Aus dem Institut fir Pharmakologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Wirkung chronischer Behandlung mit Citalopram in einem

Schlaganfallmodell der Maus

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von
Bjorn Kampmann

aus Hamburg



Gutachter: 1. Prof. Dr. H. Hortnagl

2. Prof. Dr. P. Gass

3. Prof. Dr. med. R. Hellweg

Datum der Promotion: 18.09.2009



Meinen lieben Eltern

Beate und Reinhard Kampmann



INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......cooouiitiiteeieeeeeee ettt ettt ettt a e ae e eaeeteeteeteeteeaenneneaaeas 6
R |\ 1 PSPPSR 8
2 LITERATURUBERSICHT ..ottt ettt ettt et teeae et te et eete s e s eneene e 9
P20 R Y T ST UPUPPPPUPPRTIIIN 9
2.1.1  Generalisierte AnNgStSIOrUNG (GAD) ... ..ottt e e e e e e e aaaa e e e e e 11
2.1.2 Pravalenz und Komorbidit&t der GAD ..........u et e e e e e e e e e 11
2.1.3  Angststérungen als neuropsychiatrische Folgen deBGanfalls..............ccccooviiiiiie i 12
2.1.4  Therapie der ANgSterkrankUNQGEN ..........cuvieiieieeiiiiiiiiitiitie e e e e e e e e e e e s s s ssssn e eeeereaaeaaaeaeas 13
2.2 Angstaufder EDeNe des ZNS.........cooiiiiiiiiieee e aaaaaa s 14
2.2.1 (D= L T ] o Yot A L= TS V4] (=] PP 14
2.2.2 Di€ BASAIgANGIEN ....uvveiiiiiieiie e eeeeee e e e e e ———————————————————— 15
2.3 NEUrOtraNSIMILLEISYSIEIME .......uiiiiiieiiiiiee e ettt ettt et e e e e e e e e e e e s e e e e e e easeeeeeeeeaaaaaaaeaeaaaeaaeaaaannneenes 16
2.3.1 Y= o] (o] 1 o ISR 16
2.3.2 L1 =T 1] F= V0 1T = PSP 18
P N g1 (o (=T o] (=2 V= LU PRPRPP 21
24.1 Die Monoaminmangel-HYPOtNESE ................ ettt e e e e e e e e e s seesr e e e eeeae s 21
2.4.2 Klassen von Antidepressiva
S T 1 - 1 o] o] - o SRRt
2.4.4  WIrkung der ANTIOEPIESSIVA .....uuuurirriirersammnnn e eeeeeeeeestesiesseatastaeteeeeeeereeaaeaaessaaaannssnsrrssresneeereees 24
2.5 Untersuchung von Angst im TiermOdell...........oeeieeeiiiiiiiiaee ettt 25
251 TIerMOdellE eI ANQGST ... ..o i ettt et et e e e e e e e e e e et b et e e e e e eeeeeaaaaans 25
25.2 Das serotonerge System in Tiermodellen der ANgSt...........uueeiiiiiiiiiiiiiaaaee e 28
253  WIrkung VON SSRIDEI GAD ..ottt e et e e e st e e e e s sbbaeeeeeeaas 30
3  FRAGESTELLUNG DIESER ARBEIT.....ciitiiiiiiiiteeit ettt se ettt e st e e sntee e e s entae e e e e 31
4 MATERIAL UND METHODEN......ctttti ittt eiiitees eeeeaitieeeeastteeessntaeeesstaeeessntaeeessntaeeaesssseeassssseeeesnes 33
4.1 VErSUCNSAUTDAU ......eeiiiiiii et e e s ettt e e s et bt e e s s e bbb e e e e e e e nnaes 33
4.2 High Pressure Liquid Chromatographie (HPLC) .......ccouiiiiiiiiiiiiiiiieiee et 34
4.3 VOrbereitung der PrODEN .........u i ettt e e e e e e e e e e eee e 37
4.4  Messung der Gehalte von 5-HT, 5-HIAA, DOPAC unNd HVA .........ouiiiiiii e 37



4.5 Messung der Gehalte VON DA UNA NA.... ..ot e e e e e ea e e e e e e s s s ssssnnrre e rarrerraaaaaaeees 37

451  EXIraktioNSVEITANIEN ....cooiiiiiiiiie et e e e et e e e e e e 37
45.2 HPLC zur NAUNd DA BESHMMUNG ..eevviiieiieee e e e e e e e e e e e e e e e e e esnnnnaennennneees 38
4.6 StAtiStISCNE AUSWEITUNG: ....cc e i it it eree e e e e e e e e e e s e e s et ta e e e e e et e e teeaseesaaaanaensbeeesssnneerereeaaaaaeeens 38

5 ERGEBNISSE ... ..ottt ettt ettt e et e et ae e e e e e nnaeas 39
5.1 SEIOIONEIGES SYSTEIM ..ottt ettt e e e e e e e et e et et b et e s e e e e e e e et e eeeeebnbaban s e e aeaeaaaeas 39
L R T o I 1Y -1 £ OSSP ERRR 39
B5.1.2  5-HIAA GERNAIE ..o ettt ettt r e e e e nraes 41
5.1.3  5-HIAA T B-HT RALO «.veiiieeiiiiiiiie ettt e et e e e s st e e e e s e nb b e e e e e e nnneee 44
5.2  Noradrenerges System, NA GENAIE ..........uuuiceeeeiiiiiiiciie e e e e 46
5.3 DOPAMINEIGES SYSIEM ...uuiiiiiiiiiiiieeieeee e eeeeeeeeeteaaaaaassssassaaassssrasrsrrrereeaaeeeessesassanaassnssssssssnnneeees 48
5.3.1 DA, DOPAC UNA HVA GENAIE........eeiiiiiii ettt 48
L BT 11 (U 1S5 [ PSPPI 52
6.1  SErOtONEITGES SYSLEIM ...ttt ettt e e e e et et e et tee b e e e e e e e e e e e aeeeeasbaba e e e e aeaaaeas 52
6.1.1 Regionale Unterschiede in der Wirkung von Citalopeuf die 5-HT und 5-HIAA Gehalte. .......... 52
6.1.2  Wirkung von Citalopram auf das serotonerge SystaomtMCAO.............cccciimiiiiiiiiiieiieeeeeaes 54
2 N[0 - Vo (=T T=T o [T ] 1= o SO 55
6.2.1  Wirkung von Citalopram auf das noradrenerge Sydiensham operierten Tieren .................... 5..5
6.2.2  Wirkung von Citalopram auf das noradrenerge SydiemdMCAO Tieren.........ccccevvvvvvvvvereeeesanm 56
RS I B 1o o F= L g1 0 (=10 T TSRS V) (=] PP 56
6.3.1  Seitenunterschiede in der Wirkung von CitalOprarmm...............eeeeeeieriiiiiaaaaeaeee e 57
6.3.2 Erhdéhung des DA Gehalts im linken Striatum durctalBpram bei sham Tieren..................... 58..
6.3.3  Wirkung von Citalopram auf DA Gehalte bei den IMCR@ren ...........ccccoooeeiiiiiiiiiiiiiiieeeees 60
6.3.4  Mechanismen der Neuroprotektion durch Citalopram..........ccccceeeeeeiiiiii i 61
T ZUSAMMENFASSUNG ....ooiiiiiiiie ittt ettt ssis et e e sttt e e s sttt e e s sssbe e e s asste e e s assbeeeeansbeeeesantaeeeaantaeeeennees 65
8 LITERATURVERZEICHNIS ...ttt ettt s e sstae e e ttae e e e st e e e e sntaee e s antaeeeennees 67
EIDESSTATTLICHE ERKLARUNG ........ccuiiiiiiictieis eeteeteeteeteee e e ettt te et a e aeevesteeteeteetestesaennaneaneas 74
LEBENSLAUF ...ttt cee ittt e ettt e e sttt e e sttt e e e sabe e e e e sa b et e e e e bbe e e e abbeeeesnbbeeeeanbbeeeeantaeeeeas 75
DANKSAGUNG ...ttt ettt + ettt e s sttt e s bt e e s be et e e s bt e e e e aabee e e e s nbe e e e s snbe e e e e anbeeeesanbbeaesnneeeenn 75



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Bcl-2

BDNF

BG

DA

DOPA

DOPAC

DR

DSM IV

GAD

S5-HIAA

HPLC

5-HT

S5-HTP

HVA

ICD 10

IMCAO0

MAO

MR

NA

PSAD

PSD

B-cell lyphoma protein 2

Brain derived neurotrophic factor
Basalganglien

Dopamin

Dihydroxyphenylalanin
Dihydroxyphenylessigsaure
dorsale Raphekerne

Diagnostic and Statistical Manual of Menfalsorders. 4th edition, APA
1994

Generalisierte Angststorung, generalized etyxdisorder
5-Hydroxyindolessigsaure

High Performance Liquid Chromatography
5-Hydroxytryptamin, Serotonin

5-Hydroxytryptophan

Homovanillinséaure

International Statistical Classification Dfseases and Related Health"10
Revision, WHO 2005

interner Standard

Schlaganfallmodell durch Verschluss dekén Arteria cerebri media
Monoaminooxidase

mediane Raphekerne

Noradrenalin

Angststdrung nach dem Schlaganfall, poskstanxiety disorder

Depression nach Schlaganfall, post-strokeedsion



sham

SEM

SSRI

TZA

ZNS

Schein Operation

Standardfehler des Mittelwertes, standaror @irthe means
selektive Serotonin WiederaufnahmehemmeupRike Inhibitor
trizyklisches Antidepressivum

Zentralnervensystem



1 Einleitung

In dieser Dissertation wurde die Wirkung einer Lagitbehandlung mit dem Antidepressivum
Citalopram auf Neurotransmitterkonzentrationen iailéh der Basalganglien und des

limbischen Systems in einem SchlaganfallmodellMaus untersucht.

Der Schlaganfall stellt die haufigste Ursache flinee bleibende Behinderung im
Erwachsenenalter dar. Neben den héaufig zu beobatdriefunktionellen Einschrankungen
kann der Schlaganfall auch zu einer breiten Anzaldn neuropsychiatrischen
Folgeerkrankungen fihren. Hierzu zahlen DepressioA@gststorungen, Manie, bipolare
Erkrankungen, Insomnie, Apathie und pathologiséivegen (Bhogal et al. 2004; Burvill et
al. 1995a; Chemerinski and Levine 2006; Leppavetral. 2003; Narushima et al. 2003;
Robinson 1997). Depressionen und Angststérungem di@ haufigsten Folgeerkrankungen
und haben einen entscheidenden Einfluss auf denolgerfder anschlieRenden
Rehabilitationsbehandlung (Chemerinski and Levid@62 Robinson 1997).

Zur Erklarung der Pathogenese dieser Folgeerkraygturbestehen im wesentlichen zwei
Theorien. In der einen wird eine psychologische kRea auf das Ereignis und die

Behinderung, in der anderen die Auswirkung speziBs Hirnschadigungen mit

nachfolgenden Veranderungen der Neurotransmisd®rErklarung angenommen (Astrom
1996; Astrom et al. 1993; Castillo et al. 1993; @kenski and Levine 2006). Die letztere
Theorie wird zuséatzlich durch Verhaltensuntersugemnbei Tieren gestitzt. So konnte in
einem Modell der transienten cerebralen Ischamievi@isen ein angstahnliches Verhalten
nachwiesen werden (Winter et al. 2005).

Citalopram gehoért zur Gruppe der selektiven Seintdfiederaufnahmehemmer (SSRI).
SSRI sind die Medikamente der ersten Wahl zur Béloag von Angsterkrankungen (Nutt
2005). Die anxiolytische Wirkung der SSRI wurde réb#s im Tiermodell nachgewiesen
(Miyata et al. 2007; Renard et al. 2001). Ihr afytischer Wirkmechanismus ist im Detail
jedoch noch nicht ausreichend geklart (Nutt 2001).

In dieser Arbeit wird das gleiche Schlaganfallmbdeé bei Winter et al. (2005) verwendet:
Die Untersuchung Neurotransmitterspiegel im Hirnr ddduse nach Behandlung mit
Citalopram soll zu einem besseren Verstandnis deadthe von Angsterkrankungen nach dem
Schlaganfall und dartber hinaus zu neuen theraohgtn Moglichkeiten bei der Behandlung

von Angsterkrankungen nach Schlaganfall beitragen.



2 Literaturiibersicht

2.1 Angst

Grundsétzlich kann Angst als ein unangenehmes Gd&ihBedrohung beschrieben werden.
Die bei allen Menschen vorkommende Realangst ist ab sich kein negatives Phanomen,
sondern erfullt beim Gesunden vielmehr eine Artrdliunktion mit dem Zweck, Aktivitaten
zur Beseitigung der Gefahr auszulosen. Hierdurdieracheidet sich die Realangst von der
pathologischen Angst, bei der das Gefuhl der Badighscheinbar grundlos oder stark
gesteigert auftritt.

Angst und Panikstérungen zeichnen sich im Allgemeidurch massive Angstreaktionen bei

gleichzeitigem Fehlen akuter, extremer Gefahrem Bedrohungen aus (Mdller et al. 2005).

Bei Patienten mit Angsterkrankungen steht das &titage Erleben von Angst oft nicht im
Vordergrund der Beschwerden. Vielmehr werden haufigperliche Symptome wie zum
Beispiel Tachykardie, abdominelle Beschwerden oedere verminderte Belastbarkeit
geschildert. Hinter solchen Beschwerden kann dioh A&ngstsymptomatik verstecken. Angst,
ob normal oder pathologisch im Sinne einer Angsisig, ist immer ein sowohl kdrperliches
als auch seelisches Phanomen. Als wesentliche Ropathologischer Angst werden die

phobische Angst, die Panik und die frei flottiererdhgst unterschieden (Moller et al. 2005).

In der Allgemeinbevdlkerung gehoren Angst und Pstilungen zu den haufigsten
psychischen Erkrankungen. Die Lebenszeitpravalet@gt ca. 15%, die Punktpravalenz ca.
7% (Moller 2005). Andere Autoren geben noch dehthdhere Pravalenzzahlen an. Kessler
et al. (2005a; 2005b) fanden eine Lebenszeitprazal®n bis zu 28.8% und eine Inzidenz
von 18.1 % vor.

Diagnosen von psychischen Erkrankungen werdennainban zwei Klassifikationssystemen
gestellt. Hierzu dienen das ICD 10 (InternationtdtiStical Classification of Diseases and
Related Health, TORevision, WHO 2005), welches seit 1998 im ambantnd stationaren
Bereich das offizielle Klassifikationssystem in Dsahland ist, und das vor allem im
englischen Sprachraum Verwendung findende DSM IMdBostic and Statistical Manual of
Mental Disorders. 4th edition, APA 1994) der AmaridPsychiatric Association.

Im ICD-10 werden phobische Stérungen, zu dene\g@aphobie, die soziale Phobien und

spezifische oder isolierte Phobien gehéren, vonstggen Angststdrungen unterschieden.

Letztere umfassen u.a. die Panikstorung, die gbksieréee Angststérung, die gemischte



Angst, die depressive Stérung und andere gemiséigststérungen sowie organisch

bedingte Angststorungen.

Im DSM 1V liegt eine &hnliche Einteilung vor, walgrundsatzlich finf Arten von Angst und
Panikstorungen unterschieden werden. Diese sind\gleaphobie, die soziale Phobie, die
spezifische Phobie, die Panikstorung und die gésiende Angststorung (general anxiety
disorder, GAD), sowie Angststérungen aufgrund eimeglizinischen Krankheitsfaktors. Im
DSM-IV-TR wird die generalisierte Angststérung na@&chlaganfall als Angststérung
aufgrund eines Schlaganfalls mit generalisierteggincharakterisiert (Chemerinski and
Levine 2006).

Die wesentlichen Symptome, mit deren Hilfe sich mtienaren Angststérungen unterscheiden
lassen, sind in Tab. 1 aufgefthrt (DSM 1V; APA, 490Nutt 2005).

Zwangsstoérungen Wiederkehrende und nicht gewolleglaBken fihren zu zwanghaﬂ|en

Handlungen mit dem Ziel Angst zu reduzieren.

Agoraphobie Angst sich an Orten oder Institutiormin befinden, in denen beim

plétzlichen Auftreten von hilflosmachenden oderntiehen Symptome

-

eine Flucht nur schwer oder unmdglich ist.

Soziale Phobie Anhaltende Angst vor Situationen in denen die Reiso Mittelpunkt der
Aufmerksamkeit steht. Die Angst wird als Ubertriebeder unnattrlich
empfunden und fihrt in der Regel zu einem ausgégmag

Vermeidungsverhalten.

Panikstérungen Ohne Ausléser entstehende ausgepragte Angst, weldbgerkehrend,
unerwartet und haufig einhergehend mit ausgepradtérperlichen
Symptomen auftritt. Dies fiihrt zu Furcht vor eimgneuten Angstattacke

(Erwartungsangst).

Generalisierte Angststérung Angst ist nicht auf Situationen oder Objekte begtendaher fre
flottierend. Sie besteht (iber mindestens 6 Morale Symptome werdgn

unkontrollierbare Sorgen oder unrealistische Béfiinegen, motorisch

0]

Spannungen und vegetative Uberregbarkeit gefunden.

Tab. 1: Ubersicht der priméren Angststérungen duth (2005).

Da die GAD als haufigste Form der Angststérung natgm Schlaganfall auftritt
(Chemerinski and Levine 2006), soll diese Unterfoder Angsterkrankungen und ihre
Behandlung genauer dargestellt werden.
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2.1.1 Generalisierte Angststérung (GAD)

Eine GAD zeichnet sich durch eine frei flottierenflegst aus, die im Gegensatz zu den
anderen Typen der Angsterkrankung nicht an bestinfdiijekte oder Situationen gebunden
ist. Die Angst tritt Gber einen langeren Zeitraumh @nd schwankt lediglich in ihrer Intensitéat.
Wichtige klinische Symptome sind unrealistische Befitungen, motorische Spannungen
und vegetative Uberregbarkeit sowie Hypervigilamzd @rhohte Aufmerksamkeit (Moller et
al. 2005).

Die im DSM |V identifizierten Symptome der GAD siiitber sechs Monate anhaltende Angst
bezuglich mehrerer Ereignisse (z.B. Arbeits- odanuleistungen), unkontrollierbare Sorgen
und Zeichen somatischer Angst wie motorischer Spagn Schlaflosigkeit und

Hypervigilanz.

2.1.2 Pravalenz und Komorbiditat der GAD

Die Lebenszeitpravalenz der GAD betragt nach deitetien des DSM IV ca. 5 bis 6%
(Wittchen et al. 2000). Die Angaben zur Pravalenmzerhalb von 12 Monaten unterscheiden
sich entsprechend der jeweils angelegten diagwebstisKriterien. Sie reicht von 3,1% unter
Anwendung der DSM Il R Kriterien (Wittchen et d994) und sinkt auf 1,5%, wenn die
strengeren DSM |V Kriterien herangezogen werdertt@ien et al. 2000).

Ein Anteil von 66,3% der an einer GAD leidendenid¢tden zeigt eine andere komorbide
psychische Erkrankung wie zum Beispiel eine depres&rkrankung und/oder andere
Angststdérungen wie die soziale und/oder die spehf Phobie (Wittchen et al. 1994). Die
Komorbiditat von Angst und Depression ist sehr hoBltein et al. (1995) beziffern die
Komorbiditat bei gegenwartig an einer Angststorutegdenden Patienten mit einer
depressiven Erkrankung auf bis zu 19,1%. Judd €1998) fanden bei 67% der Patienten mit

GAD eine depressive Erkrankung.

Dass Angsterkrankungen und Depressionen auch gisclo miteinander verwandt sind, zeigt
sich auf3erdem daran, dass Antidepressiva sowohlAbgsterkrankungen als auch bei

Depressionen klinisch wirksam sind.
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2.1.3 Angststérungen als neuropsychiatrische Folgen des Schlaganfalls

Neben den haufig zu beobachtenden funktionellesdiirdinkungen, wie z.B. Paresen, kann
ein Schlaganfall auch zu einer Vielzahl von neuyopmtrischen Folgeerkrankungen fuhren.
Hierzu zahlen Depression, Angststorungen, Mangglare Erkrankungen, Insomnie, Apathie
und pathologisches Weinen (Bhogal et al. 2004; Bwatral. 1995a; Chemerinski and Levine

2006; Leppavuori et al. 2003; Narushima et al. 260ibinson 1997).

Depression (,post-stroke depression”; PSD) wird 2ieibis 50% der Patienten als haufigste
neuropsychiatrische Folgeerkrankung des Schladanvalrgefunden (Astrom et al. 1993;
Burvill et al. 1995b; Chemerinski and Levine 20&&stwood et al. 1989; House et al. 1991).
Eine PSAD (post-stroke anxiety disorder) als andeviehtige neuropsychiatrische
Komplikation wird bei ca. 20 bis 27 % (Burvill et 4995a; Castillo et al. 1993; Leppavuori
et al. 2003) der Patienten nach einem ischamiscBehlaganfall beobachtet. Beide
Folgeerkrankungen behindern die physische und kegnRehabilitation der Betroffenen
(Astrom 1996; Chemerinski and Levine 2006).

Die Komorbiditat von GAD und Depression ist sehclnoDas Bestehen einer GAD kann
nicht nur die Diagnose einer zuséatzlich besteheridepression verschleiern, sondern sie
wirkt sich auch auf den Verlauf einer depressivekrdhkung aus. Eine GAD nach einem
Schlaganfall kann die Prognose einer komorbiden joMaDepression“ verschlechtern

(Astrom 1996). Wahrend die Préavalenz einer GAD verschiedenen Autoren in der akuten
Zeit nach dem Schlaganfall mit 6 bis 13% angebed,\gieigt sie auf bis zu 28%, wenn Falle
des Zusammentreffens von PSAD und PSD berucksiovggden (Astrom 1996; Castillo et

al. 1993; Starkstein et al. 1990).

Zur Diagnose dieser Erkrankungen wurden in den mygea Quellen die klinisch
diagnostischen Kriterien einer ,Major Depressiordep einer GAD gemafld dem DSM IV

angeleqt.

Das Auftreten einer neuropsychiatrischen Folgeekung ist ferner abhéngig von der durch
den Schlaganfall geschadigten Hirnstruktur. So chégien Castillo et al. (1993), dass
Schlaganfélle in der linken Hemisphare mit komoebidAngststérungen sowie depressiven
Erkrankungen, in der rechten Hemisphare dagegenramen Angststdrungen assoziiert
waren. Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch Astron®G)19In Ubereinstimmung hiermit

fanden andere Autoren, dass die GAD bei Schlagpaf@nten haufig mit Lasionen des

linken dorsolateralen Frontallappens assoziier{lisppavuori et al. 2003; Robinson 1997;
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Starkstein et al. 1990). Beblo et al. (1999) veseriin diesem Zusammenhang bei der
Entstehung der PSD auf die entscheidende FunkéoBasalganglien (BG).

2.1.4 Therapie der Angsterkrankungen

Antidepressiva vom Typ der SSRI (selektive Seratoniederaufnahmehemmer, Reuptake
Inhibitors) sind die am weitesten verbreiteten Nadiente zur Behandlung von
Angststérungen. Sie sind Medikamente der ersten Walder GAD, der sozialen Phobie, bei
Zwangserkrankungen und Panikstérungen (Nutt 200&prunglich sind die SSRI aufgrund
der haufig komorbiden depressiven Erkrankungenrdeed worden (Nutt 2005; Uhlenhuth et
al. 1999). Paroxetin ist der SSRI, dessen Wirksdntled GAD am ausgiebigsten untersucht
und belegt ist. (Nutt et al. 2002; Pollack et &02). Ergebnisse weiterer klinischer Studien
zeigen, dass auch Citalopram, der in dieser Studiezvendete SSRI, in der Behandlung
praktisch aller Angsterkrankungen wirksam ist. Smrikke die Wirksamkeit von Citalopram
bei Panikstorungen (Lepola et al. 1998; Wade etl@97), sozialen Phobien (Bouwer and
Stein 1998; Stein et al. 2001), Zwangsstérungerp@len et al. 1997; Stein et al. 2001) und

auch bei GAD (Lenze et al. 2005; Varia and Raus2B6f) nachgewiesen werden.

Die exakten neurobiologischen Mechanismen, diereimgsterkrankung bzw. einer GAD
zugrunde liegen, sind noch nicht verstanden (N@012 Vieles, was man Uber die
neurobiologischen Grundlagen psychischer Erkrangnngveild, leitet sich aus den
Erkenntnissen Uber die Wirkungsweise bei dieserdakung wirksamer Medikamente ab.
Antidepressiva greifen in Neurotransmittersystenas &entralnervensystems (ZNS) ein.
Deswegen werden zunachst die fur ihre Wirkung vigeint Teile des ZNS und der beteiligten

Neurotransmittersysteme dargestellt, bevor nahedialAntidepressiva eingegangen wird.

13



2.2 Angst auf der Ebene des ZNS

Angst ist ein den ganzen Koper betreffender Zustded praktisch alle wichtigen Systeme
involviert. Dies gilt neben dem ZNS insbesondenedés motorische, das sensorische, das
endokrine und das kardiovaskulare System, aber #irclas Immunsystem (Millan 2003;
Moller et al. 2005; Nutt 2001).

Fur die Entstehung einer Emotion wie Angst im Zalein Nervensystem (ZNS), ist nicht eine
einzelne Hirnregion sondern vielmehr das Zusammehs@rschiedener Hirnregionen in
Form cerebraler Schaltkreise verantwortlich (Milla@03). Eine vollstandige Darstellung
dieser Schaltkreise Uberstiege jedoch den RahmeserdiArbeit. Dem entsprechen die
Befunde einer Studie von Wu et al. (1991), welchi Hilfe der Positron Emissions
Tomographie (PET) bei Patienten mit GAD im Verdgterur gesunden Kontrollgruppe einen
erhohten Glucosemetabolismus in limbischen Hirmmegin (im Occipital-, Temporal- und
Frontallappen) nachwiesen. Im Bereich der BG wineieGAD sowohl eine erhéhte als auch

erniedrigte Aktivitat gemessen (Buchsbaum et eé8719Vu et al. 1991).

In dieser Arbeit wurden Hippocampus, Hypothalam8sjatum, sowie der Frontal- und
Parietalcortex und der Piriformcortex / Amygdalaersucht. Diese Regionen gehéren zum

limbischen System bzw. zu den BG.

Nachfolgend werden das limbische System und diekB@ vorgestellt, weil die Funktion
dieser Hirnstrukturen entscheidend durch die in salie Arbeit untersuchten

Neurotransmittersysteme beeinflusst wird.

2.2.1 Das limbische System

Limbisch leitet sich von dem lateinischen Begrifinbus (=Grenze) ab. Diesen Begriff
benutzte erstmals Willis 1664, um rein anatomisichHirnareal, das zwischen Hirnstamm

und Neocortex wie ein Saum um das Corpus calloggh u beschreiben.

Das limbische System setzt sich aus verschiedeeeng€bieten sowie aus neocortikalen und
phylogenetisch alteren Cortexarealen zusammen. tilfechBestandteile des limbischen
Systems sind die Hippocampusformation, der Gyrusahpppocampalis mit der Area
entorhinalis, der Gyrus dentatus, der Gyrus cingldis Corpus mamillare und das Corpus
amygdaloideum. Diese Strukturen bilden einen Neem&reis, den sogenannten Papez Kreis,

den Papez 1937 mit dem Ziel beschrieb, ein ModsllEimotionen darzustellen, das sich an
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anatomischen Strukturen orientiert. Kliver und Buépnnten 1939 durch ihre

Untersuchungen die Papez Theorie stiitzen. Nacmpdmaler Lobektomie bei Rhesusaffen,
also nach Entfernung von Teilen des Ilimbischen e€®yst insbesondere der
Hippocampusformation, fanden sie bei den Versuetesti einen Phanotyp vor, der jeglichen
Anhalt fir Emotionen wie Angst oder Aggression atib Der Begriff des limbischen

Systems wurde schlie3lich durch Mac Lean 1949 ¢iinge

Die im Papez Kreis beschriebenen Strukturen habegealehnte Verbindungen zu anderen
Hirnabschnitten wie Neocortex, Thalamus und Hinmsta Das limbische System ist also eine
Art Schnittstelle im Erregungsaustausch zwischensemeephalen, dienzephalen und
neokortikalen Strukturen. Aus diesem Grunde wird i@bische System heutzutage weder
anatomisch noch funktionell nicht mehr als gesddoss Systems aufgefasst (Béhr et al.
2003).

2.2.2 Die Basalganglien

Die BG sind ein subkortikal gelegenes KerngebieiciNder neueren Nomenklatur setzt es
sich aus dem Corpus striatum, dem Globus pallidesy Nucleus subthalamicus und der
Substantia nigra zusammen. Friher wurde auch diggAdala, welche heute eher dem
limbischen System zugerechnet wird, zu den BG dez@ahr et al. 2003). Diese
Kerngebiete sind anatomisch und funktionell mitager verbunden und sind an der
Steuerung von Verhaltensaspekten, wie Motivatianpion, Kognition und besonders auch
der Motorik beteiligt (Graybiel 1997; Redgrave et1®99)

Morbus Parkinson ist ein Beispiel fur eine neurashegative Erkrankung mit funktionaler
Storung der BG.. Diese Erkrankungen geht vorramgigStorungen der Motorik aber auch
mit psychischen Veranderungen einher. So konnegs#rkrankungen bzw. ihre Symptome
auch bei vielen an Morbus Parkinson leidenden Rathebeobachtet werden (Marinus et al.
2002; Shiba et al. 2000).

Fur diese Arbeit wichtig ist besonders das Corpuatem. Es liegt seitlich des Thalamus und
tragt seinen Namen wegen seines gestreiften AusseBgese Streifung entsteht durch die
Nervenfasern der Capsula interna, die das Striaturohdringen. Es erhalt Afferenzen aus
dem gesamten Cortex, dem Thalamus, der Substange rund dem Hirnstamm.
Demgegenuber geht vom Striatum nur eine geringel Zam Efferenzen aus. Die
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Hauptprojektionswege sind hierbei auf die BG selisjrenzt, so dass das Corpus striatum
eine Art Eingangstation fur die BG bildet (Paremd dédazrati 1995a; b).

Grundsatzlich selektieren die BG aus den zahlreidkiéerenzen Informationen, die in der

jeweiligen Situation von Bedeutung sind. Die aktusbtwendigen Hirnprozesse werden

aktiviert und gleichzeitig werden irrelevante odetompatible Prozesse gehemmt. Die hierzu
erforderliche Informationsverarbeitung erfolgt Glzevei Hauptprojektionswege. Der direkte

Weg erfolgt vom Corpus striatum zur Substantiaanignd dem Globus pallidus internus. Der
indirekte Weg schliel3t aufRerdem den Globus palligbgernus und den Nucleus

subthalamicus mit ein (Bahr 2001; Redgrave et399).

Die Funktion der BG in der Selektion von Informakm ist von entscheidender Bedeutung
fir das Uberleben des Individuums und den Bestand\d (Redgrave et al. 1999) und weist
auch auf ihre Rolle bei der Entstehung von Angstesher Art Alarmfunktion des Korpers
hin.

Angst oder andere Emotionen werden also durch kexepund im ZNS weit verschaltete
neuronale Netzwerke vermittelt. Zur weiteren Komjkg der Entstehung der Emotion Angst
tragen zahlreiche Neurotransmitter und ihre Rezeptdei, welche in dieses Netzwerk auf
unterschiedliche Art eingreifen (Gorman et al. 200@lan 2003; Nutt 2001). Im nachsten
Abschnitt sollen daher drei in dieser Arbeit untiefge Neurotransmittersysteme vorgestellt

werden.

2.3 Neurotransmittersysteme
2.3.1 Serotonin

Serotonin (5-Hydroxytryptamin, 5-HT) ist ein Indola, gehoért somit zu den biogenen
Aminen und erfullt sowohl im ZNS als auch im Gbngebdrper wichtige Funktionen. So ist es
an der Funktion der Blutplattchen, Mastzellen undemchromaffinen Zellen beteiligt.
AulRerdem kommt ihm auch eine wichtige Funktion den Kontrolle des Tonus der glatten

Darmmuskulatur und der Blutgefal3e zu.

Im ZNS hat 5-HT die Rolle eines wichtigen Neurosiauitters, der in zahlreichen
physiologischen Funktionen involviert ist. Hierzehgren zum einen die Kontrolle der

Nahrungsaufnahme, des Brechreflexes, des Schlaftmgbmus, der Kérpertemperatur, des

16



Sexualverhaltens, und zum anderen die Regulatiorioriecher Funktionen und der

Schmerzverarbeitung (Julien 1997).

Eine sehr wichtige Rolle spielt 5-HT in psychischd@mrgangen, denn es ist an hdheren
kognitiven Funktionen und der Modulation von Aggies, Motivation und der Kontrolle
von Impulsivitat beteiligt. Neuropsychiatrische Eakkungen wie Angststorungen,
Depression oder Schizophrenie gehen oft einheemé@m Ungleichgewicht im serotonergen
System (Graeff et al. 1997; Julien 1997; Rand. €t999).

2.3.1.1 Synthese, Metabolismus und synaptische Ubertragung von 5-HT

5-HT wird im Zytoplasma serotonerger Neurone aus essentiellen Aminosaure L-
Tryptophan gebildet. Die Blut-Hirn-Hirnschranke alvandet die Aminosaure teilweise durch

einen carrier-vermittelten Transport und teilwedsech Diffusion.

Die Bildung von 5-HT erfolgt intrazellular in zw&ichritten. Zuerst wird L-Tryptophan zu L-
5-Hydroxytryptophan (5-HTP) durch die Tryptophanioyd/lase hydroxiliert. Anschiel3end
wird 5-HTP durch die Dihydroxyphenylalanin- Decaxplase zu 5-HT umgewandelt.

5-HT wird groR3tenteils in Vesikeln gespeichert. Nam geringer Teil verbleibt im
Zytoplasma. Bei Eintreffen eines Aktionspotentiatfolgt die Ausschittung des 5-HT in den

synaptischen Spalt tiber einer"Gabhangigen Mechanismus.

Nach der Freisetzung wird 5-HT hauptséchlich duaktive Wiederaufnahme mittels eines
spezifischen 5-HT-Transporters wieder in die seretgen Nervendigungen aufgenommen
und aus dem synaptischen Spalt entfernt (ShaskdnSagder 1970). Damit wird seine
Wirkung an den Rezeptoren postsynaptisch beendesctheRend wird der Transmitter
entweder bis zur Wiederverwendung wieder in Vesilgdspeichert oder er unterliegt einer
oxidativen Desaminierung durch die mitochondrialendaminoxidase A (MAO-A). Das
entstehende Aledehyd wird (berwiegend durch Alddbigidrogenase zur 5-
Hydroxyindolessigsaure (5-HIAA) abgebaut (Graef®Z9Julien 1997; Rang et al. 1999).

2.3.1.2 Serotonerge Projektionen im ZNS

Serotonerge Neuronengruppen kommen im ZNS in Pams Medulla oblongata vor.

Aufgrund ihrer Nahe zur Mittellinie (Raphe) werdge in ihrer Gesamtheit als Raphe-Kerne
bezeichnet. Beachtlich ist hierbei, dass eine kleind genau lokalisierte Neuronengruppe
Afferenzen in fast alle Gebiete des ZNS einschibb3ldes Ruckenmarks hat. Neuere
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Forschung zeigt dabei, dass das serotonerge Symiemine komplexe und sehr selektive

Weise seine Projektionsgebiete innerviert (Gra@47t Julien 1997).

Die Raphe- Kerne werden in eine kaudale und in eostrale Zellgruppe unterteilt. Die
kaudale Zellgruppe, bestehend aus Nucleus rapH&lysl Nucleus raphe obscurus und
Nucleus raphe magnus, liegt in der Medulla obloagebn ihr ausgehende Axone ziehen ins
Kleinhirn, Hirnstamm und Ruckenmark und nehmen I|E8¥ auf Motorik,
Schmerzempfinden, Atmung und das Herzkreislaufsysigie rostrale Zellgruppe bestehend
aus Nucleus raphe pontis, Nucleus raphe dorsaligJeNs raphe medianus, und Nucleus
lineraris pontis, befindet sich in Pons und Mesphaéon und innervieren das Vorderhirn und
modulieren kognitive, affektive und neuroendokrinnktionen. Anatomisch und funktionell
lassen sich im serotonergen System mindestens Tailei unterscheiden. Die Zellkerne des
einen Systems liegen in den dorsalen Raphekern@h Bd zeichnen sich anatomisch durch
sehr feine Axone mit kleinen Varikositaten aus ((g). Die andere serotonerge
Neuronengruppe sitzt in den medianen Raphekernd®) (Md zeichnet sich morphologisch
durch perlenkettenartigen (beaded) Axone mit gmfdeNarikdsitaten aus (>2um)
(Mamounas et al. 1991). Auch pharmakologisch uokerislen sich beide Teilsysteme
hinsichtlich ihrer Beeinflussbarkeit durch Amphethae (Mamounas et al. 1991) oder
Antidepressiva (Graeff 1997; Hjorth et al. 2000).

Nach dem heutigen Forschungsstand gibt es mindesteben verschiedene 5-HT Rezeptor-
Familien. Je nach Art und Lokalisation des Rezeptéithrt dessen Aktivierung zu
unterschiedlichen Wirkungen. Fur die Familien 5:T5-HT,a, 5-HToc und 5-HE konnte
unter anderem eine wichtige Rolle in der EntstehtorgAngst nachgewiesen werden (Graeff
1997; Moller et al. 2005; Rang et al. 1999). Au# &iolle des serotonergen Systems bei Angst
soll ausfuhrlich im letzten Abschnitt 2.5.2 eingegan werden.

2.3.2 Katecholamine

Als Katecholamine werden die drei verwandten Near@mitter Dopamin (DA),
Noradrenalin (NA) und Adrenalin bezeichnet. Adremdlingiert in der Peripherie vor allem
als Hormon des Nebennierenmarks. Im ZNS kommt Aalnennur in geringen
Konzentrationen vor. Die wichtigsten Katecholamiatikbtransmitter im ZNS sind DA und
NA (Julien 1997)
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2.3.2.1 Synthese, Metabolismus und synaptische Ubertragung von NA und
DA

Die Aminosaure L- Tyrosin ist der Ausgangsstoff der Synthese von NA und DA. Sie wird
durch einen energieabhangigen Mechanismus aus denpheren Blut Uber die
Bluthirnschranke in das Neuron aufgenommen. Nadnaume in ein dopaminerges Neuron
wird L-Tyrosin in zwei Schritten zu DA umgebaut. noradrenergen Neuronen kommt noch
ein dritter Schritt zum Umbau von DA zu NA hinzun lersten Schritt wandelt die
Tyrosinhydroxylase, das geschwindigkeitsbestimmebBdeym der Synthese, L-Tyrosin in
Dihydroxyphenylalanin (DOPA) um. Im zweiten Schittalysiert die DOPA-Decarboxylase
den Schritt von DOPA zu DA. In noradrenergen Nearorkatalysiert die Dopamip-
hydroxylase in einem dritten Schritt die Umwandlwag DA in NA.

Beide Transmitter werden in Vesikeln gespeiched bai Eintreffen eines Aktionspotentials

in den synaptischen Spalt tiber einei"@armittelten Mechanismus ausgeschiittet.

Um ihre Wirkung an postsynaptischen Rezeptoreneantten, werden NA und DA aus dem
synaptischen  Spalt ahnlich wie 5-HT durch jeweilsinee spezifischen

Wiederaufnahmechanismus entfernt. Rickaufgenomni¢Aesder DA wird entweder erneut
in Vesikeln zu Wiederverwendung gespeichert odeymiatisch umgebaut. Die wichtigsten
Enzyme hierfir sind die Monoaminooxidasen (MAO)ge dtatechol-O-methyltransferase
sowie die Aldehyddehydrogenase. In Abhangigkeit dem Reihenfolge des Abbaus der

Neurotransmitter durch die beiden Enzyme entstenégrschiedliche Metabolite.

In den Experimenten dieser Studie wurden die Komaganen der Metaboliten des DA, der
Dihydroxyphenylessigsaure (DOPAC) sowie der Homdimsdure (HVA) bestimmit.
DOPAC entsteht durch Umwandlung des DA durch MAQuBI Aldehyddehydrogenase.
HVA wird in einem zweiten Schritt aus DOPAC durcle dCatechol-O-methyltransferase
katalysiert (Julien 1997; Rang et al. 1999).

2.3.2.2 Noradrenerge Projektionen im ZNS

Die Zellkorper noradrenerger Neurone bilden klédmd&ufungen im Pons (Locus Coeruleus)
und Medulla oblongata (Formatio reticularis). Vomoclus coeruleus und anderen vereinzelten
noradrenergen Neuronen, die in dessen Nahe liegemen Axone aufwarts in die
GrofRhirnrinde, ins limbische System, in den Hyplairus und ins Kleinhirn. Nach kaudal
ziehen Axone von der Formatio reticularis zu dentéthornern des Ruckenmarks und zum

Tractus solitarius (Julien 1997; Rang et al. 1999).
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NA spielt als Neurotransmitter eine wichtige RotteAlarmsystem des Korpers, mit Einfluss
auf die Wachheit, die gerichtete Aufmerksamkeit uwlén Blutdruck. Auch im
Belohnungssystem sowie der Kontrolle von Stimmund 8chmerzen ist es beteiligt (Julien
1997). Die Wirkung von NA wird durch postsynaptiseh- oderp;-Rezeptoren vermittelt.
Zusatzlich wirken prasynaptischg-Autorezeptoren inhibitorisch auf die NA-Ausschiitju
Fir diese Autorezeptoren konnte eine wichtige Riollder Vermittlung von Angstreaktionen
nachgewiesen werden. So fiihrte eine Erhéhung dedrenergen Transmission durch den
Rezeptorantagonisten Yohimbin zur einer Verstarkumg Angstsymptomen, wahrend der
Agonist Clonidin diese Symptome reduzierte (Gornearal. 2002). In Ubereinstimmung
hiermit konnte eine Erhdhung der NA Ausschuittunglimbischen Regionen wie dem
frontalen Kortex, der Amygdala und dem Hippocampiss Reaktion auf Angst und oder

andere Stressoren nachgewiesen werden (Millan 2003)
2.3.2.3 Dopaminerge Projektionen im ZNS

Dopaminerge Neurone bilden unterschiedliche Te#sye, deren Funktionen sich grob

unterscheiden lassen.

Etwa 75% des DA kommt im nigrostriatalen System e Somata der Neurone liegen in
der Substantia nigra pars lateralis und pars cotapsmwie im Nucleus retrobulbaris. lhre
Axone projizieren in das dorsale Striatum und nahnkeer vorrangig Einfluss auf

Bewegungsablaufe.

In das ventrale Striatum, welches sich aus dem r€uhen olfactorium und dem Nucleus
accumbens zusammensetzt, ziehen die Axone desimbsuhen Systems. Die Zellkérper

dieser Neurone liegen in der Area tegmentalis adintr

Die Zellkdper des mesocortikalen Systems liegemfalis in der Area tegmentalis ventralis
und in der medialen Substantia nigra. lhre Axorgizieren in die Amygdala, das Septum

und den prafrontalen und cingularen Cortex.

In Bezug auf Verhalten und Stimmung spielen dasofimabische und das mesocortikale
System eine wichtige Rolle. So konnte nachgewiesenden, dass Angst und andere
Stressoren zu einer Aktivierung dieser beiden &ystéihren (Millan 2003). Bei an Morbus
Parkinson leidenden Patienten, einer Erkrankunglchee durch die Degeneration
dopaminerger Neurone in der Substantia nigra beédisg konnten Symptome einer

Angsterkrankung beobachtet werden (Shiba et aD00
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Die Zellkoper der Neurone des tuberohypophysaleste®ys liegen im Nucleus arcuatus im
Hypothalamus und nehmen Einfluss auf die Sekredi®@nHypophyse. So inhibiert DA die
Sekretion von Prolaktin. AuRerdem gibt es noch @ineahl dopaminerger Interneurone im

olfactorischen Cortex sowie in der Medulla und @n Retina.

2.4 Antidepressiva
2.4.1 Die Monoaminmangel-Hypothese

Die antidepressive Wirkung der ersten Antidepressiaurde zuféallig entdeckt, als diese

Medikamente Patienten aufgrund anderer Indikatiomerabreicht wurden. Iproniazid, der

erste MAO Hemmer, ist chemisch mit Isoniazid verdtannd wurde urspringlich als

Tuberkulostatikum eingesetzt. Bloch et al. (1954gsdhrieben erstmals dessen
stimmungsaufhellende und euphorisierende Effeld&7 wurde es als erster Vertreter seiner
Gruppe bei der Behandlung der Depression einge@eainimer et al. 1957). 1956 entdeckte
der Psychiater Roland Kuhn die antidepressive Wigkdes trizyklischen Antidepressivums

(TZA) Imipramin (Kuhn 1958). Es ahnelt struktureiém Chlorpromazin und war fir den

Einsatz als Antipsychotikum entwickelt worden (Rat@l. 1999).

In spateren Jahren wurde zum einen beobachtet, mi@ésere antidepressiv wirksame
Substanzen die Konzentration von NA und 5-HT imaggischen Spalt erh6hen. Zum
anderen wurde der Nachweis erbracht, dass Rese&vplahes urspriinglich zur Behandlung
des arteriellen Hypertonus eingesetzt wurde, bel Batienten zu depressionséhnlichen
Symptomen fiihrte und den Gehalt der Monoamine iedez Vor dem Hintergrund dieser
Befunde entwickelte Schildkraut die Monoaminmangdgbothese. Depression fuhrte er auf
einen funktionellen Mangel an NA zuriick (Schildkrdi®65). Coppen (1967) wies auf die
Rolle des 5-HT fir die Entwicklung einer Depressiaon. In jingerer Zeit wurden auch
Nachweise fur eine Rolle eines weiteren Monoamiles, DA, bei Depressionen gefunden.
Weiter gibt es Hinweise darauf, dass DA eine wghtiRolle in der Vermittlung der
antidepressiven Wirkung der SSRI spielt (Renamal.e2001).

Vor dem Hintergrund des Wirkmechanismus der ersfamidepressiva besagt die
Monoaminmangel-Hypothese, dass Depression aus einemktionellen Defizit

monoaminerger Neurotransmission (5-HT, NA und DAYNS herrihrt.
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2.4.2 Klassen von Antidepressiva

Die heutzutage in der Klinik angewandten Antidepn&s entsprechen aufgrund ihrer
pharmakologischen Wirkung der Monoaminmangel-Hyps¢hder Depression (Rang et al.
1999). Ihnen ist eine Erhohung der Verfiigbarkeih Wdonoaminen im synaptischen Spalt

gemeinsam.

Die Interaktion der Antidepressiva mit monoaminerg8ystemen erfolgt Uber zwei

verschiedene Mechanismen, diese sind
1. der enzymatischen Abbau des Neurotransmitters sowie

2. die aktive Ruckaufnahme des Transmitters aus denapsigchen Spalt in das

prasynaptische Axon.
2.4.2.1 MAO-Hemmer

Die Aufgabe der MAO besteht im Abbau von Katechoten. Sie liegt in Form der beiden
verschiedenen Isoenzyme MAO-A und MAO-B vor. Fin dmtidepressiven Effekt ist die
Hemmung der MAO-A ausschlaggebend, die beim Memsalmwiegend NA und 5-HT
desaminiert (Riederer et al., 1993). DA wird dukMAO-B metabolisiert.

Da Iproniazid irreversibel beide Enzyme hemmt undsdzum Teil zu bedrohlichen
Nebenwirkungen fihrt, wurde das Medikament anf&hgllurch zwar noch irreversible aber
immerhin selektive Hemmer der MAO-A, wie zum Be#&pClorgylin ersetzt. Clorgylin

wurde wiederum durch reversible MAO-A Hemmer, zdirch das Moclobemid, ersetzt
(Vetulani and Nalepa 2000)

2.4.2.2 Trizyklische Antidepressiva

Die tri.- und tetrazyklischen Antidepressiva (TZAyerden aufgrund ihrer ahnlichen

chemischem Struktur als eine Gruppe zusammengeflasgramin als erste Substanz der
TZA greift genauso wie die beiden anderen wichti§yentireter dieser Gruppe, Desipramin
und Amitriptylin, wenig selektiv in mehrere Neuratismittersysteme ein. Sie inhibieren alle,
wenn auch in unterschiedlichem Ausmal3, die Wiedeadwme von 5-HT und NA und wirken

zusatzlich als Antagonisten an verschiedenen Remapt was entscheidend zum
Nebenwirkungsprofil beitragt. So treten antichalges antihistaminerge und antiadrenerge

Nebenwirkungen bei den Patienten auf.

Nach klinischen Gesichtspunkten werden aufgrundsitunterschiedlichen Wirkprofils drei

Arten von der TZA unterschieden. Der Desipramin-istppsychomotorisch aktivierend und
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antriebssteigernd, der Imipramin-Typ ist psychomsth ausgeglichen und der Amitriptylin-
Typ ist sedierend und anxiolytisch. Fur die psychtarisch aktivierende Wirkung wird die
vorrangige Hemmung der NA-Wiederaufnahme und férstimmungsaufhellende Wirkung

vorrangig die Hemmung der Wiederaufnahme des 5-¢fantwortlich gemacht.
2.4.2.3 Selektive 5-HT Wiederaufnahme Hemmer

Zu einem gewissen Grade wurden die TZA durch Suobksetaverdrangt, welche selektiv die
Wiederaufnahme von 5-HT hemmen (SSRI) (Rang e1399; Vetulani and Nalepa 2000).

Diese Substanzen gleichen sich weniger struktuedd durch ihren gemeinsamen

Wirkmechanismus. Obwohl sie immer noch mit mehré&®emeptoren interagieren, zeigen sie
ein besseres Nebenwirkungsprofil als die TZA umdl sleswegen héaufig Medikamente der
ersten Wahl bei der Behandlung von Depression wieth Angsterkrankungen (Mdller et al.

2005; Nutt 2005).

Das Citalopram, ein Medikament dieser Gruppe, wiadhfolgend genauer vorgestellt, da
diese Substanz bei den Versuchen dieser Dissertéiovendung fand.

2.4.2.4 Weitere antidepressiv wirksame Substanzen:

Es gibt noch eine Vielzahl anderer antidepressivksgimer Substanzen mit jeweils
spezifischen Indikationen bei unterschiedlichen tudn der Depression oder anderen
Indikationen, wie beispielsweise als Ko-Analgetikai Schmerzen. Als Gruppen genannt
seien noch die selektiven NA Wiederaufnahmehemwierdas Roboxetin, Medikamente mit
dualem Wirkmechanismus (selektive NA- und 5-HT Wedifnahmehemmung), wie das
Venlafaxin oder das Duloxetin, die atypischen Aepessiva wie das Trazodon oder
Mirtazepin und Phytopharmaka wie das Johanniskraut.

Trotz der damit groRen Auswahl an Antidepressitassin diesem Zusammenhang wichtig
darauf hinzuweisen, dass bei 30 bis 40% der erkeanRatienten eine pharmakologische
Behandlung der Depression nicht wirksam ist (Madeal. 2005; Wong and Licinio 2001).

2.4.3 Citalopram

Wie die anderen SSRI verursacht Citalopram primégre eHemmung der neuronalen
Wiederaufnahme des 5-HT, wodurch die serotonergaptische Ubertragung verstarkt wird.
Citalopram ist ein sehr potenter Hemmer der 5-H&ddraufnahme. Demgegentber

beeinflusst Citalopram die Wiederaufnahme von NA OA nicht bzw. nur in sehr geringem
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Ausmald (Keller 2000). Citalopram gilt daher voreallAntidepressiva als der selektivste
SSRI in Hinblick auf die Wiederaufnahmehemmung &HRT (Bezchlibnyk-Butler et al.
2000; Keller 2000).

Im Gegensatz zu den bereits erwahnten TZA zeighl@jitam keine oder nur eine sehr
geringe Affinitat zu einer Reihe von Rezeptoren 4B T;4- und 5-HT, Rezeptoren, B und

D, Rezeptoren1-, 2- unda Adrenorezeptoren, HistaminHRezeptoren sowie GABA- und
Opioid-Rezeptoren. Durch die fehlende Wirkung aigfsd Rezeptoren zeigt Citalopram in
Hinblick auf sein Nebenwirkungsprofil Vorteile imeXgleich zu den TZA (Bezchlibnyk-
Butler et al. 2000; Hyttel 1994; Richelson and Nal4984).

2.4.4 Wirkung der Antidepressiva

Langjahrige Forschung nach Aufstellung der Monoanaingel - Hypothese deckte auch ihre
Mangel auf. Hierzu gehort die Entdeckung, dass demiessiva, die in das monoaminerge
System eingreifen, innerhalb von Stunden zu einbbliing der Neurotransmission fuhren,
wohingegen ihre klinische antidepressive Wirkungt earach Wochen einsetzt (Wong and
Licinio 2001). Dies hat zur Suche nach pharmakaicgen Effekten geftihrt, die verschiedene
antidepressive Substanzen gemeinsam haben undrem iEeitverlauf dem Wirkeintritt

antidepressiver Substanzen &hneln (Vetulani and@da?000; Wong and Licinio 2001). Der

genaue Wirkmechanismus ist aber trotz jahrzehngelalRorschung noch unbekannt.

Im Laufe der Untersuchungen konnten Veranderungevolsl auf extrazellularer Ebene in
Form einer erhdhten bzw. verminderten Rezeptoraessmn als auch auf intrazelluléarer
Ebene in Form einer veranderten Genexpression eacbgen werden (Vetulani and Nalepa
2000; Wong and Licinio 2001).

Der verzogerte Wirkungseintritt wird darauf zurtekighrt, dass durch die Erhdhung der
Neurotransmitter-Konzentration im synaptischen Spatrazellular die Gentranskription
beeinflusst wird (Licinio and Wong 2004 xtrazellular hat dies einen direkten, jedoch nicht
akuten Einfluss auf die Rezeptordichte und deremsiBeitat (Hjorth et al. 2000; Mdller
2005).

Neben ihrer Wirkung auf extrazellularer Ebene biessen Antidepressiva auch
intrazellulare Informationssysteme (Gould and Maz(i02). Nach chronischer Gabe von
Antidepressiva kommt es zu einer Verdnderung dérazellularen cAMP-Spiegel mit

nachfolgendem Anstieg von cAMP-abhangignen Proteagen (Popoli et al. 2000). Diese
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bedingen ihrerseits einen Anstieg des cAMP respaiseent-binding proteifCREB)
(Gould and Manji 2002). Duman et al (2000) wiesaschronischer Gabe verschiedener
Antidepressiva (TZA wie Desipramin und ImipramirSF8 wie Fluoxetin und Sertralin) im
Hippokampus von Ratten eine Hochregulierung derr&gioon von CREB-mRNA und eine
Erhéhung der CREB-Proteinspiegel nach. Bei CREB deknes sich um einen
Transkriptionsfaktor, der Gene aktiviert, die nelamaeren Neutrophinen die Expression des
neurotrophischen Proteins BDNF (brain derived neaphic factor) kontrollieren (Gould
and Manji 2002). BDNF hat Einfluss auf die Differserung und das Uberleben von
Neuronen im adulten Hirn (D'Sa and Duman 2002; Gaud Manji 2002) und wird neben
anderen Einflussfaktoren flr neuronale Plastizitdéid eine neuroprotektive Wirkung
verantwortlich gemacht (Itoh et al. 2004).

Die Beobachtung, dass Stress auf der einen undiéprissiva auf der anderen Seite einen
gegensatzlichen Einfluss auf die Neurogenese undrdgiastizitat insbesondere im
Hippocampus nehmen, fiihrte in den letzten Jahteimtensiven Untersuchungen dieser
Mechanismen (D'Sa and Duman 2002; Duman 2004; Dwhah 2000; Fuchs et al. 2004).

2.5 Untersuchung von Angst im Tiermodell
2.5.1 Tiermodelle der Angst

In Tiermodellen wird Angst auf Ebene des Verhaltdegniert. Das Verhalten von Tieren in
einer bedrohlichen, also potentiell angstauslosergluation ist durch Flucht, Abwehr oder

Vermeidung gekennzeichnet.

Grundsatzlich missen zwei Arten von Tiermodellen Alegst unterschieden werden. Zum

einen gibt es Tiermodelle, in denen Tiere direkeimen akuten Angstzustand (state anxiety)
versetzt werden, indem sie mit einer angstausl@ser&ituation konfrontiert werden. Zum

anderen gibt es Tiermodelle, in denen Tiere mitemingegenuber normalen Tieren

gesteigertem angstahnlichem Verhalten geschaffenrdeme deren wesentliches

Verhaltensmerkmal also ein gesteigertes angstétadi¥erhalten ist (trait anxiety) (Belzung

2001; Birbaumer and Schmidt 2003; Rodgers et &71L9

Um das Verhalten der Tiere wahrend einer angstaeistten Situation zu untersuchen (state
anxiety), bedient man sich grundsatzlich zweierat8gien. So werden zum einen
konditionierte Reaktionen der Versuchstiere zusstgichen und haufig schmerzhaften
Ereignissen (z.B. Elektroschocks) und andererseitérliche unkonditionierte Reaktionen
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der Tiere (z.B. Flucht, Vermeidung odegezing Verhalten) zu Stressoren untersucht(Belzung
2001; Birbaumer and Schmidt 2003; Pinheiro et @073 Die auf diese Weise bei normalen
Mausen erfassten Verhaltensweisen entsprechen degstverhalten gesunder Mause. Die
mit gesunden Tieren gemessene Angst entsprichitad@rlichen Angst, welche bei den Tieren
induziert wird (Belzung 2001; Lister 1990). Pattgzhe Angst hingegen zeichnet sich

durch eine gesteigerte bzw. grundlos auftretendgsiaus.

Der elevated plus maze test (Lister 1987) ist zu einem der am weitesten veiden
Verhaltensteste zur Untersuchung von Angst gewof@&izung 2001). Dieser Test wurde
auch in der Studie von Winter et al. (2005) vervené&ur den Test werden die Tiere direkt
aus ihrem Kafig herausgenommen und in dagated plus maze gesetzt. Dies ist eine erhoht
stehende kreuzférmige Testapparatur mit jeweilsi offenen und zwei geschlossen Armen.
Angstliche Tiere bevorzugen aufgrund ihrer nattidic Angst vor Hohe letztere; die Zeit und
Zahl der Eintritte in diese wird wahrend des Tesistriert. Rodgers et al. (1997) wiesen
daraufhin, dass der Grund fir die Verbreitung unguParitat des Tests eher praktischer als

theoretischer Natur ist, da dieser Test schnellainfhch durchfiihrbar ist.

Trait anxiety ist analog zur pathologischen Angst ein bestamdidauernde Merkmal einer
individuellen Personlichkeit. Im Gegensatz zate anxiety, variiert trait axiety nicht von
Augenblick zu Augenblick (Belzung 2001; Lister 1990

Tiermodelle mit trait anxiety bedienen sich zweier Strategien, um Tiere miterin
gesteigerten und damit als pathologisch betraahtétegstverhalten zu erzeugen. Zum einen
gibt es sogenannte Rezeptor Knockout Strategierddren durch die gezielte Deletion eines
bestimmten Genes Tiere mit einem Genotyp erzeugtdeme die ein bestimmtes
angstahnliches Verhalten zeigen, zum anderen wéfelesuchstiere bei der Zucht in Hinblick
auf ihr angstahnliches Verhalten selektiert.

In einem Review fihrt Belzung (2001) an, dass milfeHder Knockout Strategie fast 30
Méauselinien entstanden sind, die einen Phanotypesteigertem angstahnlichem Verhalten
zeigen. Wahrend die Rolle vieler durch den KnocKeetroffenen Gene in der Ausbildung
von emotionalem Verhalten bisher unklar war (MAS@gen, Tumor Nekrose Faktor, TNF),
spiegeln einige dieser Knockoutmodelle ihre verteutRolle in emotionalen Prozessen
wieder. Hierzu gehdort der 5-HA Rezeptor (Gross et al. 2002; Heisler et al. 1988jgrund
der Vielzahl von Genen, deren Knock-out zu einenstaigerten Angstverhalten in
Verhaltenstests fuihrte, muss die Bezeichnung deeimem einzelnen Knockout erschaffenen
Tiere als Modell einer echten pathologischen Argg#r auch detrait anxiety hinterfragt

werden. Dennoch lassen sich mit Hilfe der Knock@&itategien die Rolle einzelner
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Rezeptoren fir die Entstehung von angstahnlichemhalten studieren. Auf die Rolle des
serotonergen Systems und des 5HRezeptors soll im folgenden Abschnitt eingegangen

werden.

Winter et al. (2005) fanden in einem Tiermodell deemsienten cerebralen Ischamie bei
Mausen nach einem 30 min Verschluss der linkenriarteerebri media (IMCAo0) bei der

Untersuchung inglevated plus maze test einen Verhaltensphéanotyp mit auffallig gesteigerte

angstahnlichem Verhalten vor. Neben der ischamisdlision des Striatums konnten die
Autoren auch den Zelltod verschiedener Neurongi iund kontralateralen Regionen des
limbischen Systems und der BG nachweisen. Die sreistieser Regionen stehen in
synaptischen Kontakt mit dem ischamischen Striatsm, dass die Schadigung dieser
Strukturen durch retrograde und transsynaptiscbeeBse bedingt sein kénnte (Nakano et al.
1990; Winter et al. 2005). Neben der ischamisché&sidn des Striatums konnten also auch
extrafokale Neuronendegenerationen die Neurotrasssom und damit auch das Verhalten der

Tiere beeinflussen.

IMCAo konnte also eine weitere Methode darstellam bei Mausen ein gesteigertes
angstahnliches Verhaltentrait anxiety zu erzeugen. Hierbei ist jedoch einschrankend zu
sagen, dass weitere Verhaltensteste erforderliuth, sia derelevated plus maze test alleine
nicht ausreicht, um einen angstlichen Phénotyp nagbkisen (Crabbe et al. 1999). Fur die
Untersuchungen in dieser Studie ist besonders \gjatiiss SSRI bei gesunden Mausen keine
klar anxiolytische Wirkung in@levated plus maze test zeigten (Pinheiro et al. 2007).

Wendet man Validitatskriterien nach Willner (19&dif IMCAo als ein Tiermodell der Angst
an, zeigt sich jedoch, dass die Validitat diesesi®lle hoch ist. Dies gilt sowohl in Hinsicht
auf seine face validility, unter der \oraussetzung, dass man ein gestesgerte
Ruckzugsverhalten irglevated plus maze test als Zeichen gesteigerter Angst akzeptiert, als
auch bzgl. seineronstruct validility, wenn man eine 30 min IMCAo0 mit einer ausgepragten
transienten ischdmischen Attacke (TIA) gleichseds gesteigerte angstahnliche Verhalten
der Maéause im elevated plus maze test konnte also einer Angststorung bei
Schlaganfallpatienten bzw. einer PSAD entspreclerd. seine pradiktive Validitat, zum
Beispiel durch klinisch wirksame Medikamente, isesgés Modell bisher noch nicht
untersucht worden. Diese Untersuchung auf neuroidober Ebene ist Grundlage dieser
Arbeit (vgl. Kap. 3)
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2.5.2 Das serotonerge System in Tiermodellen der Angst

Untersuchungen in Tiermodellen weisen vorrangigadihin, dass eine verringerte 5-HT
Ausschuttung generell eine Angst mildernde Wirkanghaben scheint, wahrend Stress und
Angst zu einer gesteigerten Ausschittung von 5-WT Zentralnervensystem fihren
(Carvalho et al. 2005; Heisler et al. 1998; Kusaeed al. 2004; Olausson et al. 2001; Rex et
al. 2003). Untersuchungen anderer Autoren hierbtaehten jedoch gegenteilige Ergebnisse.
Ihnen zufolge fuhrte eine Schadigung serotonergarrdhe mit folglicher Verminderung des
5-HT zu einem gesteigerten Angstverhalten (Gurtetaal. 2002; Harro et al. 2001).

Fur die unterschiedlichen Ergebnisse in den Tiswaren sind wahrscheinlich eine Vielzahl
von Faktoren verantwortlich, wie die verwendete Zg® die verabreichte Substanz und die
Art des Tests. In Bezug auf die Frage wie die sarge Neurotransmission Angstverhalten
moduliert, muss aufRerdem berucksichtigt werdencheeHirnregion untersucht wird (File et
al. 1996; Griebel 1995; Overstreet et al. 2006)

So scheinen verschiedene Teile des serotonergeen®ydei der Modulierung von Angst
gegensatzliche Funktionen zu Ubernehmen. Beispetsnhemmen serotonerge Projektionen
aus dem MR und DR zum zentralen Hohlengrau unkiomi#rte Angst, wohingegen
serotonerge Projektionen zur Amygdala und zum Rtoattex konditionierte Angst fordern
(Graeff et al. 1997).

Neben der Amygdala und dem Frontalcortex spielete@nlimbische Hirnregionen und Teile
der BG eine wichtige Rolle. Hierbei sind Hippocammpdas Septum, der Hypothalamus, das
zentrale Hohlengrau, weite Teile des Cortex und S@stum zu nennen (Carvalho et al.
2005; File et al. 1996; Millan 2003; Otano et a9%). Um die Rolle von 5-HT bei der
Modulierung von Angst besser zu verstehen, miskenvarschiedene Hirnregionen, in die

serotonerge Projektionen reichen, berlcksichtigtiem.

Zum anderen sind mehrere 5-HT Rezeptorsubtypenngistderhalten beteiligt, einige dieser
Rezeptoren besitzen eine inverse Wirkung. Insbesendierden die 5-HRk-, 5-HT,a, 5-
HT.c, 5-HT3; Rezeptoren mit Angst in Verbindung gebracht (Graé07; Julien 1997; Rang
et al. 1999). Bei der Kontrolle der serotonergenumdgansmission sind die 5-HA
Rezeptoren wesentlich involviert. Gerade in Bezugf @&ngst gilt allerdings zu
bertcksichtigen, dass es zwei unterschiedliche lisskeonen von 5-HJa Rezeptoren gibt.
Sie existieren zum einen prasynaptisch als somatiiische Autorezeptoren serotonerger

Neurone und sind auf dem Zellkdrper und auf dendben der serotonergen Neurone
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lokalisiert. 5-HT;o Rezeptoren sind die vorrangigen Autorezeptoreat@eerger Neurone,
ihre Aktivierung unterdriickt die serotonerge Neransmission im limbischen System
(Graeff 1997; Sotelo et al. 1990; Sprouse and Agghan 1987).

Zum anderen gibt es postsynaptisch gelegene fa-HRezeptoren in Gebieten, in die
serotonerge Neurone projizieren. Hierzu zahlen aeebrale Cortex, septale Kerne, das
Hippocampus und die Amygdala (Pompeiano et al. 199 et al. konnten zeigen, dass die
Stimulation postsynaptischer 5-IhI Rezeptoren im dorsalen Hippocampus sowie in der
Amygdala angstausldésend wirken kdnnen, wahrendStraulation prasynaptischer 5-kl
Autorezeptoren im Bereich der dorsalen Raphe Kemen direkt anxiolytischen Effekt hatte
(File et al. 1996).

Sowohl Agonisten als auch partielle Agonisten desiTsy Rezeptors bewirkten in
Abhangigkeit von der Dosis anxiolytische WirkunganNagetieren, die mit einer Inhibition
der serotonergen Transmission und mit einer veremted Erregung postsynaptischer 5-HT

Rezeptoren korrelierte (De Vry 1995).

Heisler et al (1998) wiesen bei 5-HhTRezeptor Knockout Mausen Verhaltensdnderungen
nach, die auf ein gesteigertes Angstverhalten Ugidhgeitig auf einen antidepressiven Effekt
bei Wegfall des 5-Hia Rezeptoren schlieRen lassen. Umgekehrt konnteveximindertes
angstahnliches Verhalten bei genetisch verandeMaonsen mit Uberexpramiertem 5-FAT
Rezeptor nachgewiesen werden (Kusserow et al. 2004)

Hierzu passend wiesen Winter et al. (Winter e2@05) darauf hin, dass die Zeit der IMCAO0
Mause in den offenen Armen dedevated plus maze negativ mit den 5-HIAA
Konzentrationen in den untersuchten Hirnregionemetierte.

Miyata et al. (2007) konnten zeigen, dass 5-HTamgstahnlichen Verhalten von Mausen im
elevated open platform test involviert ist und die anxiolytisch&Virkung des Citalopram

wiederum uber 5-Hiy Rezeptoren vermittelt wird.

In Ubereinstimmung mit diesen tierexperimentellexiuBiden konnten bei Patienten mit GAD
Veranderungen im serotonergen System nachgewiesedem So konnten bei an GAD
erkranken Patienten im Vergleich zu Gesunden vetente 5-HT Spiegel im Liquor
nachgewiesen werden (Nutt 2001) und bestimmte Ruiyhismen des 5-HE Rezeptors mit
angst- und depressionsrelevanten Personlichkeiszlig Verbindung gebracht werden
(Strobel et al. 2003).
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2.5.3 Wirkung von SSRI bei GAD

Ahnlich wie die Rolle von 5-HT bei der EntstehuramAngst nicht vollstandig geklart ist, ist
auch die anxiolytische Wirkung der SSRI nicht gételerstanden. So gibt es zwei Theorien,
welche die anxiolytische Wirkung der SSRI durch Beeinflussung serotonerger Neurone
bei GAD zu erklaren versuchen (Nutt 2001). Dieeei&eorie geht von einer gesteigerten 5-
HT Ausschittung oder supersensitiven postsyna@is&HT Rezeptoren aus, so dass 5-HT
anxiogen wirkt. Diese Theorie wirde die anfanglidfezschlechterung der Symptome bei
Therapiebeginn durch erhéhte Serotoninspiegel inr @&ynapse als Folge der
Wiederaufnahmehemmung erklaren (Nutt 2001). Diesest®llung steht auch im Einklang
mit dem verstarkten angstahnlichen Verhalten bEiTx Rezeptorknockout Mausen, deren
Verhalten durch eine gesteigerte 5-HT Ausscht{umiglge einer fehlenden Inhibition durch
die Autorezeptoren) erklart wurde (Heisler et &98). In der zweiten Theorie wird vermutet,
dass 5-HT in bestimmten Hirnregionen einen anxsdyien Effekt besitzt und
dementsprechend ein 5-HT Mangel anxiogen wirkt. Bxd¢angliche Verschlechterung der
Symptome erfolgt dieser Theorie zufolge durch diaHbition der serotonergen Transmission
aufgrund der 5-HT-Autorezeptorstimulation. Die Desiivierung der 5-HJa Autorezeptoren
nach langfristiger Behandlung fiihrt zu einer geseen 5-HT Freisetzung damit zur
anxiolytischen Wirkung (Bezchlibnyk-Butler et aD@D; Nutt 2001).
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3 Fragestellung dieser Arbeit

Neuropsychiatrische Folgeerkrankrankungen werderSbtlelaganfallpatienten, insbesondere
mit Lasionen in den BG, héaufig beobachtet (Bebl@letl999). In klinischen Studien wird

von einer hohen Pravalenz von 9-27% von Angstsg@nnunter Schlaganfallpatienten
berichtet (Astrom 1996; Burvill et al. 1995a; CHgtiet al. 1993; Leppavuori et al. 2003;

Robinson 1997).

Winter et al. (Winter et al. 2005) beschriebenimeen Modell transienter fokaler Ischamie in
der Maus (30 min IMCA0) mit nachfolgender Reperbusi(Endres et al. 1998) einen
angstlichen Phanotyp islevated plus maze test.

Verschiedene Teile des serotonergen Systems Ulmeemebei der Modulierung von Angst
gegensatzliche Funktionen (Graeff et al. 1997). Aiessem Grunde missen verschiedene
Hirnregionen, welche durch serotonerge Neuroneruie werden und bei der Entstehung
von Angst eine Rolle spielen, untersucht werdenbddedem serotonergen System spielen
auch das dopaminerge und das noradrenerge beintdgtekiing von Angst eine Rolle. Von
Bedeutung ist auch die Interaktion von serotonergi#wpaminergen und noradrenergen
Neuronen. Sie projizieren aus ihren Kerngebietenlinmbische und zahlreiche andere
Hirnregionen, welche mit der Entstehung der EmoAagst in Verbindung gebracht werden
(Alex and Pehek 2007; Gorman et al. 2002). Hierdlen Striatum, Hippocampus, Hypo-

thalamus, Amygdala, Frontalcortex und Parietalcorte

Citalopram ist das auf das serotonerge System &htissten wirkende SSRI (Hyttel 1994;
Keller 2000). AuRerdem ist klinisch seine Wirksamkei praktisch allen Angsterkrankungen
nachgewiesen (Bouwer and Stein 1998; Koponen ai98l7; Lenze et al. 2005; Lepola et al.
1998; Stein et al. 2001; Varia and Rauscher 200&jaAét al. 1997) und seine anxiolytische
Wirksamkeit ist ebenfalls in Verhaltensexperimenteih Mausen nachweisbar (Miyata et al.
2007).

Es besteht die Hypothese, dass der &ngstliche Bipabei Mausen nach IMCAo einer

Angststérung nach dem Schlaganfall entspricht baw. Tiermodell einer pathologischen

Angst sein konnte und Citalopram als geeigneteseM#ur Behandlung eingesetzt werden
koénnte. Ein wichtiger Schritt zur Klarung diesergdyhese ist die Untersuchung der Wirkung
von IMCAo auf die in der Angstentstehung involvesrtNeurotransmittersysteme sowie des
Einflusses von Citalopram auf die durch IMCAo0 veaghten Veranderungen. Um zu dieser
Klarung beizutragen, wird in der vorliegenden Atkaer Gehalt der Neurotransmitter 5-HT

und des Metaboliten 5-HIAA in den genannten Regionettels High Performance Liquid
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Chromatography (HPLC) bestimmt. Wegen ihrer engeniéghung zum serotonergen System
werden zudem die beiden anderen monoaminergen tdausmitter NA und DA, sowie die
DA- Metabolite DOPAC und HVA gemessen. Ziel der Aitbist es, folgende Fragen zu

beantworten:

1. Welchen Einfluss nimmt Citalopram auf die serotgeer noradrenerge und dopaminerge

Neurotransmission bei gesunden Tieren?

2. Unterscheidet sich die Wirkung von Citalopram awinmaminerge Systeme bei gesunden

Tieren von Tieren mit angstlichem Phanotyp nach Ad€

3. Wie beeinflusst Citalopram die durch IMCAo0 ausgtasveranderungen der

untersuchten Neurotransmitter?
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4 Material und Methoden

4.1 Versuchsaufbau

Alle Tierexperimente wurden unter Einhaltung derseadelichen Tierschutzrichtlinien
durchgefthrt und sind im Tierversuchsvorhaben GZ38/om Berliner Landesamt fir

Gesundheit und Soziales (LAGeSo0) genehmigt worden.

Vierzig 129/SV Wildtyp Mause (ca. 6 Wochen, 20-2%g)rden einer 30 minitigen IMCAo
oder einer Schein Operatioshém) unterzogen wie bei Endres et al (Endres et &8)19
beschrieben. Sieben Tage spater wurden die beidgopén in jeweils zwei weitere Gruppen
unterteilt und mit Citalopram oder NaCl behand#digliche intraperitoneale Injektion von
Citalopram (13 mg/kg), gelost in NaCl (10 mil/kg)eodhls Kontrolle tagliche Injektion von
10ml/kg NaCl). Dementsprechend wurden vier Gruppam Versuchstieren untersucht (Tab
2). Fur die Operation und Behandlung der Tiere bkeaich mich herzlich bei der

Arbeitsgruppe Endres, insbesondere bei M. Balkaya.

Medikament / Pla- | Operation Anzahl der Tiere pfo
cebo Gruppe

Gruppe 1 NacCl sham 11

Gruppe 2 NacCl IMCAo0 10

Gruppe 3 Citalopram sham 9

Gruppe 4 Citalopram IMCAo0 10

Tab. 2: Gruppeneinteilung der Versuchstiere. Di€Ad oder sham operierten Tiere wurden nach 5 Tagén
Citalopram oder zum Vergleich mit NaCl behandelt.

Diese Behandlung der Tiergruppen wurde 8 bis 10n&oaurchgefuhrt. Danach wurden die
Tiere enthauptet und die Gehirne direkt auf Troekereingefroren. Die Préparation der
untersuchten Hirnregionen (Striatum, Hippocampusypdthalamus, Amygdala /

Piriformcortex, Frontalcortex und Parietalcortexen@ild (Paxinos and Franklin 2001) wurde
freundlicher Weise durch Frau Prof. Dr. Horthagtgemommen. Die Untersuchung erfolgte
auf einer Kalteplatte (- 16°C). Die Regionen dekdéin und rechten Hemisphéare wurden

jeweils getrennt prapariert.
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4.2 High Pressure Liquid Chromatographie (HPLC)

Der Gehalt der Neurotransmitter 5-HT, NA, und DAdien untersuchten Hirnregionen wurde
mit Hilfe der HPLC mit anschlieBender elektrocheshex Detektion durchgefiihrt. Um
Hinweise auf die Aktivitat serotonerger und dopaenger Zellen zu erhalten, wurde
aulerdem der Gehalt des 5-HT- Metabolits 5-HIAA aied DA —Metaboliten DOPAC und
HVA bestimmt.

Die HPLC-Analyse setzt sich aus zwei Schritten musan, der Chromatographie und der
guantitativen Messung der Substanzen mittels elekémischer Detektion.

Beim ersten Schritt, der HPLC, handelt es sich @m Trennverfahren, in dem die
Probenflissigkeit mittels einer flissigen PhaseudBEl) unter hohem Druck Uber die
stationdre Phase (Trennsaule) transportiert wird. nhch Wechselwirkung zwischen
stationérer und mobiler Phase unterscheidet mderi-lissigkeitschromatographie folgende
Trennmechanismen: Adsorbtions-, Verteilungs-, l@owstausch-, Ausschluss- und
Affinitatschromatographie. Hauptsachlich findet die Adsorptions-, und
Verteilungschromatographie bei der HPLC Anwendung.

Die Verweildauer (Retentionszeit) der Molekule iar cstationaren Phase ist aufgrund der
unterschiedlich starken Wechselwirkung mit der ®&ehe der stationdren Phase
unterschiedlich lang. So werden in der Probe etghdé Substanzen voneinander getrennt.

Mittels Standardldésungen (externer Standard), veetie zu bestimmenden Neurotransmitter
enthielten, wurden die Retentionszeiten der in Beobe zu erwartenden Substanzen

bestimmt, um sie auf diese Weise klar zuordnentmun&n.

Im zweiten Schritt wurde die Konzentration der getiten Substanzen mit Hilfe eines
Detektors bestimmt. Der in dieser Arbeit benutziekteochemische Detektor erfasste die
Anderung des tiber einer Durchflusszelle in Forneritarbon-Glas Elektrode angelegten
Stromflusses, welche durch Oxidation und Reduktmer zu messenden Substanzen
verursacht wurde. Da die Anderung des Stromfluss@s Menge der oxidierten und
reduzierten Substanzen proportional ist, kann dianttative Bestimmung der Substanzen
ebenfalls mit Hilfe von Standardldsungen erfolgdie, die zu bestimmenden Substanzen in
genau definierter Menge beinhalten (Schwedt 1996).

Bei den Gehaltsbestimmungen der Katecholamine wdeseProben zusatzlich ein interner
Standard (IS) hinzugegeben. Der IS ist eine deerdfatiaminen chemisch ahnliche Substanz,

welche wahrend der Vorbereitung der Proben dieclyési Schritte durchlauft wie die
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Katecholamine. Um wahrend der Probenvorbereitung Katecholamine aufgetretene
Verluste auszugleichen, wurde dann die Konzentratier Probenbestandteile in Relation
zum IS gesetzt (Recovery).

|—> Pumpe — /Tv Detektor
T
I
e

Elutionsmuttel Abfall

Injektionsventil

> 1
Probe U —
.

Datenerfassung

Abb.1 schematische Abbildung einer HPLC - Anlage

Die vier Hauptbestandteile des HPLC-Gerat sind Hienpe, das Einspritzsystem, die
Trennsaule und der Detektor mit Auswertesystem.dizain der Trennsaule befindlichen
Trennpartikel mit einer Grol3e von 3 bis it sehr klein sind, kébnnen hohe Trennstufen
erreicht werden, die aber gleichzeitig die Uberwimgl eines hohen Gegendrucks bei der
Beforderung der flissigen Phase und der Probe dliecfirennsédule erfordern. Alle Teile der
Anlage mussen deswegen moglichst ohne Totraumveluméeinander verbunden und
drucksstabil sein. Der Druck im System muss auferlenstant sein, da sich sonst die

Retentionszeiten der gemessenen Substanzen andern.

Die Injektion der Probe in das System erfolgt nmeen Vier—Wege-Ventil. Die Probe kann so
zunachst drucklos in eine Probenschleife eingegelmden. Nach Umschalten den Ventils
wird die flissige Phase durch die Probenschleifeuggt, so dass die Probe zur Trennsaule
gelangt. Da auch die Temperatur die Durchflussgesschgkeit beeinflusst, wurde die Saule
wahrend der Messungen zusétzlich mit Hilfe einesrifiostats thermostabilisiert (Schwedt
1996).

Die Ergebnisse der einzelnen Messungen werden rm F@nes Chromatogramms, einer

Elutionskurve dargestellt. Sie stellt die Abhéngigk der Konzentration der in der
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Probenflissigkeit enthaltenden Transmitter von kgt dar. Die Flache unter den einzelnen

Peaks entspricht der in der Probe enthaltenen Kdraten des entsprechenden Transmitters.
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Abb.2 (A) Chromatogramm von fD 107 molarer Standardldsung, (B) Chromatogramm vorul 50
Probenflussigkeit aus dem linken Parietalcortex

Die Konzentration der Transmitter konnte durchl@ation der gemessenen Peakflachen der

Proben mit den Peakflachen der Standards mit Imdiamransmitterkonzentration bestimmt
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werden. Unter Berucksichtigung des Gewichts detb®rkonnte anschlieRend der Gehalt

eines Transmitters pro mg Feuchtgewicht der beedckarden.

4.3 Vorbereitung der Proben

Zur notwendigen Vorbereitung der Proben fiir die BRAnalyse wurde das Gewebe gewogen
und in 300ul destilliertem HO (4°C) mittels Ultraschall homogenisiert, um Zedimbranen
aufzubrechen. Ein Aliquot (1p) des Homogenats wurde mit 380von 0.2 molarer
Perchlorsaure versetzt und 20 min lang bei 20.000ch4°C zentrifugiert, um die Reste der
Zellmembranen und andere EiweiRbestandteile désergom Uberstand zu trennen. Dieser
Uberstand wird anschlieRend als Probenfliissigkeiten HPLC-Apparat eingespritzt. 200
des Uberstandes wurden firr die Bestimmung des NiADk abgenommen, eingefroren und
bis zur Bestimmung bei —80°C aufbewahrt. Der vélkelede Uberstand wurde direkt fir die
Bestimmung von 5-HT, 5-HIAA, DOPAC und HVA eingeset

4.4 Messung der Gehalte von 5-HT, 5-HIAA, DOPAC und HVA

Zur Bestimmung von 5-HT, des DOPAC, der 5-HIAA uddA wurden 5Qul des Uberstandes
per Hand in das Injektionsventil (RH 7725, Rheodydetati, USA) in ein HPLC System mit
einer Saule (ProntoSil 120 C18 SHul,5150mm * 3mm, VDS Optilab, Germany) und einer
Carbon-Glas-Elektrode als elektorchemischen Deteditggespritzt. Die angelegte Spannung
betrug 0.8V. Das Laufmittel bestand aus 100mM Natrdihydrogenphosphat, 0.8mM
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA), 1.3 mM 1-Ostdfonsdure und Phosphorsaure, mit
deren Hilfe der pH = 3.9 der mobilen Phase einflesterde. Die Flussrate betrug 500
min. Die Chromatogramme wurden mit einem Datengys(€SW 1.7, Data Apex Ltd.,

Tschechien) aufgezeichnet.

4.5 Messung der Gehalte von DA und NA
4.5.1 Extraktionsverfahren

Zur Bestimmung von NA und DA wurden 2@0des Uberstandes mit @0einer 10’ M 2.3-
Dihydrxybenzylamin - Losung in # als IS versetzt. AnschlieBend wurde 1ml einer

Aluminiumoxidsuspension (1% Aluminiumoxid in 1M $fHCI pH: 8.6 ) zugesetzt. Nach
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dem Vortexen der Proben wurden diese fur 10 mirKiihlschrank bei 4°C geschiittelt und
anschlieBend fiir 1,30 min zentrifugiert. Der Ubamstwurde anschlieRend abgesaugt und das
Pellet mit 1ml Bidest gewaschen und anschlieRerekdauf die gleiche Weise zentrifugiert.
Der Uberstand wurde wieder abgesaugt. Anschlie®amden die gewaschenen Pellets mit
20Qul von 0.1 M Perchlorsaure versetzt, gevortext unsichlieend wieder fur 10 min bei
4°C geschittelt. Zuletzt wurden die Proben eirtekiMal auf gleiche Weise zentrifugiert und

der Uberstand als Probenfliissigkeit verwandt.

4.5.2 HPLC zur NA und DA Bestimmung

Zur Bestimmung von NA und DA wurden #0 des Uberstandes, der aus dem
Extraktionsverfahren gewonnenen Probe in ein HP{§1etn gleichen Aufbaus wie unter 4.2
beschrieben eingespritzt. Das Laufmittel setztdé gesammen aus 100mM Phosphorsaure,
0.1 mM EDTA, 0,5mM Octansulfonsdure sowie 5% MethaMit NaOH wurde ein pH =5
eingestellt. Die FluR3rate betrug §00min und Spannung in der Mel3zelle des Detekt@¥.0
Die Aufzeichnung der Chromatogramme erfolgt wieeurt.4 beschrieben. Zur Berechnung
der Gehalte musste aufgrund des Extraktionsvenfightke Recovery des IS, welche im

Durchschnitt ca. 80% betrug, beriicksichtigt werden.

4.6 Statistische Auswertung:

Die Daten sind als Mittelwerte + SEM (standardoerof the means, Standardfehler des
Mittelwertes) angegeben. Vergleiche der Grupperdemidurch two-way analysis of variance
(ANOVA) und anschlielendem Tukey-Test berechniet.pBNVert< 0.05 wurde als statistisch

signifikant betrachtet.
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5 Ergebnisse

Der Gehalt der Monoamine (5-HT, NA, und DA) und efeMetabolite (5-HIAA, DOPAC
und HVA) wurde in den Regionen Striatum, Hippocas)pHypothalamus, Frontalcortex,
Parietalcortex und Piriformcortex /Amygdala jeweditsder rechten und linken Hemisphéare
bestimmt. Im Nachfolgenden werden die Ergebnisse @ehaltsbestimmungen fir die
einzelnen Transmittersysteme getrennt dargest2it. Wirkungen von IMCAo0, Citalopram
und von Citalopram nach IMCAo auf die Gehalte deufdtransmitter werden im jeweiligen

Abschnitt beschrieben

5.1 Serotonerges System
5.1.1 5-HT Gehalte

Acht bis 10 Wochen nach IMCAo0 konnten bei den mailONbehandelten Tieren signifikante
Anderungen der 5-HT Gehalte im Vergleich zu dbam operierten Tieren nachgewiesen
werden. Im linken Striatum war der 5-HT Gehalt n#diCAo signifikant erhéht (p< 0,05),
wohingegen der 5-HT Gehalt im linken Parietalcorexiedrigt war (p< 0,05; Abb. 3 und 4).

In den Ubrigen Regionen beider Hemispharen mit Absre des rechten Parietalcortex waren
die 5-HT Gehalte nach IMCAo in der Tendenz erhdlemnngleich die Werte fir die einzelnen
Regionen nicht signifikant waren (Abb. 3 und 4).

Die tagliche Behandlung tber 8 bis 10 Wochen gham operierten Tiere mit Citalopram
fuhrte in allen Hirnregionen mit Ausnahme des Raliertex zu tendenziell erhéhten 5-HT
Gehalten gegentber den NaCl / sham Tieren. Sigmfikachgewiesen werden konnte dies
jedoch nur im linken und rechten Striatum (linksdurechts p< 0,05) sowie im rechten
Hippocampus (p< 0.05; Abb. 3). Im Parietalcortex war der 5-HT Geheach Gabe von
Citalopram hingegen vermindert, linksseitig sigcafit (p< 0.05; Abb. 4).
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Abb. 3a: 5-HT linke Hemisphare
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Abb. 3b: 5-HT rechte Hemisphére
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Abb. 3: Konzentrationen von 5-HT im Striatum, Higpmpus und Hypothalamus in der linken (Abb. 3a) und
rechten (Abb. 3b) Hemisphare 10 Wochen nach 30 IMiDAo und Reperfusion oder sham Operation und
anschlieBender Behandlung mit Citalopram oder NaCI129/SV Mé&usen. Daten sind als Mittelwerte £ SEM
von 9 bis 11 Tieren / Gruppe angegeb®np< 0,05Citalopram versus NaCl, *; p< 0,05 IMCAo versusush
Vergleiche der Gruppen wurden durch two-way analg$ivariance (ANOVA) und anschlieBendem Tukeyt Tes
berechnetd NaCl / sham® NaCl / IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram / IMCAo

Die Wirkung von Citalopram auf die 5-HT Gehalte dein IMCAo Tieren unterschied sich
nicht signifikant von der Wirkung besham operierten Tieren (Abb. 3 und A)ie bei den
sham operierten bewirkte Citalopram auch bei del€ANd Tieren in den subcorticalen
Regionen eine Erhdhung des 5-HT Gehaltes beidggeitiStriatum (p < 0,05) und einseitig
im rechten Hippocampus (p < 0,05) sowie eine eiiggei Erniedrigung im linken
Parietalcortex (p < 0,05; Abb. 3 und 4).
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Abb. 4a: 5-HT linke Hemisphare
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Abb. 4b: 5-HT rechte Hemisphére
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Abb. 4: Konzentrationen von 5-HT im Frontalcort®grietalcortex und Piriformcortex / Amygdala in diaken
(Abb. 4a) und rechten (Abb. 4b) Hemisphare 10 Wochach 30 min IMCAo und Reperfusion oder sham
Operation und anschlieBender Behandlung mit Citalopoder NaCl bei 129/SV Mausen. Daten sind als
Mittelwerte £ SEM von 9 bis 11 Tieren / Gruppe eggben. #: p< 0,06italopram versus NaCl, *: p< 0,05
IMCAo versus sham. Vergleiche der Gruppen wurderchl two-way analysis of variance (ANOVA) und
anschlieBendem Tukey- Test berechE-tNaCl / sham® NaCl / IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram

/ IMCAo0

5.1.2 5-HIAA Gehalte

Im Gegensatz zu den 5-HT Gehalten konnte durch\idegieich von mit NaCl / sham und
NaCl / IMCAo Mausen in keiner der untersuchten Higionen eine signifikante Wirkung
von IMCAo auf den Gehalt des 5-HT Metaboliten 5-lAlAachgewiesen werden (Abb. 5 und
6). Bei sham Mausen hingegen bewirkte die chroeisBehandlung mit Citalopram im
Vergleich zu NaCl eine signifikante Reduktion deHB\A Spiegel im Striatum (links und
rechts p< 0,001), Hippocampus (links und rechts 0,001), Hypothalamus (links und rechts

p < 0,01). Auch in den corticalen Regionen zeigte sichTrend zu verminderten der 5-HIAA

41



Abb. 5a: 5-HIAA linke Hemisphére
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Abb. 5b: 5-HIAA rechte Hemisphére
- 1000 - 1000 -
900 900 1
600 - 800 £ 800
e “ 2 #
g 500 4 ### 700 4 % 700 - ##
1 o]
5 i 600 1 £ 600 - T
£ 4004 500 - S 500
=1 []
2 00 400 | T 400
2 300 E a0
é b 200 1 g 200
100 - 100 | 100 -
§ 0 0
Hippocampus Hypothalamus

Striatum

Abb. 5: Konzentrationen von 5-HIAA im Striatum, Kipcampus und Hypothalamus in der linken (Abb. %) u
rechten (Abb. 5b) Hemisphare 10 Wochen nach 30 IMiDAo und Reperfusion oder sham Operation und
anschlieBender Behandlung mit Citalopram oder NCI129/SV Mé&usen. Daten sind als Mittelwerte £+ SEM
von 9 bis 11 Tieren / Gruppe angegebét. p< 0,01;###: p< 0,001Citalopram versus NaCl, Vergleiche der
Gruppen wurden durch two-way analysis of varianBBI@QVA) und anschlieRendem Tukey- Test berechnet.
O NaCl / sham® NaCl / IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram / IMCAo

Gehalten, aber lediglich im linken Frontalcortex<(p,05) war dies signifikant. Im Vergleich
von mit NaCl und Citalopram behandelten IMCAo Treeigten die Citalopram / IMCAO0
Tiere die gleichen Verminderungen der 5-HIAA Splegie Citalopram / sham Tiere. Ob die
Tiere vor der Behandlung mit Citalopram einer IMCédaer einesham Operation unterzogen
wurden, wirkte sich dementsprechend nicht nachwaeiabf 5-HIAA Gehalte aus (Abb.5 und
6).
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Abb. 6a: 5-HIAA linke Hemisphére
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Abb. 6b: 5-HIAA rechte Hemisphére
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Abb. 6: Konzentrationen von 5-HIAA im FrontalcorteRarietalcortex und Piriformcortex / Amygdala iard
linken (Abb. 6a) und rechten (Abb. 6b) Hemisph&eaeMNochen nach 30 min IMCAo und Reperfusion odensha
Operation und anschlielender Behandlung mit Citalopoder NaCl bei 129/SV Mausen. Daten sind als
Mittelwerte + SEM von 9 bis 11 Tieren / Gruppe @ggben. #: p< 0,06italopram versus NaCl. Vergleiche der
Gruppen wurden durch two-way analysis of variangBl@VA) und anschlieendem Tukey- Test berechnet.
O NaCl / sham® NaCl / IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram / IMCAo
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Abb. 7a: 5-HIAA / 5-HT linke Hemisphéare

0,9 54 09 1
5
T 084 ) 084 ¢ ,
i 07 - il 07 4 #
z 06 " 0,6 4 I
05 o | . 05 -
F 041 T 04
[ 24 T '
2 03 0,31
L
0 02 - 1 0,2 4
]
01+ 0,1
0 0 0
Striatum Hippocampus Hypothalamus
Abb. 7b: 5-HIAA / 5-HT rechte Hemisphére
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Abb. 7: Molare 5-HIAA / 5-HT Ratio im Striatum, Hy@campus und Hypothalamus in der linken (Abb. Ta) u
rechten (Abb. 7b) Hemisphéare 10 Wochen nach 30MBAo0 und Reperfusion oder sham Operation und
anschlieBender Behandlung mit Citalopram oder M&CL29/SV Mé&usen. Daten sind als Mittelwerte £+ SEM
von 9 bis 11 Tieren / Gruppe angegeb&np< 0,05;##: p< 0,01;###: p< 0,001Citalopram versus NaCl,
Vergleiche der Gruppen wurden durch two-way analg§ivariance (ANOVA) und anschlieBendem Tukeyt Tes
berechnetd NaCl / sham® NaCl / IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram / IMCAo

5.1.3 5-HIAA / 5-HT Ratio

Die Berechnung des molaren Verhaltnisses zwischEAB und 5-HT aus den unter 5.1.1
und 5.1.2 beschriebenen Werten weist auf den UmémngMetabolisierung von 5-HT hin
(Abb. 7 und 8). Bei NaCl behandelten Tieren zeigt€ Ao gegenubesham keine signifikant
nachweisbare Wirkung auf die molare 5-HIAA / 5-H&tR.

Citalopram bewirkte sowohl bei den sham operiefieren als auch bei den IMCAo0 Tieren
eine ausgepragte Verminderung der molaren 5-HIBAIT Ratio in den subcorticalen

Regionen der rechten und linken Hemisphare, Stndtinks und rechts g 0,001),
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Abb. 8a: 5-HIAA/ 5-HT linke Hemisphéare
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Abb.8 : Molare 5-HIAA / 5-HT Ratio im Frontalcorte®arietalcortex und Piriformcortex / Amygdala rr de
linken (Abb. 6a) und rechten (Abb. 6b) Hemisph&eMNochen nach 30 min IMCAo und Reperfusion odensha
Operation und anschlielender Behandlung mit Citalopoder NaCl bei 129/SV Mausen. Daten sind als
Mittelwerte + SEM von 9 bis 11 Tieren / Gruppe eggben#: p< 0,05;##: p< 0,01Citalopram versus NacCl,
Vergleiche der Gruppen wurden durch two-way analgs$ivariance (ANOVA) und anschlieBendem Tukeyt Tes
berechnetd NaCl / sham® NaCl / IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram / IMCAo

Hippocampus (links und rechts0,01) und Hypothalamus (links$ 0,05 und rechts g
0,01). Im Frontalcortex konnte eine VerminderungctluBerechnung der Ratio beidseitig
nachgewiesen werden (links0.05 und rechts g 0.01). Dagegen zeigte die Ratio im
Parietalcortex und im Piriformcortex / Amygdala keine signifikanten Unterschiede.
Zwischen den Citalopram / IMCAo und den Citaloprdnsham Tieren konnten keine
signifikanten Unterschiede der 5-HIAA / 5-HT Ratiachgewiesen werden.

Insgesamt wurden demnach aufgrund der Gehaltsbastigen von 5-HT und 5-HIAA keine
unterschiedlichen Wirkungen von Citalopram auf dasotonerge System bei IMCAo und
sham Mausen gefunden.
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5.2 Noradrenerges System, NA Gehalte

Bei den mit NaCl behandelten Mausen konnte nachAbME€ine Erhdhung der NA Spiegel im
linken Striatum (p< 0.05) und im rechten Frontalcortex €0.05) gegeniber desham
operierten Tieren nachgewiesen werden. Die in dieigén Regionen gemessene NA Gehalte
bei den IMCAo Tieren unterschieden sich nicht digant von densham operierten Tieren
(Abb. 9 und 10).

Abb. 9a: NA linke Hemisphére
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Abb. 9b: NA rechte Hemisphare
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Abb. 9: Konzentrationen von NA im Striatum, Hippogaus und Hypothalamus in der linken (Abb. 9a) und
rechten (Abb. 9b) Hemisphare 10 Wochen nach 30 IMiDAo und Reperfusion oder sham Operation und
anschlieBender Behandlung mit Citalopram oder N&CI129/SV Mausen. Daten sind als Mittelwerte + SEM
von 9 bis 11 Tieren / Gruppe angegeben. ** p< MOTAo0 versus sham Vergleiche der Gruppen wurdectdu
two-way analysis of variance (ANOVA) und anschlie@em Tukey- Test berechnE NaCl / sham® NacCl /
IMCAo, O Citalopram / shand Citalopram / IMCAo
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Die Behandlung der sham operierten Mause mit Gitalm fuhrte zu keinen signifikanten

Anderungen der NA Gehalte im Vergleich zu den shahaCl Tieren. Bei den IMCAo

Mausen hatte die Behandlung mit Citalopram ebentadinen Einfluss auf die NA Gehalte.

Dies gilt insbesondere fur die unverédndert erhoitign Gehalte im linken Striatum und

rechtem Frontalcortex (Abb. 9 und 10).
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Abb. 10a: NA linke Hemisphére
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Abb. 10b: NA rechte Hemisphére
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Abb. 10: Konzentrationen von NA im Striatum, Hippoatpus und Hypothalamus in der linken (Abb. 10a) und
rechten (Abb. 10b) Hemisphare 10 Wochen nach 30ImM®Ao und Reperfusion oder sham Operation und
anschlieBender Behandlung mit Citalopram oder N&CI129/SV Mausen. Daten sind als Mittelwerte + SEM
von 9 bis 11 Tieren / Gruppe angegeben. * p< 0,CAd versus sham Vergleiche der Gruppen wurdenhdurc
two-way analysis of variance (ANOVA) und anschlie@em Tukey- Test berechn@ NaCl / sham® NacCl /

IMCAo, B Citalopram / shanld Citalopram / IMCAo
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5.3 Dopaminerges System
5.3.1 DA, DOPAC und HVA Gehalte

Bei mit NaCl behandelten M&usen konnte 8 bis 10Womach IMCAo ein Abfall des DA-
Spiegles auf 56, 26% + 4,88 im Vergleich zu dieaam Tieren im linken Striatum
nachgewiesen werden €0,001). Auch die Gehalte der Metabolite DOPAG (001) und
HVA (p < 0,001) waren im linken Striatum bei den NaCl / IMCMausen gegeniber den

NaCl / sham Mausen stark vermindert (Abb. 11a).

Abb. 11a: DA, DOPAC und HVA linkes Striatum
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Abb. 11b: DA, DOPAC und HVA rechtes Striatum
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Abb 11: Konzentrationen von DA, DOPAC und HVA imKken (Abb. 11a) und rechten (Abb. 12b) Striatum 10
Wochen nach 30 min IMCAo und Reperfusion oder sh@peration und anschlieRender Behandlung mit
Citalopram oder NaCl bei 129/SV Mausen. Daten sildMittelwerte + SEM von 9 bis 11 Tieren / Gruppe
angegeben. #: p< 0,08# p< 0,01Citalopram versus NaCl, ***: p< 0,001 IMCAo verssisam. \Vergleiche der
Gruppen wurden durch two-way analysis of varian8BIQVA) und anschlieRendem Tukey- Test berechnet.
O NaCl / sham® NaCl / IMCAo, D Citalopram / shan[d Citalopram / IMCAo
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In den anderen untersuchten Regionen fuhrte IMC&aén mit NaCl behandelten Mausen
(rechtes Striatum (Abb.11b), Frontalcortex (Tab. i&) Piriformcortex / Amygdala (Tab. 4)
und Hypothalamus (Tab. 5)) zu keinen signifikanteranderungen der DA-, HVA- oder
DOPAC Gehalte.

Bei den sham operierten Tieren war die Wirkung von Citalopramf a@ie DA Gehalte
ebenfalls auf das linke Striatum begrenzt. Bei sleaum Tieren bewirkte Citalopram in dieser
Region eine Erhdhung des DA Gehalts auf 110,68% % des bei den mit NaCl behandelten
Tieren gemessenen Wertes{p,01). Fur die HVA und DOPAC Konzentrationen kambei
den sham Tieren durch die Behandlung mit Citalopram jedok&ine signifikanten

Veranderungen gemessen werden (Abb. 11a).

Frontalcortex
Gruppe Hemisphéare DA
(pg / mg Feuchtgewicht)
NaCl / Sham links 29,7+ 5.4
rechts 27,9+ 4,9
NaCl / IMCAo links 37,2+ 8,7
rechts 49,6+ 7,5
Citalopram / Sham links 37,0+ 13,7
rechts 42,3+ 6,2
Citalopram / IMCAo0 links 355+ 11,9
rechts 31,0+ 3,8

Tabelle 3: DA Gehalte im linken und rechten Framagex. Daten sind als Mittelwerte + SEM von & Hil
Tieren / Gruppe angegeben

Der als Folge der IMCAo aufgetretene Verlust an iDAlinken Striatum konnte durch die
Behandlung mit Citalopram signifikant reduziert dem (p < 0,05). Bei den mit Citalopram
behandelten IMCAo0 Tieren war der DA-Spiegel ledinli80,41 + 8,63% reduziert, wahrend
bei den mit NaCl behandelten IMCAo Tieren der DAegpl auf 56, 26 + 4,88% des

Kontrollwertes abfiel. Citalopram hatte keinen Hiss auf die Verminderung des DA -
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Metaboliten DOPAC im linken Striatum bei den IMCA@ren. Die Verringerung von HVA
im linken Striatum war nach Behandlung mit Citakprbei den IMCAo Tieren nicht mehr
signifikant (Abb.11a).

Auf die DA-, HVA- und DOPAC Gehalte im rechten &tum, im Frontalcortex (Tab. 3), im
Piriformcortex / Amygdala (Tab. 4) und im Hypothadus (Tab. 5) zeigte Citalopram auch

bei den IMCAO Tieren keinen signifikanten Einfluss.

Piriformcortex / Amygdala
Gruppe Hemisphare DA DOPAC
(pg / mg Feuchtgewicht) | (pg/ mg Feuchtgewicht)
NaCl / Sham links 1843+ 40,5 165,4+ 31,5
rechts 178.2+ 29 4 188,5+ 30,2
NacCl / IMCAo links 171,6+ 22,5 150,5+ 14,2
rechts 247.9+ 38,4 227,9+ 35,9
Citalopram / Sham links 188,6+ 18,6 176,0+ 22,2
rechts 201,9+ 28,3 192,2+ 29,6
Citalopram / IMCAo0 links 190,3+ 53,9 157,2+ 18,2
rechts 247 4+ 52,5 270,8+ 52,5

Tabelle 4: DA und DOPAC Gehalte im linken und rechipiriformen Cortex / Amygdala. Daten sind als
Mittelwerte + SEM von 9 bis 11 Tieren / Gruppe aggben.
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Hypothalamus

Gruppe Hemisphare DA DOPAC
(pg / mg Feuchtgewicht) | (pg / mg Feuchtgewicht)

NaCl / Sham links 254.9+ 23.0 260,6+ 26,8
rechts 3273+ 357 246,4+ 22,0

NacCl / IMCAo links 349 8+ 43,7 250,8+ 20,2
rechts 323,4+ 43,9 285,3+ 19,7

Citalo / Sham links 350,2+ 33,4 268,1+ 26,1
rechts 3155+ 219 330,1+ 30,8

Citalo / IMCAo0 links 4231+ 65,1 329,8+ 38,8
rechts 284.7+ 24,5 290,4+ 28,1

Tabelle 5: DA und DOPAC Gehalte im rechten undtdim Hypothalamus. Daten sind als Mittelwerte + SEM
von 9 bis 11 Tieren / Gruppe angegeben.
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6 Diskussion

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass d@ngthe systemische Gabe von Citalopram
einen je nach untersuchter Hirnregion und Hemigphirterschiedlichen Einfluss auf die
serotonerge, noradrenerge und dopaminerge Systesibtalm Folgenden soll die Wirkung
von Citalopram auf diese drei Neurotransmittersysteliskutiert werden.

6.1 Serotonerges System

6.1.1 Regionale Unterschiede in der Wirkung von Citalopram auf die 5-
HT und 5-HIAA Gehalte

6.1.1.1 5-HT Gehalte

Die durch die chronische Gabe von Citalopram beerrk/erdnderungen der 5-HT Gewebe —
Konzentration waren regional sehr unterschiedlisihe Erh6éhung des 5-HT-Spiegels trat nur
im linken und rechten Striatum sowie im rechtengeipampus auf (Abb. 3) Dieser Anstieg
von 5-HT kann durch zwei unterschiedliche Mechaeisrnedingt sein:

(1) Durch die verminderte Ruckresorption ist deisgnaptische Abbau von 5-HT durch die
MAO gestort und der extrazellulare Anteil von 5-ldihoht. Eine durch akute, systemische
Gabe von SSRI bewirkte Erhéhung des extrazellul&eil wurde im Hippocampus, im
Hypothalamus, in den Raphekernen und im Frontagoder Ratte mittels Mikrodialyse
nachgewiesen (Fuller 1994). Der Umfang dieser 58#1ohung unterschied sich jedoch stark
je nach untersuchter Hirnregion. So konnte nachl&&Re eine drei bis fliinffache Erhéhung
von extrazellularem 5-HT im Striatum (Perry andl&ul992) und Hippocampus (Sabol et al.
1992) nachgewiesen werden, wahrend die Steigerueg ektrazellularen 5-HT im
Frontalcortex (Bel and Artigas 1992; Invernizziaét1992) nur etwa das Zwei- bis Dreifache
betrug. Der genaue Grund fir diese Differenzenadbch nicht klar. Zahlreiche Studien
weisen darauf hin, dass sowohl die unterschiedlsgtetonerge Innervation aus den MR und
DR als auch die 5-Hh-Autorezeptoren fir die regionalen Differenzen mrantwortlich
sind (Hjorth et al. 2000).

Der indirekte Agonismus an den 5-HTAutorezeptoren durch Citalopram fuhrte demnach
dazu, dass eine geringere Steigerung der extrémelu 5-HT Konzentration im DR
innervierten Frontalcortex als im MR innerviertearshlen Hippocampus gefunden wurde.
Letzteres wurde darauf zuriickgefuhrt, dass dievitéti der DR starker als die Aktivitat der

MR gehemmt wurde (Invernizzi et al. 1992; 1997)Ulpereinstimmung hiermit konnte auch
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fur die 5-HT;a Rezeptorantagonisten Ipsaspiron (Casanovas angja#\rt1996) und
Alnespiron (Casanovas et al. 1997) eine starkererdnickung der 5-HT- Ausschuttung im
Frontalcortex als im Hippocampus nachgewiesen werde

Die in dieser Studie durchgefihrte Messung von 54HiT Gesamtgewebe erlaubt keine
Differenzierung zwischen intra- und extrazellularesaHT. Die nur in der Tendenz
vorhandene Erhohung der 5-HT Konzentration im Faidwotrtex (Abb. 4) nach chronischer
Citaloprambehandlung kénnte in Zusammenhang mit w@erschiedlichen sertonergen
Innervierung und in Ubereinstimmung mit dem Akugkff von Citalopram (Fuller 1994)
durch eine geringere Steigerung von extrazellul&ddT im Vergleich zu Hippocampus und
Striatum bedingt sein. Aul3erdem muss beriicksichtigtden, dass durch die chronische
Verabreichung von Citalopram adaptive Vorgange én skerotonergen Neurotransmission,
beispielsweise eine Desensitivierung oder Downgdgui von 5-HTa Rezeptoren, ausgeldst
werden, und diese adaptiven Veranderungen in dezreleen Hirnregionen unterschiedlich
sein konnten.

(2) Die Erhohung der 5-HT Gehalte kann aber audheme von Citalopram induzierte
verstarkte Synthese und Speicherung von 5-HT isedidRegionen hindeuten. Dies kdnnte als
Folge der durch Citalopram verstarkten serotonelgemrotransmission (Bezchlibnyk-Butler
et al. 2000) auftreten. In diesem Zusammenhangoistbesonderem Interesse, dass 4 und 8
Wochen nach chronischer Behandlung mit dem SSRbxéklin eine Hinaufregulation der
Tryptophanhydroxylase 2 mRNA im Mittelhirn nachgesgen wurde (Shishkina et al. 2007).
Eine Erh6hung der 5-HT Synthese ist auch fur digidaepressive Wirkung von Citalopram
bei Mausen mitentscheidend (Cervo et al. 2005).

Der im linken Parietalcortex beobachtete Abfall de$iT-Spiegels (Abb. 4) weist auf
unterschiedliche adaptive Vorgénge in dieser Regiaer der chronischen Behandlung mit

Citalopram hin.

6.1.1.2 5-HIAA Konzentrationen

5-HIAA entsteht hauptsachlich aus dem 5-HT, welchesch Ausschittung in den
synaptischen Spalt wieder in die Zelle aufgenommed intrazellular metabolisiert wird
(Commissiong 1985). Eine Hemmung der 5-HT Wiederalume durch Citalopram fuhrt
dementsprechend zu einer Verringerung der Metabnlisg von 5-HT und damit zu einem
geringeren Abbau. Citalopram fihrte im Striatum,ppticampus, Frontalcortex und
Hypothalamus, nicht aber in Piriformcortex / Amydaund Parietalcortex zu einer

Verringerung der 5-HIAA Gehalte. Diese regionalarathiedliche Beeinflussung des 5-HT
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Turnovers zeigt, dass neben der unterschiedlicleeotaergen Innervation der Regionen
noch weitere Faktoren fur die regional untersciocbén Wirkungen von Citalopram eine
Rolle spielen muissen. Die regionalen Unterschiedgn&n nicht allein auf die
unterschiedliche Innervierung von verschiedenenhRdfernen zuriickgefiihrt werden, da
z.B. Parietalcortex, Striatum und Frontalcortexwiegend durch die DR innerviert werden.
(Graeff 1997). Bei den im Piriformcortex / Amygdalad den Hippocampus gemessenen 5-
HT und 5-HIAA Konzentrationen muss zusatzlich bé&sichtigt werden, dass diese
Regionen sowohl durch MR als auch durch DR innerwerden (Graeff 1997).

Die regionalen Unterschiede konnen auch mit unbéegéicher Expression von 5-HT
Rezeptor-Subtypen in Zusammenhang stehen. Im Dgisdt sich der unterschiedliche
Einfluss von Citalopram auf die serotonerge Trassmn nicht erklaren. Die auf den
serotonergen Nervenendigungen liegenden 5sHutorezeptoren und postsynaptische 5-
HT.a Rezeptoren (Bosker et al. 1997; Hajos et al. 1888jrollieren ebenfalls die Aktivitat
serotonerger Neurone (Hjorth et al. 2000; Robertl.€1998). Eine Steigerung von 5-HT in
der Synapse durch die Wiederaufnahmehemmung dutalo@am wirde folglich zu einer
Stimulation dieser Rezeptoren fiuhren. Ein Uber eli@giteren Rezeptoren vermitteltes
Feedback konnte zusammen mit weiteren, bisher wammtén Faktoren zu den regional
unterschiedlichen Wirkungen von Citalopram beiggtrahaben. In ihrer Summe konnten sie
auch dazu gefuhrt haben, dass im Piriformcortexmygdala und im Parietalcortex im
Gegensatz zu den anderen Regionen kein EinflusQiatopram auf die 5-HIAA Gehalte
und die molare 5-HIAA / 5-HT Ratio nachweisbar war.

6.1.2 Wirkung von Citalopram auf das serotonerge System nach
IMCAo

In dieser Studie konnte durch die 5-HT und 5-HIAAHaltsbestimmungen kein Nachweis fur
eine spezifische Wirkung des Medikamentes auf @sst@nerge System bei den IMCAo
Tieren erbracht werden. Interessant ist, dass wedgalopram noch IMCAo zu
nachweisbaren Veranderungen im Piriformcortex / §daja fuhrten, trotz der nachweislich
wichtigen Rolle dieser Region in der Entstehung Yargst (Garakani et al. 2006; Millan
2003).

Das Fehlen einer spezifischen Wirkung von Citaedaprauf das serotonerge System ist vor

dem Hintergrund der vor der HPLC Analyse durchgegihVerhaltensuntersuchungen und
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des nachgewiesenen Einflusses von 5-HT auf andsiies Verhalten (siehe
Literaturibersicht 2.5.1.1) ein unerwartetes Ergebbie in dieser Studie untersuchten
Mause wurden in verschiedenen Verhaltenstests raggt@hnlichesgevated plus maze test,
Dark light box und Novelty induced feeding suppression) und depressive$¢rsolt swim test,
Sucrose consumption test) Verhalten untersucht. In diesen Tests zeigtenN#HEI / IMCAO
Mause sowohl gesteigertes angstdhnliches als awegteskives Verhalten. Durch die
Behandlung mit Citalopram glich sich jedoch dashddten der IMCAo Tiere desham
operierten Tieren an. Bei deham operierten Tieren hingegen zeigte die Behandluitg m
Citalopram im Vergleich zu NaCl keinen signifikamteEinfluss auf die untersuchten

Verhaltenweisen (unveroéffentlichte Daten, M. Balikay

Dennoch kann eine Uber das serotonerge System ttedtenianxiolytische Wirkung von
Citalopram durch Beeinflussung des serotonergete®ysdurch diese Gehaltsbestimmungen
nicht ausgeschlossen werden. Denn zum einen koOrmthech die Bestimmung im
Gesamtgewebe keine Unterschiede zwischen extrégeltu und intrazellularen 5-HT
Mengen erfasst werden. Zum anderen wére es derddss,die Konsequenz der Wirkung von
Citalopram auf die serotonergen Neurone im gesgtéaiHirn der IMCAo Maus eine andere
ist als bei den sham operierten Tieren. Diese Amguation wird sowohl durch die
anxiolytische Wirkung von Citalopram bei den IMCM#ausen (unveréffentlichte Daten, M.
Balkaya et al.) als auch durch die Veréanderungemampaminergen System unterstitzt (vgl.
6.3.3).

6.2 Noradrenerges System

6.2.1 Wirkung von Citalopram auf das noradrenerge System bei sham

operierten Tieren

Citalopram zeigte keinen Einfluss auf NA Gehalté $leam operierten Tieren (Abb. 9 und
10). Dieser Befund stimmt mit der sehr selektiVéimkung des Medikamentes auf die 5-HT
Wiederaufnahme gegenuber der NA WiederaufnahmeeiibéBezchlibnyk-Butler et al.

2000). Andererseits schlieen die Messungen eimehdGehaltsbestimmungen nicht zu
beobachtende Interaktion zwischen dem serotonengdndem noradrenergen System nicht

aus, da maglicher Weise geringe Veranderungen deddsschittung nicht erfasst werden.
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6.2.2 Wirkung von Citalopram auf das noradrenerge System bei IMCAo

Tieren

Die im Vergleich zu sham Tieren erhbhten NA Gehaléeh 30 min. IMCAo im linken
Striatum und im rechten Frontalcortex wurden beredn Winter et al. (2005) beschrieben
und auch diskutiert. Die NA Zunahme resultiert daoinmadglicherweise durch Einwachsen
sympathischer noradrenerger Fasern des oberen sBamgganglions. Eine Reihe von
Studien zu Hirnldsionen zeigten diesen Effekt (Chvat 1987; Jackisch et al. 1995). Die
anatomische Nahe zum Frontalcortex kdnnte einetigdor Anstieg der NA Konzentration
durch einsprossende noradrenerge Fasern erklaren.

Die nach Gabe von Citalopram unverdndert erhdhtén Géhalte bei den Citalopram /
IMCAo Tieren weisen auf einen fehlenden Einfluss di#edikamentes auf diese Vorgange
hin. Da die Gabe von Citalopram aber einen anxsdifen Effekt bei den IMCAo Tieren
hatte, ist eine Beeinflussung dieser Vorgange bHemicht fir die anxiolytische Wirkung
des Medikamentes erforderlich. Umgekehrt konnts dedeuten, dass die Steigerung der NA
Gehalte auch nicht im Zusammenhang mit dem gestergengstahnlichen Verhalten der
Tiere nach IMCAO steht.

Diese Uberlegung ermdglicht eine interessante Almneg des durch IMCAo induzierten
Angstverhaltens gegeniber Studien, die eine erhBhktwitat noradrenerger Neurone mit

Angsterkrankungen in Verbindung bringen (Gormaal €2002).

6.3 Dopaminerges System

Citalopram bewirkte im linken Striatum eine sigkénte Erhhung des DA Gehalts bei den
sham Tieren. Bei den IMCAo0 Tieren verminderte ©jpaam in der gleichen Region den in
Folge der Ischdmie aufgetretenen Verlust an DA.ekb@lb des linken Striatums konnte in
keiner der untersuchten Regionen eine Wirkung votaldpram auf die DA Gehalte

nachgewiesen werden. Da sich die Wirkung von Qi@ auf das serotonerge und das
noradrenerge System bei sham und IMCAo Tieren niciérschied, sind die beobachteten
Veranderungen der DA Gehalte im linken Striatum fsesonderem Interesse. Hierfir spricht
auch, dass eine Korrelation zwischen der anxialggs Wirkung des Citalopram und der
Reduzierung des DA Verlustes im linken Striatumugeen werden konnte (unverdéffentlichte
Daten M. Balkaya et al.). Die Mechanismen, Uber @i@lopram den DA Gehalt bei den

sham Tieren (s. 6.3.2) und bei den IMCAo0 Tieren (s..B)3erhohte, unterscheiden sich

wahrscheinlich und sollen daher im Nachfolgenddreget diskutiert werden.
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6.3.1 Seitenunterschiede in der Wirkung von Citalopram

Die alleinige Erhdhung des DA Spiegels im linkanaBum spricht dafir, dass Citalopram
auf dopaminerge Neurone, welche das linke Striatunervieren, einen anderen Einfluss
ausubt als auf die entsprechenden Neurone dereredhémisphéare (Abb. 11). Auch im
serotonergen System konnte eine unterschiedliclentBessung in der rechten und linken
Hemisphéare im Hippocampus, Parietalcortex und Rtoattex durch chronische Gabe von
Citalopram nachgewiesen werden (Abb. 3 und AbbSéijtenunterschiede in der Wirkung des
Antidepressivums Clomipramin auf die serotonergen wopaminergen Systeme in der
rechten und linken Hemisphare konnten auch in aduRatten, die kurz nach ihrer Geburt
mit dem Medikament behandelt worden waren, durcktiBenung der 5-HT- und DA
Gewebekonzentrationen gezeigt werden (Anderseh 20@2). Die unterschiedliche Wirkung
von Citalopram auf die rechte und linke Hemisphkdante ahnlich wie bei regionalen
Unterschieden durch unterschiedliche Rezeptonhenigen oder Adaptionsmechanismen
bedingt sein. Dies deutet auf eine unterschiedlimgktion beider Hemispharen hin.

Hinweise in Bezug auf die unterschiedliche Funktilan nigrostriatalen Systeme der linken
und rechten Hemisphare sind bereits in frihereni&tugefunden worden. So gelang es in
der Ratte im linken Striatum 23 % mehy Rezeptoren als im rechten Striatum nachzuweisen
(Schneider et al. 1982). Die unterschiedliche pla&otogische Beeinflussbarkeit beider
nigrostriataler Systeme in Ratten konnte dartibeads nach Behandlung mit Amphetamin
(Robinson et al. 1980) oder Scopolamin (Thiel adkdv&rting 2001) beobachtet werden.

Die einseitige Erhéhung der DA-Konzentration inkkn Striatum bei desham Tieren durch
die chronische Behandlung mit Citalopram ist dammer weiterer Hinweis auf die
Unterschiede zwischen dem rechten und linken nigadalen System.

Der Befund, dass das anxiolytisch wirkende Citadoprselektiv auf das linke nigrostriatale
System der Mause wirkt, ist deswegen von hohenrdsse, weil man vermutet, dass die
anxiogene Wirkung von Amphetamin, zumindest teibg@eauch aus der unterschiedlichen
Beeinflussung der dopaminergen Systeme, welche lidken und rechten Frontalkortex
innervieren, resultiert (Thiel and Schwarting 200H6here DA-Spiegel im rechten
Frontalkortex bei Ratten korrelierten mit einemtgegerten Angstverhalten iglevated plus
maze (Schwarting et al. 1998).

Auf die unterschiedliche Funktion beider Hemisphawnd damit auch der dazugehérigen

Neurotransmittersysteme bei der Entstehung von tAdgsten auch die Untersuchungen bei
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Schlaganfallpatienten hin. Die GAD ist bei Schldg#dpatienten haufig mit Lasionen des
linken dorsolateralen Frontallappens assoziiertpflasuori et al. 2003; Robinson 1997,
Starkstein et al. 1990). Als mogliche Ursache fig Haufig gemeinsam mit der GAD

auftretende PSD wurde eine L&sion der linken sfirabtalen Regelkreise vermutet

(Narushima et al. 2003). Analog zu diesen Befurtsgm Menschen konnte auch bei Mausen
nach Ischamie der linken nicht aber der rechten isj@mire durch 30 min. MCAo ein

Phanotyp mit gesteigertem angstahnlichem Verhaftachgewiesen werden, welcher mit
einem durch die Ischdmie induzierten Untergang obparger Neurone in der linken

Substantia nigra einherging (Winter et al. 20059r Dntergang dopaminerger Neurone in der
Substantia nigra konnte auch striatofrontale Regek& beeintrachtigen. Einen weiterer
Hinweis darauf, dass der Untergang dopaminergerdseuin der Substantia nigra, mit der
Entstehung von Angst in Verbindung stehen, gebeniskhe Untersuchungen, die eine
erhohte Inzidenz von Angsterkrankungen bei Parkipabenten beschrieben (Marinus et al.
2002; Shiba et al. 2000).

6.3.2 Erhdhung des DA Gehalts im linken Striatum durch Citalopram

bei sham Tieren

Aufgrund der pharmakologischen Eigenschaften dealdpram muss davon ausgegangen
werden, dass es sich bei der Erh6hung des DA Spi@gelinken Striatum (Abb. 11a) um
eine indirekte Wirkung handelt, die Uber den Eisdluvon Citalopram auf das serotonerge
System vermittelt wird. Denn Citalopram besitztneeAffinitat zu DA - Rezeptoren und DA
Wiederaufnahmetransportern (Bezchlibnyk-Butlerle2@00).

Studien zeigen, dass 5-HT Uber verschiedene 5-HiefReren Einfluss auf dopaminerge
Neurone nimmt (Alex and Pehek 2007). Mehrere 5-HEdptor Subtypen, wie die 5-lhl
5-HTig, 5-HT2a, 5-HT3 und 5-HT, Rezeptoren, fordern die Freisetzung von DA. Dagege
vermittelt 5-HT Uber 5-HJc Rezeptoren einen inhibitorischen Effekt auf die Br&isetzung
(Alex and Pehek 2007). SSRI wiederum fuhren zu reiB6hung der extrazellularen
Konzentrationen von 5-HT im Gehirn (Fuller 1994)duauf diese Art und Weise zu einer
Stimulation wahrscheinlich aller 5-HT Rezeptorspety. Auch zahlreichein vivo
Microdialyse Studien haben gezeigt, dass serotendiiganden die DA Ausschittung
verandern (Bowers et al. 2000; Galloway et al. 1998hek 1996). Veranderungen der
gemessenen DA Gehalte lassen sich also auf Veramglar der Aktivitat serotonerger

Neurone zurtickfihren. Ob die Erhéhung der DA Gehatch einer vermehrten DA
58



Ausschittung entsprechen, ist aufgrund der Methoidat belegbar. Dagegen sprechen
allerdings die trotz des erhdhten DA Spiegels uiivéerten HVA und DOPAC Spiegel im
linken Striatum der Citalopram /sham Mausen (Alda)1

Zu der beobachteten Erhdohung des DA-Gehalts imat8tn durch Citalopram passen
aulRerdem die Ergebnisse einer Reihe von Studieratauf hinweisen, dass SSRI zumindest
teilweise ihre Wirkung durch Modulierung des dopaengen Systems ausiiben. So konnte die
Bedeutung der Verfugbarkeit von verschiedenen DRezeptoren fir die Vermittlung der
antidepressiven Wirkung der SSRI (auch von Citaoprim mouse forced swimming test
nachgewiesen werden (Renard et al. 2001). Einesigeste Expression von,0Rezeptoren

im Nucleus accumbens konnte bei Ratten nach GabeFumxetin nachgewiesen werden
(Ainsworth et al. 1998). In dieser Region konnterdhlls bei Ratten der nach chronischem
Stress zunachst verminderte extrazellulare DA-Spidgrch die Behandlung mit Imipramin
wieder erhoht werden. Dieser Effekt ging wiederum @mer antidepressiven Wirkung bei
den Tieren einher (Gambarana et al. 1999).

Die Erhohung des DA Gehalts im linken Striatum Kéniiber 5-H3c Rezeptoren erfolgt
sein. Hierfur spricht zunachst, dasd1T,c Rezeptorersowohl im Striatum als auch in der
Substantia nigra (Abramowski et al. 1995; Eberleagvat al. 1997; Pompeiano et al. 1994)
nachgewiesen wurden. Dementsprechend nehmen,5RE@zeptoren sowohl auf der Ebene
der Zellkdrper als auch auf der Ebene der termmabeone Einfluss auf die dopaminergen
Neurone. Anatomisch liel3 sich jedoch nachweisess @s sich hierbei um einen indirekten
Einfluss handelt, da 5-HE Rezeptoren auf GABAergen, nicht aber direkt ayfadoinergen
Neuronen in der Substantia nigra pars compactdisod sind (Eberle-Wang et al. 1997).

Auf einen Zusammenhang zwischen chronischer Bebagdmit Citalopram und 5-HE
Rezeptoren deuten Studien hin, die eine Vermindgruerschiedener durch den 5-|T
Rezeptoragonisten induzierten Verhaltensanderungen SSRI Behandlung zeigten (Kennett
et al. 1994; Maj et al. 1996). Eine Desensitivigraer 5-Hc Rezeptoren wurde in diesem
Zusammenhang mit der anxiolytischen Wirkung der I968Rerbindung gebracht (Quested et
al. 1997). Eine Desensitivierung dieser Rezeptarérde dopaminerge Neurone enthemmen
und kénnte damit den nach Behandlung mit Citalopenmbhten DA Gehalt im linken
Striatum bei deisham Mausen erklaren, wenngleich keine Veranderungeiedealte der DA
Metabolite nachweisbar waren. Allerdings fiihrte &ehandlung mit Citalopram bei den

sham Tieren zu keinen Verhaltensanderungen (urfeetbéhte Daten, M. Balkaya). Dies
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deckt sich jedoch mit der Beobachtung, dass SSBh d&eim Gesunden keine klinische

Wirkung zeigen.

Hinweise auf eine unterschiedliche Dichte von 5:¢iRezeptoren in der linken und rechten
Hemisphéare wurden allerdings weder fur das Striatmch flr die Substantia nigra in der
Ratte oder Maus beschrieben (Abramowski et al. 18%®rle-Wang et al. 1997). Fur die
einseitige Erhohung der DA Konzentration im linkeBtriatum nach chronischer
Citaloprambehandlung missen daher weitere Faktevienz.B. die unterschiedliche Dichte
von prasynaptischen ;D Autorezeptoren, als Ursache angenommen werdene Ein
unterschiedliche Beeinflussbarkeit von serotonemgearonen, welche das rechte und linke
Striatum innervieren, konnte in dieser Studie dudik striatalen 5-HT und 5-HIAA

Konzentrationen nicht nachgewiesen werden.

6.3.3 Wirkung von Citalopram auf DA Gehalte bei den IMCAo Tieren

Hauptbefund der Untersuchungen war, dass Citalogi@rdurch die Ischamie ausgeloste
Verminderung des DA Gehalts im linken Striatum imr§eich zu den mit NaCl behandelten
IMCAOo Tieren signifikant reduzierte (Abb. 11a). Déerlust an DA im linken Striatum nach
IMCAo0 weist auf eine in Folge der Ischamie auftrele Schadigung von dopaminergen
Projektionen aus der Substantia nigra hin. Winted.e(2005) konnten nach 30 min IMCAo0
neben der relativ klar auf das Striatum begrenti&sion auch einen diffusen neuronalen
Schaden extrafokal in ipsi- und kontra-lateralemgiBeen finden. Im Mittelhirn konnte ipsi-
lateral eine verminderte Neuronenzahl in der Sulbistanigra pars compacta nachgewiesen
werden. Das Absterben dieser Neurone ist auf tyaagsische, retrograde Prozesse nach
Lasion des Innervationsgebietes zurickzufiihrensdidMechanismus ist fur verschiedene
Arten von Hirnlasionen nachgewiesen worden (Zhaaalet2002). Der postischamische
extrafokale neuronale Zelltod ist auch in der Samisa nigra nach IMCAo in der Ratte
beschrieben worden und scheint sowohl durch apephan wie auch nekrotischen Zelltod
gekennzeichnet zu sein (Tamura et al. 1990; Zhab 2002).

Zur Erklarung des Hauptbefundes bestehen grundsatahei Moglichkeiten, wobei die eine
die andere nicht ausschliel3t. Einerseits konntal@pitam, analog zu den im Abschnitt 6.3.2
beschriebenen Mechanismen, eine Erhdhung der Auiggnol, Speicherung oder Synthese
von DA in den nach IMCAo verbliebenen dopaminergdeuronen bewirkt haben.
Andererseits ist es moglich, dass Citalopram digaddnergen Neurone vor den Folgen der
Ischamie schitzt. Hierflr spricht, dass nach ddéraBdlung mit Citalopram bei den IMCA0
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Mausen ein geringerer Verlust von Neuronen in ddys&ntia nigra und dartiber hinaus eine
deutliche Reduktion der Groe der nach IMCAo entitaen cerebralen Lasion
nachgewiesen werden konnte (unvertffentlichte DaMn Balkaya). Die Minderung des
Verlustes an DA bei den IMCAo Tieren nach Behandlonit Citalopram stellt demnach ein
biochemisches Korrelat dieser morphologischen $aotdrungen dar.

Das zentrale und Uberraschende Ergebnis diesertAshealass der nach IMCAo aufgetretene
Verlust von dopaminergen Neuronen in der Substam¢jea durch die Gabe von Citalopram
vermindert werden konnte, obwohl die Behandlung @iialopram erst 7 Tage nach 30 min.
IMCAo0 begonnen wurde. Aus diesem Befund kann alitigéleverden, dass die retrograde
Degeneration der dopaminergen Neurone in Reaktidndee Ischamie ein sehr langsam
fortschreitender Prozess ist.

6.3.4 Mechanismen der Neuroprotektion durch Citalopram

Nakano et al. (1990) beschrieben als Folge vonamaler Ischdmie eine extrem langsam
uber Wochen und Monate fortschreitende Form desoneilen Zelltodes. Dartber hinaus
wurde gezeigt, dass 30 min. Ischamie durch IMCAo b29/SV Mausen zu einem

verzogerten neuronalen Zelltod fuhrt (Endres etl@88; Katchanov et al. 2001). Da in der
hier vorliegenden Studie Citalopram den Mausengiisige nach IMCAo verabreicht wurde,
ist wegen dieses grofRen Zeitfensters fur die neatektive Wirkung eine Verhinderung eines

apoptotischen Zelltodes wahrscheinlicher als dieghnekrotischen Zelltodes.

Apoptose ist grundsétzlich ein normaler physiololges Prozess in der Entwicklung, bei dem
Uberschissige Zellen aus dem Gehirn entfernt wefdgesm und Yankner 2000). Im Hirn des
Erwachsenen spielt dieser Prozess eine wichtigeleRm akuten und chronischen
neurodegenerativen Erkrankungen, wie auch dem nsiskhen Schlaganfall (Yuan und
Yankner 2000). Im Gegensatz zur Nekrose als Folgesefur die Zelle katastrophalen
Ereignisses nach extremem physischen oder toxisBtress ist die Apoptose eine Form des
programmierten Zelltodes, welcher durch die Spiegeh pro— (BAX/ BAD) und anti-
apoptotischen Proteinen (Bcl-2, B-cell lyphoma enot2) kontrolliert wird. Diese Proteine
regulieren die Freisetzung von Cytochrome C dewo&fibndrien in das Zytoplasma. Dieser
Prozess wiederum aktiviert die Cystein Proteasazichve als Caspasen bezeichnet werden.
Diese (insbesondere die Caspase 3 und 9) sindidrgigsten Enzyme fir die Durchfiihrung
der Apoptose und verantwortlich fur die damit vertbenen morphologischen und
biochemischen Veranderungen (z.B: DNS Fragmentatiah Blaschenbildung (blebbing) an

den Zellmembranen) (Yuan and Yankner 2000).
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Der genaue Mechanismus, wie Citalopram die dopaxeme Zellen vor dem durch die
Ischdmie induzierte Apoptose oder Nekrose schikiemte, ist unbekannt. Hinweise auf
maogliche Mechanismen, lber die Citalopram in di@ptpsewege der dopaminerger Zellen
in der Substantia nigra eingegriffen haben kéngéhen Studien, die (1) die Wirkung von
Antidepressiva und Stress auf neuronale PlastizitaéZusammenhang mit depressiven

Erkrankungen und (2) neuroprotektive Eigenschaften5-HT;a- Agonisten untersuchen.

(1) In Bezug auf die Pathogenese der Depressiodenarden letzten Jahren im wesentlichen
argumentiert, dass chronischer Stress zur Aktimgrainer Kaskade von neurochemischen
und / oder inflammatorischen Faktoren in den Neenofiihrt, welche die Funktion und auch
das Uberleben der Neurone beeinflussen und darsitkiil@ische Krankheitsbild bedingen.
Durch die Behandlung mit Antidepressiva konnen ali€gozesse wiederum beeinflusst
werden (D'Sa und Duman 2002; Duman 2004; Dumah @080; Fuchs et al. 2004; Hayley
et al. 2005).

Diese Zusammenhange konnten Wang et al. (2008 Rh#en nachweisen, welche nach
MCAo chronisch mildem Stress ausgesetzt wurden.séibildeten einen depressiven
Phanotyp aus und zeigten eine reduzierte Proliferaiowie ein vermindertes Uberleben von
Neuronen im Hippocampus. Sowohl auf Ebene des Merigals auch im Hippocampus
konnten diese Stresswirkungen durch die Gabe vtaidpram aufgehoben werden. Da dieser
Effekt auf die Neurogenese nicht bei mit Fluoxdighandelten 5-Hk Rezeptor Knockout

Mausen beobachtet werden konnte, scheint die Siitionl dieses Rezeptors fur die

Beeinflussung der Neurogenese im Hippocampus wliedent: sein (Santarelli et al. 2003).

Obwonhl die exakten Mechanismen, Uber die Stresgl@aukinen und Antidepressiva auf der
anderen Seite Einfluss auf die Neurogenese undJtasieben der Neurone nehmen, noch
unbekannt sind, zeigen Studien, dass eine ver@ndetpression von Bcl-2 und BDNF

wichtige Teilschritte des zugrunde liegenden Pregesind (Hayley et al. 2005; Murray und
Hutson 2007). Von Bcl-2 wurde interessanter Weisdchtet, dass es die Apoptose von
neugeborenen Neuronen nach MCAo in der Ratte utigktd (Zhang et al. 2006). Murray

und Hutson (2007) konnten erstmals nach chronisaineht aber nach akuter Behandlung mit
Citalopram eine erhdhte Expression von Bcl-2 imgggampus von Mausen nachweisen,

welche wahrscheinlich Gber den 5-H{TRezeptor vermittelt wurde.

Veranderungen im Gehirn in Verbindung mit Depressmd im Hippocampus, Amygdala ,
Nucleus caudatus, Putamen und Frontalkortex betdtaetorden. Als limbisch-striatal-
pallidal-thalamischer Trakt sind diese Struktureitemander verbunden (Fuchs et al. 2004).
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Angesichts dieser Verbindungen mussen die fur dppddédampus beschriebenen Vorgange in
einem breiteren Zusammenhang gesehen werden (Bt6Bwman 2002; Manji et al. 2001),
da es unwahrscheinlich ist, dass eine gestértedgenese und strukturelle Veranderungen
allein im Hippocampus zu einer so komplexen Erkeengk wie der Depression fuhren
(Duman 2004; Fuchs et al. 2004). Dementsprechemuhtkdd die fir den Hippocampus
beschriebenen Veranderungen durch Stress und AngisiEva zu einem gewissen Grade auch
fur andere Hirnregionen gelten. Ob hierzu auch eméhte Expression von BDNF und Bcl-2
in den dopaminergen Neuronen der Substantia nighérg ist jedoch unklar. Murray und
Hutson (2007) konnten die erhdhte Expression vok2Bn Hippocampus, nicht aber im
Cortex und Hypothalamus nachweisen. Die Substangea wurde in dieser Studie nicht

untersucht.

(2) Einen weiteren Ansatz zur Erklarung einer nprotektiven Wirkung von Citalopram
bieten Studien mit 5-Hjh Rezeptoragonisten, deren protektive Wirkung gelgenderebraler
Ischdmie nachgewiesen werden konnte, wobei derugeReechanismus noch unbekannt ist
(Berends et al. 2005; Schaper et al. 2000; Semkbwah 1998; Torup et al. 2000). Auch fur
Citalopram wurde aufgrund seinaslirekten Agonismus am 5-H1 Rezeptor eine solche
protektive Wirkung bereits angenommen (Murray ungdddn 2007; Nagao et al. 1995). Zu
den mdglichen Mechanismen, Uber welche die Stinmatvon 5-HTa Rezeptoren
neuroprotektiv wirkt, wurden verschiedene Hypotinesefgestellt [Ubersicht fir den 5-kT
Agonisten BAY X 3702 (Berends et al. 2005)]. Hiergehotren die Hyperpolarisation der
Zellmembran, welche ihre Erregbarkeit einschranktuger et al. 1999), verminderte
Freisetzung von Glutamat (Mauler et al. 2001) uredRlockade von spannungsabhangigen
Na'-Kanalen (Melena et al. 2000). Dariiber hinaus kemaich Gabe eines 5-HAgonisten
eine vermehrte Expression des anti-apoptotisch engtken Bcl-2 im Cortex in einem
Schlaganfallmodell bei Ratten (Kukley et al. 200d9wie eine vermehrte Expression von
Bcl-2 und die Unterdriickung der pro-apoptotischasgase-3 in hippocampalen Zellkulturen

nachgewiesen werden (Adayev et al. 2003).

Bezlglich Striatum und Substantia nigra ist allegdi zu beachten, dass unter
physiologischen Bedingungen in diesen Regionen kbWei Ratten als auch bei Menschen
nur eine geringe Dichte von 5-HJRezeptoren nachweisbar ist (Kung et al. 1994;dradaet
al. 1990). Schaper et al. (2000) konnten jedocln macebraler Ischdmie eine Reduktion des
apoptotischen Zelltodes im Striatum von Ratten ldiverabreichung des 5-HA Agonisten
Bay X 3702 eine Reduktion des apoptotischen Zeadoeobachten. Diese Neuroprotekion
wurde durch die Gabe eines 5-HTAntagonisten (WAY 100635) aufgehoben. Als mégliche
63



Erklarung ihrer Ergebnisse verwiesen die Autoreinesne Studie mit neuronalen Zellkulturen
(Singh et al. 1996), in der eine um das funf- BisfZehnfach erhdhte Expression von 5:KT
Rezeptoren wahrend Stress und Degeneration nackggwiverden konnte.Es ist vorstellbar,
dass diesén vitro Beobachtungen auch auf pathologisaohgivo Bedingungen, wie z.B. auf

die durch Ischamie bedingte Schadigung dopaminé&tgarone Ubertragen werden kdnnen.
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7 Zusammenfassung

Der ischamische Schlaganfall kann zu einer Reihgapsychiatrischer Folgeerkrankungen
fuhren. Als mdgliches Korrelat hierfir konnte imei vorausgegangenen Studie bei 129/SV
Wildtyp Méausen nach 30. min Okklusion der linkertekie cerebri media ein gesteigertes
angstahnliches Verhalten nachgewiesen werden (Wéttal. 2005). Antidepressiva vom Typ
der SSRI gelten als Medikamente der ersten WahBealwandlung von Angsterkrankungen.

Ihre anxiolytische Wirkung ist aber bisher im Detacht ganz verstanden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung eirmtronischen Behandlung mit dem SSRI
Citalopram 7 Tage nach der cerebralen Ischamiadi@uNeurotransmitterkonzentrationen in
einem Teil der Basalganglien und Teilen des lintésc Systems unter Verwendung des
gleichen Schlaganfallmodells wie bei Winter et(2D05) untersucht. Ziel dieser Studie war
es, einerseits Informationen tber den Effekt eaieonischen Behandlung mit Citalopram in
der untersuchten Hirnregionen und andererseitsemeitinweise in Hinblick auf die

anxiolytischen Wirkweise des Medikamentes zu geeimn

Zu diesem Zweck wurden vierzig Mause einer 30 fMICA0 oder einer Schein Operation
(sham) unterzogen. Sieben Tage spater wurden die beBtappen in jeweils zwei weitere
Gruppen unterteilt und mit Citalopram oder NaCl ride2 Wochen behandelt. Die
Gewebekonzentrationen von 5-HT, 5-HIAA, NA, DA, BA&C und HVA wurden mittels
HPLC in Striatum, Hippocampus, Hypothalamus, AmygdaPiriformcortex, Frontalcortex

und Parietalcortex der rechten und linken Hemispbéstimmt.

Durch die Messung der Neurotransmitter - Konzelnah in dieser Studie konnten im

wesentlichen vier wichtige Ergebnisse erhoben werde

1. Als Folge der Ischamie konnte bei den IMCAo @rerim Vergleich zu dersham
operierten Tieren ausgepragte Veranderungen derroNansmitterkonzentrationen
nachgewiesen werden. Im linken Striatum zeigte sink Steigerung der 5-HT- sowie ein
Abfall der DA Konzentration. Aul3erhalb des linketni&ums konnte ein Abfall der 5-HT
Konzentrationen im linken Parietalcortex sowie &eing der NA Konzentration im
rechten Frontalkortex gemessen werden. Diese Verénden der
Neurotransmitterkonzentrationen stimmen mit deneBngssen von Winter et al. (2005)
Uberein und zeigen, dass durch die Ischdmie nebenStriatum auch extrafokal weitere

Hirnregionen und die sie innervierenden Neurotratisrsysteme beeinflusst werden.
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2. Die chronische systemische Behandlung mit (pralm zeigte einen regional stark
unterschiedlichen Einfluss auf das serotonergee8ysh den untersuchten Hirnregionen.
Ausgepragte Veranderungen der 5-HT und insbesondieres-HIAA Konzentrationen
finden im Striatum, Hippocampus und Hypothalamusl um Frontalcortex statt. Im
linken Parietalcortex und Piriformcortex / Amygkd&onnte demgegentber wenig oder
kein Einfluss von Citalopram auf die Neurotransemkbnzentrationen nachgewiesen
werden. Dieser Befund ist interessant, da geraeldhygdala in der Literatur h&ufig mit

der Entstehung von Angst in Verbindung gebrachd wir

3. Die chronische Behandlung mit Citalopram flhut éner Erhéhung des DA Gehalts
ausschlief3lich im linken Striatum. Dies ist ein t@g@r Hinweis fir eine Beteiligung des
dopaminergen Systems in der Wirkung der SSRI. @scBrankung der Wirkung auf das
linke Striatum deutet auf eine unterschiedliche K&on beider Hemispharen bzw. des
linken und rechten nigrostriatalen Systems hin. Riektionellen Unterschiede des
rechten und linken Striatums im Zusammenhang mitEagestehung von Angst konnten
auch im Tiermodell nachgewiesen werden (Winter let2805). In Ubereinstimmung
hiermit konnte auch bei Schlaganfallpatienten e#nstarktes auftreten von Depression
und Angsterkrankungen mit Lasionen der linken voedeHemisphére nachgewiesen
werden (Leppavuori et al. 2003; Robinson 1997)s BWisache hierflr wurde eine Lasion
des linken striatofrontalen Regelkreises vermuigrgshima et al. 2003), auf den auch

die dopaminergen Neurone der Substantia nigradssfhehmen kdnnten.

4. Citalopram vermittelte eine neuroprotektive Wimg auf die dopaminergen Neurone in
der Substantia nigra, selbst wenn die chronischeaBdung erst 7 Tage nach IMCAo
begonnen wurde. Wichtige Teilschritte der zugruleigenden Mechanismen kdnnten aus
5-HTya Stimulation, einer verdnderten Expression neupbiischer Faktoren wie BDNF

und einer erhdohte Expression von Bcl-2 bestehen.

Aufgrund der moglicher Weise hohen klinischen Rate dieses Ergebnisses fir die
Behandlung von Schlaganfallpatienten, sollte eim#tere Erforschung dieser Mechanismen

angestrebt werden.
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