1. Einleitung

Der schweizer Chemiker A. Hofmann entdeckte 1943 die halluzinogene Wirkung des
Lysergsaurediethylamid (LSD) (Hofmann, 1970); die krankhaften Zusténde, die es hervorrief,
wurden als ,,Modell der Psychose” bezeichnet. Es konnte gezeigt werden, dal3 es zwischen
LSD und dem 1948 isolierten und in seiner chemischen Formel definierten Serotonin
(Rapport et al., 1948) einen Antagonismus gab und da die Strukturformeln beider
Substanzen ahnlich waren (Gaddum, 1953). Diese beiden Fakten legten die Vermutung nahe,
dal? das Serotonin in die neurophysiologischen Prozesse des Gehirns involviert war (Wooley
und Shaw, 1954).

Mit Untersuchungen zu den Wirkungsmechanismen von Reserpin und Isoniazid und der
Entwicklung der trizyklischen Antidepressiva, wie Imipramin, und deren Wirkung auf die
Monoamine, wurde die Hypothese aufgestellt, dal3 ein Defizit von Noradrenalin und
Serotonin (5-HT) an den Synapsen der ausldsende Mechanismus der Depression sei. Dabei
wurde zunéachst dem Noradrenalin die Hauptrolle zugewiesen (Schildkraut, 1965), spéter
setzte sich jedoch mehr und mehr die Serotoninhypothese durch (van Praag et al., 1970).

Im Zuge der Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen Serotonin und Depression fand
man heraus, dal3 Serotonin ebenfalls am Auftreten von aggressivem Verhaten beteiligt war
(Yen et al., 1959); dal} die Behandlung der Zwangsstorung (OCD) mit Clomipramin
erfolgreich war (Lopez-1bor und Fernandez-Cordaba, 1967) und dal3 Panikattacken, die zu
den Angstneurosen zdhlen, mit Imipramin vorgebeugt werden konnte (Klein und Fink, 1962).
Erst mit der EinfUhrung der Benzodiazepine, die Uber eine anxiolytische Wirkung verfligten,
und der Kenntnis Uber deren EinfluR auf den Monoaminumsatz, entwickelte sich eine
Serotoninhypothese fir das Angstverhalten. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden,
dal3 eine Verminderung der Aktivitédt des serotonergen Transmissionssystems durch Gabe von
serotoninentspeichernden Substanzen (File und Hyde, 1977; Lorens, 1978) oder durch
Serotoninrezeptor-Blockade (Commissaris et al., 1981) eine Erhthung von Elektroschock-
bestraftem Verhalten in Konflikttests zur Folge hatte, die durch Gabe von
5-Hydroxytryptophan (5-HTP) aufgehoben werden konnte. Dies legte die Vermutung nahe,
dal3 erhdhte Aktivitdt des serotonergen Neurotransmissionssystems angstfordernd wirkt,
wahrend Antagonismus oder Reduktion serotonerger Aktivitat angstmindernd ist.

Bei den nachfolgenden Untersuchungen, die sich auf unterschiedliche Weise mit der

Verminderung von Serotoningehaten und seinen Auswirkungen auf das Angstverhalten



beschéftigten, fiel das Augenmerk auf zwel serotonerge Ursprungsgebiete, die vornehmlich in
das Vorderhirn projizieren; den dorsaen und den medianen Raphekern. Sie unterscheiden
sich hauptséchlich durch ihre verschiedenen Projektionsgebiete und durch die Morphologie
ihrer Fasern. In Studien zum Angstverhalten lag dabei der Schwerpunkt zumeist auf
Untersuchungen des dorsalen Raphekerns.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die neurotoxische L&sion des medianen Raphekerns zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Lasion auf das Angstverhalten im Elevated plus
maze-Test und ihren Einfluf3 auf die Exploration und die Lokomotion zu tberprifen. Mithilfe
der in vivo Mikrodial yse sollen dabei neurochemische Veranderung wahrend des Aufenthaltes
auf dem Elevated plus maze sichtbar gemacht und Uberprift werden, inwieweit das
serotonerge System nach der L&sion auf die pharmakologische Provokation mit Fenfluramin
reagiert. Weiterhin ist zu ermitteln, wie sich die Lasion des dorsalen Raphekerns und die
Lasion beider Raphekerne auf das Angstverhalten im Elevated plus maze-Test auswirken.
Zusatzlich soll der Einflufd der Lasion des medianen bzw. des dorsalen Raphekerns auf die

appetitmindernde Wirkung des Neuropeptids Cholezystokinin untersucht werden.



2. Literatur Ubersicht

2.1. Der Neurotransmitter Serotonin

Obwonhl die Wirkungen von 5-Hydroxytryptamin (5-HT) das Interesse von Wissenschaftlern
schon vor Uber einem Jahrhundert weckten, kann man die ,, Geburt® von 5-HT auf den Artikel
der Arbeitsgruppe von Page (Rapport et al., 1948) datieren, in dem er von einem
vasokonstriktorischen Faktor berichtete, den er in kristalliner Form isolierte und dessen
chemische Struktur definierte. Es handelte sich um das 5-Hydroxytryptamin. Er schlug vor,
dieses Monoamin wegen seiner Gewinnung aus Serum und seiner physiologischen Wirkung
auf die Gefélde, Serotonin‘ zu nennen.

Studien Uber Serotonin im Gehirn begannen in den friihen 50er Jahren, als Twarog und Page
(1953) es mit einer sensitiven Bioanalyse im Gehirngewebe nachweisen konnten. Kurz darauf
wurde von Wooley und Shaw (1954) eine mdgliche zentrale Rolle fur Serotonin postuliert,
basierend auf den psychotomimetischen Aktivitdten von LSD, das die Wirkung von
Serotonin an der glatten Muskulatur antagonisierte. Seit dieser Zeit gibt es intensive
Bemuhungen der Forschung um ein besseres Versténdnis dieses Neurotransmitters, und es ist
derzeit bekannt, dal3 serotonerge Systeme in verschiedenem Ausmal? an der Ausbildung einer
Vielzahl von ZNS-Funktionen wie neuronale Entwicklung (Lauder, 1983), Thermoregulation
(el-Hawary und Feldberg, 1966), Schmerz (Tenen, 1967), motorische Regulation (Jacobs,
1991), Schlaf (Jouvet, 1967), Appetit (Fernstrom und Wurtmann, 1971), Sexualverhalten
(Gorzalkaet al., 1990), Aggression (Sheard, 1969; Soubrié, 1986), Angst (Chopin und Briley,
1987) und Gemutslage (Golden et a., 1991) beteiligt sind.



2.1.1. Anatomie der serotonergen Ursprungskerne

Die ersten Autoren, die multipolare Zellen im Zentrum (bzw. Mittellinie oder Raphe) des
Vertebratenhirnstamms  beschrieben, waren Koelliker (1891) und Caga (1911). lhre
Bedeutung blieb unklar. Brodal und Mitarbeiter fanden 1960, dal die Raphekerne zahlreiche
Verbindungen zum Vorderhirn aufwiesen. Die Methode Serotonin durch Formaldehydgas in
ein Fluorophor zu Uberfuhren (Falck et al., 1962), fuhrte zur ersten Darstellung der Verteilung
serotonerger Neurone im Sauger-ZNS (Dahlstrom und Fuxe, 1964). Eine selektive und
empfindliche immunhistochemische Technik entwickelten Steinbusch und Mitarbeiter 1978,
durch die Herstellung von Antikorpern fir Serotonin, das Formaldehyd-vermittelt mit
Albumin verbunden ist. Diese Methode wurde unléngst durch die Herstellung von
Antikorpern fur aromatische Aminosduren-Hydroxylasen (PH8) erweitert, welche mit der
Tryptophanhydroxylase kreuzreagieren (Haan et a., 1987; Cotton et al., 1988).

Das Vorkommen heterogener Populationen von Serotoninneuronen innerhalb der Raphekerne
konnte nicht nur durch immunhistochemische Techniken, sondern auch durch Nissl-Farbung
und Golgi-rapid-Imprégnationstechnik nachgewiesen werden (Danner und Pfister, 1980;
Holzel und Pfister, 1983; Baker und Halliday, 1995).
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Abbildung 1
Schematische Darstellung der Raphekerne (verdndert nach Palkovits et al., 1977)



Die Einteilung der Raphekerne beim Saugetier (ausgenommen Mensch) erfolgt zunéachst in
eine rostrale und eine kaudale Zellgruppe, die sich ventral des vierten Ventrikels (1V) im
Hirnstamm befinden. Zur rostralen Zellgruppe gehoren der Nucleus raphes dorsalis (DRN),
der Nucleus raphes medianus (MRN) und der Nucleus raphes pontis (RPn). Letzterer kommt
nicht bei allen Spezies vor und wird auch als kaudaer Teil des medianen Raphekerns
angesehen. Zur kaudalen Zellgruppe gehtren der Nucleus raphes magnus (RMg), der Nucleus
raphes obscurus (ROb) und der Nucleus raphes pallidus (RPa) (siehe Abb. 1).

Nicht alle Raphe-Neurone enthalten 5-HT und die Zahl der 5-HT-Neurone schwankt
erheblich in den verschiedenen Raphekernen. Einige serotonerge Zellen liegen auf3erhalb der
Raphekerne. In ihrer Fluoreszenz-histochemischen Studie unterteilten Dahlstrom und Fuxe
(1964) die 5-HT-Neurone im Hirnstamm al phanumerisch in neun Gruppen, beginnend mit der
Gruppe B1 in der kaudalen Medulla oblongata bis zur Gruppe B9 im Mittelhirn (Einteilung
sieheTab. 1)

Alpanumerische

K lassifikation Zytoarchitektonische Region
Bl Nucleus raphes pallidus (RPa)
Kaudale ventrolaterale Medulla
B2 Nucleus raphes obscurus (Rob)
B3 Nucleus raphes magnus (RMg)
Rostrale ventrolaterale Medulla
Lateraler Nucleus reticularis paragigantocel lularis
B4 Zentrales Grau der Medulla oblongata
B5 Nucleus raphes medianus (MRN) der Pons
B6 Nucleus raphes dorsalis (DRN) der Pons
B7 Nucleus raphes dorsalis (DRN) des Mittelhirns
B8 Nucleus raphes medianus (MRN) des Mittelhirns
Nucleus linearis caudalis
B9 Medialer Lemniscus
Tabellel

B-Nomenklatur der 5-HT-Neurone (nach Dahlstrdm und Fuxe, 1964)



2.1.2. Serotonerge Projektionen zum Vorderhirn

Der grofdte Teil der serotonergen Projektionen in das Di- und Telenzephalon hat seinen
Ursprung in den rostralen mesopontinen Raphekernen (d. h. im Nucleus raphe dorsalis,
medianus und pontis; B5-8) und in den Zellen aul3erhalb der Raphekerne im supralemniskalen
Gebiet B9, wahrend die kaudalen Raphekerne (B1-4) hauptséchlich ins Rickenmark
projizieren (Halliday et al., 1995).

Viele Grofhirnzielgebiete erhalten Afferenzen paralel vom dorsaen und medianen
Raphekern. Die Unterscheidung zwischen dorsalen und medianen Raphekern-Efferenzen, die
Axonterminalen zu den gleichen Zielgebieten unterhalten, ist erleichtert durch Unterschiede
in der Morphologie und Neurotoxinsensitivitdt der Axone: Fasern, die dem dorsalen
Raphekern entspringen sind generell sehr fein und haben pleomorphe kleine Varikositéten
von granulérer oder fusiformer Gestalt, die aus dem medianen Raphekern sind hauptsachlich
durch grof3e kugelférmige oder ovoide Varikositdten und Variationen im Axondurchmesser
(, perlschnurférmig® oder ,, grobkérnig”) charakterisiert (Hornung et al., 1990), wahrend ein
nicht naher definierter Prozentsatz ebenfalls vom ,feinen Fasertyp sind (Halasy et al., 1992).
Die feinen Fasern des dorsalen Raphekerns (und ihre Aquivalente des medianen Raphekerns)
sind hochst empfindlich gegen neurotoxische Schédigung durch bestimmte Amphetamine,
wie  p-Chloroamphetamin  (pCA), 3,4-Methylendioxyamphetamin  (MDA)  und
3,4-Methylendioxymethamphetamin (MDMA) (Molliver et al., 1990; McQuade und Sharp,
1995).

Azmitia und Segal (1978) untersuchten die unterschiedlichen Projektionen des dorsalen und
medianen Raphekerns mittels Autoradiographie und Neurotoxinlasion. Sie konnten sechs
aszendierende Faserbundel unterscheiden, wobel der dorsale Raphekern der alenige
Ursprung von vier Faserblndeln war und sich ein Faserbtindel mit dem medianen Raphekern
tellte. Die Strange wurden klassifiziert als solche, die im medialen Grofhirnbtindel (MFB)
liegen (dorsal raphe forebrain tract DRFT, median raphe forebrain tract MRFT) und die
aulRerhalb liegen (raphe medial tract RMT, dorsal raphe arcuate tract DRAT, dorsal raphe
cortical tract DRCT, dorsal raphe periventricular tract DRPT). Das DRFT liegt im
ventrolateralen Abschnitt des mediden MFB und zieht vorwiegend zu lateralen
Grofzhirngebieten (z. B. zu den Basalganglien, zur Amygdala und zum pyriformen Kortex).
Das MRFT liegt im ventromedialen Abschnitt des MFB und zieht zu medialen

Grofdhirngebieten (z. B. zum Cortex cinguli, zum medialen Septum und zum Hippokampus).



Das DRCT liegt ventrolateral des medialen longitudinalen Faszikulus und zieht zum Striatum
und zum parieto-temporalen Kortex. Das DRPT liegt direkt unter dem Aquédukt des
Mittelhirns und zieht rostral zur periventrikuldren Region des Thalamus und Hypothalamus.
Das DRAT zieht lateral vom dorsalen Raphekern zum ventrolateralen Mittelhirn und
projiziert zum ventrolateralen Nucleus corporis geniculati und dem hypothalamischen
suprachiasmatischen Kern. Das RMT fihrt Fasern vom dorsalen und medianen Raphekern
und verlduft ventral zwischen Faszikulus retroflexus und projiziert zum Nucleus

interpeduncularis und zum Mammilarkorper (s. Abb. 2).
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Abbildung 2
Schematische Darstellung der sechs serotonergen aufsteigenden Hauptprojektionen im ZNS der Ratte,
modifiziert nach Azmitiaund Segal (1978)

CM Corpus mammilare DRAT dorsal raphe arcuate tract

ip Nucleus interpeduncularis DRCT dorsal raphe cortical tract

POA Area praeoptica DRFT dorsal raphe forebrain tract

sc Nucleus suprachiasmaticus DRPT dorsal raphe periventricular tract
SN Substantia nigra MRFT median raphe forebrain tract

vcgl Nucleus ventralis corporis geniculati lateralis RMT  raphe medial tract



2.1.3. Synthese und Metabolismus von Serotonin

5-HT wird aus der essentiellen Aminosdure L-Tryptophan synthetisiert, die von der
Tryptophanhydroxylase zu 5-Hydroxytryptophan (5-HTP) hydroxyliert wird. 5-HTP wird von

der aromatischen Aminosaurendecarboxylase zum Amin (5-HT) decarboxyliert.

Abbildung 3
Strukturformel von 5-Hydroxytryptamin

Normalerweise wird rund 1% des mit der Nahrung aufgenommenen Tryptophans in 5-HT
umgewandelt. Die plasmamembrangebundene Tryptophanhydroxylase ist ein fir Tryptophan
spezifisches Enzym, &hnlich der Phenylalanin- und Tyrosinhydroxylase, das, wie die
letztgenannte, Tetrahydropteridin verwertet. Die aromatische Aminosaurendecarboxylase ist
unspezifisch; es ist das gleiche Enzym, das 3,4-Dihydroxyphenylalanin (DOPA) zum
entsprechenden Amin (Dopamin) decarboxyliert.

L-Tryptophan gelangt mittels eines Carriers durch die Blut-Hirn-Schranke und durch die
Plasmamembran des Neurons. Der Gehalt von Tryptophan im Gehirn ist abhangig von der
Konzentration des Tryptophans im Serum, der Konzentration grof3er neutraler Aminosauren,
die den Transport von Tryptophan ins ZNS modifizieren kénnen und von der Aktivitét der
Tryptophanhydroxylase, die vermutlich tGber 5-HT 15 -Autorezeptoren reguliert wird (Gothert,
1989).

Im ZNS wird 5-HT in Vesikeln der Terminalen serotonerger Neurone gespeichert. Wie bel
den Katecholaminen sind an der Speicherung ATP und ein spezifisches Bindungsprotein
(SBP) beteiligt (Hertz und Tamir, 1981). Das SBP bindet mit hoher Affinitdt an 5-HT und
bildet den 5-HT-SBP Komplex. Die Freisetzung von 5-HT-SBP aus den Vesikeln ist lonen-
abhangig (Ca’*, Na'), und der Anstieg von intrazellularem Ca®* induziert eine erhohte

Ausschittung von 5-HT-SBP in den synaptischen Spalt. Die veranderte lonenkonzentration



im synaptischen Spalt bewirkt eine Aufspaltung des 5-HT-SBP Komplexes und die
Freisetzung von 5-HT (Gershon und Tamir, 1984; Hertz und Tamir, 1984).

Die Aufnahme des Neurotransmitters in die Nervenendigungen fuhrt zu einer Inaktivierung
von 5-HT. Die Wiederaufnahme von 5-HT geschieht durch einen spezifischen 5-HT
Transporter, der in der présynaptischen Membran lokalisiert ist (Briley, 1985; Dawson und
Wamsdley, 1983). Ende 1991 wurde der 5-HT-Transporter im Nagergehirn isoliert (Blakely et
a., 1991). Das erste Enzym bei der Inaktivierung von 5-HT ist die Monoaminoxidase A
(MAO-A). Sie bildet aus 5-HT und anderen Indol-Alkylaminen (z. B. Tryptamin,
5-Methoxytryptamin) das korrespondierende Aldehyd, das dann enzymatisch (durch
Aldehyd- oder Alkoholdehydrogenasen) in die entsprechende Séure oder den entsprechenden
Alkohol umgewandelt wird. Die Saure- und Alkoholprodukte, 5-Hydroxyindolessigsaure
(5-HIAA) und 5-Hydroxytryptophol werden metabolisch in ihre 5-Methoxyderivate
Uberfihrt. In der Zirbeldrise (die Konzentration von 5-HT in dieser Struktur ist 50 mal hoher
as im gesamten Gehirn) wird 5-HT zu N-Acetylserotonin und dann zu N-Acetyl-5-
Methoxytryptamin (Melatonin) metabolisiert.

2.1.4. Einteilung und Verteilung der Serotonin-Rezeptoren

Eine Charakterisierung von Serotonin-Rezeptoren wurde 1957 von Gaddum und Picarelli
unternommen, die berichteten, dal3 die Serotonin-induzierte Kontraktion des
M eerschweinchen-lleums durch Morphium oder Dibenzylin nur partiell geblockt, aber durch
die Anwendung beider Substanzen komplett antagonisiert wurde. Die Einteilung erfolgte
daraufhinin ‘M’ und ‘D’ -Rezeptoren.

In Bindungsstudien mit [*H]Serotonin, [*H]Spiperon und [*H]Lysergid konnten Peroutka und
Snyder (1979) zwel verschiedene Serotonin-Rezeptoren unterscheiden: den 5-HT;-Rezeptor
mit einer hochaffinen (nanomolare 5-HT-Konzentrationen) Bindung fir Serotonin und den
5-HT,-Rezeptor mit einer hochaffinen Bindung fir Spiperon und einer niedrigaffinen
(mikromolare 5-HT-Konzentrationen) Bindung fur Serotonin. Pedigo et al. (1981) berichteten
aufgrund von Bindungsstudien mit Spiperon, dal3 der 5-HT1-Rezeptor in zwei Subtypen, den
5-HT;a und 5-HT;g unterteilt werden kann. Bald wurde 8-Hydroxy-N,N-Dipropyl-2-
Aminotetralin  (8-OH-DPAT) als selektiver Ligand fir den 5-HTia-Subtyp entdeckt
(Middlemiss und Fozard, 1983). Diese Unterteilung der 5-HT;-Bindungsstelle wurde
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fortgefUhrt mit dem 5-HTi;c- (Mengod et a., 1990a; Pazos et al., 1984) (inzwischen
umbenannt in den 5-HT,c-Rezeptor), 5-HTip- (Heuring und Peroutka, 1987), 5-HTie-
(Leonhardt et al., 1989) und 5-HT1- (Amlaiky et a., 1992; Adham et al., 1993) Rezeptor; der
5-HTp-Rezeptor wurde weiter unterteilt in den 5-HT1pg- und 5-HT1pp-Subtyp (Sumner und
Humphrey, 1989) (inzwischen umbenannt in 5-HT;p- und 5-HT;5-Rezeptor).
Die 5-HT,- Rezeptoren werden unterteilt in den 5-HT2a-Rezeptor, dessen Bindungsstellen
und mMRNA Verteillung im Gehirn der Ratte und des Menschen beschrieben wurden (Mengod
et a., 1990b), den 5-HTs- (Kursar et al., 1992; Foguet et a. 1992) und den 5-HT,c-Rezeptor
(s.0.).
Weiterhin wurden der 5-HTs-Rezeptor (Fozard, 1984; Yakel und Jackson, 1988), der
5-HT4-Rezeptor (Dumuis et al., 1988), der 5-HTs-Rezeptor (Plassat et al., 1992; Matthes et
a., 1993; Erlander et al., 1993), der 5-HTs-Rezeptor (Monsma et al., 1993; Ruat et al., 1993)
und der 5-HT--Rezeptor (Lovenberg et a., 1993a; Plassat et al. 1993) beschrieben.
Damit erscheint die Mannigfaltigkeit der unterschiedlichen Serotonin-Rezeptortypen die
grofdte aller bekannten Neurotransmitter zu sein.
Die heute vom Serotonin Receptor Nomenclature Committee of the International Union of
Pharmacology (NC-IUPHAR) anerkannte Einteilung (s. Tabelle 2) der 5-HT-Rezeptoren
erfolgt nach folgenden Hauptkriterien (Hoyer und Martin, 1997):
1. Diemolekulare Struktur
2. die Liganden-Bindungs-Affinitdt der Agonisten und Antagonisten auch unter
Berticksichtigung der involvierten ,, second Messenger” -Systeme
und als unterstiitzendes Kriterium
3. der intrazellulare Transduktionsmechanismus (z.B. lonenkanal oder G-Protein
gekoppelt).
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Nomenklatur Vorkommen im ZNS Transduktion selektiver
Agonist
5-HT,
5-HT1a Septum, Hippokampus, Giro 8-OH-DPAT
Kortex, Raphe Nuclei
5-HT1p Substantia nigra, Globus Giro SB 216641
pallidus, Purkinje-Zellenim
Cerebellum
5-HT1p N. accumbens, Kortex Gio O
5-htg* ahnlich 5-HT g Giso [l
5-ht,&* Hippokampus, Kortex, Giso O
Striatum
5-HT,
5-HT.a| Kortex, Claustrum, Nucleus Gy11 a-Me-5-HT
olfactorius, Basalganglion
5-HT s Cerebellum Gy11 o-Me-5-HT
5-HTxc| Hippokampus, Amygdala, Gy o-Me-5-HT
Kortex, Substantia nigra
5-HT3 Hirnstamm, Hippokampus, intr. lonen- Kanal 2-Me-5-HT
Amygdala, Habenula,
Kortex
5-HT4 Substantia nigra, Striatum, Gs BIMU 8
Septum, Hippokampus,
Amygdala
5-hts*
5-htsa Kortex, Hypothalamus, Gs 0
Hippokampus, Corpus
callosum
5-htsg Unbekannt unbekannt O
5-htg* Striatum, Kortex, Gs N
Hippokampus
5-HT; Kortex, Thalamus, Gs O
Amygdala

* Die Kleinschreibwei se wurde von der NC-IUPHAR fir aktuell nur als Gen-Produkte beschriebene Rezeptoren

Tabele?2

Ubersicht tiber Funktion, Verteilung und aktuelle Einteilung der 5-HT-Rezeptortypen
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selektiver Therapeutische Relevanz Literatur
Antagonist
() WAY Angstverhalten; Depression; |Kiaet al., 1996; Hoyer und Martin, 1997;
100635 Erndhrungsverhalten; Traber und Glaser, 1987; Wieland und Lucki,
Thermoregulation; 1990; Marsden et a., 1989; Goodwin et al.,
1987
GR55562 | Beeinflussung der Lokomotion; Maroteaux et a., 1992; Kennett und Curzon,
Erndhrungsverhalten 1988; Hoyer et al., 1994
0 Angstverhalten; Bruinvelset al. ,1993; Dolberg et al., 1995
0 unbekannt Miller und Teitler, 1992; Lowther et al., 1992
O unbekannt Amlaiky et al., 1992; Lovenberg et al., 1993b
Ketanserin Depression; Migrane; Garlow et al., 1993; D’Haenen et al., 1992;
Angstverhalten; Saxena und Den Boer, 1991, Castelao et al.,
Schlafregulation 1989
SB200646 unbekannt Choi und Maroteaux, 1996;
Mesulergin Beeinflussung der Mengod et a., 1990a; Abramowski et a.,
Lokomotion; 1995; Kennett et a., 1989; Fozard und Gray,
Erndhrungsverhalten; 1989; Curzon und Kennett, 1990
Migrane; Angstverhalten
Ondansetron Schmerzempfinden; Waeber et al., 1988/89; Fozard, 1994; Costall
Angstverhalten; Kognition; |und Naylor, 1991; 1994; Higginset al., 1992;
Erndhrungsverhalten; Barneset a., 1992
Erbrechen
GR113808 Kognition; Angstverhalten; | Grossmann et al., 1993; Jakemann et dl.,
Schmerzempfinden; 1994; Waeber et al., 1994; Eglen et al.,
Entzugssymptomatik; 19953a,b; Costall und Naylor, 1993;
Ghelardini et al.,1996; Panocka et al., 1995
0 unbekannt Carson et al., 1996; Mengod et al., 1997
O unbekannt Hoyer und Martin, 1997; Mengod et al., 1997
0 unbekannt Glatt et al., 1995; Kohen et al., 1996
0 Depression; circadianer Gustafson et al., 1996; Sleight et al., 1995;

Rhythmus

Lovenberg et a., 1993b

eingefihrt, bei denen bisher noch nichts Uiber ihre ,, physiol ogische Relevanz* bekannt ist.
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SB 216641: N-(3-(2-Dimethylamino) Ethoxy-4-Methoxyphenyl)-2'-Methyl-4'-(5-Methyl-
1,2,4-Oxadiazol-3-yl)-(1,1'-Biphenyl)-4-Carboxamid

BIMU 8: Endo-N-(8-Methyl-8-Azabizyklo(3.2.1.)Okt-3-yl)-2,3-Dihydro-(1-Methyl)Ethyl-2-
Oxo0-1H-Benzimidazol-1-Carboxamidhydrochlorid

(£) WAY 100635: N-(2-(4-(2-Methoxyphenyl)-1-Piperazinyl) Ethyl)-N-(Pyridinyl)-Cyclohexan
carboximimd 3 HCI

GR55562: 3-(3-(Dimethylamino)Propyl)-4-Hydroxy-N-(4-(4-Pyridinyl) Phenyl) Benzamid

SB200646: N-(1-Methyl-5-Indolyl)-N-(3-Pyridyl) Urea

GR113808: 1-(2-((Methylsulfonyl)Amino)Ethyl)-4-Piperidyl)Methyl 1-Methyl-1H-Indol-3-
Carboxylat
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2.2. Angst

Angst ist eine physiologische Emotion, die haufig, zumindest in sanfter und fluchtiger Form
von jedem Menschen erfahren wird. Das mag ein Grund sein, weshalb extreme Formen der
Angst nicht als Krankheit erkannt und erst spéter von Arzten untersucht wurden, als andere
Formen der Neurose wie Hysterie oder Depression. Melancholie, Epilepsie und Wahnsinn
sind in den Hippokratischen Schriften klar beschrieben, aber nicht die psychischen und
physischen Manifestationen schwerer Angstzustdnde. Ende des letzten und Anfang des
20. Jahrhunderts beschéftigten sich Darwin, Freud, Westphal, Kragplin und Pawlow mit dem
Charakter, sowie der Einteilung pathologischer Angstzustdnde und der Abgrenzung zu
anderen Neurosen. Pawlow nutzte dazu Ergebnisse aus ,experimentellen® Studien an
Labortieren. Anfang der 60er Jahre erwachte nach EEG-Untersuchungen und der Einfiihrung
der Benzodiazepine das verstarkte Interesse der biologischen Psychiatrie. Bald folgte die erste
Veroffentlichung praktischer diagnostischer Kriterien einiger psychischer Erkrankungen. Die
‘Erforschung diagnostischer Kriterien’ folgte und bereitete den Weg fir DSM-I11 (Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders). Dies hatte einen weltweiten Einflu3 auf die
psychiatrische Praxis.

2.2.1. Pathologische Angstzusténde beim Menschen

Angst wird als ein unangenehmer Gemutszustand beschrieben, der auf der psychischen Seite
mit dem Gefiihl von Anspannung, Erwartung bevorstehender Bedrohungen oder Gefahren
und Unsicherheit einhergeht und auf der physischen Seite begleitet wird von Symptomen wie
SchwelBausbruch, Tachykardie, Muskelzittern, Koordinationschwéche und Schmerzen in
Brust und Oberbauch. Der Unterschied zwischen ‘normaler’ und pathologischer Angst ist
gekennzeichnet durch den Ursprung der ersteren vor einer konkreten Gefahr in der @uf3eren
Umgebung und der letzteren vor keiner konkreten Bedrohung, einer Gefahr, die fur den
AulBenstehenden nicht existiert. Die Unterscheidung ist nicht immer einfach und zuletzt auch
durch die Komplexitdt der Angststorungen erschwert. Nach dem DSM-IV werden die
Angstsyndrome folgendermal3en eingeteilt:

- Panikstérungen ohne Agoraphobie
- Panikstorungen mit Agoraphobie
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- Agoraphobie ohne Panikstorung in der Vorgeschichte

- Spezifische Phobie

- Soziale Phobie

- Zwangsstorung

- Posttraumatische Belastungsstorung

- Akute Belastungsstérung

- Generdisierte Angststérung

- Angststorung aufgrund eines medizinischen Krankheitsfaktors
- Substanzinduzierte Angststorung

- Nicht néher bezeichnete Angststérung

Die Therapie dieser Angstsyndrome geschieht mittels Verhaltenstherapie oder Anxiolytika
oder einer Kombination aus beiden. Dabel sind zur Bewertung des subjektiven Gefuhls Angst
verschiedene  Skalen (z.B. Hamilton  Skala) entwickelt worden. Diese
Untersuchungsmethoden werden als Hilfsmittel fur die Diagnosenstellung, den Verlauf und
den Therapieerfolg bei der Behandlung von Angststérungen angewendet. Die psychischen
Manifestationen der Angst sind lediglich im Kklinischen Versuch beim Menschen
nachzuvollziehen. Im Tierexperiment gibt es fir diese menschlichen psychischen
Beschwerden keine direkt mef3baren Parameter. Fir die Entwicklung neuer Anxiolytika und
das Versténdnis der Neurobiologie ist es jedoch notwendig, Uber Angsttests am Tier zu
verfuigen, die Riickschliisse auf den Menschen ermgglichen.

2.2.2. Angst im tierexperimentellen Verhaltenstest

Es ist unwahrscheinlich, dal3 Tiermodelle jemas menschliche Angstzustdnde exakt
widerspiegeln kdnnen angesichts der zahlreichen pathologischen Angstsyndrome, die beim
Menschen beschrieben sind. Tiermodelle sind auf mef3bare Verhaltensanderungen limitiert,
wahrend beim Menschen angstauslosende Gedanken die Hauptkomponente ausmachen.
Menschliche Angst ist ein Resultat kumulativer Interaktionen zwischen personlichen
Charaktereigenschaften und der Umwelt, wohingegen Tiermodelle auf bestimmte Situationen

isoliert gehaltener Populationen beschrénkt sind.
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Alle Tiermodelle messen Reaktionen auf Reize, die as Bedrohung fir das Wohlbefinden, die
Sicherheit oder das Uberleben interpretiert werden konnen und von denen man ausgeht, dai?
sie im Menschen Angst induzieren. Unter den mehr als 30 Tiermodellen fir das
Angstverhalten gibt es eine Vielzahl von verschiedenen Ansatzpunkten. Man kann die
Angsttests in zwel grofle Kategorien unterteilen (Griebel, 1995, s. Abb. 4):. Die erste
beinhaltet Tests, die auf ethologischen Modellen basieren, die spontane oder natirliche
Reaktionen des Tieres auf Strefdreize berticksichtigen (z. B. Exposition eines Versuchstieres
einer neuen Umgebung); die zweite umfaldt konditionierte Reaktionen des Tieres auf
belastende und oft schmerzhafte Reize (z. B. elektrischer Ful3schock). Die Validierung dieser
Tiermodelle erfolgte mittels klinisch erprobter Substanzen, die beim Menschen
angstmindernd oder -ausldsend wirken (z. B. anxiolytisch: Benzodiazepine, Barbiturate,
Ethanoal, 5-HT1a-Rezeptor-Agonisten, 0-Adrenozeptor-Agonisten, M onoamin-
Wiederaufnahmehemmer, [3-Blocker, MAO-Inhibitoren; z.B. anxiogen. FG 7142,
Pentylentetrazol, Koffein, Yohimbin). Dabei ist zu beachten, dal3 nicht jedes Anxiolytikum in
allen Angsttests gleich wirkt, sondern auch unverdndertes Verhaten oder gar anxiogene
Reaktionen auftreten konnen. Dies deutet darauf hin, dal3 die unterschiedlichen Tiermodelle
verschiedene Schattierungen der Angst widerspiegeln, denn auch beim Menschen sprechen
die verschiedenen Angstsyndrome (z. B. Panikattacken und generalisiertes Angstsyndrom)
auf unterschiedliche Pharmaka an.

Die auf konditioniertem Verhalten basierenden Angsttests beruhen auf einer Bestrafung des
Tieres (meist milde Elektroschocks), die zum Ziel hat, eine bestimmte Verhaltensweise (z. B.
Nahrungs- oder Wasseraufnahme, Platzpréferenz) des Tieres zu unterdriicken oder zu
provozieren. Von Nachteil ist hierbel, wenn zum Wirkungsspektrum der zu testenden
Substanzen appetitbeeinflussende, oder sedative Wirkungen oder Veranderungen der
Nozizeption gehdren. Dies kann zu falsch positiven Ergebnissen fihren (Miczek, 1973).

Die auf unkonditioniertem Verhalten basierenden Angsttests nutzen angeborene und
natirliche Verhaltensweisen des Tieres auf unterschiedliche Stressoren (z. B. Sozialkontakt,
fremde Umgebung). Das Prinzip der auf Exploration basierenden Angsttests beruht darauf,
dal3 es bei einem Tier, das einer neuen Umgebung ausgesetzt wird, zu einer Konkurrenz von
exploratorischen Tendenzen (motiviert durch Neugier) und zurlickweichenden Tendenzen
(motiviert durch Angst) kommt. Insofern entsteht ein Konflikt zwischen Anndherung und
Vermeidung (Montgomery, 1955). Ein solcher Test nimmt daher mit zunehmender
Versuchszeit hdufig den Verlauf eines umgekehrten U; initial Uberwiegt die ablehnende

Haltung des Tieres gegentiber einer neuen Umgebung, mit voranschreitender Versuchszeit
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verstérkt sich die Mativation, die Umgebung zu erkunden, nach fortschreitender Exposition

sinkt die Exploration in dem Mal3e wie die Neuartigkeit der Umgebung nachl &ft.
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Der Hole Board-Test

Das Hole Board ist eine Apparatur, in der sich das Versuchstier frei bewegen kann. Es hat
mehrere runde Offnungen in der Bodenplatte, durch die das Versuchstier seinen Kopf stecken
kann (vgl. Abb. 8). Der Test bewertet die gerichtete Exploration eines Versuchstieres (K opf
durch das Loch stecken) und seine Lokomotion (Boissier et al., 1964; File und Wardill, 1975).
Auch wenn der Hole Board-Test nicht zu den klassischen Angsttests gehdrt, konnte doch
durch eine Reihe von Studien gezeigt werden, dal3 gerichtete Exploration und Lokomotion
unabhangig variieren konnen (File, 1977; Lister, 1987a). Wahrend niedrige Dosierungen von
Pharmaka, die als Anxiolytika bekannt sind (z. B. Benzodiazepine, Ethanol oder Barbiturate)
die gerichtete Exploration deutlich verstarkten, war dies bei der Lokomotion nicht der Fall
(File et a., 1985). Lister (1987b) konnte zeigen, dal3 niedrige Dosen von Benzodiazepinen,
Ethanol oder Barbituraten haufig beide Parameter erhthen. Studien mit Stimulanzien wie
Amphetamin oder Koffein haben eine Erhéhung der lokomotorischen Aktivitét zur Folge,
ohne eine Zunahme, sondern haufig mit einer Abnahme der Exploration einhergehend
(Pellow et al., 1985). Ebenso wurde eine Reihe von anxiogenen Substanzen im Hole Board
getestet (z. B. inverse Agonisten von Benzodiazepin, Y ohimbin). Diese Pharmaka induzieren
eine Verminderung der Exploration, wahrend die Lokomotion weitgehend unbeeinfluf3t bleibt
(File und Lister, 1982, Lister, 1987c; Chopin et a., 1986; Pellow et a., 1985).
Zusammenfassend kann gesagt werden, dal3 Pharmaka-induzierte Veré&nderungen des
Explorationsverhatens im Hole Board-Test durch Pharmaka-induzierte Verdnderungen im

Angstverhaten hervorgerufen werden konnen.

Der Elevated plus maze-Test

Der Elevated plus maze-Test basiert auf der Arbeit von Montgomery (1955). Die Apparatur
besteht aus einem kreuzformigen, erhdhten Gestell mit je zwel gegentberliegenden Armen,
die von Seitenwanden umgeben sind (geschlossen) und zwei Armen ohne Seitenwande
(offen) (vgl. Abb. 7). Das Versuchstier kann sich darin frei bewegen. Unbehandelte Tiere
zeigen eine deutliche Préferenz fur die geschlossenen Arme und halten sich seltener in den
offenen Armen auf (Pellow et a., 1985; Lister, 1987d). Als Parameter flr angstassoziiertes
Verhaten werden die Eintritte und die Aufenthaltszeit in den offenen Armen gemessen.
Zusétzlich wird die Zahl der Eintritte in alle Arme festgehalten. Ein langerer Aufenthalt in
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den offenen Armen und ein vermehrter Eintritt in die offenen Arme, ohne Anderung der
Gesamteintritte, wird as ‘anxiolytische’ Wirkung betrachtet (Handley und Mithani, 1984).
Mit dem Elevated plus maze-Test knnen aber auch ‘anxiogene’ Wirkungen erkannt werden
(Pellow et al., 1985; Handley und Mithani, 1984). Die Anzahl der Gesamteintritte in die
offenen und geschlossenen Arme dient dabei als Mal3 fur die lokomotorische Aktivitét.

2.2.3. Angst und Serotonin

Benzodiazepine reduzieren den Umsatz von Katecholaminen und Indolaminen im Gehirn
(Corrodi et al., 1971; Haefely et a., 1981). Vergleichsergebnisse aus neurochemischen und
Verhatensuntersuchungen deuten darauf hin, daf3 der Effekt von Benzodiazepinen auf
Noradrenalin einer Toleranzbildung unterliegt und mit der sedierenden Wirkung korreliert ist.
Im Gegensatz dazu zeigt der Effekt auf Serotonin keine Toleranzausbildung und korreliert mit
der anhaltenden anxiolytischen Wirkung. Andere biochemische Studien zeigen, dal3 nicht nur
der Umsatz, sondern auch die Ausschiittung von Serotonin gemindert ist (Jenner et al. 1975;
Saner und Pletscher, 1979).

Die Hypothese, dald3 erhéhte Aktivitdt der serotonergen Neurotransmission angstfordernd
wirkt, wahrend Reduktion oder vollstdndige Hemmung angstmindernd sind, stammt aus
frihen Arbeiten, die zeigten, dal3 Serotoninreduktion mit para-Chlorophenylalanin (pCPA),
para-Chloroamphetamin (pCA) (File und Hyde, 1977; Lorens, 1978) oder Serotonin
Rezeptorblockade (Commissaris et a., 1981) eine Zunahme von Elektroschock-bestraften
Verhatensweisen in Konflikttests bewirkte. Es folgte eine Vielzahl von Studien, die sich auf
unterschiedliche Weise mit einer Verminderung der serotonergen Funktion und den
Auswirkungen auf das Angstverhalten beschéftigten: durch elektrolytische Lasion des
medianen und/oder dorsalen Raphekerns, L&sionen mit Ibutensdure oder spezifischen
Neurotoxinen, die intracerebroventrikuldr (i.c.v.) oder direkt in die Raphekerne appliziert
wurden, Indolamin-Entspeicherer wie pCPA oder pCA und Rezeptorblocker wie
Methysergid, Cinanserin, Mianserin und Metergolin, die in der Regel peripher verabreicht
wurden. Die Verabreichung von 5,7-Dihydroxytryptamin (5,7-DHT), einem Neurotoxin, das
spezifisch serotonerge Neurone zerstért, brachte unterschiedliche Befunde. So berichteten
Briley et a. (1990) von einer anxiolytischen Wirkung nach i.c.v.-Applikation im Elevated
plus maze-Test, wobei die i.c.v.-Applikation von 5,7-DHT bei Carli et al. (1989) keinen
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Effekt im Black-and-White Box-Test zeigte. In konditionierten Angsttests, wie dem Vogel-
conflict-Test, wurden nach i.c.v.-Applikation von 5,7-DHT ebenfalls unterschiedliche
Ergebnisse erzielt. Wahrend Soderpam und Engel (1992) eine anxiolytische Wirkung
beobachteten, blieb ein Effekt bei Shimizu et a. (1992) aus. Auch bel der gezielten
Neurotoxinapplikation in die dorsadle Raphe ergab sich en &hnliches Bild; in
unkonditionierten Tests, wie dem Social interaction-Test zeigte sich eine anxiolytische
Wirkung (File et al., 1979), die im Elevated plus maze-Test ausblieb (Critchley et a., 1992).
In Konflikttests wurde sowohl von einer anxiolytischen Wirkung im Geller-Seifter-Test
(Thiébot et al., 1983), als auch von unveréndertem Verhalten im Vogel-conflict-Test berichtet
(Takao et a., 1992). Die Ausschaltung des medianen Raphekerns mit spezifischen
serotonergen Neurotoxinen ist in bezug auf das Angstverhaten am wenigsten untersucht.
Lediglich eine Studie berichtet Uber eine Untersuchung im Social interaction-Test, in dem
keine Verhaltensanderung gefunden wurde (File et a., 1979).



22

2.3. Ernahrungsver halten

Epidemiologische Studien deuten darauf hin, dald3 die Haufigkeit von ERstorungen wie
Anorexia nervosa und Bulimia nervosa in den letzten drei bis vier Jahrzehnten zugenommen
hat (Casper, 1983). Lange Zet herrschte Unsicherheit bel der Abgrenzung beider
Krankheitsbilder voneinander. Das gegenwartig DSM-IV verbietet beide Diagnosen im
gleichen Patienten. Eine wichtige Rolle beim Auftreten von ERstérungen scheint der
Neurotransmitter Serotonin zu spielen.

2.3.1. ERst6rungen und Serotonin

Es gibt zahlreiche experimentelle und klinische Studien, die die These einer Dysregulation
von Serotonin bei der Pathophysiologie der ERstérungen unterstiitzen (Brewerton et. al.,
1990; 1992; Goldbloom und Garfinkel, 1990; Jimerson et a., 1990; Kaye und Weltzin, 1991).
Das Interesse an Serotonin in Verbindung mit ERstorungen liegt an seiner bekannten Funktion
as zentraler Sattigungsvermittler. So bewirkte sowohl in klinischen Studien als auch im
Tierversuch eine  pharmakologische Erhdhung der  Aktivitdt des serotonergen
Neurotransmissionssystems zunehmende Séittigung. 5-HT1a-Rezeptor-Agonisten, die Uber
eine Aktivierung von prasynaptischen Autorezeptoren die serotonerge Neurotransmission
vermindern, steigerten dagegen die Nahrungsaufnahme (Dourish et al., 1988b). Als
Kontrollzentrum dieser serotonergen Wirkung wird der Hypothalamus angesehen und hier
besonders die Projektionen zum paraventrikul&ren (PVN) und ventromedialen (VMN)
Nucleus des medialen Hypothalamus, die Séttigung in bezug auf den Energiehaushalt des
Korpers kontrollieren, und zum Nucleus suprachiasmaticus (SCN), der ein zirkadianer
Schrittmacher ist und zeitliche Muster der Nahrungsaufnahme steuert (Leibowitz et al., 1988;
Sakaguchi und Bray, 1989). Im Tierexperiment konnte gezeigt werden, dal3 bei freier Wahl
verschiedener  Didten  nach  peripherer  Applikation  geringer  Dosen  des
Serotoninwiederaufnahmehemmers Fenfluramin eine Hemmung der Kohlenhydrataufnahme
am Anfang der Aktivitétsphase erfolgte, wahrend in héheren Dosen auch die Protein- und
Fettaufnahme vermindert wurde (Weiss et a., 1990). Der Serotoninwiederaufnahmehemmer
Fluoxetin bewirkte sowohl nach peripherer al's auch nach PV N-Injektion eine dosisabhangige

Reduktion der Kohlenhydrataufnahme nur am Anfang der Dunkelphase, wobel die Protein-
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und Fettaufnahme unbeeinfluf3t blieb (Weiss et al., 1991). Das umgekehrte Verhdtnis zeigte
sich nach serotonerger Reduktion durch intraventrikulére Injektion eines serotonergen
Neurotoxins (Shor-Posner et al., 1985). Wie aus den Studien von Weiss et a. (1990; 1991)
schon ersichtlich ist, wirkt sich auch der Rhythmus der serotonergen Aktivitét, wahrend des
zirkadianen Hell-/Dunkel-Zyklus auf das Nahrungsaufnahmeverhaten aus. Die Zeit der
stérksten serotonergen Aktivitdt liegt bel der Ratte am Anfang der aktiven
Nahrungsaufnahmeperiode, am Ubergang der Hell- in die Dunkelphase (Stanley et al., 1989).
Am Anfang der Dunkelphase ist die pharmakologische serotonerge Stimulation des PVN,
VMN oder SCN am effektivsten in der Unterdriickung der Nahrungs- und insbesondere der
Kohlenhydrataufnahme, wahrend sie zu anderen Zeitpunkten der Dunkelphase unbeeinfluf3t
bleibt (Weisset a., 1990; 1991).

Folgerungen aus diesen tierexperimentellen Untersuchungen konnten fir das Verstdndnis der
Nahrungsaufnahme beim Menschen abgeleitet werden. Wie im Tierexperiment unterdriicken
serotonerge Wirkstoffe die Nahrungsaufnahme, indem sie die Haufigkeit und die Grof3e der
Mahlzeiten durch ein erhdhtes Sattigungsgefuhl reduzieren (Silverstone und Goodall, 1986;
Wurtmann und Wurtmann, 1984; Hill und Blundell, 1986). In klinischen Studien konnte bei
Patienten mit ERstorungen eine Beeintrachtigung der Aktivitét des serotonergen Systems
gezeigt werden (Kaye und Weltzin, 1991; Jimerson et al., 1990). Von besonderem Interesse
sind dabel bulimische Patienten, die eine verminderte Fahigkeit besitzen, ein Séttigungsgefuhl
zu entwickeln und speziell Kohlenhydrate Uberkonsumieren (Kaye et al., 1992). Sie zeigen
eine verminderte serotonerge Aktivitdt im Gehirn, verminderte Ansprechbarkeit serotonerger
postsynaptischer Rezeptoren und nach den Mahlzeiten einen verringerten Anstieg von
Tryptophan im Verhdltnis zu anderen neutralen Aminosauren im Plasma, welches die
Synthese von Serotonin im Gehirn bestimmt (Kaye und Weltzin, 1991; Jimerson et a., 1990).
Bel der Behandlung von ERstérungen wurde von positiven Resultaten mit Fenfluramin und
Fluoxetin berichtet, die die serotonerge Aktivitat erhdhen und Efattacken bel bulimischen
Patienten vermindern (Fluoxetine Bulimia Nervosa Collaborative Group [FBNCG], 1992).
Bel Patienten mit Anorexia nervosa konnten nach Behandlung mit Cyproheptadin (einem
5-HT-Agonisten) Gewichtszunahmen erzielt werden (Halmi et al., 1986).

ERstérungen treten Gberwiegend bei Frauen auf und entwickeln sich bevorzugt in der Jugend
(Silverman, 1983). Dabel kommt es zu Stérungen der Kohlenhydrataufnahme und -verteilung
Uber den 24-Stundenzyklus (Wurtmann und Wurtmann, 1989). Von besonderem Interesse
hierzu sind Tierexperimente, die Geschlechtsunterschiede im Ernghrungsmuster festgestellt
haben. So konnte gezeigt werden, dal} weibliche Ratten eine stérkere Vorliebe fur
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Kohlenhydrate besitzen as mannliche, und dal3 es bei den welblichen Tieren ene
tageszeitliche Verschiebung der Kohlenhydrataufnahme in die inaktive Phase gibt (Leibowitz
et a., 1991). Diese Erndhrungsmuster, die in dhnlicher Form beim Menschen gefunden
wurden (Drewnowski et al., 1992), traten bei den weiblichen Tieren zwischen dem Absetzen
und dem Eintritt in die Pubertét auf. Die Moglichkeit eines Zusammenhangs zwischen diesen
Geschlechtsunterschieden und dem zentralen Serotoninsystem wird unterstitzt durch die
Tatsache, dal3 weibliche Ratten eine grofdere Anzahl von 5-HT - und 5HT14-Rezeptoren im
medialen Hypothalamus besitzen, sowie eine verstérkte Ansprechbarkeit auf serotonerge
Wirkstoffe aufweisen (Leibowitz und Jhanwar-Uniyal, 1990). Sie zeigen eine hohere
serotonerge Umsatzrate und reagieren stérker auf Substanzen, die die Serotoninsynthese im
Gehirn modulieren (Haleem et al., 1990). Zusétzlich belegen klinische Studien, dal3 Fasten die
Empfindlichkeit fir die Serotoninvorstufe Tryptophan bei Frauen, aber nicht bei Méannern,
andert (Goodwin et al., 1987).

2.3.2. Nahrungsaufnahme und CCK

Cholezystokinin (CCK), eines der am besten charakterisierten Peptide, ist urspringlich im
Verdauungstrakt entdeckt (Ivy und Oldberg, 1928) und spater im Gehirn lokalisiert worden
(Beinfeld et al., 1981). Spezies-spezifische Unterschiede in der Aminosdurensequenz von
CCK wurden entdeckt. Die 33-Aminosaurensequenz und ihr aus 8-Aminosauren bestehendes
C-Terminal konnten bei Schwein, Ratte, Huhn, Chinchilla, Hund und Menschen isoliert
werden (Fan et al., 1987; Rehfeld, 1978). Das nicht-sulfatierte Oktapeptid und das Tetrapeptid
konnten im Rattenhirn nachgewiesen werden (Frey, 1983). Die Vertellung von CCK im
Gehirn wurde 1975 von Vanderhaeghen et al. beschrieben. CCK oder CCK-mRNA findet
sich in Neuronen folgender Hirnareale; zerebraler Kortex, Klaustrum, Hippokampus,
Subikulum, Amygdala, Septum, Tuberculus olfactorius, Hypothalamus, Thalamus, ventrales
Mesenzephalon, zentrales Grau, Edingher-Westphal Kern, Colliculi superior und inferior und
Nucleus parabrachialis (Beinfeld et al., 1981; Crawley, 1985). Zwel Rezeptor-Subtypen
konnten unterschieden werden, die nach ihrem Vorkommen benannt wurden; der CCKa-
(vorwiegend alimentdr vorkommend) und der CCK g-Rezeptor-Subtyp (vorwiegend im Gehirn
vorkommend) (Innis und Synder, 1980; Sankaran et a., 1980; Hays et al., 1980).
Cholezystokinin wird wahrend der Nahrungsaufnahme vom Dinndarm ausgeschuttet, und es
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wurde angenommen, dal3 es al's Séttigungssignal dient (Gibbs et al., 1973b). Diese Hypothese
basierte auf der Feststellung, dal3 systemische CCK-Applikation die Nahrungsaufnahme bel
Ratten reduzierte (Gibbs et al., 1973a). Seitdem haben zahlreiche Studien mit Agonisten und
Antagonisten diese Hypothese in vielen Spezies, einschliefdlich Mensch, unterstitzt (Morley,
1985; Smith und Gibbs, 1992). So konnte langsame i.v.-Injektion von CCK die
Nahrungsaufnahme von gesunden Probanden reduzieren, die von keinen weiteren,
unangenehmen Wirkungen berichteten (Geary et al., 1992; Melton et al., 1992; Muurahainen
et al., 1991).

Studien mit Agonisten legen die Peripherie als Ursprung der CCKergen Wirkung nahe. Der
primare Wirkungsort bleibt dabel jedoch unbekannt, aber ein intakter Vagusnerv ist
Voraussetzung fir die appetitmindernde Wirkung von CCK (Crawley et al., 1981; South und
Ritter, 1988). Antagonisten, wie Devazepid, die am CCK 5-Rezeptor-Subtyp angreifen, hoben
die appetitmindernde Wirkung von CCK auf (Hanson und Strouse, 1987; Dourish et al.,
1988a). Aber auch vom Antagonisten am CCKg-Rezeptor-Subtyp, L-365,260 (3R(+)-N(2,3-
Dihydro-1-Methyl-2-Oxo-5-Phenyl-1H-1,4-Benzodiazepin-3-yl)-N 1-(3-Methyl phenyl)-Urea),
wurde berichtet, dal3 er die Futteraufnahme bel Ratten erhoht (Dourish et al., 1989) und
Gewichtszunahmen bel frisch entwohnten Ratten verstérkt (O’'Neill et a., 1990). Da
Devazepid und L-365,620 die Blut-Hirn-Schranke passieren kénnen, bleibt unklar, ob die
Wirkungen von endogenem CCK auf die Nahrungsaufnahme zentral oder peripher vermittelt
werden.

Moglicherweise wirkt Cholezystokinin Uber eine Interaktion mit anderen Neurotransmittern.
Peripher appliziertes CCK induziert Konzentrationsdnderungen von zentralen Monoaminen
(Kaneyuki et al., 1989). Zahlreiche Befunde deuten auf Wechselwirkungen zwischen CCK
und Serotonin hin, wobei Serotonin die appetitmindernde CCKerge Wirkung vermitteln soll
(Cooper und Dourish, 1990). Durch die Vorbehandlung mit Metergolin, einem
5-HT;-/5-HT,-Rezeptor-Antagonisten, der die Blut-Hirn-Schranke passiert, konnte die CCK-
induzierte Reduktion der Nahrungsaufnahme blockiert werden (Grignaschi et a., 1993).
Dieser Effekt wurde mit Xylamidin Tosylat, einem peripher wirkenden 5-HT,-Antagonisten
nicht erzielt, was darauf hinweist, dal3 zentrales 5-HT eine Rolle bel der CCK induzierten
Reduktion der Nahrungsaufnahme spielt (Stallone et al., 1989). Auch die Pramedikation mit
Mianserin, einem nichtselektiven 5-HT-Antagonisten, und 8-OH-DPAT, das Uber
préasynaptische 5-HT1a-Rezeptoren die serotonerge Entladungsrate vermindert, konnte die
anorektische Wirkung von CCK aufheben (Poeschla et al., 1992; 1993). Die genauen
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Wirkungsmechanismen, beteiligten Rezeptoren und anatomischen Strukturen sind jedoch
nicht endgultig aufgeklart.

Basierend auf den Befunden aus zahlreichen Studien, da3 CCK séttigungsvermittelnde
Wirkungen aufweist, wurden Untersuchungen durchgefihrt, die mogliche Abweichungen der
CCKergen Funktion in EfRstérungen aufdecken sollten. In drei Studien an Patienten mit
Anorexia nervosa wurde von signifikant erhdhten CCK-Werten im Plasma berichtet (Harty et
a., 1991; Phillip et al., 1991; Tama et a., 1993). Eine vierte Studie konnte jedoch keine
Abweichung gegenliber Kontrollwerten feststellen (Geracioti et al., 1992). In bulimischen
Patienten wurde eine verschlechterte CCK-Sekretion in  Verbindung mit der
Nahrungsaufnahme festgestellt (Geracioti und Liddle, 1988; Pirke et al., 1994) und geringere
Konzentrationen von CCK im Liquor cerebrospinalis (Lydiard et a., 1993). Ubergewichtige
Patienten zeigen normale oder gering erhthte Plasma-CCK-Werte (Burhol et al., 1984).
Intravends appliziertes CCK konnte die Nahrungsaufnahme bei Ubergewichtigen Patienten
reduzieren, einschliefdlich Patienten mit Adipositas durch Hypothalamusschédigung. Aber
dieser Effekt war auf die ersten 10 Minuten des Einnehmens der Mahlzeit limitiert (Boosalis
et a., 1992; Pi-Sunyer et al., 1982). Diese Befunde deuten darauf hin, dal3 CCK eine Rolle bei
der Pathologie von Efstérungen spielt. Ob diese Verénderungen ursachlich oder infolge des

Krankheitsgeschehens auftreten, missen zukinftige Untersuchungen zeigen.
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2.4. Neurotoxine

Thoenen und Tanzer entdeckten 1968, dald die langanhatende Verminderung von
Noradrenalin in sympathisch innervierten Organen durch 6-Hydroxy-Dopamin (6-OH-DA)
auf einer Degeneration von Noradrenalinterminalen beruhte. Dies war die Basis fur die
Entwicklung eines neuen Konzepts neurobiologischer Forschung: Die Methode selektiver
chemischer Neurodegeneration. Der erfolgreiche Einsatz dieser Methode, um Degenerationen
noradrenerger und dopaminerger Neurone im Gehirn zu erzielen, regte die Suche nach
Komponenten mit entsprechenden Effekten auf zentrale Serotoninneurone an. Mit den an 5,6-
und 5,7-dihydroxylierten Tryptaminen (5,6- und 5,7-DHT) schienen Substanzen gefunden zu
sein, mit denen man lang anhaltende und selektive Zerstbrungen serotonerger Neurone
vornehmen kann (Baumgarten und Bjorklund, 1976).

5,7-Dihydroxytryptamin

Nachdem Baumgarten et al. (1971) Studien mit unterschiedlichen Dihydroxytryptamin-
derivaten begonnen hatten, stellte sich zunéchst das 5,6-DHT als vielversprechend heraus.
Zwar erzeugte 5,6-DHT in niedrigen Dosierungen eine langanhaltende Verminderung von
Serotonin im Ruckenmark, aber nur eine geringe Senkung des 5-HT-Gehaltes im Vorderhirn.
Hohere Dosierungen fuhrten jedoch nicht nur zu groferer Schadigung serotonerger Neurone,
sondern auch von myelinierten Axonen und Gliazellen, einer signifikanten Reduktion von
Noradrenalin- und Dopamingehaten und wurden vom Versuchstier nicht mehr toleriert.
Daraufhin wurde das Augenmerk verstarkt auf 5,7-DHT gerichtet, welches &hnliche
Degenerationen an serotonergen Neuronen verursachte wie 5,6-DHT, aber auch in hohen
Dosierungen vom Versuchstier vertragen wurde und somit starkere 5-HT-
Gehaltsabsenkungen ermoglichte.  5,7-DHT  verursachte auch Degenerationen an
noradrenergen, jedoch nicht an dopaminergen Neuronen (Baumgarten und Lachenmayer,
1972). Dies kann durch Pramedikation mit katecholaminergen Aufnahmehemmern verhindert
werden (Tabatabaie und Dryhurst, 1998).

Es wird angenommen, dal3 die Selektivitét von 5,6- und 5,7-DHT mit ihrer Aufnahme in die
serotonergen Terminalen durch die aktiven Transportmechanismen fir 5-HT in
Zusammenhang stehen. Nach Erreichen ener kritischen intraneuronalen Konzentration

verursachen sie dann ihre neurotoxischen Effekte. Zu ihrem Wirkungsmechanismus gibt es
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zwei Hypothesen, die beide die intraneuronale Oxidation der Dihydroxytryptamine als
Voraussetzung ihrer Toxizitét zugrunde legen (Rotman et al., 1976). Die erste Hypothese
geht davon aus, dal3 bei der Autooxidation von 5,6- und 5,7-DHT reaktive Quinone entstehen,
die an Proteine und Makromolekile binden, die essentiell fur die neuronale Funktion sind.
Die zwete Hypothese beruht auf der Annahme, dald as Nebenprodukt der
Dihydroxytryptaminoxidation zytotoxische reaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen
species, ROS) entstehen. Beiden Hypothesen ist gemein, dald die entstehenden Radikale
irreversibel an Proteine binden, besonders an ihren SH-Gruppen und zur Denaturierung dieser
Proteine fuhren, sowie eine Hemmung der Atmungskette bewirken, durch die Bindung an
deren Enzyme und somit die Bereitstellung von ATP blockieren (Baumgarten und Bjoérklund,
1976).
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2.5. Nachweis von Neurotransmittern in vivo

Seit Jahren ist man bestrebt, freigesetzte Neurotransmitter in der extrazelluléren FlUssigkeit
des Gehirns am Iebenden Organismus messen zu kdnnen. Maclntosh und Oborin berichteten
1953 von flussigkeitsgefillten Dialysesackchen, die auf der Gehirnoberflache befestigt
wurden, wobei entweder der Behdlter oder nur die Flissigkeit im Innern des Behdlters
ausgetauscht wurde. Die Nachteile dieser Methode, geringer Oberflachenkontakt und direkte
Bertihrung von Hirngewebe mit der Flissigkeit, Uberwogen den Vorteil dieser Methode, die
Unversehrtheit des Hirngewebes.

Spater versuchte man Flissigkeit als Austauschmedium durch eine Kanlle in das zu
untersuchende Hirngebiet zu pumpen, die nachfolgend wieder abgesaugt wurde, das
sogenannte ,, Push-Pull”-Verfahren (Gaddum, 1962). Aber auch hier ergab sich der Nachteil
des direkten Kontakts zwischen Gewebe und kinstlicher Zerebrospinalflissigkeit und
eventuelle Schéden durch zu grofRe Flissigkeitsmengen wahrend der ,,Push”-Phase.
Zusétzlich mufdte eine Aufbereitung der Sammelfllssigkeit erfolgen, weil Verunreinigungen
mit Hirngewebe bel der Analyse hinderlich waren.

Schliefdlich wurde noch die Technik der Gewinnung des Liquors aus der Cisterna magna
durch die Implantation eines Dauerkatheters entwickelt, alerdings mul3 dabei die
Konzentration der Neurotransmitter in der Zerebrospinalflissigkeit (CSF) nicht mit der
Konzentration im Gewebe korrelieren (Sarnaet al., 1983).

Heutzutage gibt es zwei Methoden, die eine genaue und verh@ltnismdldig schonende
Untersuchung gewéhrleisten kdnnen; die in vivo Voltammetrie und die in vivo Mikrodial yse.
Bel der Technik der in vivo Voltammetrie werden dinne Kohlefasern in das Gehirn
implantiert und durch Oxidation und Reduktion die Konzentration bestimmter
elektrochemisch aktiver Substanzen gemessen. Dies geschieht durch ene der
K onzentrationsanderung proportionale Anderung des Stromflusses an der Elektrode. Die
Vorteile dieser Methode liegen in der geringen Schadigung des umliegenden Gewebes durch
die Untersuchungssonde (8-40 um Durchmesser) und die Schnelligkeit der Mef3vorgénge, die
bis zu 100 mal pro Sekunde ablaufen konnen (Millar et al., 1992; O’ Connor und Kruk, 1992).
Von Nachteil sind jedoch das begrenzte Spektrum von Substanzen, die mit der Voltammetrie
bestimmt werden konnen. Dabel ist die Trennung der zu untersuchenden Transmitter (z. B.
5-HT, Dopamin) von ihren Metaboliten und anderen elektrochemisch aktiven Stoffen im
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Gehirn (z.B. Askorbinsdure) oft erschwert oder noch nicht moglich. Ebenfals nachteilig ist

die kurze Dauer, in der die Voltammetrie-Sonden im arbeitsféhigen Zustand sind.

2.5.1. Intrazerebrale Mikrodiayse

Das Grundprinzip der intrazerebralen Mikrodialyse beruht auf der Diffusion von Substanzen
durch eine semipermeable Membran, die die Grenze zwischen dem Extrazellularraum des
ZNS und dem kunstlichen Liquor im Innern einer kleinen, in das ZNS implantierten Sonde
bildet.

Substanzen koénnen sich entsprechend ihres Konzentrationsgeféles und der Durchlassigkeit
der Membran nach dem Diffusionsgesetz verteilen. Ein permanenter Austausch des
kinstlichen Liquors sichert im Innern der Sonde ein gleichbleibendes und hohes
Konzentrationsgefélle.

Einer der ersten, die das Prinzip der Diffusion durch eine semipermeable Membran im ZNS
anwendeten, waren Bito et a. (1966) die Dialysesdckchen in den Kortex von Hunden
implantierten. Um zeitliche Verénderungen der Konzentration von Substanzen im ZNS zu
verfolgen, wurde diese Technik durch einen FlUssigkeitsaustausch weiterentwickelt (Delgado
et a., 1972). Von einer neuartigen Methode zum Sammeln von kinstlichem Liquor nach
Durchstrémen einer Kapillare berichteten 1982 Ungerstedt und Mitarbeiter. Sie verbanden die
offenen Enden von zwel paralelen Kanilen mit einem U-férmigen Stiick Dialyseschlauch,
durch den der kinstliche Liquor gepumpt wurde (Abb. 5 11). Der Dialyseschlauch war eine
einzelne Kapillare (O 200-300 pum) aus einem kommerziellen Diaysator. Damit war zum
ersten Mal eine kontinuierliche Probensammlung mdglich. Erganzt wurde diese Methode
durch die transversale Mikrodialysesonde, bel der eine Dialysekapillare horizontal durch das
ZNS gefthrt wird (Abb.5I1Il). Das darauffolgende Modell, die konzentrische
Mikrodialysesonde (Abb. 5 1) bestand aus zwel ineinander angeordneten Kanilen mit einer
Spitze aus Diayseschlauch (Ungerstedt und Hallstrom, 1987). Der Vorteil dieses Designs ist
der geringe Durchmesser der Sonde (300 pm), wobei im Vergleich zur U-formigen Sonde mit
ihrer langen Dialysemembran alerdings die Diffusionsfl&che geringer ist.

Um die Bedeutung von Neurotransmissionssystemen zu untersuchen, reicht die Beurteilung
des Verhaltens allein nicht aus. Mit Hilfe der Mikrodialysetechnik ist es heutzutage moglich,

Konzentrationsanderungen von Substanzen in der ExtrazellularflUssigkeit zu bestimmen,
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Abbildung 5

Schematische Skizze einer konzentrische Mikrodialysesonde (1), einer Dialyseschleife (11), und einer

transversalen Mikrodiaysesonde (111)

wobe zeitgleich eine Analyse des Verhaltens durchgefihrt werden kann. Damit ist die

MOoglichkeit gegeben, Konzentrationsveranderungen, die durch Verhaltensénderungen

induziert werden, zu erfassen. Es ist jedoch genau zu prifen, ob die Veranderungen Ursache
oder Wirkung darstellen.

Vorteile der Mikrodialyse:

Die kontinuierliche Sammlung eines sterilen und proteinfreien Perfusates aus einem oder
mehreren begrenzten Hirngebieten kann tber [angere Zeit erfolgen.

Die Analyse der so gewonnenen Perfusate erfolgt mit entsprechend empfindlichen
speziellen chemischen Analyseverfahren, wobei es mdglich ist ein breites Spektrum von
Neurotransmittern und Metaboliten parallel und mit gentigender Empfindlichkeit zu
bestimmen.

Die Mikrodialyse kann am wachen und frei beweglichen Tier erfolgen. Narkose-
nebenwirkungen kdnnen damit ausgeschl ossen werden.

Durch die Mikrodialysesonde kdnnen dial ysemembrangéngige Pharmaka ohne zusétzliche
Belastungen fur das Tier in die zu untersuchenden Gehirngebiete gebracht werden.
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Nachteile der Mikrodialyse:

Es entstehen relativ grol3e Gewebeschéden durch Gewebsverletzungen in der Umgebung
der Mikrodialysesonde.

Es erfolgt eine Auswaschung des Extrazellularraumes durch die kontinuierliche Diffusion
von Transmittern, Metaboliten oder Vorstufen in die Mikrodialysesonde und eine lokale
Hypoxie um die Diaysesonde aufgrund der entgasten und sauerstoffarmen
DialyseflUissigkeit.

Die Sammelphasen fur das Perfusat von 20 Minuten sind relativ lang, so dal3 kurzfristige
Anstiege oder Abfélle der Konzentrationen der zu messenden Substanzen nicht erfaldt
werden konnen. Einen Ausweg aus dieser schlechten zeitlichen Auflésung bieten die
online Mikrodiaysen mit sensibleren Detektoren, wie neuere HPLC-Anlagen mit

elektrochemischen Detektoren oder die Durchfiihrung einer online M assenspektroskopie.



