  5-HT;a-
Rezeptor, untersuchten. Fiir keine der untersuchten Genregionen zeigte sich ein signifikanter
Zusammenhang mit den Migrinepatienten, weshalb diese Arbeitsgruppe zu dem Schluss kam, diese
Regionen seien moglicherweise als Trager von Kandidatengenen, zumindest innerhalb der italienischen
Population, auszuschlieBen. Allerdings wurden hier lediglich groe Genabschnitte mit verschiedenen
DNA-Markern betrachtet, spezielle Polymorphismen wurden nicht gesondert untersucht. Auch die
kalifornische Arbeitsgruppe um Anne Buchwalder kam bereits 1996 zu dhnlichen Ergebnissen. Hier
wurden iiberlappende DNA-Regionen des Serotonin 2A und 2C-Rezeptors auf Anomalien und deren
mogliche Korrelation mit Migridneentstehung betrachtet. Auch hier konnte kein signifikanter
Zusammenhang gezeigt werden. Beide Studien beschriankten sich jedoch auf das Scannen ganzer
Genregionen und eventueller Kopplungsungleichgewichte; seltene Polymorphismen, genetische
Heterogenitét oder Stratefizierungseffekte konnten hier leicht zu falsch-negativen Ergebnissen fiihren.
Auch war die Anzahl an Studienteilnehmern zumindest in der italienischen Arbeit mit 14 Familien
relativ begrenzt, was deren Validitdt im Allgemeinen herabsetzt. Dies, sowie mogliche
Fehlinterpretationen auf Grund von Stratefizierungseffekten wurden auch von den Autoren eingerdumt.
Zu gleichen Ergebnissen gelangten Nyholt et al. ebenfalls 1996. Im Gegensatz zu den anderen beiden
Studien wurde hier eine polymorphe Mspl Schnittstelle und ein eng daran gekoppelter
Mikrosatellitenmarker D13S126 im Gen des SHT,x-Rezeptors betrachtet. Auch hier konnte keinerlei
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signifikanter Zusammenhang zwischen polymorpher Stelle und Migrinehdufigkeit nachgewiesen

werden.

Diese Ergebnisse wurden im Rahmen unserer Assoziationsstudie reproduziert. Der T102C-
Polymorphismus zeigte keinen signifikanten Zusammenhang oder Trend in Richtung Migrianehéufigkeit.
Insgesamt besaflen 36 der 265 Migranepatienten das homozygote T-Allel, dies entspricht einem
Prozentsatz von 13,58%; in der Kontrollgruppe waren 16,77% Triager des T/T-Allels. Verglichen mit
anderen Studien scheint in unserer Kontrollgruppe das T/T-Allel deutlich seltener als in Kontrollgruppen
anderer Arbeitsgruppen vorzuliegen (Spurlock et al., 1998; Kaith et al., 2005), allerdings wurde im
Rahmen unserer Assoziationsstudie mit 155 Personen eine teilweise bis zu Sfach hohere Anzahl an

Gesunden analysiert, wodurch das Risiko fiir Stratefizierungseffekte deutlich verringert wurde.

Speziell fiir den T102C-Polymorphismus kamen Erdal et al. 2001 zu gleichen Ergebnissen. Die tiirkische
Arbeitsgruppe untersuchte in einer PCR-basierten Studie mit 61 Migrdnepatienten und 44 Kontrollen in
wieweit der T102C-SNP mit einer erhohten Erkrankungsrate einhergeht und fand keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen Genotypvariante und Migréne. Allerdings wurden hier anschlieBend die
einzelnen Patientenkohorten getrennt berechnet. Dort zeigte sich zwar kein Unterschied nach Geschlecht,
obwohl tiiber 80% der Studienteilnehmer weiblich waren, es konnte jedoch eine deutliche
Uberreprisentation des C/C-Allels bei Patienten mit MA nachgewiesen werden (p= 0,02). Das C/T- und
T/T-Allel trat hingegen iiberproportional hdufig bei Patienten ohne Aura auf (p<0,006). Obwohl
letztendlich nicht nachgewiesen ist ob es sich beim T102C-Polymorphismus um einen funktionalen
Polymorphismus handelt suggeriert seine Assoziation mit dem Phdnomen der Aura, dass moglicherweise
der funktionale Status des 5-HT,a-Rezeptors abhingig vom Genotyp sei und bei der Auspriagung
einzelner Symptome eine Rolle spiele. Bei unserer Studie zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang
zwischen der gesamten Migridnegruppe und dem Polymorphismus. Zusitzlich war die Studie von Erdal
mit einer Zahl von 61 Migrénepatienten (37 MA/ 24 MO) und 44 Kontrollen generell sehr klein
angelegt; im Gegensatz zu dieser Untersuchung waren in unserem Patientenpool von insgesamt 420
Probanden an der prozentualen Allelverteilung in allen der Kohorten keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Genotypen zu erkennen.

Der hier untersuchte T102C-Polymorphismus des 5-HT,s-Rezeptors wurde in einigen Studien bereits mit
einem erhohten Schizophrenierisiko in Verbindung gebracht (Spurlock et al., 1998; Baritaki et al., 2004;
Vaquero et al.,, 2006). Allerdings gibt es nahezu ebenso viele Studien, die dieses Ergebnis aus
verschiedenen Griinden, sei es genetische Heterogenitit oder Stratefizierungseffekte, nicht
nachvollziehen konnten (Hawi et al., 1997; Chen et al., 2001; Etugrul et al., 2004). Da sich in vorherigen

Studien bereits eine Korrelation des SNPs mit sowohl visuellen als auch akustischen Halluzinationen
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zeigte (Williams et al., 1997; Holmes et al., 1998) kamen Erdal et al. zu dem Schluss, dass dieser
Polymorphismus wahrscheinlich eine Rolle bei Ausprigung der Begleitsymptome spielt. Im Rahmen
unserer Assoziationsstudie konnte jedoch weder fiir Entstehung der Migrdne noch einiger
Kardinalsymptome, wie Erbrechen, Ubelkeit, Aktivititsminderung, Photo- und Phonophobie sowie
einseitige und pulsierende Kopfschmerzen ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden.
Allerdings zeigten Spurlock et al. bereits 1998 in ihrer Assoziationsstudie zur Schizophrenie, dass der
T102C-Polymorphismus zu keiner Anderung der Aminosduresequenz des Proteins fiihrt. Da diese
Arbeitsgruppe einen weiteren A/G-SNP an —1438-Stelle des 5-HT,a-Genes in komplettem
Kopplungsungleichgewicht mit T102C identifizierte konnte man davon ausgehen, dass wahrscheinlich
nicht der T102C-Polymorphismus direkt, sondern an ihn gekoppelte weitere, vielleicht auch noch
unbekannte SNPs fiir die Pathogenese verschiedener Erkrankungen verantwortlich seien. Einige der
durchgefiihrten = Assoziationsstudien {iber den A/G-1438-SNP konnten einen signifikanten
Zusammenhang mit Erkrankungen nachweisen, die bereits vorher dem T102C-Polymorphismus
zugeschrieben wurden wie Essstorungen, saisonalen depressiven Storungen, sexueller Dysfunktion oder
Zwangsstorungen (Prado-Lima et al., 2006; Lee et al., 2006; Bishop et al., 2006; Walitza et al., 2002).
Allerdings gab es auch hier einige Studien, die diese Ergebnisse nicht reproduzieren konnten oder zu
gegenteiligen Aussagen kamen (Zoroglu et al., 2003; Fuentes et al., 2004; Santos et al., 2005). Spurlock
et al. konnten zwar keine Differenzen in der basalen Rezeptoraktivitit zwischen dem A und G-Allel
nachweisen, allerdings bestehen hier durchaus noch Moglichkeiten fiir weitere Forschung.
Zusammenfassend lésst sich zur Rolle des T102C-Polymorphismus in der Pathophysiologie der Migrédne
sagen, dass einige frithere Studien sowie die Ergebnisse im Rahmen dieser Arbeit zeigen, dass es keinen
Zusammenhang zwischen Genotyp und Migrédne gibt. Im Rahmen unserer Studie konnte auch keines der

untersuchten Symptome mit einem bestimmten Genotyp korreliert werden.

5-HTss-Rezeptor:

Alle bekannten Serotoninrezeptoren sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Die einzige Ausnahme bildet
der 5-HT;-Rezeptor, dieser ist ein ligandengesteuerter lonenkanal. 5-HT;5-Rezeptoren spielen eine Rolle
bei der Steuerung des GefiBtonus sowie bei der Regulation von Ubelkeit und Schmerzempfindung (Ye et
al., 2001), ihre selektiven Antagonisten wirken stark antiemetisch und besitzen zudem
schmerzmodulatorische und anxiolytische Wirkung. Obwohl die Pathogenese der Migrédne noch nicht
geklart ist zeigt sie doch einige Parallelen zu generellen Aspekten von lonenkanalerkrankungen. Sie tritt
in jingerem Alter auf, ist paroxysmal, hat &hnliche Triggerfaktoren und reagiert auf &hnliche
Medikamente wie andere lonenkanalerkrankungen (Ashcroft, 2000). Mutationen in Ionenkandlen
verandern moglicherweise den Aktivierungsgrad neuronaler Dateniibertragung oder die Erregbarkeit des
Cortex an sich und konnten so Phdnomene wie die Cortical spreading depression ermdglichen (siehe

2.1.4; James et al., 2001).
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Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir den C178T-Polymorphismus, der sich in der 5'-
nichttranslatierten Region des HTR3A-Gens befindet. Niesler et al. wiesen 2001 nach, dass das weniger
hiufige T-Allel iiber Anderungen der Translationsrate die Expression des 5-HT3a-Rezeptor steigert. Da
wihrend des akuten Anfalls, sowohl der MO als auch der MA, der zerebrale Blutfluss vermindert ist (De
Benedettis et al., 1999; Kmiec et al., 2005) und 5-HT;x-Rezeptoren iiber vasomotorische Effekte diesen
mit regulieren, bietet sich hier ein moglicher Ansatz fiir die Migrianepathophysiologie. Des weiteren
zeigte die japanische Arbeitsgruppe um Tetsuya lidaka 2005 in einer funktionalen
magnetresonanztomographie-basierten Untersuchung eine deutliche Signalverstirkung im limbischen
System (vor allem der Amygdala), des dorsolateralen und mediofrontalen Cortex auf emotionsbesetzte
Bilder bei Trigern des homozygoten C-Allels. Bereits in fritheren PET-Studien waren limbische
Kerngebiete in Frontalhirn und Cortex als ,,Schrittmacherzentren” fiir Migridneanfélle in Verdacht
geraten (siche 2.1.4; Weiller et al., 1995; Geraud et al., 2005), funktionelle Verdnderungen durch den
C178T-Polymorphismus in diesen Gebieten und in dorthin projizierenden Arealen konnten

dementsprechend eine wichtige Rolle bei Entstehung von Migréneattacken spielen.

Als Stimulus wurde in der japanischen Arbeit menschliche Gesichter verwendet; C-Allel homozygote
Probanden zeigten, zusétzlich zur verstiarkten Gehirnaktivitit, ein schnelleres Auftreten des MRT-Signals
nach der gestellten Aufgabe als die Triager der heterozygoten C/T-Allele. Als Signal diente hier die
tomographisch gemessene Blutoxygenierung. Die Aktivitit im medialen préafrontalen Cortex war
ebenfalls bei C/C-Alleltragern erhoht, dieses Areal spielt eine Rolle in Zielausrichtung des Handelns
(Rogers et al., 2004) und kontrolliert, zumindest im Tierversuch, das emotionale und kognitive Verhalten
(Vertes, 2004). Melke et al. wiesen bereits 2003 in einer Studie mit 350 schwedischen Frauen nach, dass
der C178T-Polymorphismus unmittelbaren Einfluss auf den Charakter, die Extrovertiertheit und das
Vermeidungsverhalten nimmt. Hier erwiesen sich Trégerinnen des homozygoten T-Allels als weniger
introvertiert und selbstbewusster, zeigten weniger Angst vor Versagen und waren stressresistenter als
Tréagerinnen des C-Allels. Unter Beriicksichtigung dieser und ihrer eigenen MRT-Daten zog die
japanische Arbeitsgruppe um Tetsuya lidaka unter anderem den Schluss, dass mit dem C178T-SNP ein
genetisches Pendant fiir individuelle Personlichkeitsstrukturen gefunden werden konnte. Betrachtet man
die Tatsache, dass zahlreiche Studien seit den 60er Jahren Migrinepatienten bestimmte
Personlichkeitsattribute zuteilen (Gianotti et Cianchetti, 1967; Ziegler et Paolo, 1995; Abbate-Daga et
al., 2007) bietet sich hier eine weitere potentielle Rolle fiir den 5-HTss-Rezeptorpolymorphismus als
Kandidatengen.

Gesunde Trager des homozygoten C-Allels zeigten verminderte Liquorkonzentrationen von 5-

Hydroxyindolessigsdure (5-HIAA), dem Hauptmetaboliten von Serotonin (Jonsson et al., 2004). Unklar
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bleibt wie dieses Phidnomen zustande kommit, sei es durch verminderten Umsatz von Serotonin oder von
vornherein verminderte 5S-HT-Produktion. Einige Studien fanden erhéhte Konzentrationen von 5-HIAA
im Liquor von Migrinepatienten (Kovacs et al., 1989; Rothrock et al., 1995), wihrend die
Plasmakonzentrationen, sowohl des Metaboliten als auch von Serotonin bei verschiedenen Autoren
vermindert waren (D’Andrea et al., 1995; Milovanivic et al., 1999; Nagata et al., 2006). Lasst man
zundchst auller Acht, dass die genauen Zusammenhénge nicht bekannt, und das Verhalten von Serotonin-
beziehungsweise 5-HIAA-Plasmaspiegel nicht generell auf die Verhéltnisse im Liquor iibertragbar sind
ergibt sich hier dennoch eine mogliche Bedeutung des C178T-Polymorphismus in der
Migranepathophysiologie.

All diese bereits publizierten Studien und Erkenntnisse machen den 5-HTs5-Rezeptor zum interessanten
Kandidatengen fiir die Migrdneforschung. Im Rahmen unserer Assoziationsstudie konnte jedoch kein
Zusammenhang zwischen C178T-Genotyp und Migrine bewiesen werden. Die Allelfrequenzen unserer
Studie deckten sich weitgehend mit den Ergebnissen anderer Arbeiten (Niesler et al., 2001; Gutierrez et
al., 2002; Mdossner et al., 2007). Der C178T-Polymorphismus wurde in vorhergehenden Studien bereits
mit Zwangsstorungen, affektiven Storungen (Baysal et al., 2002), Schizophrenie (Craddock et Lendon,
1999) und Alkoholismus (Johnson et al., 2000) in Verbindung gebracht. Aus unserer Sicht ist dieser

Polymorphismus als kausale Variante fiir Migréne jedoch auszuschliefen.

Die bisherigen Ergebnisse iiber die Auswirkungen des Rezeptorpolymorphismus legen trotz fehlender
Korrelation mit der Migrianeentstehung die Vermutung nahe, dass der Genotyp die Ausprigung einzelner
Migrinesymptome beeinflusst. Vielversprechend schienen hier vor allem Ubelkeit und Erbrechen, da 5-
HT;a-Antagonisten bekanntermallen Goldstandard bei zytostatikainduziertem, serotoninvermitteltem
Erbrechen sind. Allerdings konnte auch hier keine signifikante Korrelation zwischen Genotyp und
Symptom ermittelt werden. Auffillig war hier jedoch, dass alle homozygoten T-Alleltrdger im akuten
Anfall iiber Ubelkeit klagten, allerdings umfasste diese Gruppe gerade einmal 10 Probanden von 239
befragten Migrénepatienten, eine weitergehende Aussage war mit dieser kleinen Anzahl nicht zu treffen.
Sinnvoll widre eine weitere Untersuchung dieses Symptoms mit einer groferen Gruppe von T-
homozygoten Patienten.

Fiir Erbrechen sowie die anderen Migrinesymptome (Aktivitdtsminderung; Photo- und Phonophobie,
einseitige und pulsierende Kopfschmerzen) konnte ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang oder
Trend mit einem bestimmten Genotyp ermittelt werden.

Serotoninrezeptorantagonisten wie Ondansetron oder Cisaprid mindern nachweislich auch die
gastrointestinalen Nebenwirkungen von selektiven Serotoninwiederaufhahmehemmern (Bergeron et al.,
1994; Minami et al., 2003). Thr Effekt basiert dabei auf Bindung an den 5-HT;,/5-HTsg-Rezeptor-

Komplex, allerdings kamen einige vorhergehende Studien zu dem Schluss, dass hauptsdchlich die 5-
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HTsg-Untereinheit fiir die Wirkung verantwortlich ist (Tremblay et al., 2003; Kaiser et al., 2004). Es
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass im Gen des 5-HTsg-Rezeptors ein Tyr129Ser-Polymorphismus
(Sugai et al., 2005) und bei einigen wenigen Patienten eine —100_102-AAG-Deletion (Tremblay et al.,
2003) vermehrt zu medikamenteninduzierter Ubelkeit beziehungsweise Erbrechen durch Chemotherapie
filhrten. Zusammen mit unseren Ergebnissen scheint speziell fiir diese Symptomatik, sowohl in
Verbindung mit Medikamenteneinnahme als auch als Begleitsymptom des Migréneanfalls, der 5-HT3p-

Rezeptor mit seinen Polymorphismen als geeigneteres Kandidatengen fiir die Zukunft.

Tryptophanhydroxylase TPH1:

Nielsen et al. entdeckten 1996 im Intron 7 des TPH1-Gens, welches fiir die Biosynthese von Serotonin
aus Tryptophan zustdndig ist, zwei polymorphe Stellen, einen A/C-SNP an 218-Stelle und einen A/C-
SNP an 779-Stelle des Gens. Der A218C-Polymorphismus konnte in einigen Studien bereits mit
verschiedenen neuropsychiatrischen Erkrankungen assoziiert werden, wie beispielsweise suizidalem
Verhalten bei psychiatrisch vorbelasteten Patienten (Paik et al., 2000; Liu et al., 2006), Depressionen
(Jokela et al., 2006) oder Alkoholismus (Chung et al., 2005). Allerdings fiihrt dieser SNP zu keiner
Anderung der Aminosduresequenz im fertigen Enzym, potentiell konnte er jedoch splicing oder
Translation der mRNA verdndern. Optional wiére ebenfalls eine Kopplung an einen anderen,
funktionellen Polymorphismus des TPH-Genes denkbar, die Arbeitsgruppe um David Nielsen konnte

bereits ein starkes Kopplungsungleichgewicht mit dem A779C-Polymorphismus nachweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit untersuchten wir den A218C-Polymorphismus zunéchst auf eine Korrelation
mit Migrine. Da die Tryptophanhydroxylase das geschwindigkeitslimitierende Enzym der
Serotoninsynthese ist, schien dieser SNP trotz seiner bisher nicht genau erforschten Funktion als
vielversprechendes Kandidatengen. Die tiirkische Arbeitsgruppe um Nurten Erdal publizierte nach
Abschluss unserer experimentellen Arbeiten eine Studie liber den A218C-Polymorphismus und Migrine,
hier zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen Genotyp und
Erkrankungswahrscheinlichkeit, in der Gruppe der Migrianiker war jedoch das homozygote A-Allel
unterreprasentiert. Letzteres Ergebnis konnte von uns nicht reproduziert werden, die jeweiligen
Genotypfrequenzen brachten keinen Unterschied zwischen Migrinepatienten und Kontrollen. Im
Vergleich zur tirkischen Studie umfassten unsere Kohorten mit 265 Migrinepatienten und 155
Kontrollen allerdings fast das S5fache an Patienten und das 2,5fache an Kontrollen, eine potentielle
Uberlagerung durch Stratifizierungseffekte wird bei zunehmender StudiengroBe unwahrscheinlicher.
Unsere Heterozygotenfrequenzenzahlen decken sich weitgehend mit den Prozentsdtzen in
Referenzgruppen anderer Assoziationsstudien (Turecki et al., 2001; Lai et al., 2005; Viana et al., 2006).
Erdal et al. machten zudem keine genauen Angaben {iber den ethnischen Hintergrund ihrer Patienten und

Kontrollen, betrachtet man die teilweise gravierenden Unterschiede in der Migrianeprivalenz bei
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verschiedenen Bevolkerungsgruppen und in verschiedenen Landern innerhalb Europas (Stewart et al.,
1996; Steiner et al., 2003; siehe 2.1.2) konnten sich damit die im Vergleich zu anderen Arbeiten doch

recht divergierenden Allelfrequenzen erkldren lassen.

Jonsson et al. konnten 1997 verminderte 5-Hydroxyindolessigsdurespiegel, dem Hauptmetaboliten von
Serotonin, im Liquor ménnlicher Trager des A-Allels nachweisen. Es ergibt sich daraus eine potentielle
Rolle dieses SNPs bei der Entstehung verschiedener Serotonin vermittelter Migranesymptome. Im
Rahmen unserer Arbeit wurden 239 Migrdnepatienten mit und ohne Aura zusitzlich im Hinblick auf
verschiedene Migrinesymptome wie Ubelkeit, Erbrechen, Aktivititsminderung, Photo- und Phonophobie
sowie einseitige und pulsierende Kopfschmerzen untersucht. Dabei zeigte sich mit einem p-Wert von
0,029 eine signifikante Korrelation des C-Allels mit dem Auftreten einseitiger Kopfschmerzen im akuten
Anfall. Der Mechanismus, iiber den dieses Phinomen zustande kommt ist noch nicht bekannt; die
Arbeitsgruppe um David Nielsen untersuchte 1997 konsekutive Verdnderungen im Splicing bei A218C-
polymorphen Probanden. Dabei zeigte sich kein Effekt eines bestimmten Genotyps, allerdings war hier
unklar ob sich der SNP tatsdchlich nicht auf das Genprodukt auswirkte oder ob die untersuchte mRNA
zu instabil fiir einen Nachweis war. Dieselbe Gruppe konnte jedoch ein deutliches
Kopplungsungleichgewicht des A218C-Polymorphismus mit dem A779C-Polymorphismus, der
ebenfalls in Intron 7 liegt, nachweisen. In wieweit dieser Polymorphismus oder das Zusammenspiel
beider fiir die Auspridgung der Symptomatik verantwortlich ist bleibt bisher unklar, weitere Studien in

diese Richtung sind zu empfehlen.

Brain derived neurotropic factor (BDNF):

Im Gen des BDNF wurde 1999 von Cargill et al. eine Valin-Methionin Substitution an Stelle 66
beschrieben. Dieser Aminosdurenaustausch liegt in der Prodoméne des Peptids, da diese wihrend der
Bildung von BDNF aus pro-BDNF abgespalten wird (Mowla et al., 1999). Es scheint sich aber aus
diesem Polymorphismus keine Verdnderung im fertigen Protein zu ergeben. Egan et al. konnten jedoch
2003 in vitro nachweisen, dass Val66Met Einfluss auf intrazellulire Vorgénge von pro-BDNF nimmt
und damit auch auf Art und Menge der Sekretion von BDNF. Blandini et al. konnten 2006 in einer
Untersuchung mit 60 Migridnepatienten und 14 Patienten mit Clusterkopfschmerzen deutlich erniedrigte
Spiegel von peripherem, speziell thrombozytirem BDNF ermitteln (Migridne vs. Kontrollen p<0,001,
Clusterkopfschmerz vs. Kontrollen p<0,01). Die Griinde hierfiir waren allerdings spekulativ, sei es
verminderte Produktion in vaskuldren Endothelzellen oder Hypothalamus (Nakahashi et al., 2000;
Sortino et al., 1997) oder reduzierte Freisetzung aus thrombozytiren o-Granula (D"Andrea et al., 1994).
Die italienische Arbeitsgruppe um Blandini kam ebenfalls zu dem Schluss, dass optional auch der
Val66Met-Polymorphismus des BDNF-Gens fiir die verminderten Spiegel verantwortlich sein konnte.

Thrombozytire Spiegel von Serotonin und seines Metaboliten 5-HIAA hingegen sind wihrend der
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anfallsfreien Intervalle bei Migranepatienten erhoht (D’Andrea et al., 1995), wihrend
Plasmaserotoninspiegel, zumindest bei MA-Patienten, erniedrigt sind (Nagata et al., 2006).
Bekanntermallen ist die Produktion beider Substanzen, zumindest im ZNS, eng miteinander verkniipft
(siche 2.2.6), dies unterstreicht unsere Auswahl des BDNF und seines Polymorphismus als

Kandidatengen deutlich.

Chen et al. untersuchten 2004 anhand neuronaler und nicht-neuronaler, BDNF-produzierender Zellen in
wieweit der Val66Met-Polymorphismus BDNF-Synthese und —Expression verdndert. Hierbei stellte sich
heraus, dass bereits der heterozygote Methionin-Einbau zu einer Sekretionsverminderung von BDNF
filhrt. Trdger der Methionin-Variante zeigten in einer bildgebenden Untersuchung eine geringere
hippocampale Aktivitidt wihrend Informationsverarbeitung und —wiederherstellung (Hariri et al., 2003).
AuBerdem waren Trdger von Val66 in einer Studie mit einem erhohten Risiko behaftet an
Zwangsstorungen zu erkranken (Hall et al., 2003), allerdings konnte dies von anderen Studien wie
beispielsweise Mossner et al. 2005 nicht reproduziert werden. Chen at al. demonstrierten bei
heterozygoten Val66Met- Probanden zusétzlich eine BDNFy, x BDNFy;; Heterodimerbildung mit {iber
70% des verfiigbaren Methionin-BDNF. Durch diese wird der neuronale Fluss des Neurotrophins
weniger effizient, konsekutiv vermindert sich die Sekretion wodurch nicht nur Verhaltensdefizite
sondern auch die oben erwidhnten Interaktionen mit dem serotonergen System bei heterozygoten

Patienten zu erkldren wiren.

Funktionell unterstiitzt BDNF nicht nur die Entwicklung serotonerger Neurone, er modifiziert ebenfalls
die Expression des Serotonintransporters (Mossner et al., 2000), wodurch die Serotoninaufnahme in die
Zelle vermindert wird, was bei daraus resultierender Ineffizienz des Systems moglicherweise die
interiktal erhohten Serotoninspiegel erkldren konnte. Einige Studien waren auflerdem in der Lage
funktionale Varianten im Serotonintransporter mit Migréne, oder zumindest einer ihrer Unterformen, zu
korrelieren (Ogilvie et al., 1998; Racchi et al., 2004; Marziniak et al., 2005). Zudem spielt BDNF eine
wichtige Rolle in der Schmerzwahrnehmung und —verarbeitung (siehe 2.2.6). So sensibilisiert er
nozizeptive Afferenzen und 16st damit Hyperalgesie aus (Shu et Mendell, 1999) und fiihrt zentral {iber
die Expression sensibler Neurone zur Hypersensibilisierung gegeniiber Entziindungsschmerzen
(Mannion et al., 1999). Dies und seine enge Verkniipfung zum serotonergen System machen ihn zum

interessanten Kandidatengen fiir die Entstehung der Migréne.
Im Rahmen unserer Studie konnte allerdings kein Zusammenhang zwischen Triagern von Methionin-

oder Valinvariante im Hinblick auf Migrine ermittelt werden. Somit spricht dies gegen eine Rolle des

Val66Met-Polymorphismus bei der Migrine. Auch in den Subskalen wie Ubelkeit, Erbrechen,
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Aktivitdtsminderung, Photo- und Phonophobie sowie einseitige und pulsierende Kopfschmerzen fand

sich keine signifikante Assoziation mit dem Polymorphismus.

BDNF erhoht ebenfalls die Expression des Dopaminrezeptors D3 striataler Neurone (Guillin et al., 2001)
und spielt eine Rolle bei der Freisetzung von Dopamin (Paredes et al., 2007). Verschiedene Studien
konnten erhohte Dopaminspiegel und eine erhohte Anzahl an Dopaminrezeptoren bei Migridnepatienten
nachweisen (Barbanti et al., 2000; D"Andrea et al., 2006). Viele Migranepatienten leiden im akuten
Anfall unter Erbrechen und Ubelkeit, diese Symptome werden mit Dopaminantagonisten wie zum
Beispiel Metoclopramid, welches auch am 5-HT;-Rezeptor wirkt, therapiert. Hier konnte sich ein
weiterer Ansatz flir eine Rolle des Val66Met-Polymorphismus im Hinblick auf verschiedene
Migrineeinzelsymptome ergeben, allerdings konnten wir weder fiir Erbrechen noch fiir Ubelkeit einen
signifikanten Zusammenhang ermitteln. Lediglich fiir die Entwicklung pulsierender Kopfschmerzen
zeichnete sich im Rahmen unserer Berechnung ein Trend bei Migranepatienten ab, allerdings ist dieser
mit einem p-Wert von 0,085 gering. Nach allen Berechnungen im Rahmen dieser Assoziationsstudie
lasst sich der Val66Met-Polymorphismus des brain derived neurotrophic factors als Kandidatengen fiir

Migréne ausschlief3en.
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7. Zusammenfassung

Migrdane wird derzeit als eine multifaktorielle, komplex vererbte Erkrankung aufgefasst; mit einer
Priavalenz von bis zu 14% und bis zu 10 Millionen Betroffenen zéhlt sie zu den héaufigsten
Volkskrankheiten der Bundesrepublik. Auf Grund von Beobachtungen iiber verdnderte Serotoninspiegel
im Plasma und in den Thrombozyten wiesen bereits frithere Studien auf das Mitwirken des serotonergen
Systems an der Migridnepathophysiologie hin. In dieser Arbeit wurde daher in einer Assoziationsstudie
mit 265 Migrinepatienten und 155 Kontrollen untersucht, in wieweit vier Polymorphismen der
Kandidatengene des 5-HT4- und des 5-HT34-Rezeptors sowie der Tryptophanhydroxylase 1 (TPH1) und
des brain derived neurotrophic factors (BDNF) zur Entstehung von Migrine und sieben ihrer
Kardinalsymptome wie Ubelkeit, Erbrechen, Aktivititsminderung, Photo-, Phonophobie, einseitige und
pulsierende Kopfschmerzen beitragen. Betrachtet wurden der T102C-SNP des 5-HT,s-Rezeptors, der
C178T-SNP des 5-HT;a-Rezeptors, der A218C-Polymorphismus des TPH1-Gens und der Valin-66-
Methionin-Austausch des BDNF-Gens. Methodisch wurde fiir den 5-HT,s-Rezeptor, TPH1 und BDNF
die Polymerasekettenreaktion mit anschlieBender Agarosegelelektrophorese angewandt, fiir den
Polymorphismus des 5-HT;a-Rezeptors wurde zur besseren Darstellung die SNaPshot™-Methode
etabliert. Hierbei ergab sich mit keinem der untersuchten Polymorphismen eine signifikante Korrelation
mit Migrdne. Lediglich der T102C-Polymorphismus des 5-HT»a-Rezeptors konnte in einer fritheren
Studie mit MA korreliert werden (Erdal et al., 2001), dies konnte allerdings im Rahmen unserer Arbeit
nicht reproduziert werden

Allerdings ergab sich bei Berechnung der Einzelsymptome eine Korrelation zwischen Vorhandensein
eines C-Allels im TPHI1-Gen und dem Auftreten einseitiger Kopfschmerzen im akuten Anfall. Da die
TPH1 das Schrittmacherenzym der peripheren 5-HT-Synthese darstellt, konnte ein Mechanismus hierfiir
ein Einfluss des Serotoninspiegels auf den meningealen Gefdl3tonus sein. Fiir die Methionin-Variante des
brain derived neurotrophic factors BDNF zeigte sich ein Trend zur Ausprdagung von pulsierenden
Kopfschmerzen. Fiir die beiden Polymorphismen des 5-HT,5- und 5-HT;s-Rezeptors hingegen ergab
sich kein Zusammenhang mit den untersuchten Symptomen.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass keiner der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten

Polymorphismen eine wesentliche Rolle in der Entstehung der Migréne spielt.
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8. Anhang

8.1. Abkurzungsverzeichnis
°C Grad Celsius
$/a US-Dollar pro Jahr
ul Mikroliter
5-HIAA 5-Hydroxyindolessigsdure
5-HT 5-Hydroxytryptamin (Serotonin)
5-HTR 5-Hydroxytryptamin-Rezeptor
5-HTT Serotonintransporter
ATP Adenosintriphosphat
BDNF brain derived neurotrophic factor
bp Basenpaare
BSA Bovine Serum Albumine
C Cytosin
Ca™" Calcium
cAMP cyclisches Adenosinmonophosphat
CADASIL zerebrale autosomal dominante Arteriopathie mit sub-
kortikalen Infarkten und Leukoenzephalopathie
Cr Chlorid
CGRP calcitonin-gene-related peptide
CIAP calf intestine alkaline phosphatase
CSD cortical spreading depression
ddNTP Didesoxynukleotidtriphosphat
df Freiheitsgrad
DNA Desoxyribonukleinsdure
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat
dsDNA Doppelstrang-DNA
EDTA Ethylen-Diamin-Tetra-Essigsdure
FHM Familidre hemiplegische Migrédne
G Guanin
GdH Grad deutscher Hérte
H Wasserstoff
IHS Intrnational headache society
K Kalium
kb Kilobasen (1000bp)
KS Kopfschmerz
m Mainnlich
M Mol
MA Migréne mit Aura
mA Milliampere
MELAS mitochondriale Enzephalopathie, Laktatazidose und Schlaganfall
Min Minuten
ml Milliliter
mm Millimeter
MO Migréine ohne Aura
MRT Magnetresonanztomographie
Na" Natrium
NGF nerve-growth factor
nm Nanometer
NMDA N-Methyl-D-Aspartat
NO Nitroxid
OoCD Zwangsstorung (obsessive compulsive disorder)
OR odds ratio
p Signifikanz

PCR Polymerasekettenreaktion



PET
PGE,
RNA
rpm
RR
SAP
Sek.
SNP
ssDNA

TAE

Positronenemissionstomographie
Prostaglandin E,

Ribunukleinséure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
relatives Risiko

shrimp-alkaline phosphatase

Sekunde

single nucleotide polymorphism
Einzelstrang-DNA

Thymin
Tris-Acetat-EDTA-Elektrophoresepuffer
Thermophylus aquaticus

Temperatur

Tryptophanhydroxylase

Transfer-RNA

Volt

Weiblich

Watt

Chi-Quadrat-test, nach Pearson
Zentrales Nervensystem
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