Vorwort

In den zurtickliegenden zwei Jahrzehnten richtete sich das Interesse der biomedizinischen
Forschung zunehmend auf das menschliche Gehirn. In den letzten zehn Jahren hat die
Neurowissenschaft — nicht zuletzt durch immer ausgefeiltere technische Mdoglichkeiten -,
so behauptet jedenfalls Antonio Damasio, einer ihrer prominentesten Vertreter, mehr tUber
das Gehirn und den Geist herausgefunden, als in der gesamten Geschichte der
Psychologie zuvor entdeckt worden3ddie Intensivierung der neurobiologischen
Forschung hat eine uniiberschaubare Flut von Veroffentlichungen mit immer
,2adetaillierteren, ultramikroskopischen* Befunden hervorgebracht. Die gigantische
Herausforderung der sich die Neurowissenschaften stellen, wird ersichtlich, wenn man
sich vor Augen halt, dass in jedem unserer Kopfe drei- bis vierhundert Milliarden
Neurone arbeiten — 150 000 Neurone je Quadratmillimeter Hirnrinde -, die zu neuronalen
Netzwerken verknlpft sind, so dass jedes Neuron theoretisch mit bis zu 10 000 anderen
in Verbindung stehen kann. Die Zahl der Synapsen belauft sich auf unvorstellbare 100
Billionen. Dennoch konnten in vielen Bereichen erhebliche Fortschritte im Verstandnis
Uber die Funktionsweise des menschlichen Gehirns und dessen Subsysteme erzielt
werden. Die Antworten auf die durch Wissenschatftler gestellten Fragen blieben aber
zumeist akademisch. Trotz Entdeckung genetischer Vulnerabilitdten, dem Einsatz
bildgebender Verfahren und immer subtiler werdender Befunde Gber Abnormalitaten
verschiedener Transmittersysteme existiert nach wie vor keine umfassende Theorie, die
die Entstehung spezifischer psychischer Erkrankungen erklaren bzw. heilen kénnte. Um
so wichtiger sind Bemihungen, die neurowissenschaftliche Datenflut unter Einbezug
benachbarter Disziplinen wie z.B. Entwicklungspsychologie, Soziologie,
Evolutionsbiologie und nicht zuletzt der Philosophie in — sicherlich zunachst
hypothetische — Konzepte zu integrieren. Die Neurologen Antonio Damasio, Joseph
LeDoux und der Neurobiologe Gerald Hither — um nur einige Namen zu nennen — haben
auf diesem Gebiet Pionierarbeit geleistet. Die Hoffnung bleibt, dass die Ergebnisse der
hier vorliegenden Arbeit ebenfalls als Mosaikstein dienen kénnen, um unser aller
Ansinnen, der verbesserten Hilfe fiir psychisch erkrankte Menschen, voranzutreiben.



1. Einleitung
1.1 Serotonin (5-HT)
1.1.1 Geschichte

Bereits seit 1868 ist bekannt, dass das bei der Blutgerinnung resultierende Serum eine
Substanz enthélt, die zur Vasokonstriktion und damit zur Steigerung des Gefal3tonus
fuhrt.®> Um die Jahrhundertwende konnten Blutplattchen als Ursache fiir diesen Effekt
identifiziert werden. Vialle und Erspamer isolierten 1933 Enteramin aus
enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltrakt848 gelang es Rapaport et al.,

eine "tonische" Substanz im "Serum" (daher der Name Serotonin) zu isolieren, die sich
als das substituierte Indol 5- Hydroxytryptamin (5-HT) erwi€s1952 zeigten

Erspamer und Asero, daR Enteramin und Serotonin identische SubstanZeNwind.

kurze Zeit spater konnte 5-HT durch Twarog und Pag&entralnervensystem (ZNS)
nachgewiesen werden. Amin et al. wiesen unterschiedliche Konzentrationen in
verschiedenen Gehirnbereichen n8cbBa Serotonin bei physiologischem pH-Wert
hydrophil ist und somit die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann, fihrte dies zu der
Annahme, dal’ Serotonin ein Neurotransmitter ist. Seine Entdeckung im Gehirn deutete
also darauf hin, daf3 es dort synthetisiert werden muf3.

Das serotonerge System riickte ins Rampenlicht, als vermutet wurde, dal3 es an der
Entstehung von Psychosen beteiligt’8éiese Hypothese griindete sich vor allem auf
der Entdeckung, daf3 die Wirkung von 5-HT in der Peripherie durch die halluzinogene
Substanz d-Lysergsaurediethylamid (d-LSD) antagonisiert wird. Anschliel3end
entstanden zahlreiche Theorien, die die Funktion von Serotonin mit der Entstehung
verschiedener psychiatrischer Krankheiten, darunter Schizophrenie und Depression,
verbanden.
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Abb. 1: Chemische Struktur von 5-Hydroxytryptamin und verwandten Indolalkylantnen.



Den nachsten wichtigen Schritt machten Dahlstrom und*#uielem sie die

Lokalisation von Zellkérpern und Axonendigungen im Rattenhirn beschrieben, die
Serotonin enthalten. Bereits 1978 war Serotonin, aul3er in Zellen des ZNS und den
Blutplattchen, in Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, Mastzellen, neuroendokrinen
Zellen der Lunge und in enterochromaffinen Zellen des Gastrointestinaltrakts bEkannt.

1.1.2 Neuroanatomie

5-HT-haltige Neurone sind auf eine diskrete Gruppe von Zellen entlang der Mittellinie des
Hirnstamms begrenzt. Ihre Axone jedoch innervieren nahezu alle Areale des ZNS. Die
hoéchste Dichte von serotonergen Projektionen befindet sich in limbischen Strukturen
(Amygdala, Gyrus cinguli, Temporallappen) und in sensorischen Zentren (visueller
Cortex, Gyrus temporalis superior, postcentraler Cortex, entorhinaler Ctrigrgr

zwei Drittel der raphe-corticalen Axone sind serotoferg

1964 beschrieben Dahlstrom und FifelaR die Mehrzahl der serotonergen Somata in

den Raphekernen zu finden seien. Sie postulierten neun Gruppen von serotoninhaltigen
Zellkorpern, die sie mit B1 bis B9 bezeichneten (siehe Tab.1). Doch auch aul3erhalb der
Raphekerne wurden einige serotonerge Zellkdrper gefunden und nicht alle Neurone
innerhalb der Raphe sind serotonergen Ursprungs. So bilden z.B. lediglich 15 % der
Neurone im Nc. raphe magnus 5-HT; im Nc. raphe dorsalis hingegen’/Di.

Kerngebiete werden in eine superiore und inferiore Gruppe unterteilt. Die superiore
Gruppe (mit aszendierenden Projektionen) besteht aus vier Hauptkernen: B6-B9; die
inferiore Gruppe (mit deszendierenden Projektionen) aus funf Kernen: B1-B5 (siehe Abb.
3 und Tab. 1).

Gruppen Anatomische Struktur
B1 Nc. raphe pallidus; caudale, ventrolaterale Medulla, unmittelbar
dorsal der Pyramidenbahn
B2 Nc. raphe obscurus
B3 Nc. raphe magnus; rostrale, ventrolaterale Medulla

lateraler N. paragigantocellularis reticularis

B4 Nc. raphe obscurus, dorsolateraler Part, dorsal des
Nc. praepositus hypoglossi auf Hohe des medialen
Vestibulariskern

B5 Nc. raphe medialis, caudaler Part, Hohe des
motorischerTrigeminuskern

B6 Nc. raphe dorsalis, caudaler Part

B7 Nc. principal dorsalis raphe, rostraler Part

B8 Nc. raphe medialis, rostraler Hauptpart

Nc. pontis oralis

B9 Nc. pontis oralis, supralemniscale Region

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



Aszendierende serotonerge Projektionen, die den cerebralen Cortex und andere Regionen
des Vorderhirns innervieren, entspringen vorwiegend aus der dorsalen (Nc. raphe
dorsalis; DRN; B6+B7) und medianen (Nc. raphe medialis; MRN; B8) Raphe, sowie den
B9 Zellgruppen (supralemniscale Region) (siehe Abb. 2A). Innerhalb des Nc. raphe
dorsalis (DRN) lassen sich zudem laterale (L), dorsomediale (DM) und ventromediale
(VM) Kerngebiete unterscheiden (siehe Abb. 2B). Zwei weitere aufsteigende

Projektionen haben ihren Ursprung im rostralen Bereich: Die dorsale periventriculare
Bahn und die ventrale tegmentale Strahlung, die im caudalen Hypothalamus konvergieren
und sich dem medialen Vorderhirnbiindel anschlie3en. Die aszendierenden Projektionen
sind topografisch geordnet. Zudem sind die Kerne in einzelnen Zonen oder Gruppen
organisiert, die ihre Axone zu spezifischen Gehirnregionen entsenden. Der mediale
Raphekern (MRN; B8) projiziert hauptséachlich in Hippocampus, Septum und
Hypothalamus, wahrend das Striatum vorwiegend durch den dorsalen Kern (DRN;
B6+B7) innerviert wird. Der dorsale und mediale Kern sendet ebenfalls tiberlappende
Projektionen zum Neocortex. Die hochste Dichte von serotonergen Fasern im Cortex
besteht in Lamina | und R?. Die extrem starken Verzweigungen der serotonergen Axone
lassen vermuten, daR dieses System Kontakt zu vielen Cortexneuronen hat.6Etwa 10
serotonerge Varikositaten werden in einem3@ortex bei der Ratte gefundéh.

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

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

Die anderen Raphekerne B1 bis B5 liegen mehr caudal im mittleren Pons bis zur caudalen
Medulla oblongata und enthalten eine kleinere Anzahl von serotonergen Zellen. Diesen
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Zellgruppen entspringen Axone, die in den Hirnstamm und das Ruckenmark projizieren.
Das Rickenmark erhélt eine starke serotonerge Innervation. Drei grof3e deszendierende
Bahnen wurden beschrieben:

1. Vom Nc. raphe magnus (NRM; B3) zu Lamina | und Il des Hinterhorns. Sie haben
damit direkten Kontakt zum Tractus spinothalamicus und dirften an der Modulation der
Schmerzwahrnehmung beteiligt sein.

2. Vom Nc. raphe obscurus (NRO; B2) sowohl zu Motoneuronen der Lamina IX des
Vorderhorns, als auch zu den motorischen Kernen der Hirnnerven X uitd XII

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

(LRN) und Nc. lateralis paragigantocellularis (NPGL)) ziehen Fasern zu
intermediolateralen Zellreihen des Rickenmarks, so dass sowohl sensorische, als auch
motorische Kerne des autonomen Nervensystems innerviert werden. Die Projektionen des
Nc. raphe pallidus (NRPa; B1) sind zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht bekannt.

+
i

Abb. 3: Inferiore serotonerge Kerngruppen. NRM = Nc. raphe magnus; NRO = Nc. raphe obscurus;
VLM = ventrolaterale Medulla; NRPa = Nc. raphe pallidus. Immunzytochemische Farbung
coronarer Schnitte des RattengeRirns
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Abb. 4: Schematische Darstellung der 5-HT Zellkkdrpergruppen und ihrer Projektionen.
Sagitalschnitt des ZNS einer Rétte.
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Abb. 5: Schematischer Sagittalschnitt durch das menschliche Gehirn mit Darstellung der serotonergen
Kerngebiete und Projektionen (Pfeile) in den Hirnstamm, das Prosencephalon und das
Ruckenmark.

Serotonerge Nervenendigungen zeigen je nach Ursprungsgebiet morphologische
Unterschiede. So sehen Axone vom Nc. raphe medialis relativ grob aus, mit groRen
sphéarischen Varikositaten (3-5 um im Durchmesser) (Typ M). Haufigstes
Projektionsgebiet ist der Gyrus dentatus. Im Unterschied dazu findet man bei Axonen aus
dem Nc. raphe dorsalis sehr feine Axone, mit typischerweise kleinen, pleomorphen
Varikositaten (< 3 um) (Typ D), die im Vergleich zu Typ M-Fasern eine erhthte
Vulnerabilitat im Hinblick auf Neurotoxine (z.B. Amphetaminderivate) aufweisen und
hauptséachlich in den frontalen Cortex zieffenEinige Autoren unterscheiden zwei
serotonerge Systeme: Ein langsames, weitverzweigendes System (Typ I) von
nichtmyelinisierten Fasern, deren Ursprungsgebiete die Mittellinie der Raphe sind, von
einem schnellen, spezifischeren, mit restriktiveren Zielprojektionen versehenen
myelinisierten System (Typ Il), dessen Zellkdrper mehr lateralisiert sind und das vor
allem in htheren Saugetieren vorkonfint.

Die spezifische und hochspezialisierte Innervation von Vorderhirnstrukturen durch
Rapheneurone deutet Funktionen von serotonergen Bahnen in Abhangigkeit ihres
Ursprungs und ihres Zielortes an. Dies wiederspricht einer nichtselektiven oder
generalisierten Rolle von Serotonin im ZNS. In einigen Bereichen des Saugetiergehirns
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finden sich jedoch Stellen, wo 5-HT freigesetzt wird, aber keine synaptischen Kontakte
nachgewiesen werden kdnnen. Der Anteil serotonerger Endigungen mit synaptischen
Zielkontakten scheint in einzelnen Gehirnregionen zu variieren. Dies kdnnte eine wichtige
Bedeutung flur den Typ der Informationsverarbeitung haben. Entweder besteht eine
strenge Assoziation zwischen dem prasynaptischem Neuron und seinem Zielneuron oder
eine dynamische, weniger spezifische Interaktion mit Zielneuronen, die durch Freisetzung
und Diffussion des Neurotransmitters Uber mehrere hundert Mycrometer erreicht wird. In
diesem Fall wiirde Serotonin als Neuromodulator wirken, der die im Gang befindliche
synaptische Aktivitat reguliert oder abstimmt.

1.1.3 Neurochemie

Nicht alle Zellen, die Serotonin beinhalten, synthetisieren es auch. Zum Beispiel stellen
Blutplattchen kein 5-HT her, sondern nehmen es Uber einen aktiven,
membrangebundenen Transportmechanismus aus dem Plasma auf. Im Gegensatz dazu
synthetisieren Gehirnzellen 5-HT selbst. Der erste Syntheseschritt ist der erleichterte
Transport der Aminosaure L-Tryptophan aus dem Blut in das Gehirn. Mit dem gleichen
Transporter werden konkurrierend ebenso die neutralen Aminosauren Phenylalanin,
Leucin und Methionin ins Gehirn transportiert. Der Transport von Tryptophan ist nicht

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

den anderen neutralen Aminosauren abhangig. Eine tryptophanfreie Ernahrung vermindert
den Tryptophangehalt und damit den 5-HT-Spiegel im Gehirn signifikint

Serotonerge Neurone enthalten das Enzym L-Tryptophan-5-monooxygenase
(Tryptophan-Hydroxylase), das L-Tryptophan in 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) unter
Verwendung von L-erythro-tetrahydrobiopterin (BH4) als Cofaktor (=
Elektronendonator) durch die Reduktion von molekularem Sauerstoff umwandelt. Diese
Umwandlung ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der Herstellung von
Serotonin.

L-Tryptophan + B4 + O, => (Tryptophan-Hydroxylase) => L-5-HTP + quinonoid
BH4 + Hzo

Der K-Wert flr Tryptophan liegt bei 30-60 uM, einer Konzentration, die mit der im
Gehirn vergleichbar ist. Da die Tryptophan-Hydroxylase nicht gesattigt ist, steigt die
Konzentration von Serotonin proportional zur Tryptophan-Konzentration im Gehirn. Die
Tryptophan-Hydroxylase besteht aus 444 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht
von 51 kD. Sie weist eine 51%ige Homologie zur Tyrosin-Hydroxylase
(Katecholaminstoffwechsel) auf. Die katalytische Region befindet sich im C-Terminus,
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wogegen die Substratspezifitat im N-Terminus lokalisiert ist. Parachlorophenylalanin
(PCPA) ist ein irreversibler Inhibitor des Enzyms. Eine Steigerung der Konversion von
L-Tryptophan zu 5-HTP (z.B. im Rahmen einer long- oder short-term-potentiation) kann
aulRer durch die Hochregulierung der Expression der Hydroxylase auch (ibef'die Ca
abhéngige Phosphorylierung der Hydroxylase (via Calmodulin-abhéngige Proteinkinase
Il oder cAMP-abhangige Proteinkinase (PKA)) und damit durch eine Anderung der
Enzymkinetik erreicht werden.

I
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Abb 6: Biosynthese von Serotonin (5-HT)

Ein weiterer Schritt wird durch eine aromatische L-Aminosauren-Decarboxylase (AADC)
katalysiert, die ein Pyridoxalphosphat-5"-phosphat-abhangiges Enzym ist und 5-HTP in
5-HT umwandelt. Es konnte gezeigt werden, dal’ durch die vermehrte Bereitstellung von
Pyridoxin die Syntheserate von 5-HT in Affengehirnen ebenfalls ansteigt, was vermutlich
auf einen regulatorischen Effekt von Pyridoxin auf die AADC zurlckzufiihren ist. AADC
ist nicht nur in serotonergen, sondern ebenfalls in katecholaminergen Neuronen
vorhanden, wo es 3,4- Dihydroxyphenylalanin (DOPA) in Dopamin umwandelt. AADC
besteht aus 480 Aminoséauren, hat ein Molekulargewicht von 54 kD und ist ebenfalls nicht
gesattigt.

1.1.4 Speicherung und Freisetzung

In den Nervenendigungen wird Serotonin, wie auch die Katecholamine, in Vesikeln
gespeichert. Neben Serotonin sind ebenfalls Substanz P (Modulation der
postsynaptischen Aktion), Enkephalin (Wachstumsinhibition in kultivierten serotonergen
Neuroner®), Thyreotropin-releasing Hormon (TRH), Noradrenalin und Gamma-
Aminobuttersiaure (GABA) in serotonergen Synapsen gefunden wSrden
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Der Transport von synthetisiertem 5-HT aus dem Zytoplasma in die Vesikel geschieht
Uber einen aktiven Transport. Zwei Vesikeltransporter konnten bisher gefunden werden,
die einen H-Gradienten als Energielieferanten fiir den Transport nutzen (Antiport) und

12 transmembranare Doménen aufweisen: VMAT1 und VMAT2. VMAT1 besteht aus 521
Aminosauren und ist auf Chromosom 8 kodiert. VMAT2 (Chr. 10) weist eine 61%ige
Homologie zu VMATL1 auf. Beide gehdren zu einer Gruppe von Transportern, die
toxische Bestandteile aus dem Zytoplasma entfernen, und die man sowohl in Bakterien als
auch in Hefepilzen gefunden hat (Toxin-Extruding-Antiporters TEXANdhhibitoren

dieser vesikularen Transporter sind z.B. Reserpin und Tetrabenazin, aber auch
Fenfluramin und MDMA, die zusétzlich noch den Plasma-Membran-Transporter
hemmen. Im Unterschied zu katecholaminergen Vesikeln enthalten die serotonergen
Speicher kein ATP. Zudem befindet sich in serotonergen Vesikeln ein spezifisches
Protein, das Serotonin mit hoher Affinitat in Anwesenheit vo#t Bindet?. Die durch

die Depolarisation induzierte Freisetzung von 5-HT wird schlieRlich durch eifén Ca
Einstrom ausgel6st, indem es die Fusion von vesikularen Membranen mit der
Plasmamembran fordert. Die Rate der Serotoninfreisetzung ist direkt proportional zur
Impulsfrequenz der serotonergen Zelle und wird tber Autorezeptoren(B-HT

kontrolliert.

1.1.5 Signalbeendigung

1.1.5.1 Transporter

Die Aktivitat von 5-HT im synaptischen Spalt wird vor allem durch den Ricktransport in
die Nervenendigung mittels des membranstandigen 5-HT-Transporters (5-HTT) limitiert,
der nicht nur in serotonergen Neuronen der Raphe, sondern ebenfalls in Blutplattchen,
Plazenta und Lungengewebe vorkorfimbDas Wiederaufnahmesystem ist sattigbar. Mit
einem Km-Wert von 0,2 - 0,5 uM besitzt es eine hohe Affinitat zu 5-HT. Die Aufnahme
von 5-HT ist ein aktiver Prozess, der sowohl von der Temperatur, als auch vortder Na
und Ci-Konzentration abhangig ist. Unter Verbrauch von Energie wird durch die
Nat/Kt-ATPase der N&Gradient Uber der Zellmembran aufrecht erhalten, von dem der
5-HT-Reuptake abhangig ist. Ein Raein Ck-Molekdil und ein protoniertes 5-HT

binden extrazellular an den Transporter und rufen eine Konformationsanderung hervor,
so dass sowohl die lonen, als auch der Transmitter in das Zytoplasma freigesetzt werden.
Die Konformationsanderung kénnte die Offnung einer Membranpore veranlassen, die
durch die transmembranaren Domanen (TMD) des Transporters geformt wird. Im
Zytoplasma sorgt eine &Bindung dafir, daR der Transporter wieder zu seiner
Ausgangsstellung zuriickgesetzt wird, um weitere Molekile aufnehmen zu kénnen.



Kompetitive Hemmer der 5-HT-Bindung an den Transporter sind z.B. Kokain,
Amphetamine und einige Antidepressiva (z.B. Fluoxetin, Paroxetin, Citalopram).

O DAT
© NET
® DAT & NET

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

Das 5-HTT-Protein besteht aus 630 Aminosauren und weist ein Molekulargewicht von 68
kDa auf; es wird von einem einzigen Gen (SLC6A4) auf Chromosom 17 (17q11.1-
17q12) codierf*. Die putative Struktur des Transporters hat 12 transmembranéare
Domaénen (TMD). Beide Enden, sowohl das carboxy-terminale, als auch das amino-
terminale Ende, sind intrazellulér lokalisiert. Extrazelluléar befindet sich eine grol3e
Schleife, die Uber Glykosylierungsstellen mit den TMD 3 und 4 verbunden und damit
stabilisiert ist. Zudem gibt es sechs potentielle Stellen, die durch Proteinkinase A (PKA)
oder Proteinkinase C (PKC) phosphoryliert werden kénnen. Der 5-HTT weist eine
50%ige Homologie mit dem Noradrenalin-Transporter (Noradrenalin-Transporter, NET)
und Dopamin-Transporter (DAT) auf, wobei die groRte Ubereinstimmung in TMD 1/2
und TMD 4-8 zu finden ist. Die am wenigsten konservierten Bereiche sind die
intrazellularen amino- und carboxy-terminalen Teile.

Unter bestimmten Umstanden kdnnen diese Transporter auch in eirfem Ca
unabhéangigen, nicht exozytotischen Prozess Transmitter freisetzen. Die physiologische
Rolle einer solchen Freisetzung, die erst durch die Wirkung einiger Drogen entdeckt
wurde, ist spekulativ. Zum Beispiel sind sowohl Fenfluramin, als auch MDMA Substrate
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fur den 5-HTT und hemmen nicht nur den Transport von 5-HT in die Zelle, sondern
verursachen zudem noch den Auswartstransport.

Der 5-HTT wird in der Entwicklung synchron zur Migration von serotonergen Fasern
exprimiert. Obwohl man weil3, dal? die Bildung von serotonergen Synapsen erst ein
spater Entwicklungsschritt ist, beginnt die Expression des 5-HTT bereits frih in der

Embryonalentwicklung?>

Die Transkription des 5-HTT wird durch ein polymorphes, repetitives Element (5-
HTTLPR) moduliert, das im Promotor 1kb upstream vom 5-HTT-
Transkriptionsstartcodon liedft. Die polymorphe Region besteht aus repetitiven
Elementen, wobei das lange (long, I) Allel 16 und das kurze (short, s) Allel 14 repetitive
Elemente aufweist. Die prozentuale Verteilung der Allele innerhalb der Bevolkerung liegt
bei 32% I/l, 49% |/s und 19% s/s. Durch Experimente in Zellkultur (Lymphoblasten-
Zellinien) konnte sowohl auf MRNA-Ebene, auf Protein-Ebene, als auch im Hinblick auf
die 5-HT-Aufnahme nachgewiesen werden, daf} Zellen, die homozygot fir das I-Allel
sind, eine hohere Expressions- (MRNA: 1,4 — 1,7 x; Protein: +30-40%) bzw. Re-
Uptake-Rate (1,9 — 2,2 x) haben, als Zellen mit I/s-, oder s/s-Geli@ypch

Assoziations- und Linkageanalysen konnte gezeigt werden, dal3 der Polymorphismus bei
Personlichkeitsstorung&n affektiven Erkrankungéh Alkoholabhangigkef?,

Autismus®, late-onset Demenz&nund M. Parkinsoh eine Rolle spielt.

1.1.5.2 Katabolismus

Ein weiterer wichtiger Mechanismus zur Signalbeendigung ist der Abbau von 5-HT durch
die Monoaminoxidase (MAOQ), die in mitochondrialen Membranen lokalisiert ist. Sie
konvertiert Serotonin zu 5-Hydroxyindolacetaldehyd, das wiederum durch einen NAD+-
abhangigen Prozess durch die Aldehyd-Dehydrogenase zu 5-Hydroxyindolessigsaure (5-
HIAA) oxidiert wird. Das Zwischenprodukt 5-Hydroxyindolacetaldeyhd kann alternativ
auch Uber einen NADH-abhangigen Schritt durch die Aldehydreduktase zum Alkohol 5-
Hydroxytryptophol reduziert werden. Ob Oxidation oder Reduktion stattfinden hangt vom
Verhéltnis zwischen NAD+ und NADH im Gewebe ab.
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Abb. 8: Abbau von Serotonin (5-HT)

Im Gehirn ist der Hauptmetabolit 5-HIAA. In vitro werden Serotonin und Noradrenalin
hauptsachlich durch das Isoenzym MAO A metabolisiert. Serotonerge Neurone enthalten
jedoch vorwiegend MAO-B, obwohl 5-HT hierfur kein bevorzugtes Substrat ist. MAO-B
Knockout-Mause zeigen keine erhdhten Serotoninspiegel im Gehirn, wogegen der 5-HT-
Spiegel bei MAO-A Knockout-Méausen in den ersten 12 Tagen stark erhoht ist, um sich
dann bis zum siebten Monat zu normalisieren.

1.1.6 Serotonin-Rezeptoren

Im synaptischen Spalt reagiert Serotonin mit pra- und postsynaptischen Rezeptoren, tber
die es seine Wirkung weiterleitet. Fir Serotonin sind inzwischen sieben Hauptklassen
von Rezeptortypen bekannt, die insgesamt 14 strukturell und pharmakologisch
unterschiedliche 5-HT-Rezeptor-Subtypen subsumférddie Unterscheidung dieser
Rezeptoren erfolgte aufgrund von Bindungsstudien mit radioaktiv markierten Liganden
und durch die Aufklarung der Proteinstruktur mit molekularbiologischen Methoden.

1.1.6.1 Die 5-HT-Rezeptor-Familie

Alle Rezeptoren aus der 5-gFFamilie sind uber ein inhibierendes-Brotein @i) an die
Adenylatcylase gekoppelt.

1.1.6.1.1 5-HTs-Rezeptor

Der 5-HT, p-Rezeptor befindet sich auf Chromosom 5q11.2-q13 und besteht aus 385
Aminosauren. Das Gen enthélt keine Introns. SidBindungsstellen und mRNA

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

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

Cortex), aber auch in den medialen und dorsalen Raphek&fieDer Rezeptor ist

uber ein GProtein @i) negativ an zwei verschiedene Effektorsysteme gekoppelt: Zum

einen fuhrt der Rezeptor durch die Adenylatcyclase (Abnahme von cAMP), zum anderen
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uber die Offnung eines*Kanals zur HyperpolarisatioH.Die Stimulation des 5-Hjl-

Rezeptors erhéht die Sekretion des Wachstumsfaktors S-100 in Astrozytenkulturen, was
auf eine neurotrophe Rolle in der Gehirnentwicklung hinweisen kdffter kommt

sowohl postsynaptisch in den Vorderhirn-Regionen, als auch prasynaptisch als
somatodendritischer Autorezeptor (Raphe) vor, wo er die neuronale Feuerungsrate und
die 5-HT-Freisetzung inhibiert. Die hochste Dichte im menschlichen Gehirn befindet sich
im frontalen Cortex (Lamina Il > I, VI) und im Hippocampus (CA1>G. dentatus >
CA3)™°.

1.1.6.1.2 5-HT g-Rezeptor

5-HT;g-Rezeptoren (6913; 386 AS) kbnnen vor allem in den Basalganglien, im Striatum

und im frontalen Cortex aufgefunden werd@meben seiner postsynaptischen Funktion
kommt der 5-HT g-Rezeptor ebenfalls als prasynaptischer Autorezeptor in der Raphe vor,

der bei Aktivierung die Freisetzung von 5-HT verringert. Es besteht eine 93%ige
Homologie zum 5-HTpzRezeptor . Da der 5-HE-Rezeptor bei Ratte, Maus und
Hamster, der 5-HiprRezeptor aber in Meerschweinchen, Schweinen, Kiihen und im

Menschen gefunden wurde, nimmt man an, dal} es sich bei beiden Rezeptoren um
Speziesvarianten des gleichen Rezeptors harfdelimal die pharmakologischen Profile
beider Rezeptoren zwar nicht identisch, aber &hnlich sind und ihre Verteilung im Gehirn
fast Ubereinstimmen.

1.1.6.1.3 5-HTp-Rezeptor

Es wurden zwei Genorte gefunden, die den 5dRezeptor codieren: B71pq
(1p34.3-36.3; 377 AS) und 5-Hp (6q13; 350 AS}? Radioligandbindungsstudien
brachten keine Differenzierung der beiden Rezeptoren, so dal’ sie von einigen Autoren als
5-HT;p zusammengefalit werden. Andere setzen wiederum die Rezeptoreug SittdT
5-HT,prals Speziesvarianten gleithso daR der 5+, p,-Rezeptor als eigentlicher 5-
HT,p-Rezeptor anzusehen ist. Niedrige Level von mRNA wurden im Caudato-Putamen,
Nc. accumbens, Hippocampus , Cortex, dorsale Raphe und im Locus coeruleus
gefundert® Das Vorkommen von 5-H-Rezeptoren in der Raphe wird als Hinweis
interpretiert, daf3 5-Hjly auch prasynaptisch als Autorezeptor fungiert. Zudem sollen
neuronale Entziindungsreaktionen und Schmerzwahrnehmung Uber trigeminovaskulare
Afferenzen 5-HT p-vermittelt sein. Die Wirkung des 5-Hg,p-Agonisten Sumatriptan

an prasynaptischen, perivaskularen Fasern zur Migranetherapie konnte tber diese
Mechanismen erklart werdeh
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1.1.6.1.4 5-HTg-Rezeptor

Der 5-HT, =Rezeptor codiert auf Chromosom 6q14-q15, besteht aus 365 Aminosauren

und enthalt keine Intror¥. Durch In-situ-Hybridisierung konnte er im Caudato-

Putamen, Amygdala, parietalem Cortex , Globus pallidus und Tuberculum olfactorius
nachgewiesen werd&h Der 5-HT; -Rezeptor zeigt mit 64% eine hohere Homologie

zum 5-HT p-Rezeptor als alle anderen Rezeptoren aus der;sHdmilie. Bis jetzt sind
noch keine selektiven Liganden bekannt, so daf? man bisher keine Kenntnisse lber seine
physiologische Funktion gewinnen konnte.

1.1.6.1.5 5-HT-Rezeptor

Der 5-HT;-Rezeptor zeigt eine 61%ige Homologie mit dem 5HRezeptor® Er

codiert auf Chromosom 3qg11 (366 AS) und konnte durch In-situ-Hybridisierung vor
allem im Cortex, Hippocampus, Gyrus dentatus, Nc. tractus solitarius, Rickenmark,
Ganglion trigeminale, Uterus und Mesenterium gefunden werden. Weil auch fur diesen

Rezeptor keine Agonisten oder Antagonisten bekannt sind, ist nur wenig tber die
Verteilung und die Funktion bekannt. Der 5-gJp-Rezeptorantagonist Sumatriptan

zeigt jedoch fast die gleiche Affinitat zum 5-lfFRezeptor (pKi 7,6), als zum 5-Hg,»-
Rezeptor (pKi 8,4/8,1). Folglich wurde die Hypothese aufgestellt, dass defs-HT
Rezeptor ein Ziel flr Anti-Migrane-Medikamente sein konnte. 34MRNA wurde in
Ganglien des N. trigeminus gefunden, dessen Stimulation zur Plasmaexsudation in der
Dura fuhrt, was eine Komponente der neurogenen Entziindung darstellt, die als mégliche
Ursache fur Migrane mitverantwortlich gemacht wird.

1.1.6.2 Die 5-HTB-Rezeptor-Familie

Die 5-HT,-Rezeptorfamilie besteht aus drei Subtypen: 54 B-HT,g und 5-Hh
(friher 5-HT, ). Alle drei Rezeptoren sind tber aieEinheit des Gs-Proteins positiv an

das Enzym Phospholipase C gebunden und mobilisieren somit intrazelluléresv@a
zur Depolarisation der Zelle fuhrt. Die Aminosauresequenz derb-R&zeptoren weist

vor allem in den sieben transmembrandren Doméanen eine weitgehende Homol8gie auf.
Charakteristisch fur die Gene der 544Rezeptoren ist, dal3 sie entweder zwei (ST

5-HT,p) oder drei (5-H3¢) Introns innerhalb der codierenden Sequenz beinh3iten.
1.1.6.2.1 5-HBa-Rezeptor

Der 5-HT,p-Rezeptor ist auf Chromosom 13q14-g21 (471 AS) lokalisiert und hat eine
relativ hohe Ubereinstimmung der Aminosauresequenz mit demyg-R&zeptor. Er

besitzt potentielle Glykosylierungs- (5) und Phosphorylierungsstellerf Zi)dem
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existieren individuelle Aminosaurenbereiche, die zu unterschiedlicher Ligandenbindung
und Effektorkopplung fuihref? 5-HT,-Rezeptoren befinden sich vor allem in
Vorderhirnregionen, aber teilweise auch in corticalen Bereichen, Nu. caudatus, Nu.

accumbens, Tuberculum olfactorius und im Hippocan?f§s. Bisher konnte noch kein
selektiver 5-HpA-Agonist gefunden werden. Auch Clozapin, Olanzapin und andere

atypische Neuroleptika besitzen eine Affinitat zu 55l P° Stimulation des 5-HJa-

Rezeptors verursacht die Aktivierung biochemischer Kaskaden, die zur erhdhten

Expression einiger Gene — darunter das Gen des brain-derived-neurotrophic factors
(BDNF) — fiihren®’ 5-HT,5-Rezeptoren induzieren die Freisetzung von ACTH, Renin

und Prolaktirt®

1.1.6.2.2 5-HTLg-Rezeptor

Der menschliche 5-HJg-Rezeptor befindet sich auf dem Gen 2g36.3-2q.37.1 und

besteht aus 481 Aminosauren. Als selektivster Agonist wirkt BW 723C86; als Antagonist
SB 204741°° Eine putative Funktion des 5-Hg Rezeptors ist die Steuerung der

mitogenen Effekte von 5-HT wahrend der neuronalen Entwicklung. Diese Hypothese
stammt von Untersuchungen, die 54giRezeptoren im Neuralrohr von Maus-

Embryonen nachweisen konnt€nwogegen 5-H}g-Knockouts neurale Abnormalitaten
aufweisen”™

1.1.6.2.3 5-H'bc-Rezeptor

Der 5-HT-Rezeptor wurde aufgrund seiner hohen Affinitat zu 5-HT zunéachst der 5-
HT,-Familie zugerechnet und als 5-fFRezeptor benanrft Nach seiner Klonierung

und naheren Charakterisierung muf3te eine Neuorientierung stattfinden, so daf3 er der 5-
HT,-Gruppe zugerechnet wuréféDer 5-HT-Rezeptor ist X-chromosomal (Xq24;

458 AS) lokalisiert. Es existiert eine Splice-Variante, dessen Funktion nach wie vor
unbekannt ist, zumal das Protein ein 5,d"Rezeptor, allerdings ohne 5-HT-
Bindungsstelle ist* Der humane Rezeptor besitzt vier N-Glykosylierungsstellen und

acht Serin/Threonin Bereiche, die mdgliche Phsphorylierungsstellen darétdllen 5-
HT,c-Rezeptor wird vor allem in hohen Konzentrationen im Plexus choroideus

gefunden, so daR angenommen wird, dafd mittels /-HREzeptoren die

Liquorproduktion gesteuert wird® Dartiberhinaus kommt er in Cortexbereichen, im
limbischen System und in den Basalganglien¥off ° Der 5-Hc-Rezeptor wird fur

eine Reihe von Verhaltensreaktionen verantwortlich gemacht: Hypolokomotion,
Hypophagie, Angst, Erektion und Hypertherrifie.
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1.1.6.3 Der 5-HTEK-Rezeptor

Der 5-HT3-Rezeptor gehort zur Klasse der ligandenvermittelten Kationenkanale und fuhrt

durch die unselektive Permeabilitat furf\a+, Ca2+ und Mg* zur raschen

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

Aminosauren und weist eine hohe Homologie mit anderen Mitgliedern der
ligandenvermittelten Kanale a@f.Ultrastrukturelle Studien zeigen, daR die

Quartarstruktur des Rezeptors als ein Zylinder mit einer zentralen Pore von 3 nm
Durchmesser angenommen werden kann, der aus funf Untereinheiten zusammengesetzt
ist.%2 Er ist sowohl zentral, als auch peripher weit verbreitet. Die hochste Dichte konnte in
der Area postrema, dem Nu. tractus solitarius, der S. gelatinosa und in allen Kernen des
unteren Hirnstamms (z.B. Nc. trigeminalis, dorsale Kerne des N. vagus) gefunden
werden. Er kommt ebenso in héher gelegenen Hirnregionen, wie Cortex, Hippocampus,
Amygdala und mediale Habenula vor, aber in niedrigerer Dithber Rezeptor verfiigt

Uber einige allosterische Zentren, so dafl3 durch Substanzen wie z.B. Ethanol die Potenz
der Agonistenwirkung erhoht werden k&t.

1.1.6.4 Der 5-HT;-Rezeptor

Das Gen des 5-HjiRezeptors befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 5
(5g31-g33§° und beinhaltet funf Intror%’ Es existieren vier Splice-VariantebxHTy )

(387 AS), 5-HTy() (406 AS), 5-HTy() (380 AS) und 5-HJg (360 AS)2” 88 mRNA

des 5-HT,g-Rezeptors konnte bisher lediglich im Darm nachgewiesen werden, wogegen
die anderen Rezeptoren vor allem im Gehirn vorkom?iedb die verschiedenen Splice-
Varianten unterschiedliche, spezifische Funktionen ausiiben, konnte bisher noch nicht
geklart werden. Im Rattenhirn weisen sie jedenfalls eine anatomisch unterschiedliche
Verteilung auf?® 5-HT,-Rezeptoren sind positiv an die Adenylatcyclase gekoppelt und
verfiigen uber Glykosylierungs- und Phosphorylierungsstéligfor allem im
nigrostriatalen und mesolimbischen System kénnen sie nachgewiesen Wekidoen
einer 5-HT-Liberation (va. im Hippocampl# sind 5-HT;-Rezeptoren auch in der Lage,
die Freisetzung von Acetylcholin zu steig&frinteressanterweise zeigen postmortem
Gehirne von Alzheimer-Patienten eine Reduktion der 2-Ré&zeptor-Dichte im
Hippocampus*> Darliberhinaus gibt es Hinweise, dal 5;HTch die Freisetzung von

Dopamin im Striatur?® und GABA in der Substantia nigfamodulieren kann.

1.1.6.5 Die 5-HTE-Rezeptoren

Die HTs-Rezeptor-Familie setzt sich aus den SubtypegHihd HTsg zusammen.

HTsgp ist auf Chromosom 7 (7936) lokalisiert und besteht aus 357 Aminosauren. Die
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HTsg-Sequenz (370-371 Aminosauren) befindet sich auf Chromosom 2 (2q£2-13).
HTs-Rezeptoren gehdren ebenfalls zur G-Protein-gekoppelten Rezeptorsuperfamilie. Die

genaue Second-messenger-Kaskade ist jedoch nach wie vor unklar. Es gibt lediglich
Hinweise, dal3 Zellen, die eine sehr hohe Expression vapiR€zeptoren aufweisen

(HEK293), eine Stimulierung der Adenylatcyclase durch Forskolin inhibieren kdfen.
Darlber hinaus zeigen C6-Gliomzellen, die mit;HRezeptoren transfiziert wurden, eine
durch 5-HT induzierbare Absenkung von Forskolin stimuliertem cARMRHT -

Immunoreaktivitat konnte vor allem mit GFAP, einem selektiven Gliazell-Marker ko-
lokalisiert werden, wobei keine Assoziation mit neurofilamentérer Immunoreaktivitat (ein
selektiver Marker flr Neuronen) vorliegt, so dal3 die Schluf3folgerung naheliegt, daf3
HTsa-Rezeptoren vorwiegend von Astrozyten exprimiert werf&r T ,-Rezeptoren

werden vor allem im Vorderhirn, Kleinhirn, Riickenmark und Hippocampus
gefunden:®® HTsg-Rezeptoren kommen in niedrigen Konzentrationen im Nc.
supraopticus, Hippocampus, Habenula, Nc. dorsalis raphae und im entorhinalen bzw.
piriformen Cortex vor°*

1.1.6.6 Der 5-HE-Rezeptor

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

oder 440 Aminosauref?> Er ist ebenfalls tiber ein G-Protein positiv an die
Adenylatcyclase gekoppelt. Er enthalt extrazellular Glykosylierungs- und intrazellular
Phosphorylierungsstellen. Der Rezeptor befindet sich postsynatitisbler Nachweis

seiner Co-Lokalisation mit Neuropeptiden (Enkephalin, Substanz P, Dynorphin) flhrte zu
der Annahme, dal3 er in GABAergen, striatonigralen und striatopallidalen
Projektionsneuronen exprimiert wird, wo er fur eine differenzierte Modulation ¥8rgt.
Zudem interagieren einige antipsychotische (sowohl typische, als auch atypische
Neuroleptika), als auch antidepressive Substanzen in klinischen Konzentrationen mit dem
5-HTg-Rezeptor:®® 5-HTg konzentriert sich vor allem im Nc. caudatus, Tuberculum

olfactorius und im Hippocampus; wird aber ebenfalls im Magen und in adrenergen
Drusen gefundetf® Uber die Auswirkungen von 5-HTauf das Verhalten ist noch

wenig bekannt. Knockout-Mause zeigen keine phanotypischen Abnormalitaten, obwohl
sie zu einem angstlicheren Verhalten tendiéf@Neben 5-H, und 5-HT, steht auch

die Expression des 5-lgRezeptors unter einem inhibierendem Einflul3 von
Corticosteroiden’™ Da Corticosteroide und Stress als Vulnerabilitatsfaktoren fir
Depression eine Rolle spielen, konnten funktionelle Abnormalitaten aller drei Rezeptoren
ein Aspekt der Erkrankung sein.
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1.1.6.7 Der 5-HT-Rezeptor

Das Gen des 5-HiRezeptors befindet sich auf Chromosom 10 (10g21-g24), codiert fur
445-448 Aminosauren und enthalt zwei Intrdri$.** Er ist positiv an die

Adenylatcyclase gekoppelt. Es existieren vier Splice-Varianten (Gak%-HT7 (), 5-

HT7(c) und 5-HTg), wobei beim Menschen und der Ratte, im Gegensatz zur Maus,
lediglich drei Varianten : 5-Hfa) - 5-HT; () vorkommen. Der Rezeptor enthalt
Glykosylierungsstellen und Phosphorylierungssequenzen, sowohl fir Proteinkinase A,
als auch C. Da sich die Splice-Varianten im Hinblick auf die Zahl der
Phosphorylierungsstellen und die Lange der C-Termini unterscheiden, konnte dies
funktionelle Konsequenzen habétf Es konnte weder eine Assoziation zwischen
genetischen Variationen des Rezeptors und Schizophrenie, noch bipolaren, affektiven
Erkrankungen festgestellt werd&t?. Der 5-HTFgr-Rezeptor hat im Thalamus,

Hypothalamus und im Hippocampus seine hochste Expression, wogegen im cerebralen
Cortex und Amygdala niedrigere Konzentrationen gefunden wér@der 5-HT-

Rezeptor soll an der Regulation des Zirkadian-Rhythifusnd an der Modulation der
neuronalen Aktivitat im Hippocampus beteiligt s&ifi.
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Rezeptor

Genlokus Aminoséauren Effektor

Vorkommen Agonist

Antagonist

5-HT1A

5-HT1B

5-HT1Da

5-HT1DB

5-HT1E

5-HT1F

5-HT2A

5-HT2B

5-HT2C

5-HT3

5-HT3A
5-HT3B

5-HT4

5-HT5A

5-HT5B

5-HT6

5-HT7

-Gi: AC
- Offnung von
K+-Kanalen

501.2 - q13 385

6013 386 Gi: AC

1p34.3-36.3 377 Gi: AC

6q13 350 Gi: AC

6914 - 6q15 365 Gi: AC

3gq1 366 Gi: AC

13q14 - g21 471 Gs: PLC

2036.3 - 2937.1 481 Gs: PLC

Xq24 458 Gs: PLC

11923.1 - q23.2 487 lonenkanal
homomer

heteromer

5031-5q33 SV(a)387 Gs:AC
SV(b) 406

SV(c) 380

Sv(d) 360

G: Kaskade ?

7936 357

2q1 - 2913 370-71  G: Kaskade ?

1p35 - 1p36 436/438/440Gs:AC

10921 - 10924 445-448 Gs:AC

Hippocampus 8-OH-DPAT
Amygdala

laterales Septum

Cortex

med./ dors. Raphe

L-694247
RU 24969
5-CT

CP93129

Basalganglien
Striatum
frontaler Cortex

Hippocampus
Caudato-Putamen

Locus coeruleus

dors. Raphe, Cortex
trigeminovaskulas ferenzen

Sumatriptan

Caudato-Putamen ?
Amygdala

Globus pallidus

Tuberculum olfactoruis

parietaler Cortex

Hippocampus
Gyrus. dentatus
Ganglion trigeminale
Cortex

Nu. tractus solitarius
Mesenterium, Uterus

Sumatriptan

Ritanserin
ICI 170809
MDL 100907

Vorderhirnregionen
Nu. caudatus

Nu. accumbens
Tuberculum olfactorius
Hippocampus

BW 723C86

SB 200646A
SB 206553

Plexus choroideus
limbisches System
Basalganglien, Cortex
Area postrema PBG
Nu. tractus solitarius

Substantia gelatinosa
Hirnnervenkerne des

unteren Hirnstamms

Amygdala, Hippocampus
Caudatum

BIMUL
BIMUS8

va. nigrostriatales
und mesolimbisches
System

SV(d) Darm

Vorderhirn ?
Cerebellum

Medulla spinalis

Hippocampus

Nu. supraopticus ?
Hippocampus

Habenula

dors. Raphe

Cortex (entorhinalis,

piriformis)

Nu. caudatus
Tuberculum olfactorius
Hippocampus
striatonigrale und
striatopallidale
Projektionsneurone

Ro 04-6790
Ro 64-0563

Thalamus. Hypothalamus ?
Hippocampuamygdala

Pindolol (pA)
Buspiron (pA)
Gepiron (pA)

WAY 100635
NAD-299

Methiothepin
SB-216641
SB-224289
CP 93129

SB 204741

SB 242084
RS-102221

Granisetron
Ondansetron
Tropisetron

GR 1.3808
GR 125487

Abkirzungen: AC:Adenylatcyclase; PLC: Phospholipase C;Splice-\ariante; Gs: stimulierendes G-Protein;
Gi: inhibierendes G-Protein; pAllpesionist; Nu.: Nucleus

Tab. 2: 5-HT-Rezeptoren
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1.1.7 Die serotonerge Synapse
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Abb. 9: Die serotonerge Synapse



1.2 Oxidativer Stress

1.2.1 Reaktive Oxygen and Nitrogen Spezies (ROS/RNS)

Die bedeutendsten Radikale in biologischen Systemen sind die Radikalderivate des
Sauerstoffs, die als Reaktive Oxygen Spezies (ROS) bzw. des Stickstoffs, die als
Reaktive Nitrogen Spezies (RNS) bezeichnet werden und unter die auch die freien

Radikale subsumiert werden (siehe Tabell&%3).

Name Formel ROS RNS Freies Radikal
Stickstofmonoxid NO* - + +
Peroxynitrit ONOO"~ - + +
Superoxid 02~ + - +
Wasserstdperoxid H202 + - -
Hydroxylradikal OH* + - +

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

Freie Radikale sind definiert als jede Art von Molekul mit unabhangiger Existenz, das ein

oder mehr ungepaartes Elektronenpaar enthalt (dargesteflj;raitt ungepaartes

Elektron bedeutet somit ein Elektron in einem OrbdA&t?* Oxidativer Stress
bezeichnet die Konsequenzen, die aus den ROSID,0, (ist ein ROS, aber kein

freies Radikal), OH und den RNS resultieren. ROS entstehen als Nebenprodukte der
normalen und anormalen metabolischen Prozesse, die molekularen Sauerstoffhutzen.
Das Gehirn bezieht seine Energie zum Grol3teil aus der mitochondrialen Atmungskette.

Die neuronale oxidative Phosphorylierung, die ATP durch Reduzierungyan &0

an der mitochondrialen Cytochromoxidase erzeugt{@H* + 4e => 2H,0], ist
direkt proportional zur neuronalen Aktivitat. Die Gene, die die Komponenten der
Atmungskette enthalten sind in nuklearer (nu) und mitochondrialer (mt) DNA enthalten,
wobei die mtDNA eine zehnmal hohere Mutationsrate als die nuDNA aufweist, und
weniger effektive Reperaturmechanismen be&itabadurch erhéht sich die
Wahrscheinlichkeit einer Lucke in der Elektronentransportkette, was zur Bildung von
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ROS fuhrt?*, zumal 90% des aufgenommenen Sauerstoffs von der mitochondrialen
Cytochromoxidase utilisiert werdéfi.Einige Enzyme, wie Monoaminoxidase (MAO),

Tyrosinhydroxylase und L-Aminooxidase produzieresOd als normales
Nebenprodukt ihrer Aktivitat® Anschliessend sollen eine wichtige Vertreter von ROS

und RNS kurz vorgestellt werden.

1.2.1.1 Stickstoffmonoxid (NO)

Endogen hergestelltes NGst ein wichtiges Molekil und spielt eine Schlisselrolle in
verschiedenen physiologischen Funktionen, wie der Regulation des Gefal3tonus

(endothelial-derived relaxing factor (EDRF)!%), Neurotransmission, Immunsystem
(respiratory burst® 139, Blutplattchenaggregation und Bronchodilatation.*N&Dauch

eine toxische Substanz, vor allem durch die Reaktion bei physiologischem pH*mit O

zu Peroxynitrit®, welches ein Hauptverursacher von N@rmittelter Toxizitat ist®

133134135 Dje chemische Wirkung von N@ann in zwei Effekte unterteilt werden:

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

von NO® an die Guanylatcyclase, die zur Herabsetzung des Gefaldtonus fihrt. Indirekte

Effekte resultieren bei Konzentrationen zwischen 10 und 20 uM. Es gibt eine
constitutive (cNOS) und induzierbare (iNOS) NSynthetasé® " Weil cNOS
geringere Level von NGsynthetisiert, sind direkte Effekte fur dieses System relevanter

als indirekte. Im Fall von iINOS werden hohere Konzentrationen vohilHEr einen

langeren Zeitraum erzeugt, so dass beide Effekte eine Rolle spielen kdnnen.

NO?* hat unter biologischen Verhaltnissen ein ahnliches Ldslichkeits- und

Diffusionsverhalten wie Sauerstoff. Mit einigen Metallkomplexen bildet M@étall-

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

Zink.*® Die Reaktion zwischen NQund Metallkomplexen hangt vom Valenzstatus des
Metalls und den Liganden in der Umgebung ab. Als Regel gilt, cRf3efiime hohere
Affinitat als Fe&3* zu NC hat. Ligandenstudien zeigten jedoch, daR Porphyrin die
Affinitat von NO® zum Metall enorm erhéht, so daR nun auchtfeine stabile
Verbindung bilden kant® Dartiberhinaus kann N@nit Oxyhamoglobin (zu

Methamoglobin und Nitrat®) und Oxymyoglobin reagieren. Eine weitere wichtige
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Funktion von NO beruht auf der Féhigkeit, ein hypervalentes Ham-Protein wieder in
seinen urprunglichen Oxidationsstatus zurtickzufiihren. Wasserstoffperoxid verursacht
z.B., dass aus Hamoglobin oder Myoglobin ein radikaler Komplex entsteht, der in der
Lage ist, Eisen freizusetzen. Das freie Eisen wiederum kann Uber die Fenton-Reaktion

weitere Biomolekiile oxidieren (z.B. DNA-Schaden). Die Reduktion des Hamoglobin-

Radikalen-Komplexes durch NCzeigt, da? NOauch antioxidative Fahigkeiten

besitzt*

Mit O, reagiert NOzu Reaktiven Nitrogen Spezies (RNS;QQIO,, NoO3 und N,Oy,
die im Zusammenhang mit Luftverschmutzung und ihrer zerstérerischen Wirkung auf

biologische Systeme gut untersucht sffdNO*® besitzt eine breitgefacherte
Wechselwirkung mit Makromolekiilen, einschliel3lich Proteinen (Guanylatcyclase,

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

Methyltransferase). Zusammenfassend besitZt €d regulatorische, protektive und

toxische Effekte.

1.2.1.2 Superoxid (@*)

Die Aufnahme eines einzelnen Elektrons durch ein Sauerstoffmolghiiln@ zur
Bildung eines Superoxid Radikals{0), das ein ungepaartes Elektron besitzt. Einer der

Hauptentstehungsorte furbDist die Elektronentransportkette in Mitochondrien und
im endoplasmatischen Retikulum. Einige Elektronen gehen der Kette verloren und gehen
dann direkt von intermediaren Elektronentransportern auifid®r, so daf? £ geformt

wird.Die Rate des Verlusts betragt unter physiologischen Sauerstoffbedingungen weniger
als 5% des gesamten Elektronenflusses, steigt aber an, wenn sich die

Sauerstoffkonzentration erhéfit.Zudem produzieren aktivierte phagozytierende

Zellen - Monozyten, Neutrophile, Eosinophile, Makrophagen, MikrdfftiaO,*-, um
aufgenommene Bakterien abzutoténEir sich allein hat Superoxid nur eine begrenzte
Reaktivitat. Aber es ist in der Lage, eine Reihe von Enzymen direkt zu inaktivieren, z.B.
die Kreatinkinas¥® und den NADH-Dehydrogenase-Komplex in der mitochondrialen

Elektronentransportkett€. Dariiberhinaus setzen einige Zelltypen, wie Fibroblasten,
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Lymphozyten und vaskulare Endothelzellen eine kleine MepYep@ysiologisch

148 149 150

frei , welches bei der Wachstumsregulation und bei intrazellularen

Signalprozessen eine Rolle spielen korinite.

1.2.1.3 Wasserstoffperoxid (KHO,)

Superoxiddismutase (SOD) entfernf’Cdurch die Umwandlung in Wasserstoffperoxid:

2 02.' +2 Ht => H202 + 02

Im menschlichen Gewebe existieren zudem noch einige weitere EnzymeQgie H

generieren kdnnen: L-Aminoséuren-Oxidase, Glykosylierende-Oxidase und

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

selbst nur wenig reaktiv ist.

Jedoch kann es Zellmembranen leicht durchdringe@,Htt nicht als freies Radikal

einzustufen, da es keine ungepaarten Elektronen besitzt. In menschlichen Zellen kann es
Uber zwei Systeme entfernt werden: Katalasen und selenium-abhangige Glutathion-

Peroxidasen. Dennoch isp®h daflr bekannt, dass es toxisch sein kann, vor allem ftir
Nervengeweb&? Die Toxizitat ist jedoch nicht durch direkte Effekte de©bl

verursacht; hochstens bei sehr hohen - unphysiologischen - Konzentrationen. Daflr ist

H-,0, ein Vorlaufer von hochpotenten, gewebeschadigenden Radikalen. Es reagiert tiber

die Fenton-Reaktion mit B&- oder Cd+*-lonen zu Hydroxylradikalen (OBl

Fe2t+ + H202 => Fe3t + OH® + OH-

Darlberhinaus reagiert®, ebenfalls mit Kupferionen zu CH

1.2.1.4 Hydroxylradikal (OH*®)

Hydroxylradikale reagieren mit groRer Geschwindigkeit mit fast allen Zellmoleklen,
einschlie3lich DNA und Membranlipiden, und setzen gewohnlich eine Kettenreaktion

von freien Radikalen in Gang. DNA-Schaden werden verursacht, ing@snrhiit Eisen-

24



oder Kupferionen reagiert, die an DNA gebunden sind, oder in ihrer Nahe vorkommen,

so dass Uber die Fenton-Reaktion ‘Okeigesetzt wird>

Fenton-Reaktion:  H,O, + FE* =>O0H® + OH + Fe3*

Ein weiterer zerstorerischer Effekt von Oist seine Reaktion mit Membranlipiden.
Hierbei wird von den Seitenketten der vielfach ungesattigten Fettsduren ein

Wasserstoffatom abgetrennt (siehe unten).

1.3 Lipidperoxidation

Mehrfach ungeséttigte Fettsduren (PUFA = polyunsaturated fatty acids) sind im
Vergleich zu gesattigten oder einfach ungeséttigten Fettsduren um ein vielfaches
anfalliger . Die Entfernung eines Wasserstoffatoms an einer Doppelbindung der
Fettsaure durch ein Radikal hinterlaf3t ein ungepaartes Elektron an dem Atom, mit dem
der Wasserstoff urspruinglich verbunden war. Je gro3er die Anzahl der Doppelbindungen

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

entsteht somit ein carbonzentriertes Radikal (Tl der Membran.

Lipid-H + Radikat => Lipid®* + Radikal-H

Die Lipid® - Radikale kdnnen nun verschiedene Wege einschlagen. Der wahrscheinlichste

in aeroben Zellen ist die Reaktion miy @u Peroxylradikalen: Lipid- &.

Lipid® + O, => Lipid- O,*

Peroxylradikale kdnnen nun ihrerseits Membranproteine (z.B. Rezeptoren oder
Enzyme) attackieren und ebenfalls Wasserstoffatome von angrenzenden

Fettsdureseitenketten entfernen.

Lipid- O,* + Lipid-H => Lipid-O,H + Lipid®
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Diese Entfernung von Wasserstoffatomen kann somit eine Kettenreaktion auslésen, die

zur Konversion von zahlreichen Membranlipiden zu Lipidhydroperoxiden (Lipld}O
fuhrt. Durch ein einziges Abléseereignis kdnnen somit hunderte von Seitenketten in
Lipidhydroxyperoxide umgewandelt werden. Die Existenz dieser Lipidhydroperoxide
innerhalb einer Membran stort ihre Funktion, wie z.B. Fluiditat, oder ermdglicht es
lonen, wie z.B. C&, die Membranbarriere zu durchqueren. Die Fortpflanzung der
Lipidhydroxyperoxide ist von verschiedenen Faktoren, wie dem Lipid-Protein-
Verhaltnis innerhalb der Membran, dem Aufbau der Seitenketten,glépQzentration

und der Anwesenheit von Antioxidantien abhangig. Das bedeutendste Antioxidans in

Lipiden ista-Tocopherol>*

Zudem entstehen durch die Lipidperoxidation eine Reihe von toxischen Aldehyden, wie
Malondialdehyd (MDA) und 4-Hydroxy-2,3-trans-nonefalDiese Aldehyde kdnnen
benachbarte Zellen, membrangebundene Enzyme oder Rezeptoren schadigen bzw.

inaktivieren.

Das Vorkommen der Lipidperoxidation in biologischen Membranen fihrt somit neben
einer Stérung der Membranfunktion mit Abnahme der Fluiditat auch zu Inaktivierung
von membrangebundenen Rezeptoren und Enzymen, sowie zu einer unspezifischen
Zunahme der Permeabilitat von2a>®

Hierbei stellt der Anstieg von intrazellularem?Caind die Verursachung von Protein-
und DNA-Schaden letztlich den weitaus grof3eren Beitrag zur Schadigung von Zellen
durch Oxidativen Stress dar, als die Lipidperoxidation fir sich. Der Nachweis von
Endprodukten der Lipidperoxidation kann aber dennoch daftir verwendet werden, die

Rolle von freien Radikalen in der Pathogenese von Krankheiten zu erfiéllen.

1.4 Adenosin-Rezeptoren

Die Fahigkeit des extrazellularen Nucleosids Adenosin und seiner Nucleotide AMP,
ADP und ATP, metabolische Prozesse zu regulieren, wurde seit der Erstbeschreibung
kardiovaskularer Effekte durch Drury und Szent-Gyorgi (1¥39¥° intensiv
untersucht. In der Folgezeit konnte eine grol3e Anzahl von Effekten an verschiedensten
Zelltypen nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen fuhrten schlief3lich zu der
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Nomenklatur purinerger Rezeptoren durch Burnstock (£&78). Nach dieser
Nomenklatur werden Rezeptoren, an die Adenosin (P1) oder Adenin-Nucleotide (AMP-
, ADP-, ATP-Nucleotide) (P2) binden, unterschieden. P1 Rezeptoren werden zudem
noch durch die Mdglichkeit der Inhibition durch Alkylxanthine, wie Coffein oder
Theophyllin, von P2 Rezeptoren differenziéftP1 Rezeptoren werden wiederum in

Al und A2 Subtypen durch ihre Fahigkeit, die Akkumulation von cAMP zu inhibieren
oder zu stimulieren, unterteilt. Sowohl Agonisten- und Antagonisten-, als auch cDNA-
Klonierungsstudien fuhrten zu einer Erweiterung der Klassifikation von Adenosin-
Rezeptoren, so dall man zum gegenwartigen Zeitpunkt Al-, A2a-, A2b- und A3-

Adenosin und R, P,y, P>t und B, Adenin-Nucleotid-Rezeptoren untertefit.

Adenosin ist ein endogener Neuromodulator, der die Funktion einer Reihe von anderen
Neurotransmittersystemen beeinflu3t. Auch die Freisetzung von Serotonin (5-HT) wird
durch Adenosin beeinflusst. Die Adenosin-Konzentration steigt bei Ischamie, Hypoxie,
oder Hypoperfusion sowohl im Gehiffy als auch im Herzéfr rasch an. Adenosin-
Spiegel sind auRerdem wahrend epileptischer Anféllmd gesteigerter neuronaler
Aktivitat erhoht™’

Die neuroprotektiven Méglichkeiten von Adenosin sind vielféltig. Adenosin vermindert
die Freisetzung des excitotoxischen Transmitters Glutamat und dessen postsynapische
Wirkung durch Reduktion der Aktivitat von NMDA-Rezeptoréh!® 170 Zudem fiihrt

es durch eine Erhohung de34Einstroms zu einer Hyperpolarisation der neuronalen
Membran, die zusatzlich durch die Hemmung des-E&nstroms unterstitzt wird, so

daR die Erregungsschwelle fiir Aktionsptientiale erhéht wird (siehe ABb.7).

Adenosin
‘/ \

Al-Rezeptor Al-Rezeptor

prasynaptisch postsynaptisch

c&*Einstrom} K *Einstrom t
Glutamat- NMDA-Rezeptor Hyperpolarisatior
FreisetzungJ Aktivierung |

\ Ca?*Einstromd

Neuroprotektion

Abb 10: Schematische Darstellung einiger wichtiger synaptischer Mechanismen, die relevant fur die
Adenosin-Al-Rezeptor vermittelte Neuroprotektion siid.
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Die Bildung von freien Radikalen wird ebenfalls durch Adenosin gehemmt. Adenosin
induziert die Synthese und Freisetzung neurotropher Faktoren und Cytokinen von Glia-
Zellen und fordert somit die Regeneration von beschadigten Neuronen im
Zusammenspiel mit anderen Wachstumsfaktoren. Adenosin triggert dartiberhinaus den
Zelltod durch Apoptose, was eine Rolle im Remodelling von Neuronenverbindungen
nach Trauma und Ischamie spielen kann. Die Elimination von irreversibel geschadigten
Zellen stellt somit neuen Raum fiir nachwachsende Zellen zur VerfagufhZudem

kann Adenosin die Angiogenese durch vermehrte Freisetzung des vaskularen
Endothelial-growth-factors (VEGF) steigefn.

Alle Adenosin-Rezeptoren bestehen aus sieben alpha-helikalen, transmembranaren
Domaénen, die durch drei intrazellulare und drei extrazellulare Loops verbunden sind. N-
und C-Termini befinden sich auf der extra- bzw. intrazellularen Seite. Die G-Protein-
gekoppelten Adenosin-Rezeptoren sind im zentralen Nervensystem, Herz, Blutgefal3en,
Nieren, Magen-Darm-Trakt, Hoden, Thrombozyten, Leukozyten und Fettzellen von

Saugetieren weit verbreitet.

Durch in-situ-Hybridisierung konnte gezeigt werden, dal3 Adenosin Al-Rezeptoren

(A;AR) im gesamten ZNS exprimiert werden. Hohe Konzentrationen y&mRA

konnten im Cortex, Cerebellum, Hippocampus (v.a. Pyramidenzellen der CA1-
Region}’®, Thalamu¥” und Striatum (vor allem an cholinergen Interneuronen und

corticostriatalen glutamatergen Neuronen) nachgewiesen werden.

Der AjAR hat ein Molekulargewicht von 36,7 kDa. Die Signal-Transduktion findet tber

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

inhibiert!”™ Die Stimulation von AAR verringert den extrazellularen 5-HT-Spiegel im

Hippocamus, so daR es zu einer Reduktion der serotonergen Transmission®Rommt.

Hierbei scheinen die AR an den Endigungen der serotonergen Neuronen lokalisiert zu
sein® Dagegen erhdhen,AR-Antagonisten wie Coffein die Serotonin-Konzentration

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

Cerebellum'® 183 184 Eine chronische Verabreichung vopAR-Antagonisten (Coffein,

Theophyllin) fuhrt Uber eine Effektinversion zu einer Zunahme der p-Hid 5-HT-
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Rezeptordichte im Cortex um 26-30%, was die Folge eines reduzierten serotonergen

Inputs darstellen kénnté&

Selektive AAR-Agonisten haben einen neuroprotektiven Effekt wahrend ischamischer
Ereignisse.’® So konnte gezeigt werden, dagMR-Agonisten Neurone gegen Schiaden

durch fokale oder globale Ischamien schiitzen kéfif{dbie kritische Rolle, die
Adenosin als einem endogenen, neuroprotektiven Faktor zukommt, konnte durch die
stark signifikante Zunahme der neuronalen Destruktion nach pra-ischamischer

Verabreichung von selektiven, AR-Antagonisten gezeigt werdéfi.Bei chronischer
Verabreichung von PAR-Antagonisten ergibt sich jedoch eine Effektinversion, die
durch die Hoch-Regulation von, AR ebenfalls zu einem neuroprotektiven Ergebnis

fuhrt.®® Diese Effektinversion ist direkt von der Dauer der Exposition abhangig.

Veranderungen derAR konnten bei neurodegenerativen Erkrankungen gezeigt werden.
Eine verminderte pAR-Dichte und damit eine Reduktion der neuroprotektiven Potenz

konnte im Hippocampus in den &uf3eren zwei Dritteln der Molekularschicht des G.
dentatus, an Pyramidenzellen der CA1-Region, sowie im Striatum von an M. Alzheimer

erkrankten Patienten nachgewiesen werdefy* 1

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

zeigen, dass A AR bei unterschiedlichen Spezies in grof3er Dichte im Striatum
vorkommen. Beim Menschen konnte mapipAR im Nc. caudatus, Putamen, Nc.

accumbens, Tuberculum olfactorium und dem lateralen Segment des Globus pallidus

nachweiseh®

In der Peripherie kommen2j-AR in der glatten Muskulatur von Gefafden vor, wo sie

vasodilatierend und hypotensiv wirkéfl.Zudem sind sie auf Membranen von
Thrombozytef (Inhibition der Aggregation) und Neutrophif€h(Inhibition der

Produktion von Sauerstoffradikalen) prasent.

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

Phenylethylaminol] des nichtselektiven Adenosin-Agonisten N-ethylcarboxamido-
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adenosin (NECA) ist. CGS 21680 hat eine hohe Affinitat 2 AR (Ki=14 nM) und

weist eine 140-fach hohere Selektivitat vopsAR gegeniiber AAR auf.

A2aAAR befinden sich gemeinsam mit Dopamip-Bezeptoren auf
striatopallidonigralen Projektionef. Die Aktivierung von AaAR fiihrt zu einer
Abnahme der Affinitat von Dopamin#Rezeptoren gegenuber Dopamin-Agonisten.
Im Gegenzug kénnen z.B.oA AR-Antagonisten wie Koffein und Theophyllin die
Effekte von D-Rezeptor-Agonisten potenzier€f Eine optimale antiparkinsonsche
Wirkung erzielt man durch die gleichzeitige Stimulation der striatonigralgrA@nist)
und Inhibition der striatopallidonigralen fPAgonist) Fasern. Aa AR-Antagonisten
konnten fur eine antiparkinsonsche Therapie in Kombination miREzeptor-
Agonisten deshalb in Frage kommen, da sie di@8onistische Wirkung potenzieren

konnent®

CGS 21680 beschleunigt die Freisetzung von exzitatorischen Aminosauren (Glutamat,

Aspartat), wogegen einep/\-Blockade sie unterdriick? Ao a-Antagonisten haben

somit einen cerebroprotektiven Effekt bei Isch&mie und sind in der Lage, ischdmische
Lasionen zu reduzierét. CGS 21680 ist weiterhin in der Lage, die Ausschiittung von

Acetylcholin (ACh) in Hippocampus und Striatum zu erh6fén.

1.5 Glutamat-Rezeptoren

Glutamat-Rezeptoren sind fir die rasche, exzitatorische Transmission im ZNS
verantwortlich. AuRerdem spielen sie sowohl fir plastische Ereignisse, wie
Gedachtnisbildung (long-term-potentiation), als auch flr chronische und akute
neurologisch-psychiatrische Erkrankungen wie Schlaganfall, Isch&mie oder
neurodegenerative Erkrankungen, wie M. Huntington, M. Parkinson, M. Alzheimer,
Amyotrophe Lateralsklerose eine RAfféHierbei scheinen durch Glutamat vermittelte
neurotoxische Effekte von Bedeutung zu sein, die zu dem Begriff der Exzitotoxizitat

fuhrten.

Die zuerst charakterisierten Glutamat-Rezeptoren waren ligandengesteuerte lonen-

Kanale, die schlie3lich ionotrope Glutamat-Rezeptoren genannt wurden. Die Rezeptoren
30



wurden nach ihren Agonisten Kainat, AMPA (a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolpropionat) und NMDA (N-methyl-D-aspartat) benannt. Da es weder einen
Agonisten, noch einen Antagonisten gibt, der Kainat-Rezeptoren klar von AMPA-
Rezeptoren unterscheidet, wurden sie auch als non-NMDA-Rezeptoren bezeichnet.
Dennoch handelt es sich bei beiden Rezeptoren um unterschiedliche Rezeptorkomplexe,
obwohl sie von den selben Agonisten aktiviert werden. Erregende, glutamat-vermittelte
synaptische Potentiale setzen sich aus einer schnellen, rasch verschwindenden, von non-
NMDA-Rezeptoren vermittelten Komponente und einem langsameren, von NMDA-

Rezeptoren vermittelten Anteil zusamnt&h.

Zudem konnten Glutamat-Rezeptoren nachgewiesen werden, die an G-Proteine
gekoppelt sind und hiertiber Enzymkaskaden und auch auch lonenkanéle regulieren. Auf

diese metabotropen Glutamat-Rezeptoren soll hier nicht eingegangen werden.

1.5.1 Non-NMDA-Rezeptoren

Obwohl Kainat und AMPA-Rezeptoren durch die gleichen Agonisten aktivierbar sind,
konnte durch Klonierungs-Studien gezeigt werden, dal3 unterschiedliche Rezeptor-
Komplexe vorliegen. Ligandenbindungsstudien und Experimente, bei denen rekombinante
Rezeptoren benutzt wurden, zeigen, dass vier Genorte AMPA-Untereinheiten und funf
Genorte Kainat-Untereinheiten codieren, aus denen schlie3lich die non-NMDA-

Rezeptoren zusammengesetzt werden.

Alle Glutamat-Rezeptor-Untereinheiten bestehen aus ca. 900 Aminosauren und weisen
ein Molekulargewicht von ca. 100 kDa &ff. Neben der unterschiedlichen
Zusammensetzung der Rezeptoren wird eine zusatzliche strukturelle und funktionelle
Diversifizierung durch Splice-Varianten der Untereinheiten erreicht, was zu kinetischen
und pharmakologischen Veranderungen féfirzudem besteht die Mdglichkeit des
RNA-Editing. So kann zum Beispiel in der Untereinheit GluR2 ein Austausch des CAG-
Kodons (Glutamin/Q) gegen ein CGG-Kodon (Arginin/R) stattfinden, was

Auswirkungen auf die C-Permeabilitat ha’ Dieses Q/R-Editing konnte ebenfalls
fur GIUR5 / -6 nachgewiesen werden. Zudem besteht bei der Untereinheit GIuRG6 die

Madoglichkeit, die Codons flr Isoleuzin zu Valin und Tyrosin zu Cystein
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auszutauscheff® Diese Moglichkeiten fiinren zu einer groRen Heterogenitét von Non-

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

Zum Schutz vor der Glutamat-vermittelten Exzitotoxizitat werden Non-NMDA.-

Rezeptoren gegenilber Glutamat rasch desensibffiSert.

Zur Unterscheidung von Kainat und AMPA-Rezeptoren dient die Wirksamkeit der
klassischen Agonisten L-Glutamat, Kainat, AMPA und Domoat. Zudem kann eine
Differenzierung durch die Antagonisten NS-#§2ind Cyclothiazid" erreicht werden
(Siehe Abb. 8).

T

KA-1 KA-2 GIuR5 GIuR6 GluR7 IuBl GIuR3 GluR2 GluR4
I | ] ]

High-Affinity Low-Affinity [H39-AMPA Binding Sites
[H3-Kainate Binding [H3-Kainate Binding
Sites Sites
KA>DA>Glu>>AMPA  DA>KA>Glu>>AMPA AMPA>>KA
L (|
Kainate Receptors AMPA Receptors

Abb. 11: Strukturelle Beziehung zwischen klonierten Kainat- und AMPA—Rezeptor-Untereinﬁgten

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

Plastizitat, Exzitotoxizitdt und Neurodegeneration.

1.5.1.1 Kainat-Rezeptoren

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

(Kp =5 nM) zum Liganden beteiligt sind. Die GIuR5/ -6/ -7 -Untereinheiten dagegen
bilden die Kainat-Bindungsstellen mit niedriger Affinitatgke 50-100 nM). Aus den

funf verschiedenen Untereinheiten kdnnen sowohl homo-, als auch heterogene Kainat-
Rezeptoren gebildet werden. (z.B. GIUR6/KA-2 Typ).
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1.5.1.2 AMPA-Rezeptoren

Die aus GluR1 /-2 /-3 / -4 -Untereinheiten bestehenden Rezeptorkomplexe zeigen die
physiologischen Kriterien, die fir AMPA-Rezeptoren charakteristisch sind. Dennoch
konnen die Rezeptoren, die aus diesen Untereinheiten zusammengesetzt sind, ebenfalls
durch Kainat aktiviert werder?® Alle rekombinanten AMPA-Rezeptor-Untereinheit-

Kombinationen, die die editierte GIuR2(Q) Untereinheit besitzen, zeigen eine gréRere

Ca*-Permeabilitat, als GIuR2(R) Kombinationen; die aber gleichzeitig 5-10 fach

geringer ist, als bei NMDA-Rezeptoréfi.Dennoch kdénnen diese Rezeptoren zu einem

betrachtlichen G&t - Einstrom in Neurone und Astrozyten fuhren. Dieséca
permeablen AMPA-Rezeptoren konnten an Interneuronen der hippocampalen CA3-
Regiort™®, cerebelldren Purkinje-Neurorfét retinalen BipolarzellerY,

hypothalamischen Neuron@hund nicht-pyramidalen neocorticalen Neurcign

nachgewiesen werden.

1.5.2 NMDA-Rezeptoren

Bis jetzt konnten sechs NMDA-Rezeptor-Untereinheiten identifiziert werden, die nach
ihren Gen-Orten in drei Familien unterteilt werden: NR1, NR2A-NR2D und NR3A.

Jede Untereinheit besitzt zwischen 900 und 1450 Aminosauren.

Durch die Kombination der verschiedenen Untereinheiten kdnnen die Rezeptoren im
Hinblick auf ihre Affinitat zum Liganden und der Offnungszeit des Kanals moduliert
werden. Zwar besitzt ein homomerer Rezeptor, der nur aus der Untereinheit NR1
besteht, alle Eigenschaften, die einen Rezeptor ausmachen. Durch die Co-Expression
einer NR2 Untereinheit erh6ht sich jedoch der Agonisten-induzierte Kationeneinstrom
um mehr als das Hundertfache. Die Einfuhrung einer NR3A-Untereinheit reduziert die
Offnungszeit des Rezeptor-Kanals und spielt damit ebenfalls eine regulatorische Rolle.
Dies legt die Annahme nahe, dal3 die meisten NMDA-Rezeptoren, ahnlich wie Kainat-
und AMPA-Rezeptoren, eine heteromere Zusammensetzung aus verschiedenen

Untereinheiten haben.

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

Rezeptoren. Sie besitzen sechs Bindungsstellen flir modulatorisch wirkende Liganden,
33



die die Wahrscheinlichkeit fir die Offnung des lonen-Kanals mit beeinflussen.
Einzigartig ist beim NMDA-Rezeptor, dass fir seine Aktivierung zwei verschiedene
Agonisten gleichzeitig an den Rezeptor-Komplex binden missen. Zusatzlich zur
konventionellen Agonisten-Bindung (Glutamat, Aspartat, NMDA) ist die Bindung von

Glycin als Co-Agonist fir die Aktivierung notwend.

Zudem sind mit Mé"‘, MK-801, Ketamin, und der Designerdroge PCP (Phencyclidin;
»=angel-dust®) vier Substanzen bekannt, die zu einer spannungs-abhangigen Blockade des
Kationen-Kanals fiihreff* Ein weiterer allosterischer Inhibitor der NMDA-Rezeptor-
Aktivierung ist der pH-Wert. Die Frequenz der Kanal6ffnung wird durch Protonen
reduziert. Ab einem pH-Wert von 6,0 ist die Rezeptoraktivierung nahezu vollstandig
unterdriick?? Ein oder mehrere Bindungsstellen, die Polyamine (z.B. Spermin,
Spermidin) binden, kbnnen ebenfalls zu einer Blockade fiihren. Dies kann dartberhinaus

noch durch eine Splice-Variante (Exon-Selektion) in der extrazellularen, N-terminalen
Domane der NR1-Untereinheit moduliert werden. Zusétzlich existiert e#ie- Ca

abhangige Form der Inaktivierung durch Calmodulin. Durch dét&instrom
interagiert Calmodulin mit dem C-Terminal der NR1-Untereinheit, was zu einer

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

reduzierte Kanal-Offnungszeit fulf®® AuRerdem inaktiviert die Ga/Calmodulin-

abhangige Phosphatase Calcineurin NMDA-Rezeptoren durch Dephosphorylierung.

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

Die Serotonin-Transporter(5-HTT)-Knockout-Maus enthalt eine durch homologe
Rekombination eingefuihrte Unterbrechung und folglich Inaktivierung des 5-HTT-Gens
(Slc6ad). Als Targeting-Konstrukt wurden 3°- und 5 -DNA-Fragmente (Kp1l, 5'-
TGAGATTCACCAAGGG GACG; Kp2, 3-CCTCCACCATTCTGGTAGCAT) mit

einer Lange von 7,5 kb, die Exon 2 des 5-HTT umfassen, mit einem
Antibiotikaresistenzgen verknipft. Der Targeting-Vektor wurde durch Elektroporation in
kultivierte Maus-129 R1 ES Zellen (embryonic stem cells) tberfihrt. Durch die
Integration des Targeting-Vektors wurde das 1,1 kb grosse (BamHI/Hindlll-) Fragment,
das im Wildtyp-Genom Exon 2 des 5-HTT enthalt, durch das Antibiotikaresistenzgen
ersetzt. Die DNA der transfizierten ES-Klone wurden mittels Asp718 in Fragmente
geschnitten und mit 3'-Proben, die die 5-HTT-Sequenz aul3erhalb des Targeting-Vektors
erkennen, mittels Southern-Blot-Analyse untersucht. Zwei ES-Klone, in denen die
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homologe Rekombination nachgewiesen werden konnte, wurden durch Mikroinjektion in
C57BL/6J-Blastozysten uberfuhrt, um Chiméren als Nachkommen zu erhalten.
Méannliche Chimaren wurden mit CD-1 und C57BL/6J Weibchen gekreuzt. Der Genotyp

der Nachkommen wurden durch Southern-Blot-Analyse von Schwanzbiopsien
ermittelt?*

1 kb
A — pPNTneo
| : X JE
¥ i r ]
1 M : A B 34 5 67 1 A .
_ﬂ_ i ! L : wild-type
I | genomic
H B HHN E
9.8 kb
46 kb 8.1 kb
5.8kb 3 probe
5' probe
M Il-r B N A a4 5 67 A
1 1 Ll | i
[ 7eo} i I i recombinant
/ +- ++ +f
_g am 'g.ﬁkb
210 -8.1kb

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

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

B: Southern-Blot-Analyse von transfiziertenES-Zellen.

C: Schwanzbiopsienvon Nachkommen nach Kreuzung von heterozygoten*‘if%]l’cfusen.
Wildtyp und mutante Allele korrespondieren bei 9,6- bzw. 8,1-kb-Fragmenten.
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Abb.13: Autoradiogramm: 5-HTT-Bindung vod #|RTI®
A-C: Veranderung der 5-HTT-Dichte in sagitalen Gehirnschnitten auf Héhe der Substantia
nigra.
D-F: Alcian-Blau-Farbung der gleichen Gehirnschnitte.

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

5-HTT/--Mause zeigen keine erhohte Sterblichkeit im Vergleich zu den SebTT
Mausen aus dem gleichen Wurf. Zudem sind sie fertil und bringen normale Wurfgréssen
hervor, wenn sie untereinander gekreuzt werden.

Anatomische Veranderungen und offensichtliche Entwicklungsdefizite konnten sowohl in
5-HTT+--, als auch in 5-HTT--Mausen nicht beobachtet werden. Es zeigten sich aber
diskrete Entwicklungsstorungen der sensorischen SysfériigZudem konnte eine
Reduktion aggressiven Verhaltens beobachtet wefden.

In 5-HTT+/--Mausen konnte durch quantitatij&259]RTI-Autoradiographie eine 50%ige

Reduktion der 5-HTT-Dichte nachgewiesen werden, wogegen bei 5M4-NIFusen in
allen Gehirnbereichen keine Bindung mehr nachzuweisen ist (siehe Abb. 8). Es konnte

jedoch gezeigt werden, dass in den 5-HFMausen ein um 450 Basenpaaren gekuirztes
5-HTT-Protein exprimiert wird. Das Protein ist weder funktional, noch kann es mittels

[125]RTI-Autoradiographie detektiert werdéf. Der 5-HT-Uptake bei 5-HTT--

entspricht nahezu dem bei 5-HTT-Mausen. In 5-HT7--Mausen lieR sich jedoch keine
5-HT-Aufnahme nachweisen. Im Gegensatz zu normalen Gewebespiegeln von 5-HT in

HTT++- und 5-HTT/--Mausen lieR sich in den 5-HTF-Mutanten eine 60-80%ige
Reduktion von 5-HT und 5-HIAA im Hirnstamm, frontalen Cortex, Hippocampus und
Striatum nachweisen, wogegen die Konzentrationen von Noradrenalin, Dopamin und
deren Metaboliten keine Veranderungen zeigte®urch in-vivo-Mikrodialyse konnten

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

Gewebespiegeln erhohte Konzentrationen bei 54 Wersus HTF/+- Mausert®
Immunhistochemisch konnte eine starke Abnahme von 5-HT im cerebralen Cortex
nachgewiesen werden; wogegen elektronenmikroskopische Untersuchungen keine
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Auswirkungen auf die Dichte der Synapsen ergdbel-HT, -Rezeptoren stellen sich

im Vergleich zwischen der 5-HTF - und der 5-HT¥+-Mausen im Nc. dorsalis raphe
sowohl auf Protein- als auch auf mMRNA-Ebene vermindert, im Hippocampus vermehrt
und in anderen Vorderhirnregionen unverandert’diat>® Die Dichte von 5-HJA-

Rezeptoren ist im Claustrum, cerebralen Cortex und lateralen Striatum von'5-HTT
Mausen um 30-40% vermindérf.

Der 5-HTT'/'Genotyp weist eine Assoziation mit dem M. Alzheimer auf. Bei der
Athiopathogenese dieser neurodegenerativen Erkrankung spielt der oxidative Stress eine
wichtige Rolle. Die vorliegende Arbeit befasst sich deshalb im ersten Teil mit der

Fragestellung, ob sich bei 5-H¥FMausen Veranderungen von Metaboliten des
oxidativen Stress ergeben. Aufgrund der vielfaltigen Interaktionen des serotonergen mit
dem glutamatergen und adenosinergen System wurden im zweiten Teil der Arbeit die
Adenosin- und Glutamat-Rezeptoren bei 5-HTMausen im Vergleich zu heterozygoten
und Wildtypmausen untersucht.
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2. Methodik
2.1 Malondialdehyd-Assay

Kohn und Liversedd¥& beschrieben 1944 als erste die kolorimetrische Reaktion von
Thiobarbitursaure (TBA) mit einer unbekannten Substanz wahrend der Inkubation von
Gehirnhomogenaten mit Luft. Patton und Kéftidentifizierten diese Substanz als
Malondialdehyd, ein Nebenprodukt der Lipidperoxidation (siehe oben). Die Reaktion von
Lipidperoxiden mit TBA wurde danach als sensitive Nachweismethode der
Lipidperoxidation in Geweben nachgewiesen. Der wichtigste Parameter, der die
Reaktivitat von Lipidperoxiden mit TBA beeinfluRt, ist der pH-W#étt.

Die Messung des Malondialdehyds erfolgte tiber einen fluorimetrischen Versuchsansatz
modifiziert nach Ohkawa et al. (197%) wobei Malondialdehyd (MDA) mit
Thiobarbitursaure (TBA) zu fluoreszierenden Farbpigmenten umgesetzt wird.

2.1.1 Gewebepraparation

Jeweils funf 5-HTT-Knockout-M&ause, heterozygote 5-HTT-defiziente Mause und
Wildtyp-Kontrolltiere wurden durch cervikale Dislokation getétet. Die Gehirne wurden
unmittelbar im Anschluld daran enthommen, in Isopentan schockgefroren und nach
Lagerung auf Trockeneis bei -70°C aufbewabhrt.

Von den Gehirnen wurde unter fortlaufender Kiihlung bei — 4° C die Bereiche Frontaler
Cortex (FC), Hippocampus (HIP), Hirnstamm (HS) und Cerebellum (CER) prapariert.
Die Préaparate wurden gewogen und in 1ml Plastik-Tubes (Sarstedt) auf Trockeneis
gelagert und anschliel3end bis zur weiteren Verarbeitung bei — 70° C gelagert.

2.1.2 Probenaufbereitung

Aus den Proben der verschiedenen Gehirnbereiche wurden zunédchst mittels eines manuell
betriebenen Glas/Glas Homogenisators (Braun, Melsungen), Homogenate erstellt. Dabei
wurde eine Konzentration von 15% Gewebe eingestellt. Als Homogenatmedium

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

verwendet. Wahrend der Homogenisierung wurden die Proben mit Argon-Gas bedampft,
um eine etwaige Reaktion mit Luft zu vermeiden. Zudem wurden die Proben in Eiswasser
gekunhlt. Im Anschluf3 daran wurden die Homogenate in Polystyrolréhrchen (Sarstedt
55526) umpipettiert und vor dem VerschlieRen erneut fir ca. 10 Sekunden mit Argon
bedampft. Die weitere Kihlung erfolgte weiterhin mit Eiswasser. Nach jeder einzelnen

38



Probe wurden sowohl das glaserne Homogenatgefal3, als auch der Potterstab mit Aqua
bidest gereinigt und anschliel3end getrocknet.

2.1.3 Versuchsansatz

Aus jedem Homogenat wurden drei Proben hergestellt. Die Reaktionsanséatze wurden in
10 ml Glasréhrchen, mit Schraubverschlul3 im Eiswasserbad angesetzt. Vor dem Versuch
wurden die Glasrohrchen und Schraubverschlisse tber Nacht in eine 0,1%ige HCI-
Losung eingelegt, danach in Aqua bidest gewaschen und im Trockenschrank getrocknet.
Zu 100 pl Homogenat wurden 200 pl 8,1%iges Natriumdodecylsulfat pipettiert. Im
Anschlul3 wurden die Proben ca. 10 Sekunden lang gevortext. Danach wurden zu allen
Proben 1,5 ml 20%iger Essigsaurepuffer, 1,5 ml 0,8%iges TBA (Fluka Chemie AG,
CH-Buchs) hinzugegeben. Weiterhin wurden die Proben mit 700 ul destilliertem Wasser
auf insgesamt 4 ml aufgefllt. Die Herstellung des Essigsaurepuffers erfolgte unter
Zugabe von 0,44 g Natriumhydrogen (Natriumhydroxid-Platzchen, Merck Darmstadt) zu
18,87 ml Essigsaure. Der pH-Wert des Essigsaurepuffers wurde auf 3,5 eingestellt, da
hier das pH-Optimum fiir die Reaktion li¢gt.Nach erneutem Vortexen erfolgte die
Inkubation im Schuttelwasserbad bei 95°-97°C fur 60 Minuten. Es wurde mittels
Thermostat und Thermometerkontrolle darauf geachtet, daf die Temperatur stets kleiner
100°C blieb. Nach einer Stunde wurden die Proben entnommen und im Eiswasserbad
abgekdhilt.

Als externer Standard wurde 1,1,3,3-Tetramethoxypropan (TMP) (Fluka) verwendet. Die
Standards wurden folgendermal3en hergestellt: 220 yl TMP wurden mit destilliertem
Wasser auf 10 ml aufgefillt und anschlieend gevortext (= Losung 1). Von Ldsung 1
wurden 0,1 ml entnommen und mit destilliertem Wasser auf 3 ml erganzt (=Lésung 2).
Nach dem Vortexen wurden von Lésung 2 75 pl entnommen und mit Tris-HCI-Puffer
(pH 7,4) auf 3ml aufgefillt (=L6sung 3). Die Anséatze fur die Standardkurve wurden
schlie3lich nach folgendem Pipetierschema erstellt:

nmol Lésung 3 Tris-HCI-Puffer (pH 7,4)
25 300ul ol
15 180pl 120l
10 120l 180l
5 60ul 240l
2 24pl 276l
1 12pl 2884l
0,5 6ul 294l
0 opl 300l

Tab. 4: Pipettierschema fiir die Standardkurve
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2.1.4 Messung

Unter weiterer Eiswasserkihlung wurde 1 ml der Probe unmittelbar vor der Messung in
Einmalkiivetten (Sarstedt 67742) pipettiert und im Photometer bei 532 nm veritéssen.
Die Extinktionswerte wurden manuell in eine Tabelle eingetragen. Im Anschluf3 an die
Messung der Proben erfolgte die Bestimmung der Standardkurvenwerte.

2.1.5 Auswertung

Mit Hilfe der Standard-MeRwerte wurde zunachst eine Standardkurve ermittelt. Dazu
wurden auf der Ordinate die TMP-Konzentrationen in nmol und auf der Abszisse die
Extinktionswerte aufgetragen. Mit Hilfe des Programms StatView Version 4.02 (Abacus
Concepts Inc.) wurden die Funktionen der Standardkurven errechnet. Durch Einsetzen
der Extinktionsmittelwerte der Gewebeproben in die Standardkurvenfunktion konnte nun
die Konzentration von Malondialdehyd in nmol/g bestimmt werden. Fur jede Hirnregion
(Frontaler Cortex (FC), Hippocampus (HIP),Hirnstamm (HS) und Cerebellum (CER))
von homozygoten, heterozygoten und knockout Mausen wurden die Mittelwerte der
MDA-Konzentration errechnet. Die Mittelwerte wiederum wurden mit dem Student-t-Test
(StatView) im Hinblick auf signifikante Unterschiede tberprift.

2.2 Autoradiographie

2.2.1 Gewebepraparation

Sieben 2-3 Monate alte 5-HTT-Knockout-Mause vom C57BL/6J Hinter&tundd

sieben Wildtyp-Kontrolltiere wurden durch cervikale Dislokation getotet. Die Gehirne
wurden unmittelbar im Anschluf3 daran entnommen, in Isopentan schockgefroren und
nach Lagerung auf Trockeneis bei -70°C aufbewabhrt.

2.2.2 Gefrierschnitte und histologische Farbung

Mit einem Cryotom (Microm, Walldorf) wurden Schnitte von 20 um Dicke angefertigt.
Die Gefrierschnitte wurden auf gelatine-beschichtete Glasobjekttrager durch Antauen
aufgezogen. Pro Objekttrager wurden zwei aufeinanderfolgende Schnitte aufgebracht.
Jeder 21. Schnitt wurde einzeln auf einen Objekttrager aufgezogen und zur Beurteilung
der Lokalisation nach Nissl gefarbt. Zur Nissl-Farbung wurden die Schnitte zun&chst in
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Aqua bidest. und anschlieRend fir 10 Minuten in 0,1%ige Cresylviolettldsung getaucht.
Nach kurzem Abspulen mit Aqua bidest. wurden sie in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70%, 90% und 100% Ethanol) differenziert und schlief3lich in Xylol Gberfuhrt. Zur
Gelatine-Beschichtung wurden die Glasobjekttrager zunachst fir 2 min in Aqua bidest
und im Anschluf3 daran 2 min in Gelatinelésung getaucht. Zur Herstellung der
Gelatineldsung wurde 5 g/l Gelatine in 50°C heil3es Aqua bidest, verrtihrt. Nach
Abkuhlung auf 30°C wurde 0,25 g/l Chrom-Kalium-Sulfat dazugegeben und ebenfalls gut
verruhrt. Die Objekttrager wurden frihestens nach drei Tagen Trocknung verwendet. Die
Gefrierschnitte wurden getrocknet und bei -70°C bis zur Farbung gelagert.

2.2.3 Autoradiographische Liganden-Bindung

2.2.3.1 DPCPX (AdenosinAl-Rezeptor)

Die Adenosin-Al-Autoradiographie wurde von Deckert éf‘ahdaptiert. Die Schnitte
wurden fur 30 Minuten in 150 mM Tris-HCI-Puffer (pH 7,4), der 2U/ml
Adenosindeaminase (Boehringer, Mannheim) enthielt, bei Raumtemperatur (21°C)
prainkubiert. Die Inkubation fand mit 2 nMH]8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthin
([BH]DPCPX) in 150 mM Tris-HCI-Puffer fiir 2 Stunden bei 4°C statt. Die unspezifische
Bindung wurde durch Zugabe von 20 mM-{R-phenylisopropyl)Adenosin

(Boehringer, Ingelheim) zum Inkubationspuffer determiniert. Die Schnitte wurden
schlieRlich fir jeweils 2 x 2 Minuten in 4°C kaltem Tris-HCI-Puffer gewaschen, kurz in
kaltes (4°C) destilliertes Wasser getaucht und danach unter einem Kaltluftgeblase
getrocknet. Anschlieend wurden die trockenen Schnitte sowie die 3H-Microscales-
Standardstreifen (Fa. Amersham, Braunschweig) in Siemens-Rontgenfilmkassetten auf
einem trittumsensitiven Film (HyperfildH, Fa. Amersham, Braunschweig) aufgelegt
und bei 4°C exponiert.

Die ubrigen Rezeptorbindungen wurden im Hinblick auf Liganden, Inkubationspuffer,

Inkubations- und Waschzeiten nach den Bedingungen in den unten aufgefiihrten Tabellen
modifiziert.

2.2.3.2 CGS 21680 (AdenosinA2A-Rezeptor)

Ligand Rezeptor Puffer Préinkubation Inkubation Waschen
CGS 21680 A2A 150 mM 30 min. 120 min. 2X2mn.
(4,5nM) TrisHd RT (21°C RT (21°C H20 dip
(pH 7.4) +10mM Mgd2  +10 mM Mgd2 4C
+2 U/m ADA +2 U/ml ADA

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

Ligand Rezeptor Puffer Préinkubation Inkubation Waschen
CGP39653  NMDA 150 M 30 min. 10 min. 2 x2,5min.
(10 nM) TrisHAQ  37° RT (21°Q) H20 dip
(pH 7.6) +1mM L-Glut 4 C
+2,5mM
CaCl2
Tab. 6: Protokoll fir den NMDA-Rezeptorliganden CGP 39653
2.2.3.4 AMPA (AMPA-Rezeptor)
Ligand Rezeptor Puffer Préinkubation Inkubation Waschen
AMPA AMPA 50 mM 30 min. 120 min. 2 X Ssec.
(20 nM) TrisHd 4C 4°C H20 dip
(pH 7.,4) +1mM L-Glut 4C
+100 mM
KSCN
Tab. 7: Protokoll fir den AMPA-Rezeptorliganden AMPA
2.2.3.5 Kainat (Kainat-Rezeptor)
Ligand Rezeptor Puffer Préinkubation Inkubation Waschen
Kainat Kainat 150 mM 30 min. 60 min. 2x 15sec.
(5 nM) TrisAcetat 4°C 4°C H20 dip
(pH 7.4) +1mM L-Glut 4C

Tab. 8: Protokoll fur den Kainat-Rezeptorliganden Kainat

2.2.4 Filmexposition und Entwicklung

Die Exposition von tritiumsensitivem Filmmaterial (Hyperfifrh‘r, Fa. Amersham,
Braunschweig) mit den radioaktiv markierten Hirnschnitten auf den Objekttragern erfolgte
in lichtdichten Rontgenfilmkassetten bei 4*C Zusatzlich wurden in jede Kassette 2 fur
Hirngewebe kalibrierte 3H-Microscales-Standardstreifen (Fa. Amersham, Braunschweig)
mit jeweils 8 aufsteigenden, radioaktiven Aktivitaten eingelegt. Nach einer
Expositionsdauer von 2-8 Wochen wurden die Filme in Neopress HC (Tetenal,
Norderstedt) fur 30 Sekunden entwickelt und nach einem kurzen Wasserbad in Superfix
(Tetenal) fur 4 Minuten fixiert. Die Filme wurden zunachst unter flieRendem Wasser
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gewaschen, in einem Kunststoffbehéalter mit Aqua bidest 30 Minuten lang gewéssert und
danach bei Raumtemperatur getrocknet.

2.2.5 Image-Analyse

Die Auswertung der entwickelten Autoradiographiefilme erfolgte mit Hilfe des Bild-
Analysesystems “NIH-Image 1.45” (Geary and Wooten, 188&jh einem Apple

Macintosh Computer (Apple Macintosh Centris 650 und Apple Macintosh 16™
Farbmonitor?*’ Zum Einlesen der Autoradiogramme wurde eine Videokamera (Hitachi
KP-c551 CCD, Hitachi Japan) mit dem Objektiv AF Micor Nikkor (Nikon, Japan) und
Anschluf® an den Apple-Rechner, sowie eine homogene Lichtquelle (Prolite Scan, Kaiser)
verwendet. Gespeichert wurden die Autoradiogramme auf einer magnetooptischen
Wechselplatte (Syquest EZ Drive 135 MB, Syquest 135 MB Removable Hard Disk
Cartridge). Die homogene Lichtquelle wurde zum Ausleuchten der Bilder mit gleicher
Intensitat, mindestens 60 Minuten vor MelR3beginn eingeschaltet, um Schwankungen der
Lichtintensitat zu vermeiden. Um den Einfall von Streulicht zu verhindern wurde das
Einlesen zum einen in einem abgedunkelten Raum durchgefuhrt. Zum anderen wurde das
Kameraobjektiv durch einen lichtabsorbierenden, schwarzen Photokarton bis zum Film
verlangert, so daf3 eine lichtdichte Réhre entstand, in die kein Streulicht einfallen konnte.
Vor dem Einlesen wurde die Blende der Kamera, der Abstand zum Autoradiogramm und
die Bildscharfe optimal eingestellt, so dal3 keine weiteren Veranderungen wahrend des
Einlesens vorgenommen werden muf3ten. Jeder einzelne Gehirnschnitt wurde separat
eingescannt und mit einem Namen versehen abgespeichert, so dal3 die Zuordnung der
Bilder zu ihren urspringlichen Schnitten zweifelsfrei erfolgen konnte.

Zur Messung der Grauwerte wurden die digitalisierten Bilder einzeln von der Festplatte
geladen. Die festgelegten Messbereiche (siehe Abb. 1-3) wurden manuell mit dem Cursor
umfahren und die Grauwerte mit Hilfe der Image-Software errechnet. Die errechneten
Werte wurden anschlie3end durch entsprechende Namen dem jeweiligen Schnitt
zugeordnet und abgespeichert.
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Abb.14: Region 1: Gyrus cinguli (Cgl), Frontaler Cortex (FrC), Parietaler Cortex (ParC),
Caudatoputamen (CPu), Nc. accumbens core (AcbC), Nc. accumbens shell (AcbSh),
Tuberculum olfactorium (Tub)

Abb.15: Region 2:RSGb, Cortex I-1V, Cortex V-VI, CAl Stratum (S.) oriens, CA1 S. radiatum, CA3
S. lucidum, CA3 S. radiatum, CA4, Gyrus dentatus (DG), Habenula (Hb), Thalamus lat.,
Thalamus post.

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

Zunachst wurden die abgespeicherten Grauwerte in das Tabellenkalkulationsprogramm
Excel 5.0 (Microsoft) geladen. Im nachsten Schritt erfolgte fir jeden MelRbereich die
Berechnung des Mittelwertes aus den jeweils korrespondierenden Schnitten. Aus den
mittleren Grauwerten (mGW = Transmission) erfolgte nun die Berechnung der optischen
Dichte (OD) mittels der Formel:

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

Die Transmissionsskala erstreckt sich hierbei von 255 (hell) bis 0 (dunkel); die OD-Skala
von 0 (hell) bis 2 (dunkel). Um das individuelle Schwéarzungsprofil zu ermitteln, lagen
Standardstreifen auf jederH]-Hyperfiim-Bogen, deren OD gegen ihr eigenes
Gewebsaquivalent (nCi/mg) aufgetragen wurde. Das Gewebséaquivalent wurde dem
Beipackzettel des Standards entnommen und um den Zerfallsfaktor entsprechend dem
zeitlichen Zerfall korrigiert. Mit dem Programm StatView wurde fur jeden Film eine
spezifische Standardkurve zur Berechnung des Gewebeéaquivalents ermittelt. Dabei gab
folgende Exponentialfunktion die Schwérzungseigenschaften der Filme am besten wieder:

2) y=a+bx+ck+da3
y= Gewebeaqgualent (nCi/mg) x=optische Dichte (OD)

Die Konstanten a,b,c und d der Exponentialfunktion wurden mit den Standardkurven fr
jeden Film neu bestimmt. Unter Berticksichtigung der spezifischen Aktivitat und der
Zerfallskonstanten (abhangig vom Herstellungsdatum), wurde dann die Konzentration
des gebundenen Liganden errechnet:

3) Konz. [fmol/mg Trockengewicht] = Gewebe&aquivalent [nCi/mg
Trockengewicht] / (spezifische Aktivitat * Zerfallsfaktor)

Im Anschlul3 an die Berechnung der Konzentration der gebundenen Liganden, wurden fur
Knock-out und Wildtyp-Méause die jeweiligen Mittelwerte und Standardabweichungen fir
jede gemessene Region ermittelt. Die Mittelwerte wiederum wurden mit dem Student-t-
Test (StatView) im Hinblick auf signifikante Unterschiede Gberprift.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay

Im Bereich des frontalen Cortex, im Hippocampus und im Cerebellum konnten im
Vergleich zwischen knockout, heterozygoten und Wildtyp-Mausen keine erhéhten
Malondialdehyd-Werte gemessen werden, so dal3 sich keine Hinweise auf eine Erhéhung
der Lipidperoxidation, bzw. des oxidativen Stress ergaben.

Lediglich im Hirnstamm, dem Ursprungsort serotonerger Faserverbindungen und dem
Sitz serotonerger Neurone, konnte eine signifikante Zunahme der Malondialdehyd-Werte
im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-Mausen registriert werden.

Im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-M&ausen ergab sich eine signifikante
Steigerung (p = 0,0046) der Malondialdehyd-Konzentration auf das 2,16-fache. Bei

heterozygoten Mausen war die Malondialdehydkonzentration im Vergleich zu
Wildtypmausen nur diskret erhoht (Erhéhung auf das 1,85-fache (p=0,0127).

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

600 MW SD
500 ko 189,44 62,61
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400 wt 191,03 34,08
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Grafik 2: Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay fir die Region Hippocampus
Abklrzungen: ko = knockout; het = heterozygot; wt = wildtyp; MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung

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

600 MW SD
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Grafik 4: Ergebnisse des Malondialdehyd-Assay fur die Region Cerebellum

Abkurzungen: ko = knockout; het = heterozygot; wt = wildtyp; MW = Mittelwert; SD =
Standardabweichung

3.2 Ergebnisse der autoradiographischen Untersuchungen

3.2.1 AMPA-Rezeptoren

Bei der Auswertung der autoradiographischen Untersuchungen der AMPA-Rezeptoren
ergab sich lediglich im retrosplenialen Cortex der Region 2 eine signifikante Abnahme der
AMPA-Rezeptoren um 13,10% (p=0,0281) bei den 5-#TVersus 5-HTT+- Mausen.

In keiner der Ubrigen untersuchten Bereichen aller drei Regionen konnten signifikante
Unterschiede festgestellt werden.

3.2.1.1 AMPA-Region 1
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Grafik 5: Autoradiographie-Auswertung AMPA-Region 1
3.2.1.2 AMPA-Region 2
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Grafik 6: Autoradiographie-Auswertung AMPA-Region 2
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3.2.1.3 AMPA-Region 3

1600

HMko Owt
1400 -

1200
1000

800

[frnlimg]

600

S i |

. . Lateraler Medialer
. Lat. peri- Dorsomed. peri- . .
N. raphe dorsalis aqueductales Gravaqueductales Grau entorhinaler entorhinaler
Cortex Cortex
ko 341.03 434.00 430.97 1011.62 161.67
wit 394.27 450.97 481.23 1228.89 1222.33
p 0.1653 0.6050 0.3065 0.3893 0.7694

Grafik 7: Autoradiographie-Auswertung AMPA-Region 3

3.2.2 Kainat-Rezeptoren

Bei der Auswertung der autoradiographischen Untersuchungen der Kainat-Rezeptoren
konnten in der Region 1 im Bereich des frontalen und parietalen Cortex ein signifikanter
Unterschied (p = 0,045 bzw. p=0,0345) zwischen 5-HTT Knockout-Mausen und
Wildtyp-M&ausen festgestellt werden. Hier zeigte sich demnach eine Verringerung der
Kainat-Rezeptoren im frontalen Cortex von Knockout-Mausen um 16,94% und im
parietalen Cortex um 17,00 % im Vergleich zu den Wildtyp-Mausen. In der Region 2
resultierte in den Cortex-Schichten I-IV ein Anstieg der Kainat-Rezeptor-Dichte um 14,63

% (p=0,0194 ) bei 5-HTT- versus 5-HTT*+-Mausen. In allen tbrigen Bereichen der
drei untersuchten Regionen fanden sich keine signifikanten Unterschiede.

50



3.2.2.1 Kainat-Region 1
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Grafik 8: Autoradiographie-Auswertung Kainat-Region 1

3.2.2.2 Kainat-Region 2

51



HMko O wt

mﬂﬁﬂﬂiﬁ Iﬁﬂﬂﬂlﬁh

o

Retrosplen. Cortex IV Cortex V-VI  CALS. oriens CA1 S. CA3S. CA3S. Gyrus dentatus Gyrus dentatus Habenula lateraler
Cortex radiatum lucidum radiatum aulten innen Thalalamus
ko 46.06 39.45 71.59 2112 20.27 173.47 28.96 56.74 66.62 80.49 28.30 12,91
wt 48.82 33.68 69.11 27.90 18.90 179.64 22.75 56.47 65.02 81.30 21.24 1131
p 0.4681 0.0194 0.5432 0.6951 0.7643 0.7367 0.0870 0.9416 0.7305 0.9067 07811 0.3946

Grafik 9: Autoradiographie-Auswertung Kainat-Region 2

3.2.2.3 Kainat-Region 3

90
HWko [Owt
80
70
60
g 50
=
E 40
30
20
10
0 Dorsomed.
N he d i Lat. perlaqeductaesP ductal Lat. entorhinaler Med. entorhinaler
raphe dorsalis Grau eriaqueductales Cortex Cortex
Grau
ko 69.64 68.23 72.75 70.75 72.31
wt 67.14 66.48 71.58 66.06 71.21
p 0.6718 0.7266 0.8417 0.6382 0.9096

Grafik 10: Autoradiographie-Auswertung Kainat-Region 3

3.2.3 NMDA-Rezeptoren

Aufgrund der hohen unspezifischen Bindung des Liganden (CGP) an das Gewebe,
konnte lediglich die Region 1 im Hinblick auf die Veranderung von NMDA-Rezeptoren
zwischen Knockout- und Wildtyp-Mausen ausgewertet werden.

52



3.2.3.1 NMDA-Region 1

In den untersuchten Bereichen gab es keine signifikanten Unterschiede der NMDA-
Rezeptoren im Vergleich zwischen Knockout- und Wildtyp-Mausen.
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p 0.6482 0.4080 0.4143 0.9675 0.6295

Grafik 11: Autoradiographie-Auswertung NMDA-Region 1

3.2.4 Adenosin A-Rezeptoren
Sowohl Region 1, als auch Region 2 zeigten keine signifikante Hoch- oder Herunter-
Regulation von AdenosinAl- Rezeptoren im Vergleich zwischen 5-HTT-Knockout- und

Wildtyp-Mé&usen.

In Region 3 konnte jedoch eine signifikante Hoch-Regulation der Adenosin Al-
Rezeptoren im Nc. raphe dorsalis um 21,12 % (p = 0,0447) nachgewiesen werden.
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3.2.4.1 Adenosin A-Region 1
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Grafik 14: Autoradiographie-Auswertung Adenosin Al - Region 1

3.2.4.2 Adenosin A-Region 2
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Grafik 14: Autoradiographie-Auswertung Adenosin Al - Region 2

3.2.4.3 Adenosin A-Region 3
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Grafik 14: Autoradiographie-Auswertung Adenosin Al - Region 3
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3.2.5 Adenosin A,-Rezeptoren

Autoradiographisch lasst sich der Adenosin A2A-Rezeptor ausschliesslich im
Caudatoputamen, Nc. accumbens und im Tuberculum olfactorium nachweisen. Somit
konnte lediglich die Region 1 im Hinblick auf die Veranderung von Adenosin A2A-
Rezeptoren zwischen Knockout- und Wildtyp-Mausen ausgewertet werden. In Region 2
und 3 fand sich keine spezifische Bindung an Adenosin A2A—Rezeptoren.

Bei den Adenosin A2A-Rezeptoren ergab sich ein Trend zu einer Down-Regulation der
Rezeptoren, der sich vor allem im Kern des Nucleus accumbens mit einer Verminderung

um 28,39% bei Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen manifestierte (p =
0,0599)

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

Die gezielte Inaktivierung spezifischer Gene in Mausen hat unzweifelhaft zu einer
Revolution in der Biomedizin gefuh#t Diese Techniken ermdglichen es durch
Veranderung oder Elimination individueller Gene, transgene Tiermodelle herzustellen, die
potente Werkzeuge fir die neurobiologische und psychopharmakologische Forschung
darstellen. Mittels dieser Techniken konnte unser bisheriges Wissen Uber die
Pathogenese von neuropsychiatrischen Krankheiten erheblich erweitert werden. Neben
der Klarung, welche Gen-Produkte in die Atiopathogenese von psychiatrischen
Krankheiten involviert sind, bieten die transgenen Tiermodelle zudem die Mdglichkeit,
komplexe Verhaltens- bzw. Charaktereigenschaften im Bezug auf — zuvor durch
Assoziationsstudien gewonnene — genetische Varianten zu untersuchen.

Der Neurotransmitter Serotonin, dessen Neurone ihren Ursprung in den Kernen der
Raphe nehmen, bildet ein weitverzweigtes System, das sich tUber nahezu alle
Gehirnbereiche erstreckt und die vielfaltigsten sowohl neuromodulatorischen, als auch
gezielt regulatorischen Effekte entfaltet. Neben seinem Einfluss in der
Gehirnentwickluné'® und auf das Immunsystéify stehen alle weiteren
Transmittersysteme in engem Kontakt bzw. in gegenseitiger Wechselwirkung zu 5-HT-
Neuronen. Auch aufgrund der bereits frih postulierten Rolle, die dem serotonergen
System in der Atiopathogenese psychiatrischer Krankigitemgeschrieben wurde und
dem Wirkmechanismus &lterer (Trizyklika) und neuerer (Selektive-Serotonin-
Wiederaufnahmehemmer — SSRI) antidepressiver Medikamente auf das serotonerge
System, bestand und besteht ein grof3es Interesse an der Erforschung dieses ,global
Players*.

Die Etablierung eines transgenen 5-HTT-Knockout-Mausmdtfedisiffnete einen bis

dahin nicht vorhandenen Einblick in das komplexe serotonerge Netzwerk und eine damit
verbundene mdagliche Aufklarung Uber Funktionsweise, Interaktion und
atiopathogenetische Einflisse des serotonergen Systems.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit bestand in der Untersuchung von Veranderungen
im Hinblick auf oxidativen Stress und auf Veranderungen sowohl adenosinerger und
glutamaterger Rezeptoren bei 5-HFTversus 5-HT¥-- und 5-HT F/*-Mausen. Die
Ergebnisse dieser Untersuchung sollen im folgenden diskutiert werden.

Die neurochemischen Untersuchungen von 5-HTT-Knockout-M&ausen im Vergleich mit
heterozygoten und Wildtyp-Mausen haben im Hinblick auf Oxidativen Stress ein
wesentliches Ergebnis gezeigt.
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Im Hirnstamm, dem Ursprungsort serotonerger Faserverbindungen und dem Sitz
serotonerger Neurone, konnte eine Zunahme der Malondialdehyd-Konzentrationen
gezeigt werden. Im Vergleich zu den Wildtyp-M&ausen ergab sich bei den Knockout-
Mausen eine signifikante Steigerung um das 2,16 fache. Bei den heterozygoten Tieren
konnte in der gleichen Region lediglich eine Tendenz zur Erh6hung der Lipidperoxidation
festgestellt werden.

Malondialdehyd entsteht neben einer Reihe von anderen toxischen Aldehyden (z.B. 4-
Hydroxy-2,3-trans-nonenal) als Endprodukt der durch oxidativen Stress verursachten
Lipidperoxidation an aus vielfach ungesattigten Fettsauren (PUFA) bestehenden
biologischen Membranefr® Die Ergebnisse weisen einerseits darauf hin, dass die
Lipidperoxidaton bei 5-HTT-Mausen im Bereich des Hirnstamms, und somit in einem
Bereich mit hoher Dichte serotonerger Perikarya, signifikant erhdht ist. Andererseits

konnte aus der Tendenz zur erhohten Lipidperoxidation bei 5#HMBusen eventuell

eine direkt proportionale Abhangigkeit der Schadigung durch oxidativen Stress zur
guantitativen Funktion des Serotonintransporters gefolgert werden. Dies kdnnte darauf
hinweisen, dass das Ausmal der oxidativen Schadigung umso grof3er ist, je niedriger die
Transportkapazitéat des 5-HT-Transporters ist.

Beim Mensch wird die Expressionsrate des Serotonintransporters um das 1,4 — 1,7-fache
und somit auch die Serotonin-Wiederaufnahme um 30 — 40 % bei I/I-Genotyp versus I/s-
oder s/s-Genotyp erhdht und somit durch die Lange des repetiven Elements (5-HTTLPR)
malf3geblich beeinflusst. Die Verteilung der Allele innerhalb der Bevélkerung liegt bei 32%
/I, 49% /s und 19% s/&* Die Erhohung des oxidativen Stresses im Hirnstamm von 5-

HTT---Mausen kann also zu der Annahme fiihren, dass bei Individuen, die eine I/s- oder
s/s- Allelkonfiguration des 5-HTTLPR aufweisen, die Wahrscheinlichkeit fir das
Auftreten von oxidativen Schaden in diesem Bereich erhoht ist. Interessanterweise
nehmen gerade im Nucleus raphe dorsalis serotonerge Typ-D-Fasern ihren Ursprung.
Typ-D-Fasern besitzen im Vergleich zu M-Fasern eine erhdhte Vulnerabilitat im Hinblick
auf Neurotoxizit&°, so dass von einem stark schadigenden Effekt des oxidativen
Stresses in diesem Bereich auszugehen ist.

Die durch Lipidperoxidation entstehenden toxischen Aldehyde (v.a. Malondialdehyd, 4-
Hydroxy-2,3-trans-nonenal) fihren neben einer Stérung der Membranfunktion auch zur
Abnahme der Fluiditat, Inaktivierung von membrangebundenen Rezeptoren und

Enzymen, sowie zu einer unspezifischen Zunahme der Permeabilitat #orAGa dem

Anstieg intrazellularen G4 kénnen Protein- und DNA-Schaden resultieren, die zu
Funktionsstérungen oder zum Untergang von Zellen fiihren k&fthen.
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Die Auswirkungen des oxidativen Stress und die damit verbundenen Schadigungen an
Neuronen im Hirnstamm kdnnten zu weiteren Veranderungen oder Schadigungen im
weitverzweigten Netzwerk serotonerger Projektionen beitragen, so dass auch andere
Transmittersysteme und Projektionsgebiete in Mitleidenschaft gezogen werden kénnten.
Zudem spielt das serotonerge System eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung
des ZNS, so dass auch hier die Auswirkungen oxidativer Zellschadigungen oder
Veranderungen der neuronalen Funktionalitat zu weitreichenden Folgen im Hinblick auf
die neuromodulatorische Wirkung des serotonergen Systems bei der Gehirnentwicklung
und —reifung fuhren konnten.

Die Befunde Uiber erhéhten oxidativen Stress im Hirnstammbereich bei %NElsen

und eine tendenzielle Assoziation mit der quantitativen Funktion des Serotonintransporters
deckt sich ebenfalls mit dem Nachweis der Assoziation des I/s- bzw. s/s-Genotyps des 5-
HTT-Gen-Promotors (5-HTT gene-linked polymorphic region, SHTTLPR) mit

Demenzen vom Alzheimer-Typ.

Vor allem bei der Demenz vom Alzheimer-Typ fugen sich die oben dargestellten Befunde
der vorliegenden Arbeit in die bereits bestehenden Ergebnisse zahlreicher Untersuchungen
ein. Durch post-mortem Untersuchungen von Alzheimer-Patienten liel3 sich eine Zunahme
der Lipidperoxidation und deren neurotoxische Aldehyde (v.a. 4-Hydroxy-2,3-trans-
nonenal) sowie eine gesteigerte Protein- und DNA-Oxidation nachweisen. Zudem liel3
sich eine Abnahme der vielfach ungesattigten Fettsauren (PUFA) und oxidationssensitiver
Enzyme (Glutaminsynthetase, Kreatininkinase) nachwétdtine zunehmende Anzahl

von Assoziationsstudien erhéartet den Beweis, dass das Allel des 5SHTTLPR mit niedriger
Aktivitat (s/s-Genotyp) einen Risikofaktor fur die Entstehung von late-onset Alzheimer-
Demenzen darstefit? In Hirnstamm-Kernen bei Alzheimer-Demenz wurde eine
Degeneration von serotonergen Raphe-Neuronen beschfi&parfe! 262 263 264 Djege
Untersuchungen zeigen einen starken Verlust serotonerger Neurone mit einer
Degeneration bis zu 50%. Zudem wurden neurofibrillare Tangles (NFTSs) - die
proportional zum neuronalen Zellverlust augepragt warenund senile Plaqu#$ in
Raphekernen bei Alzeimer-Demenz gefunden. NFTs sind durch die Aggregation und
Hyperphosphorylierung von Tau-Proteinen in gepaarte, helikale Filamente charakterisiert.
Die Phosphorylierung von Tau-Proteinen wiederum ist eng mit der Oxidation durch die
mikrotubuli-assoziierte Proteinkinasekaskade und durch die Aktivierung des

Transkriptionsfaktors NKB verbunden. In vitro kontrolliert die Oxidation von Cystein

in Tau-Proteinen den Zusammenbau von gepaarten, helikalen Filamenten. Die Rolle
oxidativer Schaden in der Entstehung von NFTs wird zudem durch den Nachweis von
Proteinkarbonylen, Nitrotyrosin, einem Marker fur das potente Radikal Peroxynitrit, 4-
Hydroxy-2,3-trans-nonenal, Acrolein, einem weiteren hochreaktiven Aldehydprodukt der
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Lipidperoxidation und Advanced-Glycation-End-Products (AGE) gestiitzter Verlust
serotonerger Neurone in den Raphe-Kernen von Alzheimer-Patienten geht einher mit
einem Verlust serotonerger Endigungen, die von einer Reduktion des 5-HTT zwischen
30-40% in verschiedenen serotonergen Projektionsgebieten, darunter den frontalen und
temporalen Cort&®® 2°° ?°sowie dem entorhinalen Cortex und dem Hippocaiipus
begleitet sind.

Mittels autoradiographischer Untersuchungen konnten im wesentlichen zwei Befunde
erhoben werden. Zum einen ergab sich eine signifikante Hoch-Regulation der
AdenosinA-Rezeptoren (AAR) im Nucleus raphe dorsalis um 21,12% (p=0,0447) und

eine Tendenz zur Herunter-Regulation dgA/Rezptoren um 28,39% (p=0,0599) im

Bereich des Nucleus accumbens. Im Gegensatz zum Nucleus raphe dorsalis waren keine
Veranderungen der AR in den serotonergen Projektionsgebieten zu finden.

A;AR-Agonisten haben einen neuroprotektiven Effekt wahrend ischamischer

Ereigniss€/? Adenosin vermindert die Freisetzung des exzitotoxischen Transmitters
Glutamat durch Reduktion der Aktivitdt von NMDA-Rezeptoren. Zudem fuhrt es zur

Hyperpolarisaton (Erhéhung der Erregungsschwelle) des Neurons durch vermehrten K
Einstrom, und senkt die Bildung freier Radikale. Zudem induziert Adenosin die Synthese

und Freisetzung von neurotrophen Faktoren und Cytokinen durch Glia-Z&R&rt"
276 277

Die Hoch-Regulation der Adenosin ARezeptoren im Nucleus raphe dorsalis kbnnte

somit als neuroprotektive Antwort auf die Erh6hung des oxidativen Stresses in diesem
Bereich interpretiert werden.

Adenosin A-Rezeptoren besitzen zudem die Fahigkeit, den extrazellularen 5-HT-Spiegel

zu senkefi® ?’°, was der quantitativen Verminderung des Rucktransportes bei I/s- oder
s/s-Genotypen des Serotonintransporters und somit den erhéhten 5-HT-Konzentrationen
im Hirnstamm von 5-HTT-Knockout-Maus&h entgegenwirken konnte.

AdenosinAA-Rezeptoren hingegen beschleunigen die Freisetzung von Glutamat,
wogegen eine pA-Blockade diese unterdrickt: A,A-Rezeptoren sind in der Lage, die

Konzentration von extrazellularem 5-HT zu erhoFféiDie Tendenz zur Herunter-
Regulation der AA-Rezeptoren im Nucleus accumbens konnte also ebenfalls auf einen

gegenregulatorischen Effekt im Hinblick auf erhdhte extrazellulare 5-HT-Werte
hinweisen.
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5. Zusammenfassung

Um die Auswirkungen der allelischen Expressionsvariabilitdt des 5-HTT auf das Gehirn
zu untersuchen, wurde eine transgene 5-HTT-Knockout-Maus entwickelt, die als
Grundlage der Untersuchungen der vorliegenden Arbeit diente. Vor allem aufgrund der
Assoziation des kurzen Allels des 5-HTT-Promotorpolymorphismus mit M. Alzheimer
wurde die Untersuchung der Mausegehirne im Hinblick auf Veranderungen von
Metaboliten des oxidativen Stresses, der als ein atiopathogenetischer Faktor bei der
Entstehung des M. Alzheimer gilt, vorgenommen. Zudem wurden aufgrund der
vielfaltigen Interaktionen des serotonergen Systems mit den Systemen der
Neurotransmitter Adenosin und Glutamat sowie aufgrund der Bedeutung des
serotonergen Systems fur affektive Erkrankungen autoradiographische Untersuchungen
mit der Fragestellung nach Veréanderungen auf Rezeptorebene im adenosinergen und
glutamatergen System durchgefihrt.

Zur Detektion oxidativer Verdnderungen wurde mit Hilfe des Malondialdehyd-Assays die
Substanz Malondialdehyd als Marker fiir die Lipidperoxidation gemessen. Die
Autoradiographie wurde mittels radioaktiv markierter Liganden fur die Adengsinmd
A,a-Rezeptoren, sowie fir NMDA-, AMPA- und Kainat-Rezeptoren als Vertreter der

ionotropen Glutamatrezeptoren durchgeftihrt.

Bei der Untersuchung der Lipidperoxidation ergab sich ein signifikanter Anstieg des
oxidativen Stresses im Hirnstammbereich — dem Ursprungsort der serotonergen Neurone
— bei 5-HTT-Knockout-Mausen im Vergleich zu Wildtypmausen. Bei den heterozygoten
5-HTT-defizienten Mausen zeigte sich lediglich eine Tendenz zu erhéhten oxidativen
Veranderungen. Diese Befunde stimmen mit Ergebnissen von Untersuchungen an post-
mortem Gehirnen von Alzheimer-Patienten tberein. Dort wurde in friiheren Arbeiten
ebenfalls eine Zunahme der Lipidperoxidation gefunden, begleitet von einer Degeneration
serotonerger Raphe-Neurone und dem damit einhergehenden Untergang serotonerger
Terminalen in verschiedenen serotonergen Projektionsgebieten, sowie dem Auftreten
neurofibrillarer Biindel und seniler Plaques in der Raphe. Der Nachweis der erhdhten
Lipidperoxidation bei 5-HTT-Knockout-Mausen erhartet somit den Verdacht, dass das
kurze Allel des 5-HTTLPR, welches mit einer geringeren Expression von 5-HTT
einhergeht, einen Risikofaktor fur die Entstehung von late-onset Alzheimer-Demenzen
(mit spatem Beginn) darstellt.

Bei 5-HTT-Knockout Mausen besteht eine signifikante Hoch-Regulation der Adenosin
A;-Rezeptoren im Nucleus raphe dorsalispaxdem zeigt sich ein Trend zur Herunter-

Regulation der AdenosinA-Rezeptoren im Nucleus accumbens. In diesem
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Zusammenhang ist wichtig, dass AdenosijrA@onisten und Adenosin A-
Antagonisten zu einer Reduktion der Freisetzung des potentiell neurotoxischen

Neurotransmitters Glutamat fuhren. ferdem bewirken Adenosin;AAgonisten durch

eine Hyperpolarisation eine Anhebung der Erregungsschwelle des Neurons und eine
verminderte Bildung freier Radikale. Zudem induziert Adenosin die Synthese und
Freisetzung von neurotrophen Faktoren und Zytokinen durch Gliazellen. Adengsin A
Antagonisten erhohen zudem die Konzentration extrazellularen 5-HT’s. Die
autoradiographischen Befunde kénnen somit einerseits eine neuroprotektive Antwort auf
die Erhdhung des oxidativen Stresses darstellen und zum anderen gegenregulatorisch auf
die erhohten extrazellularen 5-HT-Spiegel der 5-HTT-Knockout-Mause wirken.

In der vorliegenden Arbeit konnten somit pathophysiologische und adaptive

Veranderungen nachgewiesen werden, die die Bedeutung des serotonergen Systems fur
neurodegenerative Prozesse und den M. Alzheimer unterstitzen.
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