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I Einleitung 

1 Das serotonerge System 

1.1 Vorkommen und Bedeutung von 5-HT 

Das biogene Monoamin Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) gehört zu den 

phylogenetisch ältesten Botenstoffen und ist im Tier- und Pflanzenreich sehr weit 

verbreitet. In Mammalia wirkt Serotonin als Neurotransmitter im zentralen (ZNS) und 

peripheren Nervensystem (PNS), erfüllt aber auch zahlreiche hormonelle Aufgaben in 

extra-neuronalen Geweben (Abb. I.1, Tabelle I.1). Diese funktionelle Dualität des 

serotonergen Systems ist für alle Vertebraten charakteristisch (Absch. I.2.2) [WALTHER 

und BADER, 2003]. 

 

 
 

Der Trivialname Serotonin leitet sich von dessen ursprünglicher Entdeckung im Blutserum 

ab, wo es durch Kontraktion der glatten Gefäßmuskeln den Tonus der Blutgefäße reguliert 

[RAPPORT et al., 1947, 1948]. Jedoch konnte bereits im Jahr 1937 eine Enteramin 

genannte Substanz aus der Darmschleimhaut isoliert werden, welche die Darmmotilität 

stimuliert und später als 5-HT identifiziert wurde [ERSPAMER und ASERO, 1952; 

ERSPAMER und VIALLY, 1937]. Erst anschließend wurde 5-HT im Gehirn und vielen 

weiteren Organen und Geweben nachgewiesen und seine vielseitige funktionelle 

Bedeutung in zahlreichen physiologischen und pathophysiologischen Prozessen in ZNS 

und Peripherie gezeigt (Abb. I, Tabelle I.1) [TWAROG und PAGE, 1953]. 

Abbildung I.1 Die Dualität des 
serotonergen Systems. Die Synthese von 
Serotonin (5-HT) wird durch die zwei 
Isoformen der Tryptophan-Hydroxylase 
(TPH) katalysiert, mit TPH1 in peripheren 
Geweben und TPH2 im Gehirn. Die 
peripheren und zentralen Funktionen von 
5-HT werden unterschiedlich reguliert 
und können unabhängig voneinander 
manipuliert werden. Dysregulationen der 
beiden serotonergen Systeme führen zu 
spezifischen pathologischen Zuständen. 
An der Pathogenese von Migräne und 
Alkoholismus scheint hingegen 5-HT aus 
beiden Quellen beteiligt zu sein. 
Modifiziert nach [WALTHER et al., 2003a]. 
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Tabelle I.1 Organe und Gewebe, die 5-HT enthalten und TPH1 bzw. TPH2 exprimieren. Modifiziert nach 
[PETER, 2006]. 
 

    
Organ / Gewebe Zelltyp Biomolekül Referenz 
    
    
Gehirn Rapheneuronen 5-HT und TPH2* [WEBER und HORITA, 1965] 
    
PNS enterische Neuronen 5-HT und TPH2 [COTE et al., 2003] 
    
Epiphyse Pinealozyten 5-HT und TPH1 [SUGDEN, 2003] 

Auge retinale Zellen 5-HT und TPH1# [GREEN und BESHARSE, 1994]

gastrointestinaler Trakt enterochromaffine Zellen 5-HT und TPH1# [WEBER und HORITA, 1965] 

Nebenniere adrenochromaffine Zellen 5-HT und TPH1# [DELARUE et al., 1992] 

Niere Tubuli, Cortex, glomeruläre 
Epithelzellen, mesangiale Zellen 

5-HT und TPH [SOLE et al., 1986] 

Blut Thrombozyten 5-HT und Tph1-mRNA# [CHAMPIER et al., 1997] 
 Lymphozyten, Makrophagen,   
 Mastzellen 5-HT und TPH1# [FINOCCHIARO et al., 1988] 

Milz T-Lymphozyten? 5-HT und TPH1# [YOUNG et al., 1993] 

Pankreas Langerhanssche β-Zellen 5-HT und TPH1# [BARBOSA et al., 1998] 

Lunge neuroendokrine Zellen 5-HT und TPH1# [NEWMAN et al., 1993] 

Hoden Leydigzellen 5-HT und TPH [FRUNGIERI et al., 1999] 

Zunge Geschmacksknospen 5-HT und TPH [FUJIMOTO et al., 1987] 

Brustdrüse Epithelzellen 5-HT und TPH1 [MATSUDA et al., 2004] 

Embryo Zygoten, Blastozysten 5-HT und TPH [WALTHER und BADER, 1999] 
    

 

#,* Dabei handelt es sich nach heutigem Kenntnisstand auf Grundlage der gewebespezifischen Expression der beiden 
TPH-Isoformen um TPH1# oder TPH2*. 
 

In Mammalia kommt peripheres Serotonin hauptsächlich im Gastrointestinaltrakt vor 

(60 - 90 %) und spielt eine wichtige Rolle bei der Verdauung [MCLEAN et al., 2007]. 5-HT 

wird überwiegend in den enterochromaffinen Zellen (EC) der Magen-Darm-Schleimhaut 

gebildet, findet sich aber auch in Neuronen des enterischen Nervensystems (ENS), von 

denen 2 - 20 % 5-HT bilden. EC-Zellen setzen in Reaktion auf intraluminale mechanische 

und chemische Reize 5-HT frei, das als parakrines Signalmolekül entweder direkt auf die 

sekretorische und motorische Aktivität benachbarter Epithel- und glatter Muskelzellen 

wirkt oder als Neurotransmitter neuronale Schaltkreise des ENS aktiviert, welche 

Darmmotilität, gastrointestinalen Blutfluss und Sekretion regulieren [LOMAX et al., 2006; 

ORMSBEE und FONDACARO, 1985]. Pathologische Zustände, wie Erbrechen, Diarrhöe und 

Reizdarmsyndrom (IBS, irritable bowel syndrome) wurden mit intestinalem Serotonin in 

Verbindung gebracht. Von EC-Zellen ins Blut freigesetztes 5-HT wird von Thrombozyten 

aufgenommen und in großen Mengen in Vesikeln gespeichert [ORMSBEE und 

FONDACARO, 1985]. Seiner Freisetzung aus Thrombozyten kommt eine entscheidende 

Bedeutung bei der primären Hämostase und der Leberregeneration zu [HOLLAND, 1976; 

LESURTEL et al., 2006; WALTHER et al., 2003b].  
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Die höchsten peripheren 5-HT-Konzentrationen finden sich jedoch in der Epiphyse, die für 

die Synthese des Neurohormons Melatonin verantwortlich ist (Absch. I.1.2.2), das als 

neuroendokrines Signal die zirkadianen und saisonallen Biorhythmen, wie sexuelle 

Reifung und Fortpflanzungsverhalten, Thermoregulation und Schlaf vermittelt [SHEDPURE 

und PATI, 1995].  

Serotonin spielt zudem eine Rolle in der Embryonal- und Milchdrüsenentwicklung 

[GASPAR et al., 2003; MATSUDA et al., 2004; WALTHER und BADER, 1999], der Herzfunktion 

[COTE et al., 2003], bei Krebs [CATTANEO et al., 1993; WALTHER et al., 2002], pulmonärer 

Hypertonie [MORECROFT et al., 2007] und T-Zell vermittelter Immunantwort [FINOCCHIARO 

et al., 1988; GEBA et al., 1996] sowie der Insulinauschüttung aus pankreatischen β-Zellen 

[PAULMANN et al., eingereicht]. 

Da 5-HT hydrophil ist, kann es die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren und wird im Gehirn 

durch die serotonergen Neuronen des Hirnstamms gebildet (Absch. I.4.1). Als zentraler 

Neurotransmitter (Absch. I.3) ist Serotonin u. a. an der Regulation der allgemeinen 

Stimmungslage [LUCKI, 1998], dem Sexualverhalten [GIAMMANCO et al., 1997], der 

Nahrungsaufnahme [MAURI et al., 1996] und des Schlafes [DUGOVIC, 2001] beteiligt 

(Abb. I.1). Dysregulationen im serotonergen System konnten zudem mit einer Vielzahl 

neuropsychiatrischer Erkrankungen des Menschen in Zusammenhang gebracht werden 

(Abb. I.1, Absch. I.4.2) [LUCKI, 1998]. 

 

1.2 Der 5-HT-Stoffwechsel 

1.2.1 Biosynthese und Katabolismus 

Die Biosynthese von 5-HT ist hochgradig reguliert und erfolgt in zwei Schritten ausgehend 

von der natürlich vorkommenden essentiellen Aminosäure L-Tryptophan (Trp, Abb. I.2) 

[WALTHER et al., 2003a]. Im ersten und zugleich geschwindigkeitsbestimmenden Schritt 

wird Tryptophan zu 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) hydroxyliert. Diese Reaktion erfordert 

Fe2+-Ionen als Kofaktor sowie molekularen Sauerstoff (O2) und Tetrahydrobiopterin (BH4) 

als Kosubstrate und wird durch das Enzym Tryptophan-Hydroxylase (TPH) katalysiert 

[LOVENBERG et al., 1967]. Die anschließende schnelle Decarboxylierung von 5-HTP zum 

5-Hydroxytryptamin wird durch ubiquitär exprimierte Vitamin B6-abhängige Aromatische- 

Aminosäure-Decarboxylasen (AAAD) katalysiert, die auch an der Biosynthese der 

Katecholamine (Absch. I.2.1) beteiligt sind. Das Enzym Tryptophan-Hydroxylase kommt in 

zwei Isoformen (TPH1 und TPH2) vor und spiegelt die funktionelle Dualität des 

serotonergen Systems auf molekularer und biochemischer Ebene wider (Absch. I.2.2.) 

[WALTHER und BADER, 2003]. 
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Abbildung I.2 Der Metabolismus von Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT). Die Tryptophan-Hydroxylase 
(TPH1/2), als geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der 5-HT-Bioynthese, katalysiert die Hydroxylierung von 
Tryptophan (Trp) zu 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) mit Fe2+-Ionen als Kofaktor sowie molekularen Sauerstoff 
(O2) und Tetrahydrobiopterin (BH4) als Kosubstrate. Die Decarboxylierung von 5-HTP durch Aromatische-
Aminosäure-Decarboxylasen (AAAD) resultiert in der Bildung von 5-HT. Der Abbau von 5-HT erfolgt in zwei 
Schritten zu 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIAA) unter Beteiligung der Monoamin-Oxidase (MAO-A/B) und der 
Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH). 
 

Der Abbau von 5-HT erfolgt durch Oxidation zum 5-Hydroxyindolacetaldehyd (5-HIAL) 

durch die Monoamin-Oxidase (MAO-A/B). 5-HIAL wird anschließend durch die 

Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH) zu 5-Hydroxyindolessigsäure (5-HIAA) oxydiert und über 

die Niere mit dem Urin ausgeschieden (Abb. I.2). 

 

1.2.2 Biochemische Zusammenhänge 

Der Trp-Metabolismus umfasst weitere Stoffwechselwege, die mit der 5-HT-Biosynthese 

um die Aminosäure Trp konkurrieren (Abb. I.3) [RUDDICK et al., 2006]. So bildet Trp den 

Ausgangspunkt des Kynurenin-Stoffwechselweges der zu den essentiellen 

Redoxmetaboliten NAD+ und NADP+ führt. In peripheren Geweben werden 

schätzungsweise nur 1 % des nicht zur Proteinbiosynthese verwendeten Trp in 5-HT 

umgewandelt, während 95 % über den Kynureninweg metabolisiert werden [BOTTING, 

1995]. Der Kynureninweg beginnt mit der oxidativen Öffnung des Indol-Ringes von Trp 

zum N-Formylkynurenin, welche durch die geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme 

Tryptophan-2,3-Dioxygenase (TDO) und Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) katalysiert 

wird [BOTTING, 1995]. Die TDO reguliert als hepatisches Enzym die Trp-Homöostase im 

Plasma und beeinflusst somit die Trp-Verfügbarkeit im Gehirn (Absch. I.2.4.3). Die 

Aktivierung der TDO durch stressinduzierte Glucocorticoide sowie ihre Hemmung durch 

Antidepressiva (ADs) lassen einen Einfluss des Enzyms bei der Ätiologie 

neuropsychiatrischer Erkrankungen vermuten (Absch. I.4.2) [BADAWY et al., 1996; 

GREENGARD et al., 1963]. Während die TDO spezifisch für Trp ist, besitzt die in peripheren 

Geweben und ZNS (Astrozyten, Makrophagen, Mikroglia und dendritische Zellen) 

vorkommende IDO ein breites Substratspektrum und kann neben Trp auch 5-HTP, 5-HT 

und Melatonin umsetzen [BOTTING, 1995]. Die Aktivierung der IDO durch 

proinflammatorische Zytokine (z. B. Interferon γ) beeinflusst die Verfügbarkeit von Trp
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Abbildung I.3 Die 5-HT-Biosynthese und konkurrierende Stoffwechselwege des Trp-Metabolismus. Neben 
der 5-HT-Biosynthese dient Trp als Ausgangspunkt für die Synthese von Melatonin, Tryptamin und des 
Kynureninweges, der zu den essentiellen Redoxmetaboliten NAD+ und NADP+ führt. AAAD: Aromatische-
Aminosäure-Decarboxylase; ALDH: Aldehyd-Dehydrogenase; HIOMT: Hydroxyindol-O-Methyltransferase; 
MAO-A/B: Monoamin-Oxidase A und B; SNAT: Serotonin-N-Acetyl-Transferase; TDO: 
Tryptophan-2,3-Dioxygenase; IDO: Indolamin-2,3-Dioxygenase, TPH1/2, Tryptophan-Hydroxylase 1 und 2, 
KAT: Kynurenin-Aminotransferase; CPRT: Chinolinat-Phosphoribosyltransferase. 
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bei chronischen Entzündungsreaktionen (z. B. systemische Infektionen, Krebs und 

Autoimmunerkrankungen) und wurde mit depressiven Symptomen (Absch. I.4.2.1) bei 

physisch-kranken Menschen in Verbindung gebracht [DANTZER et al., 2008].  

In weiteren Schritten des Kynureninweges werden die neurotoxische Chinolinsäure und 

die neuroprotektive Kynureninsäure gebildet. Chinolinsäure kann selektiv NMDA-sensitive 

Glutamatrezeptoren aktivieren, wodurch Neuronen nicht nur angeregt, sondern durch 

Überstimulation des Rezeptors auch geschädigt werden können [STONE et al., 1987]. Die 

pathologische Bedeutung der Chinolinsäure konnte bei neurodegenerativen Störungen, 

wie Chorea Huntington und Morbus Alzheimer gezeigt werden [CARLOCK et al., 1995; 

GUILLEMIN und BREW, 2002]. Die Kynureninsäure agiert hingegen als 

NMDA-Rezeptorantagonist, die durch Hemmung der glutaminergen Neurotransmission 

Gehirnschäden nach Ischämie limitiert und einen pharmakologischen Ansatz für die 

Behandlung von Schlaganfall bietet [GERMANO et al., 1987].  

In der Epiphyse und Retina wird Trp zu Melatonin metabolisiert [GERN und RALPH, 1979]. 

Das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Melatoninbiosynthese ist dabei die 

Serotonin-N-Acetyltransferase (SNAT), die 5-HT in N-Acetylserotonin umwandelt, bevor 

im abschließenden Schritt durch die Wirkung der Hydroxyindol-O-Methyltransferase 

(HIOMT) Melatonin entsteht. Die Regulation der SNAT variiert tageszeitabhängig, mit 

hoher Aktivität während der Dunkelphase [KLEIN und WELLER, 1970]. 

Durch die Decarboxylierung von Trp durch AAAD entsteht das Spurenamin (trace amine) 

Tryptamin, das an die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren TAAR1 und 4 (trace amine 

associated receptors) bindet [LINDEMANN et al., 2005]. Elektrophysiologische 

Untersuchungen belegen die modulative Wirkung von Tryptamin auf die cortikale 

serotonerge Neurotransmission [JONES, 1982], wodurch Spurenamine eine Rolle bei 

neuropsychiatrischen Erkrankungen, wie Depression und Schizophrenie, spielen könnten 

(Absch. I.4.2) [BERRY, 2004; DAVIS und BOULTON, 1994; LINDEMANN und HOENER, 2005]. 

 

2 Die Tryptophan-Hydroxylasen TPH1 und TPH2 

2.1 Superfamilie der AAAHs 

Die Phenylalanin- (PAH), Tyrosin- (TH) und Tryptophan- (TPH)-Hydroxylasen bilden die 

Familie der biopterinabhängigen Aromatischen-Aminosäure-Hydroxylasen (AAAHs) mit 

einem nicht Häm-gebundenen Fe2+ im katalytischen Zentrum [FITZPATRICK, 1999, 2003]. 

Die hepatische PAH katalysiert den Abbau von überschüssigem Phenylalanin aus der 

Nahrung zu Tyrosin, der Ausgangssubstanz für die Katecholaminbiosynthese. Mutationen 

im PAH-Gen sind die häufigste Ursache für die angeborene Stoffwechselstörung 
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Phenylketonurie (PKU), die ohne Behandlung schwere mentale Retardierung beim 

Menschen hervorruft [ZSCHOCKE, 2003]. Über 500 Mutationen wurden bereits im 

PAH-Gen identifiziert, die mehr oder minder schwere Formen der Erkrankung hervorrufen 

[SCRIVER et al., 2003]. Die TH findet sich im ZNS/PNS bzw. im Nebennierenmark und leitet 

durch die Bildung von Dihydroxyphenylalanin (DOPA) aus Tyrosin die Biosynthese der 

katecholaminergen Neurotransmitter Dopamin (DA), Norepinephrin (NE) und Epinephrin 

ein. Die genetische Ausschaltung des Th-Gens der Maus ist embryonal lethal und 

Dysfunktionen der humanen TH-Aktivität wurden mit Morbus Parkinson und 

Herzkreislauferkrankungen in Zusammenhang gebracht [KOBAYASHI et al., 1995]. Die 

TPHs katalysieren die Umwandlung von Tryptophan zu 5-HTP, den 

geschwindigkeitsbestimmenden ersten Schritt in der 5-HT-Biosynthese (Absch. I.1.2.1). 

TH und TPH sind evolutiv durch Genduplikationen aus der PAH hervorgegangen 

[GRENETT et al., 1987; PETER, 2006], wodurch die AAAHs eine hohe Sequenzhomologie 

aufweisen und viele strukturelle und funktionelle Eigenschaften teilen (Absch. I.2.3) 

[FITZPATRICK, 1999].  

 

2.2 Die Dualität des serotonergen Systems 

Über 30 Jahre wurde angenommen, dass die TPHs aus Hirnstamm und Epiphyse von 

einem einzigen Genprodukt stammen, mit unterschiedlichen enzymatischen 

Eigenschaften der neuronalen und nicht-neuronalen Enzyme [WALTHER und BADER, 

2003]. Durch genetische Manipulation wurde das Tph-Gen (Tph1) der Maus ausgeschaltet 

[WALTHER et al., 2003a]. Die generierten Tph1-/--Mäuse zeigten entgegen aller Erwartung 

nahezu normale 5-HT-Level im ZNS, während in der Peripherie, einschließlich der 

Epiphyse, kein 5-HT mehr detektiert werden konnte. Dies führte zur Entdeckung eines 

bereits lange postulierten zweiten Tph-Gens (Tph2), das hauptsächlich in den 

serotonergen Rapheneuronen des Hirnstamms (Absch. I.4.1) exprimiert wird und die 

zentrale 5-HT-Biosynthese kontrolliert [WALTHER et al., 2003a; ZHANG et al., 2004]. Die 

bekannte TPH1 stellt hingegen die vorherrschende Isoform in der Peripherie dar, wo es 

überwiegend in der Epiphyse und den enterochromaffinen Zellen des Darms gebildet wird 

[PATEL et al., 2004; SUGDEN, 2003]. Obwohl beide Isoformen von unterschiedlichen Genen 

auf verschiedenen Chromosomen exprimiert werden, teilen die Proteine in Mensch, Maus 

und Ratte eine durchschnittliche Identität von 70 % [WALTHER und BADER, 2003], 

unterscheiden sich jedoch in ihren kinetischen Eigenschaften [MCKINNEY et al., 2005]. Die 

bestehende Dualität des serotonergen Systems ermöglicht die unabhängige genetische 

Manipulation der peripheren und zentralen Funktionen von Serotonin. 
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2.3 Struktur der Tryptophan-Hydroxylasen 

TPH1 und TPH2 der Vertebraten teilen den grundsätzlichen Aufbau aller AAAHs, 

bestehend aus einer N-terminalen regulatorischen Dömäne, einer katalytischen Domäne 

und einer C-terminalen Oligomerisierungsdomäne (Abb. I.4) [FITZPATRICK, 1999]. Wenig 

ist über die Funktion der regulatorischen Domänen bekannt. Es wird jedoch 

angenommen, dass sie der Feinregulation und Substratspezifität dient, wobei die absolute 

Spezifität durch die katalytische Domäne bestimmt wird [DAUBNER et al., 1997; LEDLEY et 

al., 1985]. Allgemein herrscht die Vorstellung vor, dass die N-terminale Domäne im nicht 

aktivierten Grundzustand, wie ein Scharnierdeckel den Zugang zum katalytischen 

Zentrum verhindert und dadurch die Enzymaktivität hemmt [CARKACI-SALLI et al., 2006; 

FITZPATRICK, 1999]. Die katalytische Domäne der AAAHs ist hoch konserviert (ca. 80 %) 

und spiegelt den gemeinsamen enzymatischen Reaktionsmechanismus wider. Basierend 

auf den Kristallstrukturen der PAH [ERLANDSEN et al., 1997], TH [GOODWILL et al., 1997] 

und TPH1 [WANG et al., 2002] konnte die Struktur des aktiven Zentrums aufgeklärt und die 

an der Substrat- und Kofaktorbindung beteiligten Aminosäurereste identifiziert werden, die 

auch in der TPH2 konserviert sind [WALTHER und BADER, 2003]. Wie alle eukaryotischen 

AAAHs agieren TPH1 und TPH2 in ihrer aktiven Form als Homotetramere, wobei die 

Oligomerisierung durch einen Leucin-Zipper am C-Terminus vermittelt wird [CARKACI-

SALLI et al., 2006; FITZPATRICK, 1999]. Die Tetramerisierung ermöglicht eine erhöhte 

Stabilität gegenüber Monomeren und führt in vivo zu längeren Halbwertzeiten [VRANA et 

al., 1994]. 

 

 

 
 

 

2.4 Regulation der Tryptophan-Hydroxylasen 

2.4.1 Genexpression 

Das Tph1-Gen ist in Mensch, Maus und Ratte auf den Chromosomen 11, 7 und 1, das 

Tph2-Gen auf den Chromosomen 12, 10 und 7 lokalisiert [WALTHER und BADER, 2003]. 

Beide Gene bestehen aus jeweils 11 Exonen. Die Promotoren für Tph1 und Tph2 weisen 

Abbildung I.4 Struktur der humanen 
Tryptophan-Hydroxylase 2 (TPH2). 
TPH2 besteht aus einer N-terminalen 
regulatorischen Domäne, einer kata-
lytischen Domäne und einer Tetra-
merisierungsdomäne am C-Terminus. 
Im Vergleich zur TPH1 ist die humane 
TPH2 N-terminal um 44 Aminosäuren 
verlängert. Modifiziert nach [CARKACI-
SALLI et al., 2006]. 
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keine Sequenzhomologie auf und spiegeln die unterschiedliche transkriptionelle 

Regulation beider Gene wider.  

Die Tph1-Expression wird in der Epiphyse durch cAMP induziert [EHRET et al., 1991]. Die 

cAMP-gesteuerte Aktivierung des humanen Tph1-Promotors ist CRE-unabhängig und 

hängt von der Bindung der Transkriptionsfaktoren NF-Y und SP1 an ein invertiertes 

CCAAT-Motiv bzw. eine benachbarte GC-reiche Region ab, die auch für die basale 

Promotoraktivität entscheidend ist [BOULARAND et al., 1995b; COTE et al., 2002].  

Die Aktivität des Tph2-Promotors von Mensch und Ratte wird hingegen durch 

intrazelluläres Calcium induziert und ist spezifisch für die serotonergen Rapheneuronen 

[LENICOV et al., 2007]. Die Ca2+-sensitiven Elemente liegen im Bereich des basalen 

Tph2-Promotors mit den putativen Bindemotiven für die Ca2+-abhängigen 

Transkriptionsfaktoren AP1 und AP2. Durch die Ca2+-abhängige Aktivierung der 

Tph2-Expression kann bei neuronaler Aktivität eine erhöhte 5-HT-Synthese in vivo 

erfolgen. Die TPH2-Expression unterliegt zudem einer zirkadianen Rhythmik [MALEK et al., 

2004; MALEK et al., 2007] und wird hormonell durch Stressfaktoren (Glucocorticoide) und 

Östrogen beeinflusst [CLARK et al., 2005; HIROI et al., 2006; SANCHEZ et al., 2005]. Die 

glucocorticoidvermittelte Repression der Tph2-Expression ist besonders relevant für die 

psychiatrische Forschung, da depressive Patienten (Absch. I.4.2.1) erhöhte 

Blutcortisolwerte aufweisen, die mit einer Hyperaktiviät der Hypothalamus-Hypophysen- 

Nebennieren-Achse (HPA; hypothalamic-pituitary-adrenal axis) in Zusammenhang stehen 

[BELMAKER und AGAM, 2008]. 

 

2.4.2 Regulation auf RNA-Ebene 

Die Tph1-Expression zeichnet sich zudem durch eine hohe Spleißvariabilität aus. So 

konnten aus Mensch und Ratte mehrere mRNA-Varianten isoliert werden, die durch 

alternatives Spleißen der 5’- und 3’-untranslatierten Regionen (UTRs) entstehen [AUSTIN 

und O'DONNELL, 1999; BOULARAND et al., 1995a; DARMON et al., 1988; DELORT et al., 1989; 

DUMAS et al., 1989; WANG et al., 1998]. Erst kürzlich wurden zwei Tph2-Spleißvarianten in 

den dorsalen Raphekernen der Ratte beschrieben, die sich in der Länge ihrer 3‘-UTRs 

unterscheiden [ABUMARIA et al., 2008]. Alternatives Spleißen der UTRs kann durch eine 

veränderte Translationseffizienz und/oder RNA-Stabilität Einfluss auf die Genexpression 

nehmen (Absch. I.6.1) [WANG und COOPER, 2007]. 
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2.4.3 Substratkontrolle 

Die 5-HT-Biosynthese (Absch. I.1.2.1) im Gehirn hängt in erster Linie von der 

Verfügbarkeit der essentiellen Aminosäure Trp ab, die über die Nahrung (Milch, Früchte, 

Nüsse und Fleisch) aufgenommen werden muss [MANDELL und KNAPP, 1977]. Der 

Transport von Trp über die Blut-Hirn-Schranke (BBB, blood brain barrier) spielt eine 

kritische Rolle in der Regulation des zentralen 5-HT-Metabolismus und wird durch den 

L1-Transporter kontrolliert (Absch. I.3.2.1), der Trp kompetitiv mit den anderen großen 

neutralen Aminosäuren (LNAAs; large neutral amino acids) in die extrazelluläre 

Flüssigkeit (ECF; extracellular fluid) des ZNS transportiert [HAWKINS et al., 2006]. TPH2 

besitzt einen Km(Trp)-Wert von 40 - 50 µM (TPH1: 10 - 20 µM) und ist unter normalen 

Bedingungen bei zentralen Trp-Konzentrationen zwischen 10 - 30 µM nicht gesättigt 

[BOADLE-BIBER, 1993; MCKINNEY et al., 2005]. Entsprechend erhöhen sich die 5-HT- und 

5-HIAA-Werte nach einer Mahlzeit oder durch direkte Beladung mit Trp [ASHCROFT et al., 

1965; ECCLESTON et al., 1965].  

Neben Trp liegt auch molekularer Sauerstoff (O2) für TPH2 in untersättigten 

Konzentrationen vor. Der Einfluss des Sauerstoffpartialdrucks konnte durch den Abfall der 

5-HT-Synthese bei induzierter Hypoxie (Po2 < 60 mmHg) gezeigt werden [DAVIS und 

CARLSSON, 1973; DAVIS et al., 1973]. Weiterhin ist das Kosubstrat BH4 mit einer mittleren 

zellulären Konzentration von 1 µM bei einem Km(BH4) von 30 µM [FRIEDMAN et al., 1972] 

limitierend für die TPH2-vermittelte 5-HT-Biosynthese, obwohl BH4 in monoaminergen 

Neuronen wesentlich höher konzentriert ist [LEVINE et al., 1979; LEVINE et al., 1981]. 

 

2.4.4 Biochemische Aktivierung 

Auf Proteinebene erfolgt die Regulation der enzymatischen Aktivität von TPH1 und TPH2 

durch Phosphorylierung, die allgemein aktivierend wirkt. TPH1 wird an Ser58 und Ser260  

phosphoryliert, die den Positionen Ser104 und Ser306 der TPH2 entsprechen [JIANG et al., 

2000; KUHN et al., 1997; KUMER et al., 1997]. TPH2 wird jedoch hauptsächlich an Ser19 

phosphoryliert und erst kürzlich konnte das Ser104 als weitere Phosphorylierungsstelle 

identifiziert werden [KUHN et al., 2007; MCKINNEY et al., 2005; WINGE et al., 2007]. Beide 

Enzyme sind sowohl Substrat für die cAMP-abhängige Proteinkinase A (PKA) als auch 

die Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II (CaMKII) [EHRET et al., 1989; JIANG et al., 

2000; JOHANSEN et al., 1995; KUHN et al., 2007; KUMER et al., 1997; MCKINNEY et al., 2005; 

WINGE et al., 2007; YAMAUCHI und FUJISAWA, 1979]. Die phosphorylierten TPH-Isoformen 

werden durch Proteine der 14-3-3-Familie gebunden und vor Dephosphoylierung 

geschützt [BANIK et al., 1997; WINGE et al., 2007]. Die 14-3-3-Bindung übt zudem eine 



I EINLEITUNG 

 

11

stabilisierende Wirkung aus, die als eigentliche Ursache für die phosphorylierungs-

abhängige Aktivierung der beiden TPH-Proteine angesehen wird [WINGE et al., 2007].  

 

3 Signalvermittlung durch 5-HT 

3.1 5-HT-Rezeptoren 

Die vielfältigen Wirkungen von Serotonin werden durch plasmamembranständige 

5-HT-Rezeptoren (5-HTRs) vermittelt, die in ZNS/PNS und zahlreichen peripheren 

Geweben exprimiert werden [ADAYEV et al., 2005; HOYER et al., 2002; NICHOLS und 

NICHOLS, 2008]. Entsprechend ihrer strukturellen und mechanistischen Profile werden sie 

in sieben Klassen (5-HT1R bis 5-HT7R) eingeteilt, wobei sechs zur Superfamilie der 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und die 5-HT3Rs zur Familie der 

ligandengesteuerten Ionenkanäle gehören.  

 

 
Abbildung I.6  Intrazelluläre Signalwege der 5-HT-Rezeptoren. AC: Adenylatzyklase, PKA: Proteinkinase A, 
PK: Proteinkinase, PLC: Phospholipase C, PKC: Proteinkinase C, CamKII: Ca2+/Calmodulin-abhängige 
Proteinkinase II, TF: Transkriptionsfaktoren. Modifiziert nach [LAM und HEISLER, 2007]. 
 

 

5-HTRs übertragen Signale durch heterotrimere GTP-bindende Proteine (G-Proteine), die 

entweder stimulierend (Gs/Gq) oder inhibierend (Gi/Go) auf einen nachgeschalteten 

Signalweg wirken (Abb. I.6). Die Gs-gekoppelten 5-HTRs (5-HT4, 5-HT6, 5-HT7) aktivieren 

die Adenylatzyklase (AC), die wiederum durch Erhöhung der intrazellulären 

cAMP-Synthese die PKA aktiviert. Die PKA moduliert durch Phosphorylierung 
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intermediärer Proteinkinasen (PK) die Aktivität von Kationenkanälen und führt zur 

Depolarisation des Neurons. Die Aktivierung von Gi-gekoppelten 5-HT1Rs (5-HT1A, 

5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F) hemmt hingegen die AC und resultiert in einer 

Hyperpolarisation der Membran. 5-HT2Rs (5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C) koppeln durch Gq an 

den Effektor Phospholipase C (PLC), deren Aktivierung zur Hydrolyse von 

Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) zu Inositoltrisphosphat (IP3) und Diacylglycerol 

(DAG) führt. IP3 bewirkt durch die Freisetzung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen 

Retikulum (ER) die Depolarisation des Neurons. DAG aktiviert die Phosphokinase C 

(PKC), welche indirekt die Aktivität von Kationenkanälen moduliert und somit ebenfalls zur 

Depolarisation beiträgt. Ca2+-Ionen aktivieren die CamKII, die zusammen mit PKA und 

PKC, die Transkription durch Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren (TF) reguliert. 

Die Funktion der 5-HT5Rs ist noch nicht vollständig aufgeklärt, jedoch scheinen sie 

negativ an die AC und positiv an IP3-sensitive Ca2+-Kanäle gekoppelt zu sein. Die 

5-HT3Rs (5-HT3A, 5-HT3B, 5-HT3C, 5-HT3D und 5-HT3E) bewirken als ligandengesteuerte, 

nichtselektive Kationenkanäle die schnelle Depolarisation der Membran infolge eines 

Aktionspotentials [ADAYEV et al., 2005; HOYER et al., 2002; NICHOLS und NICHOLS, 2008]. 

Während alle 5-HTRs postsynaptisch auf den 5-HT-Zielzellen lokalisiert sind, finden sich 

auf Zellkörpern und Dendriten der 5-HT-Neuronen auch präsynaptische 5-HT1A,B/DRs, die 

als Autorezeptoren die Feuerungsrate der serotonergen Rapheneuronen (Absch. I.4.1) 

regulieren [ALEX und PEHEK, 2007]. 

Die 18 bekannten 5-HTRs unterstreichen die enorme physiologische Bedeutung von 5-HT 

(Abb. I.1, Tabelle I.1), stellen jedoch nicht die gesamte physische Diversität der 5-HTRs 

dar, da deren Anzahl durch postgenomische Modifikationen, wie alternatives Spleißen 

(5-HT2C, 5-HT3A, 5-HT4, 5-HT6, 5-HT7), RNA-Editierung (5-HT2C) sowie Homo- und 

Heterodimerisierung (5-HT1B und 5-HT1D) noch weiter erhöht wird [BOCKAERT et al., 2006; 

HOYER et al., 2002; NICHOLS und NICHOLS, 2008]. Durch die große Diversität der 5-HTRs 

kann Serotonin vielfältig auf Zellen wirken, von schneller Neurotransmission durch 

5-HT-gesteuerte Ionenkanäle bis hin zu kurz- oder langfristiger Neuromodulation durch 

intrazelluläre Signalkaskaden. 

 

3.2 Transporter des 5-HT-Systems 

3.2.1 Der Transport großer neutraler Aminosäuren 

Da 5-HT als hydrophile Substanz die BBB nicht überwinden kann, muss es direkt im 

Gehirn gebildet werden. Dabei hängt die zentrale 5-HT-Biosythese von der Verfügbarkeit 

der essentiellen Aminosäure Trp ab (Absch. I.2.4.3), die zusammen mit den anderen 
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LNAAs Leucin, Valin, Methionin, Isoleucin, Tyrosin, Phenylalanin und Threonin durch den 

Na+-unabhängigen L1-Transporter vom Blut über die BBB in die ECF des Gehirns 

transportiert wird [HAWKINS et al., 2006]. Der L1-Transporter befindet sich in den 

Membranen der luminalen und abluminalen Seite der Gehirnkapillarendothelzellen und ist 

unter physiologischen Bedingungen in Mensch und Ratte gesättigt [HARGREAVES und 

PARDRIDGE, 1988; OLDENDORF und SZABO, 1976; PARDRIDGE, 1977; SANCHEZ DEL PINO 

et al., 1995]. Der Trp-Transport ins Gehirn erfolgt somit kompetitiv mit den anderen großen 

LNAAs und wird durch das im Plasma vorherrschende Trp : LNAA-Verhältnis bestimmt 

[FERNSTROM, 2005; FERNSTROM und WURTMAN, 1972]. Durch den Transport der 

aromatischen Aminosäuren Phe und Tyr hat der L1-Transporter zudem Einfluss auf die 

Bildung der katecholaminergen Neurotransmitter DA und NE. 

 

3.2.2 Die vesikuläre Speicherung von Monoaminen 

Die vesikulären Monoamintransporter (VMAT) der SLC18-Familie sind integrale 

Bestandteile der Lipiddoppelschicht sekretorischer Vesikel in neuronalen und endokrinen 

Zellen, deren Funktion im Transport von 5-HT und Katecholaminen besteht [EIDEN et al., 

2004]. Der Transport der leicht positiv-geladenen Amine erfolgt entlang eines 

elektrochemischen Gradienten durch H+-Antiport. Der für den Transport notwendige 

Protonengradient wird durch eine ATP-abhängige Protonenpumpe (ATPase) 

aufrechterhalten. Infolge eines Aktionspotentials fusionieren die Vesikel mit der 

Zellmembran und entladen sich durch Exozytose in den extrazellulären Raum.  

Der VMAT kommt in Mammalia in zwei Isoformen vor, VMAT1 und VMAT2. In den 

neuroendokrinen Zellen des Menschen werden VMAT1 und VMAT2 etwa gleich stark 

exprimiert, während VMAT2 ausschließlich in Neuronen vorkommt [EIDEN et al., 2004; 

ERICKSON et al., 1996].  

 

3.2.3 Die 5-HT-Wiederaufnahme 

Der Serotonintransporter (SERT) ist in der präsynaptischen Plasmamembran verankert 

und transportiert 5-HT selektiv aus dem synaptischen Spalt zurück in die Nervenzelle. Auf 

diese Weise bestimmt der SERT die Dauer der 5-HT-vermittelten Neurotransmission an 

extrazellulären 5-HT-Rezeptoren und ermöglicht die erneute vesikuläre Speicherung 

(Absch. I.3.2.2) oder den Abbau von Serotonin durch die mitochrondriale MAO. Der 

SERT-vermittelte Transport von 5-HT erfolgt im Symport mit Na+-und Cl--Ionen bei 

gleichzeitigem Antiport von K+-Ionen [RUDNICK, 2006].  
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Viele psychotrope Substanzen interferieren mit dem SERT-Transporter und verstärken die 

serotonerge Neurotransmission durch Erhöhung der extrazellulären 5-HT-Konzentration. 

Dabei unterscheiden sich die Wirkungsmechanismen der Psychostimulanzien, die 

entweder die Freisetzung von 5-HT aus der präsynaptischen Nervenzelle fördern (z. B. 

3,4-Methylen-N-dioxymethamphetamin, MDMA, Ecstasy) oder seine Wiederaufnahme 

aus der ECF hemmen (z. B. Kokain) [HOWELL und KIMMEL, 2008]. Während 

5-HT-Wiederaufnahmehemmer den SERT durch extrazelluläre Bindung direkt blockieren, 

bewirken die sogenannten 5-HT-Freisetzer intrazellulär einen Efflux von Serotonin durch 

reversen SERT-Transport.  

Durch seine zentrale Rolle in der serotonergen Neurotransmission ist der SERT ein 

idealer Angriffspunkt für die medikamentöse Behandlung psychiatrischer Erkrankungen, 

als deren Grundlage ein chronischer Serotoninmangel im Gehirn gilt (Absch. I.4.2). So 

finden selektive 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (SSRIs), z. B. Fluoxetin (Prozac®) und 

Sertralin (Zoloft®), als Antidepressiva (ADs) u. a. Anwendung in der Behandlung von 

Depressionen und Angststörungen (Absch. I.4.2.1). 

 

4 Pathologie des zentralen 5-HT-Systems 

4.1 Anatomie des serotonergen Systems 

Das serotonerge System ist das umfangreichste monoaminerge Neurotransmittersystem 

im Gehirn von Vertebraten. Es wird von einer handvoll Neuronen gebildet, deren Wurzeln 

im evolutiv ältesten Bereich des Gehirns, dem Hirnstamm (Mesencephalon, Pons und 

Medulla oblongata) liegen (Abb. I.5). Der Großteil der serotonergen Neuronen befindet 

sich in den Raphekernen B1 - B9 entlang der Mittellinie des Hirnstammes [DAHLSTROEM 

und FUXE, 1964]. Man unterscheidet eine caudale Gruppe (B1 – B5) mit den Nuclei raphe 

pallidus, magnus, obscurus und pontis; die rostrale Gruppe (B6 – B9) wird von den Nuclei 

raphe dorsalis und medianus gebildet [GASPAR et al., 2003].  

Die Gesamtzahl der 5-HT-Neuronen im Gehirn der Ratte ist mit ca. 20000 von insgesamt 

1010 Neuronen verhältnismäßig gering (beim Menschen ca. 106/1011 Neuronen) [JACOBS 

und AZMITIA, 1992]. Durch ihre massive Verzweigung innervieren diese wenigen 

serotonergen Neuronen die meisten cortikalen und subcortikalen Gehirnareale (rostrale 

Gruppe) sowie das Rückenmark (caudale Gruppe). Zu den Projektionsarealen gehören 

der präfrontale Cortex (PFC) und das limbische System (u. a. Amygdala, Absch. I.4.4), 

Strukturen, die Gemütslage, emotionsassoziiertes Lernen und Verhalten regulieren und 

an der Manifestierung psychopathologischer Erkrankungen (Absch. I.4.2) beteiligt sind. 
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Abbildung I.5  Serotonerge Neuronen im Gehirn der Ratte und deren Projektionsareale. B1 – B5: Nuclei 
raphe pallidus; magnus; obscurus und pontis; B6 –B9: Nuclei raphe dorsalis und medianus. Modifiziert nach 
[HEDLUND und SUTCLIFFE, 2004]. 
 

4.2 Psychiatrische Erkrankungen 

4.2.1 Depression 

Serotonin ist ein wichtiger Modulator verhaltensbedingter Prozesse in Vertebraten [LUCKI, 

1998]. Zahlreiche psychiatrische und neuropathologische Erkrankungen des Menschen 

wurden mit einer serotonergen Hypofunktion des Gehirns in Zusammenhang gebracht 

(Abb. I.1, Absch. I.4.3.1), darunter Depressionen [BELMAKER, 2004; BELMAKER und AGAM, 

2008], Angststörungen [GROSS und HEN, 2004; LESCH et al., 2003], Aggression [NELSON 

und TRAINOR, 2007], Suizidal- [MANN, 2003] und Suchtverhalten [FELTENSTEIN und SEE, 

2008]. 

Affektive Erkrankungen sind pathologische Störungen der Stimmungslage, unter denen 

die unipolare Depression (MD, major depression) am weitesten verbreitet ist [BELMAKER 

und AGAM, 2008]. Die Symptome der MD sind vielfältig und reichen von Anhedonie, 

Schlafstörungen, vermindertem Selbstwertgefühl bis hin zu Selbstmordgedanken und 

Halluzinationen. In der US-amerikanischen Bevölkerung liegt das Risiko zu Lebzeiten an 

MD zu erkranken bei 17 % [KESSLER et al., 2005]. Wesentlich seltener ist die bipolare 

Depression (auch manische Depression, BD), die zu einem Anteil von 4 % in der 

US-amerikanischen Bevölkerung vorkommt [KESSLER et al., 2005]. Im Gegensatz zur MD 

wechseln sich bei der BD depressive Phasen mit manischen Episoden ab, die durch 

Euphorie, Selbstüberschätzung und erhöhte Energie bei reduziertem Schlafbedarf 

charakterisiert sind [BELMAKER, 2004]. Depressionen treten häufig in Verbindung mit 
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Angststörungen auf, zu denen allgemeine Angststörungen, Panikattacken, 

Zwangsstörungen, spezifische und soziale Phobien, Posttraumatisches Stresssyndrom 

(PTSD) und das Borderline-Syndrom gehören [BELL und NUTT, 1998; GOODMAN und NEW, 

2000; JANN und KURTZ, 1987; MURPHY et al., 1989]. Zudem ist das komorbide Auftreten von 

aggressivem und impulsivem Verhalten für depressive Patienten charakteristisch [KEELE, 

2005; LUCKI, 1998] und könnte ihren hohen Anteil von 60 % unter den Suizidfällen erklären 

[MANN, 2003]. 

 

4.2.2 Schizophrenie 

Schizophrenie ist eine schwere mentale Erkrankung, die durch positive Symptome, wie 

Halluzinationen und Wahnvorstellungen, aber auch Negativsymptome, wie soziale 

Abgrenzung und kognitive Defizite charakterisiert ist und ursprünglich mit einer 

Überaktivität des subcortikalen dopaminergen Systems in Zusammenhang gebracht 

wurde [HARRISON, 1999]. Serotonin scheint jedoch über 5-HT2ARs und 5-HT2CRs an der 

Pathophysiologie und Behandlung von Schizophrenie beteiligt zu sein [BUSATTO und 

KERWIN, 1997; MELTZER, 1999]. So werden die verhaltensmodulierenden und 

hallozinogenen Wirkungen von LSD und Psilocybin (beide 5-HT-Agonisten), welche den 

Positivsymptomen der Schizophrenie ähneln, durch 5-HT2A,CRs vermittelt [BURRIS et al., 

1991; VOLLENWEIDER et al., 1998]. Zudem werden inverse 5-HT2A,CR-Agonisten als 

atypische Neuroleptika (z. B. Clozapin) erfolgreich zur Behandlung von Schizophrenie 

eingesetzt [HERRICK-DAVIS et al., 2000; WEINER et al., 2001]. Schizophrene zeigten zudem 

eine verringerte 5-HT2AR-Dichte im PFC [DEAN und HAYES, 1996] und die Assoziation 

allelischer 5HTR-Genvarianten hinsichtlich Krankheitsprädisposition und therapeutischer 

Wirkung von atypischen Neuroleptika [ARRANZ et al., 1998; SEGMAN et al., 1997; SODHI et 

al., 1995; WILLIAMS et al., 1996].  

 

4.2.3 Drogenmissbrauch 

Psychiatrische Erkrankungen stehen häufig in Zusammenhang mit dem Missbrauch 

psychotroper Drogen (u. a. Alkohol, Kokain, Amphetamin und Heroin), die ihre Wirkung 

durch Verstärkung der mesocorticolimbischen Dopaminaktivität entfalten [FELTENSTEIN 

und SEE, 2008]. Dieser neuronale Schaltkreis vermittelt normalerweise die belohnenden 

Eigenschaften natürlicher Reize (z. B. Essen, Trinken und Sex) und nimmt seinen 

Ursprung in den dopaminergen Neuronen des ventralen Tegmentums (VTA) im Mittelhirn, 

die zu limbischen und cortikalen Strukturen, einschließlich Nukleus accumbens, (NAc), 

Amygdala (Absch. I.4.4) und PFC projizieren [HOWELL und KIMMEL, 2008]. Die 
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mesolimbische Bahn fördert durch Glücksgefühle das Verstärken bestimmter 

Verhaltensmuster, die mit Belohnung in Verbindung stehen, wobei der NAc eine 

entscheidende Rolle bei der Organisation motivierten Verhaltens spielt. Die chronische 

Einnahme von Drogen führt zu dauerhaften, neuroadaptiven Veränderungen des 

dopaminergen Systems (Desensibilisierung, Toleranz oder Sensibilisierung) und zum 

Suchtverhalten, das sich durch eine abgeschwächte kognitive Kontrolle und 

Hyperreaktivität auf drogenassoziierte Reize auszeichnet [FELTENSTEIN und SEE, 2008; 

KALIVAS und VOLKOW, 2005].  

Trotz der zentralen Bedeutung von DA weisen Studien auf eine modulierende Rolle von 

5-HT bei der Wirkung von Psychostimulanzien hin, die sich bereits auf neuroanatomischer 

Ebene andeutet. So werden die dopaminergen VTA-Neuronen des mesocorticolimbischen 

DA-Systems stark durch serotonerge Neuronen der dorsalen und medianen Raphe 

innerviert [HERVE et al., 1987]. 5-HT hemmt die Feuerungsrate des mesocorticolimbischen 

DA-Systems durch Stimulierung der 5-HT2CRs inhibitorischer GABA-Interneuronen 

[DI MATTEO et al., 2001; EBERLE-WANG et al., 1997]. Die pharmakologische Manipulation 

des 5-HT-Systems zeigte, dass Fluoxetin (SSRI) die Selbstverabreichung von Kokain und 

Amphetaminen in Rodentia und Rhesusaffen reduzieren kann und 5-HT-Agonisten in der 

Lage sind, die verhaltensstimulierenden Wirkungen von Kokain in Primaten 

abzuschwächen [HOWELL und KIMMEL, 2008]. Eine erhöhte 5-HT-Aktivität im Gehirn ist 

somit in der Lage, die Wirkung von Psychostimulanzien zu unterdrücken. Entsprechend 

assoziieren Genvarianten von Genen des serotonergen Systems (SERT, 5HT2AR, MAOA 

und TPH2) mit Drogenmissbrauch und Suchtverhalten [NIELSEN et al., 2008]. 

 

4.3 Ätiologie psychiatrischer Erkrankungen 

4.3.1 Monoaminhypothese und weitere Theorien 

Erste Hinweise auf die Beteiligung monoaminerger Neurotransmittersysteme an der 

Pathophysiologie von Depressionen wurden eher zufällig in den 1960er Jahren erbracht, 

als die Behandlung von Bluthochdruck mit Reserpin (VMAT-Inhibitor) Depressionen in 

über 20 % der Patienten verursachte [CASTREN, 2005]. Das Antihistaminikum Imipramin 

und das Tuberkulose-Medikament Iproniazid verbesserten hingegen die Stimmung von 

depressiven Patienten. Beide Substanzen entfalten ihre antidepressive Wirkung durch 

Hemmung der SERT/NET-vermittelten Wiederaufnahme von 5-HT und NE aus dem 

synaptischen Spalt bzw. deren Abbaus durch die MAO, wodurch sich ihre extrazellulären 

Konzentrationen im Gehirn erhöhen. Infolgedessen wurde die Hypothese von der 

zentralen Regulation der Stimmungslage durch Monoamine (5-HT und/oder NE) formuliert 
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[CASTREN, 2005]. Die Hypofunktion des serotonergen Systems konnte daraufhin in 

klinischen Studien mit depressiven Patienten belegt werden, die geringere Mengen des 

5-HT-Metaboliten 5-HIAA in der zerebrospinalen Flüssigkeit (CSF) aufwiesen [MANN, 

2003]. Durch Einnahme einer Trp-freien Diät konnte zudem ein transienter Rückfall 

symptomfreier MD-Patienten ausgelöst werden [SMITH et al., 1997]. Letztendlich zeigte 

sich die Bedeutung der 5-HT-Homöostase für die normale Hirnfunktion durch die 

erfolgreiche Behandlung psychiatrischer Erkrankungen mit selektiven 5-HT-Wieder-

aufnahmehemmern (SSRIs), die durch Hemmung des SERT die serotonerge 

Neurotransmission verstärken (Absch. I.3.2.3). 

Der Wirkungsmechanismus der Antidepressiva blieb für lange Zeit ein großes Paradoxon, 

da sich trotz sofortiger Wirkung auf die synaptische 5-HT-Neurotransmission ihre 

therapeutische Wirkung erst nach mehreren Wochen einstellt [ARTIGAS et al., 2002]. 

Mittlerweile geht man davon aus, dass Verhaltensstörungen durch strukturelle und 

funktionelle Langzeitveränderungen bestimmter Moleküle im Gehirn verursacht werden 

und das ADs diesen Veränderungen entgegenwirken (Molekulare Hypothese) [CASTREN, 

2005]. Zu diesen AD-vermittelten Modifikationen gehört u. a. die Desensibilisierung der 

präsynaptischen 5-HT1A-Autorezeptoren und eine verstärkte TPH2-Expression [ARTIGAS 

et al., 2002; DYGALO et al., 2006; SHISHKINA et al., 2007]. Neuste Erkenntnisse gehen davon 

aus, dass Verhaltensstörungen neuronale Kommunikationsprobleme widerspiegeln und 

dass Antidepressiva die Informationsverarbeitung in den betroffenen neuronalen 

Netzwerken graduell verbessern (Netzwerk-Hypothese) [CASTREN, 2005]. Dafür spricht 

die Stimulierung der hippocampalen Neurogenese durch Fluoxetin in Rodentia, die für die 

verhaltensmodulierende Wirkung von ADs essentiell ist [MALBERG et al., 2000; 

SANTARELLI et al., 2003; VAN PRAAG et al., 2002]. Die Differenzierung und Integration der 

neugebildeten Neuronen in bestehende neuronale Schaltkreise dauert zwei bis drei 

Wochen und könnte die verzögerte Wirkung der ADs erklären.  

 

4.3.2 TPH2-SNPs und andere Faktoren 

TPH2 ist durch seine zentrale Rolle in der 5-HT-Biosynthese (Absch. I.1.2.1) im Gehirn 

ein Kandidatengen für 5-HT-verwandte neuropsychiatrische Erkrankungen [WALTHER und 

BADER, 2003; ZHANG et al., 2004]. Entsprechend belegen zahlreiche Assoziationsstudien 

den Einfluss meist intronischer TPH2-Genvarianten bei Depression [HARVEY et al., 2007; 

HARVEY et al., 2004; ZILL et al., 2004a], Angststörungen [SHEEHAN et al., 2005], Autismus 

[COON et al., 2005], Schizophrenie [CHOTAI et al., 2003], Aufmerksamkeitsdefizit-

Hyperaktivitätssyndrom (ADHD) [WALITZA et al., 2005], Suizidal- [ZILL et al., 2004b] und 

Suchtverhalten [NIELSEN et al., 2008]. 
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Eine der wenigen funktionellen Studien zeigte den Einfluss des Promotor-SNPs 

rs11178997 auf den Grad der TPH2-Expression und die Regulation durch den neuronalen 

Transkriptionsfaktor Brn-2 [SCHEUCH et al., 2007]. Zhang et al. berichtete von einem 

kodierenden SNP (G1463A, p.R441H) in Patienten mit unipolarer Depression und einer 

reduzierten Empfindlichkeit gegenüber SSRIs [ZHANG et al., 2005b]. Die TPH2-R441H 

zeigte eine um 80 % verringerte 5-HT-Syntheseaktivität nach Expression in PC12-Zellen. 

Dieser SNP ist jedoch sehr umstritten, da er von mehreren Laboren weltweit auf 

genomischer Ebene nicht bestätigt werden konnte [DELORME et al., 2006; GLATT et al., 

2005; HENNINGSSON et al., 2006; MOSSNER et al., 2006; NIELSEN et al., 2008; VAN DEN 

BOGAERT et al., 2005; ZHANG et al., 2005a; ZHOU et al., 2005]. Erst kürzlich wurden zwei 

weitere kodierende TPH2-SNPs in Patienten mit BD (c.757C>T, p.P206S) und ADHD 

(c.907C>T, p.R303W) beschrieben, welche die Löslichkeit der resultierenden Proteine 

beeinträchtigen und die 5-HT-Synthese teilweise vollständig ausschalten [CICHON et al., 

2008; MCKINNEY et al., 2008]. Das 5-HT-System bietet jedoch noch weitere 

Regulationsebenen, deren Gene, darunter SERT, MAOA und 5HTRs, ebenfalls mit 

psychiatrischen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht wurden [CANLI und LESCH, 

2007; LESCH, 2007; MANN, 2003]. 

In Interaktion mit genetischen Faktoren erhöhen auch umweltbedingte Einflüsse, wie 

negative Kindheitserfahrungen und Stress, das Risiko für psychiatrische Erkrankungen 

[CHARNEY und MANJI, 2004]. So führt der Entzug der mütterlichen Fürsorge bei 

Rattenbabies im adulten Stadium zu einer erhöhten Stressanfälligkeit, die auf eine 

HPA-Hyperfunktion zurückgeführt wurde und die Trp-Verfügbarkeit (TDO, Absch. I.1.2.2) 

und 5-HT-Biosynthese (Absch. I.2.4.1) im ZNS beeinflusst. Letztendlich können aber auch 

krankheitsbedingte Ursachen, z. B. das Cushing-Syndrom (Hypercortisolämie) und die 

Trp-Depletion durch neuroendokrine Tumore (Karziniode) und chronische Immunaktivität 

(IDO, Absch. I.1.2.2) für psychiatrische Erkrankungen verantwortlich sein [DANTZER et al., 

2008; SHIBLI-RAHHAL et al., 2006; VAN DER HORST-SCHRIVERS et al., 2004]. 

 

4.4 Die Amygdala 

Die Amygdala (Mandelkern) ist eine paarige Ansammlung heterogener Kerne innerhalb 

des medialen Temporallappens im Gehirn von Vertebraten [SWANSON und PETROVICH, 

1998], die als Teil des limbischen Systems eine entscheidende Rolle bei der emotionalen 

Bewertung sensorischer Reize und komplexer Situationen sowie der Auslösung von 

Emotionen und emotionsgesteuerten Verhaltensmustern spielt [BAXTER und MURRAY, 

2002; LEDOUX, 2000; PHILLIPS et al., 2003]. Dysfunktionen der Amygdala wurden mit 

zahlreichen psychiatrischen Erkrankungen, wie Autismus, Depression, Suizidalverhalten 
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und Schizophrenie, aber auch Impulsivität, Aggression und Drogenmissbrauch in 

Verbindung gebracht [ALEMAN und KAHN, 2005; KEELE, 2005; NELSON und TRAINOR, 2007; 

PARSEY et al., 2006; ROSEN und SCHULKIN, 1998; STEIN und STAHL, 2000; TALAROVICOVA 

et al., 2007; WHITE et al., 2008].  

Der basolaterale Komplex (BLA) der Amygdala verarbeitet sensorische Signale vom 

Thalamus und Cortex und projiziert u. a. zum Hippocampus und Cortex; Areale, die für 

den Kontextbezug bzw. die Verhaltenskontrolle verantwortlich sind. Der zentrale Nukleus 

der Amygdala empfängt Informationen der BLA und löst über Projektionen zum 

Hirnstamm und Hypothalamus autonome (Reflexe) und endokrine (HPA-Aktivierung) 

Verhaltensreaktionen aus, die mit einer physiologischen Erregung in Zusammenhang 

stehen [DAVIDSON et al., 2000]. 

Die Amygdala wurde lange Zeit als Zentrum der Angstantwort angesehen, die potentiellen 

Gefahrensituationen durch die Auslösung geeigneter Verhaltensmuster begegnet, aber 

auch auf Reize reagiert, die eine Belohnung versprechen [BAXTER und MURRAY, 2002]. 

Da die Amygdala auch für das Lernen und die Erinnerung emotionaler Ereignisse 

verantwortlich ist, können Reize im Zuge der Konditionierung motivierende Eigenschaften 

erwerben, die entweder eine Belohnung oder Bestrafung versprechen und bei späterer 

Exposition das zielgerichtete Verhalten kontrollieren (approach or avoidance).  

Läsionen der Amygdala führen bei Primaten zu einem veränderten Sozialverhalten 

(Hypersexualität, soziale Abgrenzung, Abstieg in der sozialen Rangfolge) und Verlust des 

normalen Aggressions- und Angstverhaltens (Hypoemotionalität) [WEISKRANTZ, 1956]. 

Beim Menschen wurden Defizite in der Emotionsverarbeitung, die durch eine 

beeinträchtigte Wahrnehmung von Emotionen, z. B. in Reaktion auf ängstliche Gesichter 

und Angstkonditionierung charakterisiert ist, beobachtet [KEELE, 2005].  

Die Amygdala wird stark durch 5-HT-Neuronen der DR innerviert [SADIKOT und PARENT, 

1990], wobei 5-HT über zahlreiche 5-HTRs (5-HT1,2,3,4,6,7) inhibitorisch auf die 

Amygdalaaktivität wirkt [KEELE, 2005; RAINNIE, 1999; STUTZMANN und LEDOUX, 1999]. 

Eine serotonerge Hypofunktion, die für psychiatrische Erkrankungen (z. B. 

Angststörungen) typisch ist (Absch. I.4.3), resultiert in einer Hyperaktivität der Amygdala 

und erhöht die Wahrscheinlichkeit, dass sensorische Signale der Umwelt als erregend 

und aversiv wahrgenommen und erinnert werden [DREVETS, 2003]. Entsprechend 

assoziieren TPH2-SNPs mit einer Hyperaktivität der Amygdala in Reaktion auf emotionale 

Reize [BROWN et al., 2005; CANLI et al., 2005; HERRMANN et al., 2007]. 5-HT-potenzierende 

Pharmaka (z. B. SSRIs) sind zudem in der Lage, die Angstkonditionierung bei Rodentia 

zu reduzieren und können u. a. zur Behandlung von Angststörungen eingesetzt werden 

[HASHIMOTO et al., 1996; INOUE et al., 2004].  
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5 Bedeutung von 5-HT in der Ontogenese 

Serotonin kommt bereits früh, noch vor der Ausbildung neuronaler Strukturen, in der 

Embryonalentwicklung von Seeigel, Frosch, Huhn und Maus vor und ist an der Regulation 

der Zellproliferation und Organogenese beteiligt [BUZNIKOV et al., 1996; LAUDER, 1993; 

WALTHER und BADER, 1999]. Die Behandlung schwangerer Mäuse mit 

p-Chlorophenylalanin (PCPA, TPH-Inhibitor) blockiert die Zellteilung früher Embryonen 

und führt in postimplantativen Stadien zur anormalen Organogenese der Augen, Kiefer 

und des vaskulären Systems [KHOZHAI et al., 1995].  

5-HT ist zudem ein wichtiger morphogener Faktor in der Gehirnentwicklung, der den 

Aufbau neuronaler Schaltkreise durch Modulation der neuronalen Proliferation, Migration, 

Differenzierung, Synaptogenese und Apoptose reguliert [AZMITIA, 2001; LAUDER, 1993; 

VITALIS und PARNAVELAS, 2003]. Die serotonergen Neuronen werden früh in der 

Entwicklung, an den embryonalen Tagen E10 bis E12 in der Maus und zwischen der 

5. und 6. Schwangerschaftswoche beim Menschen, ausgebildet [GASPAR et al., 2003; 

WHITAKER-AZMITIA, 2005]. Die volle axonale Ausreifung des serotonergen Netzwerkes 

wird jedoch erst nach der Geburt erreicht [LIDOV und MOLLIVER, 1982]. Beim Menschen 

korreliert die zeitliche Reifung des serotonergen Systems mit der zentralen 

5-HT-Konzentration, die in den ersten zwei bis fünf Lebensjahren ein Maximum erreicht, 

um danach auf adultes Niveau abzufallen [WHITAKER-AZMITIA, 2005].  

Überraschenderweise verursachen genetische Manipulationen des serotonergen Systems 

(Metabolismus und Rezeptoren) keine schwerwiegenden Anormalitäten in der 

Gehirnentwicklung [CASES et al., 1995; FON et al., 1997; HENDRICKS et al., 2003]. Störungen 

der 5-HT-Homöostase durch Überstimulierung oder Inaktivierung von Rezeptoren 

verändern jedoch die Feinstruktur neuronaler Schaltkreise und führen zur Manifestierung 

adulter Verhaltensphänotypen [BONASERA und TECOTT, 2000; GASPAR et al., 2003; 

GINGRICH und HEN, 2001]. So führt beispielsweise das 5-HT-Überangebot in Maoa und 

Sert KO-Mäusen zu einer gestörten Clusterbildung und Segregation der thalamocortikalen 

Fasern im somatosensorischen Cortex und der retinothalamischen Projektionen des 

visuellen Systems [CASES et al., 1996; PERSICO et al., 2001; SALICHON et al., 2001; UPTON 

et al., 1999]. Im adulten Stadium zeichnen sich beide Mausmodelle durch verstärkte 

Aggression bzw. Depression und gesteigertes Angstverhalten aus [CASES et al., 1995; 

HOLMES et al., 2003; LIRA et al., 2003]. Die schwachen Effekte der serotonergen 

KO-Modelle lassen sich möglicherweise mit der Vielzahl unterschiedlicher 5-HTRs 

erklären, die spezifische zeitliche und räumliche Expressionsmuster während der 

Entwicklung aufweisen und somit nur für eine begrenzte Anzahl von Aktionen während 

spezifischer Phasen der Ontogenese verantwortlich sind [GASPAR et al., 2003]. Aufgrund 
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dieser Ergebnisse könnten Störungen der 5-HT-Homöostase in der Embryogenese und 

frühen postnatalen Entwicklung der Ätiologie psychiatrischer Erkrankungen beteiligt sein 

(Absch. I.4.3) [GINGRICH und HEN, 2001; GROSS et al., 2002; WHITAKER-AZMITIA, 2001, 

2005]. 

 

6 Posttranskriptionale RNA-Modifikationen 

6.1 Alternatives Spleißen 

Die Expression eukaryotischer Gene erfordert die posttranskriptionale Prozessierung 

primärer RNA-Transkripte, u. a. durch 5’-Capping, Spleißen und 3’-Polyadenylierung, 

bevor die Translation der reifen mRNAs in die kodierten Proteine erfolgen kann [BENTLEY, 

2005]. Humane Gene exprimieren komplexe prä-mRNAs, deren proteinkodierende Exone 

durch extrem lange nichtkodierende intronische Sequenzen voneinander getrennt sind. Im 

Verlauf der prä-mRNA-Reifung werden die Introne herausgeschnitten und die einzelnen 

Exone präzise miteinander verknüpft. Dieser Prozess des Spleißens wird durch das 

Spleißosom, einen RNP-Komplex aus fünf snRNAs (kleine nukleäre RNAs) und über 150 

assoziierten Proteinen, vermittelt [THANARAJ und CLARK, 2001; ZHOU et al., 2002]. Das 

Spleißsom wird durch spezifische cis-regulatorische Sequenzen (splicing code) der 

prä-mRNA gesteuert, welche die Exon-Intron-Sequenzen definieren und das Spleißen 

erleichtern (Abb. I.7). Die Aktivität des Spleißosoms wird zudem durch zahlreiche 

trans-regulatorische Aktivator- oder Repressorproteine kontrolliert, die an spezifische 

Verstärker- bzw. Suppressorelemente der prä-mRNA binden [BLACK, 2003].  

 

 

 
 

 

Abbildung I.7 Formen alternativen 
Spleißens primärer RNA-Transkripte 
eines Gens. Die Verwendung 
alternativer Promotoren oder Poly-A-
Stellen führt zu Proteinen mit 
unterschiedlichen N- bzw. C- termi-
nalen Domänen. Durch alternative 5‘- 
oder 3‘-Spleißstellen kann die Länge 
bestimmter Exone variiert werden. Das 
häufigste alternative Spleißereignis 
sind Exon-Kassetten, die entweder in 
die mRNA eingebaut oder über-
sprungen werden. Ein Spezialfall ist 
das Auftreten paarweiser Exon-
Kassetten, von denen entweder die 
eine oder die andere, nicht aber beide, 
Teil der mRNA werden. Durch partielle 
Unterdrückung von Spleißereignissen 
können Introne in der mRNA erhalten 
bleiben. Modifiziert nach [LI et al., 2007]. 
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Durch die differentielle Wahl von Spleißstellen können durch alternatives Spleißen 

verschiedene Kombinationen von Exonen in die reife mRNA eingebaut werden, wodurch 

ein einzelnes Gen für mehrere Proteinisoformen mit unterschiedlichen Eigenschaften 

kodieren kann (Abb. I.7). Interessanterweise werden mindestens 70 % der humanen 

Gene alternativ gespleißt, was entscheidend zur proteomischen Diversität des Menschen 

beiträgt [WANG und COOPER, 2007]. Auf Proteinebene führt die Verwendung alternativer 

Exone zu funktionell verschiedenen Isoformen, die sich beispielsweise in ihren 

Bindungseigenschaften für Liganden, der subzellulären Lokalisation, spezifischen Aktivität 

und Regulation durch Signalwege unterscheiden. Variationen der nichtkodierenden 

Sequenzen innerhalb der 5‘-  und 3‘-UTRs können hingegen die Stabilität, Translation 

oder Lokalisation der mRNA beeinflussen [HUGHES, 2006]. Durch die Änderung des 

Leserahmens oder das Einfügen von vorzeitigen Stopcodonen können alternative 

Spleißereignisse die RNA-Degradierung durch NMD (nonsense-mediated mRNA decay) 

bewirken und somit die Genexpression vollständig ausschalten [LEJEUNE und MAQUAT, 

2005]. 

Alternatives Spleißen tritt besonders häufig im Gehirn auf [LEE und IRIZARRY, 2003] und 

bestimmt durch die Expression massgeschneiderter Proteine die Eigenschaften einer 

Vielzahl von Neuronen [BLACK und GRABOWSKI, 2003; LIPSCOMBE, 2005]. Viele Bereiche 

der neuronalen Entwicklung werden durch diesen Prozess kontrolliert, u. a. die 

Differenzierung neuronaler Vorläuferzellen, das gerichtete Auswachsen der Axone und 

die Synaptogenese [LI et al., 2007]. Im adulten Gehirn wird das alternative Spleißen durch 

die neuronale Aktivität bestimmt und beinhaltet Gene für Ionenkanäle, 

membrangebundene Rezeptoren und Proteine, die an der Neurotransmitterfreisetzung 

und Speicherung beteiligt sind. Durch die Feinregulierung ihrer funktionellen 

Proteinzusammensetzung können Neuronen optimal auf veränderte Signale reagieren 

und somit einen wichtigen Beitrag zur homöostatischen Plastizität des Gehirns leisten 

[LI et al., 2007]. Dysregulationen im alternativen Spleißen durch Mutationen 

trans-agierender Spleißfaktoren konnten mit neurologischen und neuromuskulären 

Erkrankungen, z. B. Prader-Willi-Syndrom (PWS) und Spinale Muskelatrophie (SMA) in 

Zusammenhang gebracht werden [WANG und COOPER, 2007]. 

 

6.2 RNA-Editierung 

Unter RNA-Editierung werden alle zellulären Prozesse zusammengefasst, welche 

ko- oder posttranskriptional die Sequenz primärer RNA-Transkripte (mRNA, tRNA, rRNA) 

durch Insertion, Deletion oder Basenmodifikation von Nukleotiden verändern [NISHIKURA, 

2006]. RNA-Editierung innerhalb der kodierenden Region kann den Leserahmen 
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verändern oder Stopcodone und Aminosäuresubstitutionen einfügen, wodurch die 

resultierenden Proteine entweder verkürzt sind und/oder von der primär kodierten 

Aminosäuresequenz abweichen. RNA-Editierung ist somit ein weiterer Mechanismus, der 

durch die Generierung multipler Proteinvarianten eines Genes zur proteomischen und 

funktionellen Vielfalt beiträgt. 

RNA-Editierung wurde erstmals für das mitochrondriale coxII-Gen von Trypanosomen 

beschrieben, dessen primäres Transkript durch die Insertion und Deletion von 

Uridinresten modifiziert wird [BENNE et al., 1986]. Beim Menschen wurde RNA-Editierung 

erstmals für die mRNA des Apolipoproteins B (APOB) beschrieben, bei der durch 

hydrolytische Deaminierung eines Cytidins zu Uridin (C>U) ein Glutamincodon in ein 

Stopcodon umgewandelt wird [POWELL et al., 1987]. Die editierte mRNA führt im 

Dünndarm zur Synthese des APOB48-Proteins, einer verkürzten Version des APOB100, 

das in der Leber von der uneditierten RNA gebildet wird. APOB48 vermittelt die 

Lipidabsorption im Dünndarm, während APOB100 endogen gebildete Lipide (Cholesterol, 

Triacylglyceride) im Blutkreislauf transportiert [CHESTER et al., 2000; DAVIDSON und 

SHELNESS, 2000]. Die C>U-Editierung wird durch die APOBEC1-Cytidindeaminase in 

Verbindung mit essentiellen Hilfsproteinen katalysiert [NAVARATNAM und SARWAR, 2006].  

 

 
 

Die A>I-Editierung stellt hingegen die häufigste Form der RNA-Editierung in Mammalia 

dar, welche die Stärke der Neurotransmission im ZNS durch Modulation der funktionellen 

Eigenschaften von Neurotransmitterrezeptoren bestimmt. Die GluR2-Untereinheit des 

Abbildung I.8 Funktionelle Veränderungen 
durch A>I-RNA-Editierung. (A) Hydro-
lytische Deaminierung von Adenosin zu 
Inosin durch Adenosindeaminasen der 
ADAR-Familie. Inosin wird während der 
Translation als Guanosin erkannt und paart 
mit Cytidin. (B) A>I-Editierung an der Q/R-
Stelle des GluR2-Untereinheit verursacht 
einen Gln/Arg-Austausch, wodurch der 
Rezeptor impermeabel für Ca2+ wird. (C) Die 
Editierung des 5-HT2CRs erfolgt an fünf 
Positionen. Durch dynamische Editierung 
werden drei Codone (I, N und I) verändert, 
wodurch max. 24 verschiedene Isoformen 
entstehen können. Die 5-HT2CR-Editierung 
bestimmt die Stärke der intrazellulären 
Signaltransduktion durch Modulation der 
5-HT-Wirkung, G-Protein-Kopplung und 
Agonistenbindung, wobei der uneditierte 
Rezeptor (INI) die höchste Effizienz besitzt. 
Modifiziert nach [NISHIKURA, 2006]. 
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AMPA-Glutamatrezeptors wird an der Q/R-Stelle nahezu quantitativ (> 99,9 %) editiert 

und macht den Ionenkanal undurchlässig für Ca2+-Ionen (Abb. I.8) [SEEBURG et al., 1998]. 

Ein weiteres Beispiel ist der 5-HT2C-Rezeptor, der an fünf benachbarten Positionen (A, B, 

C, D und E/C’) in Exon V dynamisch editiert wird (Abb. I.8). Dadurch werden drei 

Aminosäuren innerhalb des zweiten intrazellulären Schleife geändert, wodurch die 

Intensität der 5-HT2CR-vermittelten Signaltransduktion moduliert wird [BURNS et al., 1997; 

FITZGERALD et al., 1999; NISWENDER et al., 1999]. Im Vergleich zu den nicht editierten 

Rezeptoren (INI-Form) ist die G-Protein-vermittelte Aktivierung des intrazellulären 

Signalweges durch die editierten Varianten weniger effizient [FITZGERALD et al., 1999; 

HERRICK-DAVIS et al., 1999; NISWENDER et al., 1999]. Die A>I-Editierung erfolgt durch 

hydrolytische Deaminierung und wird durch die dsRNA-spezifische Adenosindeaminasen 

der ADAR-Familie katalysiert [NISHIKURA, 2006]. Da RNA-Editierung an der Feinregulation 

der neuronalen Informationsübertragung beteiligt ist, wurden Dysregulationen mit 

neurologischen Erkrankungen, wie Depression, Schizophrenie, Epilepsie und Amyotrophe 

Lateralsklerose (ALS) in Zusammenhang gebracht [MAAS et al., 2006]. 

 

7 Das NTR/CB1954-System 

Zur Klärung grundlegender funktioneller Fragen können Zellen in vivo durch die 

Verwendung von Enzym-Protoxin-Kombinationen (EP) konditional ablatiert werden 

[PORTSMOUTH et al., 2007]. Prinzipiell erfordert das die genetische Manipulation von 

Zellen zur Produktion von Enzymen, die inaktive chemische Vorläufersubstanzen 

(Protoxine) zu potenten Zytotoxinen metabolisieren können. Dabei haben Enzym und 

Protoxin allein keinen Einfluss auf die Zelle und die zytoxische Wirkung entfaltet sich erst 

durch Kombination beider Komponenten.  

Eines der am besten untersuchten protoxinaktivierenden Enzyme ist die Tymidinkinase 

des Herpes Simplex-Virus Typ 1, welche das antivirale Ganciclovir durch 

Phosphorylierung aktiviert [MOOLTEN et al., 1990]. Die E. coli-Cytosindeaminase katalysiert 

hingegen die Deaminierung von 5-Fluorocytosin zu 5-Fluorouracil, das bevorzugte 

Chemotherapeutikum bei vielen gastrointestinalen Tumoren [MULLEN et al., 1992; 

PORTSMOUTH et al., 2007]. Die aktive Spezies beider EP-Systeme sind Nukleotidanaloge, 

die mit der DNA-Synthese interferieren und den Zelltod ausschließlich proliferierender 

Zellen verursachen, weshalb ihre Anwendungsmöglichkeiten in Hinblick auf Zellen mit 

geringem mitotischen Index limitiert sind. 

Das E. coli ntr-Gen kodiert für eine FMN-abhängige Nitroreduktase (NTR), welche die 

schwach monofunktional alkylierende Substanz 5-(Azaridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid 

(CB1954) in ein wirkungsvolles Zytotoxin umsetzen kann [KNOX et al., 1992]. In 
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Anwesenheit des Kofaktors NADH oder NADPH katalysiert die NTR die aerobe Reduktion 

einer der beiden Nitrogruppen von CB1954 (Abb. I.9). Die 2- und 4-Hydroxylaminderivate 

reagieren in einer weiterführenden nicht-enzymatischen Reaktion mit einem Thioester zu 

den entsprechenden N-Acetoxyhydroxylaminen. Von beiden Reaktionsprodukten ist das 

4-N-Acetoxyhydroxylamin ein potentes bifunktionales DNA-quervernetzendes Agens 

[KNOX et al., 1993]. Die verursachten DNA-Schäden werden nur unzureichend repariert 

und induzieren den Zelltod durch p53-unabhängige Apoptose [CLARK et al., 1997; CUI et 

al., 1999].  

 

 
 

Da alkylierende Substanzen unabhängig vom Zellzyklus wirken, können mit dem 

NTR/CB1954-System auch terminal differenzierte Zellen, z. B. Neuronen, ablatiert werden 

[ISLES et al., 2001; MA et al., 2002]. Für die Anwendung des Systems in vivo ist jedoch eine 

spezifische Expression der NTR in den Zielzellen erforderlich, die durch die Verwendung 

zelltypspezifischer Promotoren erreicht wird. Auf diese Weise konnte die Wirksamkeit des 

NTR/CB1954-Systems bereits in zahlreichen Studien und Geweben mit transgenen 

Mäusen bestätigt werden, u. a. durch Ablation von Luminalzellen der Milchdrüse [CLARK 

et al., 1997], Adipozyten [FELMER et al., 2002], Astrozyten [CUI et al., 2001] und 

olfaktorischen Neuronen [ISLES et al., 2001; MA et al., 2002]. 

Abbildung I.9 Aktivierung von CB1954 
durch die E. coli-Nitroreduktase (NTR). 
In Anwesenheit des Kofaktors (NADH 
oder NADPH) wird eine der beiden 
Nitrogruppen des Protoxins CB1954 
durch NTR zum entsprechenden 
Hydroxylaminderivat reduziert. Diese 
Reduktionen erfolgen gleichwertig und 
mit der gleichen Geschwindigkeit. In 
einer weiteren nicht-enzymatischen 
Reaktion mit einem Thioester werden 
die N-Acetoxyhydroxylamine gebildet, 
von denen das 4-Hydroxylaminderivat 
ein potentes DNA-quervernetzendes 
Agens ist. Die verursachten 
DNA-Schäden werden unzureichend 
repariert und führen zum apop-
totischen Zelltod. Modifiziert nach 
[SPOONER et al., 2001]. 
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8 Zielsetzung 

 

Dysregulationen des serotonergen Systems im ZNS wurden mit einer Vielzahl 

neuropsychiatrischer Erkrankungen des Menschen in Zusammenhang gebracht. Durch 

seine zentrale Bedeutung in der 5-HT-Biosynthese im Gehirn ist TPH2 ein Kandidatengen 

für die Neuropsychiatrie und zahlreiche Studien belegen die positive Kopplung 

vorwiegend intronischer Genvarianten mit psychiatrischen Störungen.  

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte deshalb nach weiteren kodierenden SNPs im 

TPH2-Gen gesucht werden, deren möglicher Einfluss auf die enzymatische Aktivität der 

TPH2 zur Ätiologie neuropsychatrischer Erkrankungen beitragen könnte. Dazu sollten aus 

post mortem-RNA-Proben des menschlichen Gehirns von Betäubungsmitteltoten, 

Suizidopfern und schizophrenen Patienten sowie psychopathologisch unauffälligen 

Kontrollen die TPH2-cDNAs mittels RT-PCR amplifiziert, kloniert und sequenziert werden. 

Der Vergleich der cDNA-Sequenzen mit der TPH2-Referenzsequenz erlaubt 

anschließend die Identifizierung von SNPs im TPH2-Gen. Identifizierte TPH2-Varianten 

sollten zudem in Zellkultur exprimiert und deren Funktionalität hinsichtlich der 

enzymatischen Aktivität durch Ermittlung der kinetischen Parameter (Km, Vmax) untersucht 

werden.  

Weiterhin sollte im Verlauf der Doktorarbeit ein Mausmodell generiert werden, das die 

konditionale Ablation der serotonergen Rapheneuronen des Stammhirns ermöglicht, um 

einen chronischen 5-HT-Mangel im Gehirn zu induzieren, der als Grundlage vieler 

psychiatrischer Erkrankungen gilt. Zu diesem Zweck sollte das aus der Literatur bekannte 

NTR/CB1954-System verwendet werden, bei dem die spezifische Expression der 

E. coli-Nitroreduktase die Ablation der Zielzellen durch Applikation des inaktiven Protoxins 

CB1954 erlaubt. Die Spezifität der NTR-Expression sollte durch Verwendung des 

humanen Tph2-Promotors gewährleistet werden, dessen Aktivität in Rodentia zunächst in 

primären Rapheneuronen der Ratte überprüft werden sollte. Da das NTR/CB1954-System 

in vivo jedoch hohe CB1954-Konzentrationen erfordert, die Nebenwirkungen verursachen 

können, soll ggf. nach Optimierungsmöglichkeiten gesucht werden, um die NTR-Aktivität 

in den Zielzellen zu erhöhen. 
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II Materialien und Methoden 

1 Chemikalien und Reagenzien 

Die in dieser Arbeit verwendeten Feinchemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben, 

von den Firmen Sigma-Aldrich und Fluka bezogen.  

 

2 Antikörper 

 
 

3 Oligonukleotide 

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma BIOTEZ (Berlin) synthetisiert.  
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4 Lösungen, Puffer und Medien 

Die verwendeten Lösungen, Puffer und Medien sind mit ihrer genauen Zusammensetzung 

bei den dazugehörigen Methoden dieses Kapitels zu finden. Bei Puffern handelt es sich 

im allgemeinen um wässrige Lösungen, die in der Regel bei Raumtemperatur gelagert 

und bei Bedarf für 30 min bei 125 °C autoklaviert wurden. 

 

5 Zellkulturen und Mikroorganismen 

5.1 Säugerzellen 
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5.2 Bakterien 

5.2.1 Stämme 

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Klonierungsarbeiten wurden unter Verwendung 

der nachfolgend aufgeführten E. coli-Stämme durchgeführt. 

 
 

5.2.2 Kulturbedingungen 

Die unterschiedlichen E. coli-Stämme wurden für Klonierungsarbeiten zur Amplifikation 

von Plasmid-DNA verwendet. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte in LB-Medium bei 

37 °C und 220 rpm in einem Schüttelinkubator. Transformierte Bakterien wurden auf 

LB-Agarplatten mit 100 µg/mL Ampicillin oder 50 µg/mL Kanamycin bei 37 °C im 

Brutschrank selektiert.  

 
LB-Medium 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) Bactotrypton; 1 % (w/v) NaCl 

in ddH2O 

LB-Agar 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) Bactotrypton; 1 % (w/v) NaCl; 

2 % (w/v) Agar in ddH2O 

 

5.2.3 Herstellung transformationskompetenter Bakterien 

Zur Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien wurden 100 mL LB-Medium mit 1 mL 

einer frischen E. coli-Übernachtkultur angeimpft, bis zu einer OD600 von 0,45 - 0,55 im 

Schüttler angezogen, auf Eis abgekühlt und zentrifugiert. Die Zellen wurden anschließend 

in 30 mL kaltem TFB I resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und erneut zentrifugiert. 

Nach Resuspension des Pellets in 4 mL eiskaltem TFB II wurde die Zellsuspension 

aliquotiert, in Flüssigstickstoff schockgefroren und die Aliquots bei - 80 °C gelagert. Alle 

Zentrifugationsschritte erfolgten bei 4 °C und 700 x g für 10 min.  

 
TFB I 50 mM MnCl2; 100 mM KCl; 10 mM CaCl2; 15 % (v/v) Glycerin; 

30 mM KOAc; pH 6,1; sterilfiltriert 
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TFB II 75 mM CaCl2; 10 mM KCl; 10 mM MOPS; 15 % (v/v) Glycerin; 

pH 7,0; sterilfiltriert 

 

5.2.4 Transformation 

Für die Transformation wurden chemisch-kompetente Bakterien der Stämme DH5α und 

XL1-Blue verwendet. Die Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 5 – 10 µL Ligationsansatz 

vermischt und für 10 min auf Eis inkubiert. Nach Hitzeschock für 1 min bei 42 °C und 

Inkubation für 2 min auf Eis wurden die Zellen mit 450 µL LB-Medium versetzt und für 1 h 

bei 37 °C im Thermomixer regeneriert. Die Bakterien wurden auf LB-Agarplatten mit 

Ampicillin oder Kanamycin ausplattiert und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Zur Herstellung 

unmethylierter Plasmid-DNA wurden methylasedefiziente (dam-/dcm-) GM2163-Zellen 

verwendet. 

 

6 Molekularbiologische Methoden 

6.1 Isolierung von Nukleinsäuren 

6.1.1 Isolierung genomischer DNA 

Für die Isolierung genomischer DNA wurden Schwanzbiopsien von transgenen Mäusen 

für 2 - 4 h unter leichtem Schütteln bei 55 °C in 350 µL Tail-Puffer mit 0,5 g/L Proteinase K 

verdaut. Nach Inkubation für 10 min auf Eis wurden zur Ausfällung der Proteine 150 µL 

einer gesättigten NaCl-Lösung (~ 6 M) zu den Proben gegeben, für 5 min auf Eis inkubiert 

und anschließend für 10 min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen, mit 

20 mg/L RNase A versetzt und für 15 min bei 37 °C inkubiert. Durch Zugabe von 1 mL 

Isopropanol und Zentrifugation für 20 min wurde die DNA gefällt. Nach Waschen des 

Pellets mit 1 mL 70 % Ethanol wurde die DNA luftgetrocknet und in 100 µL TEPCR über 

Nacht bei RT resuspendiert. Die Konzentration der DNA wurde photometrisch bestimmt 

und standardmäßig auf 100 ng/µL eingestellt. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei 4 °C 

und 20000 x g durchgeführt. Fünfzig ng der isolierten genomischen DNA wurden zur 

PCR-basierten Genotypiserung der transgenen NTR1-Mäuse mit den Oligonukleotiden 

NTR1 und NTR2 eingesetzt. 

 
Tail-Puffer  50 mM Tris/HCl, pH 8,0; 100 mM EDTA; 1 % (w/v) SDS; 

100 mM NaCl; 

RNase A  10 g/L RNase A in TE-Puffer 

TEPCR  10 mM Tris/HCl; pH 8,0; 0,1 mM EDTA 
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6.1.2 Analytische Plasmid-DNA-Isolierung 

Die quantitative Isolierung von Plasmid-DNA (Mini Prep) erfolgte aus 2 – 4 mL frischer 

Bakterienkultur nach der RAL-Methode (Rapid Alkaline Lysis, [BIRNBOIM und DOLY, 1979]) 

mit anschließender Präzipitation der DNA-Plasmide durch Ethanolfällung. Alternativ 

wurden DNA-Säulen des NucleoSpin® Plasmid Kits (Macherey-Nagel, nach Protokoll des 

Herstellers) verwendet. 

 

6.1.3 Präperative Plasmid-DNA-Isolierung 

Die qualitative Plasmid-DNA-Isolierung erfolgte aus 200 mL frischer Bakterienkultur mit 

dem Nucleobond®-PC 500 Kit  nach Protokoll des Herstellers (Macherey-Nagel). 

 

6.1.4 DNA-Fragmentisolierung aus Agarosegelen 

Gewünschte DNA-Banden wurden nach der Gelelektrophorese mit einem Skalpell aus 

dem Agarosegel ausgeschnitten und durch Verwendung des NucleoSpin® Extract II Kit 

(Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers aus dem Gelstück isoliert. 

 

6.1.5 RNA-Isolierung aus Zellen und Geweben 

Die Isolierung von Total-RNA aus Zellkulturen und Geweben erfolgte mit dem 

Trizol®-Reagenz (Invitrogen) nach Protokoll des Herstellers. Die von Pathologen während 

der Autopsie entnommenen humanen post mortem-Gehirnproben wurden mit dem 

RNAlater RNA Stabilization Reagent (Qiagen) gesammelt und bis zur Weiterverwendung 

bei - 80 °C eingefroren. Nach Homogenisierung der Gewebe wurde die Gesamt-RNA mit 

dem RNeasy Lipid Tissue Midi Kit  (Qiagen) nach Angaben des Herstellers extrahiert.  

 

6.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

DNA-Konzentrationen von Lösungen wurden photometrisch bei 260 nm gemessen und 

nach der Formel OD260 = 1 ≅ 50 µg/mL dsDNA berechnet. Für RNA wurde die Formel 

OD260= 1 ≅ 40 µg/mL RNA angewendet.  
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6.3 Manipulation von Nukleinsären 

6.3.1 Restriktionsverdau 

Plasmid-DNA wurde mit Restiktionsendonukleasen der Firmen NEB und Fermentas 

geschnitten (nach Angaben des Herstellers). Die eingesetzte Enzymmenge betrug dabei 

im allgemeinen 1 U, um 1 µg DNA in einer Stunde vollständig zu verdauen.  

 

6.3.2 Dephosporylierung 

Um die Selbstligation linearisierter DNA-Vektoren mit kompatiblen intramolekularen 

Enden zu vermeiden, wurden die 5’-terminalen Phosphatgruppen hydrolytisch durch 

Antarctic Phosphatase (NEB) nach Protokoll des Herstellers entfernt.  

 

6.3.3 Generierung stumpfer Enden 

Zur Generierung stumpfer DNA-Enden wurden durch Restriktionsverdau entstandene 

5’-Überhänge von DNA-Fragmente durch Verwendung der T4-DNA-Polymerase (NEB) 

nach Protokoll des Herstellers aufgefüllt. 

 

6.3.4 Erzeugung von 3’-A-Überhängen 

Die Verwendung des pTargeT™ Mammalian Expression System (Promega) erforderte 

3’-A-Überhänge der zu ligierenden PCR-Fragmente, die bei der Verwendung von 

DNA-Polymerasen mit Korrekturlesefunktion nicht generiert werden. PCR-Fragmente 

wurden nach Aufreinigung aus Agarosegelen mit 200 µM dATP, 1 mM MgCl2 und 1 µL 

Taq-Polymerase (laboreigene Herstellung) versetzt, für 10 min bei 72 °C inkubiert und 

anschließend für die Ligation eingesetzt. 

 

6.3.5 Ligation 

Für Klonierungen notwendige Ligationen von DNA-Fragmenten mit linearisierten 

DNA-Vektoren erfolgten im molaren Verhältnis von 2 : 1 bis 5 : 1 in Ligationspuffer mit 

200 U T4-DNA-Ligase (NEB) über Nacht bei 16 °C. Chemisch-kompetente Bakterien 

wurden anschließend mit dem Ligationsansatz transformiert (Absch. II.5.2.4). 
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6.4 Agarosegelelektrophorese 

DNA-Fragmente einer Größe von 0,1 bis 20 kb wurden in 0,7 bis 3 %igen (w/v) 

Agarosegelen mit 0,5 μg/mL Ethidiumbromid aufgetrennt und unter UV-Licht (300 nm) 

visualisiert (GelDoc 2000, BioRad). Durch Vergleich mit geeigneten 

Molekulargewichtsmarkern bekannter Zusammensetzung konnten Fragmentgrößen und 

Probenkonzentrationen abgeschätzt werden. Die DNA-Proben wurden mit 

0,2 Volumeneinheiten 6 x DNA-Probenpuffer versetzt, auf das Gel aufgetragen und 

elektrophoretisch bei 120 V in TBE-Puffer aufgetrennt. 

 
6 x DNA-Probenpuffer 50 % (w/v) Glycerin; 0,025 % (w/v) Bromphenolblau  

TBE-Puffer 90 mM Tris/HCl; 90 mM Borsäure; 2 mM EDTA 

 

6.5 Klonierungen 

6.5.1 pNTR1 

Das Nitroreduktasegen (ntr) wurde von genomischer DNA des E. coli-Stammes DH5α mit 

Taq-DNA-Polymerase und den Oligonukleotiden NTR1 und NTR2 mittels PCR 

amplifiziert. Das erhaltene 654 bp-Amplikon wurde in den pGEM®-T easy-Vektor 

(Promega, nach Angaben des Herstellers) kloniert und durch Sequenzierung bestätigt.  

 

6.5.2 pUC57-NTRo 

Der Codongebrauch des E. coli ntr-Gens wurde in silico durch Austausch synonymer 

Codone an Mus musculus angepasst [NAKAMURA et al., 2000]. Das codonoptimierte 

ntro-Gen wurde von der Firma GeneScript (NJ, USA) synthetisiert, verifiziert und im 

Vektor pUC57 zur Verfügung gestellt. 

 

6.5.3 pMSCVhTph2NTRpA 

Die Herstellung des retroviralen Konstruktes pMSCVhTph2NTRpA, kodierend für das 

ntr-Gen unter der Kontrolle des humanen Tph2-Promotors, erfolgte durch sequentielle 

Klonierung. Die SV40-Polyadenylierungssequenz (pA; 0,9 kb) wurde zunächst mit BamH I 

und Xba I aus pNSEpA (Diego J. Walther, MPIMG) ausgeschnitten und das 

0,9 kb-Fragment durch Verwendung der Schnittstellen Bgl II und Spe I in den 

Subklonierungsvektor pMCS5 (MoBiTec) kloniert. Das entstandene Konstrukt pMCSpA 

wurde mit Xho I und Sac II oberhalb der pA-Sequenz geschnitten und das ntr-kodierende 

Sal I/Sac II-Fragment (0,7 kb) von pNTR1 eingefügt. Unter Verwendung der Schnittstellen 
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Pst I und Spe I wurde anschließend das 4 kb Tph2-Promotorfragment oberhalb des 

ntr-Gens in den Vektor pMCSNTRpA kloniert, wozu der Tph2-Promotor zuvor mit Pst I 

und Spe I aus dem Konstrukt p13-7 (Diego J. Walther, MPIMG) herausgeschnitten wurde. 

Das resultierende Konstrukt phTph2NTRpA wurde durch Hind III und Cla I von der 

Vektorsequenz befreit und das Tph2-ntr-pA-Fragment in die entsprechenden 

Schnittstellen des retroviralen Vektors pMSCVhyg (BD Clontech) kloniert. Der retrovirale 

Vektor verfügt über das Verpackungssignal Ψ+ und die retroviralen 5´- und 3´-LTRs, die 

für die Integration des Provirus in das Wirtsgenom entscheidend sind. Durch 

Transformation der Verpackungszelllinie ψ/Cre wurden rekombinante Retroviren für die 

Generierung der transgenen NTR1-Mäuse erhalten (Absch. II.8.5.3). 

 

6.5.4 pGNTR und pGNTRo 

Für die Expression des GNTR-Fusionsproteins wurde die Gene ntr und ntro mit EcoR I 

aus pNTR1 bzw. pUC57-NTRo herausgeschnitten (je 0,7 kb) und in den 

EcoR I -geschnittenen, dephosphorylierten Vektor pEGFP-C1 (BD Clontech) kloniert. Die 

resultierenden Expressionskonstrukte pGNTR und pGNTRo wurden anschließend für alle 

Zellkulturexperimente verwendet. 

 

6.5.5 phTph2DsRED 

Für die Expression des Reportergens DsRed unter der Kontrolle des humanen 

Tph2-Promotors wurde das Konstrukt phTph2DsRED hergestellt [SCHEUCH et al., 2007]. 

Das 4 kb-Fragment des humanen Tph2-Promotors wurde mit den Oligonukleotiden 

4kbTph2-s und 4kbTph2-as vom Plasmid phTph2NTRpA amplifiziert und in den 

Expressionsvektor pDsRed-Express-N1 (BD Clontech) durch Verwendung der geglätteten 

Schnittstellen Pci I und Bgl II kloniert. Das Konstrukt wurde anschließend zur Transfektion 

primärer 5-HT-Rapheneuronen der Ratte verwendet. 

 

6.5.6 pXL-TPH2-Konstrukte 

Die TPH2-cDNAs der humanen post mortem-Proben der Amygdala wurden mit dem 

Expand Long Template PCR System (Roche) mit den Oligonukleotiden hsntphORFs und 

hsntphORFas amplifiziert, aufgereinigt und durch Klonierung in pXL-TOPO (TOPO® XL 

PCR Cloning Kit, Invitrogen) nach Angaben des Herstellers gesichert.  
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6.5.7 TPH2-Expressionskonstrukte 

Die TPH2-Varianten TPH2a (Diego J. Walther, MPIMG) und TPH2a 1234 (Tabelle VI.1, 

BTM868-1) wurden von pXL-TPH2-Konstrukten der jeweiligen Patienten mit den 

Oligonukleotiden 6xHishtph2-f und hsntphORFas und der Phusion™ High-Fidelity DNA 

Polymerase (Finnzymes) amplifiziert. Die Fragmente (1,7 kb) wurden aus Agarosegelen 

aufgereinigt und nach Generierung der 3’-A-Überhänge in den pTargeT-Vektor 

(pTargeT™ Mammalian Expression System, Promega) kloniert. Für die Expression von 

TPH2b und TPH2b 234 wurde zunächst durch ortsgerichtete Mutagenese der 

Editierungsposition 1 (c.385C>T) mit den Oligonukleotiden NTPHEx3_526s und 

NTPHEx3_562as der genomische Zustand (c.385C) in den entsprechenden 

Patientenklonen SZ947-1 und SZ947-3 (TPH2b 1 und TPH2b 1234, Tabelle VI.1) 

wiederhergestellt und die korrigierten cDNAs anschließend in den pTargeT-Vektor 

kloniert. Die TPH2-Expressionskonstrukte wurden im folgenden zur Generierung stabiler 

HEK293-Zellen eingesetzt. 

 

6.5.8 Klonierung der TPH2-Exone 

Die TPH2-Exone wurden mit den OWB-Oligonukleotiden (Absch. II.3) von genomischer 

DNA des untersuchten post mortem-Patientenkollektivs amplifiziert, durch Ligation in 

pGEM®-T easy (Promega, nach Angaben des Herstellers) gesichert und sequenziert.  

 

6.6 Sequenzierung 

Die Sequenzierung von Plasmiden erfolgte durch die Firma MWG Biotech nach der 

Didesoxymethode [SANGER et al., 1977]. 

 

6.7 Lagerung 

DNA wurde in TE-Puffer bei - 20 °C aufbewahrt oder langfristig bei - 80 °C gelagert. Die 

Lagerung von RNA erfolgte bei - 80 °C in DEPC-Wasser.  

 
TE-Puffer 10 mM Tris/HCl, pH 8,0; 1 mM EDTA 

DEPC-Wasser 0,1 % (w/v) Diethylpyrocarbonat (DEPC), autoklaviert 

 

6.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) 

Der Reaktionsansatz wurde auf Eis pipettiert und enthielt die Matrizen-DNA (10 ng 

Plamid-DNA oder 50 ng genomische DNA), 0,4 - 0,6 µM Oligonukleotide (Absch. II.3), 
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200 µM dNTPs, 1 - 2 mM MgCl2, 10 x PCR-Puffer und ddH2O zu einem Endvolumen von 

25 bis 50 µL. Jedem Reaktionsansatz wurde abschließend DNA-Polymerase zugesetzt. 

Für Genotypisierungen und die Amplifikation kleiner Fragmente (< 700 bp) wurde 

standardmäßig 1 µL Taq-Polymerase (laboreigene Herstellung) verwendet. Die 

Amplifikation großer Fragmente (> 1,5 kb) erfolgte mit dem DNA-Polymerase-Mix des 

Expand Long Template PCR Systems (Roche) oder der Phusion™ High-Fidelity DNA 

Polymerase (Finnzymes) nach Protokoll des Herstellers. Die PCR-Programme setzten 

sich standardmäßig aus der Prä-Denaturierung der DNA für 5 min bei 94 -98 °C, gefolgt 

von 30 - 45 Zyklen mit 10 - 30 s Denaturierung bei 94 - 98 °C, 10 - 30 s Hybridisierung bei 

60 - 75 °C und 30 - 90 s Elongation bei 72 °C zusammmen. Zum Abschluss erfolgte die 

finale Elongation für 5 min bei 72 °C.  

 
10 x PCR-Buffer 100 mM Tris; 500 mM KCl; pH 8,8 in ddH2O 

 

6.9 Reverse Transkription 

Das Umschreiben von mRNA in cDNA erfolgte durch reverse Transkription. Die isolierte 

RNA (2 µg) wurde zuvor mit DNAse I (Promega) in DEPC-ddH2O für 30 min bei 37 °C 

behandelt (nach Protokoll des Herstellers) und in Gegenwart von 400 U MMLV-Reverse 

Transkriptase; 3,3 µM Random Hexamer Primer; 30 U RNasin (alle Promega); 10 mM 

DTT und 500 µM dNTPs für eine Stunde bei 42 °C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung der 

MMLV für 10 min bei 80 °C wurden 1 - 4 µL der synthetisierten cDNAs als Matrize für die 

PCR-Amplifikation der spezifischen cDNAs eingesetzt. 

 

6.10 Realtime PCR (qPCR) 

Die quantitative realtime PCR für die Bestimmung der TPH2a- und TPH2b-Expression in 

humanen post mortem-cDNA-Proben der Amygdala wurde mit den Oligonukleotiden 

NTPHSPL_for und NTPHSPL-A bzw. NTPHSPL_for und NTPHSPL2 wie beschrieben  

durchgeführt [SCHEUCH et al., 2007]. Die Reaktionen wurden durch Verwendung des 

LightCycler FastStart DNA Master Kit angesetzt und in einem LightCycler 2.0 ausgeführt 

(Roche, nach Angaben des Herstellers). 
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7 Proteinbiochemische Methoden 

7.1 Denaturierende Zellextrakte 

Nach Waschen mit eiskaltem PBS-Mg wurden die Zellen in 30 - 100 µL RIPA-Lysispuffer 

mit Proteaseinhibitoren (Complete™, Roche) resuspendiert und für 10 min auf Eis 

inkubiert. Die löslichen Fraktionen wurden durch Zentrifugation für 5 min bei 13000 rpm 

erhalten. Alle aufgeführten Schritte wurden auf Eis oder bei 4 °C durchgeführt. Nach 

Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Überstand mit 2 x Laemmli-Probenpuffer 

versetzt und für 5 min bei 95 °C erhitzt. Die Proteinextrakte wurden bis zur weiteren 

Verwendung bei - 80 °C gelagert oder direkt für die SDS-PAGE eingesetzt (Absch. II.7.3).  

 
PBS 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2HPO4 

in ddH2O 
PBS-Mg 0,37 mM MgCl2 in PBS 

RIPA-Puffer 50 mM Tris/HCl, pH 8,0; 150 mM NaCl; 1 % (v/v) NP-40; 

0,5 % DOC; 0,1 % (w/v) SDS 

2 x Probenpuffer 130 mM Tris/HCl, pH 6,8; 4 % (w/v) SDS; 2 mM EDTA; 

20,2 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (w/v) Bromphenolblau; 

10 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

 

7.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen 

Die Bestimmung der Proteinkonzentrationen erfolgte mit dem BRADFORD-Reagenz 

(Sigma) nach Protokoll des Herstellers [BRADFORD, 1976]. 

 

7.3 SDS-PAGE 

Zur Auftrennung der Zellextrakte wurden 12 % SDS-Polyacrylamidgele verwendet. Die 

SDS-PAGE wurde bei 80 V für 20 min im Sammelgel und für 90 min bei 200 V im 

Trenngel in einer mit Laufpuffer gefüllten Elektrophoresekammer (BioRad) durchgeführt. 
 

Sammelgel 130 mM Tris/H3PO4, pH 6,8; 4,8 % (w/v) Acrylamid:BIS (29:1); 

0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,1 % (v/v) TEMED 

Trenngel 375 mM Tris/HCl, pH 8,8; 14 % (w/v) Acrylamid:BIS (29:1);  

0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,04 % (v/v) TEMED 

Laufpuffer 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS 
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7.4 Westernblot 

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden im Semidry-Verfahren für 45 min 

bei 16 V in Transferpuffer auf Nitrozellulose (NC)-Membranen (Semi-qui BlotTM, 

Amersham) transferiert, mit 3 % BSA in PBST für 30 min bei RT blockiert und mit einem 

primären Antikörper (Absch. II.2) in PBST mit 1 % BSA über Nacht bei 4 °C inkubiert. 

Nach dreimaligem Waschen der Membran mit PBST erfolgte die Inkubation mit einem 

HRP-konjugierten, sekundären Antikörper (Absch. II.2) in PBST für eine Stunde bei RT. 

Nach weiteren Waschschritten wurden immunreaktive Banden mit der 

ECL+-Detektionsmethode visulalisiert (Perkin Elmer, nach Protokoll des Herstellers). Die 

Rehybridisierung von NC-Membranen erfolgte nach Waschen mit PBST. 

 
PBST 137 mM NaCl; 2,7 mM KCl; 8,1 mM Na2HPO4; 1,5 mM KH2HPO4; 

0,1 % (w/v) Tween™ 20 in ddH2O 

 

7.5 Aufarbeitung von Zellen und Geweben für die 5-HT-Messung 

Für die Bestimmung der 5-HT-Gehalte in stabilen PC12-Zellen wurden jeweils 

1,7 x 106 Zellen geerntet, dreimal mit PBS gewaschen und für 5 min bei 400 x g 

zentrifugiert. Vorher erfolgte die Bestimmung der Lebendzellanzahl durch 

Trypanblau-Färbung (Absch. II.8.8). Die Zellpellets wurden auf Trockeneis eingefroren, in 

100 µL 4 °C kalten Aufschlusspuffer I mit einem Pistill homogenisiert und für 5 min bei 

15000 rpm zentrifugiert. Die Überstande wurden nach dreimaligem Spülen der Pellets in 

frische Eppendorfgefäße überführt, erneut für 5 min bei 20000 rpm zentrifugiert und 

anschließend für die HPLC-FD-Messung eingesetzt. Alle Zentrifugationsschritte erfolgten 

durchgehend bei 4 °C. Die Pellets wurden anschließend in 100 µL 1 x Laemmli-

Probenpuffer aufgekocht und zur Normalisierung der 5-HT-Gehalte auf die 

TPH2-Proteinmenge mittels Westernblot analysiert. Die Aufarbeitung von Gewebeproben 

des Gehirns erfolgte auf die gleiche Weise. 

 
Aufschlusspuffer I 5 mM Natriummetabisulfit; 300 mM PCA in ddH2O 

1 x Probenpuffer 65 mM Tris/HCl, pH 6,8; 2 % (w/v) SDS; 1 mM EDTA; 

10,1 % (v/v) Glycerol; 0,01 % (w/v) Bromphenolblau; 

5 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

 

7.6 TPH-Aktivitätsassay 

Die Aktivität der Zellhomogenate wurde durch Messung der 5-HTP-Anreicherung in 

Anwesenheit von Substrat, Kosubstrat und dem AAAD-Inhibitor NSD1015 durch 
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HPLC-FD bestimmt [WALTHER und BADER, 1999; WALTHER et al., 2003]. Stabile 

HEK293-Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und in Aufschlusspuffer 

homogenisiert. Das Homogenat wurde zunächst mit dem Präinkubationspuffer für 10 min 

bei 30 °C und abschließend für 30 min bei 37 °C in Assaypuffer inkubiert. Beide 

Inkubationsschritte erfolgten unter Lichtausschluss. Die Reaktion wurde durch Zugabe 

von Perchlorsäure zu einer Endkonzentration von 300 mM gestoppt und zur 

Deproteinierung für 15 min bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Die 5-HTP-Gehalte der 

Überstände wurden direkt mittels HPLC-FD (Shimadzu) analysiert (Absch. II.7.7) und auf 

die TPH2-Menge in jedem Zelllysat normalisiert. Zu diesem Zweck wurde das restliche 

Homogenat nach Bestimmung der Proteinkonzentration für die Bestimmung der 

TPH2-Expression mittels Westernblotanalyse eingesetzt.  

 
Aufschlusspuffer 75 mM Tris/Acetat, pH 7,6 ; 2 mM PMSF 

Präinkubationspuffer 2 mg/mL Katalase ; 25 mM DTT und 100 µM Fe(NH4)2(SO4)2 

Assaypuffer 15 mM Tris/Acetat, pH 7,6; 0 - 4 mM L-Trp ; 300 µM 

6MPH4/BH4; 2 mM NSD1015 ; 2 mM PMSF 

 

7.7 Hochdruckflüssigkeitschromatographie (HPLC) 

Die Bestimmung von 5-HTP und 5-HT in den Zelllysaten erfolgte durch 

HPLC-FD-Messung (Schimazu) über eine C18-Reverse-Phase-Säule nach beschriebener 

Methode [YAMAUCHI et al., 1981]. Die Retentionszeiten von Trp, 5-HTP, 5-HT und 5-HIAA 

wurden mit einem Fluoreszenzdetektor (Shimazu) bei einer Anregungswellenlänge von 

295 nm und einer Emissionswellenlänge von 345 nm bestimmt. Die Durchflussrate des 

HPLC-Puffers betrug 1 mL/min. Die Peakhöhen und -flächen der einzelnen Metaboliten 

wurden gemessen und anhand von Eichgeraden quantifiziert.  

 
HPLC-Puffer 30 mM KH2PO4; 0,165 mM EDTA; 5 % (v/v) Methanol in ddH2O 

 

8 Zellkulturmethoden 

8.1 Allgemeine Kulturbedingungen 

Alle Zelllinien wurden im jeweiligen Kulturmedium unter Zusatz von 100 U/mL 

Penicillin/Streptomycin (P/S, Cambrex) bei 37 °C und 5 % CO2 in einer wassergesättigten 

Atmosphäre kultiviert. Notwendige Zentrifugationsschritte erfolgten standardmäßig mit 

400 x g für 5 min bei RT.  
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Zelllinie Medium 

COS7, HEK293; SH-SY5Y, ψ/Cre DMEM; 10 % (v/v) FBS; P/S 

PC12 DMEM; 15 % (v/v) DHS; 2,5 % (v/v) FBS; P/S 

P815; SHP77 RPMI; 10 % (v/v) FBS; P/S 

 

Die Zellen wurden je nach Proliferationsgeschwindigkeit alle 2 - 3 Tage passagiert. 

Adhärente Zellen wurden mit PBS oder PBS-Mg gewaschen und zur Ablösung von der 

Kulturschale und Vereinzelung der Zellen mit Trypsin/EDTA behandelt. Die erneute 

Einsaat der Zellen erfolgte nach Inaktivierung des Trypsins durch Zugabe von 

Kulturmedium in der gewünschten Zelldichte. Suspensionszelllinien wurden im 

gewünschten Verhältnis mit Medium verdünnt und in eine neue Kulturschale eingesät. 

 

8.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Das Einfrieren von Zellen erfolgte im jeweiligen Cryomedium durch langsames Abkühlen 

(ca. 2 °C/min) auf - 80 °C und anschließender Lagerung der Zellen in flüssigem Stickstoff. 

Bei Bedarf wurden eingefrorene Zellen schnellstmöglich bei 37 °C im Wasserbad 

aufgetaut und zur vollständigen Entfernung des im Cryomedium enthaltenen DMSO mit 

vorgewärmten Medium gewaschen, in Kulturmedium resuspendiert und anschließend auf 

eine Kulturschale ausgesät. 

 
Cryomedium 10 % (v/v) FBS; 10 % (v/v) DMSO in zellspezifischem 

Kulturmedium 

 

8.3 Kultivierung serotonerger Rapheneuronen der Ratte 

Primäre serotonerge Rapheneuronen wurden, wie beschrieben [LAUTENSCHLAGER et al., 

2000], von Wistar-Ratten der embryonalen Entwicklungsstadien E14 - E15 isoliert und 

kultiviert. Die Transfektion der primären Neuronen erfolgte mit Lipofectamine 2000 

(Invirogen) zwischen den Tagen 8 und 14 in vitro (Absch. II.8.5.1). 
 

8.4 Immunzytochemie (ICC) 

Die TPH-Färbung primärer serotonerger Rapheneuronen wurde wie beschrieben 

durchgeführt [SCHEUCH et al., 2007]. Zunächst wurden die Zellen mit 

4 % Paraformaldehyd in PBS für 20 min fixiert. Nach Blockieren der endogenen 

Peroxidaseaktivität mit 3 % H2O2 in ddH2O für 10 min wurden die Zellen in PBS mit 
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5 % Kaninchenserum, 0,3 % Triton X-100 und 0,2 % Tween 20 für 30 min blockiert und 

mit dem αTPH-Antikörper (Schaf, Chemicon, 1 : 1000) oder dem spezifischen 

αTPH2-Antikörper (Kaninchen, eigene Arbeit, 1 : 200) über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach 

Waschen mit PBST erfolgte die Hybridisierung des biotinylierten anti-Schaf- 

Sekundärantikörpers (Kaninchen, Vector, 1 : 500). Die Visualisierung der Färbung erfolgte 

mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-Complex (ABC Elite, Vector) und DAB-Detektion 

(SigmaFAST™ DAB with Metal Enhancer, Sigma) nach Protokoll der Hersteller. Die 

Zellkerne wurden mit dem DNA-interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff 

4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gefärbt und in Vectashield Mounting Medium 

eingedeckelt. Das Weglassen des primären Antikörpers diente als Negativkontrolle.  

 

8.5 Manipulation von Säugerzellen 

8.5.1 Transfektion 

Die Transfektion von Zellen erfolgte im allgemeinen durch liposomenvermittelten 

Gentransfer. Dazu wurden Zellen zu einer Konfluenz von 80 - 95 % auf einer Kulturschale 

eingesät und mit der entsprechenden Plasmid-DNA mittels DreamFect (OZ Biosciences) 

oder Lipofectamine 2000 (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers transfiziert. Für die 

Generierung stabiler Zelllinien wurden die Plasmide vorher mit geeigneten Restriktions-

enzymen linearisiert. 

 

8.5.2 Stabile Zelllinien 

Zur Generierung stabiler Zelllinien (HEK293, SH-SY5Y, PC12) wurden die Zellen 

24 - 48 h nach der Transfektion abhängig vom verwendeten Resistenzgen entweder mit 

500 µg/mL des Neomycin-Analogons G418 oder Hygromycin für zwei Wochen selektiert. 

Nach der Selektion wurden die antibiotikaresistenten HEK293-Zellen vereinigt und für die 

weiterführenden Experimente expandiert. Von den stabilen SH-SY5Y-Zellen wurden 

aufgrund der heterogenen GNTR-Expression mehrere Zellklone gepickt, expandiert und 

die exprimierenden Zellen durch Verwendung von GFP als Fluoreszenzmarker mittels 

FACS (FACSort™ Cell Sorter, BD) sortiert, expandiert und hinsichtlich ihrer Sensitivität 

gegenüber CB1954 analysiert.  

 

8.5.3 Herstellung von rekombinanten Retroviren 

Die Herstellung rekombinanter Retroviren erfolgte durch transiente Transfektion der 

ecotropen Verpackungszelllinie ψ/Cre (enthalten das Helfergenom, bestehend aus den 



II MATERIALIEN UND METHODEN 

 

43

retroviralen Genen gag, pol und env) mit dem Plasmid pMSCVhTph2ntrpA 

(Absch. II.6.5.3). Nach 48 h wurde das mit Retroviren angereicherte Kulturmedium 

(Virusüberstand) abgenommen, durch einen PVDF-Spritzenfilter (0,45 µm Porengröße, 

Roth) filtriert und mit Polybren zu einer Endkonzentration von 5 µg/mL versetzt. Polybren, 

ein Polykation, erleichtert das Eindringen der Viren durch Abschirmung von Ladungen an 

der Zelloberfläche [DOEBIS et al., 2002]. Zur Generierung der NTR1-Mäuse erfolgte die 

Injektion der rekombinanten Retroviren mittels Mikroinjektion unter die Zona pellucida 

befruchteter Eizellen (Absch. II.9.2.3).  

 

8.6 Proliferationsassays 

8.6.1 Zellzahlbestimmung durch Auszählen 

Um den Einfluss von CB1954 auf die Überlebensrate der Zellen zu untersuchen, wurden 

COS7-Zellen (pEGFP-C1, pGNTR und pGNTRo) 24 h nach Transfektion in sechsfacher 

Ausführung auf eine 96-Kavitäten-Platte mit verschiedenen CB1954-Konzentrationen 

(0 - 150 µM) eingesät. Nach 48 h wurden die überlebenden grünen Zellen unter dem 

Mikroskop (Axiovert 40, Zeiss) in einem Ausschnitt bei 10-facher Vergrößerung 

ausgezählt. Insgesamt wurde die Zellzahl von sechs zufällig ausgewählten Ausschnitten 

pro experimenteller Bedingung bestimmt. 

 

8.6.2 MTT-Assay 

Der MTT-Assay basiert auf der Umwandlung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazoliumbromid (MTT) durch mitochondriale Dehydrogenasen lebender Zellen 

in dunkelblaue wasserunlösliche Formazan-Kristalle [MOSMANN, 1983], deren Intensität 

nach Auflösung in saurem Isopropanol colorimentrisch bei einer Wellenlänge von 570 nm 

gemessen werden kann, wodurch Aussagen über die Zytotoxizität der untersuchten 

Substanz getroffen werden können. Stabile Zellen wurden in vierfacher Ausführung auf 

eine 24-Kavitäten-Platte (je 2 x 105 Zellen) in DMEM ohne PhenolRed mit 

unterschiedlichen CB1954-Konzentrationen (0 - 100 µM) eingesät. Nach 48 h wurde 

MTT-Lösung zu einer Endkonzentration von 0,5 mg/mL zugegeben und die Zellen für 

weitere 2 h inkubiert. Nach Ablösen und Waschen mit PBS wurden die Zellen zur 

Auflösung der Formazan-Kristalle in 1 mL MTT-Stoplösung resuspendiert und die 

Extinktion der Überstände nach Zentrifugation bei 570 nm gemessen. 

 
CB1954-Lösung 0,3 mg/mL (1,2 mM) in DMEM 
4 x MTT-Lösung 2 mg/mL in DMEM ohne PhenolRed 
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MTT-Stoplösung 0,04 M HCl in Isopropanol 

 

8.7 Fluoreszenzmikroskopie 

Transient transfizierte COS7-Zellen (pEGFP-C1, pGNTR und pGNTRo) wurden auf 

Deckgläschen ausgesät und für 24 h mit CB1954 kultiviert. Die Zellen wurden 

anschließend mit PBS gewaschen und für 10 min mit 3,7 % Formaldehyd in PBS fixiert. 

Nach Anfärben der genomischen DNA mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI 

(1 µg/mL in ddH2O) wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mittels Moviol auf einem 

Objektträger fixiert. Alle Inkubationen wurden bei Raumtemperatur durchgeführt. Die 

Analyse der Zellen erfolgte mit einem Axiovert 200-Mikroskop (Zeiss), ausgestattet mit 

Phasenkontrast- und Epifluoreszenzoptik.  

 

8.8 Lebendzellzahlbestimmung mit Trypanblau 

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl einer Zellpopulation wurden 20 µL einer 

Zellsuspension mit 80 µL einer 0,4 % Trypanblaulösung in HBSS (Gibco) verdünnt und in 

einer Neugebauer-Zählkammer gezählt. Tote Zellen erscheinen blau, da der Farbstoff 

durch die permeablen Zellmembranen toter Zellen eindringen und zytoplasmatische 

Proteinstrukturen anfärben kann. Die Lebendzellzahl einer Zellsuspension berechnete 

sich aus der Differenz der Gesamtzellzahl und der Anzahl toter Zellen. 

 

9 Arbeiten mit Versuchstieren 

9.1 Tierstämme und Haltung 

Für die durchgeführten Experimente wurden die Mauslinien C57BL/6 und FVBN des 

Stammes Mus musculus verwendet. Die Tiere wurden unter kontrolliert pathogenfreien 

Bedingungen entweder einzeln (Männchen) oder in kleinen Gruppen von 3 bis 6 Tieren in 

klimatisierten Räumen mit einem konstanten Tag-Nacht-Rhythmus von je 12 h gehalten. 

Der Zugang zu Wasser und Futter erfolgte ad libium. 

 

9.2 Transgene Techniken 

Alle angegebenen Methoden, inklusive der Medien zur Manipulation von 

Mäuseembryonen wurden, wenn nicht anders angegeben, wie beschrieben durchgeführt 

[HOGAN et al., 1994]. 
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9.2.1 Superovulation 

Zur Gewinnung von Zygoten wurden weibliche C57BL/6-Spendertiere zur Superovulation 

stimuliert und mit Männchen des gleichen Stammes verpaart. Für die Superovulation 

wurden 3 - 4 Wochen alte Weibchen intraperitoneal (i.p.) mit 5 IU PMS (Pregnant Mares 

Serum, Intervent) injiziert. Nach 46 bis 48 h wurde die Ovulation durch Injektion (i.p.) von 

5 IU hCG (human Chorionic Gonadotropin, Intervent) induziert und 1 : 1-Verpaarungen 

mit fertilen Männchen angesetzt. Am nächsten Morgen wurden die Weibchen auf einen 

Vaginalpropf untersucht, der aus koagulierten Proteinen der männlichen 

Seminalflüssigkeit besteht und indikativ für eine erfolgte Kopulation ist. Tiere mit einem 

Vaginalpropf wurden für die Isolierung von befruchteten Oozyten verwendet 

(Absch. II.9.2.2). 

 

9.2.2 Isolierung von Zygoten 

Die Isolierung der Zygoten erfolgte 0,5 d post coitum (p.c.). Dazu wurden die Weibchen 

durch zervikale Dislokation getötet und die Ovidukte operativ entnommen und in 

M2-Medium gewaschen. Die von Cumuluszellen umgebenen Zygoten befinden sich zu 

diesem Zeitpunkt in einer transparenten Verdickung am oberen Ende des Eileiters, der 

Ampulla oblongata. Durch Punktierung der Ampulla oblongata wurden die Zygoten in 

M2-Medium (Sigma) mit 300 µg/mL Hyaluronidase (Sigma) zur Entfernung der 

Cumuluszellen freigesetzt. Nach Abfallen der Cumuluszellen wurden die Zygoten in 

M2-Medium gewaschen und bis zur Mikroinjektion in M16-Mikrokulturen überführt. Dazu 

wurden in der Vorbereitung Tropfen von M16-Medium auf eine Kulturschale gegeben, mit 

ultraleichtem Mineralöl (Sigma) überschichtet und für 2 - 3 h im Inkubator bei 37 °C und 

5 % CO2 äquilibriert. Die Handhabung der Embryonen erfolgte mit einer Mundkapillare.  

 
M2-Medium 94,66 mM NaCl; 4,78 mM KCl; 1,17 mM CaCl2;  

1,19 mM KH2PO4; 1,19 mM MgSO4; 4,15 mM NaHCO3;  

20,85 mM HEPES; 23,28 mM Natriumlactat;  

0,33 mM Natriumpyruvat; 5,56 mM Glucose; 50 mg/L 

Penicillin G-Kaliumsalz, 50 mg/L Streptomycinsulfat;  

10 mg/L Phenolrot 

M16-Medium 25 mM NaHCO3 in M2-Medium 

 

9.2.3 Mikroinjektion von Retroviren 

Zur Herstellung transgener Mäuse wurden Zygoten superovulierter C57BL/6-Weibchen 

verwendet (Absch. II.9.2.2). Der Gentransfer erfolgte durch Transduktion mittels 
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rekombinanter Retroviren (Absch. II.8.5.3), die unter die Zona pellucida befruchteter 

Oozyten injiziert wurden. Die Injektion der Zygoten erfolgte in M2-Medium durch 

Verwendung einer Mikroinjektionsanlage, die im wesentlichen aus zwei 

Mikromanipulatoren (TransferMan® Nk 2, Eppendorf), einem Mikroskop (DMIRB, Leica) 

und einem Mikroinjektor (Transjector 5246, Eppendorf) bestand. Die Injektion erfolgte mit 

Spüldruck (~ 7 bar) bis ein deutliches Anschwellen der Zona pellucida beobachtet wurde. 

Die manipulierten Embryonen wurden anschließend bis zum Retransfer in 

M16-Mikrokulturen überführt. Die für die Mikroinjektion benötigten Injektions- und 

Haltekapillaren wurden von Biomedical Instruments (Pronucleus Injection Pipette, 

Type PI-0.4) und Eppendorf bezogen. 

 

9.2.4 Leihmütter, Vasektomie, Retransfer 

Am Vorabend der Mikroinjektion wurden adulte FVB/N-Weibchen durch Verpaarung mit 

vasektomierten Männchen zur Scheinträchtigkeit stimuliert. Die Vasektomie erfolgte durch 

die Durchtrennung des Samenleiters (Vas deferens), wodurch eine Spermienübertragung 

unmöglich wird. Die Fähigkeit zur Übertragung von Seminalflüssigkeit bleibt erhalten, so 

dass die erfolgte Kopulation weiterhin durch das Auftreten eines Vaginalpropfs festgestellt 

werden kann. Der Retransfer der manipulierten Embryonen wurde nach Narkotisierung 

der Leihmütter durchgeführt. Durch einen Einschnitt am Rücken wurde das Ovar und ein 

Teil des Uterus am umgebenen Fettgewebe mit einer Pinzette gegriffen und 

herausgezogen. Das Ovar und Eileiter umgebene Häutchen wurde aufgerissen, das 

Infundibulum freigelegt und mittels einer Mundkapillare ca. 20 Zygoten in M2-Medium 

injiziert. Anschließend wurde das Ovar zurück in die Bauchhöhle geschoben und die 

Wunde mit Wundklammern verschlossen, bevor auf der gegenüberliegenden Seite 

entsprechend verfahren wurde. Die Geburt der Jungtiere erfolgte nach einer 3-wöchigen 

Schwangerschaft. 

 
Narkotikum 150 µg/g Körpergewicht Ketamin, 2 µg/g Körpergewicht 

Rompun in PBS 

 

9.2.5 Schwanzbiopie 

Für die Genotypisierung wurde nach dem Absetzen der potentiell transgenen Jungtiere 

von der Mutter drei bis vier Wochen nach der Geburt eine Schwanzbiopsie durchgeführt. 

Dafür wurde den Tieren ca. 2 mm der Schwanzspitze abgeschnitten und für die Isolierung 

genomischer DNA aufgearbeitet (Absch. II.6.1.1). 
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9.3 Pharmakologische Untersuchungen mit CB1954  

Die NTR1-Mäuse wurden zur konditionellen Ablation der serotonergen Neuronen mit 

5-(Azaridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid (CB1954) behandelt. Die Tiere erhielten drei 

Injektionen i.p. von 50 mg/kg Körpergewicht über 6 Tage. Jeden Tag wurden die Tiere 

visuell hinsichtlich phänotypischer Auffälligkeiten untersucht. Am Ende der Behandlung 

wurden die Tiere durch Dekapitation getötet, die Gehirne entnommen und bis zur 

Aufarbeitung und Bestimmung der 5-HT-Gehalte mittels HPLC-FD bei - 80 °C eingefroren 

(Absch. II.7.5 und II.7.7). 

 
CB1954-Stammlösung 20 mg/mL CB1954 in NMP:PEG300 (2 : 7) 

CB1954-Lösung 5 mg/mL CB1954 in NMP:PEG:Saline (2 : 7 : 31) 

 

9.4 Antikörpergenerierung 

Für die Generierung der monospezifischen polyklonalen αTPH-Antikörper wurden die 

Peptide E8NKDHSSERGRVTLI22 und P3AMMMFSSKYWARRG17 für TPH1 bzw. TPH2 

synthetisiert, mit einem Trägermolekül konjugiert und zur Immunisierung von jeweils zwei 

Kaninchen injiziert. Die erhaltenen Antiseren wurden hinsichtlich ihrer spezifischen 

TPH-Reaktivität getestet und durch Isolierung der spezifischen IgG-Fraktion durch 

Affinitätschromatographie aufgereinigt. Die Arbeiten erfolgten durch die Firma BioGenes 

(Potsdam, Deutschland) nach Protokoll des Herstellers. 

 

9.5 Immunhistochemische Methoden 

9.5.1 Perfusion 

Für den immunhistochemischen Nachweis der TPH2-Expression im Gehirn wurden 

C57BL/6-Mäuse und Ratten nach Narkotisierung transkardial perfundiert. Nach Öffnung 

des Brustkorbes wurde eine 27G-Kanüle, verbunden mit einem Schwerkraft-getriebenen 

Perfusionssystem, in der linken Herzkammer positioniert. Zum Druckausgleich wurde der 

rechte Vorhof geöffnet, das Blut mit 20 mL PBS ausgewaschen und das Gewebe mit 

Perfusionslösung I (Maus) oder Perfusionslösung II (Ratte) für die Dauer von 10 min 

fixiert. Die Gehirne wurden nach der Entnahme zuerst über Nacht bei RT in 

Perfusionslösung nachfixiert, dann bei 4 °C bis zur Sättigung in Gefrierschutzlösung 

überführt und abschließend in trockeneisgekühltem Hexan bei einer Temperatur von - 50 

bis - 60 °C eingefroren. Die Lagerung der Gehirne erfolgte bis zur Durchführung der 

Cryosektion bei - 80 °C (Absch. II.9.5.2).  
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Perfusionslösung I 2 % (w/v) Paraformaldehyd; 0,2 % (w/v) Glutaraldehyd; 

0,5 % (v/v) Pikrinsäure in PBS 

Perfusionslösung II 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS 

Gefrierschutzlösung 30 % (w/v) Saccharose in PBS 

 

9.5.2 Immunhistochemie (IHC) 

Die Färbungen der Hirnschnitte der Ratten wurden wie von Scheuch et al. (2007) 

beschrieben durchgeführt. Von Gehirnen der Maus wurden 30 µm Coronalschnitte vom 

caudalen Mittelhirn angefertigt (Cryostat CM 1900, Leica) und in PBS aufgenommen und 

gewaschen. Glutaraldehydfixierte Gewebe wurden mit 1 % NaBH4 in PBS für 15 min 

reduziert und nach Waschen mit PBS für 30 min in Blockierlösung (mit Phenylhydrazin zur 

Hemmung der endogenen Peroxidaseaktiviät) inkubiert. Die Zugabe des primären 

αTPH2-Antikörpers (Kaninchen, eigene Arbeit, 1 : 100 - 200) erfolgte für 48 h bei 4 °C. 

Nach Waschen mit PBSTX wurde der biotingekoppelte sekundäre 

anti-Kaninchen-Antikörper (Ziege, Vector, 1 : 200) über Nacht bei 4 °C zugegeben. Die 

Visualisierung der Antikörperhybridisierung erfolgte mit dem Avidin-Biotin-Peroxidase-

Complex (Vectastain Elite ABC, Vector) und DAB-Detektion (SigmaFAST) nach Protokoll 

des Herstellers. Die Schnitte wurden anschließend auf Objektträger aufgezogen, nach 

Lufttrocknung über eine aufsteigende EtOH-Reihe (70, 90, 95 und 100 %, je 1 min) 

entwässert und für 10 min in Xylol transferiert, bevor sie mit Roti® Histokitt II (Roth) 

eingedeckelt und über Nacht im Dunkeln ausgehärtet wurden. Alle Schritte wurden, wenn 

nicht anders angegeben, bei RT durchgeführt. Das Weglassen des primären Antikörpers 

diente bei allen Färbungen als Negativkontrolle. Die Analyse der Zellen erfolgte mit einem 

Axiovert 200-Mikroskop (Zeiss).  

 
PBSTX 0,1 % (v/v) Triton X-100 in PBS 

Blockierlösung 10 % (v/v) Ziegenserum; 0,1 % (w/v) Phenylhydrazin 

in PBSTX 

Primäre Antikörperlösung 10 % (v/v) Ziegenserum; 0,01 % (w/v) Natriumazid; 

0,01 % (w/v) Thimerosal in PBSTX  

Sekundäre Antikörperlösung 5 % (v/v) Ziegenserum in PBSTX 

 

9.5.3 In situ-Hybridisierung 

Für die in situ-Hybridisierung wurden frische Gehirne von NTR1-Mäusen entnommen, auf 

Trockeneis eingefroren und bei - 80 °C gelagert. Transversale, 7 µm-dicke Cryoschnitte 

(Cryostat CM 1900, Leica) wurden auf Objekträger aufgezogen, bei 37 °C getrocknet und 
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in 4 % Paraformaldehyd fixiert. Die Herstellung DIG-markierter cRNA-Sonden erfolgte 

durch in vitro-Transkription mit dem DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7) nach Angaben des 

Herstellers (Roche). Die ntr-Sonde (kompletter ORF) wurde vom Plasmid pNTR1, 

linearisiert mit Spe I, in Gegenwart von T7-RNA-Polymerase transkribiert. Die 

Tph2-Sonde wurde durch SP6-RNA-Polymerase von dem Apa I-linearisierten Plasmid 

p10p93’13 (Exon 9 bis einschließlich 3’-UTR des TPH2-ORFs; Diego J. Walther, MPIMG) 

generiert. Die hergestellten RNA-Transkripte wurden mit DNAse I (RNAse-frei, Promega) 

für 15 min bei 37 °C behandelt mittels Phenol/Chloroformextraktion aufgereinigt, in 

DEPC-ddH2O aufgelöst und bei - 20 °C gelagert. Die in situ-Hybridisierung erfolgte nach 

Standardprotokoll der Firma Roche [ROCHE, 2007]. Das Weglassen des primären 

Alkalische Phosphatase (AP)-gekoppelten αDIG-Antikörpers diente als Negativkontrolle. 

 

10 Patientenkollektive 

10.1 Kollektiv für die RNA-Extraktion 

Die Gehirnproben wurden im Verlauf der Autopsie am Institut für Rechtsmedizin der 

Ludwig-Maximilians-Universität (LMU) München entnommen und stammten von 

11 Individuen, die infolge der Abhängigkeit von Opiaten starben (8 Männer, 3 Frauen; 

Durchschnittsalter: 30,4 ± 9,8 Jahre; post mortem-Intervall (PMI): 14,5 ± 9,6 h) und von 

zwei Suizidopfern (1 Mann, 1 Frau; Durchschnittsalter: 55,5 ± 2,1 Jahre; PMI: 11.5 ± 

2.1 h). Eine Person verübte einen gewaltsamen Suizid (Elektroschock durch einen Fön in 

der Badewanne) und die andere führte einen sanften Suizid durch Vergiftung aus. Zu den 

Schizophreniepatienten lagen keine expliziten Angaben vor; eine Auskunft kann jedoch 

durch Dr. Peter Zill (LMU, München) erfolgen. Die Kontrollgewebe wurden von 

10 Personen entnommen, die plötzlich an Erkrankungen starben, die nicht direkt mit dem 

ZNS in Verbindung standen (5 Männer, 5 Frauen; Durchschnittsalter 44,7 ± 15,8 Jahre; 

PMI 19,9 ± 7,6 h). Die Todesursachen waren akuter Herzinfarkt (n = 5), Unfall (n = 3) und 

Mord (n = 2). Die klinischen und medizinischen Datenblätter der Kontrollindividuen waren 

dem Institut für Rechtsmedizin der LMU München zugänglich und gaben keinen Hinweis 

auf psychiatrische oder neurologische Störungen zu deren Lebzeiten. Entsprechend der 

medizinischen Aufzeichnungen lag keine Krankengeschichte mit psychopharmako-

logischer Medikation, Alkohol- oder Drogenmissbrauch vor. Zusätzlich stand ein 

toxikologischer Bericht aller Individuen zur Verfügung, hingegen fehlten Informationen 

über vorher vorhandene psychiatrische Störungen bei den Suizidopfern. Alle Individuen 

waren Kaukasier aus der gleichen geographischen Region Süddeutschlands. Das Projekt 
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wurde nach den anerkannten Richtlinien der lokalen Ethikkommission der LMU München 

durchgeführt.  

 

10.2 Kollektiv für die SNP rs4290270-Genotypisierung 

Die Suizidopfer wurden am Institut für Rechtsmedizin der LMU München rekrutiert. Als 

Aufnahmekriterium galt gesicherter Suizid. Die Fallstudie bestand aus 369 Individuen mit 

erfolgtem Suizid (269 Männer, 100 Frauen; Durchschnittsalter: 46,42 ± 17,77 Jahre). Von 

diesen verübten 290 einen gewaltsamen Suizid, z. B. durch Erhängen (36 %), Erschießen 

(18 %), eindringende Läsionen (7 %), Ertrinken und Springen von Höhen oder vor Züge 

(17 %). 79 Personen wendeten so genannte sanfte Suizidmethoden an, wie Vergiftung mit 

Drogen oder anderen Substanzen (21 %). Für die DNA-Extraktion wurden im Verlauf der 

Autopsie am Institut für Rechtsmedizin der LMU München Blutproben genommen. Es 

lagen keine Informationen über vorher vorhandene psychiatrische Störungen vor. 

Insgesamt wurden 436 Patienten kaukasischer Abstammung mit unipolarer Depression 

(270 Männer, 166 Frauen; Durchschnittsalter: 48,69 ± 14,07 Jahre), die in die 

Psychiatrische Abteilung der LMU München eingeliefert und entsprechend der 

DSM-IV- und ICD-Kriterien diagnostiziert wurden, in die Studie einbezogen. Alle Patienten 

wurden von erfahrenen Psychiatern entsprechend dem Structured Clinical Interview for 

DSM-IV disorders (SCID-I) befragt. Der Schweregrad der Depression wurde mittels der 

17-Punkte Hamilton-Bewertungsskala für Depression (HAMD-17) und der Clinical Global 

Impression Scale (CGI) beurteilt. Nur Personen mit einer minimalen Punktzahl von 18 auf 

der HAMD-17-Skala wurden in die Studie aufgenommen. Personen mit schweren 

Organschäden wurden aus der Studie ausgeschlossen, um Fälle von sekundärer 

Depression zu vermeiden. Weiterhin wurden alle Patienten ausgeschlossen, die komorbid 

für andere psychiatrische Erkrankungen (z. B. Substanz- oder Alkoholabhängigkeit, 

Persönlichkeits- und Angststörungen) waren. In dem Patientenkollektiv waren im 

Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant mehr Frauen als Männer (62 % / 38 % versus 

48 % / 52 %; p = 0.001, c2 = 11.3, df = 1) vertreten. Da es jedoch keine signifikanten 

Unterschiede bezüglich der anderen Variablen (Alter, klinische Parameter, wie CGI- und 

HAMD-17-Werte) gab, wurden Männer und Frauen nicht getrennt voneinander untersucht. 

Als Kontrollgruppe dienten 373 ethnisch abgestimmte Personen aus der breiten 

Bevölkerung Süddeutschlands (185 Männer, 188 Frauen; Durchschnittsalter: 

44,42 ± 16,00 Jahre). Alle Probanden wurden durch Persönlichkeitsfragebögen (MMPI, 

NEOFI, TCI) und ein kurzes Interview mit einem Psychiater überprüft, um psychiatrische 

Probleme auszuschließen. Probanden mit einer bekannten psychiatrischen 

Krankengeschichte wurden von der Studie ausgeschlossen. Alle Patienten und Kontrollen 
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waren kaukasischen Ursprungs aus der deutschen Bevölkerung der gleichen 

geographischen Region Süddeutschlands. Die Studie wurde durch die lokale 

Ethikkommission genehmigt; Patienten und Kontrollen gaben ihre schriftliche Zustimmung 

zur Studie. 

 

10.3 SNP rs4290270-Genotypisierung 

Die Genotypisierung des TPH2-SNPs c.1125A>T (GenBank rs4290270) erfolgte durch 

Anwendung der TaqMan®-Technologie (Assay-on-Demand) mit dem ABI7000-System 

(Applied Biosystems) und der Assay-ID: C_26385365 [ZILL et al., 2004]. Die PCR-Reaktion 

wurde standardmäßig mit dem TaqMan® Universal PCR Master Mix Reagent Kit in einem 

10 μl Volumen durchgeführt (Applied Biosystems, nach Angaben des Herstellers).  

 

11 Statistik 

Die statistische Auswertung der Datenreihen erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2003. 

Alle in den Diagrammen dargestellten Werte sind, wenn nicht anders angegeben, die 

Mittelwerte der Datenreihen mit den dazugehörigen Mittelabweichungen als Fehlerbalken. 

Das Signifikanzniveau zwischen Datenreihen wurde mit dem STUDENT t-Test (zweiseitig, 

Typ 3) ermittelt. Unterschiede mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05 wurden als 

signifikant betrachtet, Irrtumswahrscheinlichkeiten zwischen 0,09 > p ≥ 0,05 wurden als 

statistischer Trend angesehen. 
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III Ergebnisse 

1 Generierung transgener NTR1-Mäuse 

1.1 Die Aktivität des humanen Tph2-Promotors in Rodentia 

1.1.1 Primäre 5-HT-Rapheneuronen der Ratte 

Die Verwendung des NTR/CB1954-Systems in vivo erfordert die spezifische Expression 

des bakteriellen ntr-Gens in den Zielzellen, um eine systemische Schädigung des 

Organismus nach CB1954-Applikation zu vermeiden. Die Spezifität der NTR-Expression 

in den serotonergen Neuronen der Maus sollte durch Verwendung des 4 kb-Fragmentes 

des putativen humanen Tph2-Promotors gewährleistet werden, dessen Aktivität zunächst 

in murinen Zellen überprüft werden musste. Dazu wurden serotonerge Neuronen der 

Raphe von Rattenembryonen (r5HT, E14 - E15) isoliert, kultiviert [LAUTENSCHLAGER et 

al., 2000] und hinsichtlich der TPH-Expression charakterisiert.  

 

 
 

Abbildung III.1  Primäre serotonerge Rapheneuronen der Ratte exprimieren selektiv TPH2. (A) Nachweis der 
TPH-Expression durch Verwendung des unspezifischen αTPH-Antikörpers, der sowohl TPH1 als auch TPH2 
erkennt. Am Tag 1 in vitro exprimieren nur vereinzelne, unreife Neuronen TPH. (B) Anzahl und 
Differenzierungsgrad der TPH-immunoreaktiven Neuronen nimmt bis zum Tag 8 in vitro weiter zu. Die 
schrittweise Reifung der serotonergen Neuronen wird durch die Ausbildung von Axonen und dendritischen 
Verzweigungen deutlich. (C) Nachweis der TPH2-Expression am Tag 10 in vitro mit dem monospezifischen 
αTPH2-Antikörper (Absch. III.3). Maßstab: 10 μM. 
 

1.1.2 TPH2-Expression in murinen 5-HT-Rapheneuronen 

Die ersten TPH-immunoreaktiven Neuronen wurden am Tag 1 in vitro detektiert 

(Abb. III.1A), deren Anzahl mit anhaltender Kultivierungsdauer weiter zunahm, wobei sich 

die schrittweise Reifung der serotonergen Neuronen durch die Ausbildung von Axonen 

und dendritischen Verzweigungen zeigte (Abb. III.1B). Am Tag 14 in vitro exprimierten 

8 - 10 % der kultivierten Neuronen TPH. Da der verwendete αTPH-Antikörper beide 

Isoformen erkennt, wurde die TPH2-Expression durch qPCR validiert und zeigte eine 
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starke Tph2-Expression von 25,1 ± 6,1 % normalisiert auf Gapdh. Die Expression von 

Tph1 konnte hingegen in cDNAs von drei verschiedenen Neuronenpräperationen 

zwischen Tag 10 und 12 in vitro nicht nachgewiesen werden [SCHEUCH et al., 2007]. Zu 

einem späteren Zeitpunkt konnte die TPH2-Expression durch den im Verlauf dieser Arbeit 

generierten monospezifischen αTPH2-Antikörper durch Westernblotanalyse und 

Immunfluoreszenzfärbung in den etablierten primären r5HT-Kulturen auf Proteinebene 

bestätigt werden (Abb. III.1C; Absch. III.3). 

 

1.1.3 Expression des Reportergens DsRed in 5-HT-Neuronen 

Um die Funktionalität des humanen Tph2-Promotors in der Ratte zu überprüfen, wurden 

primäre r5HT-Rapheneuronen mit dem Reporterkonstrukt phTph2DsRed1 transfiziert 

(Abb. III.2A) [SCHEUCH et al., 2007]. Bereits zwei Tage nach Transfektion konnte eine 

starke Expression des Reportergens DsRed in Perikaryon, Axon und Dendriten der 

r5HT-Neuronen beobachtet werden (Abb. III.2B), im Gegensatz zu den nicht-neuronalen 

Zellen der Primärkultur. Vergleichbare Ergebnisse wurden durch Transfektion eines 

1 kb-Promotorfragmentes erreicht, allerdings war die beobachtete Fluoreszenz deutlich 

schwächer (Daten nicht gezeigt). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde das 4 kb-Fragment 

des humanen Tph2-Promotors für die Generierung transgener Mäuse verwendet. 

 

 
 

Abbildung III.2  Der humane Tph2-Promotor ist in serotonergen Rapheneuronen der Ratte aktiv. (A) 
Graphische Darstellung des Reporterkonstruktes phTph2DsRed1. (B) Expression des Reportergens DsRed in 
primären 5-HT-Rapheneuronen der Ratte [SCHEUCH et al., 2007]. Maßstab: 10 μM. 
 

1.2 NTR1-Tiere durch retroviralen Gentransfer 

Die Generierung der transgenen NTR1-Mäuse erfolgte durch Transduktion von Zygoten 

mit rekombinanten, replikationsinkompetenten Retroviren (auf der Basis des murinen 

embryonalen Stammzellvirus, MESC), die durch Transfektion der Verpackungszelllinie 
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ψ/Cre mit dem Konstrukt pMSCVhTph2NTRpA erhalten wurden (Abb. III.3A). Nach 

Transfer der manipulierten Embryonen in Leihmütter wurden 21 Nachkommen 

ausgetragen und 18 Foundertiere (78 %) durch PCR identifiziert (Daten nicht gezeigt). 

Von sechs Foundertieren wurden die Mauslinien NTR1/1 bis NTR1/6 etabliert.  

 

 
 

Abbildung III.3  Expression der Nitroreduktase (ntr) im Gehirn transgener Mäuse. (A) Graphische Darstellung 
des retroviralen Expressionskonstruktes pMSCVhTph2NTRpA. (B) Semiquantitative RT-RCR der 
ntr-Expression in F1-Tieren der Mauslinien NTR1/1-6. mit Gapdh als Ladekontrolle. MW: φX174/Hinf I 
 

 

1.3 NTR-Expressionsnachweis im Gehirn 

Die Keimbahntransmission des Transgens von den Foundern auf die Nachkommen der 

F1-Generation wurde durch semiquantitative RT-PCR überprüft. Die Expression des 

ntr-Gens konnte im Gehirn aller etablierten Mauslinien nachgewiesen werden (Abb. III.3B) 

und bestätigte die Aktivität des humanen Tph2-Promotors in der Maus. Die stärksten 

Signale wurden in den Mauslinien NTR1/1 und NTR1/5 detektiert (Abb. III.3B).  

Die Lokalisation der ntr-Expression im Gehirn (NTR1/5) erfolgte durch nicht-radioaktive 

in situ-Hybridisierung von transversalen Gehirnschnitten mit einer ntr-spezifischen 

RNA-Sonde. Dabei wurden starke Signale im Cerebellum detektiert, die sich überwiegend 

in der Purkinje-Zellschicht und vereinzelt im Bereich der Granulazellen fanden (Abb. III.4). 

Da den Signalen jedoch die typische Zellmorphologie fehlte, handelt es sich dabei 

wahrscheinlich um Projektionen serotonerger Rapheneuronen zum Cerebellum. Die 

Expression der Tph2 kolokalisierte perfekt mit den Signalen der ntr-Sonde und zeigte die 

spezifische Expression der Nitroreduktase in den serotonergen Neuronen. Da kein 

kommerzieller αNTR-Antikörper zur Verfügung stand, konnte der NTR-Nachweis auf 

Proteinebene hingegen nicht erfolgen.  
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Abbildung III.4 Die Koexpression von ntr und Tph2 im Cerebellum transgener Mäuse. Transversale 
Gehirnschnitte des Cerebellums der Mauslinie NTR1/5 (oben, Kantenlänge ~ 2 mm). Ausschnittsweise 
Vergrößerung der eingerahmten Bereiche (unten). Weiße und schwarze Pfeilspitzen markieren Afferenzen der 
5-HT-Rapheneuronen zu den Granula- bzw. Purkinjezellschicht im Cerebellum. 
 

1.4 Vorversuche mit CB1954 

Transgenen Mäusen der Linien NTR1/1 und NTR1/5 wurde in Vorversuchen das Protoxin 

CB1954 verabreicht, um die Ablation der serotonergen Neuronen zu induzieren. Die 

CB1954-behandelten Tiere zeigten jedoch im Vergleich zu den Kontrolltieren keinen 

eindeutigen Phänotyp, der auf eine verminderte serotonerge Neurotransmission schließen 

ließ. Die Messung der 5-HT-Gehalte im Gehirn CB1954-behandelter NTR1-Mäuse ergab 

keine signifikante Reduzierung im Vergleich zu den Kontrolltieren und spiegelte den 

fehlenden Phänotyp auf molekularer Ebene wider (Daten nicht gezeigt). Aufgrund der 

schwachen Expression des Transgens in den NTR1-Mäusen, der fehlenden Möglichkeit 

die NTR auf Proteinebene nachzuweisen und dem mangelnden Phänotyp nach 

CB1954-Applikation wurde beschlossen, dass NTR/CB1954-System in vitro zu verifizieren 

(Absch. III.2).
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2 In vitro-Charakterisierung des NTR/CB1954-Systems  

2.1 Proteinaggregation nach gntr-Expression in COS7-Zellen 

Aufgrund der Ergebnisse mit den transgenen NTR1-Mäusen sollte die Wirksamkeit des 

NTR/CB1954-Systems in Zellkultur verifiziert werden. Um eine Aussage über die Effizienz 

der Genexpression des bakteriellen Nitroreduktasegens (ntr) in Säugerzellen zu treffen, 

wurde ein gfp/ntr-Fusionskonstrukt (pGNTR) hergestellt, um die Expression des 

GNTR-Fusionsproteins mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und Immundetektion zu 

analysieren (Abb. III.5A). Interessanterweise wurden in ca. 10 % der pGNTR-transfizierten 

COS7-Zellen perinukleäre Proteinaggregate im Zytoplasma 48 h nach der Transfektion 

detektiert (Abb. III.5B), die auf eine beeinträchtigte Translation des GNTR-Fusionsproteins 

hindeuteten. 

 

 
 

 

 

Deshalb kam die Frage auf, ob Unterschiede im synonymen Codongebrauch zwischen 

Prokaryoten und Mammalia für die beobachtete Aggregation des GNTR-Fusionsproteins 

verantwortlich sind. In der Tat zeigte der Vergleich des synonymen Codongebrauchs von 

E. coli und M. musculus, dass ca. 60 % der bakteriellen ntr-Codone im Genom der Maus 

unterrepräsentiert sind, was die beobachteten translationellen Probleme erklären könnte 

(Tabelle III.1). Die Tabellen für den synonymen Codongebrauch beider Spezies wurden 

von der Webseite www.kazusa.or.jp entnommen [NAKAMURA et al., 2000]. 

Abbildung III.5  Die Expression des 
bakteriellen gntr-Gens in COS7-Zellen 
führt zur Proteinaggregation. (A) 
Schematische Darstellung der relevanten 
kodierenden Bereiche der Expressions-
konstrukte pGNTR und pGNTRo. 
Zahlreiche synonyme Codone der 
bakteriellen ntr-Gensequenz sind kritisch 
(rote Balken) für die Expression in 
Säugerzellen und wurden in pGNTRo auf 
die Präferenzen der Maus angepasst 
(schwarze Balken). Beide Gene wurden 
N-terminal mit gfp fusioniert. (B) 
Nachweis perinukleärer Proteinaggregate 
(weiße Pfeilspitzen) in ca. 10 % der 
gntr-exprimierenden COS7-Zellen 48 h 
nach der Transfektion. Die 
GFP-markierte Nitroreduktase (grün) und 
DAPI-gefärbten Zellkerne (blau) sind 
übereinander gelagert dargestellt. 
Maßstab: 50 µM.  
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Tabelle III.1  Der synonyme Codongebrauch des E. coli-Nitroreduktasegens (ntr) und der codonoptimierten 
synthetischen ntro-Version, in der kritische Codone an die Präferenzen der Maus (M. Musculus) angepasst 
wurden. 
 

 
 

2.2 Codonoptimierung des bakteriellen ntr-Gens 

Zur Überprüfung dieser Hypothese wurde eine synthetische Version des ntr-Gens 

hergestellt, in der alle seltenen Codone des E. coli-Gens durch die bevorzugten 

synonymen Codone des Mausgenoms ausgetauscht wurden (Abb. III.6). Da die 

notwendigen Veränderungen für eine klassische Optimierung durch Punktmutagenese zu 
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zahlreich waren, wurde das codonoptimierte ntro-Gen vollständig de novo synthetisiert. 

Insgesamt wurden 144 Basenaustausche in 124 Codonen vorgenommen, ohne die 

deduzierte Aminosäuresequenz des ntr-Gens zu verändern. Die codonoptimierte 

NTR-Version wurde mit ntro bezeichnet. 

 

 
 
 
Abbildung III.6 Nukleotid- und deduzierte Aminosäuresequenz der Nitroreduktase-cDNA von E. coli. Die 
eingefügten Punktmutationen der ntro-Sequenz sind unter den ausgetauschten Nukleotiden dargestellt. Die 
entsprechenden Aminosäuren sind über den einzelnen Codonen angezeigt. 
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2.3 Expression des codonoptimierten gntro-Gens in COS7-Zellen 

Um zu überprüfen, ob die Codonoptimierung eine effizientere Expression in Mammalia 

bewirkt, wurde das synthetische ntro-Gen ebenfalls mit gfp fusioniert (pGNTRo; 

Abb. III.5A) und in COS7-Zellen exprimiert. In der Tat konnten die zytoplasmatischen 

Proteinaggregate gntr-exprimierender Zellen nicht länger in gntro-exprimierenden Zellen 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Weiterhin war die Expression des 

GNTR-Fusionsproteins nach Codonoptimierung im Vergleich zu gntr-exprimierenden 

Zellen deutlich verbessert (Abb. III.7). Die Quantifizierung der Proteinmengen durch 

Westernblotanalyse ergab 3,4-fach höhere Werte in gntro-exprimierenden Zellen 24 h 

nach der Transfektion. Die erhöhte gntro-Expression blieb über einen Zeitraum von 48 bis 

72 h stabil, mit einer durchschnittlichen Verdopplung der GNTR-Proteingehalte im 

Vergleich zum wt-Gen (Abb. III.7B). 

 

 

 
 

2.4 Sensitivität GNTR-exprimierender COS7-Zellen gegenüber CB1954 

Um die enzymatische Aktivität der GFP-markierten Nitroreduktase zu testen, wurden 

Zytotoxizitätsassays durchgeführt, um die Sensitivität der beiden GNTR-exprimierenden 

Zelllinien gegenüber dem Protoxin CB1954 zu bestimmen (Abb. III.8A). Dazu wurden 

transfizierte COS7-Zellen für 24 h mit unterschiedlichen CB1954-Konzentrationen 

behandelt und mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Eine effiziente Ablation 

gntr-exprimierender Zellen konnte bei 50 µM CB1954 nachgewiesen werden, hingegen 

Abbildung III.7  Zeitverlauf der Protein-
expression in pGNTR- und pGNTRo- 
transfizierten COS7-Zellen. (A) Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurden die 
löslichen Fraktionen der zellulären Lysate 
durch Immundetektion mit αGFP- und 
αAktin-Antikörpern (Ladekontrolle) analysiert. 
(B) Densitometrische Auswertung der 
GNTR-Proteingehalte normalisiert auf Aktin. 
Die kombinierten Daten aus zwei 
unabhängigen Experimenten sind als Mittel-
werte ± SEM dargestellt. 
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zeigten gntro-exprimierende Zellen vergleichbare Ergebnisse schon bei einer 10-fach 

geringeren Protoxinkonzentration von 5 µM CB1954 (Abb. III.8A). Die gfp-exprimierenden 

Kontrollzellen wurden hingegen nicht durch 5 µM CB1954 beeinträchtigt, zeigten jedoch 

eine unspezifische Hemmung der Zellproliferation bei 50 µM.  

 
 

 
 
 
Abbildung III.8 GNTR-exprimierende COS7-Zellen sind sensitiv gegenüber dem Protoxin CB1954. 
COS7-Zellen, tranzfiziert mit pGNTR, pGNTRo oder pEGFP-C1 (Kontrolle), wurden in Anwesenheit 
zunehmender CB1954-Konzentrationen kultiviert. (A) Die Überlebensrate der transfizierten Zellen (grün) 
wurde 24 h nach Zugabe von CB1954 mittels Fluoreszenzmikroskopie analysiert. Die Anfärbung der DNA 
erfolgte mit DAPI (blau). Maßstab: 100 µm. (B) Quantifizierung des CB1954-vermittelten Zelltodes durch 
Auszählen der überlebenden GNTR-exprimierenden Zellen (grün). Gntro-exprimierende Zellen wurden bei 
Protoxinkonzentrationen von < 25 µM nahezu vollständig dezimiert, wobei ein vergleichbarer Effekt in 
gntr-exprimierenden Zellen erst bei CB1954-Konzentrationen von > 100 µM beobachtet wurde. Gezeigt ist ein 
repräsentatives Experiment aus zwei unabhängigen Wiederholungen. *: t-Test 2;3 p < 0,05; n = 3. 
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Um den effektiven Konzentrationsbereich weiter einzuschränken, wurden transfizierte 

COS7-Zellen über einen Zeitraum von 48 h mit 0 bis 150 µM CB1954 kultiviert 

(Abb. III.8B). Dabei reagierten gntro-exprimierende Zellen bereits auf 1 µM CB1954 mit 

einer Reduktion der Zellzahl um 59 %. Hingegen wurde bei gntr-exprimierenden Zellen 

kein Effekt beobachtet und erst bei Konzentrationen von 10 µM und 25 µM CB1954 

starben 39 % bzw. 67 % der Zellen ab. Bei diesen Konzentrationen überlebten nur 5 % 

der gntro-exprimierenden Zellen. Eine vergleichbare Zellablation gntr-exprimierender 

Zellen konnte erst bei Konzentrationen von 100 µM CB1954 nachgewiesen werden 

(Abb. III.8B). Allerdings war bei diesen hohen Konzentrationen auch die Anzahl der 

gfp-exprimierenden Kontrollzellen reduziert. Die mikroskopische Analyse zeigte jedoch, 

dass dieser Rückgang auf eine Hemmung der Zellproliferation zurückzuführen war (Daten 

nicht gezeigt). 

 

2.5 CB1954-Sensitivität stabiler Zelllinien 

COS7-Zellen stellen ein sehr artifizielles System der ektopischen Genexpression dar 

[MELLON et al., 1981], weshalb stabile Zelllinien verschiedener Gewebe benötigt wurden, 

um die Verbesserung des codonoptimierten NTR/CB1954-Systems unter nativen 

Bedingungen zu bestätigen. Dazu wurden humane embryonale Nieren- (HEK293) und 

humane Neuroblastomzellinien (SH-SY5Y), die stabil gntr, gntro und gfp (Kontrolle) 

exprimieren, generiert und mit unterschiedlichen CB1954-Konzentrationen behandelt 

(Abb. III.9). Nach 48 h konnten wiederum markante konzentrationsabhängige 

Unterschiede in den Überlebensraten der einzelnen Zelllinien detektiert werden 

(Abb. III.9A, B). Beide gntro-exprimierenden Zelllinien, HEK293 und SH-SY5Y, zeigten 

schon bei 5 µM CB1954 einen starken Rückgang der jeweiligen Zellzahlen um 83 % bzw. 

70 % im Vergleich zu den Kontrollzellen; bei 50 µM CB1954 konnten kaum noch lebende 

Zellen nachgewiesen werden. CB1954 bewirkte jedoch auch einen 

konzentrationsabhängigen Rückgang der absoluten Zellzahl in gntr-exprimierenden 

HEK293-Zellen, jedoch war ihre Sensitivität gegenüber gntro-exprimierenden Zellen 

deutlich schwächer. Tatsächlich überlebten 58 % der gntr-exprimierenden HEK293-Zellen 

eine Konzentration von 5 µM und selbst bei 100 µM waren erst 72 % der Zellen im 

betrachteten Zeitraum abgestorben (Abb. III.9A).  

Überraschenderweise hatte die Expression von gntr in SH-SY5Y-Zellen keinen Effekt auf 

die Sensitivität gegenüber CB1954 (Abb. III.9B). Der beobachtete Rückgang der Zellzahl 

von ca. 40 % unterschied sich nicht von dem der gfp-exprimierenden Kontrollzellen und 

wurde wahrscheinlich durch eine CB1954-vermittelte Inhibierung der Zellproliferation 

verursacht, da durch mikroskopische Analyse keine toten Zellen nachgewiesen werden 
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konnten. Die Ergebnisse waren konsistent mit anderen neuronalen (NG108-15) oder 

neuroendokrinen Zelllinien (SHP77 und P815), die im Verlauf der Arbeit getestet wurden 

(Daten nicht gezeigt) und sind wahrscheinlich auf Unterschiede im gewebespezifischen 

Codongebrauch zurückzuführen [DITTMAR et al., 2006; PLOTKIN et al., 2004]. 

 

 

 
 
Abbildung III.9  Toxizität von CB1954 in stabilen GNTR-exprimierenden humanen Zelllinien. (A) HEK293- 
und (B) SH-SY5Y-Zellen wurden stabil mit pGNTR, pGNTRo oder pEGFP-C1 (Kontrolle) transfiziert und mit 
verschiedenen CB1954-Konzentrationen kultiviert. Die Bestimmung der relativen Zellvitalität erfolgte nach 
48 h durch MTT-Assays. Ein repräsentatives Experiment ist gezeigt (n = 3). *: t-Test 2;3 p < 0,05; n = 4 bzw. 
n = 3. (C, D) Nachweis der GNTR-Expression durch Immundetektion unter Verwendung von αGFP- und 
αAktin Antikörpern (Ladekontrolle). Die Menge an geladenem Lysat betrug 3 µg (pEGFP-C1) und 20 µg 
(pGNTR, pGNTRo). 
 

Das Vorhandensein des GNTR-Proteins konnte in Lysaten aller Zelllinien durch 

Immundetektion mit einem αGFP-Antikörper nachgewiesen werden (Abb. III.9C). Die 

Expression von gntr war in beiden Zelllinien im Vergleich zu gntro weniger effizient und 

korrelierte mit der geringen Sensitivität der Zellen gegenüber CB1954. Die hier gezeigte 

Verbesserung des NTR/CB1954-Systems durch Codonoptimierung sollte in einer zweiten 

Generation transgener Tiere eine erfolgreiche Ablation der serotonergen Neuronen im 

Gehirn der Maus ermöglichen. 
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3 Generierung spezifischer αTPH-Antikörper 

3.1 Auswahl der Regionen zur Antikörpergenerierung 

Zur grundlegenden Charakterisierung des serotonergen Systems werden 

monospezifische TPH-Antikörper benötigt, die entweder TPH1 oder TPH2 erkennen. 

Kommerziell verfügbare αTPH-Antikörper erfüllen diese Anforderung nicht und reagieren 

mit beiden Isoformen [HAYCOCK et al., 2002]. Diese Kreuzreaktivität begründet sich auf der 

hohen Sequenzidentität von TPH1 und TPH2, die in Mensch, Maus und Ratte 72 %, 68 % 

bzw. 70 % der Aminosäuren ausmacht (Abb. III.10). 

 

 
 
 
Abbildung III.10 Die TPH1 und TPH2 weisen auf Proteinebene eine hohe Identität zueinander auf. Vergleich 
der deduzierten Aminosäuresequenzen von TPH1 und TPH2 der Spezies Mensch (Homo sapiens sapiens; 
hs), Maus (Mus musculus; mus) und Ratte (Rattus norvegicus; rat). Die identischen Bereiche sind grün 
unterlegt und zeigen die höchste Konservierung im Bereich der katalytischen Domäne (AS 150 bis 450 
bezüglich der hsTPH2). Die größten Unterschiede treten im Bereich des N-Terminus auf. Die Regionen für die 
Generierung der αTPH-Antikörper sind rot markiert [WALTHER et al., 2003]. 
 

 

Der N-Terminus der TPH2 ist im Vergleich zur TPH1 verlängert und stellt eine geeignete 

Region für die Generierung eines spezifischen αTPH2-Antikörpers dar. Aus dieser Region 

wurde das Peptid P3AMMMFSSKYWARRG17 für die Antikörpergenerierung ausgewählt 

(Abb. III.10). Diese Sequenz ist in Mensch, Maus und Ratte hoch konserviert und sollte 

ein breites Anwendungsspektrum des Antikörpers ermöglichen. Für die Generierung eines 
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αTPH1-spezifischen Antikörpers wurde die Sequenz E8NKDHSSERGRVTLI22 der 

N-terminalen TPH1-Domäne der Maus gewählt (Abb. III.10), die in einigen Positionen von 

Mensch und Ratte abweicht. Die ausgesuchten Peptide wurden synthetisiert und für die 

Immunisierung von Kaninchen verwendet.  

 

3.2 Immunreaktivität der erhaltenen Antiseren 

Das TPH1-Peptid führte zu keiner ausreichenden Immunantwort in den injizierten Tieren, 

hingegen zeigte das erhaltene αTPH2-Antiserum eine spezifische Reaktivität gegenüber 

TPH2 (Daten nicht gezeigt). 

 

 
 
Abbildung III.11 Die Spezifität des generierten αTPH2-Antikörpers. (A) Immundetektion der TPH2 mit dem 
monospezifischen αTPH2-Antikörper in primären serotonergen Rapheneuronen der Ratte und humanen 
TPH2-exprimierenden HEK293-Zellen. Der Antikörper zeigte keine Reaktivität gegenüber 
TPH1-exprimierenden P815-Zellen (oben). Die Rehybridisierung der Membranen erfolgte mit dem 
unspezifischen αWH3-Antikörper, der sowohl TPH1 (51 kDa) als auch TPH2 (56 kDa) detektierte (unten). 
(B, C) Nachweis der TPH2-Expression in coronalen Gewebeschnitten des adulten Stammhirns von Ratte (B) 
und Maus (C) mit dem monospezifischen αTPH2-Antikörper. Die TPH2-Immunreaktivität konnte in den 
dorsalen (DR) und medianen (MnR) Raphekernen ventral des Aquädukts (*) entlang der Mittelllinie detektiert 
werden. Maßstab: 10 µM (B) und 200 µM (C). 
 

3.3 Spezifität des αTPH2-Antikörpers im Immunblot 

Der affinitätsaufgereinigte polyklonale αTPH2-Antikörper wurde hinsichtlich seiner 

Reaktivität und Spezifität in TPH-exprimierenden Zelllinien getestet. Dazu wurden 

P815-Zellen und primäre serotonerge Rapheneuronen der Ratte verwendet, die endogen 

TPH1 bzw. TPH2 exprimieren. Zusätzlich wurde die humane TPH2-cDNA rekombinant in 
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stabilen HEK293-Zellen exprimiert. Der αTPH2-Antikörper reagierte spezifisch mit TPH2 

auf einer Höhe von 56 KDa in Lysaten beider Zelllinien. Eine Kreuzreaktivität mit TPH1 in 

P815-Lysaten konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. III.11A). Der kommerziell 

verfügbare monoklonale αTPH-Antikörper (WH3, Epitop E103-P109) zeigte die bekannte 

Kreuzreaktivität und detektierte sowohl TPH1 als auch TPH2, die im Westernblot nur 

aufgrund der Größenunterschiede von 51 kDa (TPH1) bzw. 56 kDa (TPH2) 

unterscheidbar waren (Abb. III.11A). 

 

3.4 Immunhistochemischer Nachweis der TPH2-Expression im murinen Gehirn 

Letztendlich wurde die immunhistochemische Anwendbarkeit des generierten 

αTPH2-Antikörper an coronalen Gewebeschnitten des Stammhirns von Maus und Ratte 

getestet, wobei die charakteristischen Muster der dorsalen (DR) und medianen (MnR) 

Raphekerne spezifisch angefärbt wurden (Abb. III.11B, C). Mit Hilfe des spezifischen 

αTPH2-Antikörpers gelang zudem der direkte immunzytochemische Nachweis der 

TPH2-Expression in den primären r5HT-Neuronen (Absch. III.1.1.1), der das Protein im 

Zytoplasma von Soma, Axonen und Dendriten lokalisierte (Abb. III.1C) [SCHEUCH et al., 

2007]. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse die Spezifität des generierten 

αTPH2-Antikörpers und die speziesübergreifende Reaktivität in Mensch, Maus und Ratte. 

 

 

4 Identifizierung von humanen TPH2-Genvarianten 

4.1 Sequenzierung humaner TPH2-cDNAs 

In einer einleitenden Studie zur Identifizierung von funktionellen SNPs im humanen 

TPH2-Gen wurden post mortem-RNA-Proben von zehn Betäubungsmitteltoten, acht 

Suizidopfern und sieben Schizophreniepatienten untersucht. Als entsprechende 

Kontrollen dienten zehn Individuen, die allgemein durch Herzinfarkt oder Unfall 

verstarben, jedoch zeitlebens psychopathologisch unauffällig blieben. Von jedem 

Individuum lagen RNA-Proben der Hirnareale: Cortex, Thalamus, Hippocampus, 

Amygdala, Hypophyse, Cerebellum, Hypothalamus sowie teilweise von Raphe, Pons und 

Striatum vor. Da psychiatrische Erkrankungen, wie Angstzustände, Autismus, Depression, 

PTSD und Phobien mit anormaler Funktion der Amygdala, u. a. verursacht durch 

Neurotransmitter-Ungleichgewichte, in Zusammenhang gebracht wurden, wurde zuerst in 

diesem Hirnareal nach kodierenden SNPs im TPH2-Gen gesucht. 
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Abbildung III.12   Identifizierung zahlreicher SNPs im humanen TPH2-Gen. Strategie zur Sequenzierung von 
humanen TPH2-cDNA-Klonen der Amygdala von Patienten mit psychopathologischen Erkrankungen und 
Kontrollen. Der Sequenzvergleich mit der TPH2-mRNA-Referenzsequenz (GenBank NM_173353) führte zur 
Identifizierung von 29 SNPs und einer 6 bp Insertion in Exon 3 (n = 104 unabhängige Sequenzen). Gezeigt ist 
eine Zusammenstellung repräsentativer TPH2-cDNA-Klone (1 - 8) sowie die Positionen aller gefundenen 
SNPs; rote Boxen markieren vorhandene SNPs in den jeweiligen Klonen. Acht SNPs treten in Abhängigkeit 
der Insertion auf und bilden zwei Muster, die sich gegenseitig ausschließen. Dunkelblau gekennzeichnete 
SNPs finden sich ausschließlich bei Vorhandensein der Insertion, hellblau unterlegte SNPs jedoch nur in ihrer 
Abwesenheit. Grüne Positionen entsprechen den Datenbank-SNPs rs7305115 und rs4290270. Die Insertion 
c.439_440insGCAAGG ist das Produkt alternativen Spleißens in Intron 3. 
 

 

Dazu wurden die RNA-Proben der Amygdala in cDNAs umgeschrieben und die 

TPH2-ORFs einschließlich der 5’-UTR und eines Teils der 3’-UTR amplifiziert und kloniert 

(die ersten 1679 bp der TPH2-mRNA-Referenzsequenz; GenBank NM_173353). Von 

jedem Individuum wurden mehrere Klone sequenziert (Tabelle VI.1 und VI.2), wobei die 

Sequenzierung beidsträngig erfolgte, um DNA-Polymerase- und Sequenzierungsfehler zu 

erkennen. Basenaustausche wurden als SNPs anerkannt, wenn sie in mindestens zwei 

unabhängigen Klonen nachgewiesen wurden, um auch mögliche Fehler bei der reversen 

Transkription zu berücksichtigen. Durch Vergleich der erhaltenen cDNA-Sequenzen mit 

der TPH2-mRNA-Referenzsequenz (GenBank NM_173353) konnten insgesamt 29 SNPs 

in nahezu allen Exonen des humanen TPH2-Gens identifiziert werden (Abb. III.12, 

Tabelle III.2; Einzelauflistung nach Patienten in Tabelle VI.1). Darunter befanden sich 

auch die Datenbank-SNPs rs7305115 (c.936A>G) und rs4290270 (c.1125A>T) und der 

bereits beschriebene SNP c.1322G>A (auch bekannt als G1463A, [ZHANG et al., 2005]).  
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Tabelle III.2  Identifizierte SNPs im humanen TPH2-Gen. Die Positionen der einzelnen Basenaustausche sind 
bezüglich der TPH2-mRNA-Referenzsequenz (GenBank NM_173353) und nach beschriebener Nomenklatur 
angegeben [DEN DUNNEN und ANTONARAKIS, 2001].  
 

 
 

4.2 Posttranskriptionale Modifikationen des humanen TPH2-Gens 

4.2.1 Alternatives Spleißen 

Interessanterweise konnte in 8 von 23 untersuchten Individuen, sowohl Patienten als auch 

Kontrollen, neben den zahlreichen SNPs auch eine Insertion von 6 bp 

(c.439_440insGCAAGG) in Exon 3 des TPH2-Gens detektiert werden (Abb. III.12), die 

durch alternatives Spleißen in Intron 3 entsteht (Abb. III.13). Intron 3 beginnt mit einem 

GC-Dinukleotid, einer eher untypischen Spleißdonorstelle (SpDS), deren Verwendung zur 

Verknüpfung von Exon 3a mit Exon 4 entsprechend der TPH2-mRNA-Referenzsequenz 

(GenBank NM_173353) führt. In Intron 3 befindet sich jedoch 6 bp abwärts der GC-SpDS 

ein GT-Dinukleotid, das als eine alternative SpDS fungiert und zum Einschluss von zwei 

zusätzlichen Tripletts (Exon 3b), kodierend für die Aminosäuren G und K, führt 

(Abb. III.13). Die neue Spleißisoform wurde aufgrund der besseren Unterscheidung von 

der Referenzsequenz NM_173353 (TPH2a) mit TPH2b bezeichnet.  
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Abbildung III.13  Die humane TPH2 existiert in zwei Spleißvarianten. Schematische Darstellung des 
alternativen Spleißens der TPH2-prä-mRNA. In höheren Vertebraten erfolgt das Spleißen von Intron 3 
gewöhnlich an der stark konservierten GC-Spleißdonorstelle (SpDS), wodurch die bekannte TPH2, jetzt 
TPH2a, entsteht. In Mensch, Primat und Ratte existiert 6 bp abwärts der üblichen GC-SpDS ein 
GT-Dinukleotid, welches als alternative SpDS dient und die zwei zusätzlichen Aminosäuren, G und K, 
einbezieht. Die daraus resultierende längere TPH2-Isoform wurde als TPH2b bezeichnet. 
 

 

Auf Proteinebene bedeutet die GK-Insertion (p.E146_E147insGK) eine Unterbrechung 

des negativ geladenen Glutamat-Abschnitts nahe der Scharnierregion zwischen der 

regulatorischen und der katalytischen Domäne durch den positiven Lysinrest (Abb. III.13). 

Da die Scharnierregion für die Substratzugänglichkeit aller Aromatischen-Aminosäure-

Hydroxylasen entscheidend ist [CARKACI-SALLI et al., 2006; FITZPATRICK, 1999] wurde ein 

Einfluss der Insertion auf die TPH2-Enzymaktivität postuliert und konnte zu einem 

späteren Zeitpunkt bestätigt werden (Absch. III.4.3.3). 

 

4.2.2 Nachweis der Spleißvarianten TPH2a und TPH2b 

Für den direkten Nachweis der beiden TPH2-Isoformen wurden die spleißspezifischen 

Oligonukleotide NTPHSPL-A (TPH2a) und NTPHSPL2 (TPH2b) generiert und optimale 

PCR-Bedingungen etabliert (Abb. III.14). TPH2b-Transkripte konnten in allen Individuen, 

unabhängig einer psychopathologischen Krankengeschichte, als auch im Rattenhirn und 

der humanen neuroendokrinen kleinzelligen Lungenkarziomzelllinie SHP77 nachgewiesen 

werden (Abb. III.14). Somit deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass TPH2B zur 

allgemeinen Biosynthese von 5-HT im Gehirn beiträgt. 
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Abbildung III.14  Die TPH2-Isoformen, TPH2a und TPH2b, können durch Verwendung spleißspezifischer 
Oligonukleotide leicht nachgewiesen werden. (A) Spezifität der spleißspezifischen Oligonukleotide 
NTPHSPL-A (TPH2a) und NTPHSPL2 (TPH2b) in der PCR mit Plasmid-DNA. (B) RT-PCR mit 
spleißspezifischen Oligonukleotiden (nTPHSPLrat für die Anwendung in der Ratte) zeigte das Vorhandensein 
von TPH2b-Transkripten im gesunden Gehirn von Mensch und Ratte als auch in humanen SHP77-Zellen. 
MW: φX174/Hinf I 
 

4.2.3 Editierung der TPH2a und TPH2b prä-RNAs 

Die TPH2b-Transkripte unserer Proben enthielten fast ausschließlich eine Kombination 

aus sechs SNPs (Abb. III.12, Tabelle VI.1), c.385C>T (p.Q129X; Exon 3), c.804A>G 

(p.K268; Exon 6), c.830C>T (p.P277L; Exon 7), c.936A>G (p.P312; Exon 7), c.1125A>T 

(p.A375; Exon 9) und c.1403A>G (p.Q468R; Exon 11), welche anfänglich als eine 

allelische Variante (Haplotyp) des TPH2b-Gens mit einer erhöhten intrinsischen Aktivität 

für alternatives Spleißen angesehen wurde (Abb. III.12, Tabelle III.3). Jedoch entspricht 

der SNP c.385C>T (p.Q126X) einer nonsense-Mutation an der Verbindungsstelle 

zwischen der regulatorischen und der katalytischen Domäne der TPH2 [CARKACI-SALLI et 

al., 2006] und würde in Hinblick auf die TPH2-Aktivität einer null-Mutation entsprechen. 

Eine solche Situation ist allerdings nur schwer vorstellbar, da der SNP c.385C>T auch in 

gesunden Individuen ohne psychopathologische Krankengeschichte nachgewiesen 

werden konnte (Tabelle VI.1, z. B. KON604). Weiterhin würde die c.385C>T-Variante 

durch das vorzeitige Translationsstopcodon ein geeignetes Substrat für die 

RNA-Degradierung durch nonsense-mediated mRNA decay (NMD) sein [HENTZE und 

KULOZIK, 1999; REED und HURT, 2002], eine Situation, die aufgrund der leichten 

Detektierbarkeit von TPH2b offensichtlich nicht gegeben ist (Abb. III.14 und III.20). 

Aufgrund dieser Ergebnisse kam die Hypothese auf, dass TPH2-Transkripte 

posttranskriptional durch RNA-Editierung modifiziert werden. 
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Tabelle III.3  SNP-Muster von TPH2a und TPH2b. Positionsangaben entsprechend der TPH2-mRNA-
Referenzsequenz NM_173353. 
 

 
 

 

Tatsächlich konnten die Basenaustausche c.385C>T, c.804A>G, c.830C>T und 

c.1403A>G durch Klonierung und Sequenzierung der entsprechenden genomischen 

Exone 3, 6, 7, 9 und 11 von Individuen mit detektierbarer TPH2b in keiner Probe 

nachgewiesen werden. Nur die Datenbank-SNPs rs7305115 (c.936A>G) und rs4290270 

(c.1125A>T) wurden auf genomischer Ebene verifiziert (Abb. III.15B).  

 

 
 

Abbildung III.15  TPH2a und TPH2b prä-mRNAs werden posttranskriptional editiert. Vergleich genomischer 
Sequenzen mit den entsprechenden cDNA-Sequenzen zeigte, dass weder die TPH2a-SNPs c.-42T>C, 
c.711A>G, c.1297A>G und c.1322G>A (A) noch die TPH2b-SNPs c.385C>T, c.804A>G, c.830C>T und 
c.1403A>G genomisch kodiert waren (B). Nur die Datenbank-SNPs rs7305115 (c.936A>G) und rs4290270 
(c.1125A>T) konnten auf genomischer Ebene verifiziert werden. 
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Interessanterweise zeigten die TPH2a-Transkripte ebenfalls ein spezifisches Muster an 

SNPs (Tabelle III.3), welche im Block und fast ausnahmslos zusammen mit den bereits 

identifizierten SNPs rs7305115 und rs4290270 auftraten (Abb. III.12, Tabelle VI.1). In 

Übereinstimmung mit TPH2b konnten durch Analyse der Exone 1, 6, 7, 10 und 11 nur die 

SNPs rs7305115 und rs4290270 auf genomischer Ebene bestätigt werden, während die 

anderen Basenaustausche c.-42T>C (5’-UTR), c.711A>G (p.R237; Exon 6), c.1297A>G 

(p.R433G; Exon 10) und c.1322G>A (p.R441H; Exon 11) wiederum auf RNA-Editierung 

beruhten (Abb. III.15A). Die TPH2a und TPH2b prä-mRNAs besitzen somit zwei 

spezifische, sich gegenseitig ausschließende Editierungsmuster (Abb. III.12 und III.15), 

die mit TPH2a 1234 und TPH2b 1234 bezeichnet wurden (Abb. III.16). 

 

 

 
 

 

Unter den analysierten TPH2-Klonen befanden sich jedoch auch TPH2b-Transkripte, die 

an Position c.385C>T nicht editiert waren (TPH2b 234), wodurch ein vollständiges Protein 

mit der bereits erwähnten Insertion der Aminosäuren G und K gebildet werden würde 

(Abb. III.12, Tabelle VI.1; SZ190-1). Letztendlich wurden auch TPH2b 1-Transkripte 

gefunden, die keine Editierung an den Positionen 2, 3 und 4 aufwiesen (Abb. III.12, 

Tabelle VI.1; SUIZ947-1). Auf der anderen Seite wurden die partiell editierten 

TPH2a-Transkripte TPH2a 2 und TPH2a 134 detektiert (Tabelle VI.1; KON285-1 und 

SUIZ1778-10). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass es sich bei der TPH2-Editierung 

um einen dynamischen Prozess handelt, der zu TPH2-Proteinvarianten mit 

unterschiedlichsten Eigenschaften führt, wodurch sich die biochemische Diversität und 

Komplexität der 5-HT-Biosynthese weiter erhöht. 

 

Abbildung III.16 TPH2a und TPH2b 
werden posttranskriptional editiert. (A, B). 
Die Editierungsmuster von TPH2a und 
TPH2b sind jeweils spezifisch und 
schließen sich gegenseitig aus. Für jede 
Spleißvariante existieren je vier editierte 
Positionen, die mit arabischen Zahlen 1 bis 
4 gekennzeichnet sind. Die Angabe der 
einzelnen TPH2b-Polymorphismen erfolgte 
bezüglich der TPH2-Referenzsequenz 
NM_173353. (A) Schematische Darstellung 
der TPH2a 1234 und TPH2b 1234 (B). Auf 
RNA-Editierung beruhende nicht synonyme 
Basen-austausche sind rot, genomisch 
kodierte SNPs in grün dargestellt. 
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4.2.4 Spezifität der TPH2-RNA-Editierung 

RNA-Editierung tritt hauptsächlich im ZNS auf und ist oft auf diskrete Hirnareale 

beschränkt [BARLATI und BARBON, 2005]. Aufgrund dieser Tatsache wurden 

TPH2-Transkripte aus anderen Hirnarealen (Cortex, Thalamus, Hippocampus, 

Hypophyse, Cerebellum, Hypothalamus, Raphe, Pons und Striatum) kloniert, sequenziert 

und hinsichtlich ihres Editierungsstatus analysiert (Tabelle III.5; Einzelauflistung nach 

Patienten und Hirnareal in Tabelle VI.2). Dabei zeigte sich, dass die Editierung von 

TPH2a-Transkripten ausschließlich in der Amygdala auftrat, jedoch nicht in anderen 

Hirnarealen nachgewiesen werden konnte (Tabelle III.4). TPH2b-Transkripte wurden 

hingegen in allen untersuchten Hirnarealen editiert vorgefunden (Tabelle III.4 und VI.2), 

ebenso in der humanen kleinzelligen Lungenkrebszelllinie SHP77 (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Tabelle III.4 Spezifität der TPH2a-Editierung in der Amygdala. Die prozentuale Verteilung der editierten 
Positionen zeigte, dass TPH2a nur in der Amygdala editiert vorlag, während TPH2b-Editierung in allen 
untersuchten Gehirnarealen* auftrat. Bei Vorhandensein des SNPs rs4290270 A (c.1125A) konnte weder die 
Editierung von TPH2a noch die Expression von TPH2b beobachtet werden. 
 
 

 
 

 

 



III ERGEBNISSE 

 

73

4.3 Biochemische Charakterisierung der TPH2-Varianten 

4.3.1 Kinetiken bezüglich Trp in stabilen PC12-Zellen 

Um die kinetischen Eigenschaften der TPH2-Varianten bezüglich Trp zu untersuchen, 

wurden Expressionskonstrukte für TPH2a, TPH2b, TPH2a 1234 und TPH2b 234, 

hergestellt und stabil in PC12-Zellen exprimiert. Die anschließenden Enzymassays 

wurden mit Zelllysaten dieser Zelllinien unter Verwendung des synthetischen Kofaktors 

6-Methyl-Tetrahydrobiopterin (6MPH4) durchgeführt. Synthetische Analoga werden häufig 

benutzt, da sie im Vergleich zum natürlichen Kofaktor Tetrahydrobiopterin (BH4) deutlich 

höhere Km-Werte liefern und damit oft erst die Auflösung der katalytischen Unterschiede 

zwischen TPHs verschiedener Gewebe ermöglichen (Tabelle VI.3) [FITZPATRICK, 1999; 

MCKINNEY et al., 2005]. Die im TPH-Assay gebildeten Mengen an 5-HTP wurden mittels 

HPLC-FD über einen Konzentrationsbereich von 0 bis 4 mM Trp gemessen und ergaben 

entsprechend der Michaelis-Menten-Gleichung hyperbolische Plots für TPH2A, TPH2B, 

TPH2A 1234 und TPH2B 234 (Abb. III.17A, B). Entsprechende Kinetiken wurden für 

TPH1 aus P815-Zellen aufgenommen, um die hier angewandte Methode anhand der 

bereits publizierten und in der Arbeitsgruppe ermittelten Km-Werte zu validieren 

(Tabelle VI.3). 

 

 
 

Abbildung III.17  Die kinetischen Parameter von TPH2A und TPH2B werden durch RNA-Editierung bestimmt. 
Kinetische Eigenschaften der TPH2-Varianten. (A, B) 5-HTP-Bildung der einzelnen TPH2-Varianten in 
Abhängigkeit der Trp-Konzentration und in Gegenwart von 300 µM 6MPH4. (C, D) Lineweaver-Burk-Blots zur 
Bestimmung der Km(Trp)–Werte der TPH2-Varianten. Bei Verwendung des synthetischen Kofaktors 6MPH4 
waren die enzymatischen Aktivitäten von TPH2A und TPH2B bzw. TPH2A 1234 und TPH2B 234 gleich. TPH1 
diente als Kontrolle. 
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Die Auswertung der Enzymkinetiken durch doppelt-reziproke Lineweaver-Burk-Plots 

(Abb. III.17C, D) ermöglichte die Bestimmung der Km(Trp)-Werte für alle vier 

TPH2-Varianten (Tabelle III.5). Die ermittelten Km(Trp)-Werte für TPH2A und TPH2B 

zeigten dabei keinen Unterschied und lagen im Bereich der bereits publizierten 

Konstanten für TPH2 (Tabelle VI.3) [MCKINNEY et al., 2005]. Infolge von RNA-Editierung 

erhöhten sich die Km(Trp)-Werte für TPH2A 1234 und TPH2B 234 jedoch um mehr als 

das Doppelte, was einen Verlust an enzymatischer Aktivität andeutet (Tabelle III.5). Alle 

TPH2-Varianten zeigten in Übereinstimmung mit der Literatur eine deutlich geringere 

enzymatische Aktivität gegenüber TPH1 [MCKINNEY et al., 2005]. 

 

 
Tabelle III.5  Kinetische Konstanten der TPH2-Varianten. RNA-Editierung führt zur Erhöhung der Km-Werte 
bezüglich Trp. 
 

 
 

4.3.2 5-HT-Gehalte TPH2-exprimierender PC12-Zellen 

Murine Pheochromozytomzellen (PC12) wurden kürzlich verwendet, um die 

5-HT-Syntheseaktivität rekombinanter TPH2-Mutanten zu beurteilen [ZHANG et al., 2004; 

ZHANG et al., 2005]. Die stabile Expression der vier TPH2-Varianten in PC12-Zellen zeigte 

vergleichbare 5-HT-Gehalte für TPH2A und TPH2B, überraschenderweise aber auch für 

TPH2B 234, für die aufgrund des höheren Km(Trp)-Wertes (Tabelle III.5) eine geringere 

Aktivität erwartet wurde (Abb. III.18). Es wurde jedoch schon früher gezeigt, dass 

PC12-Zellen nur eine begrenzte Menge an Neurotransmittern in ihren Vesikeln speichern 

können [SCHONN et al., 2003]. Somit ist es denkbar, dass die TPH2-Aktivitäten in den drei 

Zelllinien die maximale vesikuläre 5-HT-Speicherkapazität dieser Zellen bei weitem 

überstieg. Interessanterweise enthielten scheintransfizierte und untransfizierte 

PC12-Zellen mit ca. 18 % der detektierbaren Maximalwerte beträchtliche Mengen an 5-HT 

(Abb.III.18); eine Tatsache, die bei der Beschreibung von PC12-Zellen als ein geeignetes 

Modell für TPH2-Studien ignoriert wurde [ZHANG et al., 2005]. Die Expression von 

TPH2A 1234 zeigte keine signifikante Erhöhung der 5-HT-Gehalte im Vergleich zu den 

scheintransifizierten Zellen, was für eine Inaktivierung der TPH2A durch RNA-Editierung 

spricht. 
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4.3.3 Kinetische Untersuchungen in HEK293-Zellen mit BH4 

Um störende Einflüsse der PC12-Zellen auf die Bestimmung der 5-HT-Gehalte zu 

umgehen, wurden die TPH2-Varianten in nicht-neuronalen HEK293-Zellen exprimiert und 

die Km(Trp)-Werte mit dem natürlichen Kofaktor BH4 bestimmt.  

 

 

 
 

Bei physiologischen Trp-Konzentrationen von 30 - 50 µM verhielten sich die vier 

TPH2-Varianten entsprechend der Michaelis-Menten-Gleichung, wobei signifikante 

Substrathemmungen bei höheren Trp-Konzentrationen auftraten (Abb. III.19). TPH2B 234 

zeigte den höchsten Km-Wert aller untersuchten Varianten (Tabelle III.5), aber eine 50 % 

höhere relative Maximalgeschwindigkeit (Vmax) bezüglich TPH2A (Abb. III.19). Dagegen 

wies TPH2A 1234 im Vergleich zu TPH2A die niedrigste Vmax (5 %) und die stärkste 

Abbildung III.18 5-HT- und Trp-Gehalte stabil 
transfizierter PC12-Zellen und Westernblots der 
TPH2-Varianten (αWH3-Antikörper) für die 
Normalisierung der 5-HT-Gehalte (n = 10 
unabhängige Experimente).  

Abbildung III.19  Enzymatische Aktivitäten der 
TPH2-Varianten nach Expression in HEK293-
Zellen. Die Bildung von 5-HTP wurde durch 
Verwendung des natürlichen Kofaktors BH4 
bestimmt. Die Rangfolge der relativen 
maximalen Geschwindigkeiten (rel. Vmax) nach 
Normalisierung auf die TPH2-Proteingehalte 
(siehe Westernblot mit αTPH2-Antikörper, 
Absch. III.3) ist TPH2B > TPH2B 234 > TPH2A 
> TPH2A 1234. Bei Konzentrationen außerhalb 
des physiologischen Trp-Bereichs von 
30 - 50 µM zeigen alle Varianten, mit Ausnahme 
der TPH2B 234, eine starke Substrathemmung. 
Die Daten von sechs unabhängigen 
Experimenten sind gezeigt. 
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Substrathemmung (≥ 50 µM Trp) aller vier Varianten auf. Interessanterweise ergab sich 

die höchste Vmax für TPH2B, entsprechend der Vorhersage, dass die GK-Insertion 

innerhalb der Scharnierregion einen besseren Zugang des Substrates zum katalytischen 

Zentrum erlaubt.  
 

4.4 Untersuchung der Patientenkollektive 

4.4.1 Expression der TPH2-Spleißvarianten 

Die Regulation der TPH2-Aktivität durch alternatives Spleißen und RNA-Editierung führte 

zur Frage nach einer möglichen Dysregulation beider Prozesse bei neuropsychiatrischen 

Erkrankungen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung erfolgte der quantitative Nachweis 

der Expression von TPH2a und TPH2b in post mortem-Proben psychopathologisch 

auffälliger Individuen und gesunden Kontrollen mittels qPCR unter Verwendung der 

spleißspezifischen Primer NTPHSPL-A und NTPHSPL2 (Abb. III.20). Dabei lag die 

TPH2a-Expression der Suizidopfer und eines Schizophreniepatienten im Bereich der 

Kontrollen. Die Betäubungsmitteltoten (BTM) wiesen hingegen eine erhöhte Expression 

von TPH2a und TPH2b gegenüber den Kontrollen auf, jedoch bestand aufgrund großer 

individueller Unterschiede innerhalb der Patientengruppe keine statistische Signifikanz 

(Abb. III.20). Die TPH2b-Expression zeigte sich hingegen sehr variabel und war in den 

Kontrollen um eine Größenordung stärker exprimiert als TPH2a. Auffällig war die extrem 

hohe Expression von TPH2b in dem Schizophreniepatienten, die gegenüber den 

Kontrollen um das 20-fache erhöht war. Hingegen konnte in den Suiziden nur eine extrem 

schwache TPH2b-Expression (25 %) im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen 

werden (Abb. III.20). Demnach könnte eine Dysregulation des alternativen Spleißens an 

der Äthiologie psychopathologischer Erkrankungen beteiligt sein. 

 

 

 
 

Abbildung III.20 Quantitative realtime-PCR 
mit speißspezifischen Primern zeigt starke 
Unterschiede in der Expression von TPH2a 
und TPH2b in Patienten mit psycho-
pathologischen Erkrankungen und gesunden 
Kontrollen. TPH2b ist in den Kontrollen im 
Vergleich zu TPH2a um eine Größenordnung 
höher exprimiert. BTM: Betäubungsmitteltote, 
n = 11; SUIZ: Suizidopfer, n = 2; SZ: Schizo-
phrenie, n = 1. 
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4.4.2 TPH2-Editierung in der Amygdala 

Betrachtet man das Auftreten von RNA-Editierung in den einzelnen Patientengruppen, so 

trat die TPH2a 1234-Editierung (Abb. III16A) in den analysierten TPH2-Klonen von 

Betäubungsmitteltoten und Suizidopfern im Vergleich zu den Kontrollen um 20 % häufiger 

auf (Tabelle III.6). In den Schizophreniepatienten konnte hingegen keine Editierung von 

TPH2a nachgewiesen werden. 

 
Tabelle III.6  RNA-Editierung der TPH2-mRNAs in der Amygdala von Patienten und Kontrollen. TPH2a 1234-
Editierung ist anormal in Betäubungsmitteltoten, Suiziden und Schizophrenen. 
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Die TPH2b-Transkripte waren in Kontrollen und Betäubungsmitteltoten an Position 1 

(c.385C>T) immer editiert, während bei Suiziden und Schizophreniepatienten auch 

TPH2b-Transkripte ohne c.385C>T detektiert wurden. BTMs und Suizide zeigten zudem 

eine leichte Erhöhung (7 %) der TPH2b-Editierung an den Positionen 2, 3 und 4 

(Abb. III.16B). Somit könnte eine deregulierte TPH2-Editierung, insbesondere von TPH2a, 

eine mögliche Ursache für psychiatrische Erkrankungen oder aber eine Konsequenz von 

Drogenmissbrauch bzw. Medikamentenkonsum sein. 

 

4.4.3 RFLP-Genotypisierung des SNPs rs4290270 

Interessanterweise konnten in Anwesenheit von SNP rs4290270 A (c.1125A) weder 

TPH2b-Transkripte noch RNA-Editierung detektiert werden (Tabelle III.4 und III.6), 

wodurch der SNP rs4290270 T eine wichtige Rolle bei der Regulation von alternativen 

Spleißen und RNA-Editierung spielen könnte. Der individuelle Genotyp bezüglich der 

Position c.1125 kann als Teil der palindromischen Erkennungssequenz von Nde I leicht 

durch einen Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) bestimmt werden. Mit 

dieser Methode zeigte sich, dass das untersuchte Kollektiv entweder heterozygot oder 

homozygot für den SNP rs4290270 T war (Abb. III.21). Homozygote A/A-Träger konnten 

nicht nachgewiesen werden. 

 

 
 

Abbildung III.21 Der Genotyp an Position c.1125 kann im analysierten Patientenkollektiv leicht durch einen 
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) mit Nde I bestimmt werden. BTM: Betäubungsmitteltote; 
SUIZ: Suizidopfer; SZ: Schizophrenie. 
 

 

In SHP77-Zellen trat der SNP rs4290270 T ebenfalls homozygot auf und steht damit im 

Einklang mit dem Auftreten von alternativen Spleißen und der Editierung von TPH2b in 

dieser Zelllinie (Abb. III.21). Damit stellen SHP77-Zellen möglicherweise ein geeignetes 

Zellkultursystem dar, um alternatives Spleißen und Editierung von TPH2-Transkripten zu 

untersuchen. 
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4.4.4 Assoziationsstudie bezüglich SNP rs4290270 

In einer umfangreicheren TPH2-Assoziationsstudie bezüglich SNP rs4290270 trat der 

A/A-Genotyp in einem Gruppe von 369 Individuen mit erfolgtem Suizid im Vergleich zu 

436 Patienten mit unipolarer Depression und 373 Individuen ohne psychopathologische 

Krankengeschichte signifikant häufiger auf (Abb. III.19). Obwohl der zugrunde liegende 

Mechanismus, in welcher Form der SNP rs4290270 A alternatives Spleißen und 

Editierung der TPH2-mRNA beeinflusst, noch unbekannt bleibt, zeigt der Genotyp 

rs4290270 A/A eine genetische Prädisposition für Suizidalität an (Abb. III.22). 

 

 

 

Abbildung III.22  Genotypisierung des SNPs 
rs4290270 zeigte in einer umfangreichen 
Assoziationsstudie die genetische Prädis-
position homozygoter A/A-Träger für Suizid. 
Alle Verteilungen sind im Hardy-Weinberg-
Equilibrium. *: p < 0,05; Kontrollen: n = 373; 
Patienten mit unipolarer Depression: n = 436; 
Suizide: n = 369.
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IV Diskussion 

1 Die NTR1-Mäuse 

1.1 Die Spezifität der NTR-Expression 

In dieser Arbeit sollte durch Verwendung des NTR/CB1954-Systems ein Tiermodell 

generiert werden, das die konditionelle Ausschaltung der serotonergen Neuronen im 

Gehirn der Maus erlaubt, um ihre Funktion in vivo zu studieren. Die Generierung der 

transgenen Mäuse erfolgte durch retroviralen Gentransfer mit einer Effizienz von 78 % 

und ermöglichte die Etablierung von sechs NTR1-Mauslinien (Abb. III.3B).  

Eine Hauptanforderung hinsichtlich der Verwendung des NTR/CB1954-Systems ist die 

spezifische Expression des ntr-Gens in den Zielzellen, um unspezifische Nebenwirkungen 

nach Applikation des Protoxins CB1954 zu vermeiden. Zu diesem Zweck wurde ein 

4 kb-Fragment des humanen Tph2-Promotors verwendet, dessen Aktivität sich durch 

Expression des Reportergens DsRed in primären Rapheneuronen der Ratte zeigte 

(Abb. III.2) [SCHEUCH et al., 2007]. Serotonerge Rapheneuronen sind besonders gut 

geeignet, um die Expression und Funktion von Tph2 zu studieren, da sie die Hauptquelle 

der Tph2-Expression im Gehirn darstellen [PATEL et al., 2004; ZILL et al., 2007] und zudem 

die Fähigkeit zur Aufnahme, Freisetzung und Speicherung von 5-HT besitzen 

[LAUTENSCHLAGER et al., 2000]. Die Aktivität des humanen Tph2-Promotors in der Ratte 

wurde aufgrund der starken Konservierung der 5’-regulatorischen Region in Mensch, 

Maus und Ratte erwartet, die innerhalb der Kernsequenz von 0,5 kb oberhalb des ATGs 

eine Identität von ca. 80 % in den drei Spezies aufweist. Da die Tph2-Promotoren von 

Maus und Ratte über einen Bereich von 10 kb nahezu identisch sind, erlaubte der 

Aktivitätsnachweis des humanen Tph2-Promotors in der Ratte auch eine Aussage über 

seine Funktion in der Maus. Entsprechend konnte die Expression des ntr-Gens in den 

generierten NTR1-Mäusen nachgewiesen werden (Abb. III.3B und III.4). 

Die etablierten primären Raphekulturen der Ratte konnten zudem im Verlauf dieser Arbeit 

als geeignetes Modell für Tph2-Promotorstudien des Menschen etabliert werden. So 

offenbarte die Expression von Tph2-Promotorvarianten psychisch kranker Individuen, den 

Einfluss des Promotor-SNPs rs11178997 auf den Grad der TPH2-Expression und die 

Regulation durch den neuronalen Transkriptionsfaktor Brn-2 [SCHEUCH et al., 2007]. 

Die Hybridisierung von Gehirnschnitten transgener NTR1-Mäuse mit einer 

ntr-spezifischen Sonde ergab deutliche Signale im Cerebellum, dessen serotonerge 

Innervierung in Mammalia schon seit langem bekannt ist und bereits in Katze, Ratte 

[TAKEUCHI et al., 1982], Opossum [BISHOP et al., 1985] und Maus [CRIVELLATO et al., 1992] 
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gezeigt werden konnte. Untersuchungen am Cerebellum der Maus zeigten eine starke 

Innervierung des cerebralen Cortexes durch serotonerge Afferenzen, die besonders 

dichte Kontakte mit den Somata der Purkinjezellen (PC) ausbildeten. Nur geringe Signale 

konnten in der Granula- und molekularen Zellschicht detektiert werden [CRIVELLATO et al., 

1992]. Entsprechend wurden in den transgenen NTR1-Mäusen ntr-positive Afferenzen 

hauptsächlich in der cerebralen PC-Schicht nachgewiesen, wo sie einen Plexus um die 

Somata der PC-Zellen bildeten (Abb. III.4). In Analogie zu früheren Ergebnissen zeigten 

sich nur vereinzelte ntr-Signale im Bereich der Granulazellen [CRIVELLATO et al., 1992] 

(Abb. III.4). Zudem kolokalisierte die Expression des ntr-Gens im Kleinhirn perfekt mit 

dem Ort der Tph2-Expression und zeigte die spezifische Expression des Transgens in 

diesem bekannten serotonergen Projektionsareal (Abb. III.4). Die zentrale Bedeutung des 

Cerebellums beim Erlernen und der Koordination von Bewegungsabläufen könnte das 

Auftreten von Ataxie nach chronischen MDMA-Konsum erklären, welches die 

5-HT-Rapheneuronen schädigt [GREEN et al., 2003]. 

 

1.2 Der Phänotyp der NTR1-Mäuse der ersten Konstruktgeneration 

In Vorversuchen mit CB1954 zeigte sich jedoch kein klarer verhaltenstypischer Phänotyp, 

wie z. B. erhöhte Aggression und Angst, der auf eine verminderte serotonerge 

Neurotransmission im Gehirn der NTR1-Mäuse schließen lies. Diese Ergebnisse deckten 

sich mit dem Befund, dass keine signifikante Reduzierung der 5-HT-Gehalte im Gehirn 

CB1954-behandelter NTR1-Mäuse detektiert werden konnte, wodurch von einer 

unzureichenden CB1954-metabolisierenden Aktivität in den serotonergen Neuronen 

auszugehen ist. Da kein kommerzieller αNTR-Antikörper zur Verfügung stand, konnte 

über die Expression der NTR auf Proteinebene keine Aussage getroffen werden. 

Basierend auf den im folgenden Abschnitt (Absch. IV.2.1) diskutierten in vitro-Daten zur 

Expression des bakteriellen ntr-Gens in verschiedenen Säugerzellen muss jedoch von 

erheblichen Expressions- und Faltungsproblemen der NTR in den transgenen Mäusen 

ausgegangen werden, die durch Unterschiede im synonymen Codongebrauch 

hervorgerufen werden (Absch. III.2). Pharmakokinetische Untersuchungen zeigten 

zudem, dass der Zugang des Protoxins in vivo durch die BBB erschwert wird und nur ca. 

50 % des systemisch applizierten CB1954 ins Gehirn gelangt [WORKMAN et al., 1986]. 

Trotzdem wurde das NTR/CB1954-System bereits erfolgreich für Ablationsstudien im 

Gehirn transgener Mäuse angewendet [CUI et al., 2001; ISLES et al., 2001; MA et al., 2002], 

so dass auch Positionseffekte und Mosaizismus für die schwache NTR-Expression und 

den fehlenden Phänotyp der transgenen NTR1-Mäuse der ersten Konstruktgeneration 

verantwortlich sein können.  
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2 Codonoptimierung des NTR/CB1954-Systems 

2.1 Überwindung der NTR-Expressionsprobleme in Säugerzellen 

Die Expression heterologer Gene in Säugerzellen wird häufig durch Unterschiede im 

synonymen Codongebrauch zwischen Donor- und Wirtszelle beeinträchtigt. In der 

vorliegenden Arbeit wurde eine geringe Expression des bakteriellen gfp-fusionierten 

ntr-Gens (gntr) in Säugerzellen beobachtet (Abb. III.7A und III.9C), die von einer 

Aggregation des rekombinanten GNTR-Fusionsproteins in COS7-Zellen begleitet wurde 

(Abb. III.5). Eine synthetische ntro-Version, in der die E. coli-spezifischen Codone an die 

Präferenzen der Maus angepasst wurden (Tabelle III.1, Abb. III.6), zeigte deutlich 

verbesserte Expressionseigenschaften in verschiedenen Säugerzellen und sensibilisierte 

gntro-exprimierende Zellen effizient gegenüber CB1954 (Abb. III.8 und III.9).  

Durch die Degenerierung des genetischen Codes werden die meisten Aminosäuren durch 

mehrere Tripletts - synonyme Codone - verschlüsselt, die unterschiedlich häufig innerhalb 

einer Spezies verwendet werden [SHARP et al., 1988]. Der Codongebrauch zwischen 

taxonomisch entfernten Spezies ist nicht konserviert und charakteristische Präferenzen 

existieren in Hinblick auf die Verwendung einzelner synonymer Codone [IKEMURA, 1985; 

SHARP et al., 1988]. In vielen Spezies (Bakterien, Hefen, Mensch) korreliert ihre Frequenz 

mit der Expression verwandter tRNAs in der Zelle [IKEMURA, 1985; LAVNER und KOTLAR, 

2005; SHARP et al., 1988], deren Verfügbarkeit im Zytoplasma die 

Translationgeschwindigkeit einer mRNA durch das Ribosom moduliert [KOMAR und 

JAENICKE, 1995; KRASHENINNIKOV et al., 1991]. So führte die rekombinante Expression 

bakterieller Gene in Säugerzellen in der Vergangenheit häufig zu geringen 

Proteinausbeuten [PATTERSON et al., 2005; SHIMSHEK et al., 2002; WELLS et al., 1999], da 

die Häufung seltener Codone die Translation durch schnelle Depletion der verwandten 

tRNAs in der Wirtszelle verlangsamt [KANE, 1995]. Da 60 % Prozent der synonymen 

Codone des bakteriellen ntr-Gens in Mammalia unterrepresentiert sind (Tabelle III.1), 

wurde das gntr-Gen in verschiedenen Säugerzelllinien im Vergleich zur synthetischen 

gntro-Variante nur zu etwa 50 % exprimiert (Abb. III.7A und III.9C). 

Weitere Einschränkungen hinsichtlich der Expression ergeben sich aus der Korrelation 

zwischen synonymen Codongebrauch und Proteinstruktur. Die Faltung der Polypetidkette 

erfolgt kotranslational, wobei bestimmte Abschnitte der Polypeptidkette Schritt für Schritt 

in die richtige Konformation falten [FEDOROV und BALDWIN, 1997; JOHNSON und CRAIG, 

1997]. Das erfordert eine koordinierte zeitliche Trennung partieller Faltungsereignisse, die 

durch seltene Codone der mRNA vermittelt werden. Diese werden häufig in Windungen, 

Schleifen und Domänenverbindungen gefunden [ORESIC und SHALLOWAY, 1998; 

THANARAJ und ARGOS, 1996], wo sie Translationspausen vermitteln, um initiale 
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Faltungsschritte des bereits synthetisierten Proteinabschnitts zu ermöglichen. Der Einfluss 

codonspezifischer Translationsraten auf die Proteinfaltung konnte experimentell durch 

Mutagenesestudien gezeigt werden [CORTAZZO et al., 2002; CROMBIE et al., 1994; IVANOV 

et al., 1997; KOMAR et al., 1999]. So führte der Austausch seltener Codone im Gen der 

E. coli Chloramphenicol-Acyltransferase (CAT) durch bevorzugte synonyme Codone zu 

einer Beschleunigung der allgemeinen CAT-Proteinsynthese in vitro, jedoch zeigte das 

synthetisierte Protein trotz unveränderter Aminosäuresequenz eine um 20 % geringere 

Aktivität im Vergleich zum Wildtyp [KOMAR et al., 1999]. Eine stille Mutation im 

Echinococcus granulosus EgFABP (fatty acid binding protein 1)-Gen resultierte in einer 

verringerten Löslichkeit des Proteins und der Induktion von Chaparonen nach Expression 

in E. coli [CORTAZZO et al., 2002]. Entsprechend führte die gntr-Expression in COS7-Zellen 

ebenfalls zur Aggregation des GNTR-Fusionsproteins (Abb. III.5) und zeigt die Bedeutung 

des synonymen Codongebrauchs für die rekombinante Genexpression. 

Zusammenfassend beeinflusst der differentielle synonyme Codongebrauch des 

bakteriellen ntr-Gens nicht nur die Geschwindigkeit der GNTR-Proteinsynthese in 

Säugerzellen, sondern auch die kotranslationale Proteinfaltung der naszierenden 

Proteinkette. Missgefaltete Proteine werden bereits während der Translation erkannt und 

durch Ubiquitinierung für den proteasomalen Abbau markiert [SATO et al., 1998; ZHOU et 

al., 1998], wodurch sich die Proteinausbeute weiter reduziert. Die Anpassung des 

E. coli-spezifischen Codongebrauchs an die Präferenzen der Maus verhinderte die 

Aggregation des GNTR-Fusionsproteins in gntro-exprimierenden COS7-Zellen (Daten 

nicht gezeigt) und ermöglichte eine hohe Proteinausbeute in Säugerzellen (Abb. III.7A 

und III.9C). Eine entsprechende Strategie wurde bereits für die rekombinante Expression 

anderer bakterieller Gene in Säugerzellen erfolgreich angewendet, darunter die 

Repressorproteine lacI und Tet [SCRABLE und STAMBROOK, 1997; WELLS et al., 1999] 

sowie die Cre-Rekombinase [SHIMSHEK et al., 2002] und Luciferase [PATTERSON et al., 

2005]. 

 

2.2 Bedeutung der ntro für in vivo-Zellablationstudien 

Das NTR/CB1954-System ist ein geeignetes System, um die Funktion bestimmter 

Zellpopulationen in vivo zu studieren und wurde bereits in zahlreichen Geweben 

erfolgreich angewendet [CLARK et al., 1997; CUI et al., 2001; DRABEK et al., 1997; FELMER et 

al., 2002; ISLES et al., 2001; KWAK et al., 2007; MA et al., 2002; WANG et al., 2004b]. Die 

Effizienz der Zellablation hängt dabei direkt von der CB1954-metabolisierenden Aktivität 

in den Zielzellen ab. Die NTR-vermittelte Aktivierung von CB1954 erfolgt relativ langsam 

mit einer Umsatzrate von kcat = 6/s bei einem Km-Wert von 860 µM [ANLEZARK et al., 1992], 
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wodurch das Enzym bei den erreichbaren Protoxinkonzentrationen in vivo (ca. 6 µM beim 

Mensch) mit einer Effizienz von weniger als 1 % der maximalen Umsatzrate operiert. 

Kürzliche Publikationen haben sich deshalb auf die Verbesserung der katalytischen 

Aktivität der NTR fokussiert [GROVE et al., 2003; GUISE et al., 2007]. Basierend auf den 

NTR-Kristallstrukturen [JOHANSSON et al., 2003; LOVERING et al., 2001; PARKINSON et al., 

2000] wurden im Bereich des katalytischen Zentrums Aminosäuresubstitutionen eingeführt 

und die resultierenden Mutanten hinsichtlich ihrer CB1954-metabolisierenden Aktivität 

analysiert [GROVE et al., 2003]. Die effektivste F124K-Mutante erhöhte die Sensitivität von 

SCOV3-Karzinomzellen gegenüber CB1954 um das ~ 5-fache bei klinisch relevanten 

Konzentrationen von 1 µM. Erst kürzlich konnten eine Reihe von TURBO-NTR-Varianten 

identifiziert werden, von denen die effizienteste T41Q/N71S/F124T-Triplemutante 

SKOV3-Zellen bereits bei 40- bis 80-fach geringeren CB1954-Konzentrationen im 

Vergleich zu wt-Protein sensibilisierte [GUISE et al., 2007]. Trotzdem bleibt die Sensitivität 

der Zellen gegenüber dem Protoxin durch die intrazelluläre Menge an funktioneller NTR 

limitiert. 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die NTR-Expression Säugerzellen durch 

Unterschiede im synonymen Codongebrauch limitiert ist. Durch Anpassung des 

bakteriellen Codongebrauchs an die Präferenzen der Maus konnte die Expression der 

Nitroreduktase in verschiedenen gntro-exprimierenden Säugerzelllinien verdoppelt 

werden (Abb. III.7A und III.9C). Die damit verbundene Erhöhung der 

CB1954-metabolisierenden Aktivität korrelierte direkt mit der Sensibilisierung 

gntro-exprimierender Zellen, die gegenüber gntr-exprimierenden Vergleichszellen bereits 

bei 10-fach geringeren CB1954-Konzentrationen effizient abgetötet wurden (Abb. III.8B 

und III.9A, B). 

Hohe CB1954-Konzentrationen von 20 bis 50 mg/kg sind erforderlich, um eine effiziente 

Ablation der Zielzellen in transgenen Tiermodellen zu ermöglichen, infolgedessen es zu 

Nebenwirkungen kommt [CUI et al., 2001; DRABEK et al., 1997; ISLES et al., 2001]. Mehrere 

Studien berichteten von einem temporalen Gewichtsverlust (ca. 10 %) transgener Mäuse 

und Ratten nach CB1954-Applikation [COBB, 1970; CUI et al., 2001; DRABEK et al., 1997; 

ISLES et al., 2001], was mit einer Beeinflussung der Darmflora (Enteritis) in 

Zusammenhang gebracht wurde, die ntr-positive E. coli-Bakterien enthält [CLARK et al., 

1997]. Die Behandlung transgener NTR1-Mäuse und Kontrollen offenbarte jedoch auch 

eine Atrophie der Testis, die bei Verwendung der in der Literatur beschriebenen 

CB1954-Konzentrationen von 50 mg/kg auf ein Drittel ihrer normalen Größe schrumpften 

(Daten nicht gezeigt). Auch beim Menschen führten CB1954-Konzentrationen von 

37,5 mg/m2 zu Durchfall und Leberschäden in klinischen Studien der Phase I [CHUNG-

FAYE et al., 2001]. In Hinblick auf die beobachteten Nebeneffekte erlaubt die effizientere 
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Expression des synthetischen ntro-Gens den Einsatz geringerer CB1954-Konzentrationen 

in vitro (Abb. III.8 und III.9). Nachfolgestudien müssen nun zeigen, ob der hohe 

Wirkungsgrad der ntro auch in vivo erreicht werden kann. Jedoch ist davon auszugehen, 

dass die Verwendung geringerer CB1954-Konzentrationen zur Minimierung der 

beobachteten Nebenwirkungen in transgenen Mäusen beitragen kann. 

Trotz früherer Berichte über die erfolgreiche Verwendung des NTR/CB1954-Systems in 

verschiedenen Anwendungen im murinen Gehirn [CUI et al., 2001; ISLES et al., 2001; MA et 

al., 2002] sensibilisierte die gntr-Expression neuronale Zelllinien nur unzureichend 

gegenüber CB1954 (Abb. III.9B). Stabile gntr-exprimierende SH-SY5Y-Zellen wurden 

zwar im Wachstum gehemmt, jedoch im Gegensatz zu gntro-exprimierenden Zellen nicht 

durch CB1954 abgetötet. Interessanterweise wurden sowohl gntr- als auch 

gntro-exprimierende HEK293-Nierenzellen effizient gegenüber dem Protoxin sensibilisiert 

(Abb. III.9A). In diesem Zusammenhang wurde von Unterschieden im synonymen 

Codongebrauch zwischen sechs adulten Geweben des Menschen und der differentiellen 

Expression verwandter tRNA-Spezies in acht humanen Geweben berichtet [DITTMAR et 

al., 2006; PLOTKIN et al., 2004]. Dadurch ist es vorstellbar, dass Differenzierung und 

Regulation gewebespezifischer Gene des Menschen einer codonvermittelten 

Translationskontrolle unterliegen. Diese Befunde könnten die beobachteten 

Sensitivitätsunterschiede zwischen den humanen embryonalen Nierenzellen (HEK293) 

und den Neuroblastomazellen (SH-SY5Y) gegenüber CB1954 erklären (Abb. III.9).  

In Hinblick auf die Generierung transgener Mäuse sollte die Verwendung der 

synthetischen ntro-Version die Expressionsprobleme des bakteriellen ntr-Gens in 

transgenen NTR1-Mäusen überwinden und eine effektive Ablation der Zielzellen in vivo 

ermöglichen. So konnte in unserer Gruppe bereits die erfolgreiche Ablation von 

pankreatischen β-Zellen in transgenen Mäusen gezeigt werden, die gntro unter Kontrolle 

des β-zellspezifischen NkX2.2-Promotors der Maus exprimierten. Im Glukosetoleranztest 

zeigten diese Mäuse im Vergleich zu Kontrolltieren eine veränderte Glukosehomöostase 

mit einem diabetischen Phänotyp nach CB1954-Behandlung [PAULMANN, 2008]. Diese 

Ergebnisse sind in Hinblick auf die Etablierung einer zweiten Generation von transgenen 

NTR-Mäusen zur Ablation der serotonergen Neuronen im Gehirn äußerst 

vielversprechend. Die Arbeiten dazu wurden bereits begonnen, konnten jedoch im 

Rahmen dieser Doktorarbeit nicht mehr abgeschlossen werden. 

 

2.3 Anwendung der ntro in der humanen Gentherapie 

Krebs ist die zweithäufigste Todesursache in den westlichen Industrieländern, mit weltweit 

7,6 Millionen (13 %) Toten im Jahr 2005 [WHO, 2006]. Die konventionelle 
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Krebsbehandlung beinhaltet meist die Anwendung von Chemotherapie, die jedoch 

aufgrund der schweren Nebenwirkungen stark dosislimitiert ist [CHABNER und ROBERTS, 

2005]. Angesichts der wachsenden Zahl an Neuerkrankungen besteht jedoch ein großes 

Interesse an der Entwicklung neuartiger und effektiver Behandlungsmethoden. GDEPT 

(gene-directed enzyme prodrug therapy) mit protoxinaktivierenden Enzymen bietet eine 

vielversprechende Alternative zur konventionellen Krebsbehandlung, mit der Möglichkeit 

hohe lokal begrenzte Zytotoxinkonzentrationen in Tumorzellen aufzubauen, ohne eine 

systemische Schädigung des Körpers zu verursachen [PORTSMOUTH et al., 2007]. Da die 

Anzahl proliferierender Zellen in soliden humanen Tumoren nur schätzungsweise 6 % 

beträgt [TUBIANA und MALAISE, 1976], sind Systeme notwendig, die unabhängig vom 

Zellzyklus wirken. Das NTR/CB1954-System erfüllt diese Voraussetzung und vermittelt 

zudem den apoptotischen Zelltod unabhängig vom Tumorsuppressorgen p53, das in über 

50 % aller humanen Tumore inaktiv ist [CUI et al., 1999; MOLL und SCHRAMM, 1998]. 

Eine erste klinische Studie der Phase I hinsichtlich der Verträglichkeit von CB1954 im 

Menschen zeigte eine dosislimitierende Toxizität des Protoxins bei einer Dosis von 

37,5 mg/m2, die Diarrhöe und Leberschäden verursachte [CHUNG-FAYE et al., 2001]. Eine 

Dosis von 24 mg/m2 CB1954 wurde hingegen gut vertragen und entspricht einer 

Serumkonzentration von etwa 6 µM, bei der die NTR mit weniger als 1 % der maximalen 

Umsatzrate arbeitet [ANLEZARK et al., 1992]. In diesem Konzentrationsbereich ist die ntro 

deutlich besser in der Lage humane Zelllinien gegenüber CB1954 zu sensibilisieren 

(Abb. III.9), wodurch sich der therapeutische Index einer potentiellen GDEPT-Behandlung 

erhöhen sollte.  

Eine effiziente Anwendung in der humanen Krebsbehandlung durch GDEPT erfordert die 

spezifische Manipulation von Tumorzellen mit protoxinaktivierenden Genen; ein Problem, 

das bislang noch nicht gelöst werden konnte. In vorklinischen Studien konnten durch 

Verwendung retro- und adenoviraler Vektoren humane Tumorzellen durch die Expression 

von NTR gegenüber CB1954 sensibilisiert werden [BRIDGEWATER et al., 1995; GREEN et 

al., 1997; MCNEISH et al., 1998; WEEDON et al., 2000]. Zudem konnte durch Transduktion 

von Tumorxenocraften mit ntr-Adenoviren in vivo die mittlere Überlebensrate von Mäusen 

verlängert, das Tumorwachstum reduziert und teilweise eine totale Remission bewirkt 

werden [DJEHA et al., 2001; WEEDON et al., 2000]. Der ntr-Gentransfer mit dem 

replikationsdefizienten Adenovirus CTL102 wurde zudem in einer ersten klinischen Studie 

der Phase I an Patienten mit operierbarem Leberkrebs untersucht und zeigte die 

Durchführbarkeit und Verträglichkeit dieser Methode [PALMER et al., 2004].  

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich die Verbesserung des 

NTR/CB1954-Systems durch Verwendung einer codonoptimierten „mousenized“ 

ntr-Version (ntro). Da die meisten Säuger, einschließlich Mensch und Maus, ähnliche 
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Präferenzen hinsichtlich ihres synonymen Codongebrauchs haben, sollte das 

synthetische ntro-Gen auch für humane Anwendungen geeignet sein. Das konnte durch 

die Expression von gntro in mehreren humanen Zelllinien gezeigt werden, die eine 

erhöhte Expression und verstärkte Sensibilität gegenüber CB1954 im Vergleich zu 

gntr-exprimierenden Zellen zeigten (Abb. III.9). 

Der Bystandereffekt ist ein wichtiger Aspekt der Tumorbehandlung durch GDEPT, der 

ausdrücklich erwünscht ist, um Limitierungen im Gentransfer zu überwinden und eine 

effektive Tumorregression, auch mit wenigen Suizidgen-exprimierenden Zellen zu 

ermöglichen. Dieser Effekt beruht auf der Freisetzung des aktiven Zytotoxins von 

sterbenden Zellen und der darauffolgenden Aufnahme durch benachbarte untransfizierte 

Zellen. Mehrere in vitro- und in vivo-Studien konnten einen starken Bystandereffekt des 

NTR/CB1954-Systems zeigen, der gemischte Zellpopulationen bereits bei einem Anteil 

ntr-exprimiertender Zellen von nur 5 - 10 % signifikant gegenüber CB1954 sensibilisierte 

[BRIDGEWATER et al., 1997; DJEHA et al., 2000; MCNEISH et al., 1998]. Ein Bystandereffekt 

konnte auch bei GNTR-exprimierenden COS7-Zellen detektiert werden, der aufgrund der 

verbesserten Expressionseigenschaften bei gntro-exprimierenden Zellen noch stärker 

ausgeprägt war (Abb. III.8A). 

Schlußfolgernd konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass das NTR/CB1954-System 

durch Codonoptimierung auf translationeller Ebene effizient verbessert wurde, wodurch 

sich sein Potential als GDEPT in der humanen Krebsbehandlung enorm erhöht. Die 

Kombination der synthetischen ntro mit den publizierten Mutationen des katalytsichen 

Zentrums sowie alternativen Substraten versprechen zudem eine weitere Erhöhung des 

therapeutischen Indexes einer potentiellen GDEPT-Behandlung [GROVE et al., 2003; 

GUISE et al., 2007; SEARLE et al., 2004]. Letztendlich sollte die Optimierung des synonymen 

Codongebrauchs auch für andere EP-Systeme von Relevanz sein und ihren 

Wirkungsgrad erhöhen, um eine zweite Generation therapeutischer Gene zu ermöglichen, 

in denen natürliche Funktionen spezifisch an klinische Erfordernisse angepasst wurden. 

 

3 Der spezifische αTPH2-Antikörper 

Im Verlauf dieser Arbeit wurde ein αTPH2-Antikörper durch Verwendung eines 

Peptidantigens im N-Terminus des Proteins - einer Region ohne Homologie zu TPH1 - 

generiert. Im Immunblot reagierte der Antikörper spezifisch mit Zellextrakten von 

TPH2-exprimierenden primären 5-HT-Rapheneuronen [SCHEUCH et al., 2007] und stabilen 

HEK293-Zellen, jedoch nicht mit TPH1-exprimierenden P815-Mastozytomazellen 

(Abb. III.11). Die Reaktivität des generierten αTPH2-Antikörpers blieb in 
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immunhistochemischen Untersuchungen erhalten und konnte durch die spezifische 

Anfärbung serotonerger Rapheneuronen im Hirnstamm von Ratte und Maus belegt 

werden (Abb. III.11). Insgesamt zeigte sich eine breite speziesübergreifende Reaktivität 

des generierten αTPH2-Antikörpers durch die Exposition entsprechender Antigene von 

Mensch, Ratte und Maus (Abb. III.11) und spiegelt die absolute Konservierung des 

verwendeten Peptidantigens in allen drei Spezies wider (Abb. III.10).  

Die ersten αTPH-Antikörper wurden bereits vor Entdeckung der TPH2 im Jahr 2003 

gegen aufgereinigte TPH1 aus P815-Mastozymazellen oder gegen rekombinante TPH1 

hergestellt, die jedoch aufgrund der hohen Identität der beiden Isoformen mit TPH2 im 

Gehirn kreuzreagieren [HAYCOCK et al., 2002; YU et al., 1999]. Der erste kommerziell 

verfügbare monoklonale αWH3-Antikörper (E103SVPWFP109 der Maus-TPH1) zeigte zwar 

eine Präferenz für TPH2 im Gehirn, detektiert aber auch TPH1 in der Epiphyse [HAYCOCK 

et al., 2002] (Abb. III.11A). Erst kürzlich konnten mehrere αTPH2-spezifische 

Peptidantikörper generiert werden, die z.T. mit dem hier verwendeten Antigen überlappen 

[CLARK et al., 2007; KERMAN et al., 2006; SAKOWSKI et al., 2006]. Der in dieser Arbeit 

generierte αTPH2-Antikörper sollte in der Lage sein, die Verteilung von TPH2 im ZNS von 

Mammalia zu untersuchen, um modulative Veränderungen der Proteinexpression unter 

physiologischen und pathologischen Zuständen zu detektieren. 

 

4 Regulation der 5-HT-Biosynthese 

4.1 Identifizierung von SNPs im humanen TPH2-Gen 

TPH2 ist seit seiner Entdeckung ein Kanditatengen für die Psychopathologie des 

menschlichen Gehirns. Genetische und biochemische Daten weisen auf daraufhin, dass 

genetische Variationen im humanen TPH2-Gen (hTPH2) an der Ätiologie psychiatrischer 

Erkrankungen beteiligt sind. Zahlreiche Assoziationsstudien konnten eine positive 

Kopplung überwiegend intronischer hTPH2-SNPs mit psychiatrischen Erkrankungen 

zeigen [HARVEY et al., 2004; KULIKOV et al., 2005; WALITZA et al., 2005; ZILL et al., 2004a; 

ZILL et al., 2004b], jedoch wurden bislang nur wenig funktionelle Daten in Hinblick auf 

hTPH2-Genvarianten erbracht. Bis heute konnten nur drei funktionelle SNPs im 

kodierenden Bereich des hTPH2-Gens identifiziert werden, welche die enzymatische 

Aktivität beeinflussen und mit psychiatrischen Erkrankungen in Zusammenhang gebracht 

wurden (c.1322G>A, c.757C>T und c.907C>T) [CICHON et al., 2008; MCKINNEY et al., 2008; 

ZHANG et al., 2005b]. Hingegen wurden im nahe verwandten hPAH-Gen bereits über 400 

Mutationen gefunden, die über 300 Aminosäuresubstitutionen in der kodierenden Region 

verursachen [SCRIVER et al., 2003].  
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In dieser Arbeit wurden durch Vergleich von TPH2-cDNA-Sequenzen von humanen 

post mortem-Proben psychiatrisch auffälliger Individuen und Kontrollen mit der 

TPH2-Referenzsequenz (GenBank NM_173353) weitere 29 SNPs im kodierenden 

Bereich des humanen TPH2-Gens identifiziert (Abb. III.12, Tabelle III.2), von denen nur 

die Datenbank-SNPs rs7305115 und rs4290270 [HARVEY et al., 2007; LIM et al., 2006; 

ZHOU et al., 2005b] sowie der von Zhang et al. beschriebene SNP 1463G>A (c.1322G>A) 

[ZHANG et al., 2005b] bekannt waren. Einige der identifizierten Basenaustausche waren 

genomisch nicht kodiert und wurden auf posttranskriptionale Modifikationen der hTPH2 

prä-mRNA durch RNA-Editierung zurückgeführt (Abb. III.15 und III.16). Neben den 

zahlreichen SNPs konnte eine bislang unbekannte hTPH2-Spleißvariante identifiziert 

werden, die zur Unterscheidung von der TPH2-Referenzsequenz NM_173353 (TPH2a) 

als TPH2b bezeichnet wurde (Abb. III.13). 

 

4.2 Aktivität der humanen Tryptophan-Hydroxylase 2 

4.2.1 Alternatives Spleißen humaner TPH2-Transkripte 

Das präzise Herausschneiden der intronischen Sequenzen einer prä-mRNA während des 

Spleißens erfordert spezielle cis-regulatorische Elemente an den 5’- und 3’-Enden der 

Introne [WANG und COOPER, 2007]. Die intronische 5’-Spleißdonorstelle (SpDS) wird meist 

durch ein kanonisches GT-Dinukleotid gebildet, während die 3’-Spleißakzeptorstelle 

(SpAS) ein konserviertes AG aufweist [MOUNT, 1982]. GT-AG-Introne kommen beim 

Menschen mit einer Häufigkeit von 99,2 % vor [FARRER et al., 2002]. Wesentlich seltener 

sind humane GC-AG-Introne (0,7 %), von denen 60 % alternativ gespleißt werden 

[THANARAJ und CLARK, 2001]. Die humane TPH2 prä-mRNA wird überwiegend an 

GT-AG-Intronen gespleißt; mit Ausnahme von Intron 3, das zur GC-AG-Klasse gehört 

(Abb. III.13). Die Sequenzierung der TPH2-cDNAs offenbarte eine bislang unbekannte 

Spleißvariante, die durch alternatives Spleißen in Intron 3 entsteht (Abb. III.13). Dort 

befindet sich 6 bp abwärts der regulären GC-SpDS ein GT-Dinukleotid, das als alternative 

5’-SpDS fungiert und eher der Konsensussequenz C/AAG_GTA/GAGT entspricht 

(Tabelle IV.1) [MOUNT, 1982].  

Die als TPH2b bezeichnete Spleißvariante unterscheidet sich von der 

TPH2-Referenzsequenz (TPH2a) in der Insertion von 6 bp in Exon 3, was auf 

Proteinebene zur Insertion der Aminosäuren G und K (p.E146_E147insGK) führt 

(Abb. III.13, Tabelle IV.1). Strukturell unterbricht die GK-Insertion eine Reihe negativ 

geladener Glutamatreste in unmittelbarer Nähe der Scharnierregion (Pentapeptid 
151VPWFP155 der humanen TPH2A) zwischen der regulatorischen und katalytischen 
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Domäne (Abb. III.13); einer Region, die für die Substratzugänglichkeit aller AAAHs 

entscheidend ist [CARKACI-SALLI et al., 2006; FITZPATRICK, 1999]. Allgemein herrscht die 

Vorstellung vor, dass die N-terminale Domäne im nicht aktivierten Grundzustand, wie ein 

Scharnierdeckel, den Zugang zum katalytischen Zentrum verhindert und dadurch die 

Enzymaktivität hemmt [FITZPATRICK, 1999]. Kinetische Studien zeigten eine erhöhte 

5-HTP-Syntheseaktivität TPH2b-exprimierender Zellen mit einer Verdopplung der Vmax im 

Vergleich zu TPH2A (Abb. III.19, Tabelle III.5). Die Verlängerung bzw. eine daraus 

resultierende strukturelle Veränderung der Scharnierregion könnte somit eine bessere 

Substratzugänglichkeit ermöglichen und die erhöhte Aktivität der TPH2B erklären.  

 
Tabelle IV.1  Exon-Intron-Grenzen der Tph2-Gene höherer Vertebraten. 
 

 

         Position          Spezies                 Spleißakzeptorstelle                        Spleißdonorstelle 
 

 
 
Exon 3     Mensch  ...gtgtttccacag GAAAAACGTG...GAGGAAGAAG GCAAGGgtggtc... 
           Maus    ...atgtttccctag GAAAAACATG...GAGGAAGAAG gcaaggctgatt... 
           Ratte   ...tgttttccacag GAAAAACACG...GAGGAAGAAG GCAAGGgtggtt... 
           Huhn    ...ttctttcttcag GAGAAGCATG...GATGAGGAAG gcaaggctactt... 
           Fisch   ...ttgtgtttaaag GAGAAGCATG...GCAGAGACCG gtaagtctgaaa... 
           Konsensus  dkbtktyyhhag GARAARCRYG...GMDGARRMMG gyaagkstrvwh... 
 
Exon 4     Mensch  ...tgttttcaacag AGCTAGAGGA...TGACCACCCA gtaagtgtccag... 
           Maus    ...tgttacctgcag ATCTCGAGGA...CGACCATCCA gtaagtgtccgt... 
           Ratte   ...tgttttcagCAG AACTAGAGGA...CGACCACCCA gtaagtgtccgt... 
           Huhn    ...tatcttctgcag ATCTTGACTG...AGATCACCCT gtaagtgtaaca... 
           Fisch   ...tcttctttccag ACTGTTTGGA...TGATCATCCA gtaagttaatat... 
           Konsensus  tvtyhyywvcag AXYKHKWSKR...HGAYCAYCCW gtaagtkwmhvd... 
 

 

Betrachtet man die Exon-Intron-Grenzen des Tph2-Gens aller höheren Vertebraten, so 

beginnt Intron 3 stets mit einer untypischen GC-SpDS. Eine Ausnahme bilden die Fische, 

die anstelle des GC eine kanonische GT-SpDS aufweisen (Tabelle IV.1), wodurch sich für 

die GC-SpDS ein Konservierungszeitraum von mindestens 450 Millionen Jahren ableitet. 

Die im Mensch vorkommende alternative GT-SpDS findet sich auch bei Primaten und der 

Ratte. Letztere besitzt jedoch zusätzlich eine alternative 3’-SpAS 3 bp oberhalb der 

konstitutiven AG-SpAS. Damit lassen sich theoretisch vier rTPH2-Spleißisoformen 

ableiten, die sich von der Referenzsequenz NM_173839 durch Insertionen von 3, 6 und 

9 bp (c.424_425insCAG, c.424_425insGCAAGG und c.424_425insGCAAGGCAG) 

unterscheiden. Alle vier postulierten rTPH2-Spleißisoformen konnten experimentell durch 

unsere Kooperationspartner am Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin (MDC, 

Berlin) nachgewiesen werden [TENNER, 2007]. Auf Proteinebene resultieren die alternativ 

gespleißten rTph2-mRNAs in Isoformen mit den Insertionen p.E141_E142insA, 

p.E141_E142insGK und p.E141_E142insGKA. Kinetische Untersuchungen der 

Spleißvarianten der Ratte müssen jedoch noch zeigen, ob die Insertionen in Analogie zur 

hTPH2B eine Auswirkung auf die enzymatische Aktivität der rTPH2 haben. Durch die 

hohe Identität der beiden TPH2-Orthologe ist eine solche Korrelation durchaus 
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wahrscheinlich. Interessanterweise findet sich in Intron 3 von Maus und Huhn keine 

alternative SpDS (Tabelle IV.1), wodurch diese Spezies als Tiermodelle für die 

Untersuchung des alternativen Spleißens im Tph2-Gen ausscheiden.  

Alternatives Spleißen konnte auch für andere Mitglieder der AAAHs gezeigt werden. So 

wurden beim Menschen vier TH-Spleißisoformen (hTH1 - 4) mit unterschiedlichen 

N-terminalen regulatorischen Domänen nachgewiesen [GRIMA et al., 1987; KANEDA et al., 

1987; O'MALLEY et al., 1987]. Beim Gorilla finden sich hingegen zwei TH-Varianten 

[ICHINOSE et al., 1993], in Fischen und der Ratte nur noch eine Isoform [BOULARAND et al., 

1998], was auf eine evolutive Verfeinerung des katecholaminergen 

Neurotransmittersystems hindeutet. Das Auftreten von alternativem Spleißen im 

hTPH2-Gen zeigt ebenfalls eine zunehmende Komplexität des serotonergen Systems im 

Gehirn von Mensch, Primat und Ratte und spiegelt möglicherweise die besonderen 

Anforderungen an die synaptische Plastiziät des serotonergen Systems im Gehirn 

höherer Vertebraten wider. 

TPH2b wurde in allen Individuen unabhängig einer psychopathologischen 

Krankengeschichte detektiert und kann auch leicht im Gehirn der Ratte und der 

TPH2-exprimierenden humanen kleinzelligen Lungenkrebszelllinie SHP77 nachgewiesen 

werden (Abb. III.14). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass TPH2B zur allgemeinen 

5-HT-Biosynthese im Gehirn beiträgt. Jedoch sind weiterführende Studien notwendig, um 

die physiologische Bedeutung der TPH2B aufzuklären. 

 

4.2.2 RNA-Editierung 

Der Prozess der RNA-Editierung dient der Erzeugung molekularer und funktioneller 

Diversität und ist im ZNS meist auf bestimmte Hirnareale beschränkt [BARLATI und 

BARBON, 2005]. In dieser Arbeit konnte die Editierung von TPH2a-Transkripten 

ausschließlich in der Amygdala, die Editierung von TPH2b-Transkripten hingegen im 

gesamten Gehirn und SHP77-Zellen nachgewiesen werden (Tabelle III.4). TPH2a und 

TPH2b zeigen spezifische, sich gegenseitig ausschließende RNA-Editierungsmuster 

(TPH2a 1234 und TPH2b 1234, Abb. III.16), welche die Aktivität der resultierenden 

Proteinisoformen negativ modulieren und sogar vollständig ausschalten können 

(Abb. III.17, III.18 und III.19). Neben den überwiegend vollständig editierten 

TPH2-Transkripten spricht das Auftreten partiell editierter Versionen, wie TPH2a 2 und 

TPH2b 234 (Abb. III.12, Tabelle VI.1), für einen dynamischen Prozess, der kumulative 

Effekte der einzelnen Editierungspositionen auf die enzymatische Aktivität vermuten lässt. 

TPH2a-Transkripte werden an den Positionen c.-42T>C, c.711A>G (p.R237), c.1297A>G 

(p.R433G) und c.1322G>A (p.R441H) editiert (Abb. III.17). Interessant ist der 
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Basenaustauch c.1322G>A (auch bekannt als G1463A) an Editierungsposition 4, der 

bereits von Zhang et al. (2005b) als SNP beschrieben wurde und auf Proteinebene den 

Austausch von Arginin441 (CGT) gegen Histidin441 (CAT) verursacht. Die Expression der 

R441H-Mutante resultierte in PC12-Zellen in einer Verringerung der 5-HT-Gehalte um 

80 % im Vergleich zu wtTPH2-exprimierenden Zellen [ZHANG et al., 2005b]. 

Interessanterweise haben seitdem mehrere Labore weltweit vergeblich versucht, den SNP 

c.1322G>A auf genomischer Ebene von über 5000 Individuen zu verifizieren [BICALHO et 

al., 2006; BLAKELY, 2005; GARRIOCK et al., 2005; GLATT et al., 2005; NIELSEN et al., 2008; 

VAN DEN BOGAERT et al., 2005; ZHANG et al., 2005a; ZHOU et al., 2005a]. In der 

vorliegenden Arbeit konnte der Basenaustausch c.1322G>A auf RNA-Editierung 

zurückgeführt werden (Abb. III.15A). Die Expression von TPH2a 1234 mit dem 

Aminosäureaustausch R441H zeigte ebenfalls eine verringerte 5-HT-Syntheseaktivität, 

jedoch waren die gemessenen 5-HT-Gehalte im Vergleich zu scheintransifizierten 

PC12-Zellen, die endogen ca. 20 % 5-HT enthielten, nicht signifikant erhöht (Abb. III.18). 

Deshalb stellte sich zwingend die Frage, ob die von Zhang et al. beobachtete 80 %ige 

Reduktion der 5-HT-Biosynthese infolge der R441H-Substitution nicht vielmehr einen 

totalen Funktionsverlust der TPH2A darstellt und die gemessene 20 %ige Restaktivität nur 

die geringe intrinsische 5-HT-Synthesekapazität der PC12-Zellen widerspiegelt. Letzteres 

kann durch eine geringe endogene TPH-Expression oder die bekannte 

Substratpromiskuität der Tyrosin-Hydroxylase [FITZPATRICK, 1999], welche stark in diesen 

katecholaminergen Zellen exprimiert wird, bewirkt werden. Entsprechend zeigte die 

Expression von TPH2a 1234 in nicht-neuronalen HEK293-Zellen einen nahezu 

vollständigen Funktionsverlust der TPH2A 1234 mit 5 % der Vmax des wt-Proteins 

(Abb. III.19). 

Das Arg441 ist innerhalb der AAAH-Familie in Mensch, Maus und Ratte hoch konserviert 

und unterstreicht seine essentielle Bedeutung für die enzymatische Funktion. Kinetische 

Untersuchungen mit rekombinanter TPH2-R441H offenbarten eine Verringerung der Vmax 

auf 40 % des wt-Proteins bei signifikant erniedrigten Km-Werten für Trp und BH4 [WINGE 

et al., 2007]. Die Deletion der letzten 51 C-terminalen Aminosäuren (ΔC51), einschließlich 

des R441, führte zudem zum vollständigen Verlust der TPH2-Aktivität [TENNER et al., 2007] 

und wurde auch für die entsprechende ΔC55-Mutante der TPH1 beobachtet [YANG und 

KAUFMAN, 1994]. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass Arg441 einen direkten Einfluß auf 

die intrinsische Aktivität der TPH2A hat, da es sich zu weit entfernt vom Fe2+-Ion des 

katalytischen Zentrums befindet. Vielmehr scheinen sekundäre Effekte für die 

beobachtete Verringerung der 5-HT-Syntheseaktivität des R441H-Proteins verantwortlich 

zu sein, wofür seine stark verringerte Löslichkeit und Thermostabilität im Vergleich zum 

wt-Protein spricht [WINGE et al., 2007]. Interessanterweise führt die R408W-Mutation an 
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der entsprechenden Position der PAH ebenfalls zum Verlust der Enzymaktivität und 

wurde als die pathogene Mutation in ~ 10 % der PKU-Patienten identifiziert [SCRIVER et 

al., 2003; ZSCHOCKE, 2003]. Die R408W-Mutation beeinträchtigt die Faltung der PAH, 

wodurch sich dessen Stabilität verringert und die Degradierung durch zelluläre Proteasen 

beschleunigt wird [PEY et al., 2003]. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die 

R441H-Substitution die Proteinstruktur destabilisiert und so die enzymatische Aktivität der 

TPH2 reduziert.  

Neben der zentralen Rolle des Basenaustausches c.1322G>A können kumulative Effekte 

die anderen Editierungspositionen zur enzymatischen Inaktivierung der TPH2 1234 

beitragen. So führt die c.1297A>G-Editierung zum Austausch von Arg433 gegen Gly433, 

einer ebenfalls hoch konservierten AS innerhalb der AAAHs, die zudem in unmittelbarer 

Nähe der inaktivierenden ΔC51-Deletion liegt [TENNER et al., 2007]. Zusätzlich werden 

TPH2a-Transkripte innerhalb der 5’-UTR an Position c.-42 durch T>C-Editierung 

modifiziert. Für den benachbarten hTPH2-SNP c.-52A>G konnte eine erhöhte 

Promotoraktivität in serotonergen RN46A-Rapheneuronen gezeigt werden, die 

möglicherweise infolge einer veränderten mRNA-Sekundärstruktur und/oder Bindung 

trans-wirkender Faktoren hervorgerufen wird [CHEN et al., 2007]. Ein entsprechender 

Einfluss der Editierungsposition c.-42T>C auf die TPH2-Genexpression ist somit denkbar. 

Interessanterweise sind TPH2b-Transkripte durch ein eigenes Editierungsmuster 

charakterisiert und werden an den Positionen c.385C>T (p.Q126X), c.804A>G (p.K268), 

c.830C>T (p.P277L) und c.1403A>G (p.Q468R) modifiziert. Durch c.385C>T-Editierung 

entsteht in Exon 3 ein verfrühtes Stopcodon zwischen der regulatorischen und der 

katalytischen Domäne [CARKACI-SALLI et al., 2006], wodurch diese Transkripte ein 

hervorragendes Substrat für die mRNA-Degradierung durch NMD darstellen [HENTZE und 

KULOZIK, 1999; REED und HURT, 2002]. TPH2b 1-Transkripte lassen sich jedoch leicht 

detektieren (Abb. III.14 und III.20) und könnten in Analogie zum Apolipoprotein B vor NMD 

geschützt sein [BLANC und DAVIDSON, 2003; CHESTER et al., 2003; WEDEKIND et al., 2003]. 

Bislang ist es jedoch noch nicht gelungen, die Expression der resultierenden TPH2B 1 auf 

Proteinebene nachzuweisen. Jedoch kann über eine physiologische Bedeutung der 

enzymatisch inaktiven TPH2B 1 spekuliert werden, die beispielsweise durch Interaktion 

mit der langen Isoform oder trans-wirkenden Bindungspartnern/Mediatoren durch einen 

dominant-negativen Effekt regulierend auf die TPH2-Aktivität wirken könnte. Als Bespiel 

dienen katalytisch inaktive Spleißisoformen des Drosophila dNOS-Gens, die als 

dominant-negative Regulatoren die NO-Synthese modulieren [STASIV et al., 2001]. Zudem 

wurde von Transkriptionsfaktoren berichtet, deren DNA-Bindeaktivität durch alternatives 

Spleißen moduliert wird, wodurch Aktivator und Repressor von einem Gen exprimiert 
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werden [LOPEZ, 1995]. Weiterführende Studien sind notwendig, um die biologische 

Signifikanz der TPH2B 1 aufzuschlüsseln. 

Nichtsdestotrotz wurden auch TPH2b 234-Transkripte gefunden, die zur Expression eines 

vollständigen TPH2B-Proteins mit den Aminosäurensubstitutionen p.P277L (c.830C>T) 

und p.Q468R (c.1403A>G) führen (Tabelle III.4). Basierend auf der TPH1-Kristallstruktur 

findet der Austausch des hoch konservierten P277 gegen L277 in unmittelbarer Nähe eines 

Sequenzmotivs für die Bindung von BH4 und Trp statt [WALTHER und BADER, 2003; WANG 

et al., 2002], wodurch ein Einfluss auf die katalytische TPH2B-Aktivität denkbar ist. Der 

Aminosäureaustausch p.Q468R könnte hingegen mit der Oligomerisierung des 

TPH2B-Proteins interferrieren, da er sich nahe dem C-terminalen Leucin-Zippers befindet, 

dessen Deletion zu Monomeren mit deutlich verringerter Aktivität (Vmax = 50 %) führt 

[CARKACI-SALLI et al., 2006; TENNER et al., 2007].  

Einige Editierungspositionen der TPH2a- und TPH2b-Transkripte verursachen hingegen 

synonyme Basenaustausche ohne Auswirkung auf die Aminosäuresequenz. Jedoch 

wurde kürzlich unter physiologischen Bedingungen von einem synonymen SNP im 

humanen MDR1-Gen berichtet, der die Konformation und Transporteigenschaften des 

kodierten P-Glykoproteins moduliert und mit einer veränderten Translationskinetik in 

Zusammenhang gebracht wurde [KIMCHI-SARFATY et al., 2007]. Die stillen 

Basenaustausche c.711A>G (p.R237) und c.804A>G (p.K268) könnten demnach durch 

Änderungen im synonymen Codongebrauch Einfluss auf die Translationskinetik und 

kotranslationale Proteinfaltung nehmen und so die enzymatische Aktivität der TPH2 

modulieren [CORTAZZO et al., 2002; KOMAR et al., 1999]. 

Die RNA-Editierung humaner TPH2-Transkripte ist sehr vielfältig (Abb. III.16). Am 

häufigsten ist der Mechanismus der A>I-Editierung, der durch die Adenosindeaminasen 

der ADAR-Familie katalysiert wird und bei Mammalia mit Abstand am häufigsten vertreten 

ist [MAAS et al., 2006; NISHIKURA, 2006]. So wird die Aktivität zahlreicher 

Neurotransmitterrezeptoren durch A>I-Editierung bestimmt, darunter der 5-HT2CR und die 

GluR2-Untereinheit des AMPA-Rezeptors [BURNS et al., 1997; HIGUCHI et al., 1993]. 

Weiterhin findet sich die C>U-Editierung, die bei Säugern für Apolipoprotein B (APOB), 

Neurofibromin (NF1) und den GlyRα3-Rezeptor beschrieben wurde [MEIER et al., 2005; 

POWELL et al., 1987; SKUSE et al., 1996]. Diese Form der RNA-Editierung wird durch die 

Mitglieder der APOBEC-Familie reguliert, deren Ziele noch weitestgehend unbekannt sind 

[NAVARATNAM und SARWAR, 2006; WEDEKIND et al., 2003]. TPH2b könnte demnach das 

Ziel für ein oder mehrere APOBEC-Proteine sein, deren Identität jedoch noch aufgeklärt 

werden muss, um ihren möglichen Einfluss auf die 5-HT-Homöostase zu verstehen. 

U>C-Editierung ist selten und wurde in Mammalia nur für WT-1 (Wilms-Tumor-Gen 1) und 

C18ORF1, ein Gen mit noch unbekannter Funktion, beschrieben [KIKUCHI et al., 2003; 
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SHARMA et al., 1994]. Die TPH2a-Position c.1322G>A stellt jedoch die interessanteste aller 

Editierungsformen dar, die bislang ausschließlich für die provirale RNA des HI-Virus 

beschrieben werden konnte [BOURARA et al., 2000], wodurch TPH2 eine einzigartige 

Möglichkeit bietet, die seltenste aller bekannten Editierungsmechanismen in einem 

physiologischen Kontext zu untersuchen.  

Andere neuronale Gene sprechen dafür, dass RNA-Editierung eine entscheidende Rolle 

bei der Feinregulation der neuronalen Informationsübertragung spielt [BURNS et al., 1997; 

HIGUCHI et al., 1993; KOHLER et al., 1993; MEIER et al., 2005]. Das am besten untersuchte 

Beispiel in der Psychopharmakologie ist der 5-HT2C-Rezeptor (Absch. I.6.2), der ausgiebig 

editiert und dessen alternatives Spleißen durch diesen Prozess beeinflusst wird [BURNS et 

al., 1997; FLOMEN et al., 2004; KISHORE und STAMM, 2006]. Zusätzlich zur Dichotomie des 

serotonergen Systems, definiert durch die zwei geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme 

TPH1 und TPH2, in peripheren bzw. neuronalen Geweben, bietet die TPH2a/b-Editierung 

einen noch feineren Mechanismus, um die zentrale 5-HT-Biosynthese in einem optimalen 

Bereich zu halten.  

 

4.2.3 Heteromerisierung 

Die Generierung funktioneller Diversität durch alternatives Spleißen und RNA-Editierung 

des TPH2-Gens erlaubt eine komplexe Feinregulierung der 5-HT-synthetisierenden 

Aktivität im Gehirn. Die AAAHs sind jedoch multimere Enzyme, die in ihrer physiologisch 

aktiven Form hauptsächlich als Tetramere wirken [CARKACI-SALLI et al., 2006; 

FITZPATRICK, 1999]. Durch alternatives Spleißen und RNA-Editierung werden katalytisch 

unterschiedliche TPH2-Isoformen generiert (Abb. III.19), deren C-terminale 

Oliogomerisierungsdomäne jedoch unverändert bleibt. Eine Heteromerisierung 

verschiedener Isoformen ist bereits von der PAH bekannt [LEANDRO et al., 2006; WATERS 

et al., 2001]. Koexpressionsstudien zeigten zudem, dass die wtTPH2 ebenfalls in der Lage 

ist, mit den TPH2-Varianten R441H und P206S funktionelle Heterotetramere zu bilden, 

wobei die enzymatische Aktivität der resultierenden Hybride im Vergleich zu 

wt-Homotetrameren reduziert war [CICHON et al., 2008; ZHANG et al., 2005b]. Letzteres 

wurde mit einer Destabilisierung der TPH2-Heterotetramere in Zusammenhang gebracht 

[CICHON et al., 2008]. Zudem konnten TPH1-TPH2-Heterotetramere in vitro nachgewiesen 

werden, deren physiologische Relevanz aufgrund der spezifischen Expressionsorte der 

beiden TPHs jedoch fraglich ist [TENNER et al., 2007]. Es ist somit wahrscheinlich, dass 

eine weitere Regulation der 5-HT-Biosynthese auf Ebene der Proteinassemblierung 

erfolgt, die eine noch feinere Regulation der TPH2-Aktivität erlaubt. 
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Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse den Schluss zu, dass die zentrale 

5-HT-Biosynthese ein hoch regulierter Prozess ist, der durch die Generierung von 

TPH2-Varianten mit den unterschiedlichsten kinetischen Eigenschaften eine 

umfangreiche biochemische Diversität und Komplexität aufweist. Diese komplexe 

Feinregulation der TPH2 sollte es ermöglichen, die 5-HT-Biosynthese den Erfordernissen 

der synaptischen Aktivität anzupassen, um die serotonerge Neurotransmission in einem 

optimalen Bereich zu halten.  

 

4.2.4 Bedeutung des SNPs rs4290270 

Ein interessanter Befund der vorliegenden Arbeit war das Fehlen von TPH2b-Transkripten 

oder RNA-Editierung in Abwesenheit des SNPs rs4290270 (c.1125A>T) (Abb. III.12, 

Tabelle III.4 und VI.1). Diese Tatsache spiegelt möglicherweise die kürzlich entdeckte 

Regulation des alternativen Spleißens beim 5-HT2C-Rezeptor durch die snoRNA HBII-52 

wider [KISHORE und STAMM, 2006]. HBII-52 ist komplementär zu einem exonischen 

Spleißsuppressorelement (ESS) in Exon Vb nahe der alternativen 5’-SpDS, dessen 

Bindung den Einschluss von Exon Vb und damit die Bildung eines funktionellen Rezeptors 

fördert. Durch Mutagenese der ESS-Bindungsstelle wird hingegen Exon Va eingebaut 

[KISHORE und STAMM, 2006], wodurch ein trunkierter inaktiver Rezeptor entsteht [WANG et 

al., 2000b].  

Die Regulation von alternativem Spleißen durch snoRNAs ist auch für das TPH2-Gen 

vorstellbar, jedoch wurde keine komplementäre snoRNA für den SNP rs4290270 in den 

existierenden Datenbanken gefunden. Allerdings generiert der SNP rs4290270 T ein 

exonisches Spleißverstärkermotiv (ESE) für die Spleißfaktoren SC35 und SRp40, was 

den allelspezifischen Einfluss des SNPs auf das alternative Spleißen erklären könnte 

[NIELSEN et al., 2008]. Letztendlich könnten aber auch c.1125A>T-bedingte Unterschiede 

in der mRNA-Sekundärstruktur unterschiedliche Expressionseffizienzen verursachen und 

so für das Fehlen von TPH2b-Transkripten verantwortlich sein. 

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierten humanen TPH2-exprimierenden SHP77-Zellen 

sind homozygot für den SNP rs4290270 T (Abb. III.21) und zeigten entsprechend der 

rs4290270-Hypothese alternatives Spleißen und RNA-Editerung von TPH2b-Transkripten 

(Daten nicht gezeigt). Die Aufklärung der zugrunde liegenden molekularen Mechanismen 

stellt eine große Herausforderung dar, wobei SHP77-Zellen als ein geeignetes 

Zellkultursystem dienen könnten.  
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4.3 Klinische Zusammenhänge 

4.3.1 Dysregulation der TPH2-Editierung bei psychiatrischen Erkrankungen  

Die Analyse von post mortem-Gehirnproben von Patienten mit einer 

psychopathologischen Krankengeschichte ergab eine 20 %ige Erhöhung der 

TPH2a 1234-Editierung der mRNAs von Betäubungsmitteltoten und Suiziden im Vergleich 

zu den Kontrollen, während in Schizophreniepatienten keine Editierung von TPH2a 

nachgewiesen werden konnte (Tabelle III.6). Basierend auf diesen Ergebnissen könnte 

die TPH2a-Editierung die Ursache psychiatrischer Erkrankungen oder eine Konsequenz 

von Drogenmissbrauch bzw. Medikamentenkonsum sein. 

In diesem Zusammenhang soll der 5-HT2C-Rezeptor betrachtet werden, dessen 

prä-mRNA an fünf Positionen in Exon V dynamisch editiert wird. Funktionell resultiert die 

5-HT2CR-Editierung in unterschiedlichen Rezeptorisoformen, wodurch die Stärke der 

intrazellulären Signaltransduktion in Abhängigkeit von der serotonergen 

Neurotransmission moduliert wird [BURNS et al., 1997; FITZGERALD et al., 1999; GUREVICH 

et al., 2002a; HERRICK-DAVIS et al., 1999; NISWENDER et al., 1999]. Entsprechend konnten 

Veränderungen im Editierungsstatus des 5-HT2CRs mit Depression, Suizidalverhalten und 

Schizophrenie in Zusammenhang gebracht werden [DRACHEVA et al., 2007; GUREVICH et 

al., 2002b; IWAMOTO und KATO, 2003; NISWENDER et al., 1999; SODHI et al., 2001]. So 

zeichnen sich die 5-HT2CR-Isoformen im PFC von depressiven Suizidopfern im Vergleich 

zu gesunden Kontrollen durch eine verringerte basale Aktivität und reduzierte 

Bindungseigenschaften für 5-HT aus. Der 5-HT2CR-Editierungsstatus kann jedoch durch 

Antidepressiva moduliert werden, die in Rodentia die Bildung von Rezeptoren mit erhöhter 

Aktivität fördern [GUREVICH et al., 2002b; IWAMOTO et al., 2005].  

Diese komplexe Feinregulation des 5-HT2C-Rezeptors wird als ein entscheidender 

Mechanismus betrachtet, die Rezeptorfunktion an die synaptische Aktivität anzupassen, 

um eine optimale Informationsverarbeitung nach Agonistenstimulierung zu gewährleisten 

[GUREVICH et al., 2002a]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass 

die zentrale 5-HT-Biosynthese ebenfalls durch TPH2-prä-mRNA-Editierung reguliert wird 

und dass dieser Mechanismus durch Drogenmissbrauch oder Medikamentenkonsum in 

Analogie zum 5-HT2C-Rezeptor beeinträchtigt wird. Da das zur Verfügung stehende 

Kollektiv von post mortem-Gehirnproben jedoch sehr klein war, müssen 

Schlußfolgerungen vorsichtig gezogen und die Ergebnisse in einer umfangreicheren 

Folgestudie verifiziert werden. 

 



IV DISKUSSION 

 

98

4.3.2 Drogenmissbrauch 

Die untersuchten post mortem-Gehirnproben von Betäubungsmitteltoten stammten 

hauptsächlich von Heroinabhängigen. Heroin stimuliert das körpereigene 

Belohnungssystem durch Bindung der µ-Opioidrezeptoren inhibitorischer 

GABA-Interneuronen, wodurch die dopaminergen Neuronen der VTA enthemmt werden 

und verstärkt DA im NAc und anderen terminalen mesocorticolimbischen Gehirnregionen, 

einschließlich der Amygdala und des medialen PFCs, freigesetzt wird [FELTENSTEIN und 

SEE, 2008]. Serotonin wirkt dem entgegen und verstärkt über 5-HT2CRs die 

GABA-vermittelte Hemmung der dopaminergen VTA-Neuronen [DI MATTEO et al., 2001; 

EBERLE-WANG et al., 1997]. Die Verstärkung der serotonergen Neurotransmission durch 

Fluoxetin (SSRI), Trp oder D-Fenfluramin (5-HT-Freisetzung) führte zu einer reduzierten 

Selbstverabreichungstendenz psychotroper Drogen [FLETCHER et al., 1999; HIGGINS et al., 

1994; MCGREGOR et al., 1993], wodurch 5-HT in der Lage ist, die Wirkung von 

Psychostimulanzien zu unterdrücken. Die verstärkte TPH2a 1234-Editierung in den 

Heroinabhängigen (Tabelle III.6) könnte demnach die Wirkung von Psychostimulanzien 

potenzieren und zu einem verstärkten Suchtverhalten beitragen.  

Heroinabhängige werden meist nach periodischer Abstinenz oder langjährigem Entzug 

rückfällig [CHUTUAPE et al., 2001; GOSSOP et al., 1989]. Auslöser sind häufig Reize, die mit 

der Drogeneinnahme assoziiert werden (z. B. der Anblick von Drogenbesteck), wodurch 

die subjektive Sehnsucht nach der Droge ausgelöst und entsprechende Verhaltensmuster 

initiiert werden, die in einem erneuten Drogenkonsum resultieren [CHILDRESS et al., 1994; 

EHRMAN et al., 1992]. Entsprechend kann bei Ratten, die auf die Einnahme von Heroin in 

Anwesenheit eines neutralen Reizes (z. B. akustisches Signal, Pawlowsche 

Konditionierung) trainiert wurden, ein bereits ausgelöschtes heroinsuchendes Verhalten 

(z. B. das Betätigen eines Schalters) in Reaktion auf den konditionierten Reiz 

wiederhergestellt werden [FUCHS und SEE, 2002; GRACY et al., 2000; MCFARLAND und 

ETTENBERG, 1997]. Für die initiale Ausbildung von Droge-Reiz-Assoziationen ist die BLA 

entscheidend, deren Inaktivierung bei Ratten die konditionierte Wiederaufnahme der 

Drogensuche hemmt [FUCHS und SEE, 2002] und zudem das Erlernen neuer 

Assoziationen blockiert [HATFIELD et al., 1996; WHITELAW et al., 1996]. PET-Studien beim 

Menschen zeigten eine verstärkte neuronale Aktivität der Amygdala nach Exposition 

konditionierter Reize, was die Bedeutung dieser Hirnregion für die konditionierte 

Verhaltenskontrolle unterstreicht [CHILDRESS et al., 1999; KILTS, 2001]. Da die Aktivität der 

Amygdala durch 5-HT kontrolliert wird [RAINNIE, 1999; STUTZMANN und LEDOUX, 1999] 

und eine Hyperaktivität der Amygdala mit Genvarianten des serotonergen Systems in 

Zusammenhang gebracht wurde [BROWN et al., 2005; CANLI et al., 2005; CANLI und LESCH, 
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2007; HERRMANN et al., 2007; KEELE, 2005], könnte eine erhöhte TPH2a 1234-Editierung 

zu einer verstärkten Reaktion auf drogenkonditionierte Reize beitragen. 

Dopaminerge Projektionen des mesolimbischen Systems zur BLA spielen eine 

entscheidende Rolle beim Erlernen und Abrufen von Droge-Reiz-Assoziationen. 

Elektrophysiologische Daten zeigen, dass DA den Eingang sensorischer Signale zur BLA 

verstärkt und die inhibitorische Kontrolle des PFCs hemmt [GRACE und ROSENKRANZ, 

2002; ROSENKRANZ und GRACE, 1999, 2002]. Durch Drogeneinnahme sinkt die Fähigkeit 

des PFC den Eingang sensorischer Signale zur Amygdala zu unterdrücken (Entkopplung 

der Verhaltenskontrolle des PFC), während die Fähigkeit der sensorischen Afferenzen zur 

Aktivierung der BLA steigt (Hyperaktivität der BLA). Entsprechend führte bei Ratten die 

verstärkte Freisetzung von DA in der BLA durch bilaterale Injektion von d-Amphetamin zu 

einer schnelleren Konditionierung [HITCHCOTT et al., 1997] und verstärkten Reaktion auf 

kokainverwandte Reize [LEDFORD et al., 2003], wohingegen die Verabreichung eines 

DA-Antagonisten zum Zeitpunkt des Lernens die Wiederherstellung des 

drogensuchenden Verhaltens dosisabhängig abschwächte [SEE et al., 2001]. Die Rolle von 

DA beim assoziativen Lernen wird zudem durch die Tatsache unterstützt, dass die 

Amygdala assoziative LTP zeigt, die durch DA reguliert wird [BISSIERE et al., 2003; ROGAN 

et al., 1997]. Der Eingang sensorischer Informationen zur BLA wird zudem durch 5-HT 

reguliert, das über inhibitorische GABA-Interneuronen die sensorischen Afferenzen 

blockiert [STUTZMANN und LEDOUX, 1999]. Eine verminderte serotonerge Aktivität 

aufgrund erhöhter TPH2a-Editierung sollte eine Hyperaktivität der Amygdala verursachen, 

welche die Konditionierung auf neutrale Reize fördert, die bei späterer Exposition die 

Kontrolle über das drogensuchende Verhalten übernehmen. Diese Hypersensibilität der 

Amygdala könnte demnach die hohe Rückfallquote von Heroinabhängigen erklären 

[CHUTUAPE et al., 2001; GOSSOP et al., 1989]. 

 

4.3.3 Suizid 

In post mortem-Proben von Suizidopfern konnte nur eine marginale TPH2b-Expression 

bei verstärkter Editierung von TPH2a detektiert werden (Abb. III.20, Tabelle III.6). Die 

Abwesenheit des hoch aktiven TPH2B-Proteins und die Expression der schwach aktiven 

TPH2A 1234 könnte die seit langem bekannte Hypofunktion des 5-HT-Systems in 

depressiven Suizidopfern erklären [ASBERG et al., 1976; MALONE et al., 1996; MANN, 2003]. 

TPH2 ist das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der 5-HT-Biosynthese im Gehirn  und 

ein Kandidatengen für Suizidalverhalten [WALTHER et al., 2003; ZHANG et al., 2004]. 

Entsprechend zeigten Haplotypstudien eine Assoziation überwiegend intronischer 

TPH2-SNPs mit vollendetem Suizid und versuchtem Selbstmord [DE LARA et al., 2007; 
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ZHOU et al., 2005b; ZILL et al., 2004b]. Der SNPs rs7305115 (c.936A>G) kam zudem in 

depressiven Chinesen mit mehrfachem Suizidversuch im Vergleich zu MD-Patienten ohne 

Selbstmordgeschichte weniger häufig vor, wobei für homozygote A/A-Träger eine 

protektive Wirkung gegenüber Suizid vermutet wurde [KE et al., 2006]. Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit lassen vermuten, dass der SNP rs4290270 T alternatives Spleißen 

und Editierung humaner TPH2-Transkripten reguliert (Tabelle III.4). Obwohl der zugrunde 

liegende Mechanismus noch nicht aufgeklärt werden konnte, zeigte eine 

Assoziationsstudie bezüglich des SNPs rs4290270 eine genetische Prädisposition 

homozygoter A/A-Träger für Suizid (Abb. III.22). 

Untersuchungen zur TPH2-Expression in depressiven Suiziden zeigten im Vergleich zu 

den Kontrollen entweder keine Änderung der TPH2-Immunreaktivität in verschieden 

Hirnarealen [BONKALE et al., 2004; ONO et al., 2002] oder aber eine verstärkte Expression 

in den dorsalen Raphekernen [BOLDRINI et al., 2005; UNDERWOOD et al., 1999]. Letzteres 

wurde auf mRNA-Ebene bestätigt und mit einer homöostatischen Reaktion auf eine 

verminderte serotonerge Neurotransmission erklärt [BACH-MIZRACHI et al., 2006; BACH-

MIZRACHI et al., 2008]. In Hinblick auf die Existenz von TPH2-Genvarianten mit 

verminderter enzymatischer Aktivität [CICHON et al., 2008; MCKINNEY et al., 2008; ZHANG et 

al., 2004; ZHANG et al., 2005b] lassen RNA-basierte Techniken und IHC jedoch keine 

Aussagen über die eigentliche 5-HT-Syntheseaktivität in den untersuchten Proben zu. 

Diese Tatsache wird durch das Auftreten von alternativem Spleißen und RNA-Editierung 

bedingt, die zu verschiedenen TPH2-Proteinvarianten führt, deren Einfluss auf die 

5-HT-Synthese in kinetischen Studien gezeigt werden konnte (Abb. III.16 und III.19).  

Suizidalverhalten korreliert stark mit einer verminderten Impulskontrolle, deren Merkmale 

Aggression und impulsives Verhalten sind und mit einer verminderten serotonergen 

Funktion in Zusammenhang gebracht wurde [TURECKI, 2005]. So resultierte die Depletion 

von 5-HT mittels PCPA und die genetische Ausschaltung von Komponenten des 

serotonergen Systems (Maoa, Pet1 und 5ht1br) in verstärkter Aggression bei Rodentia 
[CASES et al., 1995; HENDRICKS et al., 2003; MICZEK et al., 1975; SAUDOU et al., 1994; 

VERGNES et al., 1986]. Depressive Patienten zeigten zudem eine Tendenz zur Verübung 

eines gewaltsamen Selbstmordes, was allgemein als aggressive Tat angesehen wird 

[ASBERG et al., 1976; MANN, 2003; MANN und MALONE, 1997]. Aggressives und impulsives 

Verhalten korreliert mit einer Hyperaktivität der Amygdala [KEELE, 2005], deren neuronale 

Erregbarkeit durch 5-HT limitiert wird [RAINNIE, 1999; STUTZMANN und LEDOUX, 1999]. 

Elektrophysiologische Studien zeigten eine niedrigere Reizschwelle der BLA-Neuronen 

aggressiver PCPA-behandelter Ratten im Vergleich zu nicht aggressiven Kontrollen 

[KEELE und RANDALL, 2003]. Durch eine erhöhte TPH2a-Editierung in der Amygdala 

könnten Suizide demnach verstärkt negativ auf ihre Umwelt reagieren, wofür auch eine 
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erhöhte Amygdalaaktivität in Reaktion auf ängstliche Gesichter nach cerebraler 

5-HT-Reduktion durch akute Trp-Depletion spricht [COOLS et al., 2005]. Unter Umständen 

könnte das zur Manifestierung von Selbstmordgedanken führen, die normalerweise durch 

den PFC gehemmt werden, einer Region, die für die Verhaltenskontrolle verantwortlich ist 

und deren Aktivität ebenfalls durch 5-HT reguliert wird [SIEVER, 2008]. Jedoch zeichnen 

sich Suizide durch eine Erniedrigung der präsynaptischen SERT-Bindungsstellen und 

eine Erhöhung der postsynaptischen 5-HT1AR-Dichte im ventrolateralen PFC aus 

[ARANGO et al., 1995], was für eine verringerte synaptische 5-HT-Aktivität in diesem 

Hirnareal spricht, wodurch Suizidgedanken möglicherweise nur unzureichend gehemmt 

werden [MANN, 2003]. Die Hypersensibilität der Amygdala in Reaktion auf negative Reize, 

hervorgerufen durch die Dysregulation von alternativem Spleißen und RNA-Editierung 

humaner TPH2-Transkripte, könnte in Kombination mit einer reduzierten präfrontalen 

Verhaltenshemmung impulsives Verhalten fördern und so für ein erhöhtes Suizidrisiko 

verantwortlich sein. 

 

4.3.4 Schizophrenie 

In Patienten mit diagnostizierter Schizophrenie konnte keine Editierung von 

TPH2a-Transkripten in der Amygdala nachgewiesen werden. Zudem war die 

TPH2b-Expression bei reduzierter Editierung an der Position 1 im Vergleich zu den 

Kontrollen extrem erhöht (Abb. III.20, Tabelle III.6) und lässt auf eine verstärkte 

5-HT-Aktivität bei Schizophrenie schließen; eine Vermutung, die durch erhöhte 

5-HIAA-Gehalte in der CSF von Schizophrenen unterstützt wird [KING et al., 1985]. 

Eine frühere Studie zum 5-HT2CR-Editierungsstatus im PFC von Schizophreniepatienten 

berichtete von einer reduzierten RNA-Editierung von 5-HT2CR-Transkripten und dem 

verstärkten Auftreten der nicht editierten INI-Form mit der höchsten konstitutiven Aktivität, 

die in Kontrollen nicht auftrat [SODHI et al., 2001]. Diese Ergebnisse sprechen für eine 

verstärkte 5-HT2CR-vermittelte Neurotransmission im PFC von Schizophrenen und stehen 

in Einklang mit der erfolgreichen Behandlung der Negativsymptome von Schizophrenie 

mit den atypischen Neuroleptikum Clozapin, welches die konstitutive Aktivität des 

5-HT2CRs blockiert [HERRICK-DAVIS et al., 2000]. Zudem wurde bei Schizophrenie von 

einer verringerten RNA-Editierung von GluR2-Transkripten im PFC berichtet, wodurch 

AMPA-Rezeptoren mit verstärkter Ca2+-Permeabilität entstehen, was zur neuronalen 

Dysfunktion bei Schizophrenie beitragen könnte [AKBARIAN et al., 1995]. Diese Ergebnisse 

sprechen für eine globale Beeinträchtigung der RNA-Editierungsmaschinerie bei 

Schizophrenie, für die z. B. eine veränderte Expression und/oder Aktivität der 

Editierungsenzyme verantwortlich sein könnte.  
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Schizophrenie zeichnet sich durch eine beeinträchtigte Wahrnehmung und Verarbeitung 

von Emotionen aus; die eine Dysfunktion der Amygdala nahelegen. Entsprechend 

reagieren schizophrene Patienten insbesondere auf traurige, aversive und bedrohende 

Reize mit einer verringerten Aktivierung der Amygdala [BRUNET-GOUET und DECETY, 

2006; PHILLIPS et al., 1999; SCHNEIDER et al., 1998; TAKAHASHI et al., 2004]. Diese 

Hypofunktion wurde mit strukturellen Defiziten der Amygdala in Verbindung gebracht, die 

bei Schizophrenen eine 6 - 10 %igen Volumenreduktion aufweist [ALEMAN und KAHN, 

2005; LAWRIE und ABUKMEIL, 1998; NELSON et al., 1998; WRIGHT et al., 2000]. Diese 

Vermutung wird durch die Tatsache unterstützt, dass Individuen mit Läsionen der 

Amygdala ebenfalls Schwierigkeiten in der emotionalen Beurteilung von 

Gesichtsausdrücken haben [AGGLETON und SHAW, 1996]. Eine PET-Studie zeigte zudem 

eine reduzierte 5-HT1AR-Dichte in der Amygdala [YASUNO et al., 2004], dessen 

postsynaptische Stimulierung die neuronale Aktivität hemmt [PUGLIESE et al., 1998]. Dabei 

könnte es sich jedoch um eine Anpassung an eine verstärkte 5-HT-Biosynthese handeln, 

um eine exzessive Hemmung der Amygdala zu verhindern [RAINNIE, 1999]. Basierend auf 

den Ergebnissen von Stutzmann et al. (1999) und Rainnie et al. (1999) spricht die 

reduzierte TPH2a-Editierung in der Amygdala in Kombination mit einer verstärkten 

Expression von TPH2b für eine verstärkte inhibitorische 5-HT-Aktivität, welche die 

bekannte Hypofunktion der Amygdala erklären und zur Manifestierung der Krankheit 

beitragen könnte. 

 

4.3.5 Physiologische Signifikanz der RNA-Editierungsenzyme 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen eine gestörte RNA-Editierung von TPH2 in 

den untersuchten Patientenkollektiven, die eine mögliche Ursache bei der Ätiologie 

psychiatrischer Erkrankungen vermuten lassen. Die zugrunde liegenden Mechanismen 

sind noch unbekannt, legen jedoch eine Dysregulation der bekannten 

RNA-Editierungsenzyme nahe, deren physiologische Bedeutung insbesondere für die 

ADAR-Familie gezeigt werden konnte. So leiden homozygote Adar2-KO-Mäuse unter 

epileptischen Krämpfen und sterben wenige Wochen nach der Geburt, was auf eine 

Hypoeditierung an der Q/R-Stelle der GluR2-Untereinheit und eine damit verbundene 

neurotoxische Hypererregung zurückgeführt wurde [HIGUCHI et al., 2000]. Die Inaktivierung 

von Adar1 ist bereits embryonal lethal und wird durch eine defiziente Erythropoese und 

weitreichende Apoptose verursacht [WANG et al., 2000a; WANG et al., 2004a]. Beim 

Menschen resultiert der heterozygote ADAR1-Verlust in der Pigmentstörung 

Dyschromatosis symmetrica hereditaria [MIYAMURA et al., 2003]. Zudem konnten 

Dysfunktionen in der Editierungsmaschinerie mit Epilepsie, ALS, Depression und 
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Schizophrenie in Zusammenhang gebracht werden [MAAS et al., 2006]. Daher erscheint es 

sinnvoll, den genomischen Status der bekannten Editierungsenzyme (ADARs/APOBECs) 

innerhalb der untersuchten Patientenkollektive zu analysieren, um den Einfluss möglicher 

SNPs/Mutationen bei der Entstehung psychiatrischer Erkrankungen zu verstehen. 

Zudem besteht die Möglichkeit einer veränderten Regulation der ADAR-Enzyme, die von 

alternativen Promotoren exprimiert und alternativ gespleißt werden und deren Aktivität 

durch posttranslationale Modifikationen [DESTERRO et al., 2005], die subzelluläre 

Lokalisation [DESTERRO et al., 2003; SANSAM et al., 2003] und essentielle Kofaktoren 

moduliert wird [MACBETH et al., 2005]. Weiterhin wird die ADAR2-Editierung der 

5-HT2CR-Transkripte durch trans-wirkende Faktoren, wie die snoRNA HBII-52 beeinflusst 

[VITALI et al., 2005], die bei Patienten mit dem PWS deletiert ist und zudem das alternative 

Spleißen der 5-HT2CR-prä-mRNAs reguliert [KISHORE und STAMM, 2006]. 

Weitere Untersuchungen sind notwendig, um die kausale Verbindung zwischen 

Fehlfunktionen der TPH2-Editierung und dem Phänotyp psychiatrischer Erkrankungen zu 

verstehen. SHP77-Zellen können für solche Fragestellungen ein geeignetes 

Zellkultursystem darstellen, da auch sie TPH2-Transkripte editieren. In diesem 

Zusammenhang könnte auch der mögliche Einfluss chemischer Substanzen, wie Ethanol 

und andere Suchtmittel, auf den Editierungsstatus der TPH2-prä-mRNAs untersucht 

werden.  

 

4.4 Konsequenzen für die psychiatrische Forschung 

Mittlerweise gilt es als gesichert, dass TPH2 an der Entstehung psychiatrischer 

Erkrankungen beteiligt ist [CHOTAI et al., 2003; COON et al., 2005; HARVEY et al., 2007; 

HARVEY et al., 2004; NIELSEN et al., 2008; SHEEHAN et al., 2005; WALITZA et al., 2005; ZILL et 

al., 2004a; ZILL et al., 2004b]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit lassen den Schluss 

zu, dass eine gestörte Expression und Aktivität der TPH2 an Drogenmissbrauch, 

Suizidalverhalten und Schizophrenie beteiligt ist. Zudem offenbarte die Analyse von 

humanen TPH2-cDNA-Sequenzen einen bis dahin beispiellosen Regulations-

mechanismus, der komplexe, sich gegenseitig ausschließende RNA-Editierungsmuster 

der beiden alternativ gespleißten TPH2-Isoformen (TPH2a und TPH2b) beinhaltet. TPH2 

ist aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse ein interessantes Objekt für weitergehende 

Untersuchungen hinsichtlich der noch wenig verstandenen Regulationsmechanismen der 

RNA-Editierungsmaschinerien. Die wichtigste Schlussfolgerung der gesammelten Daten 

ist jedoch die Erkenntnis, dass weder die momentan verwendeten RNA-basierten 

Techniken, wie qPCR und RNAse-Protektionsassays noch immunhistochemische 

Proteinnachweismethoden in der Lage sind, die enzymatische Aktivität der TPH2 in der 
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psychiatrischen Forschung zu bewerten. Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse müssen 

die bisherigen Berichte über Störungen der TPH2-Expression bei psychiatrischen 

Erkrankungen erneut untersucht und verifiziert werden. Mit dem Wissen über die 

Regulation der TPH2-Aktivität durch alternatives Spleißen und RNA-Editierung sollte es 

mit Hilfe neuer Methoden in naher Zukunft möglich sein, den Editierungsstatus von 

TPH2-Transkripten effizient und kostengünstig zu bestimmen, um Einsicht in die 

Regulation der 5-HT-Biosynthese im Gehirn des Menschen zu gewinnen und deren 

Einfluss bei der Entstehung psychiatrischer Erkrankungen zu verstehen. 
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VI ANHANG 

A Tabellen 

 
Tabelle VI.1  Auflistung der identifizierten Polymorphismen in humanen TPH2-cDNA-Klonen der Amygdala 
von post mortem-Patienten- und Kontrollproben. KON: Kontrollen; BTM: Betäubungsmitteltote; SUIZ: Suizid; 
SZ: Schizophrenie. Fortsetzung auf der nächsten Seite. 
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Fortsetzung von Tabelle VI.1 
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Tabelle VI.2  Auflistung der entdeckten Polymorphismen in TPH2-cDNA-Klonen der untersuchten Patienten- 
und Kontrollproben außerhalb der Amygdala in den Hirnarealen Cortex, Thalamus, Hippocampus, Hypophyse, 
Cerebellum, Hypothalamus, Raphe, Pons und Striatum. RNA-Editierung von TPH2a konnte außerhalb der 
Amygdala nicht nachgewiesen werden, hingegen lag TPH2b im gesamten Gehirn editiert vor. 
Interessanterweise konnten in der Hypophyse keine TPH2b-Transkripte nachgewiesen werden. Die Legende 
entspricht der Tabelle VI.1. 
 

 
 

 
Tabelle VI.3  Kinetische Konstanten der TPH2 bezüglich Trp im Vergleich zur TPH1 und in Abhängigkeit vom 
verwendeten Kofaktor. 
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B Zusammenfassung 

 
Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein monoaminerger Neurotransmitter, der 

an zahlreichen Aspekten der Verhaltenskontrolle beteiligt ist. Das serotonerge System 
nimmt seinen Ursprung in einer handvoll 5-HT-synthetisierender Neuronen im Hirnstamm, 
die zusammen die Raphekerne B1 - B9 bilden. Seit über 40 Jahren ist bekannt, dass die 
Tryptophan-Hydroxylase (TPH) das geschwindigkeitsbestimmende Enzym in der 
5-HT-Biosynthese ist. Erst kürzlich konnte ein zweites TPH-Gen (TPH2) identifiziert 
werden, das hauptsächlich im Gehirn exprimiert wird, während die Expression des bislang 
bekannten TPH-Gens (TPH1) vorwiegend in nicht-neuronalen Geweben erfolgt. 
Dysfunktionen des serotonergen Systems im Gehirn konnten mit einer Vielzahl 
neuropsychiatrischer Erkrankungen, wie Depression, Schizophrenie und Suizidalverhalten 
in Zusammenhang gebracht werden und umfangreiche Beweise deuten auf TPH2 als 
Kandidatengen für 5-HT-verwandte psychiatrische Störungen.  

Zum besseren Verständnis der physiologischen Bedeutung von 5-HT im Gehirn und 
bei der Ätiologie psychiatrischer Erkrankungen wurde ein induzierbares Mausmodell 
etabliert. Das Modell basiert auf der spezifischen Expression der E. coli-Nitroreduktase 
(NTR) in den serotonergen Rapheneuronen und die damit verbundende Metabolisierung 
des inaktiven Protoxins CB1954 zu einem potenten Zytotoxin, wodurch die Ablation der 
5-HT-Neuronen induziert und die zentralnervösen 5-HT-Spiegel konditionell gesenkt 
werden. Die transgenen NTR1-Mäuse zeigten jedoch trotz spezifischer NTR-Expression 
keinen Phänotyp nach Behandlung mit CB1954.  

Die Expression einer gfp-markierten NTR in COS7-Zellen zeigte die Aggregation 
des Fusionsproteins und lies eine beeinträchtigte Translation durch Unterschiede im 
synonymen Codongebrauch zwischen Donor- und Wirtszelle vermuten. Eine synthetische 
NTR-Version (ntro), deren Codongebrauch an die Präferenzen der Maus angepasst 
wurde, führte zu höheren Proteinausbeuten in verschiedenen Säugerzelllinien und 
sensibilisierte diese bereits bei einer zehnfach geringeren CB1954-Konzentration. Die 
Verbesserung des NTR/CB1954-Systems auf translationeller Ebene sollte sein Potential 
hinsichtlich der Untersuchung zellulärer Funktionen durch konditionale Zellablation in 
transgenen Tieren erhöhen und verspricht zusätzlich eine Anwendung in der humanen 
Krebstherapie durch GDEPT (gene-directed enzyme prodrug therapy).  

Zahlreiche Studien haben die positive Kopplung von Einzelstrangpolymorphismen 
(SNPs) im TPH2-Gen mit psychiatrischen Erkrankungen und ihren möglichen Einfluss auf 
die enzymatische Aktivität der TPH2 gezeigt. In der vorliegenden Arbeit ergab die 
Sequenzierung von TPH2-cDNAs von post mortem-Gehirnproben des Menschen, dass 
humane TPH2-Transkripte alternativ gespleißt werden, wobei sich die kinetischen 
Eigenschaften der kodierten Varianten TPH2A und TPH2B unterscheiden. Zudem werden 
die prä-mRNAs von TPH2a und TPH2b dynamisch editiert, durch spezifische sich 
gegenseitig ausschließende Editierungsmuster, die die enzymatische Aktivität der 
entsprechenden Proteine modulieren. Zusätzlich zur Dichotomie des serotonergen 
Systems, definiert durch die zwei geschwindigkeitsbestimmenden Enzyme TPH1 und 
TPH2, in peripheren bzw. neuronalen Geweben, ermöglicht die TPH2a/b-Editierung eine 
noch komplexere Feinregulation der zentralen 5-HT-Biosynthese.  

Letztendlich werden molekularbiologische Beweise präsentiert, die vermuten 
lassen, dass eine Dysregulation von alternativem Spleißen und RNA-Editierung an der 
Ätiologie psychiatrischer Erkrankungen beteiligt ist. Eine wichtige Schlussfolgerung der 
hier gezeigten Ergebnisse ist die Tatsache, dass weder die aktuell verwendeten 
RNA-basierten Techniken noch immunhistochemische Proteinnachweismethoden eine 
Aussage über die TPH2-Aktivität in der psychiatrischen Forschung erlauben, wodurch die 
bisherigen Daten zu Störungen der TPH2-Expression bei psychiatrischen Erkrankungen 
sorgfältig nachgeprüft werden sollten.  
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C Abstract 

 
Serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) is a monoaminergic neurotransmitter 

involved in multiple facets of behavioral control. The serotonergic projection system has 
its roots in a handful of selectively 5-HT-synthesizing neurons within the brainstem, which 
altogether constitute the raphe nuclei B1 - B9. It is known since more than four decades 
that tryptophan hydroxylase (TPH) is the rate-limiting enzyme in the 5-HT biosynthesis. 
Recently, a second TPH gene (TPH2) was identified, which is mainly expressed in the 
brain, whereas the previously known TPH gene (TPH1) is predominantly expressed in 
non-neuronal tissues. Dysfunctions of the serotonergic system in the brain have been 
implicated in a variety of neuropsychatric disorders, like depression, schizophrenia and 
suicidal behaviour and overwhelming evidence points to TPH2 as a candidate gene for 
5-HT-related psychiatric disorders. 

In order to better understand the physiological role of 5-HT in the brain and the 
etiology of psychiatric diseases a mouse model was established. The model is based on 
the specific expression of the E. coli nitroreductase (NTR), which is associated with the 
bioactivation of the inactive prodrug CB1954 to a powerful cytotoxin in the serotonergic 
raphe neurons. This leads to the ablation of the 5-HT neurons, thereby conditionally 
decreasing the 5-HT levels in the CNS. In spite of specific expression of NTR in the 5-HT 
neurons the transgenic NTR1 mice did not respond to CB1954.  

The expression of a gfp-tagged NTR in COS7 cells showed the aggregation of the 
corresponding fusion protein, suggesting impaired translation by divergent synonymous 
codon usage between the donor and host cell. A synthetic NTR version (ntro), in which 
codon usage was adapted to mouse preferences, showed higher expression levels in 
different mammalian cell lines rendering them more sensitive to the prodrug CB1954 by 
one order of magnitude. The improvement of the NTR/CB1954 system at the translational 
level should increase its potential for the investigation of cellular functions by conditional 
targeted cell ablation in transgenic animals. Moreover, the ntro developed in this study is a 
promising candidate for human cancer treatment by GDEPT (gene-directed enzyme 
prodrug therapy). 

Numerous studies have proven positive linkage of single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) in the TPH2 gene with psychiatric diseases and their possible influence on TPH2 
enzymatic activity. By sequencing TPH2 cDNAs from human post mortem brain samples it 
could be shown that TPH2 exists in two alternative splice variants with distinct kinetic 
properties of the encoded TPH2A and TPH2B proteins. Further, the pre-mRNAs of TPH2a 
and TPH2b are dynamically edited in a mutually exclusive pattern, which modulates the 
enzymatic activity of the respective proteins. Thus, in addition to the dichotomy of the 
serotonergic system defined by the two rate limiting enzymes, TPH1 and TPH2, in 
peripheral and neuronal tissues, respectively, TPH2a/b editing allows an even more 
complex fine tuning of the central nervous 5-HT biosynthesis. 

Finally, molecular biological evidence is presented suggesting that a deregulated 
alternative splicing and RNA editing might be involved in the etiology of 
psychopathological diseases. An important implication of the results is the fact that neither 
currently used RNA-based techniques nor immunohistochemical protein detection 
methods allow estimating the enzymatic activity of TPH2 in psychiatry research. Thus, the 
here presented data should invite for careful reexamination of present reports on TPH2 
expression disturbances in psychiatric disease. 
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H Abkürzungsverzeichnis 
 
5-HIAA 5-Hydroxyindolessigsäure 
5-HIAL 5-Hydroxyindolacetaldehyd  
5-HT  5-Hydroxytryptamin, Serotonin 
5-HTP 5-Hydroxytryptophan 
5-HTR 5-HT-Rezeptor 
6MPH4 6-Methyl-5,6,7,8-tetrahydropterin 
AAAD Aromatische-Aminosäure-Decarboxylase 
AAAH Aromatische-Aminosäure-Hydroxylase 
AD Antidepressiva 
ADAR adenosine deamidase acting on RNA 
ADHD Aufmerksamkeitsdefizit-Hyperaktivitätssyndrom (attention-deficit hyperactivity disorder) 
ALS Amyotrophe Lateralsklerose 
AMPA α-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionsäure 
APS Ammoniumperoxodisulfat 
AS Aminosäure 
BBB Blut-Hirn-Schranke (blood brain barrier) 
BD bipolare Depression (manische Depression, bipolar disorder) 
BH4 Tetrahydrobiopterin 
BLA basolateraler Komplex der Amygdala 
bp Basenpaare 
BSA bovines Serumalbumin 
BTM Betäubungsmitteltote 
CAMKII Ca2+/Calmodulin-abhängige Proteinkinase II 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
CB1954 5-(Azaridin-1-yl)-2,4-dinitrobenzamid 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CRE cAMP-gesteuertes Element (cAMP responsive element) 
CSF zerebrospinale Flüssigkeit (cerebrospinal fluid) 
DA Dopamin 
DAB 3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid 
DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol 
DEPC Diethylpyrocarbonat 
DHS Pferdeserum (donor horse serum) 
DIG Digoxigenin 
DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium 
DMPH4 6,7-Dimethyl-5,6,7,8-tetraydropterin 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 
DNAse Desoxyribonuklease 
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat 
DR dorsale Raphe 
ds doppelsträngig 
DSM-IV Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorder, 4th edition 
DTT Dithiothreitol; 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol 
E Tag der Embryonalentwicklung 
E. coli Escherichia coli 
ECL verbesserte Chemilumineszenz (enhanced chemical luminescence) 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EC enterochromaffine Zellen 
ECF extrazelluläre Flüssigkeit (extracellular fluid) 
ENS enterisches Nervensystem 
EP Enzym-Protoxin-System 
FACS Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting) 
FCS fötales Kälberserum (fetal calf serum) 
FMN Flavinmononukleotid 
g Erdschwerebeschleunigung (9,81 m/s2) 
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GDEPT gene-directed enzyme prodrug therapy, auch Suizidgentherapie 
GFP grün fluoreszierendes Protein 
GNTR GFP-Nitroreduktase 
HPA Hypothalamus-Hypophysen-Nebennieren-Achse (hypothalamic-pituitary-adrenal axis) 
HPLC-FD Hochleistungsflüssigkeitschromatographie mit Fluoreszenzdetektion 
HRP Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase) 
ICC Immunzytochemie (immune cytochemistry) 
ICD International classification of diseases 
IDO Indolamin-2,3-Dioxygenase 
IHC Immunhistochemie 
i.p. intraperitoneal 
kb Kilobasenpaare 
kDa Kilodalton 
Km Michaeliskonstante 
KO knock-out 
KON Kontrolle 
L1 Transporter der großen neutralen Aminosäuren 
LB lysogeny broth 
LNAA große neutrale Aminosäuren (large neutral amino acids) 
LSD Lysergsäurediethylamid 
LTP Langzeitpotenzierung (long term potentiation) 
LTR long terminal repeat 
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MAO Monoamin-Oxidase 
MD unipolare Depression (major depression) 
MDMA 3,4-Methylen-N-dioxymethamphetamin, Ecstasy 
MnR mediane Raphe 
mRNA Boten-RNA (messenger RNA) 
MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 
MW Molekulargewichtsmarker (molecular weight marker) 
NAc Nukleus accumbens 
NAD+ Nicotinsäureamidadenindinukleotid 
NADP+ Nicotinsäureamidadenindinukleotidphosphat 
NE Norepinephrin 
NET NE-Transporter 
NMD nonsense-mediated mRNA decay 
NMDA N-Methyl-D-aspartat 
NO Stickstoffmonoxid 
NTR Nitroreduktase aus E. coli 
NP-40 Nonidet® P-40 
NSD1015 3-Hydroxybenzylhydrazinhydrochlorid 
OD optische Dichte 
ORF offener Leserahmen (open reading frame) 
pA Polyadenylierungssequenz 
PAH Phenylalanin-Hydroxylase 
PBS phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate-buffered saline) 
PBST PBS-Tween™ 20 
PBSTX PBS-Triton X-100 
PC Purkinje Zellen 
PCA Perchlorsäure 
PCPA p-Chlorphenylalanin 
PCR Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) 
PEG Polyethylenglycol 
PET Positronenemissionstomographie 
PFC Präfrontalcortex 
PKA Proteinkinase A 
PKU Phenylketonurie 
PLC Phospholipase C 
PMI post mortem Intervall 
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid 
PNS peripheres Nervensystem 
PWS Prader-Willi-Syndrom 
qPCR realtime PCR 
r5HT primäre serotonerge Rapheneuronen der Ratte 
RFLP Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 
RNAse Ribonuklease 
RNP Ribonukleoprotein 
rpm Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute) 
rRNA ribosomale RNA 
RT reverse Transkription 
SpAS Spleißakzeptorstelle 
SpDS Spleißdonorstelle 
SDS Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulphate) 
SDS-PAGE SDS-Polyacryamidgelelektrophorese 
SERT 5-HT-Wiederaufnahmetransporter (serotonin reuptake transporter) 
SMBS Natriummetabisulfit (sodium metabisulfit) 
snoRNA kleine nukleoläre RNA (small nucleolar RNA) 
SNP Einzelnukleotidpolymorphismus (single nucleotide polymorphism) 
snRNA kleine nukleäre RNA (small nuclear RNA) 
SSRI selektiver 5-HT-Wiederaufnahmehemmer (selective serotonin reuptake inhibitor) 
SZ Schizophrenie 
SUIZ Suizid 
Taq Thermus aquaticus 
TBE Tris/Borat/EDTA 
TE Tris/EDTA 
TDO Tryptophan-2,3-dioxygenase 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethan-1,2-diamin 
TH Tyrosin-Hydroxylase 
TPH Tryptophan-Hydroxylase 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
Trp Tryptophan 
Triton X-100 Polyethylenglycol-[4-(1,1,3,3-tetramethylbutyl) phenyl]-ether; (9 - 10mer) 
tRNA Transfer-RNA 
U enzymatische Einheit (unit) 
UTR untranslatierter Bereich einer mRNA (untranslated region) 
UV Ultraviolett 
v Volumen 
VMAT vesikulärer Monoamintransporter 
Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
VTA ventrales Tegmentum 
(v/v) Volumenverhältnis 
w Masse (weight) 
wt Wildtyp 
(w/v) Masse-Volumen-Verhältnis 
ZNS zentrales Nervensystem 




