4. Diskussion

4.1. Stellungnahme zu den Methoden

Die stichprobenartigen unabhingigen Auswertungen durch einen anderen Institutsmitarbeiter
fiihrten zu identischen Ergebnissen.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C. Da die Messung der Proben, insbesondere der Pro-
ben aus Thrombozyten sehr zeitaufwendig ist, lieBen sich Lagerungen von bis zu 5 Monaten
nicht vermeiden. Dr. May (klinische Neurobiologie, Charité) stellte jedoch bei sechs Monate ge-
lagerten Thrombozytenproben keine Aktivitditsminderung der MAO-B fest, so dass davon ausge-
gangen werden kann, dass unter den gewdhlten Bedingungen die MAO-B ein sehr stabiles

Enzym ist. Die Plasmaproben dieser Studie wurden spitestens nach einem Monat aufgearbeitet.

4.2. Stellungnahme zum Studiendesign

Aufgrund der Zentrifugenauslastung war eine Blutentnahme bei den Probanden unmittelbar vor
dem zweiten Mal Rauchen leider nicht moglich. Dariiber hinaus hétte dies zu sehr kurz aufeinan-
der folgenden Blutabnahmen und damit zu einer zu starken Belastung der Probanden gefiihrt, die

insgesamt 380 ml Vollblut spendeten.

4.3. Konzentration von Cotinin im Blutplasma

Die Bestimmung der Cotininkonzentration im Blutplasma erwies sich als gute Methode zur
Kontrolle, ob es sich bei einem Nichtraucher tatsdchlich um einen Nichtraucher handelt. Zur
Uberpriifung des Rauchverhaltens bei den Rauchern erwies sich die Bestimmung als nicht aus-
sagekriftig beziiglich der Absicherung, dass die Abstinenz von 10 Stunden eingehalten wurde.
Die gemessene Cotininkonzentration korrelierte weder mit dem (glaubhaft) angegebenem rauch-
freien Intervall, noch mit der gemessenen Norharmankonzentration und dem tiglichen Zigaret-

tenkonsum.
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4.4. Bestimmung der Hemmkonstante K; von Norharman in vitro und der Einfluss von

Norharman auf die Aktivitit der MAO-B in den Thrombozyten ex vivo

Um festzustellen, ob sich eine Hemmung der Aktivitit der MAO-B in den Thrombozyten durch
Norharman iiberhaupt nachweisen ldsst, wurde eine in vitro Untersuchung mit Thrombozyten
durchgefiihrt. Ebenso galt es in vitro herauszufinden, falls es zu einer Hemmung kommt, ab wel-
cher Konzentration an Norharman diese Hemmung auftritt. Aufgrund dieser Ergebnisse konnte
abgeschétzt werden, ob durch Rauchen {iberhaupt eine entsprechende Konzentration erreicht
werden kann. Um spéter Riickschliisse auf den Langzeitkonzentrationsverlauf im Gehirn ziehen
zu kdnnen, war es von Bedeutung zu erfahren, um welche Art der Hemmung es sich handelt.

Die in vitro Untersuchungen ergaben, dass Norharman die MAO-B in Thrombozyten bei einer
Hemmkonstante von K; = 1,23 umol/l hemmt. Dieser Wert wurde von Herraiz et al. (2004) mit
rekombinanter humaner MAO-B als Enzymquelle (K;= 1,12 umol/l) bestitigt. In meiner Unter-
suchung ergab sich aus der Verdringungskurve eine Hemmung der MAO-B, die etwa ab einer
Konzentration von 100 nmol/l nachweisbar wird. Der Hemmtyp ist bis zu Konzentrationen von
3 umol/l rein kompetitiv. Bei noch hoheren Konzentrationen tritt eine nicht kompetitive Hem-
mung ein. Bei den angegebenen bendtigten Konzentrationsangaben kann nur der gesamte
Thrombozyt betrachtet werde. Unberticksichtigt bleibt die Tatsache, dass die MAO-B sich an der
dufleren Mitochondrienmembran befindet, der Ort an dem sich das Norharman aufgrund seiner
Lipophilitdt vermutlich auch am besten anreichern kann. Daraus ldsst sich schlieBen, dass die
Konzentration am Wirkort, unter den von mir gewéhlten Bedingungen, durchaus héher liegen

konnte.

4.5. Zeitverlauf der Konzentration von Norharman

4.5.1. Zeitverlauf der Konzentration von Norharman im Blutplasma

Die ex vivo-Untersuchungen zu dieser Studie erbrachten folgende Ergebnisse: Die Konzentra-
tion von Norharman im Blutplasma stieg bei den Rauchern (19,2 pg/ml entsprechend 0,057 nM)
durch das Rauchen von nur einer Zigarette auf das sechsfache der Ausgangskonzentration an.
Das Rauchen zweier Zigaretten, bewirkte gar einen Anstieg auf das iiber neunfache der Aus-

gangskonzentration.
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Die Bestimmung der Konzentration an Norharman im Blutplasma wurde bisher erst einmal er-
folgreich durchgefiihrt (Breyer-Pfaff et al., 1996). Deren Befunde, die im Zeitverlauf mit einer
sehr kleinen Fallzahl (n = 3) von Rauchern, die zum Teil selbst gedrehte Zigaretten rauchten, er-
hoben wurden, konnten mit der groBeren Anzahl Probanden (n = 19) in der vorliegenden Studie
reproduziert werden. Wie auch in der vorliegenden Studie malen Breyer-Pfaff et al. bei ihren
drei Probanden @hnliche Konzentrationen an Norharman, die jedoch mit einer erheblichen Streu-
ung behaftet waren. So lie3 sich beispielsweise bei dem Raucher einer selbst gedrehten Zigarette
eine sehr viel hohere Plasmakonzentrationen nachweisen, als in meiner Studie. Erhebliche inter-
individuelle Differenzen konnten durch konstantere Ausgangsbedingungen in der vorliegenden
Untersuchung reduziert werden. Es gab geringere Unterschiede im tiglichen Zigarettenkonsum
als bei Breyer-Pfaff, da alle Raucherprobanden mehr als 10 Zigaretten tdglich rauchten. Zudem
wurde wihrend dieses Experimentes von allen Versuchsteilnehmern dieselbe Zigarettensorte ge-
raucht, wihrend bei Breyer-Pfaff et al. drei unterschiedliche Zigarettensorten zum Einsatz ka-
men. Dariiber hinaus wurde in unserer Untersuchung die Zigarettenrauchinhalation supervidiert
sowie darum gebeten tief zu inhalieren und wéhrend des Rauchens nicht zu sprechen und wir be-
obachteten die Konzentrationsabnahme nach dem zweiten Mal Rauchen iiber eine ldngere Zeit-
spanne (70 versus 120 min).

Die aufgefiihrten Unterschiede der beiden Untersuchungen sind vermutlich Griinde fiir die unter-
schiedlichen pharmakokinetischen Parameter. Aus unserer pharmakokinetischen Datenanalyse
ergibt sich eine langere Eliminationshalbwertszeit im Plasma (51 min) als bei den Probanden von
Fr. Breyer-Pfaff (15-35 min). Diese Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass einzelne
Probanden dieser Studie ebenso kurze Eliminationshalbwertszeiten aufweisen.

Bei den Nichtrauchern der vorliegenden Studie lésst sich kein signifikanter Unterschied der Aus-
gangskonzentration zu den Rauchern nachweisen. Die Nichtraucher hatten Schwierigkeiten den
Rauch zu inhalieren. Dies erklirt den lediglich dreifachen Anstieg der Konzentration an Norhar-
man als auch den durchweg niedrigeren Konzentrationszeitverlauf an Norharman im Gegensatz

zu den Rauchern. Auf3erdem blieb ein Dosiseffekt aus.

4.5.2. Zeitverlauf der Konzentration von Norharman in den Thrombozyten
Bei den Rauchern ist die Ausgangskonzentration von Norharman in den Thrombozyten etwa

viermal so hoch wie bei den Nichtrauchern (20,02 nM vs. 4,94 nM). Bei einem durchschnitt-
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lichen Volumen der Thrombozyten von 8,8 femtoliter ergibt sich, eine gleichmiBige Verteilung
in den Thrombozyten vorausgesetzt, eine Ausgangskonzentration an Norharman von 4,94 nM.
Diese liegt fast 100fach hoher als im Blutplasma (0,057 nM). Bei einer so starken Anreicherung
von Norharman in tiefen Kompartimenten {iberrascht es daher nicht, dass der Basalwert bei den
Rauchern in den Thrombozyten, nicht aber im Blutplasma héher liegt. Ahnliche Ergebnisse kén-
nen so auch fiir das Gehirn erwartet werden.

Nach der ersten Zigarette steigt die Konzentration von Norharman in den Thrombozyten deutlich
an. Sie ldsst sich durch weiteres Rauchen der zwei Zigaretten wéhrend der zweiten Sitzung nur
noch geringgradig steigern. Zwei Stunden spéter ist die Konzentration noch leicht erhoht. Nicht
auszuschlieflen ist, dass, bei einer raschen Umverteilung zwischen Thrombozyten und Plasma,
der zweite Norharman-Gipfel nicht mehr in voller Hohe nachweisbar ist, da erst etwa 20 Mi-
nuten nach dem Rauchen die Konzentration bestimmt wurde. Diese Hypothese scheint jedoch
unwahrscheinlich, da die Konzentration auch zwei Stunden spiter noch erhdht ist und die Elimi-
nationshalbwertszeit, wie die pharmakokinetischen Analysen zeigen, im Vergleich zum Plasma
fast viermal so lang (190 min) ist. Vielmehr kann hier von einer Séttigung der Aufnahmekapazi-
tit der Thrombozyten ausgegangen werden. Ein weiterer Erkldrungsansatz dieser Befunde konn-
te bei der Rauchtechnik selbst liegen. Viele Raucher berichteten schon nach einer Zigarette tiber
leichte Nausea. Die Aussicht auf das Rauchen von zwei zusitzlichen Zigaretten liell diese daher
vermutlich weniger tief inhalieren, so dass sie nicht die doppelte Menge an Zigarettenrauch auf-
nahmen. Dieser Erklarungsansatz gewinnt auch beim Betrachten der Norharmankonzentrationen
im Blutplasma an Bedeutung. Nach dem zweiten Mal Rauchen war nicht die zwdlffache Kon-
zentration gegeniiber dem Basalwert, sondern lediglich eine neunfache gegeniiber der sechs-
fachen Konzentrationszunahme nach dem ersten Mal Rauchen zu beobachten.

Die Bestimmung der Halbwertszeiten weist, insbesondere in den Thrombozyten, eine hohe inter-
individuelle Variabilitit auf. Die Ergebnisse stellen daher eine erste Anndherung an die pharma-
kokinetische Datenanalyse im Medium Thrombozyten dar. Weitere Untersuchungen miissten
durchgefiihrt werden, um die Pharmakokinetik der B-Carboline Norharman und Harman pro-
funder zu erforschen. Unter biometrischen Aspekten sollten dann mixed effect Datenanalysen
zum Einsatz kommen.

Der Ausgleich zwischen den Kompartimenten ist bisher noch ungesichert. Fiir einige Substanzen
wie beispielsweise Serotonin (siche unten, S.66), werden aktive Transportmechanismen postu-

liert. Bei den B-Carbolinen ist dies weitgehend ungeklart. Aufgrund der Lipophilitét konnen die-
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se jedoch auch leicht ohne Transporter diffundieren und sich anreichern. Dies ist am Modell der
mit dem Dopamintransporter (DAT) transfizierten HEK 293 Zellen (human embryonic kidney
cells) fiir Norharman und Harman gezeigt worden Im Vergleich mit dem Wildtyp der HEK 293
Zellen akkumulierten die transfizierten Zellen genauso viel Norharman und Harman (Storch et
al., 2004). Die zelluldre Aufnahme der von mir untersuchten Substanzen erfolgt demnach unab-
hingig vom hochaffinen Dopamintransporter DAT.

In dieser Studie wurde erstmals die Konzentration an Norharman in dem Kompartiment Throm-
bozyten bestimmt. Die Zuverldssigkeit der Methode konnte durch die Messungen mit drei Elu-
tionsmitteln bei guten Korrelationen belegt werden. Die Vorteile der Messung von Norharman in
den Thrombozyten liegen in der Verfiigbarkeit des Materials und der Geréte und der minimalen
Invasivitit. Das bedeutet, dass den Probanden lediglich Blut abgenommen wurde und keine wei-
teren Belastungen, beispielsweise mit radioaktiven Strahlen bei einer PET Untersuchung in Kauf
genommen werden mussten.

Auf die Vergleichbarkeit des peripheren Kompartimentes Thrombozyten mit zentralen Prozessen
wurde in der Einleitung hingewiesen. Diskutiert werden diese Bedingungen nochmals unten,
S. 61, im Abschnitt Einfluss des Rauchens auf die MAO-B Aktivitidt in den Thrombozyten

wihrend der Beobachtungszeit.

4.5.3. Korrelation der Norharmankonzentration in Thrombozyten und Blutplasma zu den
vier gemeinsamen Messzeitpunkten

Da die Norharmankonzentration in den Thrombozyten nur bei den Rauchern bestimmt wurde,
beziehen sich die folgenden Darstellungen nur auf die Raucher.

Die Ausgangskonzentrationen von Norharman im Blutplasma und den Thrombozyten korrelieren
nur mafig. Unmittelbar nach dem ersten Mal Rauchen und am Ende des Experimentes korrelie-
ren diese gar nicht. Zum Zeitpunkt der hochsten Konzentration von Norharman sowohl in den
Thrombozyten als auch im Plasma besteht jedoch eine hochsignifikante Korrelation. Dieser Be-
fund deutet auf Austauschvorgénge hin, die schneller als der Messzyklus ablaufen und die zu-
mindest bis zu den gegebenen Konzentrationen nicht sittigbar sind. Dass sich ein ebensolcher
Effekt unmittelbar nach dem ersten Rauchen nicht nachweisen lasst, konnte eventuell daran lie-
gen, dass die Aufnahme nicht so schnell erfolgt. Versuchaufbau- und labortechnisch war es nicht

moglich, die Zeitpunkte Plasma B (5 min) mit Thrombozyten C (15 min) zu vergleichen.
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4.6. Zeitverlauf der Konzentration von Harman

4.6.1. Zeitverlauf der Konzentration von Harman im Blutplasma

Die basale Konzentration von Harman im Plasma der Raucher betragt 0,049 nM. Das Rauchen
der ersten Zigarette fiihrt bei den Rauchern zu einer Erhhung der Konzentration von Harman
um das dreifache der Ausgangskonzentration. Zwei weitere Zigaretten bewirken nur einen gerin-
gen weiteren Anstieg. Die nachweisbare Konzentration von Harman ist wesentlich niedriger als
die des Norharmans. Auch diese Ergebnisse sind konsistent mit denen von Breyer-Pfaff et al.
(1996), die einen dem Norharman dhnlichen Zeitverlauf mit fiinffach geringeren Konzentratio-
nen, beschreiben. Auch lassen sich diese Ergebnisse gut mit den Untersuchungen Poindexters
(1962) in Einklang bringen, der in vitro eine je nach Tabakart, zwei- bis dreimal niedrigere Kon-
zentration an Harman in Vergleich zu Norharman nachwies.

Die Konzentration von Harman im Plasma von Nichtrauchern betrigt 0,0232 nM. Im Zeitverlauf
liegen die Harmankonzentrationen @hnlich wie die Norharmankonzentrationen deutlich unter de-

nen der Raucher. Signifikant ist dieser Unterschied aufler beim Basalwert zu allen Zeitpunkten.

4.6.2. Zeitverlauf der Konzentration von Harman in den Thrombozyten

In den Thrombozyten betrdgt die Ausgangskonzentration von Harman bei den Rauchern 6,8 nM,
nach dem Rauchen zweier Zigaretten 16,2 nM. Aufgrund der groBen Streuung und der niedrigen
Konzentration an Harman in den Thrombozyten konnten keine Signifikanzen im Konzentrations-
verlauf von Harman in den Thrombozyten von Rauchern gefunden werden. Der Nachweis von
Harman im Blutplasma war bereits an der Nachweisgrenze. Die Konzentration von Harman ist
im Blutplasma deutlich niedriger als in den Thrombozyten. Dieser Befund léasst darauf schlief3en,

dass sich Harman ebenso wie Norharman, in den Thrombozyten anreichert.

4.7. Einfluss des Rauchens auf die MAO-B Aktivitiit in den Thrombozyten wihrend der

Beobachtungszeit

Aufgrund der Schwierigkeiten MAO-A-haltiges Gewebe vom Menschen zu gewinnen und weil
Voruntersuchungen gezeigt haben, dass Norharman die B-Isoform stirker hemmt als die A-Iso-
form der MAO, untersuchten wir in dieser Studie die MAO-B, die aus Thrombozyten gewonnen

werden kann.
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Da die meisten bisherigen Studien fiir ihre Untersuchungen zur Aktivitit der MAO-B eine ein-
zige Substratkonzentration nahe der Séttigung nutzten, lag der Vorteil meiner Arbeit in der
Applikation von 6 Substratkonzentrationen (1/7 bis dem 4,5fachen des K,,-Wertes). Das erlaubte
es mir, die Effekte des Rauchens sowohl auf die Enzymaktivitéit (Vm) als auch auf die Enzym-
affinitat, wie sie durch den K,,-Wert bestimmt wird, zu untersuchen.

Aufgrund der eigenen in vitro Voruntersuchungen und der Berichte in der Literatur wurde ein
Einfluss des Rauchens auf die Aktivitit der MAO-B in den Thrombozyten erwartet. Wir gingen
davon aus, dass bei akutem Rauchen bei Rauchern, eher als bei Nichtrauchern der K,,-Wert steigt
und V.. sinkt. Die Untersuchungsergebnisse zeigen jedoch, dass der K,,-Wert (als Bezugsgrof3e
fiir die Affinitdt) bei den Rauchern im Verlauf des Experimentes weitestgehend unbeeinflusst
bleibt. Das weitere Rauchen reicht nicht aus, um eine nachweisbare Reduktion der Enzymaffini-
tit zu bewirken. Wir gehen davon aus, dass die Rekrutierung von starken Rauchern dazu fiihrte,
dass, trotz des 10-stiindigen rauchfreien Intervalls, die Bindungsstellen des Enzyms durch Be-
standteile des Zigarettenrauches bereits durch vorheriges Rauchen blockiert waren. Dies erklart
jedoch nicht, dass sich keine signifikante Anderung in der Aktivitit der MAO-B (V) durch das
Rauchen der insgesamt drei Zigaretten bei den Rauchern feststellen lésst.

Ebenso iiberraschend ist, dass sich zwischen den Rauchern und Nichtrauchern keine Unter-
schiede in der Enzymaktivitit der MAO-B (V) finden. Im Gegensatz dazu wird bei Alkohol-
kranken die nachgewiesen reduzierte Enzymaktivitit der MAO-B (Vma) als nosologisches
Merkmal angesehen (Rommelspacher et al., 1994a).

Fiir die Nichtraucher fallen die Ergebnisse hinsichtlich der Enzymaffinitit (K,,) anders aus. Bei
thnen bewirkt das Rauchen einer Zigarette eine leichte, obwohl nicht signifikante Abnahme der
Affinitdt (Anstieg des K.,-Wertes). Diese liegt im gesamten Experiment stets signifikant hoher
als die Enzymaffinitit der Raucher. Damit lassen sich die Ergebnisse der in vitro Untersuchun-
gen, die eine kompetitive Hemmung der MAO-B durch geringe Mengen an Norharman nahe
legen, bestétigen. Bei den Nichtrauchern ist anzunehmen, dass aufgrund der Tatsache, dass sie
nicht dazu in der Lage sind, ausreichend tief inhalieren zu konnen (wie die nachgewiesen niedri-
geren Norharmankonzentrationen nahe legen), im Zeitverlauf keine ausgepriagtere Senkung der
Enzymaffinitit (Erhohung des K,,-Wertes) eintritt.

Bei Rauchern lésst sich eine Hemmung der MAO-B im Gehirn mittels einer PET-Studie von
etwa 40% nachweisen (Fowler et al. 1998). In den Basalganglien findet sich sogar eine Hem-

mung von 49% und bei einzelnen Probanden eine Hemmung von bis zu 77% (Fowler et al.,
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2000). Zeitverliufe wurden bei dieser Messung allerdings nicht durchgefiihrt. Uberdies waren
die Abstinde zwischen letzter Zigarette und Zeitpunkt der PET-Untersuchungen unterschiedlich
lang (zwischen 1,7 und 12 Stunden).

Dass die Untersuchungsergebnisse in den Thrombozyten weit weniger eindeutig, wenn nicht so-
gar widerspriichlich ausfallen, zeigen die folgenden Studien. Norman et al. (1987) fanden eine
Steigerung der MAO-B Aktivitit bei Rauchern, die mit dem Rauchen authorten, was auf eine
Reversibilitdt der Hemmung hindeuten konnte. Bei Raucherinnen stellten sie (1982) eine signifi-
kant niedrigere Aktivitit der MAO-B (bestimmt wurde lediglich Vi) als bei Nichtraucherinnen
(n=14) (p<0,001) fest. Bei Ménnern lie sich dieser Unterschied nicht nachweisen. Ebenso
konnten Norman et al. (1987) eine inverse Korrelation zwischen der Thiocyanatkonzentration im
Plasma (als Index der Rauchexposition) und der MAO-B Aktivitdt bei Frauen, nicht jedoch bei
Minnern feststellen. Oreland et al. (1981) fanden bei einer Gruppe, die sich nur aus Raucherin-
nen zusammensetzte, eine niedrigere Aktivitdt der MAO-B in den Thrombozyten als bei Ex- und
Nichtraucherinnen. Diese beiden Studien zeigen, dass die Hemmung der MAO-B geschlechtsab-
hingig zu sein scheint. Der Einfluss auf die MAO-B schlug sich bei der Studie von Oreland et al.
(1981) nur auf V. nicht jedoch auf den K,,-Wert nieder. Berlin et al. (1995) fanden bei 88 Rau-
chern, die zu etwa einem Dirittel aus Frauen und zwei Dritteln aus Méannern bestanden, eine Akti-
vitditsminderung der MAO-B (Vima) von 53%. Bei dieser Untersuchung erfolgte keine
Bestimmung des K,,-Wertes. Auch wurden die Ergebnisse nicht nach Mannern und Frauen auf-
geschliisselt. Littlewood et al. (1984) fanden bei Kopfschmerzpatienten keinen Einfluss des Rau-
chens auf die Aktivitdt der MAO-B, selbst nicht bei Rauchern die mit dem Rauchen aufhorten
und nach drei Monaten Abstinenz wieder damit begannen.

Bei den oben genannten Studien blieben andere Einfliisse auf die Enzymhemmung der MAO-B
wie Rauchfrequenz, Lebensalter der Thrombozyten und die Herkunft des Tabaks groftenteils
unberiicksichtigt. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es bisher keine Studie gibt,
die zweifelsfrei eine Hemmung der Aktivitit der MAO-B durch Rauchen bei Mannern in den
Thrombozyten nachweisen konnte.

Eindeutiger und tibereinstimmender sind hingegen die Ergebnisse der in vitro Untersuchungen.
Yu und Boulton (1987) stellten bei der Bedampfung von Lungengewebe von Ratten mit Rauch,
der aus der Verbrennung von Tabak gewonnen wurde, einen gemischten Hemmtyp der MAO (A
und B nicht unterschieden) fest, der bei hoheren Konzentrationen irreversibel war. Das Fraktio-

nieren der Losung zeigte, dass nur die Substanzen, die ein niedriges Molekulargewicht auf-
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wiesen, beide Isoformen des Enzyms hemmten. Die inhibierenden Substanzen konnten nicht
identifiziert werden. Carr und Basham (1991) fanden im Rattenhirn zwischen mit Rauchextrakt
versetztem Rattenhirnhomogenat und Kontrollen signifikante Differenzen sowohl im K,-Wert
als auch bei der Enzymaktivitdt V.. Der Rauchextrakt wurde aus Verbrennung und anschlie-
fendem in Losung bringen gewonnen (75 nug feste Rauchbestandteile/ml).

Die Unterschiede zwischen den bisher verdffentlichten Studien, Tierexperimenten und meiner
Arbeit lassen sich eventuell zusitzlich durch unvermeidbare Schwierigkeiten in der Methodik
und der Probandenrekrutierung erkldren: Die zweimalige Waschung der Thrombozyten fiihrt
moglicherweise zum geringen Auswaschen der reversibel gebundenen Inhibitoren. Dies konnte
beispielsweise Norharman betreffen, das zum einen reversibel, zum anderen mit relativ geringer
Affinitdt (K; =800 nM) an MAO-B bindet und deshalb eventuell abdissoziieren konnte. Wenn
die Thrombozyten jedoch nicht so intensiv gewaschen werden, kommt es zu falschen Ergebnis-
sen durch Kontamination mit Plasmabestandteilen.

Berlin et al. (1995) rekrutierten starke Raucher die einen hohen Score im Fagerstrom-Test hatten.
Die Probanden meiner Studie waren im Schnitt zwar ebenso starke Raucher (durchschnittlich
etwa 20 Zigaretten pro Tag), jedoch wiesen sie einen wesentlich niedrigeren Fagerstrom Score
auf, was auf eine geringere Abhdngigkeit hinweist.

Die Hemmung der MAO-Aktivitit wirkt mit der dopaminerge Effektormechanismen steigernden
Wirkung der Dopaminagonisten synergistisch, indem es Dopamin davor bewahrt, verstoffwech-
selt zu werden. Bei Patienten mit M. Parkinson wiirde eine Hemmung der MAO-B auch das von
den verbliebenen Dopaminzellen produzierte Dopamin davor bewahren verstoffwechselt zu
werden (von Knorring & Oreland 1985). Diese Hypothese wird von einer PET-Studie von
Salokangas et al. (2000) unterstiitzt, die die présynaptische Dopaminaktivitit bei ménnlichen
Rauchern (durchschnittlich 19,8 Zigaretten pro Tag) und Nichtrauchern untersuchten. Es konnte
eine signifikant hohere Aufnahme der Dopamin-Vorstufe [*F]DOPA in den Basalganglien bei
Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern festgestellt werden. Dies wurde in den Zusammenhang
mit fritheren Beobachtungen gestellt, dass Raucher eine niedrigere MAO-A und MAO-B Aktivi-
tit im Gehirn aufweisen (Fowler et al., 1996, 1996a) und dass deshalb der Abbau von Dopamin
vermindert ist, durch Tabakbestandteile die Freisetzung von Dopamin jedoch erhoht wird.
Matsubara et al. (1993) hatten als physiologische Konzentration von Norharman in der humanen

substantia nigra 16 nmol/’kg Gewebe nachgewiesen. Dies entspricht einer 27,6fachen Anreiche-
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rung im Vergleich zum parietalen Kortex (0,58 nmol/kg). Im Rattengehirn fanden Fekkes und
Bode (1993) sogar eine Konzentration von 60 nmol/kg.

Im Gehirn konnten Greiner et al. (1983) tierexperimentell nach intraperitonealer Injektion von
['*C]Tetrahydronorharman eine 13fache Anreicherung im Vergleich zum Plasma feststellen.
['*C]Tetrahydronorharman hat sehr dhnliche physikalisch-chemische Eigenschaften wie Norhar-
man, so dass erwartet werden kann, dass auch Norharman leicht die Blut-Hirnschranke passieren
kann und sich ebenfalls im Gehirn anreichert. Dort, ebenso wie in den Thrombozyten ldsst sich
die Anreicherung von Norharman und Harman zumindest teilweise durch die chemische Struktur
erklaren. Diese beiden B-Carboline besitzen keine hydrophilen Substituenten. Sie unterscheiden
sich lediglich durch die Methylgruppe in Position 1 des Harman-Molekiils. Somit haben beide
Substanzen einen stark lipophilen Charakter, der die Passage durch die Blut-Hirn-Schranke stark
begiinstigt und so zu einer Anreicherung im Gehirn fiihren kann. Uberdies reichern sich Norhar-
man und Harman in den pigmentierten Regionen des ZNS an und sind dort noch nach 30 Tagen
in erhdhter Konzentration nachweisbar, wie Ostergren et al. (2004) tierexperimentell nachweisen
konnten. Sie zeigten autoradiographisch, dass Norharman und Harman spezifisch in den neuro-
melaninhaltigen Neuronen binden. Hochstwahrscheinlich kdnnen Harman und Norharman auch
ohne Transporter in die dopaminergen Neuronen aufgenommen werden und dort akkumulieren
(Storch et al., 2004).

Wenn zusétzlich zu den physiologischen Konzentrationen von Norharman die Zufuhr aus dem
Tabakrauch mit einer Anreicherung im Hirngewebe, und hierbei speziell in den melanin-haltigen
Neuronen der substantia nigra, der Hirnregion, die beim M. Parkinson besonders betroffen ist,
hinzukommt, ist unter diesen Bedingungen eine Hemmung der MAO-B Aktivitit durchaus denk-
bar. Eine endgiiltige Kldrung der Frage konnten PET-Studien mit markiertem Norharman herbei-

fihren.
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4.8. Einfluss des Rauchens auf 5-Hydroxytryptamin

5-HT kann aus dem kardiovaskuldren System iiber Endothelzellen und sympathische Nerven-
endigungen entfernt werden (Verbeuren 1989). Zwei Prozesse limitieren den Anstieg von 5-HT
im Plasma und konsekutiv wahrscheinlich auch in den Thrombozyten:
1.) der enzymatische Abbau durch MAO besonders in der Leber und
2.) die rasche Entfernung von 5-HT durch das Endothel in der Lunge (Gillis 1985). Das freie
5-HT, das der Desaminierung in der Leber entkommt, wird zu der Lunge transportiert,
wo es rasch aus dem Kreislauf durch Aufnahme in das Endothel und die glatte Muskula-
tur entfernt wird. Im Anschluss erfolgt die oxidative Desaminierung, katalysiert durch die

MAO-A (Verbeuren 1989).

Neuronaler und nicht neuronaler Transport von 5-HT
Serotonin kann ebenso wie die anderen zentral ausgeschiitteten monoaminergen Botenstoffe wie
Dopamin, Noradrenalin und Adrenalin durch zwei verschiedene Gruppen von Transportersys-
temen inaktiviert werden. Zum einen erfolgt die Inaktivierung durch den neuronalen Uptake 1
Transport, zum anderen durch den extraneuronalen Transport. Dieser wurde friither als Uptake 2
bezeichnet. Der neuronale Uptake 1 (auch Kokain-sensitive Aufnahme genannt) ist von Na" und
CI" abhéngig und zeigt eine hohe Affinitit fiir Monoamine. Zum Uptake 1 gehdren der Seroto-
nintransporter (5-HTT), der Dopamintransporter (DAT) und der Noradrenalintransporter (NET)
(Nelson, 1998). Der extraneuronale Uptake 2 (auch steroid-sensitiver Uptake genannt) ist Na*
unabhingig und wird als Hochkapazititstransporter bei niedriger Affinitét bezeichnet. Zu dieser
Gruppe gehoren der OCT1 (organic cation transporter), der OCT2 und der EMT (extraneuronal
monoamine transporter) (urspriinglich OCT3 genannt) (Griindemann et al., 1998, Kekuda et al.,
1998). OCT1 und EMT finden sich in der Lunge, OCT1 dariiber hinaus in Niere, Leber und
Darm. OCT2 wird hauptsichlich in der Niere und im Gehirn exprimiert. EMT weist eine geringe
Organspezifitit auf und findet sich in sehr vielen Geweben, besonders stark wird er jedoch in der
Plazenta, der Lunge und dem Herzen exprimiert (Haag, 2004). Im Gehirn ist die mRNA fiir

sdmtliche neuronalen und nicht neuronalen Transporter nachweisbar (Horvath et al., 2003).
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Selektivitiat und Spezifitit
Die Selektivitidt der Transporter NET, DAT und 5-HTT ist begrenzt. So kann beispielsweise
NET besser Dopamin als Noradrenalin aber 5-HT nur mit geringer Potenz transportieren. Den-
noch hat der NET fiir 5-HT eine wesentlich hohere Kapazitéit (Effizienz) als fiir Noradrenalin.
DAT kann kein Noradrenalin transportieren, ist aber dazu in der Lage, 5-HT ins Striatum aufzu-
nehmen. Der 5-HTT kann sowohl 5-HT als auch mit geringer Affinitit Dopamin und Noradre-

nalin transportieren (Frazer et al. 1999).

Abbau und Transport von 5-HT in der Lunge

In der Lunge ist die Aufnahme durch den Uptake 2 flinfmal groBer als durch den Uptake 1
(Eisenhofer 2001). Diese fiinfmal so hohe Aufnahme konnte zumindest fiir Noradrenalin nachge-
wiesen werden (Russel & Kircher, 1985). 5-HT kann bei hohen Konzentrationen auch durch den
Uptake 2 transportiert werden (Paczkowski et al., 1996). Dieser spielt also neben dem 5-HTT in
der Lunge eine wichtige Rolle fiir die 5-HT-Inaktivierung. Aus der Lunge eines andsthesierten
Hundes kann intravends infundiertes 5-HT bis zu 90% entfernt werden. Die Entfernung von
5-HT erfolgt unabhingig von der neuronalen Aufnahme, was durch eine sympathische Denerva-
tion mittels 6-Hydroxydopamin nachgewiesen werden konnte (Iwasawa & Gillis, 1974).

Yu und Boulton (1987) wiesen nach, dass das Bedampfen von Lungengewebe von Ratten mit Zi-
garettenrauch zu einer erheblichen Reduktion der Desaminierung von Serotonin und somit zu er-
hohten Spiegeln von Serotonin in der Lunge fiihrt. Weiterhin stellte schon Essman (1977) eine
Erhohung des Serotonins als Folge von Zigarettenrauchexposition in der Haut von Miusen fest.
Da er ebenfalls eine Reduktion der Aktivitit der MAO nachweisen konnte, vermutete er, diesen
Effekt durch erhohte 5-HT Aufnahme einerseits und verminderten Abbau von 5-HT andererseits
erklaren zu konnen. Karhi et al. (1982) fanden in einem in vitro Experiment bei dem Ratten-
lungengewebe mit 5-HT perfundiert und mit Rauch bedampft wurde, dass Zigarettenrauch die
Metabolisierung von 5-HT reduziert aber zu keiner Hemmung der Aufnahme von 5-HT in das

Lungenendothel fiihrt.
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5-HT in den Thrombozyten
LG Schmidt et al. (1997) konnten bei Rauchern und Nichtrauchern keine Unterschiede in den
5-HT Ausgangskonzentrationen feststellen. Offenbar handelte es sich bei den Probanden um
nicht so starke Raucher wie in der hier vorgestellten Studie. Hier lag die Ausgangskonzentration
der Raucher signifikant hoher als bei den Nichtrauchern. Bei den Nichtrauchern verdnderte sich
im Zeitverlauf nur wenig. Das Rauchen einer Zigarette bewirkte einen leichten, jedoch nicht sig-
nifikanten Anstieg der 5-HT-Konzentration, der sehr schnell wieder riickldufig war.
In der vorliegenden Studie bewirkt das Rauchen einer Zigarette bei den Rauchern einen starken
Abfall der 5-HT-Konzentration in den Thrombozyten. Dieser Abfall wird durch das Rauchen
von zwei weiteren Zigaretten quasi aufgehoben. Bereits unmittelbar nach dem zweiten Mal Rau-
chen stiegen die 5-HT-Konzentrationen an, um dann nach zwei Stunden wieder das Ausgangs-
niveau zu erreichen. Neu ist der liberraschende Verlauf nach dem zweiten Mal Rauchen. Danach
ist der 5-HT-Abfall nicht mehr nachweisbar. Der Befund steht in Widerspruch zu der eingangs
formulierten Hypothese, dass aufgrund der Hemmung der MAO-B Enzymaktivitit durch die In-
haltstoffe des Rauchens, 5-HT als Substrat der MAO-B (bei hohen Konzentrationen) in den
Thrombozyten nicht mehr metabolisiert werden kann. Somit rechneten wir mit einem Anstieg
der 5-HT-Konzentration in den Thrombozyten und konsekutiv auch im Blutplasma. Offensicht-
lich spielen noch eine Reihe weiterer Mechanismen fiir die Metabolisierung und Ausschiittung
von 5-HT eine Rolle.
Der Abfall von 5-HT nach dem ersten Mal Rauchen, ist ebenso wie der Anstieg bei den Nicht-
rauchern in der Literatur bereits beschrieben worden:
Marasini et al. (1986) fanden bei Rauchern nicht signifikant erhohte 5-HT Konzentrationen fiir
den Basalwert. Unmittelbar nach dem Rauchen sanken die Konzentrationen bei den Rauchern
etwas ab, um dann 90 min spiter beinahe wieder Ausgangswerte zu erreichen. Bei den uner-
fahrenen Rauchern (Nichtrauchern) bewirkte das Rauchen zunichst einen Anstieg der Konzen-
tration von 5-HT in den Thrombozyten. 90 min spéter wurde auch hier ein Konzentrationsabfall
bis leicht unterhalb des Ausgangswertes gemessen. Marasini et al. (1986) vermuteten, dass der
5-HT-Abfall durch eine verminderte Thromboxan A2 Synthese bedingt ist. Sie spekulierten, dass
der unterschiedliche Effekt bei den Nichtrauchern an einer verénderten Plittchensensitivitit lie-
gen konnte, da chronische Raucher auch eine verdnderte Sensitivitdt gegeniiber den adrenergen

Effekten des Nikotins héatten.
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Racké et al. (1992) fanden bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern fast doppelt so hohe Se-
rotoninkonzentrationen in den Thrombozyten. Bei den Rauchern bewirkte das Rauchen einer Zi-
garette bei mindestens einstiindiger Abstinenz keine Verdnderung der 5-HT-Konzentration in
den Thrombozyten. Bei den Nichtrauchern kam es jedoch nach dem Rauchen einer Zigarette zu
einem zwei bis zehnfachen Anstieg der 5-HT-Konzentration. Da dieser Effekt, allerdings weni-
ger stark ausgeprigt, auch bei Anwendung eines Nikotinkaugummis auftrat, liegt die Vermutung
nahe, dass Nikotin die Nikotinrezeptoren in den enterochromaffinen Zellen des Intestinaltraktes,
die fiir die Ausschiittung von 5-HT verantwortlich sind, stimuliert. Bei den Rauchern wire dieser
Effekt durch die bereits stattgehabte Desensibilisierung nicht mehr nachweisbar.

In der hier vorgestellten Untersuchung differieren die Befunde zwischen den Nichtrauchern und
Rauchern. Es ist anzunehmen, dass fiir die Abnahme von 5-HT nach dem ersten Mal Rauchen
(sowohl im Blutplasma als auch in den Thrombozyten) Zigarettenbestandteile verantwortlich
sind, die Absorptionsmechanismen stimulieren. Fiir den Effekt nach dem zweiten Mal Rauchen
(nahezu keine Verdnderung der Konzentrationen) spielt wahrscheinlich Nikotin, das sich dann

mittlerweile in vielen Kompartimenten angereichert hat, eine entscheidende Rolle.

4.8.1. Einfluss des Rauchens auf die Konzentration von 5-Hydroxytryptamin im
Blutplasma und den Thrombozyten

Fiir unsere Studie war die zeitgleiche Messung von 5-HT im Plasma und in den Thrombozyten
von Interesse, da die Aufnahme von Serotonin in die Thrombozyten aus anderen Geweben iiber
das Kompartiment Plasma erfolgt. Der extrazelluldre Pool von 5-HT im Blutplasma héngt unter
physiologischen Bedingungen wiederum mafBigeblich vom hochaffinen 5-HT Transport in die
Thrombozyten ab (Ortiz & Artigas, 1992)

Bei den Nichtrauchern fiihrt das Rauchen beide Male zu einem Anstieg der 5-HT Konzentration,
die allmihlich wieder abfillt, ohne dass sich die Anderungen statistisch signifikant unterschei-
den. Dies entspricht den Erwartungen, wenn man davon ausgeht, dass die 5-HT Konzentration in

den Thrombozyten durch Rauchen ansteigt und ohne gehemmte MAO-B abgebaut wiirde.
Bei den Rauchern bewirkt das Rauchen einer Zigarette einen deutlichen Abfall der 5-HT Kon-

zentration im Blutplasma. Dieser Befund legt nahe, dass eliminierende Prozesse in der Leber

(MAO-A) und der Lunge (MAO-A) aktiv sind. Andererseits greifen Prozesse der Freisetzung
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aus den enterochromaffinen Zellen (Nikotin) zum Zeitpunkt der Blutabnahmen noch nicht. Nach
dem zweiten Mal Rauchen kam es jedoch zu einem allméhlichen erneuten Anstieg der Konzen-
tration, so dass zwei Stunden nach dem zweiten Rauchen die Konzentrationen wieder im Bereich
des Ausgangswertes lagen.

Wir erwarteten, dass die 5-HT Konzentration im Plasma nach dem zweiten Mal Rauchen bei den
Rauchern noch weiter abnimmt. Dies trat jedoch nicht ein. 30 Minuten nach der zweiten und
dritten Zigarette sind die 5-HT Konzentrationen signifikant hoéher als unmittelbar nach dem
zweiten Mal Rauchen. Wie oben beschrieben bewirkt Nikotin die Freisetzung von 5-HT aus den
enterochromaffinen Zellen, der Hauptressource des Plasma-5-HT. Der Grund, warum ein An-
stieg nicht nach dem ersten Mal Rauchen zu beobachten ist, konnte an dem von uns gewéhlten
Zeitfenster gelegen haben. Beim ersten Mal Rauchen lagen nur 15 Minuten zwischen dem Rau-
chen und der Blutentnahme. Dieser Zeitraum konnte zu kurz sein, um die erforderliche
Schwellenkonzentration von Nikotin zu erreichen, um die Ausschiittung von 5-HT aus den
enterochromaffinen Zellen zu bewirken. Die Eliminationshalbwertszeit von Nikotin im vendsen
Blutplasma betrdgt 2,5 Stunden (Benowitz et al., 1990). 5-HT wiirde aus den enterochromaffinen
Zellen im Duodenum iiber den portalen Kreislauf und die Leber in den grofen Kreislauf
gelangen. Nach der zweiten Sitzung, bei der zwei Zigaretten geraucht wurden, wird die
Schwellenkonzentration von Nikotin iiberschritten und 5-HT aus den enterochromaffinen Zellen
ausgeschiittet. Dies gleicht die Elimination von 5-HT aus dem Blutplasma durch die Aufnahme
und den Abbau von 5-HT in der Lunge aus.

Von den Plasma-Konzentrationsverdnderungen waren interessanterweise die 5-HT-Konzen-
trationen in den Thrombozyten nach dem zweiten Mal Rauchen nur wenig betroffen. Mdglicher-
weise liegt dies daran, dass die Aufnahme tliber den 5-HT-Transporter mit einer gewissen Verzo-
gerung erfolgt.

Es ist anzunehmen, dass nach dem ersten Mal Rauchen bestimmte Bestandteile des Zigaretten-
rauches an der Membraninnenseite der glatten Muskulatur der Lungenkapillaren akkumulieren.
Diese dienen als Aktivatoren, um die von uns vermutete Stimulation des Einstroms von 5-HT in
die Zelle mit der Konsequenz der Abnahme von 5-HT im Plasma zu bewerkstelligen. Die Phar-
makologie von EMT ist bisher noch nicht ausreichend erforscht, um die in Frage kommenden
Substanzen die als Aktivator dienen konnen, zu benennen. Die Ko-Inkubation mit OCT-2 trans-
fizierten HEK-293 Zellen mit Histamin fiihrt zu einer etwa 3,2fach hoheren Transportkapazitit

fiir MPP" (Griindemann et al., 1999). Es konnte also sein, dass beispielsweise durch das beim
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Rauchen freigesetzte Histamin (Lewis et al., 1972) der Transport von 5-HT aus dem Plasma ge-
fordert wird. Dies wiirde zumindest die Abnahme von 5-HT im Plasma und den Thrombozyten
erkldren.

Die Griinde fiir den entgegengesetzten Verlauf der Konzentrationen bei Nichtrauchern und Rau-
chern nach der ersten Zigarette sind unbekannt. Wenn man davon ausgeht, dass Nikotin an den
entereochromaffinen Zellen des Duodenums zum Zeitpunkt der Blutabnahme noch nicht aus-
reichend wirken kann, konnen nur unterschiedliche Kapazititen der Elimination bei gleich-
zeitiger Ausschiittung von 5-HT aus den Thrombozyten die Verdnderungen erkldren. Es muss
demnach postuliert werden, dass die Eliminationskapazitit bei den Rauchern in der Lunge hoher
ist als bei den Nichtrauchern. Da Histamin die Transportkapazitét in der Lunge stark erhoht (ver-
vierfacht), sind Beobachtungen an Meerschweinchen in diesem Zusammenhang von Bedeutung.
Lewis und Nicholls (1972) haben beobachtet, dass nach Tabakrauchexposition fiir 29 Tage die
Abbaukapazitit der Lunge fiir Histamin auf die Hélfte verringert ist. Allerdings ist die Histamin-
konzentration leicht erniedrigt. Es ist bekannt, dass Rauchen Histamin aus den Mastzellen frei-
setzt, was wesentlich zum Bronchospasmus beitrdagt. Bei den Rauchern, die mehr Bestandteile
des Tabakrauchs aufnehmen, wie diese Studie wieder bestdtigt hat, konnte also mehr Histamin
freigesetzt werden und dadurch mehr 5-HT aus dem Blut in das Lungenendothel transportiert
werden als bei den Nichtrauchern. Bei den Nichtrauchern wiirde sich die moglicherweise durch
Nikotin ausgeloste Freisetzung von 5-HT aus den Thrombozyten, zu denen Nikotin ohne wesent-
liche Verzdgerung gelangt, zu einer Verdopplung der Plasmakonzentration fiihren. Allerdings
bleibt bei dieser Interpretation offen, warum die 5-HT Konzentration in den Thrombozyten bei
den Nichtrauchern leicht ansteigt. Interessanterweise verhalten sich die Konzentrationsverlaufe
nach der zweiten Rauchersitzung in beiden Gruppen gleichsinnig. Dies spricht dafiir, dass unter

diesen Bedingungen Nikotin eine grofere Rolle fiir die Verldufe spielt.

4.8.2. Korrelation der 5-Hydroxytryptaminkonzentrationen in Plasma und Thrombozyten

Die Korrelation von 5-HT im Plasma und in den Thrombozyten suggerieren interindividuelle
Unterschiede in der Regulation der peripheren 5-HT Konzentrationen. Die hohe inverse Korre-
lation bei der ersten Blutentnahme vor dem Rauchen bei den Rauchern ist bemerkenswert und

noch nicht zuvor beschrieben worden.
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Rauchen verursacht einen starken Transport von 5-HT aus den beiden Kompartimenten worauf
die positive Korrelation der 5-HT-Konzentrationen schlieBen lisst. Uberdies zeigt sich nach dem
zweiten Mal Rauchen, dass Nikotin die Ausschiittung von 5-HT aus den enterochromaffinen
Zellen stimuliert und so die 5-HT-Plasmakonzentration steigert und schlielich erneut zu einer
positiven Korrelation fiihrt. Der quantitative Anteil des zeitgleich stattfindenden 5-HT-Trans-
ports in das Endothel und die glatte Muskulatur der Lunge konnte jedoch mittels dieser Studie
nicht direkt nachgewiesen werden.

Interindividuelle Unterschiede in der Regulation peripherer Plasma-5-HT-Konzentrationen konn-
ten auch in einer anderen Studie nachgewiesen werden, bei der Alkoholkranke mit dissozialer
Personlichkeitsstorung etwa dreimal hohere 5-HT-Konzentrationen in den Thrombozyten auf-

wiesen, als Alkohohlkranke ohne diese Komorbiditit.
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